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Streszczenie

Spowalnianie procesu starzenia, bedgcego jednym z najwazniejszych czynnikéw
ryzyka wystepowania choréb zwigzanych z wiekiem, jest niezwykle istotne zwtaszcza
obecnie, w obliczu szybkiego starzenia sie spoteczenstw. Podskdrna tkanka ttuszczowa
(subcutaneous adipose tissue, SAT) jest nie tylko magazynem energii, ale i bardzo waznym
organem endokrynnym, a zmiany zachodzace w tej tkance wraz z wiekiem wptywajg na
tempo i przebieg procesu starzenia. Jedng z przyczyn zwigzanej z wiekiem dysfunkcji tkanki
tluszczowej sg zmiany w funkcjonowaniu zasiedlajacych jg komdrek macierzystych

(adipose-derived stem cells, ASC).

Modyfikacje epigenetyczne poprzez modulacje struktury chromatyny regulujg
ekspresje gendw i sg niezbedne do utrzymania prawidtowego fenotypu komérek.
Wiadomo, ze wraz z wiekiem dochodzi do istotnych zmian w obrebie epigenomu. Zjawisko
to nazywane jest dryftem epigenetycznym. Najlepiej poznanym elementem dryftu
epigenetycznego sg zmiany metylacji DNA. Odkrycie enzyméw TET (ten-eleven
translocation) i procesu aktywnej demetylacji DNA rzucito nowe $wiatto na mechanizmy
dziatania tej modyfikacji epigenetycznej. Enzymy TET nalezg do rodziny oksygenaz
zaleznych od a-ketoglutaranu. Przeprowadzajg reakcje oksydacji 5-metylocytozyny do 5-
hydroksymetylocytozyny (5hmC), ktéra moze dalej podlegaé procesowi aktywnej oraz
biernej demetylacji. Enzymy TET dzigki swoim witasciwosciom zaangazowane sg nie tylko w
regulacje metylacji DNA, ochrone wysp CpG przed nieprawidtowa metylacjg, ale takze,
posrednio, regulujg modyfikacje biatek histonowych. Z kolei 5hmC, ktéra nie jest tylko
produktem posrednim w procesie demetylacji DNA, ale jest aktywng modyfikacjg
epigenetyczng, zaangazowana jest w regulacje ekspresji gendw, miedzy innymi poprzez
wptyw na aktywnos¢ elementdw regulatorowych. Petni tez wazna role w regulacji procesu

réznicowania komdrek progenitorowych tkanki ttuszczowej.

Te i inne dane staly sie podstawa hipotezy, ze zwigzane z wiekiem zmiany w
ekspresji lub aktywnosci TET oraz zmiany w poziomie i dystrybucji 5hmC w SAT oraz

izolowanych z niej ASC sg elementem dryftu epigenetycznego.

Celem projektu byto zbadanie zwigzanych z wiekiem zmian w ekspresji enzyméw TET
oraz w poziomie 5-hydroksymetylacji DNA w podskdrnej tkance ttuszczowej cztowieka oraz
w izolowanych z niej komdrkach macierzystych, jak réwniez zbadanie zmian w dystrybucji

5hmC (obecnos¢ regiondw roznicowo hydroksymetylowanych z wiekiem, DHMR) w



genomie komérek ASC przy uzyciu sekwencjonowania nowej generacji. Poniewaz wyniki
analizy réznicowej danych wielkoskalowych zaleza w duzym stopniu od zastosowanego
algorytmu, w ramach tego celu pracy zaplanowano rowniez okreélenie, czy faktycznie i jaki
wplyw na uzyskane wyniki ma rodzaj algorytmu. Ponadto, dodatkowym celem byto
wytypowanie regionéw specyficznie 5-hydroksymetylowanych w ASC poprzez poréwnanie
profilu tej modyfikacji w ASC i fibroblastach pochodzacych od tych samych dawcéw. Drugim
celem dodatkowym byfo sprawdzenie, czy istniejg zwigzane z wiekiem DHMR wspdine dla

réznych typow komorek (uniwersalne zmiany hydroksymetylacji w toku starzenia).

Materiat do badan stanowita podskérna tkanka ttuszczowa pobrana od 71 pacjentow
(39 kobiet oraz 32 mezczyzn) w wieku 18-96 lat (Srednio 53420 lat), z BMI 17-35 kg/m?
(érednio 26,615 kg/m?) z okolic 0 ograniczonym narazeniu na promieniowanie stoneczne.
Pobranie wykonano za zgoda Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym (KB/283/2013). Uczestnicy wyrazili zgode na udziat w badaniu. Dane
analizowano po uwzglednieniu zasad anonimizacji. Od mtodych (n=8, 25-34 lat, Srednio
30+3,5 lat) i najstarszych oséb (n=10, 77-89 lat, $rednio 81+4,6 lat) izolowano dodatkowo
ASC. Z SAT oraz ASC w 3 pasazu izolowano mRNA, DNA oraz biatko. Globalny poziom
modyfikacji DNA (5mC, 5hmC, 5fC, 5caC) badano przy uzyciu immunoblotow. Ekspresjg TET
na poziomie mRNA badano przy uzyciu PCR czasu rzeczywistego, a ilos¢ biatka przy uzyciu
immunoblotéw. Regiony 5-hydroksymetylowane w DNA ASC od 5 os6b miodych (28-34
lata; $rednio 30,643 lata) i 5 starszych (77-94 lata; srednio 83+6 lat) pozyskano przy uzyciu
immunoprecypitacji 5-hydroksymetylowanego DNA i sekwencjonowania nowej generacji
(hMeDIP-seq). Analiza rdznicowa w celu wytypowania zwigzanych z wiekiem DHMR
wykonana zostata przy uzyciu pakietu MEDIPS dla srodowiska R. Analizg wykonano przy
uzyciu ustawieri domyslnych sugerowanych przez twdrcow pakietu oraz dla parametrow
zoptymalizowanych dla dwdch skrajnych szerokosci okna genomowego 50 pz i 450 pz.
Analize dystrybucji 5ShmC w genomie ASC wykonano okreslajgc poziom tej modyfikacji w
elementach struktury gendéw, elementach regulatorowych, regionach powigzanych z
modyfikacjami biatek histonowych, wyspach CpG oraz elementach powtérzonych.
Identyfikacje regiondéw réznicujgcych ASC od fibroblastow wykonano przy uzyciu pakietu
MEDIPS dla 7 osdb: 3 oséb miodych (27-33 lata; srednio 29,6+3 lata) i 4 starszych (77-94

lata; érednio 82+5 lat) od ktérych izolowano zaréwno ASC jak i fibroblasty.



Zaobserwowatam istotny, zwigzany z wiekiem wzrost globalnego poziomu
hydroksymetylacji DNA (r=0,36; p=0,026) w DNA SAT bez zmian w poziomie innych
badanych modyfikacji. Poziom 5hmC byt réwniez wyzszy w DNA ASC izolowanych od os6b
starszych w poréwnaniu do oséb mtodych (p=0,0003). Wynik pozostat istotny statystycznie
po wieloczynnikowej analizie regresji uwzgledniajacej BMI i pte¢. Dodatkowo, poziom
5hmC w ASC korelowat z czasem podwojenia populacji (r=0,62; p=0,01) i byt wyiszy w
komérkach wolno dzielgcych sie. Analiza ekspresji TET w SAT na poziomie mRNA oraz biatka
wykazata, 7ze poziom TET1 nie zmienia si¢ z wiekiem w mojej grupie badanej.
Zaobserwowatam natomiast zwigzany w wiekiem wzrost mRNA TET2 (r=0,33, p=0,006) oraz
wzrost poziomu biatka TET3 (r=0,32, p=0,04). Natomiast w ASC poziomy mRNA i biatek TET
nie roznity sie pomiedzy komérkami mtodych i starszych dawcéw. Poziomy mRNA i biatek

TET nie korelowaty z poziomem 5hmC ani w SAT, ani w ASC.

W celu wytypowania zwigzanych z wiekiem DHMR w ASC, wykonatam analize
réznicowg przy uzyciu trzech réinych algorytméw. Kazda z analiz zidentyfikowata
odmienng liczbe DHMR. W wyniku potaczenia regiondéw pozyskanych ze wszystkich
wariantdw analizy wytypowatam okofo 100 zwigzanych z wiekiem DHMR. Regiony te
lokalizowaty sie preferencyjnie poza wyspami CpG. Zwigzane z wiekiem DHMR wspélne dla
wszystkich wariantéw analizy powigzane byly z genami TSPAN7, LIAT1, KLHL13, EYS,
RBFOX1.

Analiza rdéznicowa regiondw 5-hydroksymetylowanych w ASC i fibroblastach
wykonana w ramach realizacji celu dodatkowego zidentyfikowata 2520
regionéw réznicujgcych ASC od fibroblastow. Wsréd regiondw o zwigkszonej
hydroksymetylacji w ASC byto wigcej promotoréw zawierajacych wyspe CpG niz w obrebie
DHMR hiper-hydroksymetylowanych w fibroblastach. Geny powigzane z tymi regionami

powigzane byty miedzy innymi z procesem réznicowania komérkowego.

Ponadto wykazatam, ze region genomu lezacy w obrebie intronu genu RSRP1 byt
hiper-hydroksymetylowany zaréwno w ASC jak i fibroblastach osob starszych w
poréwnaniu z komodrkami oséb mtodych. Analiza ekspresji tego genu metodg RT-PCR
wykazata, ze poziom jego mRNA jest istotnie nizszy w ASC izolowanych od oséb starszych.

W fibroblastach nie byto takiej zwigzanej z wiekiem zaleznosci.

Pozyskane przeze mnie wyniki sugerujg, ze 5hmC moze petni¢ waing role w

epigenetycznej regulacji funkcjonowania ASC, a zmiany w poziomie oraz dystrybucji 5ShmC



w SAT oraz ASC stanowiag element zwigzanego z wiekiem dryftu epigenetycznego u
cztowieka. Zmiany w  poziomie/dystrybucji tej modyfikacji nie  wynikaja
najprawdopodobniej ze zmian w ekspresji genéw TET, a s3 nastgpstwem zmieniajacego sig
wraz z wiekiem mikros$rodowiska komorki, ktére oddziatuje na aktywnosc¢ katalityczng tych
enzymow. Wydaje sie, ze cze$¢ zwigzanych z wiekiem zmian w poziomie/dystrybucji ShmC
wplywa na zmiany ekspresji gendw w ASC, co moze by¢ jedng z przyczyn obnizonego
potencjatu regeneracyjnego tych komorek, jakie obserwuje sig u starszych osob. Z drugiej
strony, cze$¢ powigzanych wiekiem DHMR znajdowata sie w obrebie gendw nie ulegajacych
ekspresji w tym typie komorek, co sugeruje, ze takie powstajgce w procesie starzenia

zmiany maja charakter markerowy.

Z kolei poréwnanie profilu 5hmC pomiedzy ASC a fibroblastami sugeruje, ze zwigzane
z uptywem czasu zmiany hydroksymetylacji DNA sa w wigkszosci tkankowo specyficzne.
Niemniej jednak DHMR w intronie genu RSRP1 jest kandydatem na uniwersalny marker

starzenia.

Poréwnanie réznych parametrdow analizy réznicowej zmian w hydroksymetylacji DNA
sugeruje, ze dobrym podej$ciem wydaje sie by¢ wykonanie analizy dla okien genomowych
o réznej wielkosci i potaczenie wynikow, szczegdlnie jedli dane nie sg analizowane pod
katem doktadnie sprecyzowanych czynnikéw genomowych. Dodatkowo, zastosowanie
poprawki FDR jest lepsze niz poprawki Bonferroniego, ktéra moze prowadzi¢ do uzyskania

duzej liczby wynikow fatszywie negatywnych.



