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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Prawidlowe ludzkie komérki somatyczne maja bardzo ograniczone mozliwosci podziatowe, po wy-
czerpanu ktérych wchodzg w faze starzenia. Uwaza sie, ze proces starzenia sie komérek jest odpo-
wiedzig na rozlegle i nieodwracalne uszkodzenia DNA, umiejscowione w obrebie telomerowych i/
lub nietelomerowych sekwencji genomu. Gromadzenia sie tego typu uszkodzen jest spowodowane
przede wszystkim przez stres oksydacyjny, narastajacy w zwiazku z upo$ledzeniem funkcji mito-
chondriéw. Komérki stare gromadza sie w tkankach w miare starzenia organizmu, co jest wigzane
przyczynowo z rozwojem wielu chordb wieku podesztego, w tym choroby nowotworowej. Celem
pracy, przygotowanej doktadnie 50 lat po odkryciu przez Leonarda Hayflicka zwiazkéw miedzy
starzeniem sie komdrek a starzeniem organizmu jako catosci, jest przedstawienie stanu wiedzy
na temat molekularnych uwarunkowan starzenia na poziomie komérkowym, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli stresu oksydacyjnego, efektordw starzenia w cyklu komérkowym, markeréw
tego procesu oraz wplywu komdrek starych na rozwéj okreslonych patologii zwigzanych z wiekiem.
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Summary

Normal human somatic cells have strictly limited proliferative capacity and reach a state of
senescence when it becomes exhausted. It is believed that senescence is a response to exten-
sive and irreparable DNA injury, localized in telomeric and/or non-telomeric regions of the
genome. Main cause of this damage is oxidative stress, increasing due to deteriorated function
of mitochondria. Senescent cells accumulate in tissues during aging, which is causatively lin-
ked with the development of various pathologies in elderly individuals, including cancer. This
paper, prepared exactly 50 years after Leonard Hayflick’s discovery of the relationship between
cellular senescence and organismal aging is aimed at presenting the current knowledge about
molecular determinants of senescence, with particular emphasis paid to the role of oxidative
stress, effectors of senescence at the level of cell cycle, markers of this phenomenon, and the
effect of senescent cells on the development of certain age-related diseases.
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WPROWADZENIE

Wspétczesna nauka oferuje wiele definicji procesu starze-
nia, a dobdr odpowiedniej jest zwykle podyktowany kon-
kretnym aspektem zycia organizmu, ktérego ten proces
dotyczy. Pod wzgledem biologicznym, zjawisko to mozna
okresli¢ jako zespSt dynamicznych zmian, zaleznych od
uplywu czasu oraz czynnikéw $rodowiskowych, dziataja-
cych na poziomie strukturalnym i czynno$ciowym ustroju
[67]. Tak wyrazona definicja podkre$la uniwersalizm oraz
fizjologiczna role tego procesu. W aspekcie medycznym,
starzenie oceniane jest raczej pejoratywnie, co wynika z to-
warzyszacego mu wzrostu czestosci wystepowania wielu
chordb zwiazanych z wiekiem (age-related diseases), zna-
czaco pogarszajacych jako$¢ i limitujacych dhugo$é zycia
0sob starszych [77]. Aby zrozumie¢ nature zmian zachodza-
cych w przebiegu starzenia, najczesciej siega sie do modeli
komdrkowych, ktére stanowia swoisty ,,mikro$wiat”, od-
zwierciedlajacy prawidtowosci rzadzace catymi organizma-
mi. Pamietajac, ze w ubieglym roku mineto 50 lat, odkad po
raz pierwszy powigzano wyczerpanie potencjatu podziato-
wego komdrek z procesem starzenia sie organizmu czto-
wieka jako calo$ci [42], wartym wydaje sie przedstawienie
aktualnego stanu wiedzy na temat molekularnych mecha-
nizmdw rzadzacych starzeniem komérkowym, jak réwniez
zwiazkéw miedzy tym zjawiskiem a rozwojem wielu cho-
réb zwigzanych z wiekiem, w tym choroby nowotworowej.

KoMORKOWY MODEL STARZENIA

Starzenie nalezy do proceséw ztozonych i jest wypadko-
wa zjawisk biochemicznych i fizjologicznych, przebie-
gajacych na réznych poziomach organizacji ustroju, od
pojedynczej komérki, do tkanek i narzadéw wiacznie.
W zgodnej opinii, proces starzenia, przebiegajacy na po-
ziomie komérkowym, jest jednym z najlepszych modeli
badan tego zjawiska, co wynika z mozliwos$ci dogtebne-
go wnikniecia w zdarzenia molekularne, zachodzace na
poziomie makroczasteczek, jak réwniez poddawania ko-
morek odpowiednim manipulacjom (np. wptywowi czyn-
nikéw $rodowiskowych, interwencjom genetycznym), po-
zwalajacym na identyfikacje w metabolizmie komdrek
tych zmian, ktére moga by¢ bezposrednia przyczyng lub
skutkiem procesu starzenia.

Jednym z pionieréw badari nad starzeniem sie komdrek
in vitro byt francuski chirurg, Alexis Carrel [18], ktérego

prace wniosty do dwczesnej wiedzy o starzeniu nie tyle
tre$ci merytoryczne (patrz: stynny ,,blad Carrela” [114]),
co raczej powszechne zainteresowanie tym zjawiskiem.
Wtasciwe podwaliny wspéiczesnej biogerontologii stwo-
rzyli dopiero jednak w latach sze$édziesiatych XX w. Le-
onard Hayflick i Paul Moorhead, ktérzy jako pierwsi do-
wiedli, ze prawidtowe ludzkie komdrki somatyczne maja
ograniczone mozliwosci podziatowe in vitro, ktérych kul-
minacjg jest ich wejécie w faze replikacyjnego starzenia
(replicative senescence) (ryc. 1) [42,43].
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Ryc. 1. Schemat ilustrujacy ograniczony potencjat podziatowy prawidtowych
komdrek somatycznych

MECHANIZMY STARZENIA SIE KOMOREK SOMATYCZNYCH

Starzenie replikacyjne zalezne od zmian dlugosci
i budowy telomerow

Unikatowg cechg komérek eukariotycznych jest obecnosé
tandemowych, swoistych gatunkowo powtdrzet na koni-
cach chromosoméw, zwanych telomerami. Struktury te
nie zawierajg sekwencji kodujacych, a ich funkcja polega
na stabilizacji i ochronie dystalnych odcinkéw chromo-
soméw przed spontanicznym tgczeniem sie i degradacja
wskutek dziatania nukleaz [11]. Role te telomery petniag
dzieki zdolnos$ci do przyjmowania zdefiniowanej prze-
strzennie struktury dwuniciowej petli t (t-loop), stabili-
zowanej biatkami POT (protection of telomeres), TRF1/2
(telomeric repeat binding factor 1/2) i TIN2 (TRF1-inte-
racting protein 2), wchodzacymi w sktad tzw. kompleksu
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szelteryn, ktérego zadaniem jest ostanianie niesparowa-
nego kofica 3’ chromosomu (3’ overhang) [70].

Préby okreslenia biologicznego znaczenia telomerdéw zo-
staly zapoczatkowane w latach trzydziestych ub.w. przez
Hansa Mullera. Po trwajacych ponad piecdziesiat lat ba-
daniach, w 1988 r. ustalono sekwencje, charakterystyczna
dla odcinkéw telomerowych czlowieka (5’-TTAGGG-3") [74].
Niespelna dwa lata p6Zniej, Calvin Harley, Bruce Futcher
oraz Carol Greider wykazali, ze oprécz funkgji ochronnej,
telomery mozna uznac za swoisty dla komérki, licznik po-
dzialéw”. Teze te oparto na obserwacjach podziatéw mito-
tycznych fibroblastéw, ktérym towarzyszyto sukcesywne
skracanie telomerowego DNA, oszacowane na okoto 50-200
par zasad (bp) na podziat [41]. Uzyskane wyniki badari byty
bezposrednim potwierdzeniem zasugerowanego juz w la-
tach 70 ub.w., niezaleznie od siebie, przez Aleksieja Olovni-
kova [83] i Jamesa Watsona [113] tzw. problemu kotica re-
plikacji, ktérego istota jest niezdolno$¢é polimerazy DNA do
catkowitej replikacji dystalnych odcinkéw chromosoméw.
W jego wyniku, po osiagnieciu pewnej krytycznej dtugosci
telomeru [2], niezapewniajacej juz dalszej ochrony kodu-
jacych sekwencji DNA, komérka nieodwracalnie opuszcza
cykl podziatowy i wchodzi w faze starzenia [37,84].

W niektdrych typach komérek, postepujacej erozji telo-
meréw przeciwdziata aktywno$¢ enzymu z rodziny od-
wrotnych transkryptaz, telomerazy [38]. Enzym ten wy-
stepuje w postaci kompleksu rybonukleoproteinowego,
ktéry katalizuje przytaczanie powtérzeti TTAGGG w ob-
rebie koricowych fragmentéw liniowych chromosoméw
[33]. Aktywna postaé enzymu sktada sie z kompleksu pod-
jednostki hTR (hTERC), ztozonej z czasteczki RNA, kom-
plementarnej do telomerowej sekwencji genomu oraz
z podjednostki katalitycznej hTERT [36]. W wiekszo$ci
ludzkich komdrek somatycznych ekspresja genu kodujg-
cego hTERT jest zahamowana, co uniemozliwia tworzenie
aktywnego kompleksu z hTR/hTERC i jest przyczyng osig-
gania przez komdérke fazy replikacyjnego starzenia. Wyja-
tek stanowig komdrki germinalne i embrionalne komérki
macierzyste [20]. Niewielkg aktywno$cig tego enzymu
cechuja sie tez keratynocyty [53], komdrki mezotelium
otrzewnowego [58] oraz komérki nabtonka stercza [9].

Szczegblna grupg komérek, cechujacych sie duza aktyw-
noscig telomerazy sa komérki nowotworowe, w ktérych
odbudowa telomerdw i zwigzane z tym unikanie procesu
starzenia jest jednym z najwazniejszych czynnikéw wa-
runkujgcych ich niekontrolowana ekspansje [100]. Wyka-
zano, ze mechanizm zaleznej od telomerazy rekonstrukcji
telomeréw dotyczy okoto 90% nowotwordw [75]. Pozosta-
ta cze$¢ komérek ztosliwych, w tym nowotwory pocho-
dzenia mezenchymalnego, podlegaja alternatywnemu
procesowi wydtuzania telomeréw (alternative lengthe-
ning of telomeres; ALT), w ktérym odbudowa koricowych
odcinkéw chromosoméw zachodzi na skutek rekombina-
cji homologicznej [30].

Niedawne badania wskazuja, ze elementem decydujacym
o wej$ciu komérki w stadium starzenia, poza sukcesywnag

utratg telomerowego DNA, moga by¢ zmiany strukturalne
w obrebie petli telomeru, na jego koticu 3”. Mechanizm
tych zmian obejmuje stopniowa utrate stabilno$ci petli,
ktéra prowadzi do niekontrolowanej ekspozycji bogatego
w reszty guaniny korica telomeru na sktadniki nukleopla-
zmy, czego skutkiem jest zainicjowanie starzenia sie ko-
morek niewykazujgcych ekspresji aktywnej postaci telo-
merazy [63]. Istotng role dystalnych odcinkéw telomeréw
w indukgji starzenia potwierdzaja obserwacje wskazujace
na indukcyjna role jednoniciowego fragmentu guanozy-
nowego w aktywacji sciezki sygnalizacyjnej starzenia, za-
leznej od biatka p53 [97]. Dodatkowego potwierdzenia roli
zaburzenia struktury korica 3’ telomeru w indukgji starze-
nia dostarczyty badania z wykorzystaniem wektora ade-
nowirusowego, zawierajacego sekwencje TRF24P, ktdrej
ekspresja wywotata dekompozycje struktury przestrzen-
nej fragmentu 3’, prowadzaca do trwatej blokady cyklu
komérkowego, zwigzanej z nadekspresjg biatka p16™<*
oraz hipofosforylacja biatka retinoblastoma (pRb) [63].

Stres oksydacyjny a starzenie zalezne od zmian
dlugosci telomeréw

Liczne obserwacje wskazuja, ze poza problemem kotica re-
plikacji, postepujaca destrukcja telomerowego DNA moze
réwniez zachodzi¢ z powodu dtugotrwatej ekspozycji ko-
mérek na czynniki stresogenne, szczegdlnie na stres oksy-
dacyjny [6]. Jednym z bezposrednich nastepstw ekspozy-
cji DNA na reaktywne formy tlenu (RFT) sg uszkodzenia
w obrebie, szczegblnie wrazliwej na utlenianie, sekwencji
bogatej w guaniny na koticach 3’ telomeréw [108]. Docho-
dzi do akumulacji jedno- oraz dwuniciowych peknie¢ DNA
w regionach telomerowych, stanowigcych bezposrednia
przeszkode w kontynuacji syntezy nici potomnej i prze-
stanke do natychmiastowego przerwania replikacji [109].
Potwierdzenia wptywu stresu oksydacyjnego na skraca-
nie sie telomeréw dostarczyty eksperymenty wykonane
na fibroblastach, hodowanych w warunkach hiperoksji
(40% tlenu), w przebiegu ktdrych stwierdzono znamienny
wzrost tempa fazy replikacyjnego starzenia przez komér-
ki, ktére nastepowato zwykle po zaledwie kilku rundach
replikacji. Na poziomie molekularnym, wymiernym skut-
kiem zastosowanych warunkéw hodowlanych byto nasile-
nie tempa skracania sie telomerdw, ktére osiggaty dugosé
krytyczna, poréwnywalng z komérkami utrzymywanymi
w warunkach prawidtowego ci$nienia parcjalnego tlenu,
przy znaczaco nizszej liczbie przebytych podziatéw [110].

Efektory starzenia zaleznego od zmian dlugosci
telomeréw

Gléwnym mediatorem, odpowiedzialnym za reakcje ko-
mérki na rozlegte uszkodzenia telomerowego DNA (roz-
poznawanego jako pekniecia dwuniciowe) jest biatko p53.
Biatko to nalezy do gtéwnych supresoréw kancerogenezy
i jest jednym z najbardziej znanych czynnikéw mediu-
jacych replikacyjne starzenie sie komérki [47]. Proces
aktywacji biatka p53 moze przebiega¢ za po$rednictwem
przylaczania reszt acetylowych do jego kotica karboksylo-
wego, modulowanego przez czynnik zwigzany z biatkiem
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p300/CBP oraz w wyniku fosforylacji N-kotica czgsteczki,
w ktérej gtéwna role odgrywaja kinazy ATM i DNA-PK [63].
W ostatnim z mechanizméw indukcji p53, istotna funkcje
petni biatko onkogenne Mdm2 (murine double minute 2),
ktére jest zdolne do wiazania sie z jego domeng trans-
aktywacyjna i blokowania jego zdolnosci do hamowania
cyklu komérkowego oraz indukcji apoptozy [73]. Dzieki
aktywnosci ligazy ubikwitynylowej, biatko Mdmz2 bierze
udzial w modyfikacji p53 i posredniczy w kierowaniu go
na droge degradacji w proteosomach [102]. Biatko p53
moze posredniczy¢ w aktywacji biatka Mdm2 na pozio-
mie transkrypcji, co sugeruje wystepowanie ujemnego
sprzezenia zwrotnego, kontrolujacego utrzymywanie obu
biatek na niskim poziomie, a to jest szczegdlnie istotne
w warunkach braku obecnoéci streséw komdrkowych [73].

W komérkach starych aktywacja biatka p53 indukuje po-
wstanie w telomerach ognisk uszkodzeti DNA zwigzanych
ze starzeniem (senescence-associated DNA damage foci;
SDF), ktérych objawem jest obecno$¢ ufosforylowanej po-
staci histonu H2A X (y-H2A.X), biatek 53BP1 oraz MRE11
[4]. Powstanie licznych SDF wywotuje rekrutacje oraz ak-
tywacje kinaz ATM, ktére bezposrednio lub z udziatem
kinaz Chk2, katalizuja przylaczenie reszty fosforanowej
do biatka p53, doprowadzajac do rozpadu kompleksu p53-
-Mdm2 i aktywacji p53 [111].

Efektorem dzialania biatka p53 jest regulator cyklu ko-
mdérkowego p219PL ktdry przez wiazanie z cyklinozalez-
nymi kinazami CDK4 i CDK6 oraz kompleksem CDK2-cykli-
na E, powoduje ich dezaktywacje, czego nastepstwem jest
zahamowanie fosforylacji biatka pRb [44]. Hipoufosforylo-
wana posta¢ biatka pRb bierze udziat w wigzaniu czynnika
Mdmz2, uniemozliwiajgc mu potaczenie sie z biatkiem p53
ijego degradacje. Dodatkowym elementem promujacym
zatrzymanie podziatéw komdrkowych jest bezposrednie
oddziatywanie biatka p21°! z jadrowym antygenem ko-
morek proliferujacych (Proliferating Cell Nuclear Anty-
gen; PCNA) oraz innymi regulatorami, takimi jak kinazy
MEKKS5 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase
5), SAPK (Stress-Activated Protein Kinase) i kalmodulina
[96]. Gtéwna rola biatka p21“P* w indukgji starzenia zo-
stata potwierdzona w badaniach przeprowadzonych na
fibroblastach, w ktérych komérki z zablokowang ekspre-
sja genu p21°P! nie byty zdolne do zaprzestania podziatéw.
Wykazano takze, ze w efektywnej odpowiedzi komérki na
uszkodzenia genomu, niezbedny jest udziat obydwu bia-
tek (p53 i p21“PY), gdyz w warunkach braku aktywnej po-
staci biatka p53, aktywacja p21P moze nie nastgpic [45].

Badania poswiecone roli biatka p21“P* w komdree wyka-
zaly, ze poza wazna rola efektorowa w procesie genero-
wania przez biatko p53 swoistej odpowiedzi komérkowej,
wywotywanej uszkodzeniem telomerowego DNA, istnieje
mechanizm alternatywnej aktywacji p21“P* w szlaku nie-
zaleznym od p53. Wystepowanie tego zjawiska stwierdzo-
no w warunkach ekspozycji komdrek na dziatanie mio-
zyny oraz transformujacego czynnika wzrostu p1 [3,25].
Wskazuje sie, ze wystepujaca w tym przypadku regulacja
syntezy biatka p21“P! zachodzi w wyniku bezposredniego

oddziatywania aktywatoréw transkrypcyjnych na jego re-
gion promotorowy lub przez modulacje stabilno$ci zaréw-
no na poziomie mRNA jak i biatka [35]. Warto doda¢, ze
nastepujacy w odpowiedzi na réznorodne czynniki stre-
sowe wzrost ekspresji p21°P%, niezwigzany z biatkiem p53,
ma charakter przej$ciowy, a ostateczne osiagniecie przez
komorke fazy starzenia wymaga postepujacej po sobie
aktywacji biatek p53 i p219P [96]. Obecnie uwaza sie, ze
wzrost ekspresji p21“P* w mechanizmie p53-niezaleznym
jest swoisty dla okreslonych warunkéw fizjologicznych
i pelni istotna funkcje w tymczasowym hamowaniu cyklu
komoérkowego, poprzedzajacym proces réznicowania sie
komérek [69] (ryc. 2).

Ryc. 2. Regulacja replikacyjnego starzenia, zwiazanego ze skracaniem sie
telomerdw na poziomie cyklu komérkowego. Kolorem oznaczono
zjawiska o kluczowym znaczeniu dla zatrzymania progresji cyklu
na etapie fazy G1, w tym zahamowanie fosforylagji biatka pRb oraz
aktywnos¢ biatkowych inhibitoréw cyklu

Starzenie replikacyjne niezalezne od zmian
dlugosci telomeréw

Na podstawie badan in vitro wykazano, ze w niektérych
typach komdrek proces starzenia zachodzi bez wykry-
walnych zmian w budowie i dtugosci telomerowego
DNA [53] (ryc. 3). Obserwacje potwierdzono w komér-
kach nabtonkowych gruczotu piersiowego, stercza oraz
keratynocytéw, w ktérych ektopowa ekspresja podjed-
nostki katalitycznej hTERT okazata sie niewystarczajaca -
w przeciwieristwie do komérek starzejacych sie w sposéb
telomerozalezny - do ich unie$miertelnienia. Osiggnieto
to dopiero wéwczas, gdy ekspresje hTERT potaczono z za-
hamowaniem aktywno$ci biatka p16™** [54]. Cytowane
badania staly sie przyczynkiem do stwierdzenia, ze sta-
rzenie sie komérek pochodzenia nabtonkowego przebiega
zupetnie innym szlakiem niz inicjowany destrukeja telo-
merowego DNA oraz dziataniem uktadu biatek p53-p21¢Pt,

Poza obecnoscig niezaleznego od zmian dtugosci telome-
réw mechanizmu kontrolujacego inicjacje procesu repli-
kacyjnego starzenia, cecha charakterystyczna komdrek
nabtonkowych jest posiadanie znaczaco nizszego poten-
cjatu proliferacyjnego w poréwnaniu z komérkami, kté-
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rych replikacja zalezy od zmian dtugo$ci i budowy kon-
cowych odcinkéw chromosoméw. Mozliwosci podziatowe
komérek nabtonkowych zazwyczaj wynosza okoto 10-20
podwojeni populacji, podczas gdy $redni limit Hayflicka
osiagany przez starzejace sie w sposéb telomerozalez-
ny fibroblasty, miesci sie w granicach 40-90 podziatéw
[54,89].

Rola biatka p16'"*A w starzeniu
telomeroniezaleznym

Badania przeprowadzone na komérkach, w ktérych proces
starzenia przebiegat bez zmian dtugosci telomeréw wyka-
zaly, ze role gléwnego efektora ich starzenia na poziomie
cyklu komdrkowego moze petni¢ biatko p16™k#* [54,89].
Mechanizm indukcji starzenia z udzialem biatka p16™k*
zachodzi przez jego przytaczenie do kinaz zaleznych od
cyklin i blokowanie tworzenia komplekséw CDK4 i CDK6
z cykling D, powodujac hamowanie fosforylacji biatka pRb
i zatrzymanie cyklu komdrkowego na etapie fazy G1 [68].
Do najwazniejszych czynnikéw, majacych zdolnos¢ indukgji
biatka p16™** nalezg: kinazy biatkowe aktywowane mito-
genami (Mitogen-Activated Protein Kinase; MAPK) [64],
ekspresja onkogenu Ras [98], uszkodzenia DNA wywotane
dziataniem lekéw (bleomycyny i aktynomycyny D) [92],
nieoptymalne warunki hodowlane [89] oraz zmiany struk-
turalne w obrebie petli telomeru [104].

W czasie procesu starzenia, indukcja biatka p16'*4 na-
stepuje pdZniej niz aktywacja biatek p53 i p21¢P* [48,105].
Jest to zgodne z wynikami doswiadczen wykorzystujacych
hybrydyzacje fluorescencyjna in situ (FISH), ktére wyka-
zaly, ze ekspresja tego biatka narasta w sposéb gwattowny
dopiero w komérkach z péznych pasazy [76]. Duzg w tym
role odgrywa czynnik transkrypcyjny Ets1, ktérego eks-
presja takze wzrasta w komérkach starych, prowadzac do
zahamowania aktywno$ci biatka 1d1, bedacego represo-
rem p16™*A[82]. Role inhibitora biatka p16™** petni
réwniez biatko Bmi-1, ktérego udziat w hamowaniu eks-
presji p16"<* wykazaly badania Jacobsa i wsp., w ktérych
opisano indukcje przedwczesnego starzenia sie komdrek
z wyciszong ekspresjg Bmi-1 [49]. Guney i wsp. wykazali
natomiast, ze zablokowanie aktywno$ci biatka p16™k+A
zalezne od czynnika Bmi-1 wymaga aktywacji $ciezki sy-
gnalizacyjnej onkoproteiny c-Myc [39].

Interesujacych informacji, rzucajacych nowe $wiatto na
znaczenie biatka p16"** w komérkowym starzeniu, do-
starczyly takze badania Beausejoura i wsp., ktérzy wyko-
rzystujac technike transfekcji lentiwirusowej do regula-
¢ji poziomu ekspresji mediatoréw starzenia p53 i p16™k4
dowiedli, ze komdrki stare, cechujace sie duzym steze-
niem biatka p16"* pozostaja niezdolne do proliferacj,
mimo inaktywacji w nich biatka p53. W przeciwietistwie
do nich, komérki o niskiej ekspresji p16™4, w ktérych in-
aktywowano biatko p53 podejmowaly zaprzestang wcze-
$niej aktywno$¢ mitotyczna, co sugeruje, ze rolg p16™<
w komérkach starych jest nie tylko blokowanie podziatéw
komérkowych, lecz takze, a moze nawet przede wszyst-
kim, zapewnianie permanentnos$ci tego stanu [8]. Spo-

strzezenie to jest szczegdlnie wazne ze wzgledu na to, iz
wzrost ekspresji biatka p16'™* nastepuje nie tylko w ko-
morkach starzejacych sie w sposéb niezalezny od telome-
réw, lecz zachodzi takze np. w fibroblastach [82], w kté-
rych krétko po wejéciu w faze starzenia, ekspresja biatka
p21°PL wspédtdziatajacego z p53 w blokadzie cyklu, ulega
stopniowemu obnizaniu [105].

Starzenie przedwczesne indukowane stresem

Istnieje wiele dowoddéw na to, ze w okreslonych sytu-
acjach proces starzenia moze zostaé wywotany na dtugo
przed osiggnieciem przez komérki typowej dla nich mak-
symalnej liczby podziatéw. Zjawisko okresla sie mianem
starzenia przedwczesego indukowanego stresem (stress-
-induced premature senesence; SIPS) wystepuje najcze-
$ciej w rezultacie ekspozycji komérek na niesprzyjajace
warunki hodowli in vitro (tzw. szok hodowlany), jak réw-
niez moze by¢ wynikiem zadziatania na komérki réznego
rodzaju stresoréw [81,107].

Jako szok hodowlany rozumie sie wiele bodZcéw, ktérym
komérki podlegaja po izolacji z organizmu i przeniesie-
niu do $rodowiska hodowlanego in vitro. Do najwazniej-
szych z nich mozna zaliczy¢é: wzrost na powierzchniach
plastikowych, brak heterogennych oddziatywan miedzy-
komérkowych, nieoptymalny sktad pozywki, jak réwniez
utrzymywanie hodowli w warunkach hiperoksji [101].
Badania wykonane na ludzkich komérkach nabtonko-
wych, wzrastajacych na warstwie odzywczej, utworzo-
nej z fibroblastéw traktowanych mitomycyna C wyka-
zaly, ze optymalizacja podtoza wzrostowego powoduje
dwukrotny wzrost potencjatu replikacyjnego komérek,
czemu towarzyszyto obnizenie poziomu ekspresji biat-
ka p16™mk+A[89].

Odrebng grupg czynnikéw, odpowiedzialnych za rozwdj
SIPS sa mutacje, prowadzace do aktywacji wielu proto-
onkogendw, np. Ras, Raf, Mos, PTEN, NF1 [24]. Szczeg6lnie
interesujacym induktorem SIPS jest onkogen Ras, odpo-
wiedzialny za przekazywanie mitogennych sygnatéw z re-
ceptora tyrozynowego przez wiazanie czasteczki GTP [12].
Badania potwierdzity, ze ekspresja Ras w komérkach po-
woduje rozwéj przedwczesnego starzenia, ktérego bezpo-
$rednim nastepstwem jest zwiekszenie aktywnosci biatek
p16M44 i p53 oraz trwate zatrzymanie podziatéw, w typo-
wej dla replikacyjnego starzenia fazie G1 [98].

Wiele obserwacji wskazuje, ze jednym z czynnikéw bez-
posrednio zaangazowanych w rozwdj procesu SIPS jest
akumulacja RFT w komdrce. Potwierdzaja to m.in. ba-
dania na fibroblastach, ktérych hodowla w warunkach
matej preznosci tlenu umozliwita komérkom skuteczne
ominiecie fazy starzenia, wywotywanej dziataniem on-
kogenu Ras [62]. Natomiast inaktywacja genu seladyny-1,
pelniacej role sensora poziomu stresu oksydacyjnego,
efektywnie zahamowala starzenie komérek zalezne od
aktywno$ci Ras, doprowadzac do transformacji [116].
Na podstawie tych obserwacji wysunieto teze, ze in-
dukcja SIPS jest dynamiczng odpowiedzig komérki na
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dziatanie czynnikéw, mogacych wywotaé rozwdj zmian
neoplastycznych [98]. Z tego tez powodu, zaréwno wy-
wotane podziatami mitotycznymi replikacyjne starzenie
sie komérek somatycznych, jak réwniez indukowane
dzialaniem réznego typu stresoréw SIPS, uznawane sa
za utrwalony ewolucyjnie mechanizm supresji nowo-
twordw [14].

FENOTYP KOMOREK STARYCH

Komdrki, ktére osiagnety faze starzenia, czy to na sku-
tek przebycia krytycznej liczby podziatéw, czy tez pod
wplywem okreslonych stresoréw, w sposéb zasadniczy
réznig sie od komdrek proliferujacych wieloma cecha-
mi morfologicznymi i czynnosciowymi, okreslanych
wspSlnym mianem fenotypu komdrek starych [93]. Do
najbardziej klasycznych cech komérek starych naleza:
zwiekszenie rozmiaréw (hipertrofia), sptaszczenie, utra-
ta jednolitego ksztattu, wielojadrzastos¢ i wakuolizacja
[10,43,51]. Oprécz tego, moze dochodzi¢ do agregacji
biatek w retikulum endoplazmatycznym, przy jedno-
czesnym zmniejszeniu ekspresji biatek opiekuticzych
BiP, biorgcych udziat w ich faldowaniu [80]. Wzrastajacy
poziom RFT zaburza prace i strukture mitochondriéw,
w tym zaburza ciaglo$¢ grzebieni mitochondrialnych
oraz blony wewnetrznej [106]. Dysfunkcja dotyczy takze
lizosoméw, a jej gtéwnym przejawem jest gromadzenie
sie fluoryzujacego pigmentu, lipofuscyny [103]. Praw-
dopodobnym skutkiem niewydolnosci tych organel-
li jest takze pojawienie sie w cytoplazmie aktywnosci
p-galaktozydazy, ktéra w przeciwieristwie do tzw. cat-
kowitej odmiany tego enzymu, wykrywanej przy pH 4,0,
wykrywana jest przy pH 6,0, zyskujac miano ,,zwigzanej
ze starzeniem” (senescence-associated p-galactosidase;
SA-B-Gal) [28]. Obecnie, mimo pewnych gtoséw krytyki
[99], SA-B-Gal jest najczesciej wykorzystywanym mar-
kerem komérek starych w badaniach in vitro i in vivo.
Innymi uznawanymi markerami komérek starych sa:
ufosforylowana postaé histonu H2A.X (y-H2A.X) [31],
wyspecjalizowane domeny fakultatywnej heterochro-
matyny (senesence-associated heterochromatic foci;
SAHF) [119], domeny DNA-SCARS (DNA segments with
heterochromatin alterations reinforcing senesence) [95]
oraz produkt oksydacyjnych uszkodzeri DNA, 8-hydrok-
sy-2’-deoksyguanozyna (8-OH-dG) [115].

Inng, wazna cecha komérek starych jest zmiana ekspresji
wielu gendw, kontrolujacych podstawowe aspekty meta-
bolizmu komérki (tabela 1) [87,118]. Nalezy jednocze$nie
podkreslié, ze mimo morfologicznej degeneracji, trwatej
niezdolno$ci do podziatéw i rozleglych, nienaprawialnych
uszkodzeri makroczasteczek, szczegdlnie DNA, komérki
stare przez diugi czas pozostaja zywe i aktywne metabo-
licznie [17], w czym duza role odgrywa ich oporno$¢ na
docierajace sygnaty proapoptotyczne [40].

FENOTYP SEKRECYINY ZWIAZANY ZE STARZENIEM

Pochodna zmiany ekspresji genéw w komérkach starych,
a zarazem cechg szczegGlnie wazng w zwiazku z ich rolg

w procesie starzenia sie organizmu jako catosci oraz roz-
woju chordéb zwigzanych z wiekiem jest nabywanie tzw.
fenotypu sekrecyjnego (senescence-associated secretory
phenotype; SASP). Istota tego zjawiska jest wzmozone wy-
dzielanie do $rodowiska wielu czynnikéw o zréznicowa-
nych funkcjach, ktére mozna zaliczy¢ do kilku kategorii.
Sa wérdd nich cytokiny (IL-1, -6, -7, -13, -15) i chemokiny
prozapalne (CCL2/MCP-1, CCL8/MCP-2, CCL26, CXCL8/IL-
8, CXCL12/SDF-1), czynniki wzrostu (amfiregulina, EGF,
hFGF, HGF, heregulina, KGF, NGF, VEGF), proteazy i ich
modulatory (MMP-1, -3, -10, -12, -13, -14, TIMP-2, PAI-1,
PAI-2, t-PA, u-PA, katepsyna B), rozpuszczalne lub zrzu-
cane z powierzchni receptory i ligandy (ICAM-1, ICAM-
3, OPG, STNFR1, Fas, SGP130, EGF-R) oraz sktadniki ECM
(fibronektyna) [21,23].

Uwaza sie, ze gtéwny udzial w powstawaniu SASP maja
gromadzace sie w komdrkach starych uszkodzenia DNA,
ktérych nastepstwem jest mobilizacja kinaz ATM i CHK2
oraz biatka adaptorowego NBS1, koniecznych do zwiek-
szonego wydzielania czynnikéw prozapalnych [94]. Istot-
ne dla rozwoju tej cechy sa takze zmiany zachodzace w ar-
chitekturze chromatyny jadrowej [88]. Elementem tych
zmian jest m.in. gromadzenie sie podjednostki p65 czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kB, ktéry moze petnié funkcje
nadrzednego regulatora rozwoju omawianej cechy [19].
Potwierdzeniem tej tezy byly obserwacje, w ktérych za-
blokowanie podjednostki p65/NF-kB spowodowato zna-
mienne ograniczenie zdolnosci wydzielniczych komdrek
starych [34]. W zwiazku z tym na szczegdlng uwage zastu-
guje pobudzenie aktywno$ci transkrypcyjnej NF-kB pod
wplywem dziatania kinazy p38 MAPK, ktéra prawdopo-
dobnie moze wzbudzaé wlasciwosci sekrecyjne komérek
w sposdb niezalezny od aktywacji szlakéw odpowiedzi na
uszkodzone DNA [34].

Integralnym elementem rozwoju SASP moga by¢ takze
kompleksy receptoréw i biatek efektorowych, kontrolu-
jacych przebieg reakcji zapalnej, zwane inflammasoma-
mi [60], a szczegblnie zwigzana z ich aktywnoscia $ciez-
ka sygnatowa IL-1 [1]. Jeden z receptoréw wchodzacych
w sktad inflammasomdw, RIG-1 (retinoic acid inducible
gene-1), zaangazowany w indukcje czynnikéw prozapal-
nych, w tym IL-6 i CXCL8/IL-8, jest takze silnym aktywa-
torem NF-«B [66].

INACZENIE STARZENIA SIE KOMOREK DLA STARZENIA SIE ORGANIZMU

Pierwszym, ktéry zasugerowal, ze starzenie sie komérek
moze odzwierciedla¢ okreslone aspekty starzenia sie or-
ganizmu jako catosci byt Leonard Hayflick. Podstawg ku
temu byta obserwacja, ze komérki pobrane od dojrzatych
dawcédw cechuja sie mniejszymi mozliwo$ciami prolife-
racyjnymi niz te, pobrane od ptodéw [42]. Podobng ko-
relacje miedzy wiekiem dawcy a osiagang przez komdrki
liczba podziatéw odnotowano w komérkach mezotelium
otrzewnowego [59], §rédbtonka naczyniowego [46] oraz
keratynocytach [91]. Innym dowodem na istnienie wspdt-
zalezno$ci miedzy starzeniem sie komdrek in vitro a sta-
rzeniem sie organizmu jako cato$ci in vivo byto stwierdze-
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Tabela 1. Geny, ktorych ekspresja ulegta zmianie w starych fibroblastach (na podstawie [78,79]

FUNKCJA NAZWA

ZMIANA

cyklina A2

biatkowy regulator cytokinezy-1 (PRC1)

biatko zwiazane z insulinopodobnym czynnikiem wzrostu-2

Regulacja cyklu komdrkowego
cyklina D1

onkogen zwiazany ze wzrostem 1

heksokinaza 2 (HK2)

azynnik specyficzny dla osteoblastow (0SF2)

neurotrymina (HNT)

nadrodzina C prokadheryn g (PCDH)

OdpowiedZ immunologiczna dermatopontyna (DMP)

kadheryna-2

antygen (D36

biatko 6 indukowane czynnikiem martwicy nowotworéw

receptor zwigzany z biatkiem G (RDC-1)

biatko Rab3 aktywujace GTPaze (RAGP)

Przewodnictwo sygnatu proenkefalina (ENK)

receptor 1 fosfolipazy A2 (PLA2R1)

receptor A czynnika natriuretycznego

syntaza prostaglandyny-1

cyklooksygenaza 2 (COX2)

interleukina 1 (IL-1)

interleukina 6 (IL-6)

Reakgja zapalna
interleukina 15 (IL-15)

chemokina CXCL6

biatko chemotaktyczne monocytow-1 (CCL2/MCP-1)

czasteczka adhezyjna ICAM-1

kolagen i lll

elastyna

laminina

kolagenaza

Synteza i degradacja macierzy metaloproteaza 1 (MMP-1)

pozakomdrkowej
fibronektyna

inhibitor aktywatora plazminogenu-1i-2 (PAI-1, PAI-2)

urokinazowy aktywator plazminogenu (u-PA)

metaloproteaza 3 (MMP-3)

kompleks 2/3 biatek zaleznych od aktyny (podjednostka 2)

Przebudowa cytoszkieletu keratyna 14 (KRT14)
komérki keratyna 19 (KRT19)
tymozyna beta 10

heregulina (HRG)

Czynniki wzrostu
transformujacy czynnik wzrostu 1 (TGF-B1)

S | s |l |l | |l |||l ||| ||| > ||| ||| ||| || > || ||| ||| | |« |«
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nie zwiekszonego odsetka komdérek starych w tkankach
oséb w wieku podesztym [28,90].

Obecno$¢ komérek o fenotypowych cechach starzenia
wykazano w jamie otrzewnej [59], w naczyniach krwio-
nosnych, w obrebie blaszek miazdzycowych [71], w skérze
[28], w rogéwce [117] oraz w krazkach miedzykregowych
[61]. Gromadzenie sie w tkankach komérek starych, ktére
przez swoisty profil wydzielniczy wptywaja na ksztatto-
wanie miejscowego mikro$rodowiska, moze by¢ przyczy-
na powstawania tzw. fenotypu degeneracyjnego zwiaza-
nego z wiekiem (age-associated degenerative phenotype)
[16], czego skutkiem jest wzrost podatnosci organizmu na
rozwdj okreslonych patologii, w tym choréb uktadu ser-
cowo-naczyniowego, neurodegeneracyjnych oraz scho-
rzet uktadu ruchu. Jest to mozliwe w obliczu danych
statystycznych, ktére wykazuja, ze do uniwersalnych,
lecz nie obligatoryjnych skutkéw starzenia naleza m.in.:
postepujaca atrofia miesni, spadek elastycznosci skéry,
wydtuzenie $redniego czasu gojenia sie ran, postepuja-
cy zanik siatkéwki oraz zmniejszenie przejrzystosci so-
czewki oka [77].

STARZENIE REPLIKACYINE

(replicative senescence)

\
v v

TELOMERO-ZALEZNE ‘ TELOMERO-NIEZALEZNE ‘

zwigzane ze telomerowa
skracaniem sie lokalizacj: i suq
telomeréw uszkodzeri DNA telomeréw uszkodzeri DNA

Ryc. 3. Dwa podstawowe typy replikacyjnego starzenia sie komdrek
somatycznych oraz kryteria tego podziatu. W niektérych typach
komdrek obserwuje sie tzw. starzenie mozaikowe, ktérego przejawem
jest jednoczesna aktywacja obu mechanizméw starzenia

Jednym z bezpos$rednich skutkéw wywotywanych obec-
noscig komérek starych in vivo jest zaburzenie prawidto-
wej struktury tkanek [56]. Dowodzg tego m.in. badania
Parrinello i wsp., ktérzy analizujac proces réznicowania
sie komdrek nabtonka gruczotu piersiowego wykazali,
ze obecnos¢ starych fibroblastéw dziata destrukcyjnie
(przez wzrost wydzielania metaloproteaz) na wtasciwe
ksztaltowanie sie rozgatezionych struktur pecherzyko-
wych, zaangazowanych w wytwarzanie mleka [86]. Nato-
miast gromadzenie sie starych komdrek miesni gtadkich
tetnicy plucnej u pacjentéw z przewlekla obturacyjna
choroba ptuc okazato sie dodatnio korelowaé z rozwo-
jem hipertrofii $ciany naczyri. Komérki te pobudzatly
proliferacje i migracje swych mtodych odpowiednikéw,
co wedtug autoréw przywotanej pracy moze leze¢ u pod-
staw rozwoju nadci$nienia ptucnego u tych chorych [79].
Komdrki stare moga sie takze przyczyniaé¢ do rozwoju
lub zaostrzenia przebiegu miazdzycy. Podejrzewa sig, ze
jednym ze skutkéw SASP, generowanego przez komérki
stare w obrebie blaszki miazdzycowej moze by¢ nasile-
nie prozapalnego charakteru $rodowiska, tworzonego

pierwotnie przez makrofagi w przestrzeni podsrédbton-
kowej [112].

STARZENIE A ROZWG) CHOROBY NOWOTWOROWE)

Najpowazniejsza jednak patologia, pozostajaca w nieroze-
rwalnym zwigzku z procesem starzenia jest choroba no-
wotworowa [32]. Dowody potwierdzajace istnienie zwiazku
miedzy tymi dwoma procesami pochodza zaréwno z do-
$wiadczen na zwierzetach, jak réwniez z obserwacji pa-
cjentéw onkologicznych. Juz w latach 80 ub.w. Zimmerman
i wsp., analizujac wptyw wieku na rozwéj nowotwordéw
trzustki u myszy stwierdzili, ze ekspozycja zwierzat na dzia-
tanie kancerogennej pochodnej nitrozomocznika induku-
je rozwéj nowotworédw wyltacznie u osobnikéw starszych
[120]. Badania na modelu szczurzym wykazaly, ze synge-
niczny przeszczep transformowanych hepatocytéw spo-
wodowat rozwdj zmian nowotworowych przede wszystkim
w watrobie osobnikéw starszych [72]. U ludzi czesto$é wy-
stepowania nowotworéw wzrasta wyktadniczo z wiekiem
i obejmuje ponad 60% oséb po 65 roku zycia [50]. Co wazne,
szczegdlne przyspieszenie tempa rozwoju nowotwordw
obserwuje sie dopiero w wieku dojrzatym (okoto potowy
$redniej dtugosci zycia cztowieka) [5,27], co prawdopo-
dobnie wynika z czasu, niezbednego do nagromadzenia
sie w komérkach krytycznej liczby onkogennych mutacji
[56]. Jednak aberracje genetyczne obecne w komérkach
preneoplastycznych, a czesto takze w przylegajacych do
nich komérkach prawidlowych, nie zawsze przektadaja sie
na rozwiniecie fenotypu nowotworowego in vivo [26,29,52].
Oznacza to, ze w wielu typach nowotwordw, nagromadze-
nie sie duzej liczby mutacji nie jest warunkiem wystarcza-
jacym do zainicjowania procesu rozrostowego, co wskazuje,
ze zasadnicze znaczenie dla progresji nowotworu ma takze
odpowiednie mikro$rodowisko tkankowe, przyzwalajace
na przeksztatcenie sie komérek preneoplastycznych w ko-
mérki o w pelni wyrazonych cechach ztosliwosci [55,85].

Na podstawie wiadomos$ci o gromadzeniu sie z wiekiem
komérek starych, powstata koncepcja, zgodnie z ktéra to
wiadnie komérki stare, zwlaszcza fibroblasty, moga two-
rzy¢ pronowotworowe warunki srodowiska tkankowego.
Teoria ta zaktada pewien dualizm biologicznego znacze-
nia procesu starzenia komdérkowego, ktére z jednej strony,
szczegblnie w organizmach mtodych, moze stanowié¢ po-
sta¢ mechanizmu supresorowego nowotwordw (komdrki
ktére sie nie dziela, nie moga ulec transformacji nowotwo-
rowej), a z drugiej, w miare ich gromadzenia sie w tkankach
zwiekiem, moze promowacé réznorakie elementy progresji
nowotwordw, szczegSlnie w oparciu o SASP [13,15]. Bezpo-
$rednich dowodéw na potwierdzenie pronowotworowe-
go dziatania komdrek starych dostarczyly badania Krto-
licy 1 wsp., ktérzy dowiedli, ze stare fibroblasty promuja
w znacznie wiekszym stopniu niz komérki mtode proli-
feracje preneoplastycznych komérek nabtonkowych oraz
bardzo agresywnych komérek raka piersi MDA-231 in vitro.
Dziatanie wystepowato takze in vivo, gdy rozwéj guzéw no-
wotworowych po wszczepieniu myszom mieszanin komé-
rek raka piersi ze starymi fibroblastami byt bardziej nasi-
lony w poréwnaniu z osobnikami, ktérym komérki rakowe
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implantowano w obecnoéci fibroblastéw mtodych [57]. Jako
gléwny mechanizm, lezacy u podloza pronowotworowego
dzialania starych fibroblastéw, autorzy cytowanej pracy zi-
dentyfikowali bezposrednie oddziatywania typu komdérka
prawidtowa-komérka nowotworowa. Liu i wsp. wykazali
natomiast, ze stare fibroblasty mogg stymulowaé progresje
komdrek raka piersi in vitro i in vivo takze przez czynniki
wydzielane do $rodowiska, w tym metaloproteazy oraz
czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF) [65]. Potaczony udziat
oddzialywart komdrka-komérka oraz czynnikéw wydzie-
lanych do $rodowiska (szczegdlnie amfireguliny) wykaza-
li natomiast Bavik i wsp., obserwujgc pobudzajacy wptyw
starych fibroblastéw na proliferacje transformowanych
komdrek nabtonka stercza [7].

Komorki stare moga wptywaé na progresje nowotworéw
takze w sposéb posredni, np. w wyniku pobudzania, pod-
stawowego dla rozwoju guza, zjawiska angiogenezy [78].
Silnym Zrédtem czynnikéw proangiogennych okazaly sie
bowiem stare fibroblasty, ktére wydzielajac zwiekszone
ilo$ci VEGF efektywnie nasilaty stopieti inwazyjnosci ko-
mdrek $rédbtonka naczyniowego przez blony podstaw-
ne. Potwierdzeniem proangiogennego wptywu komédrek
starych byly do$wiadczenia na zwierzetach, u ktérych
stwierdzono nasilong waskularyzacje zmian nowotworo-
wych po wszczepieniu transformowanych komérek na-
blonkowych wraz ze starymi fibroblastami [22].

PismienNIcTWO

PobsumowaNiE

Mimo mnogo$ci okre$leri oraz sposobu przedstawiania
zjawiska starzenia, intensywny rozwéj naukowo-tech-
nologiczny ostatnich lat sprawil, ze liczba oséb w wie-
ku podesztym znaczgco wzrosta. Trend ten zaowocowat
stopniowym przeobrazaniem sie aglomeracji spotecz-
nych w ,,spoteczeristwa starzejace sie”. Obecnie duzym
wyzwaniem jest konieczno$¢ dostosowania mozliwo$ci
ekonomicznych, socjalnych i medycznych do potrzeb
wzrastajacego odsetka oséb w wieku podesztym. Rosna-
ce naktady finansowe ponoszone na opieke medyczna
0séb starszych oraz wysoki odsetek $miertelno$ci wéréd
tej grupy wiekowej przyczyniaja sie do poszukiwania
nowych rozwigzan, umozliwiajacych zachowanie kore-
lacji miedzy trwajacym wzrostem $redniej dtugosci zycia
przy zachowaniu wysokiego poziomu jego jako$ci. Panu-
je zgoda, Ze najskuteczniejszym sposobem osiaggniecia
tego kompromisu jest zglebienie i zrozumienie procesu
starzenia u jego podstaw, tj. na poziomie molekularnym
i komérkowym. Obserwujac postep wiedzy o starzeniu
wydaje sie, ze chwila kompleksowego zrozumienia uwa-
runkowari procesu starzenia jest bliska, nastepnym kro-
kiem bedzie natomiast przetozenie zdobytej wiedzy na
grunt medycyny praktycznej, by¢é moze w oparciu o za-
sady rowijajacej sie medycyny spersonalizowanej lub
nawet inzynierii genetyczne;j.
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