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Starzenie organizmu zwigzane jest ze spadkiem funkcjonalnosci tkanek i narzadow oraz ze
zwigkszong zachorowalnoscig na choroby wieku podesztego. Starzenie komodrkowe jest nierozerwalnie
zwigzane ze starzeniem catego organizmu. W komorce pojawia si¢ szereg zmian dotyczacych metabolizmu,
ekspresji genow oraz struktury organelli komorkowych i makroczasteczek. Zmiany te w znacznym stopniu
dotyczg jadra komdrkowego i struktury chromatyny. Nie tylko zwigksza si¢ liczba uszkodzen DNA, ktére
akumuluja si¢ w komoérce w procesie starzenia, ale dochodzi réwniez do zmian w sktadzie biatek
zwigzanych z prawidtlowym funkcjonowaniem otoczki jadrowej (zmiana proporcji laminy a na korzys¢
progeryny). Obserwuje si¢ rowniez zmniejszenie puli heterochromatyny na rzecz euchromatyny oraz utrate
histonow tworzacych strukturg nukleosomowa, co powoduje rozluznienie chromatyny i prowadzi do
zmiany/zaburzenia jej struktury i funkcjonowania, sprzyja powstawaniu uszkodzen DNA, ale i zmienia
ekspresj¢ genow. Zaobserwowano, ze w procesie starzenia dochodzi do zmian epigenetycznych zar6wno w
DNA jak i histonach. Starzeniu towarzyszy spadek poziomu metylacji histonu H3 na lizynie 9 (H3K9me3)
oraz poziomu biatka HP1, ktore wigze si¢ z H3K9me3 i jest niezbedne do tworzenia hetrochromatyny.

Mimo, Ze przyczyny starzenia moga by¢ rozne (skracanie telomerow prowadzace do starzenia
replikacyjnego lub stres, indukujacy starzenie przyspieszone), to komodrka wyraza pewien zasob cech
uniwersalnych. Jednakze obserwowane sg rowniez pewne réznice w fenotypie zalezne od typu starzenia.
Wiadomo ponad to, ze nawet tak uniwersalny proces jak starzenie komorkowe moze przebiegaé inaczej w
komorkach pochodzacych z réznych tkanek (tzw. markery komoérkowo specyficzne). Szczegdlnie mato
wiadomo o tego typu réznicach (przyczyna starzenia, typ komorki) na poziomie chromatyny. Poza tym,
istniejace dane, dotyczace zmian chromatyny towarzyszacych starzeniu komorkowemu, sg niejednokrotnie
sprzeczne. Z jednej strony w komoérkach obserwuje si¢ miejsca silnie skondensowanej chromatyny tzw.
SAHF (senescence associated heterochromatin foci), a z drugiej strony obserwowany jest ubytek histonow i
dehetorochromatynizacja. Nasze wstepne wyniki pokazaty, ze w przypadku komoérek migsni gtadkich naczyn
zmiany w modyfikacji histonow réznig si¢ w zaleznoSci od typu starzenia. W starzeniu replikacyjnym
dochodzi do spadku poziomu H3K9me3 i HP1 alfa oraz zmian organizacji HP1 alfa. W przypadku starzenia
przyspieszonego, indukowanego stresem, nie obserwowano spadku poziomu H3K9me3 ani HP1 alfa a
jedynie zmiany w organizacji HP1 alfa. Dlatego celem projektu jest analiza zmian struktury chromatyny
podczas starzenia replikacyjnego i przyspieszonego komorek miesni gladkich naczyn, ze szczegolnym
uwzglednieniem roli HP1 alfa w tym procesie oraz modyfikacji histonu H3. Postulujemy, Ze inny jest
zakres modyfikacji histonu H3 w starzeniu replikacyjnym i w przyspieszonym oraz ze
deheterochromatynizacja jest charakterystyczna tylko dla starzenia replikacyjnego. Zamierzamy
zidentyfikowaé geny, ktorych obszary chromosomowe réznia sie¢ pod wzgledem modyfikacji histonu
H3 w obydwu typach starzenia i ustali¢ czy zmiany te maja wplyw na réznice w poziomie ekspresji
genow. Planujemy sprawdzié¢, czy podobne zmiany towarzyszg starzeniu in vitro i in vivo

Planowana jest analiza modyfikacji histonu H3 (H3K9ac, H3K9me3, H3K27me3 i H3K4me3) oraz
poziomu biatka HP1alfa w r6znych typach starzenia komorkowego (ChIP-seq, immunocytochemia, Western
bloting) oraz analiza struktury chromatyny (ciecie nukleaza mikrokokalng, in situ nick translation, AFM).
Zamierzamy zidentyfikowa¢ geny, ktorych obszary chromatynowe wykazujg réznice w poziomie
modyfikacji H3K9me3 i H3K4me3 w roznych typach starzenia - na podstawie wynikow uzyskanych z Chpi-
seq oraz ustali¢ czy zmiany modyfikacji H3K9 majg wptyw na roéznice w poziomie ekspresji genéw w
zaleznosci od typu starzenia (QPCR). Zbadamy ponadto wybrane modyfikacje w komoérkach miesni gtadkich
pochodzacych z ptytek miazdzycowych w celu poréwnania starzenia in vitro i in vivo.

W organizmie zachodzi zaréwno starzenie replikacyjne jak i przyspieszone. Jak dotychczas brak jest
znacznikow pozwalajacych jednoznacznie odrézni¢ starzenie replikacyjne od przyspieszonego (poza analiza
dhugosci telomerow), zwlaszcza w przypadku starzenia zachodzacego in vivo. Poznanie roznic w
modyfikacjach histonu H3 w komorkach starych jest szczeg6lnie interesujace i wazne w przypadku komorek
budujacych naczynia. Biora one udziat w rozwoju miazdzycy, procesu, w ktorym rola starzenia
komodrkowego jest niebagatelna. Komorki naczyn sg narazone na stres i s3 w bliskim kontakcie ze
zwigzkami znajdujacymi si¢ we krwi (leki, szkodliwe elementy pochodzace z pozywienia). Wiedza o
réznicach w poziomie |1 modyfikacjach heterochromatyny podczas starzenia replikacyjnego i
przyspieszonego moze okaza¢ si¢ przydatna w okresleniu markeréw charakterystycznych dla
poszczegblnych typdéw starzenia. Znalezienie takich znacznikow mogltoby mie¢ w przysztosci znaczenie
diagnostyczne i postuzyé w badaniu wptywu zwigzkow/lekow na starzenie komorek. Poznanie roéznic w
modyfikacjach chromatyny i wytypowanie genow, na ktérych ekspresje ma to wptyw moze si¢ przyczynié
do zrozumienia roli starzenia komérkowego w procesie miazdzycy, umozliwi¢ prognozowanie skutkow i
znalezienie nowych potencjalnych markeréw pomagajacych wczesniej okresli¢ stopien ryzyka, badz nowych
celow terapeutycznych. Znaczenia badaniom nadaje fakt, Ze mozliwosci spowalniania starzenia
replikacyjnego sg bardzo ograniczone, natomiast modyfikowanie, badz unikanie starzenia przyspieszonego
jest mozliwe.



