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WYKAZ SKROTOW

53BP1 - p53 binding protein, biatko wigzgce p53

AMPK - 5’AMP-activated protein kinase, kinaza AMPK

ALR - autophagic lysosome reformation, autofagiczna odnowa lizosomoéw

APS - amonium persulfate, nadsiarczan amonu

ATG - autophagy-related gene, gen zwigzany z autofagia

ATM - ataxia-telangiectasia mutated, biatko zmutowane w ataksji-teleangiektazji
ATR - ataxia telangiectasia and Rad3-related protein

BCL-2 - B-cell lymphoma 2, biatka z rodziny BCL-2

BrdU — 5-bromo-2’-deoxyuridine, 5-bromo-2-deoksyurydyna

BSA — bovine serum albumin, albumina surowicy bydlece;j

CCFs - cytoplasmic chromatin fragments, cytoplazmatyczne fragmenty chromatyny
CCL - C-C motif chemokine ligand, chemokiny z rodziny CCL

CHK - checkpoint kinase , kinaza punktu kontrolnego

CMA - chaperone-mediated autophagy, autofagia zalezna od biatek opiekuriczych
cPD - cumulative population doubling, skumulowana liczba podwojen populacji

DAMPs - damage-associated molecular patterns, czasteczki sygnatowe zwigzane z

uszkodzeniem

DAPI - 4’,6-diamidino-2-phenylindole, 4’ ,6-diamidyno-2-fenyloindol
DMSO - dimethyl sulfoxide, dimetylosulfotlenek

DDR - DNA damage response, odpowiedz na uszkodzenia DNA

DEG - differentialy expressed genes, geny o zréznicowanej ekspresji
DNASE2 — deoxyribonuclease 2, deoksyrybonukleaza 2

DSBs - double strand breaks, uszkodzenia podwdjne nici DNA
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DTT - dithiothreitol, ditiotreitol
ECM — extracellular matrix, macierz zewnatrzkomorkowa
ER — endoplasmic reticulum, siateczka sréodplazmatyczna

ESCRT - endosomal sorting complex required for transport, endosomalny kompleks sortujgcy

odpowiedzialny za transport

EVs - extracellular vesicles, pecherzyki zewnatrzkomoérkowe
FBS - Fetal Bovine Serum, surowica ptodowa cieleca

FC - fold change, krotno$é zmiany

FDR - false discovery rate, wspotczynnik fatszywych odkry¢
HDL — high density lipoprotein, lipoproteiny o wysokiej gestosci
IL — interleukin, interleukina

ILVs - intraluminal vesicles, pecherzyki wewngtrzendosomalne powstajgce poprzez wgtebienie

btony endosomu

ISEV - International Society for Extracellular Vesicles

LADs - lamin-associated domains, domeny powigzane z laming

LAMP - lysosome-associated membrane protein, biatko zwigzane z btong lizosomu
LDELS - LC3-dependent EV loading and secretion, LC3-zalezne tadowanie i wydzielanie EVs
LDL — low density lipoprotein, lipoproteiny o niskiej gestosci

LIR - LC3-interacting region, region oddziatujgcy z LC3

MAP1 LC3 - microtubule-associated protein 1 light chain 3

MDC1 - mediator of DNA damage checkpoint protein 1

MMP — matrix metalloproteinase, metaloproteinaza macierzy

MRN - protein complex consisting of: Mrel1, Rad50 and Nbs1, kompleks biatkowy
(Mrel1, Rad50, Nbs1)

mTOR - mechanistic Target Of Rapamycin
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MS - mass spectrometry, spektrometria mas

MVBs - multivesicular bodies, ciatka wielopecherzykowe

NBR1 - neighbour of BRCA1 gene 1 protein

NF-kB - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Nn - cell harvest number, liczba zebranych komérek

Ni - inoculum number, liczba wysianych komoérek

NTA - Nanopatrticle Tracking Analysis, analiza $ledzenia ruchu nanoczastek

OIS - oncogene-induced senescence, starzenie przyspieszone indukowane onkogenami
OPTN - optineurin, optyneuryna

p70S6K1 - ribosomal protein S6 kinase beta-1

PARP1 - poly [ADP-ribose] polymerase 1

PAS - phagophore assembly site, miejsce tworzenia sie fagoforu

PBS - phosphate buffered saline, roztwér soli fizjologicznej w buforze fosforanowym
PCA - Principal Component Analysis, analiza gtéwnych sktadowych

PD - population doubling, podwojenie populacji

PE — phosphatidylethanolamine, fosfatydyloetanoloamina

PFA — paraformaldehyde, paraformaldehyd

PI3K Ill - class Il phosphatidylinositol 3-kinase, kinaza 3 fosfatydyloinozytolu klasy Il
PI3P - phosphatidylinositol 3-phosphate, fosfatydyloinozytol-3-fosforanu

RBPs - RNA-binding proteins, biatka wigzgce RNA

RS - replicative senescence, starzenie replikacyjne

SA-B-gal - senescence-associated B -galactosidase, B-galaktozydaza zwigzana ze starzeniem

SAHFs - senescence-associated heterochromatin foci, skupiska heterochromatyny zwigzane ze

starzeniem
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SASP — senescence associated secretory phenotype, fenotyp sekrecyjny zwigzany ze

starzeniem

SCAFs — senescence-cell adhesion fragments, komérkowe fragmenty “przylegajace” do

komorek starych

SDS - sodium dodecyl sulfate, siarczan dodecylu sodu

SIPS - stress-induced premature senescence, starzenie przyspieszone indukowane stresem
SQSTM1/p62 - sequestome-1/ubiquitin-binding protein p62, biatko p62

SSBs - single strand break, uszkodzenie pojedynczej nici DNA

STRING - Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins

TBST — tris-buffered saline Tween-20, roztwar soli fizjologicznej w buforze tris z dodatkiem
Tween-20

TCH - tiocarbohydrazide, tiokarbohydrazyd

TCL - total cel lysate, lizat catokomérkowy

TEMED - N’,N’,N’,N’-tetramethylenediamine, N’,N’,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

TMT - tandem mass tag, znacznik tandemowej spektrometrii mas

UBA - ubiquitin-associated, domena rozpoznajgca ubikwityne na substracie

ULK1/2 - unc-51 like autophagy activating kinase 1/2, kinaza ULK1/2

UPR - unfolded protein response, odpowiedz na nieprawidtowo sfatdowane biatka

VSMC - vascular smooth muscle cells, komérki miesni gtadkich naczyn

x-gal - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galaktopiranozyd
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STRESZCZENIE

Starzenie komédrkowe jest odpowiedzig na stres charakteryzujaca sie trwatym zahamowaniem
proliferacji oraz gteboka przebudowa morfologiczng, metaboliczng i funkcjonalng komérek.
Zjawisko to mozna podzielié na etapy wczesny i pdzny, ktére wigzg sie z zachodzeniem
dynamicznych zmian w fenotypie. Nagromadzenie starzejacych sie komérek w tkankach
przyczynia sie do starzenia organizmu oraz do rozwoju choréb zwigzanych z wiekiem, w tym
miazdzycy. Wykazano, ze komorki miesni gtadkich naczyn (ang. vascular smooth muscle cells,
VSMC) ulegajace starzeniu sprzyjajg rozwojowi blaszki miazdzycowej, m.in. poprzez
zwiekszong sekrecje biologicznie aktywnych czynnikdéw, okreslanych terminem Senescence
Associated Secretory Phenotype (SASP).

Jednym z proceséw towarzyszgcym starzeniu jest autofagia. Proces ten jest zaangazowany w
utrzymanie homeostazy komérkowej poprzez usuwanie uszkodzonych organelli lub biatek, co
zapobiega starzeniu komdrkowemu. Gdy stres komdrkowy staje sie przewlekty, autofagia
moze wspiera¢ rozwaj fenotypu starzenia, miedzy innymi poprzez wspieranie SASP.

Celem mojej pracy byto zbadanie zmian zachodzgcych w komdrkach VSMC na réznych etapach
starzenia indukowanego stresem oraz replikacyjnego, ze szczegélnym uwzglednieniem udziatu
autofagii w regulacji sekrecji pecherzykdéw zewnatrzkomérkowych (ang. extracellular vesicles,
EVs).

W pierwszym etapie badan przeprowadzono charakterystyke fenotypu starzenia. Analiza
klasycznych markeréw tego procesu zostata uzupetniona o badania transkryptomiczne
i proteomiczne, ktdre pozwolity na wykazanie réznic i podobienstw pomiedzy réznymi typami
starzenia (starzenie indukowane i starzenie replikacyjne), jak tez w zaleznosci od etapu
starzenia (wczesny versus pdzny). Analiza transkryptomu wykazata globalny spadek ekspres;ji
gendw w komodrkach starych, zwfaszcza tych zaangazowanych w regulacje proliferacji
i naprawe DNA. Dodatkowo stwierdzono, ze pogtebianiu sie starzenia towarzyszg zmiany
w poziomie ekspresji gendw kodujacych biatka zwigzane z przebudowg macierzy
zewnatrzkomérkowej. Analiza proteomu ujawnita znacznie wyziszg liczbe biatek istotnie
zmieniajgcych sie w komdrkach VSMC bedacych na pdinych etapach starzenia oraz
komoérkach starzejacych sie replikacyjnie. Ws$réd nich nadreprezentowane byty biatka
zaangazowane w regulacje metabolizmu oraz odpowiedzi odpornosciowe;j.

Analizie poddano réwniez pecherzyki zewnatrzkomérkowe wydzielane przez komadrki na
poszczegdlnych etapach starzenia. Wykazano, ze stare komorki VSMC wydzielajg istotnie
wiecej EVs niz komorki mtode, a ich liczba rosnie wraz z pogtebianiem sie procesu starzenia.
Wraz z uptywem czasu od indukcji starzenia, proteom EVs wydzielanych przez komérki stare
ulega wiekszemu zrdéznicowaniu, co wskazuje na dynamiczng przebudowe sekretomu.
Poréwnanie proteomu komérek ulegajgcych starzeniu z proteomem EVs pozwolito na
wytypowanie markerdw tego procesu wystepujgcych w pecherzykach, co potencjalnie moze
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by¢ wykorzystane do oceny poziomu starzenia komdérkowego w chorobach uktadu krgzenia w
oparciu o analize EVs obecnych w krwi.

Wykazano, ze zaréwno starzenie replikacyjne, jak i indukowane komérek VSMC wigze sie ze
spadkiem wydajnosci autofagii. Spadkowi wydajnosci autofagii towarzyszyta postepujaca
w czasie starzenia akumulacja pecherzykdw uczestniczacych w tym procesie, czego dowiodta
analiza morfologii komoérek na poziomie ultrastrukturalnym oraz analiza proteomu
komdrkowego. Zahamowanie autofagii przy uzyciu bafilomycyny Al znaczaco zwieksza
sekrecje EVs przez komoérki VSMC. Najwiekszy wzrost wydzielania EVs pod wptywem
bafilomycyny Al odnotowano dla komdrek bedgcych na pdéznych etapach starzenia. Wskazuje
to na funkcjonalny zwigzek miedzy zaburzeniami autofagii a zwiekszonym wydzielaniem
pecherzykdw przez komérki stare.

Zbadano rowniez wptyw simwastatyny, zwigzku nalezgcego do grupy lekéw powszechnie
stosowanych w zapobieganiu i leczeniu choréb uktadu krazenia, na sekretom komodrek
starzejgcych sie. Stwierdzono, ze lek ten obniza wydzielanie przez stare komérki VSMC
rozpuszczalnych czynnikdéw SASP, nie majac jednak wptywu na poziom wydzielanych EVs.

Podsumowujac, rozprawa ta przedstawia wyniki przyczyniajgce sie do lepszego poznania
zmian zachodzgcych w trakcie starzenia komdrek VSMC i stanowi punkt wyjscia do badan nad
wykorzystaniem markeréw starzenia do diagnostyki oraz oceny efektéw leczenia choréb
uktadu sercowo-naczyniowego, ktérym towarzyszy gromadzenie sie komoérek starych.
Ponadto moje badania wskazujg na powigzanie zaburzen procesu autofagii w komdrkach
starych z sekrecjg EVs.
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ABSTRACT

Cellular senescence is a stress response characterized by irreversible cell cycle arrest and
intense morphological, metabolic, and functional remodeling. This phenomenon can be
divided into early and late stage, each associated with dynamic phenotypic changes.
Accumulation of senescent cells in tissues contributes to aging of a whole organism and the
development of age-related diseases, including atherosclerosis. It has been demonstrated
that vascular smooth muscle cells (VSMC) undergoing senescence promote atherosclerotic
plaque progression, including through the increased secretion of bioactive factors collectively
referred to as the Senescence-Associated Secretory Phenotype (SASP).

One of the processes accompanying senescence is autophagy. This process is involved in
maintaining cellular homeostasis, preventing senescence by removing damaged organelles or
proteins. When cellular stress becomes chronic, autophagy may support the development of
the senescent phenotype, including by sustaining SASP.

The aim of my study was to investigate changes occurring in vascular smooth muscle cells at
different stages of stress-induced and replicative senescence, with particular emphasis on the
role of autophagy in the regulation of extracellular vesicles (EVs) secretion.

In the first stage of the study, | characterized the senescent phenotype. Analysis of classical
markers of this process was complemented with transcriptomic and proteomic studies, which
enabled identification of differences and similarities between different types of senescence
(induced vs replicative), as well as between its stages (early vs late). Transcriptome analysis
revealed a global decrease in gene expression in senescent cells, particularly of genes involved
in the regulation of proliferation and DNA repair. Additionally, | found that the progression of
senescence is accompanied by changes in the expression of genes encoding proteins
associated with extracellular matrix remodeling. Proteomic analysis revealed a substantially
higher number of significantly altered proteins in VSMC at late stages of senescence and in
replicative senescent cells. Among these, proteins involved in metabolic regulation and
immune responses were overrepresented.

Next, | analyzed extracellular vesicles secreted by cells at different stages of senescence.
| demonstrated that senescent VSMC release significantly more EVs than young cells, and their
number increases with senescence progression. Over time, following senescence induction,
the proteome of EVs released by senescent cells becomes increasingly diversified, indicating
dynamic remodeling of the secretome. Comparison of the cellular proteome with the EVs
proteome allowed me to identify potential markers of this process present in extracellular
vesicles, which could potentially be used to assess cellular senescence levels in cardiovascular
diseases based on EVs circulating in the blood.

| showed that both replicative and stress-induced senescence in VSMC are associated with
reduced autophagic activity. Inhibition of autophagy using bafilomycin A1 markedly increased
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EVs secretion in VSMC, indicating a functional link between impaired autophagy and elevated
vesicle release by senescent cells.

| also examined the effect of simvastatin, a widely used drug for the prevention and treatment
of cardiovascular diseases, on the secretome of senescent cells. | found that this drug reduces
the secretion of soluble SASP factors by senescent VSMC, but does not affect the level of EVs
release.

In summary, this dissertation presents findings that contribute to a better understanding of
the changes occurring during vascular smooth muscle cell senescence and provides
a foundation for future studies on the use of senescence markers for diagnosis and evaluation
of therapeutic outcomes in vascular diseases associated with the accumulation of senescent
cells. Moreover, my research indicates a link between autophagy impairment observed in
senescent cells and EVs secretion.
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1. Wstep

Starzenie jest jednym z proceséw, ktéry dotyczy wiekszosci zywych organizméw. Juz
w starozytnosci prébowano powigzaé proces ten z chorobami i ogdlnym ostabieniem
w podesztym wieku [Papirus Ebersa, Hipokrates, Kanon medycyny Zé6ttego Cesarza]. Przez
kolejne stulecia kontynuowano poszukiwania biologicznych podstaw procesu starzenia.
Sformutowano szereg teorii préobujgcych wyjasnic¢ to zjawisko. Awicenna w XI w. wigzat dbanie
o zdrowie z dtugowiecznoscig co prawie po dziesieciu wiekach okazato sie byé prawdg,
poniewaz dzieki ogdlnej poprawie warunkéw zycia w ostatnim stuleciu wzrosta Srednia
dtugos¢ zycia. Paracelsus w swoich badaniach juz w XVI w. szukat ztotego srodka na
dtugowiecznosé. Jednak dopiero wiek XIX okazat sie byé przetomowy w poznawaniu procesu
starzenia. W 1858 roku Rudolf Virchow opublikowat dzieto zatytutowane "Patologia
komérkowa w jej uzasadnieniu na podstawie fizjologii i patologii tkanek", w ktérym
przedstawit swoje teorie dotyczace m.in. starzenia. Jedng z nich byta teoria patologii
komodrkowej, wedtug ktérej podtozem wszelkich proceséw zyciowych, a wiec réwniez
starzenia oraz chordb, s3 zmiany w komodrkach, ktére powstajg tylko poprzez podziat.
Przedstawit to na przyktadzie miedzy innymi miazdzycy i zwtdknien narzadéw. Dodatkowo
jego obserwacje sugerowaty, iz przewlekty stan zapalny przyspiesza proces starzenia, co
potwierdzajg wspotczesne badania. Kolejng kluczowa teorig bylo powigzanie starzenia
z uszkodzeniami komérkowymi wywotanymi przez wolne rodniki. Gtéwnym Zrédtem tych
czasteczek sg mitochondria, ktére w wyniku uszkodzen wydzielajg wiecej reaktywnych form
tlenu . Swdj znaczacy udziat w pogtebianiu wiedzy o starzeniu na poziomie komdrkowym ma
rowniez Elizabeth Blackburn i prowadzone przez nig badania nad telomerami. W 1978 roku
odkryta, iz koncowe fragmenty chromosomow majg powtarzalne sekwencje, co sugerowato
ich funkcje ochronng 2, a z kolei te badania byty podstawg do odkrycia w 1984 roku przez
Elizabeth Blackburn i Carol Greider telomerazy — enzymu zaangazowanego w odbudowe
telomeréw 3. Kluczowym odkryciem w badaniach nad starzeniem byto stwierdzenie, ze
komorki pochodzgce z tkanek naszego organizmu posiadajg potencjat proliferacyjny, ktéry
ulega wyczerpaniu. A zatem podziaty komdrkowe podlegajg tzw. limitowi Hayflicka 4. Co
wiecej, komorki, ktére osiggnety limit podziatowy to komérki stare, nazywane réwniez

w literaturze komérkami senescentnymi. Wyniki prac prowadzonych w kolejnych latach
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pokazaty obecnos¢ komdrek starych w starzejagcym sie organizmie, jak tez w tkankach
dotknietych chorobami wystepujgcymi najczesciej u ludzi w podesztym wieku, takimi jak
choroby neurodegeneracyjne czy choroby uktadu sercowo-naczyniowego °. Obecnie istniejg
juz dowody naukowe $wiadczgce o tym, ze gromadzenie sie komérek starych prowadzi do

starzenia sie organizmu oraz sprzyja rozwojowi chordb zwigzanych z wiekiem ©.

1.1. Starzenie komodrkowe

Starzenie komérkowe mozna okresli¢ jako stan statego i nieodwracalnego zatrzymania
podziatéw z jednoczesnym zachowaniem funkcji metabolicznych komdérki, nastepujacy
w odpowiedzi na czynniki stresowe. Jednak, biorgc pod uwage naptyw nowych informacji
pojawiajgcy sie w miare rozwoju badan nad starzeniem komodrkowym, warto rozwingé
definicje starzenia i zwrdci¢ uwage, ze jest to dynamiczny, wieloetapowy proces, podczas

7. Zmiany te dotyczg morfologii, ktére sa

ktérego komorki ciaggle ulegajg zmianom
najtatwiejsze do zaobserwowania, ale réwniez aktywacji szeregu Sciezek sygnatowych, ktére
skutkujg zmianami w ekspresji genéw ©. Istotng cechg komdrek, ktére podlegajg zmianom
w procesie starzenia jest fenotyp sekrecyjny, poprzez ktéry komérki stare oddziatujg na
mikrosrodowisko tkanki w ktdrej sie gromadza. Biorgc pod uwage fakt, ze elementami
fenotypu sekrecyjnego komérek starych sg m.in. czynniki prozapalne, akumulacja komérek

starych przyczynia do powstania stanu zapalnego, ktéry z kolei sprzyja rozwojowi chordb

zwigzanych z wiekiem &,

1.1.1. Starzenie replikacyjne (RS)

Pierwszym, opisanym typem starzenia bylo zaobserwowane przez Hayflicka i Moorhead’a
starzenie replikacyjne, ktére obalato dotychczasowg hipoteze o nieskoriczonym potencjale

proliferacyjnym komarek hodowanych in vitro °.

Po przeprowadzeniu szeregu doswiadczen na fibroblastach i analizie zebranych informaciji
Hayflick wyrdznit trzy fazy w trakcie ,zycia” komodrek. Faza pierwsza charakteryzuje sie
intensywng proliferacjag komérek do momentu osiggniecia petnej konfluencji w naczyniu
hodowlanym. Dochodzi wéwczas do tzw. inhibicji kontaktowej, w efekcie ktdrej komorki
przestajg sie dzielic. W celu ponownego wznowienia proliferacji konieczne jest

przeprowadzenie pasazu redukcyjnego. Stymuluje to komodrki do intensywnych podziatow
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charakterystycznych dla drugiej fazy hodowli. Podczas tego okresu, komorki sg pasazowane
kilkukrotnie, za kazdym razem po osiggnieciu petnej konfluencji w naczyniu hodowlanym.
W zaleznosci od rodzaju komérek faza ta trwa od 2 do 10 miesiecy, przy czym najdtuzej
proliferujg komorki, ktére byty pasazowane przed osiggnieciem petnej konfluencji. Z czasem
komorki wykazujg mniejszg zdolnos¢ do podziatéw mitotycznych, co rozpoczyna faze trzecig —
terminalng. Poza spowolniong proliferacja, a co za tym idzie wydtuzonym czasem osiggania
petnej konfluencji, Hayflick zauwazyt réwniez towarzyszgce temu zmiany morfologii komorek.
Obecnos¢ ,,Smieci” komoérkowych w pozywce hodowlanej, powiekszone jadra komodrkowe
oraz nieodwracalne zahamowanie proliferacji charakteryzujg faze trzecia, w ktdrej to komorki
sg uznawane za stare. Odkrycie to dato podwaliny do dalszych badan nad zrozumieniem
starzenia komoérkowego. Kolejnym kluczowym odkryciem byto powigzanie wyczerpywania
potencjatu proliferacyjnego komodrek ze skracaniem telomerdw, nastepujgcego po kazdym
podziale komérki %4 Telomery odgrywajg istotng role w utrzymywaniu prawidfowej
struktury chromosomdw, m.in. zapobiegajg zlepianiu sie ich ze sobg, co mogtoby prowadzi¢
do uszkodzern chromosoméw i ich nieprawidtowego rozdziatu do komérek potomnych .
Telomery sktadajg sie z krétkich, powtarzalnych i niekodujgcych sekwencji TTAGGG, ktére
ulegaja stopniowemu skracaniu przy kazdej rundzie syntezy DNA o odcinek odpowiadajacy
dtugosci startera polimerazy DNA '°. Niektore komorki, takie jak komodrki macierzyste,
progenitorowe, ale rdéwniez nowotworowe charakteryzujg sie obecnoscig aktywnej
telomerazy, ktéra jest enzymem rybonukleoproteinowym zdolnym do odbudowywania
skréconego korica 3’ DNA %3, Jednakze w wiekszo$ci komérek pierwotnych poziom aktywnosci
telomerazy jest niewystarczajgcy, zeby zapobiec skracaniu telomeréw. Po prawie 30 latach od
tych odkry¢, dowiedziono, ze obnizona aktywnos$¢ telomerazy i krytycznie skrécone telomery,
sg przyczyng starzenia komodrkowego zwigzanego z wyczerpywaniem potencjatu

proliferacyjnego 121617,

Krytycznie skrécone telomery sg rozpoznawane w komdérce jako miejsca uszkodzenia DNA
i w zwigzku z tym prowadzg do aktywac;ji Sciezki odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR, ang.
DNA damage response), opisanej szczegdétowo w podrozdziale 1.2. W efekcie dochodzi do
aktywacji biatka p53, ktére jest zaangazowane w zatrzymanie cyklu komérkowego oraz

naprawe DNA. Zatrzymanie cyklu komdrkowego jest mozliwe dzieki indukcji zaleznej od p53
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transkrypcji genu kodujacego inhibitor cyklinozaleznych kinaz - p21¢P¥/Wafl (p21) 18, Tak

rozpoczyna sie pierwszy etap starzenia, ktéry wigze sie z zatrzymaniem proliferacji.

1.1.2. Starzenie przyspieszone indukowane stresem (SIPS)

Chociaz starzenie komdrkowe najczesciej kojarzone jest ze skracaniem telomeréw, moze ono
wystgpi¢ rowniez po ekspozycji komdrek na czynniki stresowe, takie jak reaktywne formy
tlenu, promieniowanie czy tez rézne zwigzki chemiczne, m.in. chemioterapeutyki. Stresory te
nie powodujg skracania telomeréw, ale powodujg dwuniciowe (DSBs, ang. double strand
breaks) lub jednoniciowe (SSBs, ang. single strand break) pekniecia DNA w losowych miejscach
19 Ten rodzaj starzenia okresla sie jako starzenie przyspieszone indukowane stresem (SIPS,
ang. stress-induced premature senescence), ktére nastepuje w ciggu zaledwie kilku dni od

zadziatania czynnika stresowego.

Szczegdlnym rodzajem starzenia przyspieszonego jest starzenie indukowane onkogenami
(OIS, ang. oncogene-induced senescence). Pionierska praca opublikowana w 1997 roku?®
dowiodta, ze ekspresja onkogenu Ras (H-RASG V12) w fibroblastach prowadzi, wbrew
przewidywaniom, do zatrzymania proliferacji i starzenia w przeciggu zaledwie tygodnia.
W podziniejszych latach wykazano, ze aktywacja protoonkogendw, takich jak NRas, Raf czy

21 Podobnie jak w przypadku aktywacji

BRAF, réwniez moze prowadzi¢ do starzenia
onkogendw, rowniez mutacja w genach supresorowych nowotworu, na przyktad PTEN, VHL

czy NF-1, prowadzaca do ich inaktywacji, indukuje starzenie komdrkowe 2223,

Indukcja starzenia pod wptywem onkogendw zapobiega transformacji nowotworowej

komorek 2°.

1.2. Markery starzenia

Odkrycie procesu starzenia niosto za sobg potrzebe identyfikacji komérek starych
i odrdznienia ich od komdérek proliferujgcych. Ciggte zmiany zachodzgce w komérkach starych
uniemozliwiajg rozpoznanie ich na podstawie tylko jednej cechy 2. W zwigzku z duzym
zréznicowaniem komaorek starych naukowcy zwracajg uwage na koniecznos¢ wykorzystywania
szeregu znacznikdw oraz metod pozwalajgcych na poprawne zidentyfikowanie komadrek

starych 2°. Znaczniki/markery starzenia mozemy podzieli¢ na morfologiczne, molekularne
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i funkcjonalne. Ponizej przedstawiono najczesciej wykorzystywane w badaniach cechy

komorek starych (Ryc. 1.1).
Zmiana ksztattu i rozmiaru komorki

W trakcie starzenia dochodzi do znaczgcych zmian w morfologii komorki. Ciato komorki
powieksza sie i rozptaszcza 2°. W powiekszonych komdrkach, na skutek rozcienczenia
cytoplazmy dochodzi do zmiany stosunku powierzchni do objetosci oraz stosunku ilosci DNA
do cytoplazmy ?’. W powiekszajacych sie komdrkach dochodzi réwniez do zwiekszenia
rozmiardw jadra komoérkowego oraz mitochondriéw 28, Wzrasta rowniez objetos¢ siateczki
$rodplazmatycznej oraz wakuol 2°. Zwiekszenie rozmiaréw komadrki moze przyczyniaé sie do
starzenia komodrkowego 2730 i/lub by¢ wynikiem tego procesu 3!. Zwiekszeniu objetosci
komorki towarzyszg zmiany zachodzace w btonie komdrkowej, ktéra przechodzac szereg
zmian organizacji charakteryzuje sie wiekszg sztywnoscig 32. Zwiekszona sztywnos¢ dotyczy
rowniez cytoszkieletu, gdzie modyfikacjom ulegajg biatka go budujace, takie jak aktyna
i tubulina, ktérych poziom w komodrkach starych spada, czy wimentyna, ktérej poziom

w starzeniu ro$nie 3373,

zwigkszone wydzielanie czynnikow
bioaktywnych spadek poziomu

laminy B1

zwigkszona masa
lizosoméw

induktor starzenia

wzrost aktywnosci
enzymu lizosomalnego -

B-gal (SA- B-gal)
trwate zatrzymanie

proliferacji . .
nienaprawione

uszkodzenia uszkodzenia DNA
mitochondriéw = 4 ROS

Ryc. 1.1. Schemat ilustrujacy zmiany zachodzace w komodrce po indukcji starzenia. Stara komodrka
charakteryzuje sie powiekszeniem i sptaszczeniem ciata. Wzrasta masa lizosoméw oraz aktywnos¢
B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem. Dochodzi do akumulacji uszkodzonych mitochondriéw, co prowadzi
do zwiekszenia poziomu reaktywnych form tlenu. Starzenie komérkowe prowadzi réwniez do zmian
w strukturze jadra komdrkowego: spadku poziomu laminy B1 oraz wzrostu liczby nienaprawionych uszkodzen
DNA — DNA-SCARS (ang. DNA segments with chromatin alterations reinforcing senescence). Komorki stare
charakteryzuja sie takze fenotypem wydzielniczym zwigzanym ze starzeniem (SASP), w ktérego sktad wchodzi
szereg czynnikdw bioaktywnych. Wykonano przy uzyciu BioRender.com.
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Obecnos¢ nienaprawionych uszkodzern DNA i aktywacja szlaku odpowiedzi na te

uszkodzenia

Uszkodzenia DNA, w tym pekniecia dwuniciowe DNA (DSB, ang. double strand DNA damage)
sg jednym z podstawowych czynnikdw prowadzacych do starzenia. Stad tez aktywacja $ciezki
odpowiedzi na te szkodzenia jest powszechnie identyfikowana w komdrkach ulegajacych
starzeniu. Pierwszym etapem rozpoznania pekniecia nici DNA jest tworzenie kompleksu biatek
MRE11-RAD50-NBS1 (MRN), ktére rozpoznajg miejsce uszkodzenia podwadjnej nici DNA 3637,
Aktywuja one kinaze ATM (ang. ataxia-telangiectasia mutated), ktéra jest gtownym
regulatorem S$ciezki odpowiedzi indukowanej uszkodzeniami DNA (DDR, ang. DNA-damage
response) 3. Interakcja MRN/ATM w miejscach peknie¢ wzmacnia aktywno$¢ kinazy ATM,
umozliwiajgc jej fosforylacje kilku substratéw, w tym histonu H2AX w Ser 139 (yH2AX).
Stanowi to pierwszy etap rekrutacji kolejnych mediatoréw sciezki DDR, takich jak MDC1,
53BP1 i BRCA1, ktére gromadzg sie jako ogniska w regionach megabazowych wokoét peknie,
utatwiajgc ich naprawe 3%4°, Kinaza ATM aktywuje kinazy punktu kontroli cyklu komdrkowego,
CHK1 i CHK2 (ang. checkpoint kinase 1, checkpoint kinase 2), ktére fosforylujg biatko p53, co
prowadzi do jego aktywacji i ekspresji p21 - inhibitora kinaz zaleznych od cyklin. W efekcie
dochodzi do zatrzymania cyklu komérkowego, przez co komérka ma czas na naprawe
uszkodzen i wznowienie podziatdw. Natomiast, kiedy uszkodzenia sg zbyt liczne i/lub
niemozliwe do naprawy, komodrka ulega apoptozie lub przechodzi w stan trwatego
zahamowania proliferacji - starzenia, z czym wigze sie wzrost poziomu biatka p16'N*4 (p16),
ktére podobnie jak p21 jest inhibitorem cyklu komdrkowego. Oba biatka hamujg kinazy
fosforylujgce Rb, co zapobiega wejsciu w faze S komoérki z uszkodzonym DNA. Zmiany
poziomodw biatek odpowiedzialnych za regulacje cyklu komdrkowego sg wykorzystywane jako
markery starzenia, a inhibitory kinaz cyklinozaleznych, takie jak p16 i p21 nalezg do grupy

klasycznych znacznikdéw procesu starzenia.
Zwiekszona masa lizosomow

Jedng ze zmian towarzyszacych starzeniu komdérkowemu jest wzrost masy lizosomoéw. Wzrost
liczby tych organelli wigze sie z powszechnie identyfikowang w starych komdrkach zwiekszong
aktywnoscig, ale réwniez i poziomem jednego z enzyméw lizosomalnych - SA-B-galaktozydazy

(SA-B-gal, ang. senescence-associated B-galactosidase), ktora wykazuje aktywnos¢ w pH 6.0.
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Cho¢ enzym ten nie ma zadnego znaczenia w procesie starzenia to ocena podwyzszonego

poziomu jego aktywnosci jest podstawowym markerem starzenia #*.
Akumulacja dysfunkcyjnych mitochondriow i wzrost produkcji reaktywnych form tlenu

W komorkach starych dochodzi do akumulacji uszkodzonych mitochondriéw, co daje
mozliwos¢ wykorzystania tego zjawiska jako marker starzenia. W celu wizualizacji
mitochondriéw uzywa sie najczesciej lipofilowego, fluorescencyjnego barwnika MitoTracker
4243 Dodatkowo za pomocg mikroskopii elektronowej mozna dokonaé analizy ksztaftu

i struktury mitochondridw, ktéra w komérkach starych ulega znaczgcym zmianom 44,
Zmiany morfologii jgdra komérkowego

W trakcie starzenia dochodzi tez do znaczacych zmian w strukturze jagdra komdrkowego.
Dochodzi miedzy innymi do spadku poziomu laminy B1 — biatka otoczki jadrowej #°. Obserwuje
sie réwniez reorganizacje chromatyny, spadek heterochromatyny oraz pojawianie sie
fragmentéw chromatyny w cytoplazmie tzw. CCFs (ang. cytoplasmic chromatin fragments) .
Z drugiej strony, w niektéorych typach starzenia dochodzi do tworzenia skupisk
heterochromatyny zwigzanej ze starzeniem, tzw. SAHFs (ang. senescence-associated
heterochromatic foci), w ktérych obecne sg miedzy innymi metylowane na lizynach biatka
histonowe H3K9me3 i H3K27me3 #’. Reorganizacji ulega réwniez jaderko - dochodzi do jego
powiekszenia i fragmentacji, rowniez rosnie liczba i rozmiar ciatek jgdrowych PML. Wszystkie

te zmiany majg istotne znaczenie dla funkcjonowania komérki ulegajacej starzeniu “2.
Opornos¢ na apoptoze

Jedna z istotnych cech komérek starych jest ich opornosé na apoptoze, co sprawia, ze moga
pozostawa¢ w tkance przez dtuiszy czas *°. Wykazano, ze obnizona podatno$¢ na
programowang Smieré¢ komorki starej wynika z podwyzszonego poziomu biatek - inhibitorow
apoptozy takich jak BCL-W, BCL-XL czy BCL-2. Obnizenie poziomu biatek antyapoptotycznych
poprzez uzycie zwigzkdow bedacych inhibitorami biatek z rodziny BCL (np. ABT-737) zabija
specyficznie komorki stare, co zostato wykorzystane w badaniach zwigzanych

z opracowywaniem strategii przeciwstarzeniowych %52,
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Nalezy podkresli¢, ze dynamika procesu starzenia i zrdznicowanie fenotypu komorek starych,
uniemozliwia wybranie jednego uniwersalnego markera i wymusza koniecznos¢
wykorzystywania kombinacji réznych markeréw oraz réznych technik ich wykrywania do

identyfikacji komérek starych 222>,

1.3. Fenotyp sekrecyjny zwigzany ze starzeniem, SASP (ang. senescence-
associated secretory phenotype)

Niezwykle istotng cechg komodrek starych jest ich fenotyp sekrecyjny, czyli zdolnos¢ do
wydzielania zwiekszonej ilosci réznego rodzaju czgsteczek bioaktywnych majgcych znaczacy
wptyw na mikro$rodowisko °2. Sktadniki SASP moga oddziatywaé na komorki sgsiadujgce
poprzez aktywacje szeregu receptorow powierzchniowych i aktywowac szlaki sygnatowe
prowadzgce do okreslonej i bardzo réznorodnej, w zaleznosci od kontekstu, odpowiedzi
komdrkowej. Sktadniki fenotypu sekrecyjnego mozna podzieli¢ na dwie gtdwne grupy: czynniki
rozpuszczalne (np. interleukiny, chemokiny, czynniki wzrostu, enzymy modyfikujgce macierz
zewnatrzkomoérkowg) oraz nierozpuszczalne (pecherzyki zewnatrzkomoérkowe, biatka
nierozpuszczalne oraz fragmenty macierzy zewnatrzkomdrkowej) °3. Dodatkowo do
sktadnikéw SASP mozna zaliczy¢ rowniez ceramidy, czynniki hemostatyczne, bradykininy oraz
czgsteczki sygnatowe zwigzane z uszkodzeniem (DAMPs, ang. damage-associated molecular

patterns) >4°3,

Jednymi z najpowszechniej badanych sktadnikdw SASP sg cytokiny prozapalne, ktérym
przypisuje sie udziat w powstawaniu chronicznego stanu zapalnego towarzyszgcemu starzeniu
organizmu. Posrdd licznych cytokin szczegdlng role odgrywa IL-1a, ktéra stymuluje produkcje
czynnikdow SASP. Przecieta przez kaspaze 5 lub 11, interleukina la, moze aktywowad
transkrypcje innych prozapalnych czynnikow SASP, dzieki przemieszczaniu sie z powierzchni
komorki do jgdra komorkowego °%°7. Wykazano réwniez, ze IL-1a i IL-1B mogg byé wydzielane
do przestrzeni zewngtrzkomoérkowej, aktywujac IL-6 i IL-8. One z kolei oddziatujg na komaérke
starg ,przez ktéra sg wydzielane i wzmacniajg blokade proliferacji. Interleukiny 6 i 8, dziatajac
parakrynnie, indukujg starzenie komodrek sasiadujgcych i przyczyniajg sie do
rozprzestrzeniania tego stanu w komérkach mtodych. Podobny efekt ,,rozsiewania” starzenia
komdrkowego na komorki niepoddane dziataniu czynnika indukujgcego starzenie wywotujg
rowniez inne sktadniki SASP, takie jak: czynniki wzrostu - TGF-, VEGF, IGFBP-7 oraz chemokiny
26



- CCL2 i CCL20, co pokazano w réznych modelach starzenia. IL-6 i IL-8 posredniczg rowniez
w indukcji odpowiedzi immunologicznej, co jest istotnym elementem oddziatywania komadrek

starych na mikro$rodowisko tkankowe 8-,

Ostatnie badania donosza, iz sktadnikami fenotypu sekrecyjnego sg rowniez leukotrieny
i prostaglandyny. Leukotrieny stanowig element SASP, ktdéry promuje stan zapalny
i zwtdknienie tkanki przyczyniajac sie do rozwoju chordéb zwigzanych z wiekiem, takich jak
osteoporoza ! oraz idiopatyczne zwtdknienie ptuc 2. Z kolei prostaglandyny wydzielane przez
komorki stare przeciwdziatajg stanowi zapalnemu wspomagajac gojenie ran skory,

regeneracje uszkodzen nerek i miokardium oraz przeciwdziatajgc zwtéknieniu ptuc 6364,

1.3.1. Mechanizmy wzmozonej produkcji czynnikow SASP

Dynamika zmian i ztozono$é fenotypu sekrecyjnego zwigzanego ze starzeniem obrazuje
roznorodnos$é funkcji biologicznych procesu starzenia. Zestaw wydzielanych przez stare
komorki biatek zalezy od takich czynnikéw jak rodzaj komoérek, czas od indukcji starzenia czy
rodzaj induktora. Nie dziwi zatem fakt, ze istnieje szereg mechanizméw molekularnych

odpowiedzialnych za wzmozong produkcje czynnikow SASP.

Do najwazniejszych sciezek sygnatowych oraz biatek zaangazowanych w regulacje SASP
naleza: sciezka DDR oraz czynnik transkrypcyjny NF-kB, sciezki p53—p21 i p16—Rb, Sciezki
zwigzane z kinazami p38 MAPK i mTOR oraz sciezka cytozolowa DNA—cGAS—STING.

Gtéwnym regulatorem ekspresji wielu réznych sktadnikdéw fenotypu sekrecyjnego jest czynnik
transkrypcyjny NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells).
Aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB w komorkach starych wigze sie z uszkodzeniami
DNA i aktywowang w odpowiedzi na nie Sciezkg DDR, w ktérej posredniczg kinazy ATM, CHK2
i ATR, jak réwniez biatko PARP1 (ang. poly [ADP-ribose] polymerase 1), biorgce udziat
w naprawie DNA. Oprécz wyzej wymienionych biatek, aktywowanych w odpowiedzi na
uszkodzenia DNA réwniez inne, niezalezne od obecnosci uszkodzen DNA, biatka petnig role w
aktywacji NF-kB. Nalezg do nich biatka powierzchniowe CD36 oraz CD40L %> oraz kinaza MAP
p38, ktérej udziat w aktywacji NF-kB prowadzgcej do wzrostu ekspresji czynnikéw SASP,
niezaleznej od uszkodzern DNA, potwierdzono juz na poczatku badan fenotypu sekrecyjnego

komorek starych ©7.
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W regulacje wydzielania czynnikdw SASP zaangazowane sg rowniez sciezki p53-p21 i p16-Rb.
Biatko p53, choé uczestniczy w indukcji starzenia, hamuje SASP. Wykazano, ze obnizenie
poziomu p53 w starych fibroblastach powoduje wzrost poziomu wydzielanych cytokin,

natomiast stabilizacja i aktywacja p53 dziata odwrotnie >¢%,

Udziat sciezki p16-Rb w regulacji SASP wykazano wykorzystujgc nadekspresje pl6 lub
dtugotrwate traktowanie inhibitorami CDK4 lub CDK6. W tych warunkach dochodzi do indukgji
starzenia bez uszkodzen DNA i bez wydzielania czynnikdéw prozapalnych, ale z unikalnym,
zaleznym od p53 profilem SASP, ktéry zawiera miedzy innymi biatka wigzace sie z IGF - IGFBP3
oraz biatka $ciezki interferonu - ISG15 %970, Zaréwno biatko p21, jak i p16 wptywajg tez
bezposrednio na SASP. Wykazano, ze p21 wspomaga SASP na wczesnym etapie sekrecji,
przyczyniajgc sie do zwiekszonego wydzielania CXCL14 i IGFBP3 7. Z kolei obnizenie poziomu

p16 zmniejsza ekspresje IL6 i CXCL8 w rdznych modelach eksperymentalnych 72,

Oprécz kinazy p38 réwniez kinaza mTOR jest jednym z kluczowych regulatoréw SASP,
w szczegdlnosci jego prozapalnych elementéw. mTOR wptywa na zwiekszong translacje IL-1a,
a w konsekwencji zwiekszong aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz wptywa na
stabilizacje transkryptéw wybranych sktadnikéw SASP w tym réwniez IL-1a. Zastosowanie
rapamycyny, ktéra po zwigzaniu sie do receptora FKBP12 hamuje dziatanie kinazy mTOR,

obniza SASP 73,

Sciezka aktywowana cytozolowym DNA, w ktérej uczestnicza biatka cGAS-STING reguluje SASP
w odpowiedzi na dziatanie interferonu. Wykazano, ze w komérkach starych dochodzi do
obnizenia poziomu deoksyrybonukleazy 2 (DNASE2, ang. deoxyribonuclease 2), co wptywa na
obnizong degradacje, a przez to akumulacje fragmentéw DNA w cytoplazmie w formie tak
zwanych cytoplazmatycznych fragmentéw chromatyny (CCFs). Prowadzi to do aktywacji
$ciezki cGAS-STING 74, i dzieki biatkom TOPlcc i G3BP1, pozwala na rozpoznanie CCFs
i produkcje sktadnikdw SASP 747>, Réwniez uszkodzone w trakcie starzenia mitochondria sg
zrédtem uwalnianego do cytoplazmy mtDNA, ktére dziata podobnie do CCFs aktywujgc Sciezke

CGAS-STING 7677,

Biorgc pod uwage réznorodnosc¢ sktadu SASP wynikajgcg miedzy innymi z réznorodnych,

czesto wzajemnie powigzanych S$ciezek regulujgcych ekspresje komponentéw SASP,
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oczywistym jest fakt plejotropowego efektu dziatania SASP, ktory jest bardzo uzalezniony od
kontekstu tkankowego. Cho¢ czes¢ tych efektow jest bez watpienia korzystna dla organizmu,
jak na przyktad udziat w gojeniu sie ran 7, przeprogramowaniu komdrek w odpowiedzi na
uszkodzenie tkanki 7° czy aktywacji komdrek uktadu odpornosciowego, to jednak w badaniach
zwigzanych ze starzeniem czesciej koncentrujemy sie na niepozadanych skutkach wzmozonej
sekrecji bedacej nastepstwem gromadzacych sie wraz z wiekiem w tkankach komérek starych.
Starzeniu organizmu towarzyszy tzw. chroniczny stan zapalny, ktéry okreslany jest
w literaturze terminem inflammaging ®°. Inflammaging jest czynnikiem sprzyjajgcym
rozwojowi wszystkich choréb zwigzanych z wiekiem. Jedng z przyczyn obserwowanego
chronicznego stanu zapalnego rozwijajgcego sie u o0séb starszych sg zaburzenia
w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego. Obecnie istniejg tez jednoznaczne dowody
naukowe, ze drugim czynnikiem zwiekszajagcym zapalenie sg czynniki wydzielane przez
komorki stare. Wykazano na przyktad, iz usuniecie komérek starych redukuje poziom
prozapalnych cytokin u starych myszy 8!. Dodatkowo badania opublikowane przez grupe Xu,
dowodzg, iz przeszczep juz niewielkiej liczby komdrek starych mtodym myszom nasila stan
zapalny oraz powoduje dysfunkcyjne zmiany w organizmie. Wykazano réwniez, ze usuniecie

komérek starych prowadzi do obnizenia poziomu stanu zapalnego 2.

1.4. Udziat komoérek VSCM w rozwoju blaszki miazdzycowej

Miazdzyca jest przewlekta chorobg tetnic, stanowigcy gtéwng przyczyne choréb uktadu
sercowo-naczyniowego i zgonow w krajach rozwinietych. Istotng role w jej rozwoju odgrywaja
komorki miesni gtadkich naczyn (VSMC, ang. vascular smooth muscle cells), ktére stanowig
gtéwny sktadnik btony srodkowej naczyn i uczestniczg w przebudowie $ciany naczynia podczas

rozwoju miazdzycy 3.

1.4.1. Powstawanie i rozwoj blaszki miazdzycowej

Proces miazdzycowy rozpoczyna sie od uszkodzenia lub utraty integralnosci srddbtonka,
wywofanej m.in. hiperlipidemig lub nadcisnieniem. Prowadzi to do zwiekszonej
przepuszczalnosci naczyn, naptywu lipoprotein o niskiej gestosci (LDL, ang. low density
lipoprotein) pod warstwe srédbtonka oraz ich oksydacji. Utlenione LDL (oxLDL) indukujg stres

oksydacyjny i reakcje zapalng, co powoduje rekrutacje monocytéw i ich rdznicowanie
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w makrofagi. Te z kolei fagocytuja lipidy, tworzagc komdrki piankowate — wczesny element

blaszki miazdzycowej 848>,

Uszkodzenie $rédbtonka i aktywacja komorek zapalnych prowadzg do zwiekszenia ekspres;ji
czasteczek adhezyjnych, takich jak VCAM-1 i ICAM-1, oraz obnizenia syntezy tlenku azotu
(NO), co sprzyja skurczowi naczyn i rozwojowi $rodowiska prozapalnego 8. Komérki uktadu
odpornosciowego, w tym makrofagi, limfocyty T, komorki dendrytyczne, tworzg ztozong sieé

interakcji, rOwnowazgc procesy zapalne i naprawcze &’.

Makrofagi typu M1, dominujgce w obszarach bogatych w lipidy, wydzielajg cytokiny
prozapalne (IL-6, IL-1B, TNF), podczas gdy makrofagi M2, obecne w bardziej stabilnych

obszarach, wydzielaja cytokiny przeciwzapalne (np. IL-10) 882,

1.4.1.1. Budowa i stabilnos¢ blaszki miazdzycowej

Dojrzata blaszka miazdzycowa sktada sie z komodrek VSMC, witdkien kolagenowych
i elastynowych, komérek uktadu odpornosciowego, lipiddw oraz martwiczego rdzenia
otoczonego wtdknistg czapeczka, zlokalizowanych pomiedzy pojedynczg warstwg komorek

$rodbtonka a bfong srodkowsa tetnicy °° (Ryc. 1.2).

91, Blaszki stabilne

Ze wzgledu na budowe wyrdznia sie blaszki stabilne i niestabilne
charakteryzujg sie grubg czapeczkg widknistg, niewielkim rdzeniem lipidowym i obecnoscig
ztogéw wapnia, co zwieksza ich odporno$é mechaniczng i zmniejsza ryzyko pekniecia °2.
Natomiast niestabilne blaszki majg cienka czapeczke, wykazuja oznaki krwawienia
wewnatrzblaszkowego i s3 podatne na pekniecie °2. W wyniku pekniecia blaszki miazdzycowe;j
dochodzi do uwolnienia do swiatta naczynia materiatu trombogennego i powstania skrzepu.

Skrzep, po oderwaniu od powierzchni blaszki miazdzycowej moze by¢ przyczyng zawatu serca

lub udaru — jednych z najbardziej niebezpiecznych zdarzen bedacych konsekwencjg miazdzycy

93
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Ryc. 1.2. Rozwdj blaszki miazdzycowej. Zmiany miazdzycowe rozwijajg sie w miejscu uszkodzenia srédbtonka

naczyniowego, prowadzac do zwiekszenia ekspresji czgsteczek utatwiajgcych migracje i adhezje leukocytow.
Komarki miesni gtadkich (VSMC) proliferujg i migrujg do zmiany, ulegajac zmianie fenotypu z kurczliwego na
syntetycznych. W odpowiedzi na bodzce proaterogenne w $cianie naczynia, makrofagi przeksztatcajg sie
w komorki piankowate obcigzone lipidami, ktdre znaczaco przyczyniajg sie do progresji zmiany.
Zmodyfikowano w Biorender.com na podstawie Vartak, 2022 312,

1.4.1.2. Rola wapnienia i pecherzykéw zewnatrzkomaérkowych (EVs)

Wraz z postepem choroby w obrebie blaszki dochodzi do odktadania wapnia. Wapnienie tetnic
rozpoczyna sie od powstawania mikrozwapnien, ktére nastepnie przeksztatcajg sie w wieksze
ztogi wapniowe ?*. Wczesne mikrozwapnienia mogg wynikac z apoptozy komérek VSMC, ktére
wydzielajg pecherzyki zewngtrzkomoérkowe (EVs) o sktadzie przypominajagcym pecherzyki
chondrocytéw, inicjujgce mineralizacje °°. Komdrki VSMC o fenotypie syntetycznym

wydzielajg EVs o wysokim potencjale prokalcyfikacyjnym, co sprzyja wapnieniu naczyri °6°7,

1.4.1.3. Fenotypowa plastycznos¢ VSMC

Komarki VSMC w zdrowych naczyniach wykazujg fenotyp kurczliwy, charakteryzujacy sie niskg
proliferacjg i utrzymywaniem integralnosci $ciany naczynia. Jednak w odpowiedzi na stres,
uszkodzenie lub czynniki zapalne, moga ulega¢ przejsciowej konwersji do fenotypu
syntetycznego °8. Fenotyp syntetyczny cechuje sie utratg ekspresji markeréw kurczliwosci
i wzrostem ekspresji gendw prozapalnych oraz metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej,
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co zwieksza migracje, proliferacje i wydzielanie cytokin °°. Zmiana fenotypu ma znaczenie
adaptacyjne, wspierajgc naprawe uszkodzen naczyniowych, jednak przewlekta aktywacja tego

procesu przyczynia sie do rozwoju miazdzycy i wapnienia naczyn.

1.4.1.4. Starzenie komorkowe a stabilnos$¢ w blaszki miazdzycowej

W trakcie rozwoju blaszki miazdzycowej dochodzi do starzenia komdrek VSMC. Wykazano, ze
komorki pochodzace ze starych naczyd lub zaawansowanych blaszek miazdzycowych
wykazujg wydtuzony czas podwojenia populacji, zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1
oraz zwiekszong ekspresje biatek p16 i p21, a takze aktywno$é B-galaktozydazy zwigzanej ze
starzeniem 1907102 Ten ograniczony potencjat proliferacyjny komérek VSMC odgrywa istotng
role w zmniejszonej zdolnosci do naprawy uszkodzonej blaszki zwiekszajgc tym samym
prawdopodobienstwo jej pekniecia. Ponadto stare komoérki poprzez wydzielanie
roznorodnych cytokin prozapalnych oraz chemokin podtrzymujg stan zapalny w blaszce
miazdzycowej oraz przyczyniajg sie do wzmozonej rekrutacji komdrek uktadu
odpornosciowego. Starzenie VSMC przyspiesza zatem progresje miazdzycy i zwieksza

prawdopodobieristwo wystgpienia zdarzen neurologicznych oraz sercowych °°,

1.5. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe

W ostatnich latach zainteresowanie pecherzykami zewngtrzkomérkowymi (EVs, ang.
extracellular vesicles) znaczgco wzrosto, a liczba publikacji ich dotyczgca gwattownie rosnie od
2010 roku 193, Jednak odkrycia pecherzykdw zewngtrzkomérkowych dokonano juz w drugiej
potowie lat 40. XIX w., kiedy to Erwin Chargaff i Randolph West zaobserwowali, iz ze
wirowanego przy duzej predkosci (31 000xg) osocza mozna wyizolowac czastki tworzgce pelet
104 pod koniec lat 60. ubiegtego wieku Peter Wolf w swojej publikacji nazwat je ,pytem
ptytkowym” 105, 3 Webber i Johnson okryli, ze ziarnistosci alfa (a-granules), ktére zawierajg
rézne czynniki wzrostu, cytokiny, chemokiny oraz czynniki krzepniecia %6197 s przeksztatcane
w pecherzyki, ktére uwalniane sg na zewnatrz komorki 1%, W roku 1983 po raz pierwszy
wykazano, ze pecherzyki sg uwalniane przez retikulocyty i sg no$nikami receptora dla
transferyny. Badane pecherzyki zdefiniowano jako egzosomy, uznajgc iz petnig one role
w usuwaniu badanego receptora w trakcie dojrzewania retikulocytéw 1%°. Te pionierskie i, jak

po latach stwierdzita Johnstone, cze$ciowo przypadkowe % badania, potozyty podwaliny pod
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przyszte prace naukowe poswiecone pecherzykom zewngtrzkomdrkowym, ktdre stanowig
0gdblng nazwe tej heterogenicznej grupy. Dzisiaj wiadomo, ze pecherzyki zewngtrzkomérkowe
posredniczg w komunikacji miedzykomérkowej na poziomie lokalnym oraz na poziomie catego
organizmu i sg wydzielane przez wiekszos¢ typow komodrek, zaréwno prawidtowych, jak
i nowotworowych 1%, Wyizolowaé je mozna z ptyndw ustrojowych takich jak krew, surowica,
mocz, $lina czy mleko *2. Obecne sg rowniez w tkankach oraz w mediach wykorzystanych do

hodowli komérkowej.

1.5.1. Klasyfikacja, biogeneza i wydzielanie pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych
Powstate w 2011 roku stowarzyszenie ISEV (ang. International Society for Extracellular
Vesicles) definiuje EVs jako czgstki wydzielane przez komorki, otoczone dwuwarstwa lipidowa,
ktore nie sg zdolne do samodzielnej replikacji. W grupie tej wyrdznia sie kilka subpopulacji
roznigcych sie biogenezg (egzosomy, mikropecherzyki, ciata apoptotyczne), zawartoscia
(onkosomy, pecherzyki macierzy, migrasomy) oraz wielkoscig (mate EVs i duze EVs) 13,
Egzosomy (wielkos¢ 50-150 nm) pochodzg z dojrzatych endosoméw, ktére ulegajg fuzji z btong
komérkowg i uwalniajg  swojg zawarto$¢ do przestrzeni zewnatrzkomérkowej.
Mikropecherzyki powstajg z uwypuklania btony komdrkowej na zewnatrz i uwolnienia
pecherzyka (wielkos¢ ~ 150-1000 nm). Ciatka apoptotyczne powstajg w procesie
programowane] Smierci komorki jako obfonione fragmenty umierajgcej komorki (wielkos¢
1-10 um). Jest to najbardziej klasyczny podziat, ktéry pozwala na jednoznaczne odrdznienie
okreslonej grupy EVs na podstawie ich biogenezy, jednak jednoznaczne ich rozrdznienie ich
w oparciu o wielkos¢ jest praktycznie niemozliwe, gdyz przypisywane im zakresy wielkosci sg

jedynie orientacyjne, pokrywajac sie cze$ciowo dla poszczegdlnych kategorii EVs 14 (Ryc. 1.3).

Dzi$s wiadomo juz, ze pecherzyki zewnatrzkomdrkowe petnig role mediatoréw komunikacji
miedzykomodrkowej 11>, Biorg udziat w odpowiedzi immunologicznej, na przyktad poprzez
prezentacje komplekséw MHC klasy | limfocytom T 118119 3 grupa Lotvalla w 2007 wykazata
obecno$é¢ mRNA i miRNA w egzosomach. Wybrane mRNA obecne w EVs mogg by¢ ttumaczone

na biatka w komérkach docelowych, co sugeruje transfer informacji genetycznej 12°.

Ze wzgledu na istotne znaczenie biologiczne wynikajace z bardzo réznorodnego tadunku,

grupa pecherzykdw, ktéra budzi najwieksze zainteresowanie sg egzosomy. Egzosomy
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pochodzg ze szlaku endosomalnego, gdzie formowane s3 jako pecherzyki wewnatrz-
endosomalne (ILVs, ang. intraluminal vesicles), poprzez wgtebienie btony endosomu. Podczas
tego procesu biatka cytozolowe, kwasy rybonukleinowe i lipidy sg sortowane do tych matych
struktur. P6Zne endosomy zawierajgce wiele ILVs nazywane sg ciatkami wielopecherzykowymi
(MVBs, ang. multivesicular bodies). Moga one faczy¢ sie z lizosomami, jesli ich zawartos¢

przeznaczona jest do degradacji lub tgczy¢ sie z btong komérkowg, uwalniajac ILVs do

przestrzeni zewnatrzkomérkowej jako egzosomy 21,
-%.) Migrasomy
¢0/05-0,1pm Mikropecherzyki
0,04-1pm
Ciatko ° NANAN
— Egzomery
apoptoty o % o <0,05um
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Ryc. 1.3. Rodzaje pecherzykow zewngtrzkomadrkowych wydzielanych przez komarki. llustracja przedstawia

0gdblng charakterystyke réznych subpopulacji pecherzykdow zewnatrzkomaérkowych. Przedstawiono rowniez

markery egzosoméw. Rycine zmodyfikowano na podstawie Aafreen, 2023 312,
Formowanie sie ILVs w obrebie MVBs wymaga dwéch odrebnych proceséw. W pierwszym,
btona endosomu ulega reorganizacji poprzez wzbogacenie w tetraspaniny — biatka
odpowiedzialne miedzy innymi za selektywng rekrutacje biatek do ILVs, z ktorych za kluczowe
uwaza sie CD9, CD63 oraz CD81 22123, W drugim natomiast, w miejscu formowania sie ILVs,
rekrutowane sg endosomalne kompleksy sortujgce (ESCRT, ang. endosomal sorting complex
required for transport) 1?4, Zidentyfikowano cztery rézne kompleksy, ktére kolejno biorg udziat

w tworzeniu MVBs, sg to: ESCRT 0, |, Il oraz lll. ESCRT 0 rozpoznaje ubikwitynowane biatka na
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zewnatrz btony endosomu i inicjuje paczkowanie do wewnatrz. Kompleks ESCRT | oraz ESCRT
Il s rekrutowane do zewnetrznej strony btony endosomu i razem tworzg kompleks w ksztafcie
siodta, ktéry jest niezbedny do rekrutacji ESCRT Il 12°, Po hydrolizie ATP przez VPS4 (ang.
vacuolar protein sorting-associated protein 4), podjednostki ESCRT Ill ulegajg polimeryzacji
i powodujg deformacje i rozszczepienie btony endosomu, co ostatecznie prowadzi do
powstania ILVs 126, Znany jest réwniez szlak niezalezny od ESCRT, w ktorym dzieki obecnosci
ceramidéw powstatych w wyniku hydrolizy sfingomieliny przez nSMase2 (neutralna

sfingomielinaza 2) dochodzi do wpukleniu btony endosomu co prowadzi do powstania ILVs 1?7,

Obecnos¢ kilku szlakéw prowadzacych do wytworzenia ILVs wptywa na sortowanie
i pakowanie okre$lonego tadunku do ich wnetrza 28, Co istotne, biatka zwigzane
z kompleksami ESCRT (np. TSG101, Alix), jak tez tetraspaniny (CD9, CD63 oraz CD81)

uczestniczace w formowaniu ILVs, sg powszechnie wykorzystywane jako markery egzosomoéw

129

Materiat, ktory jest sortowany do MVBs zalezy od stanu w jakim znajduje sie komarka, a profile
wydzielanych egzosomdéw zmieniajg sie dynamicznie, co wskazuje na wysoka selektywnos¢
i $cistg regulacje 13°. Biatka mogg by¢ sortowane poprzez réznorodne $ciezki, wiele z nich jest
sortowanych poprzez bezposrednia interakcje z ESCRT lub niezalezng (jak opisano to wyzej).

RNA jest sortowane dzieki obecnosci biatek wigzgcych RNA (RBPs, ang. RNA-binding proteins)

131

Dalsza droga MVBs w komoérce zalezy w gtdwnej mierze od biatek z rodziny Rab, ktore
zwigzane s3 z btonami rdéinych organelli. Gtéwne biatka transportujgce pecherzyki
zewnatrzkomérkowe to Rab7, Rab1l1l, Rab27 oraz Rab35. Rab7 kieruje MVBs do degradacji
biorgc udziat w ich transporcie do lizosomdéw, gdzie dzieki zawartosci enzymodw
hydrolitycznych sg one strawione. Rab1l1 jest odpowiedzialne za kierowanie MVBs w poblize
btony komodrkowej, a Rab27 oraz Rab35 posredniczg w dokowaniu i fuzji MVBs z btong
komodrkowa, co ostatecznie wigze sie z uwolnieniem ich zawartosci i od tego momentu ILVs
stajg sie egzosomami 132133, Ostatnim kluczowym elementem uwalniania zawartosci ciatek
wielopecherzykowych sg biatka z rodziny SNARE, ktére posredniczg w rozpoznaniu i fuzji

pecherzyka z btong komérkowa.
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Ciatka wielopecherzykowe (MVBs) mogg rowniez ulegaé fuzji z autofagosomami, w wyniku
czego powstaje nowe organellum komérkowe, zwane amfisomem 3* Podobnie jak
w powyzszych procesach, do fuzji potrzebne sg biatka SNARE, GTPazy Rab oraz kompleksy
ESCRT. Amfisomy stanowig pofgczenie $ciezki autofagicznej ze $ciezka endosomalng 13°. Te
z kolei, w celu degradacji materiatu znajdujgcego sie wewnatrz, tgczg sie z lizosomami 36137,
Nie jest to jednak jedyna droga na jaka mogg by¢ skierowane. Cze$s¢ badan sugeruje
wydzielniczg role amfisoméw. Wykazano, ze w komodrkach kubkowych jelit, amfisomy
zaangazowane sg w wydzielanie $luzu co zapewnia ochrone przed drobnoustrojami jelitowymi
138 a w komérkach nabtonka ptuc stymulowanych interferonem-y pozwala na sekrecje

aneksyny A2 3%, Inne badania pokazujg, iz amfisomy moga posredniczyé w sekrecji

interleukiny-1p 49,

Komorki pobierajg pecherzyki zewnatrzkomérkowe poprzez fuzje z btong komérkowa lub
poprzez endocytoze. Wchtanianie przez endocytoze mozna podzieli¢ na endocytoze zalezng
od klatryn, endocytoze zalezng od kaweoliny, makropinocytoze oraz fagocytoze. Sposdb
pobierania pecherzykdéw zewnatrzkomérkowych zalezy od rodzaju oraz stanu fizjologicznego
komorki, od zgodnosci ligandéw obecnych na EVs z receptorami na powierzchni komaorki 142,
Komoérki w wiekszosci przypadkéw pobierajg egzosomy z przestrzeni pozakomérkowej
w niespecyficzny sposéb, jednak obecnosé specyficznych biatek na powierzchni EVs oraz ich
zawartos$é sprawiajg, ze wptywajg one w okreslony sposéb na komadrke pobierajgcg pecherzyki
1427144 ywalnianie oraz wydajnos$¢ wychwytu egzosomoéw sg uzaleznione miedzy innymi od

rodzaju komérek, pH i temperatury 145146,

1.5.2. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe jako element fenotypu
sekrecyjnego komorek starych
Cho¢ egzosomy, a szerzej EVs, zostaty opisane juz wiele lat temu to wykazanie, ze stanowig
one réwniez istotny element fenotypu sekrecyjnego komodrek starych nastgpito dopiero
w roku 2008. Lehmann i wsp. zaobserwowali zwiekszong liczbe EVs wydzielanych przez
starzejgce sie komoérki raka prostaty, co wiecej, opisali oni réwniez réznice w sktadzie
pecherzykdw wydzielanych przez proliferujgce i stare komorki 47. Pdiniejsze badania
prowadzone na fibroblastach poddanych starzeniu indukowanemu onkogenami oraz terapig

(napromieniowaniem) i fibroblastach ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu wskazujg, ze
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podobnie jak w przypadku rozpuszczalnych sktadnikow sekretomu, zwieksza sie sekrecja EVs

przez komarki stare >4148-152,

Pecherzyki zewngatrzkomérkowe wydzielane przez komérki stare moga petni¢ réznorodne
funkcje zalezne od kontekstu biologicznego. Wykazano, ze biatka obecne w pecherzykach
zewnatrzkomdrkowych wydzielonych przez starzejgce sie komorki nabtonka barwnikowego
siatkéwki oraz fibroblasty, powodowaty wzrost proliferacji komérek raka piersi MCF-7,
a usuniecie tych pecherzykéw z medium hodowlanego ostabiato potencjat proliferacyjny
komorek, co sugeruje, ze EVs mogg wspiera¢ wzrost nowotworu 1, Uwaza sie, ze pecherzyki
zewnatrzkomdrkowe, a nie tylko czynniki rozpuszczalne SASP, posredniczg w przekazywaniu
miedzy fibroblastami sygnatow prowadzacych do starzenia. Wykazano, ze kluczowg role w tym
procesie odgrywa biatko IFITM3 (indukowane interferonem transbtonowe biatko 3), ktére
moze prowadzi¢ do indukcji ekspresji p16 w komérkach sgsiadujgcych. Ponadto zahamowanie
wydzielania EVs ograniczato ,rozprzestrzenianie” sie starzenia 1*8. Podobng prostarzeniowg
funkcje przypisano rowniez EVs wydzielanym przez starzejgce sie komorki srédbtonka. EVs te
transportujg miR-21 i miR-217, ktére wptywaty na ekspresje metylotransferazy 1 (DNMT1)
oraz deacetylazy (SIRT1) prowadzac do obnizenia proliferacji i indukcji starzenia 1°°. Z kolei EVs
wydzielane przez stare fibroblasty przyspieszajg zarastanie rysy w hodowli keratynocytéw. Za
obserwowany efekt odpowiedzialne byt obecny w pecherzykach miR-23a-3p 1°3. Oproécz
regulatorowych kwaséw nukleinowych w EVs moze tez wystepowac¢ DNA. Dowiedziono, ze
komorki, za posrednictwem EVs mogg usuwac uszkodzone DNA, a zahamowanie sekrecji EVs
prowadzi do akumulacji uszkodzonego DNA w komodrce, o czym s$wiadczyt podwyzszony
poziom histonu yH2AX, ktéry jest markerem uszkodzen DNA. Badania te dowodzg, iz EVs
wspomagajg utrzymanie homeostazy komoérkowej zaréwno w trakcie starzenia, jak
i w komérkach, ktére nie ulegty starzeniu . To tylko niektdre funkcje przypisywane EVs

wydzielanym przez komérki stare.

1.5.3. Rola pecherzykéw zewnatrzkomorkowych w rozwoju miazdzycy

Cho¢ naukowcy nie sg zgodni co do zmian poziomu wydzielania EVs wraz z wiekiem, jednakze
pewnym jest, ze sktad pecherzykow zewngtrzkomoérkowych ulega zmianie wraz ze starzeniem
organizmu >, Wykazano jednak, ze u pacjentdw cierpigcych na miazdzyce wzrasta poziom

pecherzykéw zewnatrzkomérkowych obecnych w surowicy, co moze by¢ powigzane
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z rozwojem tej choroby 1°8. Pecherzyki zewnatrzkomdrkowe wptywajg na procesy biologiczne
w powstajgcej blaszce miazdzycowej, takie jak stan zapalny $rédbtonka, aktywacja
makrofagdéw, zmiany fenotypu komérek miesni gtadkich naczyn, angiogeneza, zakrzepica oraz
pekanie blaszki. Ten plejotropowy efekt dziatania EVs wigze sie z ich réinorodnym
pochodzeniem. Obecne wiadomo, ze w blaszce miazdzycowej EVs sg wydzielane przez rézne
komorki, takie jak neutrofile, monocyty, ptytki krwi, makrofagi, komdrki budujgce $ciane
naczynia a nawet hematocyty. Mozna réwniez zaobserwowac¢ EVs pochodzace z tkanki
kostnej. Dziatanie EVs jest zréznicowane - zaréwno sprzyjajgce rozwojowi miazdzycy, jak i ja
hamujace. Wydaje sie, ze negatywny efekt wywierajg przede wszystkim EVs wydzielane przez
komorki, ktore ulegty patologicznym zmianom w trakcie rozwoju choroby, podczas gdy EVs
pochodzace ze zdrowych komorek, takich jak prawidtowo funkcjonujace komérki srédbtonka

czy tez mezenchymalne komérki macierzyste, spowalniajg rozwdj choroby %7,

Srédbtonek naczyr odgrywa kluczowa role w utrzymaniu homeostazy naczyniowej, regulujac
przeptyw krwi, napiecie naczyn, selektywny transport czgsteczek i wptywa na komérki uktadu
odpornosciowego %8, Przez bezposredni kontakt z przeptywajaca krwig, komérki $rédbtonka
narazone sg na uszkodzenia, ktére uposledzajg ich funkcje i stanowig fundament rozwoju
blaszki miazdzycowej '°°. Badania in vitro sugerujg, ze EVs pochodzgce z réznych typéw
komérek mogg oddziatywacé na $rédbtonek naczyn i sprzyjac jego dysfunkcji, miedzy innymi
powodujgc zmniejszong produkcje tlenku azotu (NO), co z kolei prowadzi do skurczu naczyn
krwiono$nych i wzrostu ci$nienia 69161, Wykazano, ze EVs indukujg dysfunkcje $rédbtonka,
stan zapalny i proliferacje komérek poprzez transport miRNA. Wiele badan pokazato, ze EVs
zwiekszajg uwalnianie prozapalnych cytokin z komodrek srédbtonka oraz leukocytéw,
a w szczegdlnosci IL-6 i IL-8, co sprzyja adhezji monocytéw oraz ich migracji do blaszki

miazdzycowej 1627164,

Badania in vitro wykazaty, ze pochodzgce z komodrek srédbtonka EVs zwiekszajg tropizm
monocytdw oraz przeksztatcanie ich w komérki piankowe >, Co wiecej, EVs pochodzace
z innych tkanek mogg znaczgco wptywac na tworzenie sie komdrek piankowych. Wykazano,
ze taki efekt wywieraty EVs wydzielone przez aktywowane limfocyty T 166, Badania

przeprowadzone przez Chen i wspdtpracownikéw wykazaty, ze EVs pochodzgce ze
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stfuszczonych hepatocytdw wzbogacone sg3 w miR-30-3p, przyczyniajg sie do akumulacji

cholesterolu w makrofagach i przeksztatcaniu ich w komérki piankowe 67,

W prawidtowo funkcjonujgcych naczyniach komdrki miesni gtadkich utrzymujg odpowiednia
kurczliwo$¢ naczyn oraz biorg udziat w ich przebudowie. Wszystko to przez fenotyp kurczliwy
jakim sie charakteryzujg. W trakcie rozwoju miazdzycy fenotyp komdrek miesni gtadkich ulega
zmianie z kurczliwego na syntetyczny. Zmianie fenotypu towarzyszy zwiekszona proliferacja
i zdolnos$¢ do migracji. Wykazano, ze pecherzyki zewnatrzkomérkowe pochodzace z komérek
piankowych, ktére powstaty z makrofagéw moga promowaé migracje i adhezje VSMC poprzez

transfer miR-146a 168.

Chorobom sercowo-naczyniowym czesto towarzyszy zwapnienie naczyn, ktére moze
przyczynia¢ sie do niestabilnosci blaszki. Dowiedziono, ze w tworzeniu ognisk zwapnien
powstajgcych w blaszce miazdzycowej uczestniczg EVs. W warunkach fizjologicznych EVs
wydzielane przez VSMC zawierajg sktadniki hamujgce wapnienie, takie jak fetuina-A. Z kolei
komaorki miesni gtadkich naczyn o fenotypie syntetycznym, promuja wydzielanie EVs bogatych
w biatka biorgce udziat w mineralizacji $ciany naczynia 1%%17°, EVs promuja réwniez proces
wapnienia blaszki miazdzycowej poprzez indukcje apoptozy, ktéra prowadzi do uwolnienia
pecherzykéw oraz resztek komdrkowych, ktére mogg by¢ miejscem odktadania sie krysztatow
hydroksyapatytu. A zatem, niedobdr inhibitorédw mineralizacji oraz wzrost wydzielania
czynnikdw sprzyjajacych mineralizacji przez komérki miesni gtadkich oraz srédbtonka naczyn

przyczyniajg sie do wapnienia blaszki miazdzycowej 172

Pecherzyki zewnatrzkomdrkowe odgrywajg kluczowg role w przebudowie macierzy
zewnatrzkomérkowej podczas miazdzycy — wptywajg zarédwno na proces mineralizacji, jak
i degradacji. Biatka takie jak ANXAS5 czy TNAP sprzyjajg nukleacji hydroksyapatytu
i powstawaniu mikrozwapnieri w ECM *°. Z kolei obecno$¢ metaloproteinaz na powierzchni
EVs przyczynia sie do degradacji kolagenu i elastyny, prowadzac do destabilizacji blaszek

miazdzycowych 72,

1.6. Autofagia

Autofagia (z gr. autog (autds) — sam i gr. dpayewv (fagein) — jesé, zjadac; ttumaczone jako
samozjadanie) jest katabolicznym procesem, podczas ktérego dochodzi do kontrolowanego
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rozktadu niepotrzebnych skfadnikéow lub struktur komdérkowych. Proces autofagii, poprzez
wewnatrzkomoérkowa degradacje, umozliwia recykling uszkodzonych organelli oraz
nieprawidtowo sfatdowanych biatek. Jest to wysoce zachowany w toku ewolucji mechanizm
przetrwania komorki, ktéry pomaga utrzymaé jej homeostaze w réznych, czesto

niekorzystnych warunkach 173,

Na podstawie mechanizmu dostarczania materiatu do
degradacji w lizosomie wyrdznia sie trzy gtdwne typy tego procesu: autofagie zalezng od biatek
opiekuiczych (CMA, ang. chaperone-mediated autophagy), mikroautofagie oraz

makroautofagie.

W niniejszej rozprawie badano jeden typ autofagii — makroautofagie, dlatego tez

postanowiono przedstawi¢ informacje tylko jej dotyczace.

1.6.1. Rolai przebieg autofagii w komadrkach

Makroautofagia jest najlepiej poznanym typem autofagii. Proces ten polega na otaczaniu
fragmentu cytoplazmy z tadunkiem przeznaczonym do degradacji dwuwarstwowg btong
fagoforu, ktéry ostatecznie tworzy pecherzyk zwany autofagosomem. Substratami
makroautofagii sg uszkodzone organelle, biatka cytozolowe lub nawet inwazyjne
drobnoustroje 74, Nastepnie dochodzi do fuzji autofagosomu z lizosomem i degradacji
substratéw oraz wewnetrznej btony autofagosomu, a produkty uwalniane sg do cytozolu
i ponownie wykorzystywane do syntezy makroczasteczek !7°. Autofagia moze byé
nieselektywna - wystepuje w odpowiedzi na niedobdr sktadnikéw odzywczych oraz
selektywna, kiedy dochodzi do degradacji okreslonych, ubikwitynowanych biatek.
W selektywnej autofagii wyrdznia sie miedzy innymi: mitofagie, w trakcie ktdrej dochodzi do
degradacji mitochondriéw z udziatem receptordw, takich jak NDP52, OPTN, TAX1BP1; ER-fagie
odpowiedzialng za degradacje siateczki sréodplazmatycznej, w ktdrej uczestniczg receptory
FAM134B, SEC63; ksenofagie, zachodzgcg z udziatem NDP52 i TOLLIP, prowadzacg do

degradacji bakterii 76,

Proces autofagii jest dynamiczny i wieloetapowy, a analiza jego przebiegu opiera sie nie tylko
na obecnosci okreslonych biatek, ale tez identyfikacji i charakterystyce poszczegdlnych typéw

pecherzykdéw autofagicznych.
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Faza inicjacji autofagii

Autofagia jest indukowana przez kinaze AMPK, ktéra reguluje metabolizm komérkowy
i odpowiada za utrzymanie homeostazy energetycznej. Z kolei hamowana jest przez kinaze
mTOR, ktéra jest regulatorem wzrostu komoérek i odpowiada na zmiany dostepnosci
sktadnikéw odzywczych. W warunkach niedoboru glukozy, AMPK wzmaga proces autofagii,
aktywujgc ULK1 poprzez jego fosforylacje na Ser317 i Ser777. Natomiast w warunkach
optymalnego dostepu do sktadnikéw odzywczych, aktywnosé¢ mTOR zapobiega aktywacji ULK1
poprzez fosforylacje na Ser757, co zaktdca interakcje ULK1-AMPK 77,

W warunkach gtodu, substraty oraz biatka uczestniczace w przebiegu autofagii przemieszczaja
sie do miejsca tworzenia sie fagoforu (PAS, ang. phagophore assembly site). Tworzenie sie
fagoforu zapoczatkowuje kompleks inicjujgcy utworzony przez biatka ULK1/2-ATG13-FIP200-
ATG101 177178,

Tworzenie autofagosomu

W tworzeniu bton autofagosomalnych bierze udziat ULK1/2, ktéry fosforyluje sktadniki
kompleksu 1 kinazy 3-fosfatydyloinozytolu klasy Il (PI3K, ang, class Ill phosphatidylinositol
3-kinase), obejmujgcego ATG14, bekline 1, VPS34 i VPS15. Kompleks ten produkuje
fosfatydyloinozytolo-3-fosforan (PI3P, ang. phosphatidylinositol 3-phosphate), ktéry jest
prekursorem bfony autofagosomu 74, Do tworzenia fagoforu wykorzystywana jest btona
tworzaca siateczke $rédplazmatyczng 17° lub aparat Golgiego, a nawet mitochondrium 180-182,
W proces ten zaangazowane sg tez pecherzyki zawierajgce biatko ATG9 i pochodzace z aparatu
Golgiego, ktérych zadaniem jest dostarczanie sktadnikéw bton do formujacych sie
autofagosomoéw 83, Nastepnie rekrutowane sg biatka z rodziny WIPI wigzgce fosfolipidy oraz
biatka przenoszace lipidy - ATG2A/B. Biatko WIPI2 jest odpowiedzialne za przytgczanie
kompleksu ATG12-ATG5-ATG16L, ktéry jest niezbedny do wydtuzania btony fagoforu, po czym
oddysocjowuje od dojrzatego autofagosomu 8418, Kompleks ATG12-ATG5-ATG16L bierze
rowniez udziat we wbudowywaniu biatka MAP1LC3 (zwane dalej LC3) do btony autofagosomu
186 Nastepnie enzymy ATG3 i ATG7 katalizujag przytaczenie grupy aminowej
fosfatydyloetanoloaminy (PE, ang. phosphatidylethanolamine) do biatka LC3-I, w wyniku czego

powstaje forma LC3-11 187, Jest to kluczowy etap biogenezy autofagosomdw, poniewaz dzieki

41



obecnosci LC3-Il znajdujgcego sie na wewnetrznej btonie autofagosomu, mozliwe jest
rozpoznanie przeznaczonego do degradacji tadunku (organelli lub ich fragmentéw)
wyznakowanego biatkami adaptorowymi, posiadajgcymi motyw LIR (ang. LC3-interacting
region). Okreslone biatka adaptorowe, specyficzne dla fadunku o okreslonym pochodzeniu,
rozpoznajg  ubikwitynowane substraty 88, Najczeéciej wystepujagcym  biatkiem
zaangazowanym w rozpoznanie przeznaczonego do degradacji substratu, wystepujgcego w
réznych typach autofagii, jest SQSTM1/p62. Dzieki domenie UBA (ang. ubiquitin-associated
domain) wigzacej tancuchy ubikwityny, biatko SQSTM1/p62 moze petnic¢ funkcje pomostowa
pomiedzy LC3-1l a czgsteczkami przeznaczonymi do degradacji 1891%, Lipidacja biatka LC3-|
i tworzenie formy LC3-ll sg $cisle skorelowane z liczbg nowopowstatych autofagosomow
w komorce, a zmiany w poziomie tego biatka s3 jedng z metod badania procesu autofagii *°*.
U ssakow wyréznia sie izoformy: LC3A, LC3B i LC3C, *°2, jednak to LC3B (zidentyfikowane jako

pierwsze) jest najbardziej powszechnie wykorzystywanym markerem autofagii 3.
Zamkniecie i dojrzewanie

Ostatnim etapem dojrzewania autofagosomu jest hydroliza wigzania LC3-PE znajdujgcego sie
na zewnetrznej stronie pecherzyka. Jest za to odpowiedzialne biatko ATG4, a proces ten
umozliwia ponowne wykorzystanie biatka LC3 %% Gdy brzegi autofagosomu zostang
zamkniete przy udziale kompleksu biatek ESCRT, to do ich btony przytgczajg sie biatka SNARE,
takie jak, np. syntaksyna 17 (STX17), ktére wchodzg w interakcje ze SNAP29 oraz VAMP7,

umozliwiajgc tym samym fuzje z lizosomem 1%,
Fuzja z lizosomem

Aby doszto do fuzji, autofagosomy muszg migrowaé do lizosomdéw wykorzystujgc mikrotubule
oraz biatka motoryczne, a biatkiem oddziatujgcym z nimi jest Rab7 1%, Biatkiem

umozliwiajgcym fuzje po stronie lizosomu jest LAMP-2 197,
Degradacja i recykling

Lizosomy sg pecherzykami otoczonymi pojedynczg btong, zatem po fuzji z autofagosomem,
wewnetrzna btona autofagosomu ulega degradacji i powstaje autolizosom. Obecne
w lizosomach enzymy hydrolityczne (znanych jest okoto 60), takie jak katepsyny, lipazy,

sulfatazy, fosfatazy, glikozydazy i nukleazy degradujg materiat zawarty w autolizosomie %8,
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Dysfunkcja lizosomow prowadzi¢ moze zatem do rozwoju wielu choréb, ktére sg wynikiem

akumulacji nieprawidtowych biatek 199200,

Btona lizosomu stanowi bariere, z jednej strony zapewniajgc enzymom hydrolitycznym
odpowiednie pH 4,5-5, a z drugiej chronigc cytozol przed zakwaszeniem. Jest to mozliwe dzieki
odpowiedniej grubosci btony, ktéra wynosi okoto 7-10 nm oraz poprzez silnie glikozylowanym
biatkom osadzonym w btonie lizosomu. Do najbardziej rozpowszechnionych biatek zwigzanych
z btona lizosomu nalezg LAMP-1, LAMP-2. Biatka te biorg udziat w fuzji lizosomoéw z innymi
pecherzykami 20202 Utrzymanie odpowiedniego pH wewnatrz lizosoméw umozliwia
V-ATPaza, obecna w btonie, ktéra jest pompga protonowa. Ponadto lizosomy zawierajg jony

i kanaty jonowe, ktdre sg niezbedne w regulacji pH 2%3.

W fuzji autofagosomu z lizosomem/pdéznym endosomem biorg udziat biatka z rodziny Rab, LC3
oraz SNARE 1%, Proces degradacji zuzywa pule dostepnych lizosoméw w komérce, dlatego
regeneracja lizosomow jest kluczowym mechanizmem pozwalajacym na utrzymanie
homeostazy 2%4. Jest to mozliwe dzieki odnowieniu lizosoméw z autolizosoméw (ALR, ang.
autophagic lysosome reformation). W procesie tym btona autolizosomu ulega uwypukleniu w
wyniku czego powstaje paczek. Jest on nastepnie przesuwany wzdtuz mikrotubul, tworzgc przy
tym kanalik bftonowy, ktdéry ulega peknieciu i powstaje ,protolizosom”. Nastepnie

protolizosom przechodzi dojrzewanie aby stac¢ sie funkcjonalnym lizosomem 293,

1.6.2. Udziat autofagii w starzeniu komoérkowym

Ogédlnie przyjete jest, ze starzeniu towarzyszy spadek wydajnosci autofagii w niektérych
tkankach 2%, Poniewaz autofagia stanowi kluczowe ogniwo taczace homeostaze biatek
i organelli komdrkowych, istnieje wiele dowodéw wskazujgcych, ze obnizenie jej wydajnosci
prowadzi do dysfunkcji komdérkowej, a w konsekwencji — do zaburzen funkcjonowania tkanek,

organizmu oraz skrécenia dtugosci zycia.

Z czasem dowiedziono, ze autofagia towarzyszy starzeniu, promujgc rozwoj fenotypu komaérek
starych. Ta prostarzeniowa aktywno$¢ autofagii zostata po raz pierwszy opisana przez Narite
207 ktéry wykazat, ze autofagia, poprzez dostarczanie substratow pochodzacych ze

zdegradowanego materiatu, przyczynia sie do rozwoju fenotypu sekrecyjnego.
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Autofagia moze tez chroni¢ komérke starg przed smiercig. Na taka, pozytywna role autofagii
w starzeniu wskazujg wyniki badafn Huang i wsp. 2% prowadzone na komdrkach

nowotworowych, ktére byty indukowane do starzenia promieniowaniem.

Kolejnym przyktadem potwierdzajagcym zaangazowanie procesu autofagii w starzenie
komdrkowe jest jej udziat w hamowaniu biatka p53. Wykazano, ze w trakcie starzenia
replikacyjnego fibroblastéw dochodzi do zaleznej od autofagii degradacji izoformy A133p53a,

ktéra hamuje petnej dtugosci, funkcjonalne p53 2%,

Autofagia w komdrkach ulegajgcych starzeniu jest rowniez zaangazowana w degradacje biatka
otoczki jadrowej - laminy B1. Razem z laming degradacji ulegajg fragmenty chromatyny
powigzane z laming tzw. LADs (ang. lamin associated domains). Uwaza sie, ze degradacja
miedzy innymi tych biatek oraz fragmentéw DNA przyczynia sie do osiggniecia stanu

nieodwracalnego starzenia komérki 210211,
Badania dostarczyty réwniez szereg dowoddéw na przeciwstarzeniowa role autofagii.

Wykazano, ze poziom biatek z rodziny ATG, zaangazowanych w indukcje autofagii, spada wraz
z wiekiem, co obserwuje sie szczegdlnie podczas starzenia sie mdzgu 212, Zaobserwowano, ze
dtugotrwate hamowane autofagii wynikajgce z obnizenia poziomu biatek biorgcych udziat
w dojrzewaniu autofagosomoéw — ATG5 i ATG7, indukuje starzenie ludzkich fibroblastéw. Byto
to zwigzane z gromadzeniem sie uszkodzonych mitochondriéw prowadzacym do wzrostu

poziomu reaktywnych form tlenu 213,

Zahamowanie autofagii przyczynia sie do indukcji SASP. Kang i wsp. zidentyfikowali czynnik
transkrypcyjny GATA4 jako kluczowy regulator starzenia i wydzielania czynnikéw SASP 214,
W warunkach fizjologicznych GATA4 jest degradowany na drodze selektywnej autofagii
zaleznej od SQSTM1/p62, jednak proces ten zostaje zahamowany podczas starzenia.
Akumulacja GATA4 prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB, co z kolei
przyczynia sie do indukcji SASP i progresji starzenia komdrkowego 24, Podsumowujac,
w zaleznosci od warunkéw autofagia moze dziataé antystarzeniowo, jak i przyczyniaé sie do
starzenia komdrkowego. To, jaka role petni w starzeniu, moze zaleze¢ od rodzaju autofagii —
selektywna lub nieselektywana, etapu starzenia oraz od tego w jakim subkomodrkowym

przedziale zachodzi ten proces.
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1.6.3. Autofagia a sekrecja
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Ryc. 1.4. Schemat ilustrujacy przebieg procesu autofagii. Poczatkowo, prekursor autofagosomu, fagofor
rozszerza swoje krawedzie, tworzgc autofagosom. Zamkniete autofagosomy, zawierajgce pochtoniete biatka
cytoplazmatyczne lub organelle, migrujg w kierunku lizosoméw umozliwiajac fuzje autofagosomu z
lizosomami. Alternatywnie, autofagosomy mogg tworzy¢ amfisomy poprzez fuzje zendosomami. Ostatecznie
autofagosomy lub amfisomy tgcza sie z lizosomami, gdzie ich zawartos¢ ulega degradacji. Wykonano przy
uzyciu BioRender.com.

W wiekszosci eukariotycznych komodrek wydzielanie biatek odbywa sie za posrednictwem
konwencjonalnego szlaku sekrecyjnego, obejmujgcego transport biatek z retikulum
endoplazmatycznego (ER) do aparatu Golgiego, a nastepnie ich eksport na zewngtrz komadrki
w procesie egzocytozy. Szlak ten wymaga obecnosci peptyddw sygnatowych, ktdre kieruja
syntetyzowane biatko do przedziatéw sekrecyjnych. W przypadku braku sekwencji sygnatowej,
biatka mogg by¢ eksportowane alternatywnymi drogami, okresSlanymi mianem
niekanonicznych lub niekonwencjonalnych mechanizmoéw sekrecji, ktére omijajg zaréwno ER,

jak i aparat Golgiego %°.

Jednym z najlepiej scharakteryzowanych przyktadéw tego typu proceséw jest autofagia

sekrecyjna, odpowiedzialna za transport biatek cytoplazmatycznych z udziatem pecherzykéw
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wewnatrzkomérkowych. W odréznieniu od klasycznej autofagii degradacyjnej, prowadzacej
do rozktadu materiatu cytoplazmatycznego w lizosomach, autofagia sekrecyjna umozliwia jego
wydzielanie do przestrzeni zewngtrzkomérkowej. Klasycznym przyktadem takiego procesu jest
sekrecja prozapalnej cytokiny IL-1B, ktéra moze by¢ sortowana do autofagosoméw w formie
prekursora i — po przeksztatceniu przez kompleks inflamasomu (cytozolowy, wielobiatkowy
kompleks nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej) — uwalniana na zewnatrz w wyniku fuzji
autofagosomu z btong komdrkowa 14%2%€, Innym biatkiem wydzielanym w sposdb zalezny od
autofagii jest alarmina HMGB1 2Y’. Co istotne, autofagia sekrecyjna uczestniczy réwniez
w wydzielaniu biatek podatnych na agregacje, co sugeruje jej potencjalng role w patogenezie

choréb neurodegeneracyjnych 212,

Coraz wiecej dowoddéw wskazuje, ze niekonwencjonalne mechanizmy sekrecji sg Scisle
powigzane z biogeneza pecherzykéw zewnatrzkomérkowych (EVs), w tym egzosomow.
Wykazano, ze biatko ATG5 uczestniczy w produkcji egzosomdw, a razem z LC3 reguluje
zakwaszenie ciatek wielopecherzykowych (MVBs) poprzez kontrole interakcji z podjednostka
ATP6V1E1 kompleksu V1VO-ATPazy. Wydzielane pecherzyki zawierajg LC3, co sugeruje

funkcjonalne powigzanie proceséw autofagii i biogenezy EVs 219220,

Potgczenie MVBs z autofagosomami prowadzi do powstania amfisomdéw, ktére moga
nastepnie fuzjowa¢ z bftong komodrkowa, uwalniajgc swodj tadunek do sSrodowiska
zewnatrzkomérkowego. Zaobserwowano réwniez, ze LC3-1l obecny na btonie MVBs petni role
w wychwytywaniu biatek wigzgcych RNA i ich pakowaniu do pecherzykdw wewnetrznych

(ILVs) 221 (Ryc. 1.4).

W literaturze opisano réwniez proces okre$lany jako zalezne od LC3 fadowanie i wydzielanie
EVs (LDELS, ang. LC3-dependent EVs loading and secretion), w ktérym lipidowane LC3-I|
zlokalizowane na bfonie endosoméw selektywnie wychwytuje tadunek —w tym biatka wigzace
RNA i mate niekodujace RNA (sncRNA) — i wtacza go do ILVs oraz umozliwia wydzielanie EVs

w wyniku fuzji MVBs z btong komdrkowa 222,

W regulacje autofagii sekrecyjnej zaangazowane sg liczne biatka biorgce udziat w kanoniczna
autofagie, m.in. ULK1, beklina 1, ATG5, ATG12, ATG16L oraz LC3 %22, Zaproponowano kilka

mechanizméw niekanonicznego wydzielania zaleznego od autofagii 223. Pierwszy zaktada, ze
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kompleks ATG5-ATG12-ATG16L promuje tworzenie autofagosomu zawierajgcego LC3,
ktorego zawartos$¢ nie trafia do lizosomu, lecz zostaje uwolniona na zewnatrz komérki. Drugi
natomiast sugeruje, iz biatka cytoplazmatyczne bez sekwencji sygnatowej zostajg wtgczone do
autofagosomu, ktéry nastepnie tgczy sie z MVBs, tworzagc amfisom. Amfisom ten fuzjuje
z btong komérkowg, umozliwiajgc wydzielenie jego zawartosci. W obu przypadkach proces
wymaga obecnosci specyficznych biatek SNARE, ktére zapobiegajg fuzji z lizosomem i kierujg

pecherzyk w strone btony komérkowej 224223,

Autofagia sekrecyjna uczestniczy w wydzielaniu szerokiego spektrum sktadnikéw
cytoplazmatycznych — od biatek i organelli po czgstki RNA i pecherzyki zewngtrzkomérkowe.
Wydzielane komponenty mogga dziata¢ jako sygnalizatory miedzykomérkowe, wywotujac
zréznicowane odpowiedzi, w tym reakcje zapalne, metaboliczne i strukturalne 226, Aktywacja
tego szlaku nastepuje w odpowiedzi na rézne czynniki stresowe, takie jak gtodzenie, stres ER,
odpowiedz na nieprawidtowo sfatdowane biatka (UPR, ang. unfolded protein response) czy

blokade transportu wewngtrzkomérkowego 2?7

. Co istotne, niekonwencjonalne szlaki
sekrecyjne mogg petni¢ role mechanizmu adaptacyjnego, umozliwiajgcego komoérkom
wydzielanie biatek, ktére w warunkach fizjologicznych korzystajg z konwencjonalnego szlaku

ER—Golgi, lecz w warunkach stresowych ulegajg redystrybucji do alternatywnych drég sekrecji

228

Mimo znacznego postepu w zrozumieniu autofagii sekrecyjnej, wiedza na temat dokfadnych
mechanizmow, za posrednictwem ktorych biatka z rodziny ATG uczestniczg w tym procesie,
pozostaje niepetna. Coraz wiecej danych wskazuje jednak, ze autofagia sekrecyjna stanowi
kluczowy element sieci komunikacji miedzykomérkowej, faczac procesy degradacji, recyklingu

i wydzielania w dynamiczny system regulujgcy homeostaze i odpowiedz komdrkowa na stres.

1.7. Rola statyn w starzeniu komorkowym

Inhibitory reduktazy HMG-CoA, statyny, sg stosowanymi lekami w chorobie wiericowej
obnizajagcymi poziom lipidéow. Wykorzystywane w leczeniu hipercholesterolemii poprzez
obnizenie stezenia catkowitego cholesterolu (TC), lipoprotein o niskiej gestosci (LDL)
i trojgliceryddw, przy jednoczesnym zwiekszaniu stezenia lipoprotein o wysokiej gestosci

(HDL). Konwersja 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (HMG-CoA) do mewalonianu przez
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reduktaze HMG-CoA w hepatocytach jest pierwszym etapem biosyntezy cholesterolu. Statyny
hamujg reduktaze HMG-CoA, poprzez wigzanie sie z miejscem aktywnym enzymu i zmiane
konformacyjng w jego strukturze 2?°. Mechanizm ten pomaga zmniejszy¢ ryzyko miazdzycy
poprzez zmniejszenie prawdopodobienstwa gromadzenia sie cholesterolu 239231, Wykazano,
ze statyny poprawiajg funkcje s$rédbfonka, funkcje komodrek miesni gtadkich naczyn
i funkcjonowanie makrofagéw, poprawiajgc przy tym funkcjonowanie naczyn, regulacje
odpowiedzi zapalhej oraz stabilno$¢ blaszek miazdzycowych 232, Statyny prowadzg do
zwiekszonej produkcji syntazy tlenku azotu pochodzacej ze $rédbtonka, co zwieksza produkcje
tlenku azotu i wspomaga rozszerzenie naczyfi krwionos$nych 233, Utrudnia to tez adhezje
leukocytéw, zapobiega agregacji ptytek krwi i zmniejsza proliferacje komdrek miesni gtadkich
naczyi krwionos$nych 3%, Statyny maja zdolno$é¢ do hamowania aktywnosci NF-kB, moga
tagodzi¢ stan zapalny poprzez zmniejszenie produkcji biatka CRP, interleukin i czgsteczek

adhezyjnych, takich jak ICAM-| 23>,

Statyny mogg wptywa¢ w zréznicowany sposéb na starzenie. Wykazano na przyktad, ze
atorwastatyna zapobiega starzeniu sie komdrek progenitorowych $rédbtonka 236. Natomiast
simwastatyna, dziata senomorficznie tj. wptywa na obnizenie poziomu prozapalnych
czynnikdw SASP w starzejgcych sie fibroblastach 237. W oparciu o badania prowadzone na
komadrkach srédbtonka (HUVEC) dowiedziono, ze simwastatyna, atorwastatyna i lowastatyna,
ale nie prawastatyna, podane w wysokim, mikromolowym stezeniu, majg dziatanie

senolitycznie, wywotujac $mieré komérek starzejgcych sie 238,

Z drugiej strony statyny, hamujgc komérkowe mechanizmy naprawy DNA, uwrazliwiajg

komorki na starzenie po naswietlaniu promieniamiy 23°.

Istniejg dowody, cho¢ wcigz niezbyt liczne, ze statyny moga wptywaé na sekrecje EVs.
Kulshreshtha i wsp. 2%° odnotowali znaczny spadek poziomu wydzielanych EVs w komérkach
nabtonka i monocytach poddanych dziataniu simwastatyny. Obnizenie poziomu wydzielanych
EVs oraz zwiekszenie wydzielania EVs wzbogaconych w cholesterol zaobserwowano réwniez
w komorkach raka jajnika, SKOV-3, traktowanych atorwastatyng, co przekfadato sie na

zwiekszong tych komdrek wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki 24
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Skolei Tamboli i wsp. 2% wykazali, ze statyny promujg wydzielanie enzymu degradujgcego
insuline (IDE) w mysich komdrkach mikrogleju BV 2, co przyczyniato sie do obnizenia poziomu

amyloidu B przez proteaze IDE.

Wydaje sie zatem, ze dziatanie statyn na sekrecje EVs jest w duzym stopniu zalezne od typu

komorek i badanego kontekstu biologicznego.
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2. Cele pracy

Starzenie komérkowe jest procesem wysoce dynamicznym i wieloetapowym, podczas ktérego
komorki ulegajg zmianom zaréwno na poziomie morfologicznym jak i molekularnym. Te
zmiany mogg sie przektadaé na role jaka stare komorki odgrywaja w organizmie, gromadzac
sie wraz z wiekiem lub w wyniku proceséw patologicznych w tkankach. Wykazano na przyktad,
ze stare komoérki VSMC sg obecne w blaszkach miazdzycowych. Wystepujac przede wszystkim
w czapeczce wtdknistej, znaczgco przyczyniajg sie one do nieefektywnej naprawy blaszki, co
prowadzi do jej pekniecia a w konsekwencji udaru lub zawatu. Ponadto czynniki wydzielane
przez stare komorki VSMC sprzyjajg destabilizacji blaszki poprzez nasilanie stanu zapalnego i
degradacji macierzy zewnatrzkomodrkowej. Jednym z procesow, ktéry wspoédttowarzyszy
starzeniu komdérkowemu jest autofagia. W zaleznosci od kontekstu moze ona dziata¢ zaréwno
pro-, jak i anty-starzeniowo, uczestniczgc w procesie indukcji starzenia jak i wptywajac na

pewne jego cechy, w tym fenotyp sekrecyjny.

Gtownymi celami mojej pracy byta:

1. Charakterystyka komérek VSMC ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu oraz starzeniu
indukowanemu stresem na wczesnym i pdznym jego etapie oraz wydzielanych przez nie

pecherzykédw zewnatrzkomérkowych (EVs).

2. Zbadanie udziatu autofagii w regulacji wydzielania pecherzykdéw

zewnatrzkomérkowych przez mtode i stare komorki VSMC.

W zwigzku z postawionymi celami, w ramach niniejszej pracy zrealizowatam nastepujgce cele

szczegbdtowe:

e Pordwnanie zmian zachodzgcych w trakcie procesu starzenia indukowanego
i replikacyjnego komdrek VSMC w oparciu o analize podstawowych biomarkeréw

starzenia.

e Kompleksowa, jakoSciowa i ilosciowa charakterystyka transkryptomu komarek
VSMC ulegajagcych  starzeniu indukowanemu oraz replikacyjnemu z

uwzglednieniem zmian zachodzgcych w czasie.
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e Analiza poréwnawcza proteomu komérek VSMC ulegajacych starzeniu oraz
pecherzykdéw zewnatrzkomadrkowych przez nie wydzielanych

z uwzglednieniem zmian zachodzgcych w czasie.

e Okredlenie zmian zachodzgcych w procesie autofagii towarzyszacych procesowi

starzenia komorek VSMC.

e Sprawdzenie wspoftzaleznosci pomiedzy autofagia a wydzielaniem pecherzykow

zewnatrzkomdrkowych przez ulegajace starzeniu komorki VSMC.
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3. Materiaty i metody

3.1. Materiaty

3.1.1. Hodowla komorek in vitro

W badaniach wykorzystano ludzkie komaorki miesni gtadkich, izolowane z aorty (VSMC, ang.
Vascular Smooth Muscle Cells) zakupione z banku komdérkowego ATCC (American Type Culture
Collection). Komoérki byty hodowane w specjalnie przeznaczonej do tego typu komodrek
pozywce Vascular Cell Basal Medium (ATTC) uzupetnionej 5% cielecg surowicy ptodowg (FBS,
ang. Fetal Bovine Serum) oraz zestawem suplementéw: 5 pg/ml insuling, 5 ng/ml FGF-B,
5 ng/ml EGF, 10 mM L-glutaming oraz 50 pug/ml kwasem askorbinowym (ATCC). Komorki
hodowano w inkubatorze w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% dwutlenku wegla i 95%

wilgotnosci.

3.1.2. Przeciwciata

Ponizej w Tabeli 3.1 przedstawiono przeciwciata pierwszorzedowe wykorzystane podczas

analizy biatek metodg Western blot oraz w barwieniach immunofluorescencyjnych.

Tabela 3.1. Wykaz stosowanych przeciwciat pierwszorzedowych.

Masa
Antygen Pochodzenie Rozcienczenie Bufor blokujgcy Producent
[kDa]
Cell
ATG16L 64 krolik 1:500 mleko
Signaling
Cell
ATG5 55 krolik 1:500 mleko
Signaling
BD
beklina 1 60 mysz 1:500 mleko
Biosciences
BD
BrdU - mysz 1:100 BSA
Biosciences
CD63 26 mysz 1:500 BSA Abcam
CD81 22 mysz 1:500 BSA Abcam
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EEA1

flotylina-1

HMGB1

yH2AX
(5139)

GAPDH

lamina B1
TOMM?20

LAMP-2

LC3B

LC3A

PARP

p16|NK4
p21

p53

p-p53 (S15)

p62/SQSTM1

p62/SQSTM1

Rab7a

Rab27a

STX17

S6

160

48

29

15

35

72

20

100-120

16-18

16-18

113

16

21

53

53

62

62

23

27

33

32

mysz

mysz

krélik

mysz

mysz

mysz
krélik

mysz

krolik

krélik

mysz

krélik
krélik

mysz

krélik

mysz

kawia domowa

krélik

krélik

krélik

mysz
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1:500

1:1000

1:1000

1:500

1:50000

1:500
1:1000

1:1000

1:1000

1:250

1:500

1:500
1:500

1:500

1:500

1:500

1:250

1:500

1:500

1:500

1:500

mleko

mleko

mleko

Mleko/BSA

mleko

mleko
mleko

mleko

mleko

BSA

mleko

mleko
mleko

mleko

BSA

mleko

BSA

mleko

mleko

mleko

mleko

BD
Biosciences
BD
Biosciences

Abcam

Abcam

BD
Biosciences
Santa Cruz

GeneTex
Invitrogen
Sigma
Aldrich
NovusBio

BD
Biosciences
Proteintech
Santa Cruz
Santa Cruz

Cell

Signaling

BD

Biosciences
PROGEN
GeneTex

Cell

Signaling
Sigma
Aldrich
Cell

Signaling



p-S6
(5235/236)

S6K

p-S6K (T389)

53BP1

GM130

T5G101

Ponizej w Tabeli 3.2 przedstawiono przeciwciata drugorzedowe wykorzystane podczas analizy

32

70-80

70-85

214

130

50

krolik

krélik

krélik

krolik

krélik

krolik

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

mleko

mleko

mleko

BSA

mleko

mleko

Cell
Signaling
Cell
Signaling
Cell
Signaling
NovusBio
Cell
Signaling

Abcam

biatek metoda Western blot oraz w barwieniach immunofluorescencyjnych.

Tabela 3.2. Wykaz stosowanych przeciwciat drugorzedowych.

NAZWA POCHODZENIE ROZCIENCZENIE KONIUGAT PRODUCENT
CZESC FC
] peroksydaza
KROLICZYCH koza 1:2000 DAKO
chrzanowa
1GG
CZESC FC
] fluorochrom Alexa
KROLICZYCH koza 1:500 Invitrogen
Fluor 488
1GG
CZESC FC
] fluorochrom Alexa
KROLICZYCH koza 1:500 Invitrogen
Fluor 555
1GG
CZESC FC peroksydaza
koza 1:2000 DAKO
MYSICH IGG chrzanowa
CZESC FC fluorochrom Alexa
koza 1:500 Invitrogen
MYSICH IGG Fluor 488
CZESC FC fluorochrom Alexa
koza 1:500 Invitrogen
MYSICH IGG Fluor 555
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3.1.3. Odczynniki i roztwory

3.1.3.1. Zwiazki wykorzystywane do traktowania komérek

Roztwory przygotowywano i przechowywano wedtug ponizszych danych (Tabela 3.3):

Tabela 3.3. Wykaz i wiasciwosci roztworow stosowanych do traktowania komorek.

. STEZENIE
TEMP. ROZPUSZCZALNIK STEZENIE i
KONCOWE
ZWIAZEK PRODUCENT  PRZECHOWYWANIA ROZTWORU ROZTWORU
w
ROZTWORU WYJSCIOWEGO  WYISCIOWEGO .
POZYWCE
Sigma
DOKSORUBICYNA -20°C DMSO 25 mM 150 nM
Aldrich
BAFILOMYCYNA
Bioshop -20°C DMSO 100 mM 100 nM
A1 (BAF A1)
CHLOROCHINA _ woda 18-60
Bioshop -20°C 60 mM
(ca) dejonizowana uM
Merck
SIMWASTATYNA ) 100-250
(Sigma- -20°C DMSO 10 mM
(Smv) nM
Aldrich)

3.1.3.2. Roztwory stosowane do oznaczania poziomu aktywnosci B-
galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem (SA-B-gal)

Roztwor utrwalajacy - roztwor zawierajacy 2% formaldehyd (Sigma-Aldrich) oraz 0,2%

glutaraldehyd (Sigma-Aldrich) w PBS.

Roztwdér barwigcy — roztwdr zawierajgcy x-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolilo-B-D-
galaktopiranozyd, substrat SA-B-gal) o stezeniu 1 mg/ml, 5 mM heksacyjanozelazian (Il) potasu

(CsFeKaNs), 5 mM heksacyjanozelazian (Ill) potasu (CsFeKsNs), 150 mM chlorek sodu oraz

2 mM chlorek magnezu w buforze fosforanowym o pH 6,0.
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Bufor fosforanowy o pH 6,0 — roztwor przygotowano poprzez zmieszanie 87,7 ml
0,1 M roztworu NaH;P04 (13,79 g/1) z 12,3 ml 0,1 M roztworu Na;HPO4 (17,79 g/1), nastepnie

za pomocg uzytych roztworéw skorygowano pH do wartosci 6,0.

3.1.3.3. Roztwory wykorzystywane w barwieniach cytochemicznych

Roztwér 20% paraformaldehydu (PFA) — 20 g PFA (Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 90
ml PBS z dodatkiem wodorotlenku sodu (NaOH) w temperaturze okoto 60°C. Po rozpuszczeniu
powstaty roztwor doprowadzano do pH 7,4 przy uzyciu kwasu chlorowodorowego (HCl),
uzupetniono PBS do korcowe] objetosci 100 ml i przechowywano w temperaturze -20°C.

Bezposrednio przed uzyciem roztwor ten rozmrazano i rozciericzano do 4%.

3.1.3.4. Roztwory wykorzystywane w metodzie Western blot

Bufor 1 M Tris-HCl o pH 6,8 — 60,57 g Tris rozpuszczono w 400 ml wody dejonizowane;.
Po dobie ustalono pH za pomoca kwasu chlorowodorowego (HCl) i uzupetniono do koricowej

objetosci 500 ml wodg dejonizowana.

Bufor 1,5 M Tris-HCl o pH 8,8 — 90,85 g Tris rozpuszczono w 400 ml wody
dejonizowanej. Po dobie ustalono pH za pomocg kwasu chlorowodorowego (HCI)

i uzupetniono do koncowej objetosci 500 ml wodg dejonizowana.

Bufor Laemmli’ego — przygotowano roztwér wyjsciowy (dwukrotnie stezony)
o stezeniu 125 mM Tris-HCl o pH 6,8, 4% SDS, 20% glicerol oraz 0,2% btekit bromofenolowy
(C19H1005BraS) w wodzie dejonizowanej. Roztwér przechowywano w temperaturze pokojowej,
chronigc przed dostepem sSwiatta. Przed zastosowaniem, do odpowiedniej porcji buforu

dodawano DTT (C4H1002S2), aby koricowo otrzymac stezenie DTT 100 mM.

Bufor do elektroforezy biatek w zelu — przygotowano roztwdér wyjsciowy (10-krotnie
stezony) o stezeniu 250 mM Tris-HCl, 2,5 M glicyna i 1% SDS w wodzie dejonizowane;j. Przed
zastosowaniem roztwér rozciedczano dziesieciokrotnie w wodzie dejonizowanej

i przechowywano w 4°C. Tak przygotowany roztwdr wykorzystywano dwukrotnie.

Bufor do transferu biatek z zelu na membrane — przygotowano roztwér wyjsciowy (10-
krotnie stezony) o stezeniu 250 mM Tris-HCI, 2 M glicyna i 0,5% SDS w wodzie dejonizowane;.

Przed zastosowaniem roztwdr rozcienczano dziesieciokrotnie w roztworze alkoholu
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metylowego, w taki sposdb, aby korcowe stezenie alkoholu wynosito 20%. Bufor po

przygotowaniu przechowywano w lodéwce i wykorzystywano dwukrotnie.

TBST — przygotowano roztwoér wyjsciowy TBS (10-krotnie stezony) o stezeniu 200 mM
Tris-HCl oraz 1,37 M chlorek sodu w wodzie dejonizowanej. Ustalono pH 7,6 za pomocg 10 M
HCl i przechowywano w 4°C. Przed uzyciem roztwdr ten dziesieciokrotnie rozciefczano

i dodawano Tween-20, aby jego koficowe stezenie wynosito 0,1%.

Roztwdr Ponceau S — rozpuszczono 1 g rézu Ponceau S w 100 ml kwasu octowego
o stezeniu 3%. Roztwdér po przygotowaniu przechowywano w temperaturze pokojowej

i wykorzystywano wielokrotnie.

Roztwor btekitu Coomassie — rozpuszczono 2 g Coomassie Brilliant Blue R 250 (Sigma-
Aldrich) i 0,5 g Commassie Brilliant Blue G 250 (Merck) w roztworze skfadajgcym sie z 40%
alkoholu etylowego, 5% alkoholu metylowego i 8% kwasu octowego w wodzie dejonizowane;j.
Nastepnie roztwdr przesgczono przez saczek wykonany z bibuty, przechowywano

w temperaturze pokojowej i wykorzystywano wielokrotnie.

3.1.3.5. Roztwory do przygotowywania zeli poliakrylamidowych.

W doswiadczeniach wykorzystywano zele poliakrylamidowe rozdzielajgce o stezeniach 10%,
12% oraz 15% i zel poliakrylamidowy zageszczajgcy o stezeniu 5%. Sktad roztwordow do

przygotowania podano w Tabeli 3.4.

Tabela 3.4. Sktad roztworow do przygotowywania zeli poliakrylamidowych.

Zel rozdzielajacy (objetosé | Zel zageszczajacy (objetosé
[mI] na 5 ml zelu [mI] na 5 ml zelu
Stezenie Stezenie
zelu| 10% | 12% 15% zelu | 5o
Odczynnik Odczynnik
woda 2,35 2,1 1,72 | woda 3,61
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40% 40%
akrylamid/bis- 1,25 1,5 1,88 | akrylamid/bis- 0,64
akrylamid 29:1 akrylamid 29:1
1,5 M Tris-HCI 8,8 1,5 M Tris-HCI 6,8

1,3 1,3 1,3 0,63
pH pH
10% SDS 0,05 0,05 0,05 | 10% SDS 0,05
10% APS 0,05 0,05 0,05 | 10% APS 0,05
TEMED 0,002 0,002 0,002 | TEMED 0,005

3.1.3.6. Bufory i roztwory stosowane w przygotowywaniu preparatéow do
mikroskopii elektronowej

Wszystkie roztwory przygotowywane byty bezposrednio przez uzyciem.

0,4 M HEPES o pH 7,3 — rozpuszczono 9,5 g HEPES w 100 ml wody podwdjnie

destylowanej, a nastepnie ustalano pH roztworu na 7,3 za pomocg NaOH.

Bufor utrwalajgcy — rozpuszczono 2 g PFA (Sigma-Aldrich) w 40 ml wody podwdjnie
destylowanej z dodatkiem kropli 5 M wodorotlenku sodu w temperaturze 60°C. Po catkowitym
rozpuszczeniu dodano 50 ml 0,4 M HEPES o pH 7,3 i 0,2 ml otwartego bezposrednio przed
uzyciem 25% glutaraldehydu (EMS). Ustalono pH roztworu na 7,3 za pomocg NaOH,

a nastepnie uzupetniono podwdéjnie destylowang wodg do 100 ml.

Bufor blokujgcy — rozpuszczono 0,5 g albuminy surowicy bydlecej (BSA), 0,05 g

saponiny oraz 0,27 g chlorku amonu w 100 ml PBS.

3% roztwor zelazo (1) cyjanku potasu — rozpuszczono 0,3 g zelazo (l) cyjanku potasu

(Sigma-Aldrich) w 10 ml 0,2 M buforu fosforanowego o pH 7,4.

1% roztwér zredukowanego tetratlenku osmu — roztwoér tetratlenku osmu o stezeniu
4% (Agar Scientific) zmieszano z roztworem zelazo (Il) cyjanku potasu o stezeniu 3% oraz

podwadjnie destylowang wodg w proporcjach 1:2:1.
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2% roztwor tetratlenku osmu — roztwér tetratlenku osmu o stezeniu 4% (Agar

Scientific) zmieszano z podwdjnie destylowang woda w proporcjach 1:1.

Tiokarbohydrazyd (TCH) — rozpuszczono 0,1 g TCH (Sigma-Aldrich) w 10 ml wody
podwodjnie destylowanej i podgrzewano w temperaturze 60°C przez godzine, mieszajgc co

kilkanascie minut.

1% roztwoér octanu uranylu — rozpuszczono 0,4 g octanu uranylu (Ted Pella) w 10 ml
wody podwdjnie destylowanej i nastepnie przechowywano w temperaturze 4°C.
Bezposrednio przed uzyciem roztwér przefiltrowano i rozcieficzano czterokrotnie podwadjnie

destylowang woda.

Roztwér asparaginianu otowiu Waltona — rozpuszczono 0,066 g azotanu otowiu
(Sigma-Aldrich) w 10 ml 0,03 M kwasu asparaginowego o pH 3,8 w fazni wodnej

w temperaturze 60°C. Nastepnie ustalano pH na 5,5 za pomocg 1 M NaOH.

Zywica epoksydowa Durcupan — zywice Durcupan (Sigma-Aldrich) przygotowano
poprzez zmieszanie 8,33 g sktadnika A/M, 8,33 g sktadnika B, 0,33 g sktadnika D i 4 kropli DMP-
30.

3.1.4. Sondy molekularne

LysoTrackerTM Red DND-99 (Invitrogen)

Sonda stosowana w celu wizualizacji organelli o kwasnym pH, w tym lizosomdéw. Wyjsciowy
1 mM roztwdr sondy przygotowano w DMSO i przechowywano w temperaturze -20°C, bez
dostepu Swiatfa. Przed zastosowaniem roztwdr wyjsciowy sondy rozcienczano w pozywce

(10000 razy) do uzyskania 100 nM stezenia koricowego i dodawano do komérek.
MagicRed® CATHEPSIN assays (ImmunoChemistry Technologies)

Sonda stosowana do pomiaru aktywnosci katepsyny B w komodrce. Wyjsciowy roztwér sondy
przygotowano poprzez rozpuszczenie w DMSO i przechowywano w temperaturze -20°C, bez
dostepu do swiatta. Przed zastosowaniem roztwor wyjsciowy rozcieiczano dziesieciokrotnie
w wodzie dejonizowanej i dodawano odpowiednig objetos¢ do swiezej pozywki hodowlanej
(40 pl/ml w przypadku preparatow mikroskopowych lub 62,5 ul/ml w przypadku pomiaru

ilosciowego w czytniku ptytek). Tak przygotowang pozywke dodawano do komorek.
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3.1.5. Zestawy odczynnikow

LEGENDplex™ HU Proinflam. Chemokine Panel 1 Standard, BioLegend
LEGENDplex™ HU Proinflam. Chemokine Panel 2 Standard, BioLegend

RNeasy Plus Mini Kit (50 probes) 74134, Qiagen
3.2. Metody

3.2.1. Ocena potencjatu proliferacyjnego komérek w oparciu o
skumulowang liczbe podwojen populacji (cPD)
Komarki miesni gtadkich naczyn (VSMC) na wczesnych pasazach (4-7) wysiewano w gestosci
3,5 tys./cm? i pasazowano co 3 — 5 dni. Podczas kazdego pasazu komorki liczcono w ulepszonej
komorze Neubauera w celu monitorowania podwojenia populacji (PD, ang. population

doubling), ze wzoru:

_ log1o(Np) — logy0(N;)

PD
log102

gdzie:
Ni — (ang. inoculum number), liczba wysianych komoérek
Nh — (ang. cell harvest number), liczba zebranych podczas kolejnego, pasazu komorek

Nastepnie do oceny potencjatu proliferacyjnego komdrek wyznaczano skumulowang liczbe
podwojen populacji (cPD, ang. cumulative population doubling). Komérki byty uznawane za

potencjalnie stare, kiedy przestawaty sie dzieli¢, a wartosé¢ cPD pozostawata stata.

3.2.2. Indukcja starzenia z wykorzystaniem doksorubicyny

W celu indukcji starzenia przyspieszonego komodrki na wczesnych pasazach wysiewano
w gestosci 3,5 tys./cm? naczynia hodowlanego, nastepnie po 24 godzinach od wysiania
traktowano komorki doksorubicyng o koncowym stezeniu 150 nM przez 7 dni. Po tym czasie
komérkom wymieniano pozywke na Swiezg i hodowano przez kolejne dni (wymieniajac
pozywke wedtug potrzeb). Traktowane w ten sposdb komorki analizowano po 7 i 28 dniach

od traktowania doksorubicyna.
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W celu badania wptywu simwastatyny na komaorki poddane starzeniu indukowanemu stresem,
wykorzystano model starzenia, w ktéorym komdrkom podawano 1 uM doksorubicyne na

2 godziny, a nastepnie wymieniano pozywke na $wieza.

3.2.3. Wyznaczanie indeksu autofagicznego

Do wyznaczenia indeksu autofagicznego dla kazdego punktu czasowego (kontrola, SIPS I, SIPS
IV, RS) przygotowywano trzy warianty komorek: komorki nietraktowane (N), komorki
traktowane 100 nM bafilomycng Al przez ostatnie 3 godziny hodowli (B) oraz komorki
traktowane 60 uM chloroching réwniez przez 3 ostatnie godziny hodowli (C). W komérkach
tych oznaczano poziom biatka LC3B | oraz LC3B Il z uzyciem techniki Western blot, jak opisano
w rozdziale 3.2.4., nastepnie densytometrycznie okreslano wzgledny poziom tych biatek oraz
wyznaczano stosunek LC3B 1I/LC3B | dla kazdego wariantu. Do wyliczenia indeksu
autofagicznego stosowano wzér:

LC3B 11 _LC3B 11

LC3B I inuiBiror 8Luec)y  LC3B I nigrrAKTOWANE ()

LC3B 11
LC3B I nigTRAKTOWANE (N)

indeks autofagiczny =

3.2.4. Hamowanie wydajnosci autofagii

W celu inhibicji autofagii dla kazdego punktu czasowego starzenia indukowanego (kontrola,
SIPS I, SIPS 1V), przygotowano trzy warianty komoérek: komorki nietraktowane (NT), komérki
traktowane 100 nM bafilomycyng Al przez ostatnie 48 godzin hodowli (BAF A1) oraz komérki

traktowane 18 uM chloroching rowniez przez ostatnie 48 godzin hodowli (CQ).

3.2.5. Badanie poziomu biatek metoda Western blot

Badanie poziomu biatek rozpoczynano od wysiania komdrek w gestosci 3,5 tys./cm?
w butelkach hodowlanych. Komérki w danym punkcie eksperymentalnym przeptukiwano PBS,
odczepiano od podfoza za pomocg 0,25% roztworem trypsyny, neutralizowano pozywka
i otrzymang zawiesine komdrkowg wirowano przy predkosci 200 g przez 5 minut. Nastepnie
komorki ponownie przeptukiwano PBS i wirowano przy predkosci 6700 g przez 5 minut. PBS
zlewano znad osadu komodrkowego, a  pozostaty pelet przechowywano

w temperaturze -20°C.
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3.2.5.1. Przygotowanie ekstraktow catokomorkowych

Biatka izolowano po zebraniu wszystkich peletéw komdrkowych w danym doswiadczeniu. Po
rozmrozeniu osady komérkowe zawieszano w odpowiedniej objetosci PBS i dodawano takg
samg objeto$é stezonego dwukrotnie buforu Laemmliego. Prébki nastepnie homogenizowano
przy uzyciu strzykawek insulinowych o srednicy igty 0,3 mm i inkubowano przez 10 minut
w temperaturze 95°C. Po tym czasie prébki wirowano przy predkosci 10500 g przez 5 minut,
a supernatanty przenoszono do nowych probéwek. Tak przygotowane lizaty przechowywano

w temperaturze -20°C.

3.2.5.2. Rozdziat biatek w zelu poliakrylamidowym, transfer biatek na
membrane i wizualizacja biatek

Rowne ilosci biatka byty nanoszone na zel poliakrylamidowy. W zaleznosci od wielkosci biatek
poddawanych detekcji, do elektroforetycznego rozdziatu wykorzystywano Zzele
poliakrylamidowe o stezeniach 10%, 12% i 15%. Rozdziat biatek prowadzono w temperaturze
pokojowej pod statym napieciem 50 V w buforze do elektroforezy przez okoto 20 minut,
a nastepnie 120 V przez okoto 2 godziny. W tym celu korzystano z aparatu Mini-PROTEAN (Bio-
Rad).

Po zakoniczeniu elektroforezy, rozdzielone na Zzelu biatka przenoszono na membrane
nitrocelulozowg przeprowadzajgc mokry transfer w aparacie Mini Trans-Blot (Bio-Rad) przy
statym natezeniu pradu 400 mA. Transfer przeprowadzano przez 1 godzine w temperaturze
4°C. Do oceny wydajnosci transferu biatek z zelu na membrane wykorzystywano roztwér

czerwieni Ponceau S.

Membrane dzielono na fragmenty zawierajgce analizowane biatka, w tym celu
wykorzystywano wzorzec mas. Nastepnie fragmenty blokowano przez 1 godzine
w temperaturze pokojowej w buforze do blokowania, w zaleznosci od stosowanego
w dalszych etapach przeciwciata, zawierajgcego 5% odttuszczone mleko lub 5% BSA w TBST.
Po tym czasie membrane inkubowano przez noc w temperaturze 4°C z odpowiednim
przeciwciatem pierwszorzedowym (Tabela 3.1). Nastepnie membrane ptukano trzykrotnie
przez 5 minut w TBST i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej

z odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym sprzezonym z peroksydazg chrzanowg lub
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fluorochromem (Tabela 3.2). Membrany ptukano trzykrotnie TBST przez 5 minut. Do detekcji
drugorzedowego przeciwciata sprzezonego z peroksydazg chrzanowg wykorzystywano system
do chemiluminescencji ECL Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) zgodnie
z zaleceniami producenta. Membrane eksponowano na kliszy rentgenowskiej i wywotywano
za pomoca urzadzenia Fuji FPM 800A lub BioRad ChemiDoc Imaging System. Natomiast do
detekcji przeciwciata drugorzedowego sprzezonego z fluorochromem wykorzystywano
urzadzenie BioRad ChemiDoc Imaging System. Analize densytometryczng przeprowadzano
przy uzyciu programu Imagel, a intensywnos¢ sygnatéw z poszczegdlnych prébek

normalizowano do poziomu biatka referencyjnego GAPDH.

3.2.6. Barwienia cytochemiczne

W celu wykonania barwien cytochemicznych wysiewano 12 tys. komdrek na szkietko
nakrywkowe 15 mm x 15 mm. Komodrki kontrolne barwiono 24-48 godzin od wysiania,
natomiast pozostate komorki traktowano jak opisano w rozdziale 3.2.2. i barwiono

w okreslonych punktach czasowych.

3.2.6.1. Oznaczanie aktywnosci B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem
(SA-B-gal)

Komérki hodowane na szkietkach nakrywkowych o wymiarach 15 mm x 15 mm przeptukiwano
trzykrotnie PBS i nastepnie inkubowano je przez 5 minut w temperaturze pokojowej w buforze
utrwalajgcym. Nastepnie w celu oznaczenia aktywnosci B-galaktozydazy zwigzanej ze
starzeniem (SA-B-gal), komérki ponownie ptukano trzykrotnie PBS i inkubowano w buforze
barwigcym zawierajgcym x-gal. Po 18 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C, komorki
ptukano trzykrotnie PBS, barwiono jgdra komdérkowe za pomocga roztworu Hoechst 33342
o stezeniu 2 ug/ml, ponownie ptukano PBS i zatapiano przy uzyciu Fluoromount-G (Invitrogen)
na szkietku podstawowym. Przygotowane w ten sposdb preparaty fotografowano
i analizowano za pomocg mikroskopu Nikon Eclipse Ti i oprogramowania NIS Elements Basic
Research. Odsetek komodrek z aktywng SA-B-gal okreslano jako stosunek niebiesko
zabarwionych komodrek (komorki SA-B-gal pozytywne) do liczby wszystkich jader

komoérkowych. Do analizy ilosciowej zostato uzyte oprogramowanie Imagel.
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3.2.6.2. Barwienie F-aktyny w komoérkach

Komorki rosngce na szkietkach nakrywkowych o wymiarach 15 mm x 15 mm przeptukiwano
trzykrotnie PBS i utrwalano 4% roztworem PFA w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
Nastepnie komérki przeptukiwano trzykrotnie PBS i przechowywano w temperaturze 4°C do
momentu barwienia. Przed barwieniem komorki permeabilizowano przez 10 minut
roztworem 0,1% Triton X-100 w PBS w temperaturze pokojowej. Po dwukrotnym ptukaniu
w PBS, komorki inkubowano przez 30 minut z falloidyng skoniugowang z fluorochromem Alexa
Fluor 488 (Invitrogen; w celu wizualizacji cytoszkieletu aktynowego) w rozcienczeniu 1:40
w PBS. Po tym czasie komorki ptukano dwukrotnie PBS, a jgdra komérkowe barwiono
roztworem DAPI o stezeniu 1 pug/ml przez 15 minut. Komérki ptukano trzykrotnie w PBS
i zatapiano przy uzyciu Fluoromount-G (Invitrogen) na szkietku podstawowym. Preparaty
fotografowano i analizowano za pomocg mikroskopu Nikon Eclipse Ti i oprogramowania NIS

Elements Basic Research.

3.2.6.3. Wizualizacja i pomiar lizosomow oraz aktywnej katepsyny B

Komorki rosngce na szkietkach nakrywkowych o wymiarach 15 mm x 15 mm inkubowano
przez ostatnie 30 minut hodowli w temperaturze 37°C z sondg LysoTrackerTM Red DND-99
lub MagicRed® CATHEPSIN assays w celu wizualizacji lizosomoéw lub aktywnej katepsyny B.
Natychmiast po inkubacji komorki ptukano PBS, fotografowano i analizowano za pomoca
mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse Ti i oprogramowania NIS Elements Basic
Research. W celu ilosciowej analizy komorki analizowano w czytniku ptytek Tecan The

Infinite®M 1000 przy dtugosci fal wzbudzenia i emisji wskazanych przez producenta

3.2.7. Barwienia immunocytochemiczne

W celu wykonania barwiert immunocytochemicznych wysiewano 12 tys. komdrek na szkietko
nakrywkowe 15 mm x 15 mm. Komérki kontrolne barwiono 24-48 godzin od wysiania,
natomiast pozostate komorki traktowano jak opisano w rozdziale 3.2.2. i barwiono

w okres$lonych punktach czasowych.
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3.2.7.1. Oznaczanie zdolnosci komorek do wbudowywania
bromodeoksyurydyny do DNA

Na ostatnig dobe hodowli do komérek rosngcych na szkietkach nakrywkowych o wymiarach
15 mm x 15 mm, dodawano bromodeoksyurydyne (BrdU) o koncowym stezeniu 10 uM. Po
tym czasie komoérki ptukano PBS, utrwalano i przechowywano w 70% alkoholu etylowym
w temperaturze -20°C przez minimum 24 godziny. Przed barwieniem komérki ptukano
dwukrotnie przez 5 minut 0,5% roztworem Triton X-100 (Sigma Aldrich) w PBS. Nastepnie
komérki inkubowano przez 30 minut w roztworze 2 N kwasu chlorowodorowego (HCI) w PBS,
dwukrotnie ptukano PBS przez 5 minut i inkubowano przez 1 minute w 0,1 M roztworze
tetraboranu sodu (Sigma-Aldrich). Po powtdrnym dwukrotnym ptukaniu PBS przez 5 minut,
komorki inkubowano przez 1 godzine z pierwszorzedowym przeciwciatem specyficznym dla
BrdU w rozcienczeniu 1:100. Przeciwciato to rozcieficzano w buforze zawierajgcym 1% BSA
i 0,5% Tween-20 (Sigma-Aldrich) w PBS. Nastepnie komodrki ptukano dwukrotnie 0,5%
roztworem Tween-20 w PBS i inkubowano przez 1 godzine z przeciwciatem drugorzedowym
sprzezonym z fluorochromem Alexa Fluor 488. Przeciwciato to rozcienczono 1:500 w takim
samym buforze jak przeciwciato pierwszorzedowe. Po godzinie komdrki ptukano dwukrotnie
roztworem 0,5% Tween-20 w PBS i barwiono roztworem DAPI o stezeniu 1 pg/ml przez 15
minut. Nastepnie ptukano komoérki trzykrotnie przez 5 minut PBS i zatapiano na szkietku
podstawowym za pomocg Fluoromount-G (Invitrogen). Zdjecia wykonywano przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse Ti i oprogramowania NIS Elements Basic
Research. Nastepnie analizowano przy uzyciu oprogramowania Imagel. Wynik przedstawiano
jako odsetek komérek wbudowujacych BrdU w stosunku do totalnej liczby komorek,

okreslonej jako catkowita liczba jader komérkowych.

3.2.7.2. Analiza liczby uszkodzen DNA w oparciu o wizualizacje skupisk
53BP1 oraz yH2AX
Komérki rosngce na szkietkach nakrywkowych o wymiarach 15 mm x 15 mm przeptukiwano
trzykrotnie PBS i utrwalano 4% roztworem PFA w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
Nastepnie komérki przeptukiwano trzykrotnie PBS i przechowywano w temperaturze 4°C do
momentu barwienia. Przed barwieniem komorki permeabilizowano przez 10 minut

roztworem 0,5% Triton X-100 w PBS w temperaturze pokojowej. Po dwukrotnym ptukaniu
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PBS, komorki blokowano przez 15 minut w roztworze sktadajacym sie z 2% BSA, 1,5% surowicy
koziej oraz 0,1% Triton X-100 w PBS. Nastepnie inkubowano komorki z przeciwciatami
pierwszorzedowymi anty-53BP1 oraz anty-yH2AX, rozcienczonymi 1:500 w buforze
stosowanym do blokowania w wilgotnej komorze przez 2 godziny w temperaturze pokojowe;.
Po tym czasie szkietka z komorkami przeptukiwano trzykrotnie PBS, a nastepnie inkubowano
w ciemnosci z przeciwciatami drugorzedowymi sprzezonymi z fluorochromami Alexa Fluor 488
lub Alexa Fluor 555. Po zakorczeniu inkubacji oraz trzykrotnym ptukaniu PBS, jadra
komérkowe barwiono przez 15 minut roztworem DAPI o stezeniu 1 pg/ml, ponownie
przeptukano PBS i zatapiano na szkietku podstawowym za pomocg Fluoromount-G
(Invitrogen). Zdjecia wykonywano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse Ti
i oprogramowania NIS Elements Basic Research. Nastepnie analizowano przy uzyciu
oprogramowania Imagel). Komodrki z okreslong liczbg skupisk 53BP1/ yH2AX w jadrze
komérkowym podzielono na pie¢ grup: 1. komérki bez widocznych skupisk, 2. komérki
z jednym widocznym skupiskiem, 3. komaorki z widocznymi 2-5 skupiskami, 4. komaorki z wiecej
niz 5 skupiskami oraz 5. komérki z niepoliczalng liczbg skupisk. Wyniki te przedstawiono jako

procent catkowitej liczby analizowanych jader komdérkowych.

3.2.8. Mikroskopia elektronowa

Do analizy za pomocg mikroskopii elektronowej przygotowano probki wykorzystujgc dwie
metody, w zaleznosci od celu analizy. Niezaleznie od zastosowanej metody przygotowywania
preparatéw byly one analizowane za pomoca transmisyjnego mikroskopu elektronowego JEM

1400 (JEOL Co.) wyposazonego w kamere MORADA G2 (EMSIS GmbH).

3.2.8.1. Obrazowanie struktur komaérkowych

Do mikroskopii elektronowej komérki wysiewano w gestosci 3 tys./cm? na specjalne szalki ze
szklanym dnem (MatTek, p35g-1-5-14-cgrd) i przeprowadzano schemat doswiadczenia
(indukcje starzenia) jak opisano w rozdziale 3.2.2. Komérki nastepnie utrwalano dwuetapowo
roztworem 0,2 M HEPES o pH 7,3 zawierajgcym 2% PFA oraz 1% GA. Poczagtkowo dodano 1 ml
roztworu do pozywki na 5 minut w temperaturze 37°C, nastepnie zalano komérki 2 ml
Swiezego roztworu i utrwalano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
utrwalone komorki ptukano pieciokrotnie przez 5 minut 0,2 M roztworem HEPES o pH 7,3,

a nastepnie pieciokrotnie zimnym roztworem 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,4.
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Nastepnymi etapami byty kolejno: inkubacja w 1% roztworze zredukowanego tetratlenku
osmu przez 30 minut na lodzie, 20 minutowa inkubacja w temperaturze pokojowej
w przefiltrowanym przez filtr strzykawkowy TCH oraz inkubacja w 2% roztworze tetratlenku
osmu w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Poszczegdlne inkubacje byty poprzedzone
pieciokrotnymi ptukaniami wodg podwadjnie destylowang. Nastepnie preparaty pozostawiano
na catonocng inkubacje w temperarturze 4°C w przefiltrowanym rozworze 1% octanu uranylu.
Kolejnego dnia, komorki przeptukiwano pieciokrotnie woda podwodjnie destylowang
i nastepnie umieszczano w piecu w temperaturze 60°C na 30 minut. Po tym czasie preparaty
inkubowano w roztworze asparaginianu otowiu Waltona przez 20 minut w temperaturze 60°C
i ptukano odgazowang wodg podwdjnie destylowang. Kolejnym krokiem byto odwadnianie
komorek alkoholem etylowym przy uzyciu roztworéw o wzrastajgcym stezeniu: 20%, 50%,
70%, 80%, 90% oraz dwa razy 100%. Odwadnianie przeprowadzano po 5 minut na kazde
stezenie alkoholu etylowego. Po ostatnim odwadnianiu komoérki inkubowano przez godzine
w 50% roztworze zywicy Durcupan w etanolu, a nastepnie przez catg noc w 100% zywicy
Durcupan. Kolejnego dnia do szkietek ze znajdujgcymi sie na nich komérkami przyklejano
kapsutke z obcietym dnem i wypiekano w piecu w temperaturze 70°C przez co najmniej 24
godziny. Po tym czasie kapsutki wypetniano zywicg i wypiekano przez kolejne 3 dni
w temperaturze 70°C. Nastepnie kapsutke odrywano od szklanego dna szalki, rozcinano
i wyjmowano bloczki zywicy. Bloczki te byty ciete przy uzyciu ultramikrotomu (Ultracut R,
Leica) na 70 nm skrawki i zbierane na miedzianych siatkach pokrytych formvarem (Agar
Scientific). Tak przygotowane preparaty bylty obrazowane za pomocg transmisyjnego
mikroskopu elektronowego JEM 1400 (JEOL Co.) wyposazonego w kamere MORADA G2
(EMSIS GmbH).

3.2.8.2. Immunodetekcja biatka CD63 za pomocg transmisyjnej
mikroskopii elektronowej
Komérki wysiewano w gestosci 3 tys./cm? na szalki ze szklanym dnem (MatTek, p35g-1-5-14-
cgrd) i postepowano zgodnie ze schematem doswiadczenia jak opisano w rozdziale 3.2.2.
Komorki inkubowano w buforze utrwalajgcym z 4% PFA i 0,05% GA w temperaturze 37°C przez
5 minut, a nastepnie w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Nastepnie przeptukiwano je

buforem utrwalajagcym zawierajgcym 4% PFA i pozostawiano w tym buforze na 30 minut
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w temperaturze pokojowej. Po tym czasie trzykrotnie ptukano komorki PBS i inkubowano
w buforze blokujgcym przez nastepne 30 minut w temperaturze pokojowej. Komorki
nastepnie pozostawiano na noc w wilgotnej komorze w temperaturze 4°C
z pierwszorzedowym przeciwciatem anty-CD63, rozcienczonym 1:200 w buforze blokujacym.
Nastepnego dnia ptukano komorki szesciokrotnie PBS oraz inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 2 godziny z przeciwciatem drugorzedowym skoniugowanym
z nanoczasteczkami ztota rozciericzonym, 1:50 w buforze blokujgcym. Po tym czasie komorki
trzykrotnie przeptukano PBS, trzykrotnie podwdjnie destylowang wodg i nastepnie
inkubowano z odczynnikiem Gold EnhanceTM (NanoProbes) przez okoto 30 sekund w celu
wzmocnienia sygnatu czastek ztota. Preparaty natychmiast przeptukiwano wodg podwadjnie
destylowang i PBS oraz ponownie utrwalano roztworem 1% GA w PBS w temperaturze
pokojowej. Po 10 minutach preparaty przeptukiwano PBS dwukrotnie, a nastepnie
pieciokrotnie zimnym 0,1 M buforem fosforanowym. Kolejno postepowano tak jak w rozdziale
3.2.7.1. rozpoczynajgc od 30 minutowej inkubacji w 1% roztworze zredukowanego tetratlenku

osmu na lodzie.

3.2.9. Analiza wydzielania wybranych cytokin
3.2.9.1. TestELISA

W celu ilo$ciowej analizy wydzielanych cytokin, interleukiny 6 oraz 8, zastosowano test ELISA
typu ,sandwich”. Komorki wysiewano w gestosci 3,5 tys./cm? i na dobe przed analizg
zmieniano pozywke na swiezg. Po tym czasie pozywke zbierano, a komoérki liczono w celu
normalizacji wynikéw. Zebrang pozywke przechowywano w temperaturze -20°C do momentu
zebrania wszystkich prébek z danego doswiadczenia. Analize ilosci cytokin przeprowadzano
zgodnie z instrukcjag do oznaczania biatek R&D System. 96-dotkowg ptytke optaszczano
przeciwciatami wychwytujagcymi oznaczane biatko, po czym niezwigzane przeciwciata
odptukiwano. Nastepnie przeprowadzano inkubacje z probkami i po odptukaniu
niezwigzanych biatek naktadano przeciwciata skoniugowane z peroksydaza chrzanowg
przeciwko analizowanym biatkom. Po wyptukaniu ich nadmiaru, dodawano substrat dla
peroksydazy chrzanowej i prowadzono reakcje do momentu otrzymania niebieskiego

zabarwienia, po czym reakcje zatrzymywano poprzez obnizenie pH i dokonywano pomiaru
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kolorymetrycznego przy dtugosci fali 450 nm za pomocy spektrofotometru Tecan Sunrise

(Tecan). Uzyskane wyniki absorbancji poréwnywano do krzywej wzorcowe;.

3.2.9.2. Analiza cytometryczna

Profil cytokin uwalnianych przez komérki VMSC oznaczano z wykorzystaniem zestawodw
LEGENDplex HU Proinflammatory Chemokine Panel 1 oraz 2 (BioLegend, USA), opartych na
uzyciu mikrokulek pokrytych specyficznymi przeciwciatami. Detekcje sygnatu przeprowadzano
metoda cytometrii przeptywowej. Analizowany materiat stanowita pozywka hodowlana
pobrana znad komodrek, pierwotnie zgromadzona do badan  pecherzykdéw
zewnatrzkomoérkowych. Badania obejmowaty komérki proliferujace, analizowane po 96
godzinach od wysiania i utrzymywane w pozywce zawierajgcej DMSO, jak rowniez komorki
ulegajace starzeniu indukowanemu, oceniane siedem dni po indukcji procesu starzenia
doksorubicyng (podang w stezeniu 1 uM na 2 godziny), traktowane DMSO lub simwastatyng
w stezeniach 100 oraz 250 nM. Wszystkie etapy analizy realizowano zgodnie z instrukcja

producenta zestawu.

Do pobranej pozywki dodawano mikrokulki znakowane przeciwciatami, a nastepnie prébki
inkubowano przez 2 godziny na wytrzgsarce (800 rpm) w temperaturze pokojowej. Po
zakonczeniu inkubacji préobki dwukrotnie ptukano, dodawano mieszanine biotynylowanych
przeciwciat rozpoznajacych oznaczane biatka i inkubowano przez kolejng godzine
w analogicznych warunkach. Nastepnie do kazdej probki wprowadzano streptawidyne
sprzezong z fluorochromem fikoerytryne i prowadzono inkubacje przez 25 minut przy 800 rpm
na wytrzgsarce w temperaturze pokojowej. Po tym etapie ptytke ponownie ptukano,
dodawano bufor ptuczacy i przechowywano do czasu wykonania analizy cytometrycznej, ktérg

przeprowadzano nastepnego dnia z wykorzystaniem cytometra Aurora (Cytek).

Uzyskane dane poddano obrdébce i analizie przy uzyciu oprogramowania Qognit, dostepnego

online na stronie producenta BiolLegend.

3.2.10. Izolacja i charakterystyka pecherzykow zewngtrzkomdérkowych
(EVs)

Do izolacji pecherzykow zewnatrzkomorkowych korzystano z protokotu opracowanego przez

Clotilde Thery 243 z kilkoma modyfikacjami. W celu izolacji EVs komdrki wysiewano w gestosci
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8 tys./cm? na butelki hodowlane typu T75 i postepowano dalej zgodnie ze schematem
doswiadczenia jak opisano w rozdziale 3.2.2. Na dobe przed izolacjg pozywke wymieniano na
pozywke pozbawiong surowicy. Po 24 godzinnej inkubacji pozywke znad komodrek (dalej
okreslang jako medium kondycjonowane) zbierano do ufozonych na lodzie falkondw,
a komoérki po odczepieniu od podtoza za pomocag trypsyny liczono w celu normalizacji
wynikéw. Pozywke wirowano przez 20 minut przy predkosci 1280 x g w wiréwce MPW-350R.
Nastepnie supernatant przenoszono do specjalnych poliweglanowych prébéwek (Beckman
Coulter) i najpierw ultrawirowano przez 30 minut przy predkosci 10000 x g, a nastepnie po
przeniesieniu do swiezych probéwek 1 godzine 30 min przy predkosci 100000 x g. Wszystkie
wirowania odbywaty sie w temperaturze 4°C. Do ultrawirowania korzystano z ultrawiréwki
Beckman Coulter Optima XPN-100 i rotora typu 45Ti. Po zakoniczonej izolacji, uzyskany pelet
zawieszano w 50 pl sterylnego i swiezo otwartego PBS i przechowywano w temperaturze -

80°C.

3.2.10.1. Pomiar wielkosci i ilosci wyizolowanych pecherzykow

Stezenie oraz rozktad wielkosci wyizolowanych pecherzykéw analizowano za pomocg techniki
NTA (ang. Nanoparticle Tracking Analysis) z uzyciem aparatu NanoSight NS300 (Malvern
Instruments). NTA bazuje na wtasciwosciach rozpraszania swiatta lasera oraz ruchach Browna
w celu analizy rozktadu wielkosci nanoczgstek w cieczy. Zapisywany przez kamere aparatu film,
na ktéorym czastki sg widoczne jako $wietlne punkty, jest analizowany przez wbudowane
oprogramowanie oraz wyliczany jest wspétczynnik dyfuzji kazdej zarejestrowanej czastki.
Wielko$¢ badanych czastek jest wyznaczana przez zastosowanie réwnanie Stokesa-Einsteina:

_ KT
"~ 6mnr

D

gdzie:

D - wspdtczynnik dyfuzji czgstek (m?/s),
KB - stata Boltzmanna (1.38x10723 J/K),
T - temperatura absolutna (K),

7 - lepkos¢ cieczy (Pa-s),
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r - promien (lub promien zastepczy) czastki (m).

Przed pomiarem kazda probka byta rozcieficzana 1:1000 w czystym PBS, mierzona przez
zarejestrowanie pieciu trzydziestosekundowych filméw i analizowana za pomoca
wbudowanego oprogramowania NanoSight NTA 3.2. Build 3.2.16. Przyktadowy rozktad

wielkos$ci mierzonych pecherzykdw przedstawiono na Rycinie 3.1.
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Ryc. 3.1. Przyktadowe wykresy z NanoSight NTA 3.2. przedstawiajace rozktad wielko$ci mierzonych EVs.
Lewy wykres przedstawia wyniki pieciu pojedynczych pomiaréw, prawy przedstawia wyniki usrednionych
pieciu pomiardéw.

3.2.11. Sekwencjonowanie RNA (RNAseq)
3.2.11.1. lzolacja RNA

RNA izolowano przy uzyciu zestawu do izolacji catkowitego RNA (RNAeasy Micro Kit, Qiagen)
zgodnie z zaleceniami producenta i zawieszano w wodzie wolnej od RNaz. Stezenie
wyizolowanego RNA mierzono wykorzystujgc spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific), gdzie stosunek absorbancji Axso do Aso mieszczacy sie w granicach od 1,8 do 2,0

wykazywat odpowiednig jako$¢ RNA, odpowiednia do zastosowania kolejnych krokow.

3.2.11.2. Przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania mRNA

Analiza zostata przeprowadzona w Pracowni Sekwencjonowania Instytutu Biologii

Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.
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Jakos¢ RNA do RNAseq sprawdzano okreslajac RIN (ang. RNA integrity number). Parametr ten
wyznaczany byt przy uzyciu urzadzenia 2100 Bioanalyzer (Agilent) i dedykowanych dla niego

zestawdw odczynnikéw Agilent RNA 6000 Pico Kit.

Procedura przygotowania bibliotek do sekwencjonowania mRNA wykonana zostata przy
uzyciu zestawu KAPA Stranded mRNAseq Kit (KAPA Biosystems Ltd) zgodnie z instrukcjami
producenta, ale metoda zostata zaadaptowana do wtasnych potrzeb. Metoda izolacji mRNA
z puli catkowitego RNA opiera sie w tym przypadku na wykorzystaniu kulek magnetycznych
z przytgczonymi ogonkami poli-T, do ktdrych specyficznie przytaczajg sie tylko czagsteczki
polyA+ mRNA. Jako materiat wyjsciowy w procedurze stosowano 500 ng catkowitego RNA.
Kolejnym krokiem po wyizolowaniu mRNA jest fragmentacja termiczna materiatu (94°C,
5 minut dla prébek z wartoscig RIN wiekszg niz 7 oraz 94°C, 3 minuty dla prébek z wartoscia
RIN nizszg niz 7). W nastepnym etapie mRNA przepisywane jest na cDNA, syntetyzowana jest
kolejno pierwsza i druga ni¢ cDNA. Pierwsza ni¢ cDNA uzyskiwana jest z uzyciem starteréw
przytaczajacych sie losowo do wszystkich regiondw RNA (ang. random primers). W ten sposdb
uzyskiwana jest przejsciowa struktura hybrydowa cDNA-RNA, ktéra nastepnie przeksztatcana
jest w dwuniciowe cDNA z jednoczesnym wigczeniem dUTP do drugiej nici cDNA.

Specyficznos¢ nici uzyskiwana jest w czasie syntezy komplementarnego taricucha nici.

Uzyskane dwuniciowe cDNA oczyszczano z uzyciem kulek magnetycznych AMPure XP. Kolejny
etap to ligacja sekwencji adaptorowych, ktére przez wzglad na swojg strukture petli musza
nastepnie zostac przeciete przez przeznaczony do tego enzym USER (NEB, Ipswich, MA, USA),
aby umozliwi¢ zajscie procesu koncowej amplifikacji biblioteki. Co istotne, druga
syntetyzowana ni¢ DNA zawierajgca dUTP nie jest amplifikowana, poniewaz polimeraza jest
specyficzna tylko dla nukleotyddéw wystepujgcych w DNA. W konsekwencji sprawia to, ze
odczyty pochodzgce bezposrednio z transkryptéw sg zawsze niciowo-zgodne z odczytem R2

pochodzgcym z sekwencjonowania typu paired-end.

Koricowe stezenie uzyskanej biblioteki oraz jej czystos¢ wyrazong w postaci wartosci Azso/250
(zakres prawidtowych wartosci parametru 1,8-2,2) mierzono za pomocg urzgdzenia Nanodrop
(Thermo Scientific), a takie z wykorzystaniem urzgdzenia Quantus Fluorometer
i dedykowanego dla niego zestawu odczynnikdw QuantiFluor dsDNA System (Promega,

Madison, Wisconsin, USA). Oceny jakosci biblioteki dokonywano przy uzyciu urzgdzenia 2100
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Bioanalyzer (Agilent) i dedykowanego dla niego zestawu odczynnikdéw Agilent High Sensitivity

DNA Kit.

Sekwencjonowanie nowej generacji wykonano z wykorzystaniem sekwenatora lllumina
NovaSeq 6000. Biblioteki sekwencjonowano w trybie sparowanych koncéw (ang. paired-end

sequencing) 2x151. Celem byto uzyskanie 25 min odczytéw dla kazdej prébki.

3.2.11.3. Przetwarzanie wstepne danych i analiza

Kontrola jakosci odczytéw zostata przeprowadzona przy uzyciu programu FastQC (v. 0.11.9).
Usuwanie sekwencji adapteréw oraz przycinanie odczytdw pod wzgledem jakosci wykonano
odpowiednio za pomocg cutadapt (v. 3.4) oraz TrimGalore (v. 0.6.7), przy czym parametr
jako$ci w TrimGalore ustawiono na wartos¢ 25. Odczyty zmapowano do referencyjnego
genomu cztowieka przy uzyciu programu STAR (v. 2.7.9a) z domysinymi ustawieniami. Jako
plik adnotacji GTF wykorzystano adnotacje z wydania Ensembl 105. Duplikaty odczytéow
oznaczono przy uzyciu narzedzia Picard MarkDuplicates (v. 2.27.4-SNAPSHOT). Koncowa
kontrola jakosci zostata zestawiona przy uzyciu MultiQC (v. 1.13) na podstawie wynikéw

z RSeQC (v. 3.0.1) oraz wyzej wymienionych narzedzi.

Zliczanie odczytow przypisanych do cech genomowych przeprowadzono za pomocg programu
featureCounts (v. 2.0.0) dla danych sparowanych (paired-end), uwzgledniajgc wytgcznie
pierwotne dopasowania oraz odczyty zgodne z odwrdcong orientacjg nici (reverse stranded).
Minimalna warto$¢ jakosci mapowania (MAPQ) wymagana do uwzglednienia odczytu

w zliczeniach zostata ustawiona na 3.

Analizy réznicowej ekspresji oraz analizy funkcjonalne wykonano w srodowisku R (v. 4.1.3).
Analize réznicowej ekspresji przeprowadzono z uzyciem pakietu DESeq2 (v. 1.34)
z domysinymi parametrami. Cechy, dla ktdrych suma zliczen byta mniejsza niz 10 we
wszystkich prdébkach, zostaty wykluczone =z dalszej analizy. Analize funkcjonalng
przeprowadzono z wykorzystaniem funkcji enrichPathway(), natomiast analize wzbogacenia
zestawodw gendw (GSEA) z uzyciem funkcji gsePathway(), obie z pakietu ReactomePA (v. 1.38).

Za istotne statystycznie uznawano wyniki z wartoscig p < 0,05.

Wizualizacje wynikéw wygenerowano przy uzyciu pakietow ggplot2 (v. 3.5.1), enrichplot

(v. 1.14.1) oraz ComplexHeatmap (v. 2.10.0).
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3.2.12. Analiza proteomiczna

Analize przeprowadzono w Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN.

Analize proteomiczng przeprowadzono z zastosowaniem ilosciowej metody znakowania
izobarycznego TMTpro 16-plex, umozliwiajgcej jednoczesng analize i poréwnanie 16 probek
biologicznych w jednym eksperymencie LC—MS/MS. Zastosowanie znakowania TMT pozwala
na analize wszystkich prébek wchodzgcych w sktad jednego zestawu w identycznych
warunkach analitycznych, a takze umozliwia efektywne frakcjonowanie potgczonej puli
peptydow. Takie podejscie znaczgco zwieksza gtebokosé analizy proteomicznej oraz liczbe
identyfikowanych biatek, co jest szczegdlnie istotne w przypadku prébek o szerokim zakresie
stezen biatek i wysokiej ztozonosci, takich jak lizaty miesniowe czy pecherzyki

zewnatrzkomdrkowe wydzielane do pozywek zawierajgcych dodatki biatkowe.

Analizie poddano lizaty komérkowe miesni gtadkich naczyin oraz pecherzyki

zewnatrzkomdrkowe (EVs) przez nie wydzielane.

3.2.12.1. Przygotowanie probek

Probki przygotowywano metodg SP3 (ang. Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample
Preparation), ktéra umozliwia oczyszczanie i trawienie biatek w jednym naczyniu przy
minimalnych stratach materiatu. Biatka inkubowano przez 1 godzine w temperaturze 60°C w
obecnosci 10 mM tris(2-karboksyetylo)fosfiny w celu redukcji mostkéw disiarczkowych.

Nastepnie grupy tiolowe cystein zablokowanoo przy uzyciu metanotiosulfonianu metylu.

Do kazdej probki dodawano 40 pl mieszaniny kulek magnetycznych do SP3 (Sera-Mag Carboxyl
hydrofilowych i hydrofobowych) oraz acetonitrylu z dodatkiem 1% kwasu mréwkowego,
uzyskujgc koricowe stezenie acetonitrylu wynoszgce 85%. Wigzanie biatek do kulek
prowadzono przez 30 minut na wytrzasarce, po czym czastki magnetyczne przemywano
trzykrotnie 85% etanolem oraz jednokrotnie czystym acetonitrylem w celu usuniecia

zanieczyszczen.

Trawienie enzymatyczne przeprowadzono poprzez dodanie 2 ug trypsyny zawieszonej w 100
pl 100 mM buforu TEAB i inkubacje prébek przez noc w temperaturze 37 °C. Po zakoriczeniu

trawienia roztwér peptydéw przenoszono do nowych probéwek, a pozostate na kulkach

75



peptydy eluowano dodatkowo przy uzyciu 1% DMSO w wodzie oraz wody. Pofgczone eluaty

suszono w SpeedVac i rozpuszczano w 100 mM buforze TEAB.

3.2.12.2. Znakowanie TMTpro

Stezenie peptyddw oznaczano metoda kolorymetryczng. Dla lizatéw komodrkowych do
znakowania przeznaczono po 30 pug peptydow. W przypadku pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych znakowano objeto$¢ prébki odpowiadajgcg pecherzykom
wydzielonym przez 1205000 komdrek, co odpowiadato 10-37 pg peptydow. llosci peptyddw
EVs nie wyréwnywano przed znakowaniem, aby zachowac biologiczne proporcje wydzielanych
pecherzykdw oraz ich biatkowego cargo, przyjmujac, ze pomiedzy badanymi grupami mogg

wystepowac istotne roznice w sktadzie EVs.

Znakowanie prowadzono zgodnie z instrukcjg producenta odczynnikdéw TMTpro (Thermo
Scientific) w 70 pl 100 mM buforu TEAB. Wydajnos¢ znakowania oceniono metodg LC—MS
i wynosita 99,6% dla lizatow komoérkowych oraz 99,1% dla EVs. Reakcje znakowania
zatrzymywano przy uzyciu hydroksyloaminy, po czym znakowane peptydy w obrebie kazdego

zestawu TMT tgczono.

3.2.12.3. Oczyszczanie i frakcjonowanie peptydow

Potgczone peptydy oczyszczano metodg chromatografii odwrdconych faz z uzyciem czterech
kolumn Oasis HLB o masie sorbentu 30 mg na kazdy zestaw TMT. Kolumny kondycjonowano
metanolem oraz 1,5% acetonitrylem w 0,1% kwasie mrowkowym, nastepnie nanoszono
probki, ptukano i eluowano peptydy 90% acetonitrylem w 0,1% kwasie mrowkowym. Eluaty

suszono i rozpuszczano w 10 mM wodorotlenku amonu.

Frakcjonowanie przeprowadzono metodg chromatografii odwréconych faz prowadzonej w
warunkach wysokiego pH na kolumnie XBridge Peptide BEH C18 z wykorzystaniem systemu
Waters Acquity UPLC H-class. Elucje monitorowano przy dtugos$ci fali 214 nm. Frakcje zbierano
do ptytki 96-dotkowej, rozpoczynajgc zbieranie po 2 minutach i kolekcjonujgc jedng frakcje na
minute, uzyskujgc tacznie 48 frakcji. Po wysuszeniu frakcje poddano konkatenacji poprzez
taczenie co 24. frakcji, uzyskujac 24 frakcje koncowe dla kazdego zestawu TMT, ktore

nastepnie rozpuszczano w fazie A do LC (0,1% kwas mréwkowy w wodzie).
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3.2.12.4. Analiza LC-MS/MS

Analize chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS, ang. liquid
chromatography—mass spectrometry) przeprowadzono z wykorzystaniem systemu Evosep
One sprzezonego ze spektrometrem mas Orbitrap Exploris 480. Dla kazdej frakcji mierzono
okoto 2 pg peptyddéw. Prébki nanoszono na jednorazowe prekolumny Evotip Pure C18,
a rozdziat chromatograficzny prowadzono przy przeptywie 0,5 ul/min z zastosowaniem

44-minutowego przeprogramowanego gradientu.

Dane zbierano w trybie dodatnim z zastosowaniem akwizycji zaleznej od danych (DDA).
Widma MS1 rejestrowano przy rozdzielczosci 60000, w zakresie m/z 300-1700,
z automatycznym czasem akumulacji jondw oraz docelowg wartosciag AGC 300%. Wybor
jonéw prekursorowych do fragmentacji oparto na kryterium Precursor Fit, zapewniajgcym
selekcje jondw o najlepszym dopasowaniu izotopowym i ograniczajgcym wspatizolacje, co ma
szczegblne znaczenie przy analizie TMT. Widma MS2 rejestrowano przy rozdzielczo$ci 30000,
stosujac okno izolacji 1,2 m/z oraz fragmentacje metodg HCD z wzgledng energig kolizyjng
30%. Do ilosciowej analizy sygnatéw reporterowych zastosowano tryb TurboTMT,

zoptymalizowany pod katem odczynnikéw TMTpro.

3.2.12.5. Analiza danych

Analize surowych danych wykonano za pomocg programu MaxQuant/Andromeda (wersja 2.5)
z wykorzystaniem referencyjnej bazy danych biatek ludzkich zdeponowanych w serwisie
UniProt (20666 sekwencji, wersja 2024_04). ldentyfikacje i ilosciowg analize biatek

przeprowadzono z uzyciem standardowych parametréw dla danych znakowanych TMT.

Dalszg analize danych przeprowadzono w programie Perseus (wersja 1.6.15). Dane
normalizowano na mediane sygnatu. Na podstawie analizy gtéwnych sktadowych (PCA)
z dalszych analiz  wykluczono prébki lizatu komérkowego oraz pecherzykow

zewnatrzkomérkowych, ktére wykazywaty charakter odstajacy.

Rdéznice pomiedzy badanymi grupami oceniano z wykorzystaniem testu t Studenta, z korekta

FDR na wielokrotnosé testowania.
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3.2.13. Analiza poréwnawcza oraz wizualizacja danych
transkryptomicznych i proteomicznych
Do wizualizacji danych wielkoskalowych wykorzystano narzedzia dostepne online:

VolcaNoseR, InteractiVenn, STRING, MORPHEUS.

3.2.14. Analiza statystyczna

Prezentowane wyniki stanowig $rednie z co najmniej 3 powtdrzen biologicznych. Doktadna
liczba powtdrzen zostata zamieszczona w opisach figur. Wyniki przedstawiono jako $rednie
wartosci ze standardowym btedem pomiaru (SEM) lub warto$¢ minimum (min), kwartyl 1 (Q1),
mediana, kwartyl 3 (Q3), wartos¢ maksimum (max), doktadna informacja zamieszczona
w opisach figur. Do okreslenia normalnosci rozktadu zmiennej uzyto testu Shapiro-Wilka. Do
porodwnania grup uzyto test t-studenta lub jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA,
a nastepnie test post-hoc Dunnett'a (w przypadku poréwnania badanych grup z kontrolg) lub
test post-hoc Tukey'a (w przypadku poréwnania wszystkich badanych grup miedzy sobg).
Wyniki zostawaty uznawane za istotne statystycznie jesli p < 0,05. Istotnos$¢ statystyczng
oznaczano wzgledem odpowiedniego wariantu kontrolnego lub wariantu wskazanego na
wykresie, gdzie * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001); **** (p<0,0001). Do analizy

statystycznej wykorzystywano program GraphPad Prism 9.
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4. Wyniki

Po6zny etap
Wczesny etap starzenia Starzenie
starzenia replikacyjne
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Ryc. 4.1. Schemat doswiadczenia. Komérki bedgce na wczesnych pasazach wysiewano, a nastepnie w celu
indukcji starzenia, komaorki kontrolne traktowano po 24 godzinach doksorubicyng o stezeniu 150 nM na 7 dni,
a nastepnie zbierano po 1 (SIPS 1) i 4 (SIPS 1V) tygodniach od traktowania. W celu uzyskania komorek starych
replikacyjnie (RS) komérki hodowano do momentu wyczerpania potencjatu replikacyjnego (ok. 3 miesigce).

Badania byty prowadzone na ludzkich komdrkach miesni gtadkich aorty (VSMC, ang. vascular
smooth muscle cells). W doswiadczeniach wykorzystano modele eksperymentalne
reprezentujgce dwa rdézne typy starzenia komdrkowego — starzenie indukowane stresem
(SIPS, ang. stress-induced premature senescence) oraz starzenie replikacyjne (RS, ang.
replicative senescence). Jako induktor starzenia (model I, SIPS) zastosowano doksorubicyne —
inhibitor topoizomerazy Ilb (TOP2B) (Ryc. 4.1). Zahamowanie topoizomerazy Il prowadzi do
powstania peknieé¢ dwuniciowych DNA 244, Wczesniejsze prace prowadzone w naszym zespole
245,246 nozwolity na ustalenie stezenia doksorubicyny, ktére efektywnie hamuje proliferacje
badanych komérek przy jednoczesnym braku wptywu na ich zywotnosé. Wyniki tych prac byty

punktem wyjscia dla prowadzonych badan opisanych w niniejszej rozprawie.

Starzenie komérkowe jest procesem dynamicznym, ktéry zmienia sie w czasie. Uwzgledniajac
ten fakt, wyznaczono dwa punkty czasowe, w ktérych byty analizowane komaérki indukowane
do starzenia z wykorzystaniem doksorubicyny. Etap wczesny - po 7 dniach od indukcji starzenia
(tzw. SIPS 1) oraz pdiny — po kolejnych 3 tygodniach hodowli w pozywce pozbawionej
doksorubicyny (4 tygodnie od indukcji starzenia) w pozywce pozbawionej doksorubicyny (tzw.

SIPS IV).

Drugi model eksperymentalny — starzenie replikacyjne (RS), opierat sie na uzyskaniu populacji

komorek, ktore ulegty starzeniu replikacyjnemu, co wigzato sie z dtugotrwaty (okoto
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3-miesieczng) hodowlg komorek, ktéra prowadzita do utraty potencjatu replikacyjnego

i trwatego zahamowania proliferacji, potwierdzanego statg liczbg komérek.

We wszystkich przeprowadzonych analizach, komérki stare (SIPS i RS) poréwnywano
z komérkami mitodymi (kontrola, wczesne pasaze, p<9), o zachowanym potencjale

proliferacyjnym.

4.1. Charakterystyka starzenia komadrek VSMC przeprowadzona na
podstawie wybranych markerow

4.1.1. Zmiany morfologiczne zachodzace w komérkach VSMC na réznych

etapach procesu starzenia indukowanego stresem oraz replikacyjnego
Komorki poddane dziataniu doksorubicyny oraz komorki, ktére wyczerpaty potencjat
proliferacyjny charakteryzowaty sie zmieniong morfologi. Miode komérki miaty
wrzecionowaty ksztatt oraz jadro komérkowe zlokalizowane w ich centralnej czesci. Ciato
komoérek opalizowato w swietle przechodzgcym, co wskazuje na ich wypukto$é. W trakcie
starzenia, ciato komodrek rozptaszczato sie, zwiekszajgc swojg powierzchnie (Ryc. 4.2A).
Komorki na pdznym etapie starzenia (SIPS IV) byly zauwazalnie wieksze niz komorki na
wczesnym etapie tego procesu (SIPS 1), zas komorki ulegajgce starzeniu replikacyjnemu miaty
rozmiary zblizone do komodrek na wczesnym etapie starzenie indukowanego stresem.
Podobnie jak ciato komérki, powiekszeniu ulegato réwniez jadro. Na powierzchni komédrek
starych obserwowano liczne, kuliste, opalizujgce i wypetnione aktyng struktury, bedace,
prawdopodobnie drobnymi fragmentami ciata innych komaérek (czerwone strzatki). Struktury
te byly najliczniejsze w hodowlach komérek bedgcych na péznym etapie starzenia (SIPS IV),
jak i komérek starych replikacyjnie. Ponadto, w komdrkach starych przebudowie ulegat
cytoszkielet. Wtékna aktynowe ulegaty pogrubieniu i stawaty sie bardziej widoczne. Powyzsze
obserwacje wskazujg, ze zmiany morfologiczne towarzyszgce starzeniu komoérkowemu

ewoluuja i pogtebiajg sie w czasie (Ryc. 4.2B)
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Ryc. 4.2. Reprezentatywne zdjecia prezentujace morfologie komodrek migsni gtadkich naczyn
(VSMC) -mtodych (kontrola) oraz starych bedacych na wczesnym (SIPS 1) i péZznym etapie tego procesu
(SIPS IV) oraz komodrek starych replikacyjnie (RS). Zdjecia wykonano z zastosowaniem mikroskopii
Swietlnej (A.) oraz fluorescencyjnej (B.); jadra komdrkowe wybarwione DAPI (kolor niebieski), widkna
aktyny (kolor zielony), czerwone strzatki — fragmenty innych komérek (opis w tekscie).
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W procesie starzenia obserwowane byty rowniez zmiany na poziome ultrastrukturalnym
(Ryc. 4.3). W komdrkach kontrolnych — mtodych, mitochondria byty owalne lub tworzyty
wydtuzong sie¢. Wewnatrz mitochondriow wyraznie widoczne byt regularne grzebienie.
W procesie starzenia mitochondria ulegaty pecznieniu i przybieraty nieregularne ksztatty,
co wptywato na uktad ich grzebieni. Siateczka Srédplazmatyczna (ER, ang. endoplasmic
reticulum) komdrek starych réwniez peczniata oraz tworzyta duze cysterny w poréwnaniu
do ER w komdrkach kontrolnych. W komérkach starych regularna forma sptaszczonych
cystern aparatu Golgiego ulegata rozproszeniu, a w jego poblizu obserwowano zwiekszong
liczbe pecherzykéw. W takich komodrkach starych widoczny byt wzrost liczby ciatek
wielopecherzykowych (MVBs), ktorych wiekszos¢ znajdowata sie w poblizu aparatu
Golgiego. Cytoplazma komérek starych, przez wzrost liczby pecherzykéw, jak réwniez
pecznienie organelli, przypominata obraz chaosu w poréwnaniu do zorganizowanego

uktadu organelli w komdrkach mtodych.
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Ryc. 4.3. Ultrastruktura komérek miesni gtadkich naczyn ulegajacych starzeniu wizualizowana przy
uzyciu mikroskopii elektronowej. Skala na zdjeciach wynosi 1 pum. W zielonych ramkach
przedstawiono powiekszone fragmenty. Nu — jgdro komérkowe, czerwonymi tréjkgtami zaznaczono
mitochondria, niebieskimi strzatkami ciatka wielopecherzykowe (MVBs), pomararnczowymi strzatkami
aparat Golgiego, a fioletowymi siateczke srédplazmatyczng (ER).
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4.1.2. Zmiany w poziomie wybranych markeréw starzenia w komérkach
VSMC ulegajacych starzeniu indukowanemu stresem oraz
replikacyjnemu

Komorki stare charakteryzujg sie podwyzszong aktywnoscia enzymu lizosomalnego
B-galaktozydazy, aktywnej w pH 6.0 (SA-B-gal, ang. senescence-associated B-galactosidase),
ktéra jest markerem powszechnie stosowanym zwtaszcza w modelach in vitro. Ocene
aktywnosci SA-B-gal przeprowadza sie stosujgc test kolorymetryczny, w trakcie ktdérego,
dochodzi do przemiany bezbarwnego substratu (x-gal, 5-bromo-4-chloro-3-indolylo-beta-D-
galaktozyd) w produkt nadajacy komorkom niebieskie zabarwienie. Juz w pierwszym tygodniu
po podaniu doksorubicyny, ponad 90% komodrek wykazywato podwyzszong aktywnos$é tego
enzymu (komoérki zabarwione na niebiesko). W komodrkach na pdinym etapie starzenia
odsetek komoédrek z aktywng SA-B-galaktozydazg nie zmieniat sie, natomiast pogtebiata sie
intensywnos¢ ich zabarwienia (Ryc. 4.4A, B). Komorki ulegajgce starzeniu replikacyjnemu,
rowniez charakteryzowaty sie podwyzszong aktywnoscig tego enzymu - sSrednio 60% komorek
byta wybarwiona na niebiesko, a intensywnosé zabarwienia utrzymywata sie na poziomie
komédrek na wczesnym etapie starzenia (Ryc. 4.4A, B). Ponadto, w komérkach starych,
niezaleznie od typu starzenia (SISP czy RS) oraz jego etapu (SIPS | czy SIPS IV) obserwowano
podwyzszony poziom enzymu SA-B-gal w poréwnaniu do komdrek kontrolnych (Ryc. 4.4C).
Wzrost liczby komérek z podwyzszong aktywnoscig SA-B-gal korelowat z utratg przez nie
zdolnosci do wbudowywania BrdU — syntetycznego analogu tymidyny, co dowodzi
o zahamowaniu replikacji DNA w komdrkach poddanych dziataniu doksorubicyny oraz
komodrkach, ktére wyczerpaty potencjat proliferacyjny (RS). Wyniki testu inkorporacji BrdU
wykazaty, iz 60% komérek kontrolnych w ciggu 24 godzin przeszta chod raz przez faze syntezy
DNA, co swiadczy o tym, ze wiekszos¢ z nich proliferowata. Natomiast, nie wiecej niz 5%
komérek po traktowaniu doksorubicyng byto zdolnych do proliferacji (ryc. 4.4D).
O dtugotrwatym zahamowaniu proliferacji Swiadczyt brak przyrostu liczby komdrek w ciggu
4 tygodni od indukcji starzenia, w warunkach hodowli 3 tygodnie, bez doksorubicyny. Co
istotne, liczba komoérek nie spadata ponizej wyjsciowej liczby komérek poddanych dziataniu
doksorubicyny, co swiadczy o braku toksycznego wptywu zastosowanej do indukgcji starzenia
dawki (Ryc. 4.4E). Wsrdod komoérek ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu odsetek komédrek

proliferujacych utrzymywat sie na poziomie okoto 25% (Ryc. 4.4D).
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Ryc. 4.4. Analiza markerow starzenia i proliferacji w komadrkach VSMC poddanych dziataniu
doksorubicyny oraz komérkach VSMC, ktére wyczerpaty potencjat proliferacyjny po dtugotrwatej
hodowli. A. Reprezentatywne zdjecia przestawiajgce wynik testu kolorymetrycznego na aktywnos¢
SA-B-gal oraz reprezentatywne zdjecia ilustrujgce zdolnos$¢ komadrek do wbudowywania BrdU do
DNA w ciggu 24-godzinnej hodowli w obecnosci nukleozydu. Wykresy przedstawiajg: B. Analize
ilosciowg komodrek o podwyzszonej aktywnosci SA-B-gal, n=3-5. C. Poziom biatka GLB1 (dane zostaty
uzyskane w oparciu o analize proteomu metoda spektrometrii mas, n=3-4. D. Procent komodrek
wbudowujgcych BrdU, n=3-5. E. Analize liczby komdrek kontrolnych oraz poddanych dziataniu
doksorubicyny - 7 dni (SIPS i) i 4 tygodnie (SIPS IV) po traktowaniu doksorubicyng; czerwona linia
oznacza liczbe komadrek wysianych 24h przed podaniem doksorubicyny (500 000), n=5. C - wykres
ramka —wasy (min, Q1, mediana, Q3, max); B, D, E — $rednia £SEM.
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Jednym z podstawowych markeréw starzenia jest obecnos¢ w jadrze komérkowym
nienaprawionych uszkodzen DNA — dwuniciowych peknieé. W celu okreslenia liczby
dwuniciowych uszkodzen DNA wykonano immunocytochemiczng detekcje biatek zwigzanych
z aktywacjg odpowiedzi na uszkodzenia DNA - histonu H2AX ufosforylowanego na serynie 139
(yH2AX), oraz biatka 53BP1. Obydwa biatka lokalizujg sie w bezposrednim sgsiedztwie
pekniecia DNA i dzieki temu sg wykrywane w formie charakterystycznych skupisk.
W pierwszym tygodniu po podaniu doksorubicyny znaczgco wzrosta liczba komodrek
z uszkodzeniami DNA. W kolejnych tygodniach procesu starzenia uszkodzenia ulegaty tylko
czesciowej naprawie, o czym Swiadczy fakt, ze pomiedzy | a IV tygodniem starzenia liczba
komodrek, w ktérych nie stwierdzono zadnych uszkodzen — braku skupisk yH2AX i 53BP1,
zwiekszyta sie okoto 2,5-krotnie. Tym nie mniej, w dalszym ciggu najliczniejszg grupe wsrod
komoérek starych stanowity komorki zdwoma lub wiecej uszkodzeniami (skupiska yH2AX), za$
wsrod komorek proliferujacych takie komorki stanowity okoto 15% (Ryc. 4.5). Komorki stare
replikacyjnie wykazywaty poziom uszkodzern DNA (liczbe skupisk gH2AX) posredni pomiedzy
poziomem uszkodzen obserwowanym w komorkach SIPS | a SIPS IV. Zaobserwowano réznice
pomiedzy liczbg skupisk yH2AX a 53BP1. Okoto potowa komérek kontrolnych
charakteryzowata sie obecnoscig przynajmniej jednego skupiska 53BP1. Po indukcji starzenia
odsetek komodrek z co najmniej jednym uszkodzeniem nici DNA wzrdst do okoto 90%.
W kolejnych tygodniach po traktowaniu rozkfad liczby skupisk 53BP1 coraz bardziej
przypominat ten zaobserwowany w komdrkach kontrolnych. Co ciekawe, komérki, ktére
ulegty starzeniu replikacyjnemu charakteryzowaty sie rozktadem skupisk biatka 53BP1
podobnym do tego obserwowanego w komdrkach na wczesnym etapie starzenia
indukowanego stresem (SIPS ). Obydwa biatka, cho¢ nalezgce do tej samej Sciezki sygnatowej,
petnig odmienne funkcje. yH2AX ,,zaznacza” miejsca uszkodzenia nici DNA inicjujgc kaskade
zdarzen, ktéra prowadzi do uruchomienia naprawy DNA. W naprawie istotng role odgrywa
biatko 53BP1. W zwigzku z tym obserwowane rdznice w odsetkach poszczegdlnych grup
komoérek z okreslong liczbg skupisk badanych biatek, ktére mogg wynikac z dynamiki procesu

identyfikacji i naprawy uszkodzonego DNA.
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Ryc. 4.5. Analiza liczby uszkodzen DNA w komdrkach VSMC ulegajgcych starzeniu (SIPS, RS) na
podstawie immunocytochemicznej detekcji biatek yH2AX oraz 53BP1. A, B. Reprezentatywne zdjecia
przedstawiajace immunocytochemiczng detekcje biatek yH2AX i 53BP1 w komodrkach VSMC. Skala 50
um, C. Wykresy przedstawiajgce odsetek komarek VSMC o okreslonej liczbie skupisk biatka yH2AX oraz
53BP1 w jadrze komdrkowym, Srednia +SEM, n=3-5, D. Przyktadowe zdjecia jgder komdrkowych z liczbg
skupisk dla kazdej z wyodrebnionych w analizie grup komaérek. Czerwone strzatki — kolokalizacja biatek.

87



4.1.3. Analiza ekspresji genow oraz poziomu biatek, uznawanych za
markery starzenia
W kolejnym etapie poréwnano zmiany w poziomie ekspresji gendw kodujacych biatka, bedgce
markerami procesu starzenia, takie jak: p53, p21i p16 - zaangazowane w indukcje starzenia,
lamina B1 (LMNB1) — biatko otoczki jadrowej, HMGB1 — biatko chromatyny, histon H2AX

i PARP1 — biatka uczestniczgce w naprawie DNA.

Ekspresja genu TP53, kodujgcego biatko p53, wzrosta na poczatkowym etapie (SIPS I)
i utrzymywata sie na podobnym poziomie, zaréwno na pdinym etapie (SIPS 1V), jak
i w starzeniu replikacyjnym (RS). Stwierdzono réwniez istotnie statystyczny wzrost ekspresji
genu kodujgcego biatko p21 (CDKN1A), ktdra osiggneta najwyiszg wartos¢ w pierwszym
tygodniu starzenia (SIPS ), po czym obnizyta sie i utrzymywata na podobnym poziomie
w komadrkach SIPS IV i RS, bedac w dalszym ciggu istotnie wyzsza niz w komérkach kontrolnych.
Z kolei ekspresja genu CDKN2A, kodujgcego biatko p16, sukcesywnie rosta w czasie, jednak
istotny wzrost odnotowano dopiero w czwartym tygodniu starzenia indukowanego oraz
w starzeniu replikacyjnym. Poziom ekspresji gendw kodujgcych PARP1, LMNB1 oraz HMGB1
spadat juz na wczesnym etapie starzenia i utrzymywat sie na poréwnywalnym, niskim

poziomie zaréwno w SIPS IV, jak i RS.

Wyniki te wskazuja, iz ekspresja gendw kodujgcych biatka uczestniczgce w indukgcji starzenia,
takie jak p16 i p21, zmienia sie w czasie, korelujgc z wczesnym (SIPS 1) lub pdznym (SIPS IV)
etapem starzenia indukowanego stresem. Natomiast ekspresja genéw kodujgcych biatka
zwigzane ze strukturg jadra komodrkowego utrzymuje sie na podobnym, niskim poziomie

wkrétce po indukcji starzenia, jak i po dtuzszym czasie (Ryc. 4.6).
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Ryc. 4.6. Poziomu ekspresji wybranych genéw kodujgcych biatka zwigzane ze starzeniem. Przedstawione
dane zostaty uzyskane w oparciu o analize RNAseq. Wykres ramka —wasy (min, Q1, mediana, Q3, max), n=4-6.

Opierajac sie na analizie roznicowej gendw, ktérych ekspresje zbadano na wczesnym i péznym
etapie starzenia indukowanego stresem oraz w starzeniu replikacyjnym komérek VSMC
stwierdzono, ze sposrdéd wybranych markerdw starzenia, w pordwnaniu ze wszystkimi
zidentyfikowanymi genami o réznicowej ekspresji, najbardziej istotnie statystycznie i zarazem
najbardziej znaczaco (log2FC >1.5, FC-fold change) zmieniat sie poziom ekspresji genu CDKN1A,
na wczesnym etapie starzenia. Z kolei geny LMNB1 i H2AX byty jedynymi genami, ktorych
poziom obnizat sie znaczaco (log2FC <-1.5) w starzeniu replikacyjnym i indukowanym,
niezaleznie od jego etapu. Ekspresja genu CDKN2A rosta znaczgco (log2FC >1.5) i istotnie tylko
na pdéinym etapie starzenia indukowanego oraz w komodrkach, ktére ulegaty starzeniu

replikacyjnemu.
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Ryc. 4.7. Wykresy typu volcano plot przedstawiajacy geny kodujgce wybrane markery starzenia na tle
wszystkich zidentyfikowanych gendw o réznicowej ekspresji (DEG, ang. differentialy expressed genes). O$
x: log2(FC), o$ y: -logl0(p-value). Na niebiesko zaznaczono geny o istotnie statystycznie obnizonej a na
czerwono geny o istotnie statystycznie podwyzszonej ekspresji w komdrkach starych wzgledem komadrek
kontrolnych. Kryteria: FDR < 0,05, |log2FC| > 1,5).

Analogiczng analize markeréw starzenia przeprowadzono na poziomie biatek. W tym celu

wykorzystano specyficzne przeciwciata rozpoznajgce okreslone biatka (Western blot) oraz

dane uzyskane z analizy proteomicznej (spektrometria mas).

Wyniki uzyskane z wykorzystaniem spektrometrii mas oraz Western blot byty zbiezne,
potwierdzajgc tym samym tendencje zmian badanych biatek w okreslonym typie starzenia

oraz na réznych jego etapach (Ryc. 4.8 4.9).

Poziom biatka p53 wzrastat w SIPS |, co jest wynikiem aktywacji sciezki zwigzanej
z uszkodzeniami DNA w wyniku dziatania doksorubicyny, a nastepnie spadat w SIPS IV i oraz
utrzymywat sie na poréwnywalnym do kontroli poziomie w komérkach RS. Aktywacja p53
indukuje ekspresje biatka p21. Podobnie jak w przypadku p53, poziom p21 byt nieznacznie
podniesiony w komédrkach bedgcych na wczesnym etapie starzenia (SIPS 1) a nastepnie spada
na péinym etapie starzenia (SIPS IV) do poziomu nizszego niz w komdrkach kontrolnych.
W odpowiedzi na stres wzrastat poziom biatka p16, jednak jego ekspresja nie jest zalezna od
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p53. W przeciwienstwie do p21 jego poziom sukcesywnie wzrastaf, osiggajac najwyzsza

wartos$¢ w komaorkach SIPS IV i RS.

Co istotne, najbardziej powtarzalny wzér zmian w poziomie biatek w badanych grupach
eksperymentalnych wykazano dla HMGB1, laminy B1 oraz PARP1, ktérych poziom byt istotnie
statystycznie obnizony w komdrkach ulegajgcych starzeniu. W przypadku HMGB1, laminy B1
i, do pewnego stopnia H2AX, spadek byt stopniowy, co wskazuje na postepujgce w czasie
zmiany w fenotypie komorki starej. Podobny wzér postepujacych w czasie zmian wykazano
dla biatka p16, ktérego poziom rdst, osiggajgc maksimum w SIPS IV i poréwnywalny

z poziomem w RS.
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Ryc. 4.8. Wybrane biatka, ktorych poziom zmienia sie podczas starzenia. Przedstawione dane zostaty
uzyskane w oparciu o analize proteomu metodg spektrometrii mas. Wykres ramka —wasy (min, Q1,
mediana, Q3, max), n=3-4.
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Ryc. 4.9. Analiza poziomu biatek, ktérych poziom zmienia sie podczas starzenia, z wykorzystaniem metody
Western blot. A. Reprezentatywne zdjecia obrazujgce ilo$¢ biatka w poszczegdlnych wariantach
doswiadczalnych. B. Analiza densytometryczna wynikow Western blot. Wykresy przedstawiajg poziom
biatek po normalizacji do biatka referencyjnego — GAPDH, $rednia +SEM, n=3.

Jak wykazata réznicowa analiza biatek, sposréd badanych markerdw starzenia jedynie biatka
HMGB1, PARP1 i lamina B1 mozna zaliczy¢ do grupy biatek zmieniajacych sie znaczgco (p<0.05
i log2FC<-0,5) w grupie eksperymentalnej SIPS IV i RS podobnie jak biatko p16 w komadrkach

starych bedacych na pdézinym etapie tego procesu. W komédrkach bedgcych na wczesnym
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etapie starzenia (SIPS |) poziom wiekszosci biatek markerowych zmieniata sie nieistotnie
statystycznie i w stosunkowo niewielkim stopniu, poza biatkami HMGB1, PARP 1 i p53 (Ryc.
4.10).
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Ryc. 4.10. Wykresy typu volcano plot przedstawiajace wybrane markery starzenia na tle wszystkich
zidentyfikowanych biatek o roznicowej ekspresji (DEP, differentialy expressed proteins). OS x: log2(FC), oS
y: -log10(p-value).Na niebiesko zaznaczono biatka o istotnie statystycznie obnizonym a na czerwono o istotnie
statystycznie podwyzszonym poziomie w komédrkach starych wzgledem komadrek kontrolnych (mtodych).
Przedstawione dane zostaty uzyskane w oparciu o analize proteomu metodg spektrometrii mas. Kryteria: FDR
< 0,05, |log2FC| >1,5).

Poréwnujgc zmiany zachodzgce na poziomie transkryptomu i proteomu, spdjne pod

wzgledem istotnosci i krotnosci wyniki uzyskano dla markeréw lamina B1, PARP1 i pl6.

W przypadku p21 i H2AX obserwowane zmiany byly silnie wyrazone tylko na poziomie

ekspresji genu, podczas gdy w przypadku HMGB1 wyrazne rdznice obserwowano gtéwnie

w poziomie biatka.

4.1.4. Zmiany markerow starzenia towarzyszacych SASP

Istotng cechg komodrek starych jest SASP. W sktad tzw. fenotypu sekrecyjnego wchodzg biatka
wydzielane przez komorki stare bezposrednio do mikrosrodowiska, tzw. czynniki
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rozpuszczalne, (cytokiny prozapalne, chemokiny, metaloproteinazy czy czynniki wzrostu) oraz
czynniki nierozpuszczalne (pecherzyki zewngtrzkomérkowe). W celu okreslenia zmian
w poziomie czynnikdw SASP w badanych modelach eksperymentalnych, analizowano poziom
ekspresji genu - interleukiny 6, ktéra wzmaga stan zapalny oraz interleukiny 8, ktdra jest
czynnikiem chemotaktycznym i bierze udziat w regulacji migracji komodrek uktadu

odpornosciowego.
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Ryc. 4.11. Analiza zmian w poziomie IL-6 w komdrkach VSMC ulegajacych starzeniu. A. Poziom ekspresji

genu IL6 (RNAseq), n=4-6. B. Poziom biatka IL-6 w komédrkach (spektrometria mas), n=3-4. C. Stezenie IL-6

wydzielonej do medium hodowlanego (ELISA), n=3. A,B wykres ramka—wasy (min, Q1, mediana, Q3, max), C.

- $rednia £SEM.
Ekspresja genu kodujgcego IL6 istotnie wzrastat na wczesnym etapie starzenia i utrzymywat
sie na poréwnywalny poziomie w pdznym etapie tego procesu. Nie zaobserwowano zmian
w poziomie ekspresji IL6 w komdrkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu w poréwnaniu
do komoérek kontrolnych (Ryc. 4.11A). Poziom badanej cytokiny w komdrkach (Ryc. 4.11B),
odzwierciedlat zmiany w ekspresji genu IL6. Co ciekawe, ilo$¢ wydzielonej cytokiny
w przeliczeniu na 1000 komdrek byta 5-cio krotnie wyzsza niz w przypadku ilosci wydzielanej
przez komorki proliferujgce, przewyziszajgc zmiany wzglednego poziom tego biatka

w komoérkach starych (Ryc. 4.11C).
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Ryc. 4.12. Analiza zmian w poziomie IL-8 w komérkach VSMC ulegajacych starzeniu. A. Poziom

ekspresji genu CXCL8 (RNAseq), n=4-6. B. Poziom biatka IL8 w komadrkach (spektrometria mas), n=3-4.

C. Stezenie IL-8 wydzielonej do medium hodowlanego (ELISA), n=3. A i B - wykres ramka—wasy (min,

Q1, mediana, Q3, max), C- srednia +SEM.
Ekspresja genu kodujacego interleukine 8 — CXCL8 — rosta systematycznie oraz istotnie
statystycznie rosta w trakcie procesu starzenia indukowanego. Co ciekawe, komérki ulegajace
starzeniu replikacyjnemu charakteryzowaty sie obnizonym poziomem ekspresji w poréwnaniu
do komorek SIPS oraz komodrek kontrolnych (Ryc. 4.12A). Poziom badanego biatka
w komoérkach odzwierciedlat zmiany w ekspresji kodujgcego je genu, osiggajgc najwyzszy
poziom w SIPS IV (Ryc. 4.12B). Analogicznie, ilos¢ wydzielonej interleukiny w przeliczeniu na
1000 komodrek byta najwyisza na pdinym etapie starzenia, chociaz znaczacy wzrost
zaobserwowano juz w pierwszym tygodniu (SIPS 1), kiedy to zmiany w poziomie ekspresji genu

i biatka byty nieznaczne w poréwnaniu do komérek kontrolnych (Ryc. 4.12C).
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Oprécz wymienionych cytokin analizowano liczbe pecherzykéw zewnatrzkomérkowych (EVs)
wydzielonych przez komdrki VSMC ulegajgce starzeniu przyspieszonemu i replikacyjnemu.
Pecherzyki byty izolowane z medium kondycjonowanego tzn. medium, ktére zebrane znak
komodrek po 24-godzinnej hodowli. Pozywke poddawano réznicowemu ultrawirowaniu w celu
uzyskania frakcji matych pecherzykéw wydzielonych przez badane komérki. Stezenie
pecherzykdw okreslano metodg NTA (ang. nanoparticle tracking analysis) z wykorzystaniem
analizatora NanoSight300. Wykazano znaczgcy wzrost liczby EVs juz na wczesnych etapach
starzenia indukowanego stresem (SIPS ). Wraz z czasem liczba wydzielanych EVs wzrosta
przeszto dwukrotnie, osiggajac najwyzszy poziom w SIPS IV. Komdrki ulegajace starzeniu
replikacyjnemu charakteryzowaty sie poziomem wydzielania EVs zblizonym do komodrek
bedacych na pdinym etapie starzenia indukowanego stresem (SIPS IV) (Ryc. 4.13). Na
podstawie przeprowadzonego pomiaru mozna wnioskowaé, ze wzmozona sekrecja EVs jest

cechg, ktdra narasta wraz z rozwojem fenotypu starzenia.
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Ryc. 4.13. Liczba pecherzykow zewnatrzkomadrkowych
0- wydzielonych przez komérki VSMC w ciggu 24h,
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Poza zmianami w liczbie pecherzykéw wydzielonych przez komérki VSMC na réznych etapach
starzenia, dokonano doktadniejszej analizy. Rozpoczeto od wizualizacji prekursorow
egzosomow - ILVs powstatych w wyniku wpuklania btony endosomu i powstania ciatek
wielopecherzykowych — MVBs. Wykorzystano do tego transmisyjng mikroskopie elektronowa
w potgczeniu zimmunodetekcjg biatka CD63, ktdre jest jednym z markerédw egzosomow (Ryc.

4.14)
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Ryc. 4.14. Wizualizacja prekursorow egzosomow (ILVs) oraz ciatek wielopecherzykowych (MVBs) w
komoérkach VSMC przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowej. W czerwonych ramkach
przedstawiono powiekszone fragmenty. A. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajgce ciatka
wielkopecherzykowe (MVB). B. Reprezentatywne zdjecia z immunodetekcjg biatka CD63 w MVB z
zastosowaniem nanoczgstek ztota (czarne punkty).

Majgc na uwadze heterogenno$¢ EVs okreslono wystepowanie wybranych markeréw
egzosomoéw, takich jak CD63, CD81 oraz TSG101, we frakcji EVs izolowanej z medium
kondycjonowanego. Biatka CD63 i CD81 sg tetraspaninami obecnymi w btonach egzosoméw,
za$ biatko TSG101 uczestniczy w szlaku ESCRT zwigzanym z sortowaniem tadunku do
egzosomoéw. Obecnosc tych biatek w badanych frakcjach pecherzykéw, wydzielanych zaréwno
przez komérki miode, jak i stare, pozwolita na stwierdzenie wzbogacenia egzosomami
uzyskiwanych izolatéw EVs. W celu potwierdzenia czystosci wyizolowanej frakcji pecherzykéw
sprawdzono obecnos¢ biatka GM130, ktére jest biatkiem macierzy cis-Golgi oraz TOMM?20
bedacym translokazg zewnetrznej btony mitochondrialnej. Uzyskany wynik potwierdzit brak
zanieczyszczen frakcji pecherzykowej fragmentami wymienionych organelli komdérkowych

(Ryc. 4.15).
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Ryc. 4.15. Analiza markerow egzosomow oraz biatek pochodzacych z siateczki srédplazmatycznej
i mitochondriow w frakcji pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych uzyskanych metoda réznicowego
ultrawirowania. Analize przeprowadzono na tej samej liczbie pecherzykéw - 6x10° TCL (ang. total cell
lysate) lizat catokomdrkowy.

Opierajac sie na pomiarach z wykorzystaniem techniki NTA (ang. Nanoparticle Tracking
Analysis) sprawdzono rozktad wielkosci pecherzykéw wydzielonych przez komérki mtode
(kontrola) oraz ulegajace starzeniu. Pecherzyki podzielono na grupy réznigce sie wielkoscig
o 30 nm i okre$lano procentowy udziat kazdej z grup. Stwierdzono zwiekszony odsetek
pecherzykéw matych (30 nm — 90 nm) wydzielonych przez komérki ulegajace starzeniu (SIPS
I, SIPS IV, RS) oraz obnizony poziom sekrecji pecherzykéw wiekszych w zakresie od 90 nm do
150 nm, przy czym istotne statystycznie réznice wykazano tylko w przypadku frakcji 30-60 nm
oraz 120-150 nm wydzielanych przez komorki SIPS | (Ryc. 4.16).
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Ryc. 4.16. Wykres przedstawiajacy odsetek pecherzykéw w danym przedziale wielkosci. Pomiaréw
dokonano za pomocg metody NTA z wykorzystaniem aparatu NanoSight300. Wykres przedstawia
$rednig +SEM z n=3-7.
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4.2. Analiza poréwnawcza transkryptomu komérek VSMC na wczesnym i
pdéinym etapie starzenia indukowanego oraz komaérek ulegajgcych
starzeniu replikacyjnemu

W oparciu o wyniki sekwencjonowania RNA przeprowadzono jakosciows i ilosciowa analize
poziomu ekspresji gendw na réznych etapach procesu starzenia oraz poréwnanie pomiedzy

starzeniem indukowanym (SIPS) a replikacyjnym (RS).

Zidentyfikowano 39525 transkryptéw (baza ENSEMBL), z czego 19031 byty to transkrypty
gendéw kodujacych biatka. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA, ang. Principal Component
Analysis) pozwolita na wykazanie istnienia najbardziej znaczgcych rdznic pomiedzy
transkryptomem komodrek kontrolnych - proliferujgcych, a tych, ktére ulegty starzeniu
replikacyjnemu. Transkryptom komérek ulegajacych starzeniu indukowanemu stresem réznit
sie zarowno od transkryptomu komérek kontrolnych, jak i starzejacych sie replikacyjne, przy

czym rdéznice pomiedzy SIPS |i SIPS IV byty relatywnie najmniejsze (Ryc. 4.17).

® kontrola
SIPSI
20 SIPS IV
® =&s

PC2: 21% variance

30 20 10 Q 10
PC1: 46% variance

Ryc. 4.17. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA), ilustrujaca podobienstwa i réznice transkryptomu
komérek kontrolnych, komdrek na wczesnym i pédinym etapie starzenia (SIPS I i SIPS IV) oraz
komorek ulegajacych starzeniu replikacyjnemu (RS).

Kolejnym krokiem byta ilosciowa analiza transkryptomu komdrek kontrolnych i ulegajgcych
procesowi starzenia. Zidentyfikowano 6646 gendw o réznicowej ekspresji (DEG, ang.
differentialy expressed genes), ktérych poziom ekspresji zmieniat sie istotnie (p<0,05)

w komorkach starych w porédwnaniu do komérek kontrolnych, co stanowito prawie 22%

99



wszystkich gendéw ulegajacych ekspresji w badanych komadrkach. Wyodrebniono 4166 gendéw
o obnizonej ekspres;ji, co z kolei stanowito ponad 10% wszystkich zidentyfikowanych, wsréd
nich 1264 czyli 3% byto wspdlnych dla wszystkich badanych grup eksperymentalnych
reprezentujgcych komorki stare (SIPS I, SIPS IV, RS). Sposréd gendw zidentyfikowanych
w komorkach ulegajgcych starzeniu, ktérych ekspresja istotnie statystycznie spadata
wzgledem ekspresji w komodrkach kontrolnych, okoto 20% (783) gendw byto unikalnych dla
komodrek na wczesnym etapie starzenia, ponad 15% (693) dla komérek na péznym etapie
starzenia i tylko 7% (293) dla komodrek ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu. Liczba gendéw
o istotnie podwyzszonej ekspresji byta nizsza od liczby gendéw o obnizonej ekspresji i wynosita
2480 (6% wszystkich zidentyfikowanych gendéw), 507 (okoto 20% gendéw o istotnie
podwyzszone]j ekspresji) z nich byta wspdlna dla wszystkich trzech grup. Natomiast udziat
unikalnych gendéw o rdinicowej ekspresji wynosit dla SIPS | 556 (22,4% sposréd gendow
o istotnie podwyzszonej ekspresji w komdrkach starych), SIPS IV - 492 (19,8%) a dla RS 175
(7,1%). Co ciekawe, w obu pordwnaniach komdrki RS charakteryzowaty sie wiekszg pulg

wspolnych gendw z komdrkami na wczesnym niz na péznym etapie starzenia (Ryc. 4.18).

Geny o obnizonej ekspresji Geny o zwiekszonej ekspresji
wzgledem kontroli, p < 0.05 wzgledem kontroli, p < 0.05
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Ryc. 4.18. Diagramy Venna prezentujgce rozktad genéw o réznicowej ekspresji (DEG, ang. differentialy
expressed genes) wspolnych i unikalnych dla badanych grup, ktérych poziom ekspresji spadat lub wzrastat
istotnie statystycznie w komarkach ulegajacych starzeniu wzgledem poziomu ekspresji genéw komérek
kontrolnych.
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Z grupy genow o istotnie zmienionej ekspresji w procesie starzenia, wyodrebniono dodatkowo
geny, ktérych poziom ekspresji zmieniat sie przynajmniej o 50%, czyli krotno$¢ zmian (FC, ang.
fold change) wynosita |FC>1.5|, zaktadajgc, ze jest to grupa gendw o potencjalnie
najwiekszym znaczeniu. Na rycinie 4.19 przedstawiono pordwnanie par wszystkich grup
eksperymentalnych. Przeprowadzona analiza wykazata, ze komérki bedace na wczesnym
etapie starzenia charakteryzujg sie zdecydowang przewagy gendw, ktorych ekspresja
znaczgco spada (prawie 8 razy wiecej niz gendow o podwyzszonej ekspresji) w poréwnaniu do
komorek kontrolnych. W komérkach bedgcych na pdzniejszym etapie starzenia (SIPS IV) lub

starzejgcych sie replikacyjne (RS) rosnie udziat gendw o znaczgco podwyzszonej ekspres;ji.
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Ryc. 4.19. Wykresy typu volcano plot przedstawiajgce wyniki analizy réznicowej ekspresji genéw pomiedzy

wszystkimi grupami badanymi. O$ x: log2(FC), oS y: -log10(p-value). Na niebiesko zaznaczono geny o istotnie

obnizonej ekspresji, na czerwono geny o istotnie podwyzszonej ekspresji. Podpisane na wykresie transkrypty

to 10 najbardziej zmieniajacych sie transkryptéw dla kazdego poréwnania. Kryteria: FDR < 0,05, |log2FC| >

1,5).

Poréwnanie wczesnego i péznego etapu starzenia wykazato wiecej gendw o zwiekszonej

ekspresji na pdznym etapie starzenia. Poréwnanie wczesnego etapu starzenia indukowanego

ze starzeniem replikacyjnym pokazato podobienstwo w liczbie genéw o obnizonej

i podwyzszonej ekspresji, podczas gdy w komédrkach bedacych na pdzinym etapie starzenia

dominowaty geny o podwyzszonej ekspresji w poréwnaniu do komérek ulegajgcych starzeniu

replikacyjnemu (Ryc. 4.19).

Dalszym krokiem analizy byto wyznaczenie grupy gendw zmieniajgcych sie w najwiekszym

stopniu. Wyrdzniono je na podstawie odlegtosci Manhattan na przygotowanych wykresach

typu volcano. Dla kazdego genu obliczono odlegtos¢ od punktu 0,0 na wykresie

i wyodrebniono 20 gendow (Tabela 4.1) o najwyzszych wartosciach tej odlegtosci, co odpowiada

najwiekszemu jednoczesnemu odchyleniu w wartosci -log10(p-value) oraz FC. W tabeli geny

o obnizone] ekspresji przedstawiono kolorem niebieskim, a o podwyziszonej kolorem
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czerwonym. Geny o najbardziej zmieniajgcej sie ekspresji zidentyfikowane w komérkach SIPS
| w poréwnaniu do kontroli kodujg biatka zaangazowane w kontrole cyklu komérkowego oraz
naprawe DNA, podczas gdy w SIPS IV dodatkowo zidentyfikowano grupe gendéw kodujgcych
biatka regulujace transkrypcje oraz wptywajace na modyfikacje innych biatek. Geny
o roznicowej ekspresji zidentyfikowane na pdinym etapie starzenia w poréwnaniu do
wczesnego etapu tego procesu (SIPS IV versus SIPS 1) zwigzane byty z przebudowa macierzy
zewnatrzkomadrkowej oraz regulacjg odpowiedzi na stan zapalny. Geny, ktérych ekspresja
zmieniata sie najbardziej w komérkach RS w porownaniu do komérek kontrolnych kodujg
biatka uczestniczgce w regulacji transkrypcji, angiogenezie oraz organizacji struktury macierzy
zewnatrzkomadrkowej. Geny odrdzniajgce komorki stare replikacyjnie od komdérek bedacych
na wczesnym etapie starzenia (SIPS 1) zwigzane sg z adhezjag komédrek i macierza
zewnatrzkomdérkowa oraz odpowiedzig zapalng. Zmiany w ekspresji gendw zwigzanych
z macierzg zewngatrzkomérkowg i odpowiedzig zapalng - szczegélnie mocno wyrazong w SIPS
IV vs RS, oraz sygnalizacjag miedzykomdrkowg, odrdziniajg starzenie replikacyjne od

indukowanego (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Lista 20 genéw o najbardziej zmieniajacej sie ekspresji dla kazdego poréwnania dwdch grup.

Wybrano je na podstawie odlegtosci Manhattan odpowiadajgcej najwiekszemu jednoczesnemu odchyleniu

wartosci -log10(p-value) oraz FC. Na niebiesko zaznaczono geny o obnizonej, a na czerwono podwyzszonej

ekspresji.

SIPSlvs

kontrola

SIPS IV vs
kontrola

RSvs
kontrola

SIPS IV vs
SIPS |

SIPS IV vs
RS

H1-2 ASAH1 ZEB2 LINCO2154  ZEB2 DYDC2
PURPL LOXL4 DYDC2 LOXLA HAPLN1 HAPLN1
CDKN1A LINCO2154 LOXLA COL1Al DYDC2 ELN
LYNX1 TMEM1788 TMEM178B PTGDS TMOD2 CSF3
TEDC1 SLC8A1 INKA2-AS1 TPM1 MOXD1 OLFM2
PASK CACNA2D1 FBXL21P ADAMTS2 AMIGO?2 IL1B
MDM?2 EDNRA INKA2 L1CAM CSE3 TMEM233
BRCA1 USP1 HAPLN1 MOXD1 ISLR2 IL24
CHTF18 QPCTL MOXD1 H5PB6 PDE4B CXCL6
RBL1 TEDC1 TP53INP2 ISLR2 LOXL4 PI3
RECQL4 HELLS LRFNS LACC1 L1CAM PDE4B
TEDC2 RBL1 LINCOO607 CRLF1 IGF2 CXCL8
FANCA NPC2 GABBR2 CCL3 LINCO1085 MMP3
CENPI H2AC6 ADCY7 LINCOO520  IL1B PREX1
RRM2B HAUSS WNT7B COL5A1 PTGS2 CXCL5
ARHGEF39 LINCO0520 LINCO1085 CACNAZ2D1  PTPRN LIMS2
PINCR CENPJ PDE4B SERPING1 NPR3 NREP
STIL WNT7B HAUSS NDP OLFM2 FUT8-AS1
TONSL ZFP69B MESD2A HDACS NRG1 HHEX
DDX11 FANCA PGF VNN1 SMOC1 PTGS2

Dla gendw, ktérych ekspresja zmieniata sie istotnie statystycznie (p>0.05) okreslono
najwazniejsze szlaki biologiczne, w ktdrych uczestniczg oraz ich powigzania. Geny te,
w komdrkach ulegajgcych zaréwno starzeniu indukowanemu jak i replikacyjnemu (SIPS Ii 1V,
RS versus kontrola), zaangazowane byty w regulacje cyklu komdrkowego, a w szczegdlnosci
regulacje mitozy. Dodatkowo komérki na wczesnym etapie starzenia (SIPS 1), jak i komorki
stare replikacyjnie, wykazaty zmiany w szlakach zwigzanych z naprawg DNA. Poréwnanie
pomiedzy badanymi grupami komarek starych (SIPS I, SIPS 1V, RS) wykazato zmiany w ekspres;ji
gendéw zwigzanych z organizacjag macierzy zewnatrzkomoérkowej, syntezg kolagenu (SIPS |
versus SIPS IV, SIPS IV versus RS), szlakami sygnatowymi zwigzanymi z interleukinami oraz

glikozylacjg (SIPS | versus RS, SIPS IV versus RS) (Ryc. 4.20).
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h ekspresja ulegta istotnym zmianom.

6w, ktoryc

REACTOME dla gené

ow

lak

lizy sz

Wykres przedstawia powigzania gendw i szlakow biologicznych jako sie¢. Kazdy gen jest oznaczony kolorem

1zacCja ana

Ryc. 4.20. Wizual

zgodnie z jego wartoscig log2-krotnej zmiany a rozmiar kropki dla szlaku REACTOME zalezy od liczby gendw,

=4-6.

ktore znalazty sie w tym szlaku w analizie wzbogacania, n
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4.3. Analiza porownawcza proteomu komérek VSMC na wczesnym i
pdéinym etapie starzenia indukowanego oraz komaérek ulegajgcych
starzeniu replikacyjnemu

Chcac zweryfikowac zaobserwowane réznice w transkryptomie komérek VSMC ulegajacych
starzeniu indukowanemu stresem i replikacyjnemu oraz dokona¢ oceny zmian w procesach
biologicznych zachodzacych w czasie starzenia na poziomie translacji, zbadano proteom tych
komodrek. Za pomocga spektrometrii mas (MS, ang. mass spectrometry) i z wykorzystaniem
izobarycznych znacznikéw fragmentacyjnych TMT (ang. tandem mass tag) zidentyfikowano
7692 biatek w proteomie komédrek VSMC. Analiza PCA wykazata podobienstwo proteomu
komodrek na péznym etapie starzenia (SIPS IV) i komérek ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu
(RS). Proteom komédrek na wczesnym etapie starzenia (SIPS 1) byt odmienny od proteoméw

pozostatych komodrek starych, a wszystkie one rdznity sie znaczgco od proteomu komodrek

kontrolnych (Ryc. 4.21).

@ kontrola
® SIPS|
@ SIPSIV
@ RS
<
=
.
~
5
5 &,
a
5
o .E.Em
Ol @&p
o T T T T T
10 -5 0 5 10 15

Component 1 (29,1%)

Ryc. 4.21. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA), ilustrujaca podobienstwa i roznice proteomu komérek

kontrolnych, komadrek na wczesnym i péznym etapie starzenia (SIPS | i SIPS 1V) oraz komadrek ulegajacych
starzeniu replikacyjnemu (RS).

Sposrod wszystkich biatek zidentyfikowanych w komérkach starych, wiekszosé z nich (63%,

4184 biatek) zmieniata sie istotnie w porédwnaniu do komérek kontrolnych (p<0.05).
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W przeciwienstwie do gendw, liczba biatek o obnizonym jak i podwyzszonym poziomie byta
zblizona. Zidentyfikowano 2067 biatka o istotnie podwyzszonym poziomie i 2117 biatka,
ktérych poziom spadat w komdrkach starych w poréwnaniu do komodrek kontrolnych.
Zaledwie 18% biatek o obnizonym poziomie i tylko 8% biatek o podwyzszonym poziomie
zostato zidentyfikowanych we wszystkich grupach komoérek starych (SIPS I i IV oraz RS), co
Swiadczy o duzym zréznicowaniu ich proteomu. Najwiecej unikalnych biatek zidentyfikowano
w komorkach bedgcych na pdéinym etapie starzenia (SIPS IV) - stanowity one az 40%
wszystkich zidentyfikowanych biatek o obnizonym poziomie i ponad 50% biatek
0 podwyzszonym poziomie w catym proteomie biatek réznicowych w komérkach VSMC (Ryc.

4.22).

Biatka o obnizonym poziomie Biatka o podwyiszonym poziomie
wzgledem kontroli, p < 0.05 wzgledem kontroli, p < 0.05
SIPSI . >~ SIPSIV SIPSI  _ a0 . — . SIPSIV
(599) "\ (1966) (543) N\ (1817)
y \ \\ y A B ’ \‘\
151 ' /239 \ ‘
. 71% o] J 137 11,6% 115
2,7% ] 40,2 % | 6,6% [ ; 53,9 %
376 / \ : 159
\ 17,8% / \ 7,7%
\ / \ /
. 14 s\ 8 304 |
0,7% 278% |~ 04% 147% |~
3 79 10 '
) 3,7% 4 Q 51%
RS RS
(1057) (576)

Ryc. 4.22. Diagramy Venna prezentujgce rozktad biatek wspdlnych i unikalnych dla badanych grup, ktérych
poziom spadat lub wzrastat istotnie statystycznie w komarkach ulegajacych starzeniu wzgledem poziomu
biatek komérek kontrolnych.

Analiza, ktérg przedstawiono na volcano plotach (Ryc. 4.23) pokazata krotnos¢ zmian
w poziomie biatek zidentyfikowanych w proteomach badanych komérek. W przeciwieistwie
do transkryptomu, krotnos¢ zmian (FC, ang. fold change) zdecydowanej wiekszosci biatek nie

przekraczata |log:FC|=2.
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SIPS | vs kontrola SIPS IV vs kontrola
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Ryc. 4.23. Wykresy typu volcano plot przedstawiajgce wyniki analizy réznicowej zmian poziomu biatek
pomiedzy wszystkimi grupami badanymi. O$ x: log2(FC), o$ y: -log10(p-value). Na niebiesko zaznaczono
biatka o istotnie obnizonym, a na czerwono biatka o istotnie podwyzszonym poziomie. Podpisane na wykresie
biatka to 10 najbardziej zmieniajgcych sie biatek dla kazdego poréwnania. Kryterium: FDR < 0,05.

Na podstawie odlegtosci Manhattan wyodrebniono 20 biatek o najbardziej znaczaco
zmieniajgcym sie poziomie (Tabela 4.2). Biatka o obnizony poziomie oznaczono kolorem
niebieskim, zas czerwonym biatka o podwyzszonym poziomie. Niemal wszystkie najbardziej

zmieniajgce sie w starzeniu biatka to te, ktérych poziom spadat.
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Tabela 4.2. Lista biatek o najbardziej zmieniajacym sie poziomie. Wybrano je na podstawie odlegtosci
Manhattan odpowiadajacej najwiekszemu jednoczesnemu odchyleniu wartosci p oraz FC od srodka wykresu.
Na niebiesko zaznaczono biatka o obnizonym poziomie a na czerwono biatka, ktérych poziom wzrastat.

SIPSIvs | SIPSIVvs SIPS IV vs
CTRL CTRL RSvs CTRL SIPS |
GINS4 GINS4 GINS4 COL1A1
RRM2 WDHD1 MSMO1 DPT
TOP2A RRM2 CKB COL3A1
MKI67 MCM7 FADS2 SLC34A3
MCM7 FADS2 WDHD1 TP53I13
TTK SERPINB2  TOP2A PAHA2
AURKB MCM3 HMGB2 COL2A1
BIRC5 SPC24 ANLN PCOLCE
SPC24 MCM2 LHFPL2 SERPINB2
KIFC1 HMGB2 MKI67 CES2
MCM6 MCM6 AURKB CRTAP
ANLN MCM4 HISTIHID  COL1A2
WDHD1 STMN1 HMGCS1 HSD11B1
KIF20A NCAPD2 RRM2 CERCAM
RACGAP1  SCD BIRCS COL5A2
KIF22 MKI67 TTK GLT8D1
MCM3 NASP HIST2H2AB  COL5A1
MCM2 TTK scD LEPREL2
CES2 MCM5 SPC24 SULT1E1
FADS2 TOP2A MCM?7 LEPRE1

Zmiany w poziomie tych biatek, po normalizacji za pomocg standaryzacji Z, przedstawiono za
pomocg mapy ciepta (Ryc. 4.24). Pozwolito to na wyrdznienie dwdch gtéwnych grup biatek,
sposrod ktérych pierwsza obejmuje biatka, ktérych poziom rdst w pierwszym tygodniu
starzenia a nastepnie spadat ponizej poziomu kontroli w czwartym tygodniu starzenia. Poziom
biatek nalezgcych do tej grupy w komdrkach RS byt zblizony do poziomu komdrek
proliferujgcych. Grupe te tworzyty przede wszystkim kolagen oraz enzymy biorgce udziat
w jego modyfikacji i dojrzewaniu. Drugg grupe stanowity biatka, ktére majg obnizony poziom
w komdrkach starych w poréwnaniu do komdrek kontrolnych. Poziom tych biatek
w komérkach starych (SIPS I, SIPS IV i RS) byt porownywalny. Do grupy tej nalezg biatka

zwigzane z replikacjg, kondensacjg chromosoméw i mitozg oraz naprawg DNA, takie jak biatka
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MCM, HMGB?2 czy Ki67. W przedstawionym zestawieniu najbardziej znaczgco zmieniajgcych
sie biatek wyrdznia sie serpina B2, ktdra rosnie na pdinych etapach starzenia oraz
w komérkach, ktére ulegly starzeniu replikacyjnemu.

-2 wartos¢ z-score 2

CKB
SERPINB2
HSD1181
DPT
COL2A1
LEPREL2
PCOLCE
LEPRE1
CRTAP
P4HA2
TP53I3
COL3A1
COL5A1
COLSA2
COL1A2
COL1A1
SLC34A3
CERCAM
GLT8D1
SULT1E1
NASP
WDHD1
SPC24
RRM2
MCM7
MCM3

STMN1
HIST1H1D
HIST2H2AB
LHFPL2
Ces2

kontrola SIPS | SIPS IV RS

Ryc. 4.24. Mapa ciepta przedstawiajgca wzgledny poziom najbardziej zmieniajgcych sie 20 biatek w kazdej
grupie badanej. Dla kazdego poréwnania dwoéch grup badanych. Analize przeprowadzono w oparciu
o standaryzacje Z.

Analiza w bazie STRING (ang. Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) oraz
wykorzystanie danych z Reactome Pathways umozliwito dokonanie pogtebionej analizy
funkcjonalnej biatek, ktorych ekspresja istotnie spadata lub wzrastata w komérkach starych.
W analizie uwzgledniono biatka, ktérych poziom zmieniat sie istotnie. Szlaki, w ktére
zaangazowane byty biatka, ktorych poziom spadat, pokrywaty sie w duzym stopniu ze szlakami
zidentyfikowanymi w analizie transkryptomu tylko w przypadku komoérek, ktore byty na

wczesnym etapie starzenia (SIPS ) i reprezentowaty one Sciezki zwigzane z regulacjg cyklu
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komdrkowego oraz utrzymaniem integralnosci i prawidtowej struktury chromosomoéw (Ryc.
4.25A). W komodrkach bedacych na pédznym etapie starzenia (SIPS IV) oraz starych replikacyjnie
(RS) najbardziej istotnie wzbogacone byty szlaki zwigzane z metabolizmem i obrébka RNA, jak
réwniez cyklem komérkowym i sumoilacjg (Ryc. 4.25B i C). Szlaki, w ktérych zaangazowane
byty biatka o podwyzszonym poziomie, réznity sie w zaleznosci od etapu i typu starzenia
komdrkowego. W komadrkach SIPS | szlaki o najwiekszym wzbogaceniu byty m.in. powigzane
z transportem pecherzykowym oraz btonowym, glikozylacja, jak rdwniez z regulacjg komédrek
uktadu odpornosciowego. W komarkach SIPS IV oraz RS wykazano wzbogacenie tych samych
reaktomoéw, przy czym najwiekszym wzbogaceniem charakteryzowaty sie procesy zwigzane
z metabolizmem. Poréwnanie szlakow istotnie wzbogaconych pomiedzy pdznym (SIPS 1V)
a wczesnym etapem (SIPS 1) starzenia wykazato, iz komorki po czterech tygodniach wykazaty
obnizenie poziomu biatek uczestniczacych w modyfikacjach RNA. Z kolei biatka, ktdérych
wzbogacenie rosto nalezaty do $ciezek zwigzanych przede wszystkim z metabolizmem

i wptywem na komdrki uktadu odpornosciowego (Ryc. 4.25D).

116



Biatka o obnizonym poziomie Biatka o podwyzszonym

A poziomie
' Cell Cycle Vesicle-mediated transport
- Cell Cycle, Mitotic . Membrane Trafficking
—O' Metabolism of RNA Asparagine N-linked glyc&iylation
E DMNA strand elongatia.n ER to Golgi Antemgrad%Transport
xo Chromosome Maintenance Transportto the Golgignd subsequent modification
1) Telom e:e Maintenance PR Immune Sy: Gene count
20
2 S Phase " COPI-me(#ated anterograde transport 0
50
g Telo.mere C-strand (Lagging Strand) Synthesis Neutmphw egranulation -
80
a Pﬂt.echendnal-translatlon h - Met: ism of proteins 2
?ﬁ expression (Transcription) E‘—translational proteinmodification
125 150 175 200 25 250 275 300 10 12 14 16 8 20
-og(FOR) -log{FDR)
Metabolism of RNA a Metabolism
E Processing of Cappedintro&(}ontaining Pre-mRNA Membrane Trafficking @
E mRNASplicing - Major Pathway S Vesicle-mediated transport PY
4~ . -
g mRNASplicing o Neutrophil degranulation
X Gene ex‘ssic\n (Transcription) =D Innate Immune System )
g rRNPerocessing 400 Immune System Gona comt
> rRNAprocessingin the nucleus and cytosol Metabﬂlis”wf lipids ;:
. ost- slational proteinmodification
v Cellgycle P L L difi i
O Major pathway of rRNA processingin the nucleolus and Metahglism of proteins
¢H Cytosol / - . o)
w %Polymerase Il Transcription Asparagine N-linked glycosylation
40 &0 B 100 120 140 15 0 25 30 35 40
“log(FOR) og(FOR)

Neutrophil degranulation

o

Metabolism of RNA

{ Metabolism

@ Pmcessin_g (_)f Cappfad Intron—CGrﬁining Pre-mRNA Membrane Trafficking

_c; m RNASpllcm_g - Major t_hw:ray LI Innate Immune System
. Geneexpres (Transcription) s
-El Cell Gy 3‘1 100 Immune System .

9 celloygle, Mitatic Disease . 3 T
" RNA Bglymerase |l Transcription = Metabglism of lipids =0
= Transportof Mature Transcriptto Cytoplasm Glycosphingolipid metabolism 00

g SUMOylation Amino acidsregulate mTORC1 i

_()nromatin modifyingenzymes Ha‘ﬂDSTﬂﬁiS
20 0 L] L] 0w 4 1] & 7 8 9 10
(PR} Kig(FOR)
Metabolism of RNA Metabolism
J) Processing of Capped \ntron—Contair'Ug Pre-mRNA Metabolism of lipids
o mRNASplicing - Major Patfway Innate Immung System
a mRNASplicing Proteink:calizatien
v Gene ression(Transcription) Neutm;*il degranulation
Gene count
; Transportof Mature Transcriptto Cytog!f:‘r,? ImmungSystem .
- Transp.or‘[of Mature mRNA ® Fartyilmd metabolism @
g Ig‘@ Phase of HIV Life Cycle 100 M%geranylgeranylation o
FJ HI\.v’ Life Cycle b Megobrane Trafficking =
ﬁ*\ Polymerase Il Transcription 200 Insertion of tail-anchored proteins into the endoplasmic
reticulum membrane
10 wn 30 40 50 ] 0 80 50 75 100 125 15.0 s 200 25
1o3IFOR) 1og(FOR)

Ryc. 4.25. Analiza za pomoca bazy REACTOME szlakow biatek, ktérych poziom znaczgco spadat (lewa strona
panelu) lub wzrastat (prawa strona panelu) w komérkach na wczesnym (SIPS 1), péznym (SIPS IV) etapie
starzenia oraz w komaérkach replikacyjnych (RS) w poréwnaniu do komérek kontrolnych, oraz poréwnanie
pdéinego etapu z starzenia z wczesnym.
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Na rycinie 4.25. przedstawiono w formie mapy ciepta 10 najbardziej wzbogaconych szlakow
wspdlnych dla wszystkich badanych grup. W przypadku analizy szlakéw sygnatowych biatek,
kluczowe zmiany zwigzane sg z obrobka RNA. Komodrki RS wykazujg zmiany na poziomie

posrednim pomiedzy wczesnym a pdZznym etapem starzenia (Ryc. 4.26).

-log10(p-value)

Processing of Capped Intron-Containing ! 200
Pre-mRNA 150
100

mRNA Splicing-Major Pathway 50
o
mRNA Splicing

rRNA processinginthe nucleus and cytosol

rRNA processing

Major pathway of rRNA processinginthe
nucleus and cytosol

RNA Polymerase Il Pre-transcription Events
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SIPS lvs kontrola SIPSIVvs kontrola RS vs kontrola

Ryc. 4.26. Analiza za pomoca bazy REACTOME najbardziej zmieniajacych sie szlakow na podstawie zmian
ekspresji w nie zaangazowanych, w komérkach ulegajacych starzeniu indukowanemu oraz replikacyjnemu.
-log10(p-value) > 1,3.

4.4. Analiza porownawcza proteomu pecherzykow
zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez komarki VSMC bedacych na
wczesnym i pOZznym etapie starzenia indukowanego oraz komorki ulegajace
starzeniu replikacyjnemu

Ostatnim etapem analizy poréwnawczej komdrek VSMC ulegajacych starzeniu byto zbadanie
sktadu biatkowego pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych (EVs) wydzielanych przez te komarki.
Wyniki wczesniejszych badan opisanych w rozdziale 4.1.4. pokazaty, ze ulegajgce starzeniu
komorki VSMC wydzielajg wiecej pecherzykdw niz komorki proliferujgce, kontrolne. Liczba
wydzielanych EVs wzrastata wraz z ‘dojrzewaniem’ fenotypu starzenia i byfa zblizona
w przypadku komorek ulegajacych starzeniu replikacyjnemu i tych, ktére byly na pdzinym
etapie starzenia indukowanego stresem. Zadano zatem pytanie na ile zmiany w liczbie

pecherzykédw wydzielanych przez komoérki stare korelujg z réznicami w ich sktadzie biatkowym.
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Podobnie jak w przypadku analizy proteomu komodrek w celu analizy sktadu biatkowego EVs
wydzielonych przez komorki, postuzono sie spektrometria mas z wykorzystaniem
izobarycznych  znacznikdw fragmentacyjnych TMT. Zidentyfikowano 4641 biatek
pecherzykowych, co stanowi okoto 60% biatek zidentyfikowanych w proteomie komorek.
Analiza gtéwnych sktadowych wykazata réznice pomiedzy proteomem EVs wydzielanych przez
komorki indukowane do starzenia, komérki ulegajace starzeniu replikacyjnemu oraz komérki
proliferujgce. Co ciekawe, w przeciwienstwie do proteomu komodrek, proteom EVs
wydzielanych przez komdrki bedace na pédzinym etapie starzenia (EVsies_v) odrdzniat sie od

proteomu EVs wydzielanych przez komorki stare replikacyjnie (EVsgs) (Ryc. 4.27).
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Component 1 (22,4%)

Ryc. 4.27. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA), ilustrujgca podobienstwo i réznice proteomu pecherzykéw
wydzielonych przez komaérki kontrolne, komarki na wczesnym i pdZznym etapie starzenia (SIPS 1 i SIPS IV)
oraz przez komorki ulegajace starzeniu replikacyjnemu (RS).

Sposrod wszystkich zidentyfikowanych biatek wyodrebniono 881 biatek, ktérych poziom

zmieniat sie w EVs w sposdb istotny (p<0.05).

Wykazano, ze w EVs wydzielonych przez komorki stare 282 biatek wystepuje na obnizonym
wzgledem kontroli (EVsctr.) poziomie, a przeszto 2 razy wiecej biatek (599) wystepowato na
poziomie podwyzszonym. W pecherzykach wydzielonych przez komérki na wczesnym etapie

starzenia (EVssips 1) nie zaobserwowano zadnych unikalnych biatek, ktérych poziom spadat,
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podczas gdy w EVs wydzielonych przez komérki bedace na péznym etapie starzenia (EVssips_1v)
takich biatek byto az 183 i stanowity one 65% wszystkich zidentyfikowanych biatek, ktérych
poziom spadat wzgledem EVs z komérek kontrolnych. W pecherzykach wydzielonych przez
komorki ulegajgce starzeniu replikacyjnemu (EVsrs) zidentyfikowano 34 biatka, ktérych
poziom spadat tylko w tych pecherzykach. Znaczng czes¢ proteomu EVsgs (20,9%) stanowity
biatka wspdlne z biatkami zidentyfikowanymi w pecherzykach wydzielonych przez komérki na
pdznym etapie starzenia (EVssips_v). Podobnie jak w przypadku biatek, ktérych poziom spadat
w pecherzykach wydzielonych przez komérki stare, najwiecej biatek, ktérych poziom rést,
zidentyfikowano w EVssips v (70% wszystkich biatek o rosngcym poziomie) i EVrs (47%
wszystkich biatek o rosngcym poziomie). Czes¢ z nich, tj. 101 biatek (17%), byta identyfikowana
w obydwu grupach EVs (Ryc. 4.28).
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Ryc. 4.28. Diagramy Venna prezentujgce rozktad biatek wspdlnych i unikalnych, ktérych poziom spadat lub
wzrastat istotnie statystycznie w pecherzykach wydzielonych przez komorki ulegajgce starzeniu wzgledem
poziomu biatek z pecherzykéw wydzielonych przez komorki kontrolne.

Zaobserwowano znaczgce rozinice w liczbie biatek, ktérych poziom zmieniat sie istotnie
statystycznie w zaleznosci od typu starzenia i jego etapu. Liczba biatek zmieniajgcych sie
(rosngcych lub malejacych wzgledem EVsc ) w pecherzykach wydzielonych przez komorki

SIPS IV (EVssips v) byta ponad 30-krotnie wieksza i prawie 20-krotnie wieksza w EVs
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wydzielanych przez komérki RS (EVsgs), niz w pecherzykach wydzielonych przez komérki na

wczesnym etapie starzenia (EVssies_1) (Ryc. 4.29).

Biorgc pod uwage krotno$¢ zmian (FC) w poziomie biatek pecherzykowych, byta ona zblizona
do krotnosci zmian biatek komdrkowych i tylko w pojedynczych przypadkach przekraczata

wartos¢ |logaFC|=2.
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Ryc. 4.29. Wykresy typu volcano ploty przedstawiajgce wyniki analizy réznicowej zmian poziomu biatek w
pecherzykach zewnatrzkomdérkowych pomiedzy wszystkimi grupami badanymi. Os x: log2(FC), o$ y: -log10(p-
value). Na niebiesko zaznaczono biatka o obnizonym istotnie poziomie, na czerwono biatka o podwyzszonym
istotnie poziomie (kryteria: FDR < 0,05). Biatka podpisane, oznaczone na wykresie to 10 najbardziej znaczaco i
istotnie zmieniajgcych sie biatek.

Sposrod wszystkich istotnie zmieniajgcych sie biatek pecherzykowych wyodrebniono 20 biatek
(TOP 20), ktére zmieniaty sie najbardziej istotnie (najmniejsza wartos¢ p) oraz najbardziej

znaczgco (najwyzsza wartos¢ FC) (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Lista biatek o najbardziej znaczagco zmieniajagcym sie poziomie. Wybrano je na podstawie

odlegtosci Manhattan wyznaczajgcej najwieksze jednoczesne odchylenie w wartosci -log10(p-value) oraz FC.

Na niebiesko zaznaczono biatka o obnizonym poziomie, a na czerwono biatka, ktorych poziom wzrastat.

SIPSlvs

CTRL

TNC
STMN1
PRDX4
APP
SEMA7A
STOM
NADSYN1
ARCNA1
SDF2
ABCB6
PSMAS
UBAP2L
GNS
NGLY1
RAPH1
MPI
INPP5F
FUT8
AGO1
AFAP1

SIPS IV vs

CTRL

PCOLCE
PTN
NUCKS1
RPS10PS
COLGA1
HAS2
OLFML3
ADAM19
NID1
COL5A2
SPOCK1
SEMATA
NCL
TGFBI
PCDH18
HMGA2
THBS1
GPR56
BGN
ANP32B

RS vs
CTRL

TNFAIP6
PCOLCE
F3

NID1
CAV1
POSTN
HGF
MDK
HAPLN1
APP
HSPB7
TNC
CCL2
CAV2
LAMA4
ADAM19
OLFML3
COL5A2
ZWILCH
COLS5A1

SIPS IV vs
SIPS |

SDC1
SPARC
AREG
TP5313
ADAM19
COL7A1
LOXL4
ALG1
ANXA3
COL5A2
PCDH18
COL1A2
BCAP31
OSBPL6
SERPINB2
PADI2
AMPD3
BMP1
FCGRT
TRHDE

Rdznice w poziomach tych biatek zwizualizowano, po standaryzacji Z, jako mape ciepta (Ryc.

4.30). W odréznieniu od biatek TOP 20 zidentyfikowanych w komdrkach, analogicznie

wyodrebniona grupa biatek pecherzykowych charakteryzowata sie wiekszg zmiennoscia

pomiedzy poszczegdlnymi prébkami nalezgcymi do jednej grupy eksperymentalnej. Pomimo

tej zmiennosci udato sie wyrdzni¢ dwie gtéwne grupy biatek, dla ktérych wzdér zmian

w poziomie byt zblizony: grupa | - biatka, ktérych poziom byt najnizszy w pecherzykach

wydzielanych przez komérki kontrolne, a nastepnie wzrastat w czasie procesu starzenia oraz

grupa |l - biatka, ktérych poziom w pecherzykach malat wraz z pogtebianiem sie starzenia

komorek. W obu grupach, EVs wydzielane przez komorki stare replikacyjnie, charakteryzowaty

sie poziomem biatek zblizonym do poziomu zaobserwowanego w pecherzykach wydzielanych

przez komorki bedace na pdéznym etapie starzenia.
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Ryc. 4.30. Mapa ciepta przedstawiajgca wzgledny poziom najbardziej zmieniajgcych sie w EVs 20 biatek w
kazdej grupie badanej. Analize przeprowadzono w oparciu o standaryzacje Z.

Dalsza analiza funkcjonalna ujawnita, ze w grupie biatek, ktérych poziom wzrastat
w pecherzykach wydzielonych przez komérki stare (grupa 1), zidentyfikowano gtéwnie biatka
zwigzane z regulacjg ekspresji, organizacji chromatyny, biogeneza oraz transportem
pecherzykdw oraz biatka zwigzane z adhezjg i migracjg komarek. Do grupy tej réwniez nalezaty

biatka zwigzane z metabolizmem i odpowiedzig na stres oraz czynniki sygnatowe (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Biatka TOP20, ktérych poziom wzrastat w EVs wydzielanych przez komarki VSMC ulegajace

starzeniu. Biatka zostaty pogrupowane wedtug proceséw biologicznych, w ktérych uczestniczg.

AGO1 (Argonaute-1)
HMGA2 (High-mobility group AT-hook 2)
Regulacja NCL (Nucleolin)
ekspresji gendw | NUCKS1 (Nuclear Casein and Cyclin-dependent Kinase Substrate 1)
ANP32B (Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B)
RPS10P5 (Ribosomal Protein S10 Pseudogene 5)
CAV1 (Caveolin-1)
CAV2 (Caveolin-2)
FCGRT (Fc Gamma Receptor And Transporter)
Transport . .
BCAP31 (B-Cell-Associated Protein 31)
pecherzykowy . . .
ARCN1 (Archain 1 Coat Protein Complex | Subunit Delta)
STOM (Stomatin)
ABCB6 (ATP-binding cassette super-family B member 6)
AMPD3 (Adenosine Monophosphate Deaminase 3)
Metabolizmi | MPI (Mannose Phosphate Isomerase)
enzymy GNS (Glucosamine (N-Acetyl)-6-Sulfatase)
NADSYN1 (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Synthetase 1)
PRDX4 (Peroxiredoxin-4)
Stres .
, HSPB7 (Heat Shock Protein Beta-7)
komoérkowy )
SDF2 (Stromal Cell-Derived Factor 2)
THBS1 (Thrombospondin-1)
LOXL4 (Lysyl Oxidase-Like 4
ECM, adhezja i (Lysy . ) . . - .
. . RAPH1 (Ras-associated and pleckstrin homology domains-containing protein 1)
migracja
e AFAP1 (Actin Filament Associated Protein 1)
ANXAS3 (Annexin A3)
Krzepniecie i SERPINB2 (Plasminogen Activator Inhibitor-2)
odpowiedz F3 (Cagulation factor Il1)
zapalna AREG (Amphiregulin)

W grupie biatek, ktorych poziom spadat (grupa Il), najbardziej liczng grupa byty te zwigzane

z tworzeniem oraz modyfikacjg macierzy zewngatrzkomorkowej oraz przekazywaniem sygnatu

i komunikacjg komérkowg (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5. Biatka TOP20, ktérych poziom ulegat obnizeniu w EVs wydzielanych przez komérki VSMC
ulegajace starzeniu. Biatka zostaty pogrupowane wedtug proceséw biologicznych, w ktdrych uczestnicza.

Biatka ECM i adhezji:
Kolageny:

SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine),
BGN (Biglycan),

NID1 (Nidogen-1),

TGFBI (Transforming growth factor, beta-induced),

COL1A2 (Collagen alpha-2(l)
chain),
ECM i struktura | COL5A1 (Collagen alpha-1(V)

chain),
tkanek ) POSTN (Periostin),
COL5A2 (Collagen alpha-2(V) .
hain) TNC (Tenascin C),
chain), .
SPOCK1 (Testican-1),
COL7A1 (Collagen alpha-1(VII) . .
hain) HAPLN1 (Hyaluronan and proteoglycan link protein 1),
chain

LAMAA4 (Laminin subunit alpha-4)

ADAM19 (ADAM Metallopeptidase Domain 19),

Przebudowa . .
BMP1 (Bone morphogenetic protein 1),

ECM
PCOLCE (Procollagen C-endopeptidase enhancer 1)

HAS2 (Hyaluronan Synthase 2),

TNFAIP6 (Tumor Necrosis Factor Alpha-Induced Protein 6),
SDC1 (Syndecan-1),

FUT8 (Alpha-(1,6)-fucosyltransferase),

ALG1 (Chitobiosyldiphosphodolichol beta-mannosyltransferase)

Polisacharydy i
glikokaliks

GPR56 (ADGRG1) (G protein-coupled receptor 56),
PCDH18 (Protocadherin-18),
Transdukcja | APP (Amyloid-beta precursor protein),
sygnatu i MDK (Midkine),
komunikacja | PTN (Pleiotrophin),
komadrkowa HGF (Hepatocyte Growth Factor),
CCL2 (MCP-1) (monocyte chemoattractant protein 1),
SEMAT7ZA (Semaphorin-7A),

Ze wzgledu na zbyt mata liczbe zidentyfikowanych biatek, ktdrych poziom zmieniat sie istotnie
w pecherzykach wydzielonych przez komérki na wczesnym etapie starzenia, analize szlakéw
przy wykorzystaniu bazy Reactome zostata przeprowadzona tylko dla pecherzykow
wydzielanych przez komodrki na pdinym etapie starzenia oraz komorki starzejgce sie
replikacyjne (Ryc. 4.31). W EVs wydzielonych przez komorki SIPS IV znajdowaty sie gtdwnie
biatka zwigzane z transportem pecherzykowym oraz organizacja macierzy
zewnatrzkomérkowej, w tym syntezg kolagenu. Biatka w pecherzykach wydzielonych przez

komorki ulegajgce starzeniu replikacyjnemu, podobnie jak EVssips v, zaangazowane byty
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W organizacje macierzy zewnatrzkomorkowe;j.

Wykazano

réowniez obecnos¢

zaangazowanych w transport z siateczki Srédplazmatycznej do aparatu Golgiego.
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Ryc. 4.31. Analiza za pomocg bazy REACTOME szlakéw wszystkich biatek, ktérych poziom zmieniat sie
istotnie, w komdrkach na péinym (SIPS IV) etapie starzenia oraz w komdrkach replikacyjnych (RS)

w porownaniu do komaérek kontrolnych,
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Analiza biatek budujgcych macierz zewngatrzkomérkowa, ktore zostaty zidentyfikowane w EVs,
pozwolita na wykazanie, postepujacego w czasie i towarzyszgcego starzeniu spadku ich
poziomu (Ryc. 4.32).

-2 wartosé z-score 2

= -
=

COL13A1
CcoLiA2
COL7A1
COoL22A1

kontrola SIPS | SIPS IV RS

Ryc. 4.32. Mapa ciepta przedstawiajgca wzgledny poziom biatek macierzy zewnatrzkomérkowej, ktérych
poziom zmieniat sie istotnie w EVs w trakcie starzenia komérek VSMC. Analize przeprowadzono w oparciu
o standaryzacje Z.

4.5. Proteom pecherzykow zewngtrzkomdrkowych jako reprezentacja
proteomu komorkowego

Poréwnano réwniez proteom komoérek z proteomem wydzielonych przez nie pecherzykdéw.
Wyrdzniono 526 biatek, ktdrych poziom zmieniat sie istotnie zaréwno w komérkach starych
jak i w pecherzykach przez nie wydzielanych. Biatka te stanowity 12 % wszystkich istotnie
zmieniajacych w starzeniu biatek komérkowych oraz 60% biatek zidentyfikowanych w EVs

wydzielonych przez komérki stare (Ryc. 4.33).

komorki ;\8/;
(4162) (881)

Ryc. 4.33. Diagram Venna przedstawiajacy rozktad biatek wspdinych i unikalnych, ktérych poziom
ekspresji spadat lub wzrastat istotnie statystycznie w komodrkach ulegajacych starzeniu oraz
pecherzykach wydzielonych przez te komérki.
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Dokonano réwniez analizy poréwnujacej zmiany w poziomie poszczegdlnych biatek
w komoérkach oraz EVs przez nie wydzielonych (Ryc. 4.34). Przedstawiona analiza pozwolita na
wyodrebnienie czterech podgrup w zaleznosci od kierunku zmian (wzrost lub spadek).
Wyodrebniono biatka zmieniajace sie istotnie statystycznie (p<0.05), ktore rosty lub spadaty
przynajmniej o 30% (FC>0.3). Stwierdzono, ze wiekszos¢ zidentyfikowanych biatek zmienia sie
w wydzielanych pecherzykach w ten sam sposéb jak w komorkach, ktére je wydzielaja.
W grupie biatek ktérych poziom wzrastat w EVs i spadat w komadrkach ulegajgcych starzeniu
indukowanemu (SIPS 1V), byty biatka ANP32E i B, SUB1, DEK oraz NCL, ktére odpowiadajg
miedzy innymi za strukture DNA, petnigc na przyktad role biatek opiekuriczych histonéw lub

wptywajac na geometrie DNA.
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RS vs kontrola
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Ryc. 4.34. Podwdjne wykresy typu volcano przedstawiajace zmiany w poziomie biatek wspélnych dla
komodrek bedacych na péinym etapie starzenia oraz komorek starzejacych sie replikacyjnie wzgledem
komérek kontrolnych. O$ x: log2(FC)komorki, o$ y: : log2(FC)EVs. Pomaranczowa przerywana linia:
FDR < 0,05 (kryteria: FDR < 0,05, |log2FC| > 0,5).
Powyzsza analiza dowiodta, ze zmiany w proteomie EVs w znacznym stopniu odzwierciedlajg
zmiany w proteomie komodrek. Majac to na uwadze wytypowano biatka, ktére mogg byé
uznane za markery starzenia komdrek VSMC znajdujgce swojg reprezentacje w wydzielonych
przez nie pecherzykach zewnatrzkomdrkowych. EVs zawierajgce podwyzszony poziom tych

biatek mogtyby potencjalnie stuzyc¢ jako biomarker starzenia komérek VSMC in vivo.

Biatka, ktére spetniaty przedstawione kryteria wybrano sposréd TOP20 biatek
zidentyfikowanych w EVs wydzielanych przez komérki bedgce na pdéznym etapie starzenia
przyspieszonego (SIPS IV) i/lub komérek starzejgcych sie replikacyjnie (Tabela 4.3). Zatozono,
ze poziom wybranych biatek musi rosngé w stopniu znacznym i istotnym nie tylko

w pecherzykach, ale réwniez w komadrkach, ktére je wydzielaja.
Do biatek tych — potencjalnych biomarkerdw starzenia reprezentowanych w EVs zaliczono:

e SERPINB2 (serpina B2) - inhibitor aktywatora plazminogenu typu 2,

e CAV1 — (kaweolina- 1) — biatko biorgce udziat w tworzeniu kaweoli,
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e F3 (trombokinaza tkankowa 3, czynnik krzepniecia Ill) — biatko kaskady krzepniecia

krwi,

e HSPB7 -biatko szoku cieplnego,

e AMPD3 (deaminaza AMP 3) - katalizuje przemiane adenozynomonofosforanu (AMP)

do inozynomonofosforanu (IMP) i amoniaku.

Na rycinie 4.34 przedstawiono wykresy ilustrujgce zmiany w poziomie tych biatek.
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Ryc. 4.35. Poréwnanie poziomu biatek, ktére zmieniajg sie istotnie statystycznie i znaczgco zaréwno w EVs
jak i w komorkach je wydzielajacych. Wykres ramka —wasy (min, Q1, mediana, Q3, max), n=3-6.

130



4.6. Analiza procesu autofagii w komérkach VSMC na réznych etapach
procesu starzenia

Autofagia jest procesem wieloetapowym, w ktdrego regulacje jest zaangazowany szereg
biatek. Ocene przebiegu tego procesu w ulegajgcych starzeniu komérkach VSMC
przeprowadzono w oparciu o analize ekspresji gendéw i poziomu wybranych biatek
autofagicznych, analize lizosoméw uczestniczagcych w kornicowym etapie degradacji materii
komodrkowej zgromadzonej w pecherzykach autofagicznych oraz poprzez okreslenie poziomu
aktywnosci autofagii tzw. autophagic flux na wczesnym i pdZnym etapie procesu starzenia

indukowanego stresem oraz w starzeniu replikacyjnym.

4.6.1. Ocena ekspresji genow oraz poziomu biatek zwigzanych z autofagia

Proces autofagii regulowany jest przez Sciezke zalezng od mTOR i moze zosta¢ aktywowany
w wyniku stresu oraz niedoboru czynnikdw wzrostu. Za przekazanie sygnatu odpowiada
MTORC1 - kompleks kinazy mTOR, ktéry w warunkach optymalnych jest aktywny i hamuje
autofagie. Podczas stresu, aktywnos$é kompleksu 1 mTOR (mTORC1) spada, indukujgc proces
autofagii. Aktywnos$¢ tego kompleksu analizowano poprzez badanie poziomu ufosforylowane;j
formy biatka S6. Analizowano réwniez poziom kinazy S6 (S6K), ktéra jest bezposrednim
substratem mTORC1 i ktora fosforyluje biatko S6. W komdrkach ulegajgcych starzeniu
zaobserwowano spadek ekspresji genu kodujgcego kinaze S6, przy jednoczesnym wzroscie
ekspresji genu RPS6 (koduje biatko S6). Analiza proteomu wykazata brak istotnych zmian
w poziomie kinazy S6 oraz znaczny, postepujacy w czasie, spadek biatka S6 w komadrkach
ulegajacych starzeniu indukowanemu (SIPS i SIPS IV) oraz w komdrkach RS. Poziom kinazy S6
badany za pomocg Western blot pokrywat sie ze wzorem zmian ekspresji genu kodujgcego to
biatko. Analizowano réwniez poziom ufosforylowanej formy biatka S6 (p-S6) i stwierdzono
25% wzrost p-S6 w komdrkach na wczesnym etapie starzenie, a nastepnie wyrazny spadek

ponizej poziomu obserwowanego w komérkach kontrolnych (Ryc. 4.36).
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Ryc. 4.36. Analiza poziomu ekspresji genow i biatka efektorow sciezki mTOR podczas starzenia komoérek
VSMC. A. Ekspresja genow kodujacych kinaze S6 (S6K1) oraz biatko S6, n=4-6. B. Poziomy biatka S6K1 oraz S6
okresSlone metodg spektrometrii mas, n=3-4. Wykres ramka —-wasy (min, Ql1, mediana, Q3, max).
C Reprezentatywne zdjecia obrazujace poziom kinazy S6, oraz ufosforylowanej formy biatka S6
w poszczegblnych wariantach doswiadczalnych. D. Analiza densytometryczna wynikow Western blot, n=3-7.
Wykresy przedstawiajg poziom biatek po normalizacji do biatka referencyjnego — GAPDH. Wykres ramka —
wasy (min, Q1, mediana, Q3, max) dla S6K1, $rednia wartos¢ +SEM dla S6, pS6 oraz pS6/S6.

Do dalszej analizy wytypowano 8 gendéw kodujacych biatka zwigzane z regulacjg i/lub
przebiegiem réinych etapéw autofagii: BECN1 (beklina 1), biorgca udziat w inicjacji
powstawania autofagosomu, ATG5 oraz ATG16L, wystepujgce w kompleksie uczestniczgcym
w wydfuzaniu btony tworzgcego sie autofagosomu i SQSTMI1, ktéry jest biatkiem
adaptorowym (SQSTM1/p62) znakujgcym biatka przeznaczone do degradacji. Geny STX17
(syntaksyna 17) oraz LAMP2 kodujg biatka biorgce udziat w fuzji lizosomu z autofagosomem.
W analizie uwzgledniono geny kodujgce dwie izoformy biatka LC3 — A oraz B, ktdre sg biatkami,

do ktérych przytaczajg sie biatka adaptorowe.

Poziom ekspresji gendw kodujgcych biatka biorgce udziat w poczgtkowych etapach autofagii,

takie jak BECN1, ATG5 oraz ATG16L, pozostawat na zblizonym poziomie w komdrkach
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bedacych na wczesnym i pdinym etapie starzenia. Zaobserwowano nieznaczny, istotny
statystycznie wzrost ekspresji BECN1 oraz spadek ATG16L w komodrkach ulegajgcych starzeniu
replikacyjnemu. Znaczne zmiany w ekspresji zaobserwowano natomiast w genach kodujgcych
biatka biorgce udziat w znakowaniu struktur lub biatek przeznaczonych do degradacji -
SQSTM1, fuzji - STX17 oraz wystepujacych na dojrzatych autofagosomach - MAPILC3.
Wykazano stopniowy, narastajgcy w trakcie starzenia indukowanego stresem wzrost ekspresji
genow SQSTM1 i MAPILC3A/B oraz istotnie statystycznie podwyzszony poziom ekspresji
STX17, MAP1LC3A/B i SQSTM1 w komérkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu. Poziom

ekspresji LAMP2 byt podwyzszony w obydwu typach starzenia (Ryc. 4.37).
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Ryc. 4.37. Analiza ekspresji wybranych genéw kodujacych biatka zwigzane z autofagia przeprowadzona
w oparciu o dane uzyskane z RNAseq. Wykres ramka —wasy (min, Q1, mediana, Q3, max), n=4-6.

Analiza poziomu wybranych biatek zwigzanych z autofagig przeprowadzona w oparciu o dane
uzyskane przy uzyciu spektrometrii mas, tylko czesciowo odzwierciedlata zmiany w poziomie
ekspresji genow je kodujgcych. Dotyczyto to nastepujgcych biatek: beklinal, ktérej poziom rdst
w ulegajacych starzeniu komérkach; ATG16L, ktérego poziom ulegat nieznacznemu obnizeniu
w komodrkach starych replikacyjne; SQSTM1/p62, ktdrego poziom rést i byt podwyzszony

istotnie statystycznie jedynie na pdznych etapach starzenia indukowanego stresem (SIPS V)
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oraz LAMP-2, ktérego poziom narastat stopniowo w trakcie starzenia indukowanego stresem

oraz byt podwyzszony w komodrkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu. Odnotowano

rowniez spadek poziomu biatka STX17 w komdrkach SIPS IV i RS, oraz zmienny, zalezny od typu

starzenia i jego etapu poziom biatka MAP1LC3A/B (Ryc. 4.38).
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Ryc. 4.38. Analiza zmian poziomu wybranych biatek zwigzanych z autofagia (dane uzyskane z analizy
proteomicznej w wykorzystaniem spektrometrii mas). Wykres ramka —wasy (min, Q1, mediana, Q3, max),

n=3-4.

Co ciekawe, analiza poziomu biatek autofagicznych przeprowadzona z wykorzystaniem

specyficznych przeciwciat (Western blot) dowiodta, ze poziom wszystkich badanych biatek

ulega stopniowemu obnizeniu w trakcie starzenia indukowanego stresem, osiggajac
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najnizszy poziom w poinym etapie tego procesu (SIPS IV). Zaobserwowano réwniez
nieistotny statystycznie, cho¢ wyrazny, wzrost lipidowanej formy biatka LC3B (LC3B Il)
w komérkach SIPS IV, ktéra to forma lokalizuje sie na powierzchni autofagosomoéw,

sugerujac ich podwyzszong liczbe w badanych komérkach (Ryc. 4.39).
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Ryc. 4.39. Analiza zmian poziomu biatek zwigzanych z autofagia. A. Reprezentatywne zdjecia obrazujgce
ilos¢ biatka w poszczegdlnych wariantach doswiadczalnych. B. Analiza densytometryczna wynikéw Western
blot. Wykres ramka —wgsy (min, Q1, mediana, Q3, max), n=4-7. Wykresy przedstawiajg poziom biatek po
normalizacji do biatka referencyjnego — GAPDH.

Ze wzgledu na rozbiezne wyniki uzyskane z analiz protemicznych i analizy Western blot biatka
SQSTM/p62, wykonano immunocytodetekcje SQSTM/p62 w komérkach ulegajacych starzeniu
indukowanemu stresem. Wykazata ona znaczacy wzrost liczby skupisk w komdrkach
indukowanych do starzenia, bedgcych na pdznym jego etapie (SIPS IV). Uzyskane dane byty

zbiezne z wynikami uzyskanymi w oparciu o analize proteomiczng (Ryc. 4.40).
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Ryc. 4.40. Analiza zmiany liczby skupisk biatka SQSTM1/p62. A. Wizualizacja liczby agregatéow
biatka SQSTM/p62, B. llosciowa analiza liczby skupisk biatka SQSTM1/p62, $rednia, +SEM, n=3.

Powyzsze analizy wskazujg, ze starzenie komdrek VSMC koreluje ze zmianami w ekspresji
gendw i w poziomie biatek zaangazowanych w regulacje autofagii. Zaobserwowane zmiany

postepujg wraz z czasem i zalezg od etapu starzenia.

4.6.2. Analiza ilosci i aktywnosci lizosomow

Koricowym etapem autofagii jest fuzja autofagosomow z lizosomami, co umozliwia degradacje
materiatu komdrkowego. W zwigzku z powyzszym zbadano ilo$¢ i aktywnos¢ lizosomow
w komodrkach VSMC ulegajgcych starzeniu. Za miare ilosci lizosomdéw (tzw. masa lizosomow)
przyjeto intensywnos¢ fluorescencji barwinka LysoTracker RED DND-99, ktédrym barwiono
komorki. Po dyfuzji do lizosomu, LysoTracker RED DND-99, bedacy stabg zasadg potaczong
z hydrofobowym fluoroforem, dzieki niskiemu pH charakterystycznemu dla funkcjonalnych
lizosomdw, ulega protonacji i gromadzi sie w tych organellach. Obserwacje przeprowadzone

w mikroskopie fluorescencyjnym pozwolity na stwierdzenie wzrostu fluorescencji LysoTracker
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RED DND-99 w komdrkach ulegajgcych starzeniu (Ryc. 4.41A). Pomiar intensywnosci
fluorescencji z zastosowaniem fluorymetru wykazat wzrost masy lizosoméw w komadrkach
ulegajacych starzeniu indukowanemu stresem oraz starzeniu replikacyjnemu, a zmierzona
intensywnos¢ fluorescencji odpowiadajgca masie lizosoméw byta przynajmniej dwukrotnie

wyzsza niz w komdrkach kontrolnych (Ryc. 4.41B).
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Ryc. 4.41. Analiza masy lizosoméw i ich funkcjonalnosci w komérkach VSMC ulegajacych starzeniu.
A. Wizualizacja lizosomdéw za pomoca LysoTracker™ RED DND-99 oraz detekcja funkcjonalnych lizosoméw
W oparciu o pomiar aktywnosci enzymu lizosomalnego - katepsyny B za pomocg Magic Red™, B. lloéciowa
analiza intensywnosci fluorescencji LysoTracker™ RED DND-99 i Magic Red, $rednia +SEM, n=3-5.

138



Stosujgc sonde Magic Red dokonano oceny aktywnosci lizosoméw. Magic Red jest substratem
dla katepsyny B - proteazy cysteinowej zaangazowanej w degradacje biatek, ktéry po
hydrolizie w lizosomach i wzbudzeniu swiattem o okreslonej dtugosci emituje czerwong
fluorescencje. Obserwacje mikroskopowe wykazaty podwyzszony poziom fluorescencji
w komérkach starych inkubowanych w obecnosci sondy. Analiza ilosciowa pozwolita na
wykazanie stopniowego i znacznego wzrostu intensywnosci fluorescencji w komérkach
ulegajacych starzeniu indukowanemu stresem. Nieco nizszy, choc¢ istotnie statystycznie

wyzszy niz w kontroli, poziom fluorescencji odnotowano w komarkach starych replikacyjne.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze starzeniu komérek VSMC towarzyszy stopniowe gromadzenie
sie lizosomoéw, ktorych aktywnos$é ulega tylko czesciowemu obnizeniu w komdrkach

ulegajacych starzeniu replikacyjnemu.

4.6.3. Ocena poziomu biatek zwigzanych z dojrzewaniem autofagosomoéw
i degradacjg
W oparciu o analize proteomiczng dokonano poréwnania wzglednego poziomu biatek
zwigzanych z autofagia, dzielgc je na 3 grupy reprezentujgce poszczegdlne etapy zwigzane
z powstawania pecherzykdw autofagicznych oraz degradacjg w lizosomach. Wykazano, ze w
trakcie starzenia dochodzi do stopniowego wzrostu poziomu analizowanych biatek. Najwiecej
biatek, ktdrych poziom byt wyraznie podwyzszony zaobserwowano w komadrkach bedgcych na
pdinym etapie starzenia. Komoérki ulegajgce starzeniu replikacyjnemu charakteryzowaty sie
wiekszg niz pozostate grupy badane zmiennoscig pomiedzy poszczegdlnymi replikatami
biologicznymi. Tym niemniej w komadrkach ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu poziom wielu
biatek byt podwyziszony i zblizony do poziomu w komdrkach bedacych na pdinym etapie

starzenia (Ryc. 4.42).

Obserwowany wzrost poziomu analizowanych biatek moze wynika¢ ze wzrostu ekspres;ji
genow je kodujacych, jak réowniez ze wzrostu liczby reprezentowanych przez nie struktur

autofagicznych.
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Degradacja fadunku w autolizosomie
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Ryc. 4.42. Mapy ciepta przedstawiajgce wzgledny poziom wybranych biatek biorgcych udziat w wybranych
etapach autofagii. A. Biatka zwigzane z dojrzewaniem autofagosomu, B. Biatka zwigzane z fuzjg
autofagosomu z lizosomem, C. Biatka zwigzane z degradacjg w autolizosomie. Dane uzyskane z analizy
proteomicznej w wykorzystaniem spektrometrii mas. Analize przeprowadzono w oparciu o standaryzacje Z.

4.6.4. Analiza wydajnosci przebiegu autofagii.

Rdéznice w poziomie biatek mogg wskazywac na zaburzony przebieg autofagii w komdrkach
ulegajacych starzeniu. W celu pomiaru bazalnej aktywnosci autofagii na réznych etapach
starzenia wyznaczono tzw. indeks autofagii. Stuzy on do oceny tempa syntezy i degradacji
pecherzykéw autofagicznych. Miarg tego tempa jest zmiana w poziomie lipidowanej formy
biatka LC3B (LC3B 1l) w komdrkach nietraktowanych oraz poddanych dziataniu inhibitora
autofagii. Ta ostatnia forma biatka LC3 wigze sie z btong autofagosoméw i w kolejnych etapach
autofagii po fuzji autofagosomu z lizosomem ulega degradacji. Rdznica w poziomie LC3 Il
miedzy komodrkami traktowanymi inhibitorami autofagii, a tymi, ktérych nie poddano
dziataniu inhibitoréw, powinna odzwierciedla¢ stopien degradacji LC3 Il w lizosomach. Do
doswiadczen uzyto dwdch inhibitoréw - bafilomycyny Al oraz chlorochiny, ktére zmieniajac
pH wnetrza lizosoméw uniemozliwiajg degradacje autofagosomoéw. Uzyskane wyniki
jednoznacznie wskazujg na wyrazne obnizenie wydajnosci autofagii w komaérkach starych. Co
ciekawe, zastosowanie bafilomycyny Al pozwolito na wykazanie narastajacych zaburzen
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autofagii wraz z postepem starzenia. Traktowanie VSMC chloroching wywierato podobny

efekt w komaérkach na wczesnym i pdznym etapie starzenia (Ryc. 4.43).
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Ryc. 4.43. Wydajnos¢ autofagii w komdrkach miesni gtadkich naczyn ulegajacych starzeniu.
A. Reprezentatywne zdjecia obrazujgce ilos¢ biatka w poszczegdlnych wariantach doswiadczalnych.
B. llosciowa analiza indeksu autofagicznego wyliczona w oparciu o poziom biatek LC3B | i Il
w komarkach nietraktowanych oraz traktowanych bafilomycyng A1l lub chloroching, sSrednia +SEM,
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4.6.5. Modulacja wydzielania pecherzykow zewngtrzkomorkowych
poprzez inhibicje procesu autofagii
Wyniki zaprezentowane w rozdziale 4.6. wskazujg na zaburzenia w procesie autofagii
w komodrkach VSMC ulegajacych starzeniu inudkowanemu, jak i replikacyjnemu. Narastajace
zmiany w poziomie biatek istotnych dla regulacji przebiegu procesu autofagii korelujg
z obnizeniem wydajnos$ci tego procesu. Opublikowane prace dowodzg, ze proces autofagii jest
nie tylko odpowiedzialny za degradacje uszkodzonych struktur komdérkowych i biatek, ale
rowniez moze uczestniczy¢ w degradacji ILVs poprzez fuzje ciatek wielopecherzykowych
(MVBs) z autofagosomami, co prowadzi do utworzenia tzw. amfisoméw. Amfisomy moga
nastepnie ulec degradacji zaleznej od lizosomdw lub, po fuzji z btong komdérkowg, uwolnié

zawarte w nich pecherzyki oraz makroczasteczki na zewnatrz komorki (Ryc. 1.4).

Czes$¢ przedstawionych na schemacie struktur udato sie zwizualizowac¢ z wykorzystaniem
mikroskopii elektronowej (Ryc. 4.44, 4.45, 4.46). W komodrkach proliferujgcych (Ryc. 4.44)
znajdowaly sie liczne jednobtonowe pecherzyki autofagiczne, o wielkosci mniejszej niz 1 um,
z zawartoscig o réznej gestosci elektronowej (czarne strzatki). Morfologia obserwowanych
struktur sugeruje, iz moga to by¢ autolizosomy z zawartoscig przeznaczong do degradacji, badz
czesciowo zdegradowang, a ich liczna obecnos$¢ swiadczy o aktywnym procesie autofagii
w komdrkach. Aparat Golgiego w tych komérkach tworzy charakterystyczne stosy, sktadajgce
sie w wiekszosci ze $cisle upakowanych cystern o jednakowej grubosci, co wskazuje na jego
spoczynkowg aktywnos¢ (G) (Ryc. 4.44B). Zaobserwowano réowniez struktury o wysokiej
gestosci elektronowej, ktére fuzjujg z jednobtonowymi pecherzykami o duzo mniejszej
gestosci elektronowej (#). Struktury te stanowity lizosomy, ktdre ze wzgledu na duzg
zawartos$¢ enzymoéw trawiennych wykazujg wysoka gestosé elektronowa, uzyskang w wyniku
uzytej w tym przypadku metody przygotowania prébki do obrazowania. Lizosomy te t3czg sie
z innymi pecherzykami pochodzenia endosomalnego (endosomami, autolizosomami) (Ryc.
4.44Ai D). Dodatkowo na rycinie 4.44D. immunodetekcja biatka CD63 za pomocg przeciwciata
sprzezonego z nanoczastkami ztota (czarne punkty) wykazata obecnos¢ tego biatka na btonie
opisywanych powyzej struktur, co sugeruje endosomalne pochodzenie tych pecherzykow.
Ogélny obraz komérki wydaje sie by¢ uporzadkowany co powoduje tatwg obserwacje

poszczegdblnych organelli komdrkowych.
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Komorki na wczesnym etapie starzenia charakteryzujg sie bardzo licznymi ciatkami
wielopecherzykowymi (MVBs), obserwowanymi na réinych etapach tworzenia. S3 one
zlokalizowane najczesciej w poblizu btony komérkowej (Ryc. 4.45 A'i C) lub aparatu Golgiego.
Aparat Golgiego w procesie starzenia zmienia swojg strukture - cysterny skracajg sie, a na ich
koricach mozna zaobserwowac tworzgce sie pecherzyki, co moze swiadczy¢ o jego wzmozonej
aktywnosci i formowaniu licznych pecherzykdéw, jak na przyktad MVBs. Zawartosé
pecherzykédw autofagicznych w komdrkach starych charakteryzuje sie nizszg gestoscia
elektronowg w poréwnaniu do komérek proliferujgcych. Te, ktére wystepujg, majg zawartosc
0 nizszej gestosci elektronowej niz pecherzyki autofagiczne w komaérkach proliferujgcych. Na
rycinie 4.45D. zamieszczono zdjecia, ktére przedstawiajg pecherzyki autofagiczne z widoczna

immunodetekcjg CD63, co potwierdza ich endolizosomalne pochodzenie.

Komérki na pdznym etapie starzenia charakteryzujg sie podobng ultrastrukturg co komorki na
wczesnym etapie starzenia (Ryc. 4.46). W obu typach komodrek obserwowano napeczniatg
siateczke $rddplazmatyczng, struktury pecherzykowate Golgiego, przewage MVBs nad
pecherzykami autofagicznymi oraz mitochondria o zmienionej budowie. Co odrdznia komorki
podczas pogtebiajgcego sie starzenia od tych na wczesnym etapie starzenia to obecnos¢ kropel
ttuszczu o biatkowych otoczkach (niebieskie trdjkaty) oraz wieksza liczba pecherzykéw
o bardzo wysokiej gestosci elektronowej, ktérych wielkos¢ nie przekracza 500 nm, co sugeruje,
iz mogg by¢ lizosomami lub péznymi endosomami (zielone romby). W komérkach SIPS IV
obserwowane bylty tez liczne pecherzyki o wielkosci przekraczajgcej 1,5 um o bardzo niskiej

gestosci elektronowej pochodzenia endolizosomalnego.
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Ryc. 4.44. Reprezentatywne zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopii elektronowej, przedstawiajace
proliferujace komarki VSMC. Zdjecia przedstawiajg: A. Pecherzyki autofagiczne z zawartos$cig przeznaczong
do degradacji oraz fuzje lizosomu (*) z pecherzykiem pochodzenia endosomalnego (#), mitochondrium (M).
B. Cysternowg strukture aparatu Golgiego (G). C. Pecherzyki autofagiczne z zawartoscig na réznych etapach
degradacji (czarne strzatki). D. Immunodetekcje biatka CD63 za pomocag przeciwciata znakowanego
czgstkami ztota (czarne punkty), ciatka wielopecherzykowe (MVB).
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Ryc. 4.45. Reprezentatywne zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopii elektronowej, przedstawiajace
komaérki VSMC na wczesnym etapie starzenia. Zdjecia przedstawiaja: A. Ciatka wielopecherzykowe (MVB).
B. Pecherzykowatg strukture Aparatu Golgiego. C. Liczne ciatka wielopecherzykowe w bliskiej odlegtosci
Aparatu Golgiego. D. Immunodetekcje biatka CD63 za pomocga przeciwciata znakowanego nanoczgstkami
ztota (czarne punkty), pecherzyki autofagiczne z zawartoscig przeznaczong do degradacji oraz fuzje lizosomu
z pecherzykiem pochodzenia endosomalnego (#).
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Ryc. 4.46. Reprezentatywne zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopii elektronowej, przedstawiajace
komérki VSMC na péinym etapie starzenia. Zdjecia przedstawiajg: A., B. Liczne ciata wielopecherzykowe
(MVB) w bliskiej odlegtosci aparatu Golgiego, pecherzyki autofagiczne z zawartoscig przeznaczong do
degradacji oraz fuzje lizosomu z pecherzykiem pochodzenia endosomalnego (#). C. Krople ttuszczu
w biatkowych otoczkach (niebieskie trdjkaty). D. Pecherzyki o wysokiej gestosci elektronowej (zielone
romby), pecherzyki pochodzenia endolizosomalnego (czarne gwiazdki).
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Powstawanie i sekrecja egzosomdéw sg scisle powigzane ze szlakiem endosomalnym.
W zwigzku z powyzszym przeanalizowano poziom ekspresji wybranych genéw oraz biatek
przez nie kodowanych, biorgcych w nim udziat. Nie wykazano istotnych réznic w ekspresji
gendw EEA1 oraz Rab7a, ktore kodujg biatka zaangazowane w transport oraz dojrzewanie
endosomow. Natomiast Rab27a, ktéry koduje biatko odpowiedzialne za uwalnianie
egzosomow do przestrzeni zewnatrzkomérkowej, charakteryzowato sie istotnym spadkiem
ekspresji w pierwszym tygodniu po indukcji starzenia, a nastepnie niewielkim wzrostem
w czwartym tygodniu trwania eksperymentu. Istotny spadek ekspresji wykazano réwniez
w komodrkach ulegajacym starzeniu replikacyjnemu (Ryc. 4.47A). Poziom biatek zwigzane
z transportem endosomdw, w przeciwienstwie do gendw, charakteryzowaty sie istotnymi
zmianami poziomOw w czasie progresji starzenia. Poziom biatka EEA1 drastycznie wzrdst
w SIPS | i utrzymywat sie w kolejnych tygodniach starzenia. Komérki RS w poréwnaniu do
kontroli wykazaty niewielki wzrost, natomiast réznica w poziomie tego biatka, pomiedzy
starzeniem indukowanym a replikacyjnym byta istotna statystycznie. Poziom biatka Rab7a
w pierwszym tygodniu procesu starzenia byt podobny do obserwowanego w komorkach
kontrolnych, a jego istotny wzrost zaobserwowano w komaérkach na pdznym etapie starzenia,
za$ komorki RS charakteryzowaty sie niejednorodnymi zmianami. Poziom biatka Rab27a
wykazywat tendencje spadkowe, obserwowane dopiero w SIPS IV oraz RS (Ryc. 4.47B). Analiza
poziomu tych samych biatek metoda Western blot wykazata brak istotnych oraz
jednoznacznych réznic pomiedzy komoérkami proliferujgcymi a komérkami starymi (Ryc.

4.47D).
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Ryc. 4.47. Analiza zmian w ekspresji genédw i poziomu biatek zaangazowanych w szlak endosomalny
w komadrkach miesni gtadkich naczyn ulegajacych starzeniu. A. Ekspresja gendw EEAI1, Rab7a oraz Rab27a.
B. Poziom biatek EEA1, Rab7a oraz Rab27a okreslone metoda spektrometrii mas. C. Reprezentatywne zdjecia
obrazujgce ilos¢ biatka w poszczegdlnych wariantach doswiadczalnych. D. Analiza densytometryczna wynikéw
Western blot. Wykres ramka—wasy (min, Q1, mediana, Q3, max), n=4-7. Wykresy przedstawiajg poziom biatek

Rab27a

po normalizacji do biatka referencyjnego — GAPDH.

Biorgc pod uwage istnienie zaleznosci pomiedzy autofagia a sekrecjg, postanowiono sprawdzié

czy hamowanie autofagii

zewnatrzkomérkowych wydzielanych przez komérki stare.
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W tym celu zastosowano dwa inhibitory autofagii: bafilomycyne Al i chlorochine.
Zastosowane inhibitory dziataja na tym samym etapie autofagii i oba prowadzg do
podwyzszenia pH w lizosomach, co zaburza prawidtowe dziatanie enzyméw i w konsekwencji
uniemozliwia degradacje. Rézni je jednak mechanizm dziatania. Bafilomycyna Al hamuje
zdolnos¢ v-ATPazy do przenoszenia protondéw do wnetrza lizosomu i blokuje jego fuzje
z autofagosomem, a chlorochina wnika do lizosomoéw, gdzie ulega protonacji i blokuje

degradacje materiatu w autolizosomie.

Podanie bafilomycyny Al, powodowato zwiekszong sekrecje pecherzykéw przez komorki
proliferujgce. Liczba uwalnianych przez nie pecherzykéw byta poréwnywalna do liczby
pecherzykdw wydzielanych przez komorki stare (SIPS IV), w ktdrych jak wczesniej wykazano,
zahamowanie autofagii nastgpito w wyniku rozwoju procesu starzenia. Co ciekawe,

chlorochina nie wptywata na wzrost sekrecji EVs (Ryc.4.48.).
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Ryc. 4.48. Wptyw inhibitorow autofagii na sekrecje
EVs przez komorki proliferujace (kontrola), srednia
+SEM, n=6.
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Kolejnym krokiem byto sprawdzenie jak hamowanie autofagii w komadrkach starych, w ktérych
wydajnos¢ autofagii juz jest obnizona, wptynie na poziomu sekrecji EVs. W tym celu
analizowano krotnos¢ zmian liczby wydzielanych EVs w komérkach proliferujacych oraz

indukowanych do starzenia, poddanych dziataniu inhibitorow.
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Ryc. 4.49. Wptyw inhibitorow autofagii - bafilomycyny A1l raz chlorochiny na poziom sekrecji pecherzykow
zewnatrzkomérkowych przez komorki bedace na réinych etapach starzenia indukowanego. NT — komorki
nietraktowane inhibitorem (komaérki kontrolne, SIPS | i SPSIV, odpowiednio dla kazdego z wykresow. Wykres
ramka —wasy (min, Q1, mediana, Q3, max), n=5-7

Wykazano, ze podanie bafilomycyny Al powoduje podobny wzrost liczby wydzielonych
pecherzykéw w komaérkach proliferujgcych oraz bedgcych na wczesnym etapie starzenia (SIPS
[). Komoérki na pdédinym etapie starzenia (SIPS IV) odpowiadaty silniej na traktowanie
bafilomycyng A1l. Stwierdzono ponad 3-krotny, istotnie statystyczny, wzrost liczby
pecherzykdw. We wszystkich grupach badanych nie stwierdzono wptywu stosowania

chlorochiny na zmiany w sekrecji pecherzykdéw zewnatrzkomaorkowych (Ryc. 4.49).

W zwigzku z uzyskanymi wynikami, w celu sprawdzenia wptywu inhibitoréw na hamowanie
procesu autofagii, przeanalizowano poziom biatek autofagicznych w komodrkach

proliferujacych (kontrolnych) oraz ulegajgcych starzeniu.
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W oparciu o analize zmian w poziomie biatek zwigzanych z autofagia stwierdzono, ze we
wszystkich grupach poddanych dziataniu zaréwno bafilomycyny A1, jak i chlorochiny, doszto
do hamowania procesu autofagii, o czym s$wiadczyt wzrost poziomu biatka SQSTM1/p62,
STX17 oraz LC3B Il. Biorgc pod uwage poziom zmian wymienionych biatek, bafilomycyna Al
wykazywata znaczgco silniejszy efekt hamujgcy na autofagie niz chlorochina. Z kolei
chlorochina wykazywata silniejsze dziatanie na komorki stare niz proliferujgce, o czym
Swiadczyt wyzszy poziom STQSTM1/p62 oraz LC3B Il w komodrkach starych hodowanych
w obecnosci chlorochiny w poréwnaniu do komodrek proliferujgcych, kontrolnych z
chloroching. Co wiecej efekt ten narastat w pdzniejszych etapach starzenia (SIPS 1V) (Ryc.

4.50).
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Analizowano réwniez obecnos$¢ biatek pochodzacych z autofagosomoéow we frakcji EVs
wydzielanych przez komérki poddane dziataniu inhibitoréw autofagii oraz komorki
nietraktowane. Wykazano znaczgcy wzrost poziomu SQSTM1/p62 oraz LC3B w EVs
wydzielonych przez komérki poddane dziataniu bafilomycyny Al. Zwiekszony udziat biatek
autofagosomalnych byt widoczny we frakcji EVs wydzielonych zaréwno przez komorki
kontrolne (mtode), jak i komorki ulegajgce starzeniu poddane dziataniu bafilomycyny Al.
Jednakze, biorgc pod uwage tylko warianty komorek traktowane bafilomycyng A1,
zaobserwowano stopniowy, postepujgcy w czasie spadek poziomu biatek SQSTM1/p62 i LC3B
w EVs wydzielonych przez komorki stare. Poziom badanych biatek w EVs wydzielonych przez
komoérki poddane dziataniu chlorochiny byt poréwnywalny z poziomem w EVs wydzielonych

przez komorki nietraktowane, zaréwno mtode, jak i stare (Ryc. 4.51).
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4.7. Wptyw simwastatyny na wydzielanie czynnikow SASP

Simwastatyna jest lekiem o dziataniu przeciwmiazdzycowym. Wykazuje ona szerokie

spektrum dziatania, w tym réwniez przeciwzapalne. W zwigzku z powyzszym postanowiono

153



sprawdzi¢, czy simwastatyna wptywa na sekretom komodrek starych. W tym wypadku

analizowano zaréwno poziom wybranych biatek rozpuszczalnych, jak i pecherzykow.

Do zbadania wptywu simwastatyny na wydzielanie sktadnikdw SASP wykorzystano model
krotkotrwatego (pulsacyjnego) traktowania komérek VSMC doksorubicyng o stezeniu 1 uM

przez 2 godziny w celu indukcji starzenia. Taki model zostat juz wcze$niej opisany przez nas 24’.

W pierwszym etapie badan sprawdzono wptyw simwastatyny na proliferacje komoérek VSMC
wykorzystujgc do tego celu przyzyciowa analize postepujacych w czasie zmian w gestosci

hodowli. Wyniki analizy przedstawiono na rycinie 4.52.
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_ 801 DMSO (sim. 250 nM)
)
c DMSO (sim. 750 nM)
L 60-
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c
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20+ -
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1 2 3 4 5 6 7
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Ryc. 4.52. Analiza wptywu réinych stezen simwastatyny na proliferacje komorek mtodych. Wykres ramka —
wasy (min, Q1, mediana, Q3, max). (Czes¢ analiz wykonana w ramach pracy magisterskiej Klary Siejdy,
wykonanej pod opiekq autorki).

W oparciu o przeprowadzony pomiar, do dalszych badan wytypowano dwa stezenia

simwastatyny — 100 nM i 250 nM, ktére nie wptywaty na proliferacje komdrek VSMC.

Komorki indukowane do starzenia pulsem doksorubicyny byty hodowane przez 7 dni
w obecnosci simwastatyny w wybranych stezeniach (100 nM oraz 250 nM). Co drugi dzien
wymieniano pozywke na swiezg z dodatkiem nowej porcji simwastatyny. Po 7 dniach
analizowano w pozywce wybrane czynniki SASP korzystajgc z zestawu odczynnikow
LEGENDplex™ do cytometrycznej analizy biatek wydzielonych do pozywki. Wykazano znaczny
spadek wydzielania cytokin przez komérki hodowane w obecnosci simwastatyny w stezeniu

250 nM. Nizsze stezenie leku nie powodowato spadku wydzielania cytokin. Spadkowi poziomu
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wydzielanych rozpuszczalnych skfadnikéw SASP nie towarzyszyt spadek liczby pecherzykéw

zewnatrzkomdrkowych wydzielanych przez komaorki ulegajgce starzeniu (Ryc. 4.53).

Wykazano, ze simwastatyna nie wptywa na liczbe wydzielanych pecherzykdéw przez komaorki

stare.
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5000 E j

EVs/komdrke

Ryc. 4.53. Analiza wptywu simwastatyny na poziom wydzielania wybranych czynnikéw SASP. A. Mapa ciepta
przedstawiajaca analize poréwnawcza poziomu wydzielanych cytokin. B. Wptyw simwastatyny na liczbe
wydzielonych pecherzykéw przez komérki VSMC ulegajace starzeniu; Wykres ramka —wasy (min, Q1, mediana,
Q3, max), n=4 (Czes¢ analiz wykonana w ramach pracy magisterskiej Klary Siejdy, wykonanej pod opiekq

autorki).
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5. Dyskusja

Starzenie komodrkowe jest procesem zachodzgcym w kazdym zywym organizmie i jest
zaangazowane zaréwno w procesy fizjologiczne zwigzane ze starzeniem organizmu 78248, jak
i w szerokie spektrum chordb zwigzanych z wiekiem 2°. Nalezy jednak pamietaé, ze starzenie
komdrkowe (sensescence) i starzenie sie organizmu (aging) nie sg synonimami, poniewaz
komorki mogg ulegac starzeniu niezaleznie od wieku organizmu w odpowiedzi na czynniki

stresowe.

Pomimo iz mineto ponad 60 lat od odkrycia starzenia komdrkowego 4, nie udato sie znalezé
uniwersalnego markera tego procesu, a do identyfikacji komoérek starych wymagane s3 liczne
znaczniki 2°°. Wiekszo$¢ badari nad starzeniem komdrkowym prowadzona byta na
fibroblastach, zatem wyznaczenie markerdw starzenia zostato dokonane gtdwnie w oparciu
o ten typ komdrek 17253, Obecnie wiadomo juz, ze w zaleznosci od pochodzenia tkankowego,
komorki mogg charakteryzowaé sie swoistymi markerami starzenia, a ich okreslenie moze
miec¢ krytyczne znaczenie przy ocenie wieku biologicznego tkanek i organizmoéw, rozwoju
chordb zwigzanych z wiekiem, jak tez przy okreslaniu efektywnosci dziatania senolitykéw —

zwigzkdw selektywnie eliminujgcych komérki stare.

W przeprowadzonych, w ramach niniejszej pracy, badaniach zwrécono szczegdlng uwage na
dynamiczny charakter zmian zachodzacych w trakcie starzenia. Wiadomo bowiem, ze fenotyp
starzenia zmienia sie czasie, a komodrki stare mogg nabiera¢ nowych cech, ktére nie
wystepowaty na wczesnym etapie tego procesu 2>*. Co wiecej, mozna przypuszczaé, ze to
komorki, ktére gromadzg sie w tkankach, przebywajgc w nich przez dtuzszy czas (komérki
ulegajagce starzeniu replikacyjnemu lub bedace na pdinych etapach starzenia
przyspieszonego), mogg oddziatywa¢ w odmienny sposéb na mikrosrodowisko niz te na

wczesnym etapie procesu starzenia.

Jednymi z najbardziej rozpowszechnionych choréb wieku podesztego sg choroby uktadu
sercowo-naczyniowego, takie jak na przyktad miazdzyca. W niniejszej pracy postanowiono
dokonac charakterystyki poréownawczej komdrek miesni gtadkich aorty, ktére ulegty starzeniu
replikacyjnemu (RS) oraz starzeniu indukowanemu stresem (SIPS), z uwzglednieniem

wczesnego i pdznego etapu tego procesu.
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5.1. Zachodzace w czasie zmiany w fenotypie komorek starych
analizowane w oparciu o zdefiniowane markery starzenia.

W pierwszej kolejnosci analizowano markery starzenia powszechnie uznane za uniwersalne.
Do markeréw uniwersalnych zaliczono zmiany zachodzgce na poziomie struktury
i ultrastruktury komoérek, jak tez te zachodzace na poziomie molekularnym, dotyczacym

konkretnych gendw i biatek.

Obserwacje komdrek VSMC ulegajgcych starzeniu dowiodty, ze ich morfologia ulega zmianom
typowym dla tego procesu — ciato komérki ulegajgcej starzeniu oraz jej jadro stawaty sie
bardziej ptaskie i zwiekszaty swojg powierzchnie 2°>%°%, Zmiany te narastaty z czasem. Wraz
z pogtebianiem fenotypu starzenia zwiekszata sie ilos¢ tzw. SCAFs (ang. senescent-cell
adhesion fragments) czyli oderwanych duzych fragmentéw komadrkowych przylegajacych do
btony zewnetrznej komdrek starych, ktére zostaty niedawno opisane przez Durik i wsp.2?>’. Jak
twierdzg autorzy tej publikacji, SCAFs mogg przetrwa¢ nawet kilka dni w Srodowisku
zewnatrzkomoérkowym, a po tym czasie pekajg i uwalniajg swojg zawartosé. Wykazano, ze
proteom tych struktur jest zréznicowany i obejmuje czynniki sprzyjajgce rekrutacji komoérek
uktadu odpornosciowego oraz tzw. wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniami (DAMP
ang. Damage Associated Molecular Paterns), co tacznie przyczynia sie do promocji stanu
zapalnego. Co istotne SCAFs zostaty rowniez zidentyfikowane in vivo, u myszy, w ktérych za
pomocg onkogenu, indukowano starzenie hepatocytéw. Te niedawno opisane struktury
stanowig zatem kolejny element fenotypu sekrecyjnego, ktéry w istotny sposdb moze
wptywaé na mikrosrodowisko, co wydaje sie mieé¢ szczegdlne znaczenie w kontekscie starych

komérek VSMC gromadzgacych sie w blaszkach miazdzycowych.

Analiza  ultrastruktury  starych  VSMC pozwolita na  zaobserwowanie zmian
w mitochondriach, jak réwniez w siateczce $srddplazmatycznej i aparacie Golgiego. Zaburzenia
struktury organelli w ulegajacych starzeniu komérkach VSMC przypominaty te opisywane juz
wczesniej w literaturze 2°8-20, Wyraznie powiekszona siateczka $rédplazmatyczna oraz aparat

Golgiego moze $wiadczy¢ o wzmozonym transporcie wewngtrzkomorkowym, jak i sekrecji.

Podstawowg cechg komoérek starych, ktdéra definiuje proces starzenia, jest state

i nieodwracalne zatrzymanie cyklu komdrkowego. Do oceny potencjatu proliferacyjnego
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komérek po traktowaniu doksorubicyng wykorzystano test wbudowywania BrdU
i potwierdzono, ze w badanym modelu eksperymentalnym komorki poddane dziataniu
doksorubicyny (7 dni traktowania) nie wznawiaty podziatéw komodrkowych nawet po
4-tygodniowej hodowli. Populacja komodrek ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu
charakteryzowata sie obecnoscig niewielkiej liczby komédrek syntetyzujgcych DNA, swiadczac
o heterogennym, pod wzgledem zachowania potencjatu proliferacyjnego, charakterze tej
grupy. Na istnienie takiej heterogennosci w populacji komérek ulegajacej starzeniu
replikacyjnemu zwrdcit uwage Ogrodnik 261, ktory wyrdznit stan okreslony przez niego jako
‘replicative aging’ i nastepujacy po nim stan ‘cellular senescence’. Stan ‘replicative aging’
charakteryzuje sie stopniowym nabywaniem cech swiadczgcych o uposledzeniu prawidtowego
funkcjonowania komoérki, takich jak wydtuzanie cyklu komérkowego, postepujaca hipertrofia
komorki, zmiany w metabolizmie, skracanie telomeréw czy tez stopniowe gromadzenie
uszkodzen w makroczgsteczkach. Stan ‘cellular senescence’ odréznia od ‘replicative aging’
poprzedniego nieodwracalne zatrzymanie cyklu komérkowego oraz nasilenie prozapalnego

fenotypu komorek starych.

Z nieodwracalnym zatrzymaniem proliferacji komodrek starych silnie koreluje wzrost
aktywnosci SA-B-gal. Jest ona enzymem lizosomalnym, ktoére jest aktywny przy pH 6.0, a wiec
wyzszym niz fizjologiczne pH lizosoméw (pH 4.0). Pomimo iz podwyzszona aktywnos$¢ SA-B-gal
uznawana jest za podstawowy marker starzenia, to prawdopodobnie nie odgrywa ona zadne;j

roli w starzeniu 262

, a jedynie towarzyszy zmianom zachodzacym w starzejacych sie
komorkach. Zwiekszony poziom aktywnej SA-B-gal wynika miedzy innymi ze zwiekszonej liczby
dysfunkcyjnych lizosoméw 293, W badanych komdrkach VSMC ulegajacych starzeniu
zaobserwowalismy wyrazny wzrost SA-B-gal na poziomie biatka, jak i zwiekszong mase
lizosoméw. Jednak obserwowany wzrost byt porownywalny we wszystkich grupach komaérek
starych. Wydaje sie zatem, ze obserwowana zwiekszona aktywnos¢ SA-B-gal na pdznym etapie
starzenia jest niezalezna od ilosci biatka oraz liczby lizosomdéw i moze wynika¢ chociazby ze

zmian zwigzanych z dysfunkcjg lizosomow, cho¢ zeby to potwierdzi¢ potrzebne sg dodatkowe

analizy.

Zaréwno w starzeniu indukowanym, jak i replikacyjnym, dochodzi do akumulacji uszkodzen

dwuniciowych DNA, o czym $wiadczy obecnos¢ skupisk biatek yH2AX oraz 53BP1, bedacych

159



elementami szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA 254, Wraz z pogtebianiem sie fenotypu
starzenia zaobserwowaliSmy czesciowy spadek liczby uszkodzen DNA, co skutkowato
wzrostem liczby komoérek bez uszkodzen. W efekcie komérki bedgce na pdinych etapach
starzenia (SIPS 1V), pod wzgledem liczby identyfikowanych w nich skupisk biatka 53BP1,
przypominaty komorki kontrolne. W przypadku yH2AX, liczba komodrek bez skupisk tego biatka
byta znaczgco nizsza we wszystkich analizowanych grupach komérek starych (SIPS 1i IV, RS).
Biatko 53BP1 wuczestniczy w naprawie DNA, podczas gdy yH2AX znakuje miejsca
rozpoznawane przez komérkowe systemy naprawcze 2%°. Uzyskany wynik sugeruje, ze
w komoérkach starych czes¢ uszkodzen pozostaje nierozpoznanych — nie wyznakowanych
biatkiem 53BP1. Zgodnie z wynikami badan przedstawionych przez Hewitt i wsp. 2%, przeszto
potowa uszkodzen DNA indukowanych czynnikami genotoksycznymi prowadzacymi do
starzenia komdrkowego jest zlokalizowana w telomerach. Wtasnie one zostaty zaliczone do
puli dtugo utrzymujacych sie, w komérce starej nienaprawionych uszkodzern DNA. Jest to
zwigzane z ograniczonymi mozliwo$ciami dziatania systemdéw naprawy DNA w tych miejscach
chromosomu 2%7. Co ciekawe, komérki VSMC ulegajgce starzeniu replikacyjnemu
charakteryzowaty sie najwiekszg liczbg uszkodzen. Wydaje sie to skorelowane z uszkodzeniami
zlokalizowanym preferencyjnie w telomerach, gdyz to wfasnie skracanie telomerdéw jest

odpowiedzialne za ten rodzaj starzenia.

Poczynione przez nas obserwacje dotyczgce spadku liczby uszkodzen w komadrkach VSMC
bedacych na pdéinym etapie starzenia, potwierdzajg badania prowadzone na fibroblastach

przez Chen i Ozanne 298,

Analize fenotypu na poziomie molekularnym przeprowadzono w oparciu o markery
powszechnie wykorzystywane do identyfikacji komérek starych, zaréwno in vitro, jakiiin vivo.
Nalezg do nich biatka zwigzane ze strukturg jadra komérkowego — lamina B1 (LMNB1),
HMGB1, naprawg DNA - PARP1 oraz biatka sygnatowe, takie jak: p53 (TP53), p21 (CDKN1A)
i p16 (CDKN2A).

W naszych badaniach biatka jadrowe wykazywaty stopniowy spadek w trakcie starzenia
indukowanego, a komorki stare replikacyjnie charakteryzowaty sie poziomem tych biatek
zblizonym do komoérek na pdinym etapie starzenia. Lamina Bl jest gtéwnym biatkiem

budujgcym otoczke jadrowag, ktérej zanik obserwowany w komadrkach ulegajgcych starzeniu

160



prowadzi do rozluznienia chromatyny #>2%°, Biatko HMGB1, wedtug badar opublikowanych

270 jest kluczowe do utrzymania okres$lonej struktury

przez grupe Sofiadis w 2021 roku
chromatyny w komorkach ulegajacych starzeniu. HMGB1 w jagdrze komdrkowym wspotdziata
z komponentami chromatyny w taki sposéb, aby wspiera¢ ekspresje gendéw SASP, a takze
wspiera stabilno$¢ tych transkryptéw 27°. Nalezy réwniez pamietaé, ze w trakcie starzenia
jadrowe HMGB1 zostaje wydzielone do $rodowiska zewnatrzkomdrkowego, co skutkuje

indukcjg stanu zapalnego >°.

Biatka p21i p16 - klasyczne markery starzenia, sg inhibitorami cyklin zaleznych od kinaz (CKDs),
i uczestniczg w zatrzymaniu cyklu komérkowego. O ile poziom biatka p1l6 oraz ekspresja
CDKN2A sukcesywnie wzrastaty w trakcie starzenia indukowanego oraz w starzeniu
replikacyjnym, to ekspresja CDKN1A oraz poziom p21 wzrastaty po indukcji starzenia (SIPS 1),
ale spadaty na pdéznym etapie starzenia (SIPS 1V). Komorki poddane starzeniu replikacyjnemu
wykazywaty ekspresje gendw oraz biatek na poziomie zblizonym do komadrek SIPS IV. Wyniki

272w ktdrej autorzy wykazali, ze

te znajdujg potwierdzenie w pracy Gretchen Stein i wsp.
zatrzymanie cyklu komérkowego nastepuje przed wzrostem poziomu p16, co sugeruje, ze p21
moze by¢ wystarczajagce do hamowania proliferacji, jednak jego poziom spada w trakcie
pogtebiania sie starzenia. Natomiast wzrost p16 na pdZznym etapie starzenia sugeruje jego role

w utrzymaniu starzenia, zwtaszcza przy spadku poziomu p21 272,

Uzyskane przez nas wyniki dowiodty istnienia zaleznych od etapu i typu starzenia rdznic
w poziomie wyrazenia zdefiniowanych markerdw starzenia, co juz na tym wstepnym etapie
analizy dowiodto zréznicowania komérek starych. Wskazuje réwniez, ze identyfikacja tych

komorek, zwtaszcza in vivo, moze zaleze¢ od doboru markerdéw.

5.2. Roznice w transkryptomie komérek na wczesnym i pdznym etapie
starzenia indukowanego oraz komorek ulegajacych starzeniu
replikacyjnemu

Poréwnujgc komérki VSMC bedgce na wczesnym i pdznym etapie starzenia indukowanego
oraz ulegajgce starzeniu replikacyjnemu z komdrkami proliferujgcymi, stwierdziliSmy wyrazny
wzrost liczby gendw, ktérych ekspresja rosta na pdznych etapach starzenia indukowanego oraz
w starzeniu replikacyjnym przy zblizonej liczbie gendw o obnizonej ekspresji we wszystkich
grupach komérek starych. Swiadczy to o aktywnej przebudowie transkryptomu wraz
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z rozwojem fenotypu starzenia. Niemniej jednak we wszystkich grupach komorek starych,
niezaleznie od etapu starzenia i typu starzenia, wykazalismy duze podobienstwo najbardziej
wzbogaconych Sciezek sygnatowych (reactome pathways). Geny, ktérych ekspresja zmieniata
sie istotnie statystycznie (dominowaty geny o obnizonej ekspresji), byty zaangazowane
w regulacje cyklu komérkowego, a wiec regulacje mitozy, syntezy DNA oraz punktéw kontroli.
Nieco odmienne wyniki uzyskali Hernandez-Segura i wsp. 273, ktérzy zachodzace w czasie
zmiany w ekspresji gendéw badali w starzejgcych sie fibroblastach, melanocytach oraz
keranocytach. Analize transkryptomu prowadzili w 4, 10 i 20 dni po indukcji starzenia.
Podobnie jak wykazaty nasze badania, wraz z uptywem czasu transkryptom komérek starych
ulegat modyfikacjom — rosta liczba genéw, ktérych ekspresja zmienia sie istotnie statystycznie.
Biorgc pod uwage procesy, w ktdre zaangazowane sg biatka kodowane przez geny
o réznicowe] ekspresji zidentyfikowane na wczesnym etapie starzenia (4-10 dni po indukgji),
badacze odnotowali zmiany w $ciezkach zwigzanych z odpowiedzig na uszkodzenia DNA oraz
Sciezkach zaleznych od biatka p53 i kinazy p38 oraz szlakach metabolicznych. Dopiero
w komoérkach na pdzniejszym etapie starzenia (dzien 20) najsilniej reprezentowane byty szlaki
zwigzane z hamowaniem cyklu komdrkowego i reorganizacjg chromatyny. Ta réznica
w uzyskanych przez nas i Hernandez-Segura i wsp.?’”®> wynikach moze wigzaé sie
z wykorzystaniem w naszych badaniach jako kontroli proliferujgcych komérek VSMC, podczas

gdy analiza przeprowadzona przez Hernandez-Segura i wsp.?’3

opierata sie na poréwnaniu
komarek starych z komérkami bedgcymi w stanie spoczynku, a wiec chwilowo (odwracalnie)

zatrzymanych w cyklu.

Hernandez-Segura i wsp.?’3 wyréznili 55 genéw wspdlnych dla wszystkich badanych typéw
komoérek po 10 dniach od indukgcji starzenia promieniowaniem jonizujgcym, co w odniesieniu
do naszych badan mozna poréwnac do grupy SIPS I. W grupie gendw wspdlnych dla réznych
typow starzenia indukowanego stresem, Hernandez-Segura i wsp. nie zaobserwowali
obecnosci klasycznych markerdw starzenia, takich jak CDKN2A (koduje biatko p16), CDKN1A
(koduje biatko p21), LMNB1 czy tez gendw zwigzanych z SASP. Podobnie, metaanaliza

przeprowadzona przez Scanlan i wsp. 274

nie potwierdzita udziatu gendw kodujacych klasyczne
markery starzenia - CDKN2A, CDKN1A, w grupie istotnie zmieniajgcych sie gendw. Nasze
badania wykazaty, ze gen CDKN1A nalezat do grupy najbardziej znaczaco zmieniajgcych sie

transkryptow (TOP20), jednakze tylko na wczesnych etapach starzenia indukowanego
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stresem. Fakt, ze ekspresja CDKN1A jest w starzeniu przejsciowa i prawdopodobnie zwigzana
bezposrednio z indukcjg uszkodzert DNA moze ttumaczy¢ zaobserwowane rdznice pomiedzy
naszymi badaniami a wynikami uzyskanymi przez Hernandez-Segura i wsp.?’> Co wazne,
w starzejgcych sie komorkach VSMC, istotny statystycznie i znaczacy wzrost ekspresji genu
CDKN1A nie przektadat sie na wzrost poziomu biatka p21, co dodatkowo podwaza
wykorzystanie go jako powszechnego markera starzenia w analizach opartych o pomiar ilosci
biatka. Ekspresja genu CDKN2A nie ulegata zmianie w SIPS |, ale rosta dopiero w pdzniejszych
etapach starzenia (SIPS 1V) oraz w starzeniu replikacyjnym. Poziom ekspresji LMNBI1, cho¢
zmieniat sie istotnie statystycznie we wszystkich badanych przez nas grupach komodrek
starych, to jednak, podobnie jak w przypadku genu CDKN2A, nie nalezat do gendéw, ktorych

ekspresja zmieniata sie w najwiekszym stopniu (TOP20).

Badania przeprowadzone przez Casella i wsp. 2> na ludzkich fibroblastach oraz komérkach
srodbtonka starych replikacyjne oraz indukowanych do starzenia za pomocg promieniowania
jonizujacego, doksorubicyny oraz onkogendw, wykazaty réznice w ekspresji RNA w zaleznosci
od typu komoérek, a zdecydowanie w mniejszym stopniu od induktora starzenia. Badacze
zidentyfikowali 68 gendw wspdlnych dla wszystkich grup doswiadczalnych, z czego 50 genéw
o podwyzszonej oraz 18 o obnizonej ekspresji. Z grupy transkryptdw wspdlnych dla wszystkich
badanych grup wyznaczono metodami bioinformatycznymi minimalng liczbe gendéw (5 genow)
- SLCO2B1, CLSTN2, PTCHD4, PURPL, LINC02154, pozwalajgcych na rozréznienie komédrek
starych i proliferujgcych. Transkrypty PURPL i LINC02154, bedace dtugimi niekodujgcymi RNA
(IncRNA), znalazty sie na naszej liscie TOP20 transkryptéw o podwyziszonej ekspresji
w ulegajgcych starzeniu komédrkach VSMC. Wysokg ekspresja PURPL wykazaliSmy na
wczesnym etapie starzenia, natomiast LINCO2154 znalazt sie wsrdéd gendw najbardziej
zmieniajacych sie na péznym etapie starzenia. Casella i wsp.?’> sugeruja, ze transkrypt genu
PURPL jest stabilniejszy od transkryptow CDKN1A i CDKN2A, co skutkuje tym, ze jego wzrost

jest bardziej powszechny przy zachowaniu istotnosci statystycznej.

Pomimo licznych publikacji, w ktérych przedstawiono wyniki wielkoskalowych analiz
transkryptomicznych, wcigz powstajace listy gendw okreslanych jako te, ktére najlepiej
definiujg komérki stare sg bardzo zréznicowane i w znacznym stopniu nie pokrywajg sie.

Scanlan i wsp. 274 przeprowadzili analize danych transkryptomicznych opisanych w 119
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opublikowanych badaniach przeprowadzonych na ludzkich fibroblastach indukowanych do
starzenia uszkodzeniami DNA, onkogenem lub starzejgcych sie replikacyjne. Wyrdznit 916 DEG
(ang. differentialy expressed genes) wspdlnych dla wszystkich modeli starzenia fibroblastéw.
Sposréd tych 916 gendw wyrdznionych przez Scanlan i wsp.?’4 tylko 5 byto wspdlnych z grupg
55 gendw okre$lonych w badaniach Hernandez-Segura i wsp.?’? jako reprezentatywne dla
réznych typow starzenia i réznych typéw komoédrek. Podobnie, zaledwie 16 gendéw z 68
opisanych w pracy Casella i wsp. jako te, ktore stanowig sygnature starzenia, byto wspélnych
z 916 genami opisanymi przez Scanlan i wsp. Wyniki te dobrze ilustrujg niezwyktg zmiennosc

fenotypu starzenia na poziomie transkryptomu, ktérego sktad zalezy od wielu czynnikéw.

Biorgc pod uwage coraz czesciej podkreslane réznice w fenotypie zalezne od etapu starzenia,
autorzy prac zwracajg uwage, ze nawet najlepsze biomarkery mogg identyfikowaé komérki
starzejgce sie tylko na okreslonym etapie tego procesu. Co wiecej, zmienno$¢ pomiedzy
réznymi typami komorek jest wieksza niz pomiedzy réznymi typami starzenia, na co zwrdcit
uwage Casella i wsp.?’”> Mozna zatem przypuszczaé, ze przynajmniej cze$¢ z genow
o roznicowej ekspresji zidentyfikowanych przez nas w starzejgcych sie komaérkach VSMC moze
by¢ komérkowo specyficznymi markerami. Hipoteza ta wymaga oczywiscie potwierdzenia w

dalszych badaniach.

5.3. Rodzinice w proteomie komadrek na wczesnym i poznym etapie
starzenia indukowanego oraz komadrek ulegajgcych starzeniu
replikacyjnemu

Opublikowane prace prezentujgce badania proteomiczne komodrek starych w przewazajacej
wiekszosci skoncentrowane sg na analizie zmian zachodzgcych w wybranych organellach
komodrkowych, takich jak mitochondria 278, lizosomy 277 lub frakcji biatek np. biatka
powierzchniowe 278, Takie podejécie umozliwia identyfikacje biatek wystepujacych ,lokalnie”,
ktdre czesto znaczaco sie zmieniajg. Przedstawione przez nas badania miaty na celu analize
globalnego proteomu komérek VSMC ulegajgcych starzeniu, ktéra umozliwitaby
zidentyfikowanie najbardziej znaczgcych i najsilniej reprezentowanych na poziomie biatek

zmian zachodzacych w trakcie starzenia i/lub uzaleznionych od sposobu indukcji tego procesu.

Poréwnujgc liczbe biatek, ktdrych poziom istotnie spadat lub wzrastat w komadrkach na
wczesnym oraz poznym etapie starzenia indukowanego, zaobserwowalismy przeszto
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trzykrotny wzrost ich liczby w komérkach SIPS IV. Swiadczy to o postepujacych wraz
z rozwojem fenotypu starzenia zmianach zachodzgcych w komérkach starych po zatrzymaniu
proliferacji i zwigzanych z postepujacg adaptacjg metabolizmu. Komdrki poddane starzeniu
replikacyjnemu, natomiast, charakteryzowaty sie zblizong do komérek SIPS IV liczbg biatek
o istotnie obnizonym poziomie oraz porownywalng z komérkami SIPS | liczbg biatek, ktérych
poziom wzrastat. Zatem sama analiza ilosciowa zmian zachodzgcych w proteomie dowodzi
dynamicznego charakteru tego procesu, zaleznego réwniez od czynnika indukujgcego

starzenie.

Posréd 10 szlakéw nadreprezentowanych przez biatka, ktérych poziom spadat w starych
komodrkach VSMC, zidentyfikowano sciezki powigzane z cyklem komérkowym, stabilizacjg
chromosoméw i telomeréw - gtéwnie wystepujgce na wczesnych etapach starzenia, oraz
zwigzane z metabolizmem i obrébkg RNA, ktdre najsilniej wyrazone byty w komaérkach SIPS IV
oraz RS. Obnizenie poziomu biatek zwigzanych z obrébka RNA moze miec zwigzek z globalng
redukcja translacji przy jednoczesnym dostosowywaniu komérek do produkcji biatek w
zaleznos$ci od stanu w jakim sie znajdujg 2’°. Spadek poziomu biatek zwigzanych
z metabolizmem RNA opisywali réwniez Delfarah i wsp. %%, ktérzy prowadzili badania na
ludzkich komérkach nabtonkowych gruczotu mlekowego (HMEC, ang. human mammmary
epithelial cells) ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu. Przytoczone badania dowodzg, ze
zmiany zachodzgce w komérkach starych na poziomie obrébki i metabolizmu RNA mogg mie¢
charakter uniwersalny. Niemniej jednak biatka zaangazowane w ten proces moga by¢ rdézne
lub wyrazone na réznym poziomie w zaleznosci od typu komérki i modelu starzenia, czego
dowiodto poréwnanie wynikdéw analiz proteomicznych otrzymanych przez nas i Delfarah’a

i wsp.280,

Zidentyfikowane przez nas biatka wystepujgce na podwyziszonym poziomie w starych
komodrkach VSMC zaangazowane byt gtéwnie w transport do aparatu Golgiego oraz
dokonywane tam modyfikacje biatek, jak réwniez transport pecherzykowy. Wspomniane

wczesniej analizy proteomiczne prowadzone przez Delfarah i wsp. 280

wskazaty z kolei na
wzrost poziomu biatek zwigzanych z lizosomami, wakuolami, pecherzykami komdérkowymi
oraz peroksysomami, co jest zbiezne z uzyskanymi przez nas wynikami. W komédrkach

bedacych na pdinym etapie starzenia oraz starzejgcych sie replikacyjnie wiekszos¢ biatek
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o0 podwyzszonym poziomie uczestniczyla w procesach regulacji metabolizmu oraz
oddziatywania na komodrki uktadu odpornosciowego. Wyniki te podkreslajg istotng role jaka
mogg odgrywac w tworzeniu $rodowiska zapalnego w obrebie blaszek miazdzycowych stare
komorki miesni gtadkich gromadzace sie w patologicznie zmienionych naczyniach, czego

dowodzg nasze wczesniejsze badania jak rdwniez prace innych naukowcéw 281283,

Odmienne od uzyskanych przez nas wyniki zostaty zaprezentowane w pracy Li i wsp. 284,
Autorzy przeprowadzili analize proteomiczng ludzkich fibroblastéw IMR-90, indukowanych do
starzenia onkogenem Ras. Komaorki byty analizowane 6 dni po indukgji starzenia, co w naszym
modelu odpowiada komdrkom bedacych na wczesnym etapie starzenia. Trzydziesci jeden
biatek zidentyfikowanych przez Li i wsp.?®4, ktérych poziom ulegat istotnemu statystycznie
obnizeniu, zwigzanych byto gtéwnie z glikozylacjg, podczas gdy w naszych analizach
zaobserwowaliSmy wzrost poziomu biatek odpowiedzialnych za ten proces zaréwno na
wczesnym jak i na pdZznym etapie starzenia. Znacznie wiekszg grupe w badaniach Li i wsp.?*
stanowity biatka, ktérych poziom wzrastat po indukcji starzenia — 179 biatek. Byty one gtéwnie
zaangazowane w obrdébke RNA oraz translacje, co z kolei stoi w sprzecznosci z uzyskanymi
przez nas wynikami, ktére wykazaty spadek poziomu biatek zaangazowanych w metabolizm
i obrobke RNA w komoérkach bedgcych na pdéinym etapie starzenia oraz starzejacych sie
replikacyjnie. Badacze zaobserwowali réwniez wzrost poziomu biatek zaangazowanych
w synteze ATP, co naukowcy argumentowali zwiekszong gestoscig mitochondriéw

w komdrkach starych 284,

Co istotne, wsréd biatek, ktérych poziom zmieniat sie najbardziej znaczgco w komadrkach VSMC
ulegajacych starzeniu (TOP20), byty biatka zwigzane z budowg macierzy zewnatrzkomérkowej
oraz jej modyfikacjg. Fakt ten moze mie¢ istotne znaczenie z punktu widzenia roli starych
komérek VSMC obecnych w blaszkach miazdzycowych na rozwdj miazdzycy. Dowodzg tego
badania Wierer’a i wsp. 2%, ktérzy analizowali zmiany zachodzgce w proteomie komérek aorty
myszy (gtéwnie komérki VSMC) po 8, 16 i 24 miesigcach stosowania diety wysokottuszczowe;.
Zidentyfikowali oni prawie 5200 biatek, z czego 182 zmieniato sie istotnie, 65 z nich zwigzanych
byto z macierzg zewnatrzkomoérkowa. Wsrdd nich znalazty sie miedzy innymi kolageny
COL1A1, COL1A2 oraz COL3A1, ktorych poziom wzrastat. Te same biatka zostaty przez nas

zakwalifikowane do grupy TOP20, a ich poziom rést w komérkach na wczesnym etapie
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starzenia by spas¢, ponizej poziomu wykrywanego w komérkach kontrolnych, na péznym
etapie starzenia. Natomiast w komdrkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu poziom tych

biatek nieznacznie wzrastat wzgledem komorek kontrolnych.

Roéwniez badania prowadzone na materiale uzyskanym od oséb chorych na miazdzyce, ktérym
wykonano endarterektomie (operacja polegajgca na usunieciu blaszki miazdzycowej),
wskazaly na znaczace zmiany w obrebie biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej, ktére
réznicowaty blaszki stabilne i niestabilne, a wiec te podatne na pekniecie 22, Przeprowadzone
analizy proteomiczne dowiodly, ze niestabilne/miekkie blaszki miazdzycowe s3 bogate
w biatka zwigzane ze stanem zapalny, jak réwniez przebudowa macierzy zewnatrzkomérkowej
(ECM) i degradacjg biatek (np. metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej, katepsyny).
Z kolei stabilne/twarde blaszki miazdzycowe zawierajg wyzszy poziomy biatek strukturalnych
ECM (np. kolagendéw, wersykandw, nidogendw, biglikanéw, lumikanéw, proteoglikanu 4,

biatek mineralizacyjnych).

Uzyskane przez nas wyniki dowodzg, ze stare komérki miesni gtadkich mogg aktywnie
uczestniczy¢ w zmianach zachodzacych w obrebie blaszek miazdzycowych, miedzy innymi
poprzez modyfikacje struktury macierzy zewnatrzkomaérkowej. Co wiecej, ich rola moze ulegac

zmianie w zaleznosci od etapu starzenia

5.4. Rdznice w proteomie pecherzykdw zewngatrzkomaérkowych
wydzielonych przez komarki na wczesnym i poznym etapie starzenia
indukowanego oraz komarek ulegajacych starzeniu replikacyjnemu.

Funkcje i sktad pecherzykow zewnagtrzkomodrkowych wydzielanych przez starzejace sie
komorki wcigz pozostajg stosunkowo stabo poznane, a publikacje prezentujgce wyniki badan
prowadzonych na réznych modelach starzenia sg nieliczne. Przeprowadzona przez nas analiza
proteomu pecherzykdw wydzielanych przez komorki stare wykazata, ze wsrdd biatek, ktérych
poziom wzrastat znalazly sie miedzy innymi biatka zaangazowane w odpowiedz zapalng
i krzepniecie, metabolizm czy regulacje ekspresji gendw. Analiza funkcjonalna dowiodta, ze
biatka wystepujgce w EVs wydzielanych przez komorki bedgce na pdznym etapie starzenia
oraz starzejace sie replikacyjnie sg zwigzane gtéwnie z budowg i organizacjg macierzy
zewnatrzkomaérkowej oraz transportem pecherzykowym, co jest spdjne z analizg proteomu
komoérkowego. Ponadto poréwnanie poziomu biatek  strukturalnych  macierzy
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zewnatrzkomérkowej obecnych w EVs dowiodto o pogtebiajacym sie w czasie starzenia spadku
ich poziomu. Wyniki te sugeruja, ze pecherzyki wydzielane przez komorki stare mogg miec
istotny wptyw na procesy, w ktdrych role odgrywa macierz zewnatrzkomédrkowa. Ciekawych
dowoddw potwierdzajacych te hipoteze dostarczyta praca Whitehead i wsp. 287, Autorzy badali
role EVs wydzielonych przez stare komodrki VSMC w patogenezie amyloidozy naczyn
krwionosnych zwigzanej z powstawaniem w obrebie macierzy zewnatrzkomaérkowej ztogéw
utworzonych przez medyne — peptyd o dtugosci 50 aminokwasdw powstajgcy z biatka MFGES.
Wykazali, ze starzenie komdrek VSMC wigze sie z przebudowa macierzy zewnatrzkomérkowej,
co prowadzi do nasilonego wigzania wydzielanych przez nie EVs. EVs pochodzace ze starych
VSMC zawieraty tez wiecej medyny, ktdra ulegata agregacji przyczyniajac sie do powstawania

ztogow.

Uzyskane przez nas wyniki pokazujgce zmiany w proteomie EVs wydzielanych przez stare
VSMC, wskazujg na istnienie podobnej charakterystyki tych struktur opisywanej przez innych
badaczy. Patel i wsp. 288 analizowali sktad pecherzykéw zewnatrzkomadrkowych wydzielanych
przez fibroblasty indukowane do starzenia trzema réznymi czynnikami - promieniowanie Y,
doksorubicyna lub antymycyna A. Wykazali, ze sposéb indukcji starzenia ma wptyw na liczbe
zidentyfikowanych biatek. W pecherzykach wydzielanych przez starzejgce sie fibroblastach
poziom biatek zmienia sie istotnie i waha sie w granicach od 48% do 80% wszystkich
zidentyfikowanych biatek. Z grupy 1426 zidentyfikowanych biatek wyodrebnili oni 318
wspodlnych dla wszystkich zastosowanych induktoréow starzenia. Biatka te byly zwigzane
gtownie ze stanem zapalanym, stresem oksydacyjnym oraz przebudowg macierzy
zewnatrzkomdrkowej. Poréwnanie biatek zidentyfikowanych przez Patel i wsp. 288, ktdérych
poziom zmieniat sie istotnie przynajmniej o 50% (146 biatek), z biatkami obecnymi w EVs
wydzielane przez starzejgce sie komorki VSMC (EVssen vsmc) | zmieniajgcymi sie w podobnym
stopniu (276 biatek) dowiodta, ze blisko 8% (21 biatek) z biatek obecnych w EVssen vsmc jest
taka sama jak w EVs pochodzgcych ze starych fibroblastow. Zdecydowana wiekszos¢ z nich

byta zaangazowana w organizacje macierzy zewnatrzkomérkowe;.

Z kolei Basisty i wsp. 28, ktérzy podobnie jak Patel i wsp.?®® przeprowadzili analize
proteomiczng EVs wydzielanych przez fibroblasty indukowane do starzenia promieniowaniem

Y lub nadekspresjg onkogenu RAS zwrdcili uwage, ze najbardziej zmieniajgce sie biatka zawarte
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w EVs wydzielonych przez komdérki stare uczestnicza w Sciezkach zwigzanych ze stanem
zapalnym (system dopetniacza oraz synteza i regulacja prostaglandyn), adhezjg komdrkowa
oraz tworzeniem potaczen komadrkowych, jak réwniez przesytaniem sygnatu zaleznego od Ras

i biatek G.

W przeprowadzonych przez nas analizach starzejgcych sie VSMC, wsrdd biatek ktérych poziom
wzrastat najbardziej znaczaco (biatka TOP20) w znalazty sie réwniez biatka petnigce funkcje
prozapalne oraz zaangazowane w hemostaze. Biatka nalezgce do tych grup byty réwniez

identyfikowane w pecherzykach wydzielanych przez starzejgce sie fibroblasty 288282,

Dos$wiadczenia przeprowadzone przez Kaplelach i wsp. 2°° na myszach, potwierdzajg znaczny
udziat biatek zwigzanych z macierzg zewnatrzkomoérkowa w pecherzykach wyizolowanych ze
starzejgcego sie mozgu w pordéwnaniu do tych pochodzgcych z mdézgu mtodych myszy.
Zaobserwowane zmiany wskazaty na wzrost poziomu biatek ECM w EVs z mdézgu starych
myszy. Wsrdod nich wyrdznili biatka HAPLN1 i HAPLN2 (Hyaluronan and proteoglycan link
protein 1 i 2), ktérych poziom rdést najbardziej. Co ciekawe, w naszych badaniach biatko
HAPLN1 jest jednym z biatek, ktérego poziom najbardziej znaczgco obniza sie w EVs
wydzielanych przez ulegajace starzeniu replikacyjnemu komérki VSMC. Badania te sugeruja,
ze wptyw pecherzykdw zewnatrzkomdrkowych na organizacje macierzy zewnatrzkomorkowe;j
moze by¢ zalezny od kontekstu tkankowego i typu starzejacych sie komodrek, ktore je

wydzielaja.

We wspomnianych wczesniej badaniach prowadzonych przez Patel i wsp. 28 przeanalizowano
rowniez proteom EVs wyizolowanych z osocza oséb mtodych (20-26 lat) oraz starszych (65-74
lata). Zidentyfikowano 1356 biatek, z czego 171 odrdzniato badane grupy. Biatka réznicowe
uczestniczyly w szlakach zwigzanych z krzepnieciem krwi, odpowiedzig na uszkodzenia oraz
ostabieniem odpowiedzi immunologicznej. Pordwnanie sktadu EVs wydzielanych przez stare
fibroblasty oraz obecnych w osoczu o0sdb starszych wykazato istnienie znaczgcych
podobienstw. Sposrdéd 1288 biatek zidentyfikowanych w egzosomach pochodzacych ze
starych fibroblastéw oraz 119 zidentyfikowanych w EVs pochodzacych z osocza ludzi
‘w podesztym wieku - 52 biatka byly wspdlne dla obu grup. W obydwu poréwnywanych

proteomach pecherzykowych badacze stwierdzili spadek stezenia biatek antyoksydacyjnych
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i biatek macierzy zewnatrzkomérkowej, jak réwniez zmiany w biatkach prozapalnych

i zwigzanych z modyfikacjg ECM, ktére odgrywaja kluczowa role w starzeniu komérkowym.

Biorgc pod uwage uzyskane przez nas wyniki oraz zbiezne z nimi wyniki innych badaczy mozna
przypuszczac, ze pecherzyki wydzielane przez komérki stare akumulujgce sie wraz z wiekiem
w tkankach mogg stanowic istotny komponent sekretomu identyfikowanego w surowicy oséb
starszych. Oprocz znaczenia funkcjonalnego zmieniajacego sie wraz z wiekiem fadunku
pecherzykdéw, bardzo interesujgce jest znalezienie biatek pecherzykowych, ktére stanowityby
biomarkery starzenia komdérkowego identyfikowane w krwi. W oparciu o przeprowadzone
przez nas analizy porownawcze proteomu komérkowego i pecherzykowego wyodrebnilismy
5 biatek (kaweolina 1, serpina B2, trombokinaza tkankowa/czynnik krzepniecia Ill, biatko szoku
cieplnego HSPB7 oraz deaminaza AMP), ktére potencjalnie mogtyby petni¢ taka role. Co
ciekawe, niektdre z wytypowanych biatek odgrywajg istotng role w rozwoju miazdzycy. Liczne
prace dowiodty, ze kaweolina promuje miazdzyce poprzez modulacje transportu btonowego -
gtéwnie LDL, metabolizmu cholesterolu i sygnalizacji komérkowej 2°1. Ponadto reguluje stan
zapalny naczyn, a jej brak ogranicza ten proces 2°2. Zaréwno wzmozony transportu LDL jak
i stan zapalny sg powigzane z hamowaniem przez kaweoline procesu autofagii 2%3. Z kolei
czynnik krzepniecia Il (F3) wystepuje w duzych ilosciach w blaszkach miazdzycowych, a jego
ekspresja zachodzi w obecnych w blaszkach komdrkach VSMC, makrofagach i komérkach
piankowatych. Coraz wiecej badan przedklinicznych potwierdza udziat czynnikéw krzepniecia
w nieprawidtowe] aktywacji tego procesu w trakcie rozwoju miazdzycy. Aktywacja czynnikéw
krzepniecia nie tylko wspomaga krzepniecie, ale moze réwniez wywotaé stan zapalny na

przyktad poprzez $ciezki sygnatowe, takie jak receptor aktywowany proteazg 2 (PAR-2) 2°4,

5.5. Modulacja autofagii i jej wptyw na sekrecje pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych

Przeprowadzone przez nas analizy dowiodty, ze starzeniu komérek VSMC towarzyszy
zwiekszona sekrecja pecherzykéw zewnatrzkomorkowych (EVs) oraz, ze proces ten znaczgco
nasila sie w pdznej fazie starzenia. Badania ultrastruktury komorek VSMC z wykorzystaniem
mikroskopii  elektronowej pozwolity na stwierdzenie zwiekszonej liczby ciatek
wielopecherzykowych MVBs w starych komodrkach VSMC. Struktury te po fuzji z btong

komérkowg uwalniajg zawarte w nich mate pecherzyki ILVs do przestrzeni
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zewnatrzkomarkowej jako egzosomy. Na tej podstawie mozemy przypuszczaé, ze wsrod EVs

wydzielanych przez komorki stare rosnie udziat egzosomoéw.

Zaobserwowane zmiany w rosnacej liczbie wydzielanych pecherzykéw przez komérki VSMC
bedace na pdinych etapach starzenia oraz ulegajacych starzeniu replikacyjnemu korelujg
z postepujgca w czasie akumulacja pecherzykdw autofagicznych oraz lizosoméw
identyfikowanych zaréwno na podstawie zwiekszonego udziatu biatek budujacych te
struktury, jak i obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej. Wyniki te byty

zgodne z postawiong w pracy hipotezg tgczacg zaburzenia autofagii ze wzmozong sekrecjg EVs.

W literaturze odnajdujemy szereg prac wskazujacych na zwigzek pomiedzy autofagia a szeroko
pojety sekrecjg, stad tez coraz czesciej méwi sie o autofagii sekrecyjnej w odrdznieniu od
powszechnie badanej autofagii degradacyjnej. Jeden z typdéw autofagii sekrecyjnej zostat
opisany przez Leidal i wsp. 2% jako proces sekrecji zalezny od biatka LC3 (LDELS). Inne prace
pokazujg, ze uposledzenie funkcji endolizosomdw bedgcych elementami zaleznej od autofagii
degradacji ma wptyw na zwiekszong sekrecje EVs %°%2°7. Nasze badania dowiodty, ze
traktowanie komérek VSMC bafilomycyng Al prowadzi do znaczgcego wzrostu wydzielania
EVs. Co istotne, liczba wydzielanych EVs przez mtode komodrki VSMC poddane dziataniu
bafilomycyny Al byfa poréwnywalna z liczbg pecherzykéw wydzielanych przez komorki
bedace na pdinym etapie starzenia. Bafilomycyna Al jest powszechnie stosowanym
w badaniach inhibitorem autofagii, a jej dziatanie wigze sie z zaburzeniem fuzji

autofagosomow z lizosomami jak tez samga degradacjg lizosomalna.

Zgodnie z wynikami badar opublikowanymi przez Solvik i wsp., 28

podanie bafilomycyny Al
prowadzi do indukcji specyficznego typu autofagii sekrecyjnej - SALI (ang. secretory autophagy
during lysosome inhibition). Solvik i wsp. wykazali, ze komérki z zaburzong funkcjg lizosomoéw
uruchamiajg mechanizm, ktéry pozwala na wydalenie przeznaczonych do degradacji

tadunkow w celu utrzymania homeostazy.

Wyniki naszych badan jako pierwsze wskazujg, ze ten typ autofagii sekrecyjnej moze by¢
mechanizmem regulujgcym zwiekszong sekrecje EVs przez komodrki bedace na pdinych
etapach starzenia. Potwierdza to réwniez wynik przeprowadzonego przez nas eksperymentu,

w ktérym bafilomycyng Al traktowane byty komorki mtode i komdrki bedgce na wczesnym
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i pdznym etapie starzenia. Podanie bafilomycyny Al prowadzito do hamowania autofagii,
o czym sSwiadczyt poréwnywalny wzrost poziomu LC3B Il w komédrkach mtodych i starych.
Obserwowalismy rowniez wzrost wydzielania EVs po podaniu bafilomycyny A1 we wszystkich
grupach badanych komérek, przy czym najwiecej EVs wydzielaty komérki bedace na péznym
etapie starzenia. Frakcja pecherzykéw wydzielonych przez komérki VSMC poddane dziataniu
bafilomycyny Al byta wzbogacona w biatka autofagosomalne — lipidowang forme LC3
i SQSTM1/p62, co dowodzi, ze EVs wydzielone pod wptywem bafilomycyny Al powstaty w
wyniku potgczenia $ciezki endosomalnej i autofagicznej, prowadzacej do utworzenia
amfisoméw. Zgodnie z wynikami badan Solvik i wsp. 2°® biatka te nie s3 pakowane do
egzosomow, ale pozostajg przyczepione do ich powierzchni. Co ciekawe, przeprowadzona
przez nas analiza poziomu biatek LC3 i SQSTM1/p62 w pecherzykach wydzielonych przez
miode i stare komorki VSMC wykazata zdecydowanie nizszy poziom biatek autofagosomalnych
byt we frakcji EVs wydzielonych przez stare komorki. Poniewaz analize Western blot
przeprowadzono na tej samej liczbie pecherzykdw z kazdej badanej grupy komérek, nizszy
poziom badanych biatek moze by¢ efektem ich ,rozciefczenia” w wiekszej liczbie EVs

wydzielanych przez komorki stare.

W wyniku hamowania autofagii, wzmozona sekrecja EVs byta obserwowana przez nas tylko
po zastosowaniu bafilomycyny Al. Zastosowanie chlorochiny (CQ) — nie zwiekszato sekrecji
EVs. Obydwa inhibitory majg zblizony mechanizm dziatania - bafilomycyna A1 jest inhibitorem
wakuolarnej ATPazy protonowe;j (V-ATPase), co powoduje  wzrost pH
w lizosomach, zas$ chlorochina jako staba zasada przenika do kwasnych przedziatéw
komdrkowych zmieniajgc ich pH. W literaturze istniejg rozbiezne informacje dotyczace
ewentualnych réznic w dziataniu obydwu inhibitoréw. Na przyktad Mauthe i wsp.?*® dowodzi,
ze chlorochina zaburza fuzje autofagosomoéw z lizosomami a nie wptywa na funkcjonowanie
lizosoméw, zas dziatanie bafilomycyny Al ogranicza sie do zmiany pH w lizosomach

300 wykazali, ze

i zaburzenia ich zdolnosci proteolitycznych. Z kolei Mauvezin i wsp.
bafilomycyna Al nie tylko zmienia pH w lizosomach, ale réwniez zaburza fuzje autofagosomow
z lizosomami, podobnie jak to opisywat Mauthe i wsp.?®® w przypadku chlorochiny. Podobne
rozbieznosci odnajdujemy w pracach, w ktéorych wykorzystywano bafilomycyne Al i/lub
chlorochine do badania ich wptywu na sekrecje EVs. Wyniki niektdrych doswiadczen sg zgodne

z naszymi obserwacjami i pokazuja, ze tylko bafilomycyna Al prowadzi do zwiekszonej sekrecji
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EVs 3%, podczas gdy inne dowodzg, ze taki sam efekt obserwowany jest pod wptywem
chlorochiny 3%, Trudno zatem na tym etapie spekulowaé o znaczeniu uzyskanego wyniku
w kontekscie prowadzonych przez nas badan. By¢ moze jest to zwigzane z rdznicami

w zastosowanych stezeniach badanach zwigzkéw, czasie traktowania i typie komorki.

5.6. Wplyw simwastatyny na wydzielanie czynnikow SASP przez komaorki
VSMC po indukcji starzenia doksorubicyng

Statyny sg grupg lekéw powszechnie stosowanych w chorobach ukfadu krazenia, w tym
w miazdzycy. Ich dziatanie prowadzi do obnizenia cholesterolu (LDL) oraz redukujg stan
zapalny i przyczyniajg sie do stabilizacji blaszki miazdzycowej. Przeprowadzone przez nas
eksperymenty miaty odpowiedzieé na pytanie czy statyny moga wptywac na sekrecje EVs przez

stare komérki VSMC, jak réwniez cytokin nalezgcych do tzw. czynnikéw rozpuszczalnych SASP.

Uzyskane przez nas wyniki pokazaty, ze simwastatyna, w sposdb zalezny od stezenia, obniza
poziom wydzielanych przez stare komérki VSMC wybranych cytokin. Wczesniejsze prace
pokazaty, ze statyny prowadzg do obnizenia poziomu ekspresji cytokin prozapalnych (IL-6,
IL-8, MCP-1) w komérkach $rédbtonka (HUVEC) oraz w komdrkach jednojgdrzastych krwi
hodowanych in vitro oraz w monocytach pochodzgcych od pacjentéw z hipercholestrolemia,
ktérym podawano statyny 3%3. Wykazano réwniez obnizenie poziomu wydzielanej IL-6 i IL-8
pod wptywem siwastatyny przez komérki nabtonkowe stymulowane IL-1a. Podobny efekt
dziatania statyn pokazaty badania Montecucco i wsp. 3%4, prowadzone na monocytach
stymulowanych biatkiem CRP, w ktérych obnizeniu ulegat poziom chemokin CCL2, CCL3 oraz
CCL4. Z kolei Liu i wsp. 3% jako pierwsi pokazali, ze statyny moga réwniez obniza¢ poziom
czynnikdw SASP, co wykazano prowadzac badania na fibroblastach indukowanych do
starzenia promieniowaniem jonizujgcym. Rossi i wsp.3% w niedawno opublikowanej pracy 3°°
przedstawili wyniki badad przeprowadzonych na komoérkach miesni gtadkich naczyn
krwionosnych po indukcji starzenia doksorubicyng i wykazali spadek ekspresji gendéw

kodujgcych IL1B, IL6, IL8 i NF-kB1 w komdrkach starych.

Podsumowujgc, wptyw statyn na obnizenie sekrecji cytokin jest obserwowany w réznych
modelach eksperymentalnych, rowniez tych, w ktérych badane byty komorki stare. Tak wiec

uzyskany przez nas wynik jest zgodny z ugruntowang juz wiedzg, a przeprowadzone przez nas
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eksperymenty stanowig dowdd na zgodne z literaturg dziatanie badanych zwigzkéw na

ulegajace starzeniu VSMC.

Pomimo odnotwanego wptywu siwastatyny na wydzielanie cytokin przez stare komorki VSMC,
liczba wydzielanych przez te same komorki pecherzykdéw nie ulegta zmianie, dowodzac, ze
w badanym modelu eksperymentalnym dziatanie statyn ogranicza sie do wptywu na sekrecje
biatek. Ten wynik nie znajduje jednoznacznego potwierdzenia w dotychczas opublikowanych
pracach. Niektére z nich wykazujg, ze statyny obnizajg liczbe wydzielanych EVs, tak jak to
opisat Kulshreshtha i wsp. 3°7 prowadzac badania na linii komdrek nabtonka oskrzeli oraz
monocytach (THP-1). Warto zwrdéci¢ uwage, ze ilos¢ wydzielanych pecherzykéw byta mierzona
w sposdb posredni, na podstawie oceny poziomu biatka CD63, co moze prowadzic¢ do fatszywie
pozytywnego wyniku. Spadek wydzielania EVs pod wptywem atorwastatyny zaobserwowano
réwniez w badaniach prowadzonych na komdrkach linii raka ptuc MDA-MB-231 oraz EMT6 3%,
Niezaleznie od wptywu statyn na sekrecje EVs w literaturze pojawiajg sie doniesienia
o wptywie tych zwigzkéw na sktad EVs, co moze miec istotne znaczenie funkcjonalne. Choe
i wsp.3% zwrécili uwage na obnizong pod wptywem atorwastatyny ekspresje PDL-1 w
komdrkach nowotworowych raka ptuc, co prowadzito do spadku poziomu tego biatka
w EVs. To wskazanie na mozliwos¢ wykorzystania satyn w immunoterapii nowotworu. Satyny
powodowaty tez zmiany skfadu lipidowego EVs wydzielanych przez komérki raka jajnika
(SKOV3). Wykazano, ze spadkowi wydzielania EVs towarzyszyt wzrost liczby EVs bogatych
w cholesterol 3%, 7 kolei analiza EVs wystepujgcych we frakcji LDL surowicy chorych
z subklinicznymi objawami miazdzycy wykazata wzrost poziomu niektérych czynnikow

krzepniecia w EVs izolowanych z krwi pacjentéw, ktérym byta podawana rozuwastatyna 3,

Biorgc pod uwage powyzsze informacje, obserwowany brak efektu simwastatyny na liczbe
wydzielanych przez komérki stare EVs nie wyklucza jej wptywu na proteom pecherzykéw co
moze przektadac sie na role jakg petnig EVs wydzielone przez komaorki stare w rozwoju blaszki
miazdzycowej. Konieczne sg jednak dalsze badania, ktére pozwolg na pogtebienie wiedzy

w tym zakresie.
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6. Podsumowanie i wnioski

e Biatka jagdrowe takie jak lamina B1, HMGB1 oraz PARP1, zaliczane do klasycznych
markerdw starzenia sg najbardziej wiarygodnymi znacznikami tego procesu, a zmiany
w poziomie tych biatek obserwowane sg na wczesnym i pdinym etapie starzenia
przyspieszonego jak i w komédrkach ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu.

e Podwyiszony poziom biatka p16, powszechnie stosowanego markera komodrek
ulegajacych starzeniu in vivo, wystepuje wytgcznie w komédrkach VSMC bedacych na
pdznym etapie starzenia oraz ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu.

e Wozrost poziomu biatek zwigzanych z odpowiedzig komorki na uszkodzenia DNA (p53,
p21) jest przejsciowy i obserwowany wyfgcznie na wczesnych etapach starzenia
indukowanego komodrek VSMC i nie moze stanowi¢ znacznika tego procesu na
pozniejszych jego etapach.

e Podczas starzenia komérek VSMC dochodzi do istotnego obnizenia ekspres;ji
wiekszosci gendéw, podczas gdy w proteomie komérek starych — liczba biatek
o obnizonym poziomie jest zblizona do tych ktérych poziom rosnie.

e Wraz z rozwojem fenotypu starzenia dochodzi do istotnych zmian w ekspresji genéw
kodujacych sktadniki macierzy zewngtrzkomdrkowej oraz biatek jg modyfikujgcych.

e Analiza PCA wykazata, ze komérki VSMC bedgce na pdinym etapie starzenia
indukowanego stresem oraz komoérki starzejgce sie replikacyjne charakteryzujg sie
podobnymi zmianami w proteomie komdrkowym, odrézniajgcymi je od komodrek
proliferujgcych i bedgcych na wczesnym etapie starzenia indukowanego stresem.

e Bioragc pod uwage biatka, ktére s3a najbardziej istotnie nadreprezentowane
w komérkach bedacych na pdézinym etapie starzenia indukowanego oraz ulegajgcych
starzeniu replikacyjnemu mozna stwierdzi¢, ze w trakcie starzenia komérek VSMC
dochodzi do znaczgcych zmian w metabolizmie komdérkowym, w tym metabolizmie
lipidéw oraz procesach wptywajgcych na funkcje komadrek uktadu odpornosciowego.

e Liczba wydzielanych pecherzykdw zewngtrzkomérkowych oraz ich proteom ulega
znaczgacym zmianom wraz z uptywem czasu od indukcji starzenia.

e Zmiany obserwowane w proteomie pecherzykdw wydzielanych przez komorki stare w

duzym stopniu odzwierciedlajg zmiany w proteomie tych komérek a EVs, ktére sg
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istotnie wzbogacone o biatka wystepujace w starych komdrkach VSMC, moga mieé
wartos¢ predykcyjng przy ocenie zmian zachodzgcych w naczyniach w trakcie rozwoju
chordéb uktadu krazenia, w tym miazdzycy.

Spadek wydajnosci autofagii w starych komérkach VSMC wigze sie z postepujaca
w czasie akumulacja pecherzykow autofagicznych i lizosoméw oraz koreluje ze
zwiekszong liczbg wydzielonych pecherzykdéw zewnatrzkomoérkowych przez komérki
bedgce na pdznym etapie starzenia.

Hamowanie autofagii bafilomycyng Al przyczynia sie do zwiekszone] sekrecji
pecherzykdw zewnatrzkomoérkowych przez komérki VSMC, przy czym najwyzszy
poziom sekrecji wykazujg komarki VSMC bedace na pdznych etapach starzenia.
Hamowanie autofagii bafilomycyng A1 w komérkach VSMC prowadzi do wydzielania
pecherzykéw znaczgco i istotnie wzbogaconych o biatka obecne w autofagosomach.
Poziom tych biatek spada w EVs wydzielanych przez komorki stare i jest odwrotnie
proporcjonalny do liczby wydzielanych EVs.

Simwastatyna obniza poziom wydzielonych rozpuszczalnych sktadnikéw SASP i nie ma

wptywu na sekrecje pecherzykdéw.

W komoérkach VSMC indukowanych do starzenia dochodzi do postepujgcych w czasie
zmian w transkryptomie, proteomie i sekretomie. W skutek tych zmian komérki VSMC,
bedgce na pdinym etapie starzenia, ktére akumulujg sie w patologicznie zmienione;j
Scianie aorty, nabierajg okreslonych cech, ktére mogg mie¢ istotne znaczenie w
rozwoju miazdzycy miazdzycowe] i mogg przyczynia¢ sie do niestabilnosci blaszki
miazdzycowe;j.

Autofagia sekrecyjna wynikajgca z zaburzonego przebiegu koricowych etapdw
degradacji uczestniczy w ksztattowaniu fenotypu sekrecyjnego komérek starych, w
szczegdblnosci na pdznych etapach starzenia.

Biatka, ktdre sg nadreprezentowane w pecherzykach zewnatrzkomaérkowych (EVs)

wydzielanych przez stare komérki VSMC i mogg by¢ potencjalnymi biomarkerami
rozwoju miazdzycy.
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