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Streszczenie

Spowalnianie procesu starzenia, bedacego 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
ttuszczowej sg zmiany w funkcjonowaniu zasiedlajgcych ja komodrek macierzystych

(adipose-derived stem cells, ASC).

Modyfikacje epigenetyczne poprzez modulacje struktury chromatyny reguluja
ekspresje gendéw 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 s zmiany metylacji DNA. Odkrycie enzyméw TET (ten-eleven
translocation) i procesu aktywnej demetylacji DNA rzucito nowe $wiatto na mechanizmy
dziatania tej modyfikacji epigenetycznej. Enzymy TET nalezg do rodziny oksygenaz
zaleznych od a-ketoglutaranu. Przeprowadzajg reakcje oksydacji 5-metylocytozyny do 5-
hydroksymetylocytozyny (5hmC), ktéra moze dalej podlega¢ procesowi aktywnej oraz
biernej demetylacji. Enzymy TET dzieki swoim wiasciwosciom zaangazowane sg nie tylko w
regulacje metylacji DNA, ochrone wysp CpG przed nieprawidtowg metylacjg, ale takze,
posrednio, regulujg modyfikacje biatek histonowych. Z kolei 5hmC, ktéra nie jest tylko
produktem posrednim w procesie demetylacji DNA, ale jest aktywng modyfikacjg
epigenetyczng, zaangazowana jest w regulacje ekspresji gendw, miedzy innymi poprzez
wptyw na aktywnos$é elementdw regulatorowych. Petni tez wazng role w regulacji procesu

réoznicowania komadrek progenitorowych tkanki ttuszczowej.

Te i inne dane staly sie podstawg 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 enzymoéw TET
oraz w poziomie 5-hydroksymetylacji DNA w podskornej tkance ttuszczowej cztowieka oraz
w izolowanych z niej komdrkach macierzystych, jak rdwniez zbadanie zmian w dystrybucji
5hmC (obecnos¢ regiondw rdézinicowo hydroksymetylowanych z wiekiem, DHMR) w
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genomie komédrek ASC przy uzyciu sekwencjonowania nowej generacji. Poniewaz wyniki
analizy réznicowej danych wielkoskalowych zalezg w duzym stopniu od zastosowanego
algorytmu, w ramach tego celu pracy zaplanowano réwniez okreslenie, czy faktycznie i jaki
wptyw na uzyskane wyniki ma rodzaj algorytmu. Ponadto, dodatkowym celem byto
wytypowanie regiondéw specyficznie 5-hydroksymetylowanych w ASC poprzez poréwnanie
profilu tej modyfikacji w ASC i fibroblastach pochodzgcych od tych samych dawcéw. Drugim
celem dodatkowym byto sprawdzenie, czy istniejg zwigzane z wiekiem DHMR wspdlne dla

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

Materiat do badan stanowita podskdrna tkanka ttuszczowa pobrana od 71 pacjentéw
(39 kobiet oraz 32 mezczyzn) w wieku 18-96 lat (Srednio 53+20 lat), z BMI 17-35 kg/m?
($rednio 26,65 kg/m?) z okolic o ograniczonym narazeniu na promieniowanie stoneczne.
Pobranie wykonano za zgodg 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
3043,5 lat) i najstarszych oséb (n=10, 77-89 lat, srednio 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 immunoblotéw. Ekspresje TET
na poziomie mRNA badano przy uzyciu PCR czasu rzeczywistego, a ilos¢ biatka przy uzyciu
immunoblotéw. Regiony 5-hydroksymetylowane w DNA ASC od 5 oséb mtodych (28-34
lata; Srednio 30,613 lata) i 5 starszych (77-94 lata; $rednio 8316 lat) pozyskano przy uzyciu
immunoprecypitacji 5-hydroksymetylowanego DNA i sekwencjonowania nowej generacji
(hMeDIP-seq). Analiza réznicowa w celu wytypowania zwigzanych z wiekiem DHMR
wykonana zostata przy uzyciu pakietu MEDIPS dla $rodowiska R. Analize wykonano przy
uzyciu ustawien domysinych sugerowanych przez twércow pakietu oraz dla parametrow
zoptymalizowanych dla dwéch skrajnych szerokosci okna genomowego 50 pz i 450 pz.
Analize dystrybucji 5hmC w genomie ASC wykonano okreslajgc poziom tej modyfikacji w
elementach struktury gendw, elementach regulatorowych, regionach powigzanych z
modyfikacjami biatek histonowych, wyspach CpG oraz elementach powtdrzonych.
Identyfikacje regiondw réznicujgcych ASC od fibroblastéw wykonano przy uzyciu pakietu
MEDIPS dla 7 oséb: 3 oséb mtodych (27-33 lata; Srednio 29,643 lata) i 4 starszych (77-94

lata; Srednio 8245 lat) od ktérych izolowano zaréwno ASC jak i fibroblasty.
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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 oséb
starszych w poréwnaniu do oséb mtodych (p=0,0003). Wynik pozostat istotny statystycznie
po wieloczynnikowej analizie regresji uwzgledniajgcej BMI i pte¢. Dodatkowo, poziom
5hmC w ASC korelowat z czasem podwojenia populacji (r=0,62; p=0,01) i byt wyzszy w
komadrkach wolno dzielgcych sie. Analiza ekspresji TET w SAT na poziomie mRNA oraz biatka
wykazata, ze poziom TET1 nie zmienia sie z wiekiem w mojej grupie badane;j.
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 réznity 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
réznicowq przy uzyciu trzech réinych algorytmoéw. Kazda z analiz zidentyfikowata
odmienng liczbe DHMR. W wyniku potaczenia regiondw pozyskanych ze wszystkich
wariantdw analizy wytypowatam okoto 100 zwigzanych z wiekiem DHMR. Regiony te
lokalizowaty sie preferencyjnie poza wyspami CpG. Zwigzane z wiekiem DHMR wspdlne dla
wszystkich wariantéw analizy powigzane byty z genami TSPAN7, LIAT1, KLHL13, EYS,
RBFOX1.

Analiza rdznicowa regionéw 5-hydroksymetylowanych w ASC i fibroblastach
wykonana w ramach realizacji celu dodatkowego zidentyfikowata 2520
regiondw roznicujgcych ASC od fibroblastéw. Wsrdd regiondw o zwiekszonej
hydroksymetylacji w ASC byto wiecej promotordw zawierajgcych 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 lezgcy w obrebie intronu genu RSRP1 byt
hiper-hydroksymetylowany zaréwno w ASC jak i fibroblastach o0sdb starszych w
poréwnaniu z komdrkami oséb miodych. Analiza ekspresji tego genu metodg RT-PCR
wykazata, ze poziom jego mRNA jest istotnie nizszy w ASC izolowanych od oséb starszych.

W fibroblastach nie bylto takiej zwigzanej z wiekiem zaleznosci.

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

epigenetycznej regulacji funkcjonowania ASC, a zmiany w poziomie oraz dystrybucji 5hmC
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w SAT oraz ASC stanowig element zwigzanego z wiekiem dryftu epigenetycznego u
cztowieka. Zmiany w  poziomie/dystrybucji tej modyfikacji nie  wynikajg
najprawdopodobniej ze zmian w ekspresji gendw TET, a s nastepstwem zmieniajgcego sie
wraz z wiekiem mikrosrodowiska komorki, ktére oddziatuje na aktywnos¢ katalityczng tych
enzymow. Wydaje sie, ze czes¢ zwigzanych z wiekiem zmian w poziomie/dystrybucji 5ShmC
wptywa na zmiany ekspresji gendw w ASC, co moze by¢ jedng z przyczyn obnizonego
potencjatu regeneracyjnego tych komérek, jakie obserwuje sie u starszych oséb. Z drugiej
strony, czes¢ powigzanych wiekiem DHMR znajdowata sie w obrebie genéw nie ulegajacych
ekspresji w tym typie komoérek, co sugeruje, ze takie powstajgce w procesie starzenia

zmiany majg charakter markerowy.

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

starzenia.

Poréwnanie réznych parametréw analizy réznicowej zmian w hydroksymetylacji DNA
sugeruje, ze dobrym podejsciem wydaje sie byé wykonanie analizy dla okien genomowych
o roznej wielkosci i potgczenie wynikéw, szczegblnie jesli 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 wynikéw fatszywie negatywnych.
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Abstract

Slowing down the aging process, one of the most critical risk factors for age-related
diseases, is of great importance, especially now, when we face the rapid aging of the human
population. Subcutaneous adipose tissue (SAT) is an energy store and a very important
endocrine organ. The age-related changes occurring in this tissue affect the rate and course
of this process. One of the causes of age-related dysfunction of adipose tissue is a change

in the functioning of adipose-derived stem cells (ASCs).

By modulating the chromatin structure, epigenetic modifications regulate gene
expression and, therefore, are essential for maintaining the normal phenotype of cells.
Notably, the epigenome undergoes significant aging-associated changes. The best-known
element of epigenetic drift is a change in DNA methylation. The discovery of TET enzymes
and the process of active DNA demethylation shed new light on the mechanisms of action
of this epigenetic modification. TET enzymes belong to the family of a-ketoglutarate-
dependent oxygenases. They oxidize 5-methylcytosine to 5-hydroxymethylcytosine
(5hmC), which may further undergo active and passive demethylation. Thanks to their
various properties, TET enzymes are involved in regulating DNA methylation, protecting
CpG islands against abnormal methylation, and indirectly affect modifications of histone
proteins. In turn, 5hmC, which not only is an intermediate product of DNA demethylation
but is an active epigenetic modification, is involved in regulating gene expression by
affecting the activity of the regulatory elements, among others. It also plays an essential

role in regulating the process of differentiation of adipose tissue progenitor cells.

These and other data provided the basis for the hypothesis that age-related changes
in TET expression or activity and changes in the level and distribution of 5hmC in SAT and

ASCs are part of the epigenetic drift.

The project aimed to investigate the age-related changes in the expression of TET
enzymes and the level of DNA 5-hydroxymethylation in human subcutaneous adipose
tissue and ASCs, as well as to study the changes in the distribution of 5hmC (presence of
regions differentially hydroxymethylated with age, DHMRs) in ASC DNA using next-
generation sequencing. As the results of the differential analysis of large-scale data depend
mainly on the algorithm used, this aim of the study also included determining whether and
how the used algorithm affects the obtained results. Moreover, an additional goal was to
select regions specifically 5-hydroxymethylated in ASCs by comparing the profile of this
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modification in ASCs and fibroblasts originating from the same donors. A second additional
goal was to check whether there are age-related DHMRs common for different cell types

(universal aging-related changes in hydroxymethylation).

The research material was subcutaneous adipose tissue collected from 71 patients (39
women and 32 men) aged 18-96 years (mean 53+20 years), with a BMI of 17-35 kg/m?
(mean 26,65 kg/m?) from areas with limited exposure to sunlight. The collection was
performed with the consent of the Bioethics Committee of the Warsaw Medical University
(KB/283/2013). All participants gave informed consent to participate in the study. The data
was analyzed taking into account the principles of anonymization. ASCs were isolated from
the youngest (n=8, 25-34 years, mean 30+3.5 years) and the oldest individuals (n=10, 77-
89 years, mean 81+4.6 years). DNA, mRNA, and proteins were isolated from SAT and ASCs
(passage 3). The global level of DNA modifications (5mC, 5hmC, 5fC, 5caC) was tested using
immunoblots. Expression of TET at the mRNA level was investigated using real-time PCR
and the amount of proteins —using immunoblots. 5-hydroxymethylated regions in ASC DNA
originating from five young (28-34 years, mean 30.613 years) and five older (77-94 years,
mean 836 vyears) individuals were obtained using immunoprecipitation of 5-
hydroxymethylated DNA followed by a new generation sequencing (hMeDIP-seq).
Differential analysis was performed using the MEDIPS package for the R environment to
identify age-related DHMRs. The analysis was performed using the default settings
suggested by the package creators and for the parameters optimized for the two genomic
window sizes of 50 bp and 450 bp. The analysis of 5hmC distribution in the ASCs’ genome
was performed by determining the level of this modification in the elements of gene
structure, regulatory elements, regions associated with modifications of histone proteins,
CpG islands, and repeated elements. Identification of regions differentiating ASCs from
fibroblasts was performed using the MEDIPS package for seven individuals: three young
(27-33 years, mean 29.6%3 years) and four age-advanced (77-94 years, mean 8215 years)

from whom both ASCs and fibroblasts were obtained.

| observed a significant age-related increase in the global level of DNA
hydroxymethylation (r=0.36, p=0.026) in SAT DNA but no changes in the level of other
modifications tested. The 5hmC level was also higher in ASC DNA isolated from the elderly
than the young (p=0.0003). This result remained significant after adjusting for BMI and sex.

Additionally, the 5hmC level in ASCs correlated with the population doubling time (r=0.62,
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p=0.01) and was higher in slowly dividing cells. Analysis of TET expression in SAT at the
mMRNA and protein levels showed that the level of TET1 did not change with age in my study
group. However, | observed an age-related increase in TET2 mRNA (r=0.33, p=0.006) and
an increase in the level of TET3 protein (r=0.32, p=0.04). In contrast, in ASCs, the levels of
mRNA and TET proteins did not differ between cells of young and elderly donors. The levels
of mRNA and TET proteins did not correlate with the level of 5ShmC in either the SAT or the
ASCs.

To identify age-related DHMRs in ASCs, | performed a differential analysis using three
different algorithms. Each of the analyzes identified a different number of DHMRs. By
combining the regions obtained from all variants of the analysis, | identified about 100 age-
related DHMRs. These regions were located preferentially outside the CpG islands. Age-
related DHMRs common to all analysis variants were associated with the TSPAN7, LIAT1,

KLHL13, EYS, RBFOX1 genes.

Differential analysis of 5-hydroymethylated regions in ASC and fibroblasts performed
as part of the secondary objective identified 2,520 regions differentiating ASCs from
fibroblasts. Among the regions with higher hydroxymethylation in ASCs, there were more
CpG island-containing promoters than in the DHMRs with higher hydroxymethylation in
fibroblasts. The genes associated with these regions in ASCs were related, among others,

to the process of cellular differentiation.

In addition, | showed that the genome region within the intron of the RSRP1 gene was
hyper-hydroxymethylated in both ASCs and fibroblasts of the elderly compared to cells of
young people. RT-PCR analysis showed that the level of its mRNA is significantly lower in
ASCs isolated from age-advanced study subjects. There was no such age-related

relationship in fibroblasts.

The obtained results suggest that 5hmC may play an important role in the epigenetic
regulation of ASC functioning and that changes in the level and distribution of 5hmC in SAT
and ASCs are part of the age-related epigenetic drift in humans. Changes in the
level/distribution of this modification most likely do not result from changes in the
expression of TET genes but are a consequence of the changing microenvironment of the
cell occurring with age, affecting the catalytic activity of these enzymes. Most probably,
some age-related changes in the level/distribution of 5hmC affect gene expression in ASCs,

which may be one of the reasons for the reduced regenerative potential of these cells
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observed in age-advanced individuals. On the other hand, some age-related DHMRs were
found in genes not expressed in this cell type, suggesting that they are only of marker

significance.

On the other hand, a comparison of the 5hmC profile between ASCs and fibroblasts
suggests that the changes in DNA hydroxymethylation associated with aging are mostly
tissue-specific. Nevertheless, the DHMR in the intron of the RSRP1 gene is a candidate for

the universal marker of aging.

A comparison of the different parameters for the differential analysis of changes in
DNA hydroxymethylation suggests that performing analysis for genomic windows of
different sizes and combining the results is a reasonable approach, especially if the data
are not analyzed for precisely defined genomic factors. Additionally, the application of the
FDR correction is better than the Bonferroni correction, which can result in a large number

of false negatives.
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. Wstep

1. Starzenie

1.1. Mechanizmy procesu starzenia

Starzenie jest procesem dotyczgcym wszystkich zywych organizméw, prowadzgcym do
postepujgcego uposledzenia funkcji komodrek, tkanek i narzagddéw. Jest czynnikiem ryzyka
wystepowania wielu zwigzanych z wiekiem chordb. Dlatego, w czasach szybko
postepujgcego starzenia sie spoteczenistw, poszukiwanie skutecznych terapii opdzniajgcych
starzenie i w zwigzku z tym — opdZniajgcych wystgpienie lub wrecz zapobiegajgcych
rozwojowi takich chordéb jest niezwykle istotne. Aby takie dziatania byty skuteczne,
konieczne jest poznanie mechanizméw procesu starzenia. Badanie tego procesu jest jednak
niezwykle trudne, poniewaz jest to proces wieloczynnikowy, na ktéry sktada sie wiele

mechanizmoéw, oddziatujgcych na siebie nawzajem.

Do przyczyn starzenia na poziomie molekularnym zalicza sie miedzy innymi uszkodzenia
genomowego DNA (Moskalev i wsp., 2013) oraz mitochondrialnego DNA
(Pinto i Moraes, 2015), skracanie telomeréw (Shammas, 2011), aktywacje
retrotranspozonéw (Dubnau, 2018), uszkodzenia (zwtaszcza oksydacyjne) biatek i lipidow
komérkowych (Goto i Radak, 2013), nagromadzenie btedéw zwigzanych procesami
transkrypcji i translacji (Milholland i wsp., 2017) oraz dryft epigenetyczny, czyli
nagromadzenie zmian w obrebie modyfikacji DNA i towarzyszagcych mu biatek
(Shah i wsp., 2014). Niekiedy do dryftu epigenetycznego zalicza sie réwniez zmiany w ilosci
miRNA. Zmiany w obrebie genomu i epigenomu prowadzg do ich destabilizacji. Wraz z
wiekiem dochodzi takze do akumulacji uszkodzonych czgsteczek biatkowych (lipofuscyny)
w lizosomach (Moreno-Garcia i wsp., 2018), nadmiernej glikacji biatek (Chaudhuri i wsp.,
2018), agregacji biatek o nieprawidtowej strukturze przestrzennej (Kikis i wsp., 2010). Na
poziomie organelli, do przyczyn starzenia zaliczy¢ mozna utrate funkcji mitochondriow
(Haas, 2019), peroksysomow (Titorenko i Terlecky, 2011) i lizosoméw (Carmona-Gutierrez

i wsp., 2016).

Opisane powyzej i inne zmiany prowadzg do zaburzen w funkcjonowaniu komodrek oraz
starzenia komdrkowego (senescencji) (DiLoreto i Murphy, 2015). Jest to zjawisko, ktére
polega na nagromadzenia sie uszkodzen w komoérce oraz zahamowaniu cyklu

komodrkowego. Zahamowanie proliferacji komdrek uszkodzonych jest mechanizmem
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obronnym, chronigcym organizm przed ich potencjalnie szkodliwym wptywem, np.
procesem nowotworzenia. Senescencja indukowana jest gtéwnie poprzez wzrost ekspresji
czynnikdéw p16 i p53, prowadzacy do wzrostu p21, ktére to czynniki s3 uznane za wazne
markery starzenia komodrkowego (Van Deursen, 2014). Komorki senescentne rezydujg w
tkankach. Charakteryzujg sie zmienionym profilem wydzielniczym, nazywanym SASP.
Czynniki humoralne wydzielane przez komoérki senescentne majg szkodliwy wptyw na
komorki zdrowe oraz przyczyniajg sie do pojawienia sie towarzyszacego starzeniu stanu
zapalnego o niewielkim stopniu nasilenia (inflammaging). Akumulacja komodrek
dysfunkcyjnych, przy jednoczesnym wyczerpywaniu sie rezerwuaru komodrek
macierzystych, prowadzi do dysfunkcji catych tkanek i narzadéw, dlatego starzenie
komorkowe jest istotnym czynnikiem przyczyniajagcym sie do starzenia catego organizmu,
a usuwanie komodrek senescentnych jest aktualnie uwazane za obiecujgcy terapie

potencjalnie zapobiegajgcg rozwojowi chordb zwigzanych z wiekiem (Baker i wsp., 2011).
1.2. Rola tkanki ttuszczowej w regulacji przebiegu procesu starzenia

Tkanka ttuszczowa odpowiedzialna jest za odpowiedz organizmu na skfadniki odzywcze,
magazynowanie energii, termoregulacje oraz proces gojenia ran i regeneracji tkanek.
Ponadto, tkanka ttuszczowa jest bardzo waznym organem endokrynnym, ktéry poprzez
wydzielanie hormondéw, adipokin i cytokin moduluje metabolizm, odpowiedz

immunologiczng i stan zapalny catego organizmu (Fantuzzi, 2005) (Jonas i wsp., 2015).

Tkanka ttuszczowa stanowi tez istotny komponent regulujacy przebieg procesu
starzenia (Palmer i Kirkland, 2016), czego dowodem jest to, ze gtéwnymi czynnikami ryzyka
rozwoju patologii takich jak insulinoopornos¢, miazdzyca i nadcisnienie sg wtasnie wiek
oraz otyto$é, ktére charakteryzujg sie podobnymi zmianami w funkcjonowaniu tej tkanki
Rossner, 2002) (Jura i Kozak, 2016). Ponadto, poznane do tej pory skuteczne interwencje
prowadzgce do spowolnienia procesu starzenia, takie jak restrykcja kaloryczna, powigzane
sg z zachowaniem lub przywréceniem prawidtowego funkcjonowania tkanki ttuszczowe;j

(Huffman i Barzilai, 2010).

Wraz z wiekiem dochodzi do zmian w ilosci i dystrybucji tkanki ttuszczowej, zmian w jej
sktadzie komorkowym i wtasciwosciach endokrynnych. W starzejgcej sie tkance ttuszczowej
dochodzi do akumulacji adipocytéw o zmniejszonej zdolnosci do magazynowania kwasow
ttuszczowych. Istnieje kilka przyczyn tego zjawiska. Tkanka ttuszczowa rozrasta sie poprzez

przyrost nowych adipocytéw (hiperplazje) oraz wazrost istniejagcych juz komoérek
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ttuszczowych (hipertrofie). Hipertrofia jest zjawiskiem niekorzystnym, poniewaz nadmierny
rozrost adipocytéw prowadzi do ich dysfunkcji (Goossens, 2008), dlatego w zdrowej tkance
ttuszczowe] dochodzi do regularnej wymiany adipocytéw (Spalding i wsp., 2008)
(Arner i wsp., 2010). Rezerwuarem do produkcji nowych komérek ttuszczowych sg komérki
macierzyste tkanki ttuszczowej (ASC), ktére w odpowiedzi na bodZce zewnetrzne rdznicuja
sie w preadipocyty a nastepnie w adipocyty (Arner i wsp., 2010). Wraz z wiekiem potencjat
regeneracyjny ASC spada, co uniemozliwia odnowe populacji prawidtowo funkcjonujacych
komoérek (Caso i wsp., 2013). W nastepstwie, kwasy ttuszczcowe magazynowane sg w
istniejgcych juz adipocytach, co w sytuacji obnizonej zdolnosci do ich utylizacji prowadzi do
ich dysfunkcji i zwiekszonej insulinoopornosci. Dodatkowo, w starzejgcej sie tkance
ttuszczowej dochodzi do akumulacji opisanych powyzej komérek senescentnych o
zmienionym profilu wydzielniczym (Park i wsp., 2014). Komérki te zaburzajg prawidiowe
funkcjonowanie preadipocytéw oraz adipocytow, zwiekszajac ich insulinoopornos¢ (Xu i

wsp., 2015).

Zmiany na poziomie komorkowym przyczyniajg sie do powstania przewlektego stanu
zapalnego tkanki ttuszczowej i zaburzenia jej funkcji endokrynnej. Zmniejsza sie zdolnos¢
podskdrnej tkanki ttuszczowej do magazynowania kwasdéw ttuszczowych, co prowadzi do
odktadania sie ttuszczu ektopowego w watrobie, miesniach oraz trzustce
(Cartwright i wsp., 2007), rozwoju lipotoksycznosci i zwiekszenia stanu zapalnego w obrebie
tych tkanek (Mancuso i Bouchard, 2019). Zwigzane z wiekiem zmiany w tkance ttuszczowej
oddziatujg wiec na caty organizm i zwiekszajg ryzyko rozwoju chordb zwigzanych z wiekiem

(Tchkonia i wsp., 2010).

1.3. Komarki progenitorowe tkanki ttuszczowej i ich starzenie

Jak wspomniano, bardzo istotng sktadowg przyczyniajgca sie do zwigzanych z wiekiem
zaburzen w funkcjonowaniu tkanki ttuszczowej jest dysfunkcja zasiedlajgcych ja komérek
progenitorowych. ASC sg komdrkami macierzystymi pochodzenia mezenchymalnego, ktére
swoim fenotypem odpowiadajg mezenchymalnym komérkom macierzystym (MSC)
izolowanym ze szpiku kostnego oraz sznura pepowinowego. Komérki te charakteryzujg sie
morfologiag zblizong do fibroblastow. Zgodnie z wytycznymi Miedzynarodowego
Stowarzyszenia Terapii Komdrkowych, MSC powinny charakteryzowaé sie zdolnoscia
adhezji do plastiku, ekspresjg markerdw powierzchniowych takich jak CD105, CD73 i CD90
oraz brakiem ekspresji markeréw CD45, CD34, CD14 lub CD11b, CD79a lub CD19 lub HLA-
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DR (Dominici i wsp., 2006). Inni autorzy sugerujg, ze MSC powinny by¢ pozytywne pod
katem markeroéw takich jak Stro-1, CD13, CD29, CD44, CD73, CD105 i CD106, a negatywne
pod katem CD11b, CD31, CD34 i CD45 (Kolf i wsp., 2007). Wielu badaczy poszukuje do tej
pory markera specyficznego jedynie dla MSC. Na przestrzeni lat kandydatami do tej roli byty
miedzy innymi biatka SSEA4 (Gang i wsp., 2007), GD2 (Martinez i wsp. 2007), Frizzled-9
(Biihring i wsp. 2007), CD200 (Delorme i wsp. 2008) czy CD271 (Alvarez-Viejo i wsp., 2015).
Zadne z tych biatek nie zostato jednak ostatecznie potwierdzone jako jednoznaczny i
uniwersalny marker dla tych komérek. Nie ma wiec konkretnego markera, ktéry definiuje
MSC (Iv i wsp., 2014). Dodatkowo, nie ma komorki MSC, ktora wyraza ekspresje wszystkich
wymienionych wyzej markerdw, a ekspresja niektérych rézni sie w zaleznosci od miejsca
pochodzenia tych komérek (Colter i wsp., 2001) (Li i wsp., 2011) (Yang, 2018). Ponadto,
markery powierzchniowe uwazane za charakterystyczne dla MSC ulegajg rowniez ekspresji
w fibroblastach. Gtéwnym sposobem na identyfikacje MSC jest wiec identyfikacja
funkcjonalna. Najwazniejszg cechg definiujgcg MSC jest ich zdolnosé do réznicowania w
adipocyty, osteoblasty i chondroblasty (Dominici i wsp., 2006). Dodatkowo, komérki te

majg zdolno$¢ do samoodnowy, czyli tworzenia kolonii.

Jak wspomniano, ASC to komérki o fenotypie MSC, ale izolowane z tkanki ttuszczowe;j
(Mizuno, 2009). W zwigzku z tym, wykazujg réwniez zdolnos¢ do réznicowania w adipocyty,
osteoblasty i chondroblasty. Komérki te znajdujg sie w tak zwanej frakcji podporowo-
naczyniowej tkanki ttuszczowej (SVF). We frakcji tej znalezé mozna ASC oraz preadipocyty
— oba typy komérek majace zdolno$é do adipogenezy. Preadipocyty to prawdopodobnie
ASC zadeklarowane do adipogenezy, a przed odkryciem i zdefiniowaniem ASC wiele badan
na preadipocytach prowadzonych byto prawdopodobnie réwniez na frakcji ASC. Mozliwe,
ze ASC i preadipocyty to tak naprawde te same komorki, ktorych fenotyp zalezy od
kontekstu eksperymentalnego (Cawthorn i wsp., 2012). Cze$¢ doniesien literaturowych

dotyczy natomiast ,,frakcji SVF”, ktéra zawiera zarowno ASC jak i preadipocyty.

ASC izolowane od pacjentéw starszych majg obnizone zdolnosci regeneracyjne.
Zmniejsza sie ich zdolno$¢ do samoodnowy, tempo proliferacji oraz potencjat do
réznicowania w osteoblasty i chondroblasty (Zhou i wsp., 2008). Badania sugerujg, ze
potencjat ASC do adipogenezy in vitro jest podobny u oséb mtodych i starszych (Liu i wsp.,
2017). Inne dane pokazuja, ze potencjat komdrek frakcji SVF do adipogenezy spada wraz z

wiekiem, co moze by¢ nastepstwem wzrostu odsetka komodrek senescentnych
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wyrazajacych zwiekszong ekspresje p53 (Gustafson i wsp., 2019). ASC izolowane od
pacjentéw starszych wykazujg tez zwiekszong ekspresje markerdw starzenia komoérkowego
takich jak p16, p21 oraz aktywnos¢ zwigzanej ze starzeniem [-galaktozydazy
(Choudhery iwsp., 2014). Badania in vivo przy uzyciu obrazowej spektometrii mas wykazuja
natomiast negatywnag korelacje pomiedzy adipogenezg a wiekiem w ludzkiej tkance

ttuszczowej (Guillermier i wsp., 2017).

2. Epigenetyczne modyfikacje DNA

Modyfikacje epigenetyczne nie zmieniajg sekwencji DNA, ale majg kluczowy wptyw na
aktywnos¢ gendw. Zaliczamy do nich modyfikacje samego DNA oraz biatek histonowych
odpowiedzialnych za upakowanie DNA w chromatyne. Wedtug rozszerzonej definicji
epigenomu, do modyfikacji epigenetycznych zalicza sie réwniez miRNA, poniewaz ich
rodzaj i ilos¢ majg wptyw na ilos¢ ostatecznego produktu aktywnosci genu — aktywnego
biologicznie biatka. Niniejszy rozdziat poswiecony jest tylko epigenetycznym modyfikacjom

DNA.

2.1. Metylacja DNA

Metylacja cytozyny jest gtéwng i zarazem najlepiej poznang epigenetyczng modyfikacja
DNA. Prawidtowa metylacja petni kluczowa role w rozwoju zarodkowym, w procesie
roznicowania sie komodrek i ich prawidlowym funkcjonowaniu. Modyfikacja ta
zaangazowana jest w ksztattowanie struktury chromatyny, regulacje ekspresji gendw
i utrzymanie integralnosci genomu. Ponadto, metylacja DNA lezy u podstaw proceséw
takich jak pietnowanie genomowe i dezaktywacja chromosomu X (Moore i wsp., 2013)

(Bauer i wsp., 2015) (Meng i wsp., 2015).

Za metylacje DNA odpowiedzialne sg metylotransferazy DNA (DNMT). Enzymy te
przenoszg grupe metylowg na wegiel reszty cytozynowej w pozycji 5, przeksztatcajac
cytozyne w 5-metylocytozyne (5mC). Do tej pory poznano cztery metylotransferazy DNA:
DNMT1, DNMT3A, DNMT3B oraz DNMT3L (Jin i Robertson, 2013). DNMT1 odpowiedzialna
jest za utrzymanie prawidtowego wzoru metylacji w komdrkach dzielgcych sie. Enzym ten
wykazuje powinowactwo do DNA, w ktorym tylko jedna ni¢ jest metylowana, czyli przede
wszystkim do DNA po replikacji. DNMT1 kopiuje wzdr metylacji z nici matrycowej na nowo
zsyntetyzowang ni¢ potomng (Hermann i wsp., 2004). Dodatkowo, DNMT1 jest

odpowiedzialna za utrzymanie wzoru metylacji w czasie naprawy DNA (Mortusewicz i wsp.,
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2005). DNMT3A i DNMT3B majg zdolno$¢ dodawania grup metylowych do
niemetylowanego DNA, sg wiec odpowiedzialne za metylacje de novo (Uysal i wsp., 2015).
DNMT3L nie posiada aktywnosci enzymatycznej. Biatko to wchodzi jednak w interakcje z

DNMT3A i DNMT3B, stymulujgc ich aktywnos¢ katalityczng (Jia i wsp., 2007).

Metylacja DNA wystepuje gtdéwnie w cytozynach, po ktérych w sekwencji nastepuje
guanina. Takie miejsca nazywane s3 motywem CpG. Ocenia sie, ze 70-80% cytozyn
w motywach CpG jest metylowanych. Silnej metylacji ulegajg zwtaszcza regiony satelitowe,
elementy powtdrzone i regiony wewnatrzgenowe (Li i Zhang, 2014). Metylacja DNA petni
wazng role w tak zwanych wyspach CpG, czyli regionach, w ktérych motyw CpG wystepuje
w zageszczeniu wiekszym niz w reszcie genomu. Okoto 70% gendéw zawiera w obrebie
promotora wyspe CpG (Saxonov i wsp., 2006). Wyspy CpG sg w wiekszosci pozbawione
metylacji DNA, wyjatek stanowig geny ulegajace trwatemu wyciszeniu, miedzy innymi te
podlegajgce pietnowaniu oraz niektére geny tkankowo specyficzne (Jones, 2012). Metylacji
w tkankach somatycznych ulegajg czesto wyspy CpG w obrebie promotoréw gendw
powigzanych z rozwojem zarodkowym (Weber i wsp., 2007) (lllingworth i wsp., 2008). Profil
metylacji DNA zaréwno w wyspach CpG, jak i poza nimi, jest tkankowo specyficzny i jest
odpowiedzialny za warunkowanie prawidtowego fenotypu komodrek (De Bustos i wsp.,

2009) (Previti i wsp., 2009) (Suelves i wsp., 2016).

Wazng funkcjg metylacji DNA jest hamowanie ekspresji wspomnianych powyzej
potencjalnie szkodliwych elementédw powtdrzonych, transpozondw i wirusowych
elementow genomowych stanowigcych, jak sie ocenia, okoto 45% genomu ludzkiego.
Ekspresja tych elementéw moze prowadzi¢ do ich replikacji, insercji wewnatrzgenowe; i
mutacji. lch metylacja zapewnia wiec integralnos¢ genomu (Yoder i wsp., 1997) (Zheng i

wsp., 2017).

Jedng z podstawowych funkcji metylacji DNA jest regulacja ekspresji gendw. Wptyw
5mC na ekspresje jest ztozony i zalezny od kontekstu genomowego. Metylacja ma inne
oddziatywanie w miejscu startu transkrypcji (TSS), z wyspg GpG lub bez, w regionach
wewnatrzgenowych, elementach regulatorowych i regionach powtdrzonych (Jones, 2012).
Jej wptyw na ekspresje zalezy réwniez od gestosci wyspy CpG. Generalnie, metylacja DNA
zwigzana jest raczej z hamowaniem ekspresji gendw a nie z jej aktywacjg. Niezalezne od
sekwencji, duze zgrupowania metylowanego DNA s3g skorelowane z ciasno upakowang,
nieaktywng chromatyng (Meng i wsp., 2015). Metylacja wyspy CpG o duzej i sredniej
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gestosci w promotorze genu moze prowadzi¢ do stabilnego wyciszenia jego ekspresji
(Deaton i Bird, 2011). Jednak nie oznacza to, ze promotory zdemetylowane zawsze beda
aktywne (Weber i wsp., 2007). Metylacja wewnatrz gendéw koreluje natomiast zich
zwiekszong ekspresjg, jednak mechanizm tego zjawiska nie jest do konca poznany (Aran i

wsp., 2011).

Sam mechanizm regulacji ekspresji gendw poprzez metylacje DNA jest ztozony
i zwigzany z modelowaniem struktury chromatyny oraz regulacjg wigzania innych biatek,
na przyktad enzymdéw odpowiedzialnych za modyfikacje biatek histonowych (Siegfried i
Simon, 2010) oraz biatek wigzgcych metylowane CpG w DNA (MBD) (Hsieh, 1994) (Fujita i
wsp., 2000) (Moore i wsp., 2013).

2.2. 5-hydroksymetylacja DNA

5-hydroksymetylocytozyna (5hmC) poczgtkowo uwazana byta za uszkodzenie DNA
(Valinluck i wsp., 2004). Opisany w 2009 roku wysoki poziom tej modyfikacji w komérkach
Purkiniego rzucit jednak nowe $wiatto na jej potencjalng role w genomie (Kriaucionis i
Heintz, 2009). Funkcjonalne znaczenie 5hmC zostato ostatecznie potwierdzone przez
odkrycie enzymu TET1 i katalizowanej przez niego reakcji przeksztatcenia 5mC do 5hmC
(Tahilianii wsp., 2009). Do tej pory odkryto 3 enzymy z tej grupy: TET1, TET2 i TET3. Enzymy

te opisane zostang w oddzielnym rozdziale.
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Rycina 1. A) Mechanizm biernej i aktywnej demetylacji DNA. B) Reakcja oksydacji 5mC do
5hmC przeprowadzana przez enzymy TET oraz wybrane czynniki requlujgce jej wydajnosé.
Na podstawie (Kohli i Zhang, 2013).
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Wiadomo, ze 5hmC jest produktem posrednim procesu aktywnej oraz biernej
demetylacji DNA. W procesie aktywnej demetylacji, 5hmC ulega dalszej oksydacji przez TET
do 5-formylocytozyny (5fC) i 5-karboksylocytozyny (5CaC) (Ito i wsp., 2011). 5fC i 5CaC sg
rozpoznawane i wycinane przez glikozylaze tymidyny (TDG). Nastepnie, tak powstate
uszkodzenie DNA jest naprawiane przez system naprawy DNA metodg wycinania
nukleotydéw (BER), ktéry w miejsce uszkodzenia wstawia niemetylowang cytozyne (Rycina
1A) (He i wsp., 2011). 5hmC moze tez podlega¢ deaminacji przez AID/APOBEC do
5-hydroksymetylourydyny (5hmuU), ktéra jest dalej usuwana przez BER (Guo i wsp., 2011).
Ponadto, Chen i wsp. w swojej pracy wykazali, ze metylotransferazy DNMT3A i DNMT3B
rowniez mogg dziata¢ jako dehydroksymetylazy 5hmC i tym samym prowadzi¢

do demetylacji DNA (Chen i wsp., 2012).

Nie opisano do tej pory enzymow ktoére, tak jak to jest w przypadku 5mC, odtwarzatyby
wzor hydroksymetylacji na nici potomne;j. Dlatego tez oksydacja 5mC do 5hmC przyczynia
sie do procesu biernej demetylacji DNA w komérkach dzielgcych sie, poniewaz podczas
replikacji DNA na nici potomnej w miejscu 5hmC powstaje niemodyfikowana cytozyna

(Kohli i Zhang, 2013).

Poczatkowo kwestig sporng byto, czy 5hmC jest stabilng modyfikacjg DNA, czy jedynie
produktem przejsciowym demetylacji. Badania preferencji substratowej TET wykazaty, ze
5hmC jest stosunkowo stabilna i mato podatna na dalsza oksydacje przez te enzymy
(Hu i wsp., 2015). Za rolg 5hmC w regulacji epigenetycznej przemawia tez istnienie
specyficznych biatek wykazujgcych do niej powinowactwo, takich jak Mbd3 (Yildirim i wsp.,
2011) (Hahn i wsp., 2014). Te dane sugerujg, ze w 5hmC jest modyfikacjg o potencjalnym
znaczeniu funkcjonalnym. Z drugiej strony, analiza wspétwystepowania TET z 5hmC
wykazata, ze regiony o duzym zageszczeniu CpG powigzane z TET1 sg prawie catkowicie
pozbawione 5hmC. Moze to oznacza¢, ze przynajmniej w tych regionach zachodzi szybka

demetylacja (Xu i wsp., 2011).

Zaréwno globalny poziom 5-hydroksymetylacji jak i dystrybucja 5hmC w genomie
sg tkankowo specyficzne (Nestor i wsp., 2012), a wysoki poziom 5hmC wewnatrz gendéw
odzwierciedla profil ekspresji gendw charakterystycznych dla danej tkanki, czyli koreluje

z ich wysokg ekspresjg (Lin i wsp., 2017). Szczegdlnie wysoki poziom tej modyfikacji
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wystepuje w mdzgu (Kriaucionis i Heintz, 2009), w zygotach (Wossidlo i wsp., 2011) oraz w

embrionalnych komérkach macierzystych (ES) (Tahiliani i wsp., 2009).

Dystrybucja 5hmC w genomie jest czesciowo odmienna od dystrybucji 5mC. Badania
dystrybucji tej modyfikacji w komodrkach ES wykazaty, ze jest ona powigzana przede
wszystkim z regionami euchromatyny bogatymi w geny (Ficz i wsp., 2011) (Pastor i wsp.,
2011) (Xu i wsp., 2011) i obecna jest gtdwnie w regionach o $rednim zageszczeniu motywu
CpG (Ficz i wsp., 2011) (Xu i wsp., 2011). Poziom tej modyfikacji jest wysoki wewnatrz
gendw, przy czym jest wyzszy w eksonach niz w intronach. Modyfikacja ta jest ponadto
powigzana z elementami regulatorowymi, takimi jak elementy wzmacniajgce (enhancers) i
regiony wigzania czynnikéw transkrypcyjnych (Yu i wsp., 2012). 5hmC wspotwystepuje
z H3K4me2/3, modyfikacjg zwigzang z aktywnymi genami (Szulwach i wsp., 2011). Ponadto,
poziom 5hmC jest wysoki w tak zwanych promotorach biwalentnych, oznaczonych
jednoczesnie przez aktywujacy H3K4me3 i powigzany z hamowaniem transkrypcji
H3K27me3 (Wu i wsp., 2011). Taki status dotyczy czesto tak zwanych genédw metabolizmu

podstawowego (housekeeping genes), ktére sg gotowe do szybkiej aktywacji (poised).

Doktadny mechanizm regulacji ekspresji genow przez 5hmC nie jest znany. W ludzkich
komodrkach ES 5hmC powigzana jest zaréwno z genami aktywnymi jak i wyciszonymi, jednak
profil dystrybucji tej modyfikacji wokdt TSS i wewnatrz gendw jest zalezny od poziomu ich
ekspresji i nie jest to zalezno$¢ liniowa. W genach o wysokiej i Sredniej ekspresji rozktad
5hmC wokot TSS jest bimodalny, czyli wyrazny sygnat hydroksymetylacji obserwuje sie tuz
przed ituz po TSS, podczas gdy sam TSS jest tego sygnatu pozbawiony. W genach o $srednim
poziomie ekspresji obserwuje sie najwyzszy poziom 5hmC wewnatrz genu, podczas gdy w
genach o najnizszej ekspresji modyfikacja ta akumuluje sie gtéwnie w promotorze, w
regionie TSS (Szulwach i wsp., 2011). Dane z ES sg odmienne od tych dotyczacych tkanki
maozgowej, gdzie regiony TSS byty pozbawione 5hmC niezaleznie od poziomu ekspresji, a
wysoki poziom 5hmC wewnatrz gendw korelowat liniowo ze wzrostem ekspresji (Song i
wsp., 2011). Analiza dystrybucji 5hmC i ekspresji gendw w czterech regionach mysiego
mozgu wykazata pozytywng korelacje pomiedzy iloscig 5hmC a poziomem ekspresji danego
genu, jednak nie w genach metabolizmu podstawowego (Lin i wsp., 2017). Réwniez analiza
poziomu 5hmC i ekspresji gendw w komorkach ludzkiego jelita wykazata, ze poziom 5hmC
koreluje pozytywnie z ekspresja wiekszosci genow, jednak w przypadku 10% genow

obserwowano korelacje negatywng (Uribe-Lewis i wsp., 2020). Dane te sugerujg, ze wptyw
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5hmC na ekspresje gendw jest ztozony i zalezny od tkanki i lokalizacji tej modyfikacji w

genomie.

Dane jednoznacznie wskazujg, ze 5hmC petni wazng role w regulacji statusu elementéw
regulatorowych. Analiza dystrybucji 5hmC w genomie komodrek ES wykazata, ze
modyfikacja ta obecna jest w elementach wzmacniajacych oraz motywach wigzacych
czynnik p300 (Laird i wsp., 2013) i w regionach otaczajacych miejsca wigzania czynnikow
transkrypcyjnych takich jak NANOG, OCT, CTCF (Stroud i wsp., 2011) (Yu i wsp., 2012).
Wptyw 5hmC na aktywnosc elementéw regulatorowych réwniez wydaje sie by¢ ztozony
i zalezny od kontekstu. Wiele danych literaturowych pokazuje, ze poziom 5hmC jest
zwiekszony w elementach wzmacniajacych, w szczegdlnosci tych powigzanych
z modyfikacjami biatek histonowych H3K4me1 i H3K27ac oraz powigzanych z transkrypcja
gendéw charakterystycznych dla danego fenotypu komodrek (Stroud i wsp., 2011)
(Li i wsp., 2018). Dodatkowo, dane sugerujg, ze poziom 5hmC jest wyzszy w elementach
wzmacniajagcych gotowych do aktywacji w pordwnaniu do tych juz aktywnych
(Yu i wsp., 2012) (Wen i wsp., 2014). Z drugiej strony, w komérkach ES zaobserwowano
grupe regiondw wigzacych czynniki transkrypcyjne, w ktérych wysoki poziom 5hmC
powigzany byt z zahamowaniem transkrypcji genéw docelowych. Indukcja réznicowania
prowadzita do spadku poziomu 5hmC w tych regionach i aktywacji transkrypcji. Autorzy
sugerujg, ze 5hmC hamuje aktywnos¢ elementdw regulatorowych powigzanych z genami
kluczowymi dla réznicowania (Choi i wsp., 2014). Najnowsze dane sugerujg, ze czynniki
transkrypcyjne moga wigza¢ sie do metylowanych regiondw DNA i indukowad ich
demetylacje poprzez rekrutowanie enzymoéw TET. Taki mechanizm wykazano dla CTCF oraz

REST (Stadler i wsp., 2011) (Pastor i wsp., 2013).

Podsumowujac, rola 5hmC w regulacji ekspresji gendéw jest ztozona i powigzana
z modelowaniem epigenomu poprzez kontrolowanie poziomu metylacji DNA, interakcje
z biatkami histonowymi a takie z samodzielnym oddziatywaniem w elementach
regulatorowych i miejscach wigzania czynnikéw transkrypcyjnych z wigzgcymi sie z tymi
miejscami biatkami (Rycina 2). Generalnie, modyfikacja ta powigzana jest z aktywng

chromatyng, jednak moze by¢ tez zaangazowana w hamowanie ekspresji genéw.
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Rycina 2. Dystrybucja 5hmC w genomie i jej wptyw na aktywnosc transkrypcyjng gendw.

3. Enzymy TET

Enzymy TET to dehydrogenazy zalezne od a-ketoglutaranu (20G, 2-oksoglutaran)
i jondw Fe?*. Do tej pory opisano trzy enzymy z tej grupy: TET1, TET2 i TET3
(Rasmussen i Helin, 2016). Enzymy TET wykorzystujg 20G, tlen oraz jony zelaza do oksydacji
5-metylocytozyny do  5-hydroksymetylocytozyny, prowadzac réwnoczesnie do
dekarboksylacji 20G do bursztynianu oraz powstania czgsteczki dwutlenku wegla

(Rycina 1B).

Wszystkie enzymy TET posiadajg C-koricowg domene katalityczng, z regionem bogatym
w cysteine oraz podwdjng B-helise wigzacg jony Fe?*. Petne izoformy TET1 oraz TET3
posiadajg N-koncowag domene CXXC o strukturze palca cynkowego, ktéra wykazuje
powinowactwo do motywu CpG i jest domeng wigzgcg DNA (Xu i wsp., 2011) (Rycina 3).
TET2 natomiast na drodze ewolucji utracit domene wigzgcg DNA, ktéra kodowana jest przez

osobny gen CXXC4 (Ko i wsp., 2013).
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Rycina 3. Budowa biatek TET na podstawie (Rasmussen i Helin, 2016).

Wszystkie TET sq odpowiedzialne za produkcje 5hmC w genomie. Ekspresja TET rdzni
sie pomiedzy tkankami (Nestor i wsp., 2012). Enzymy te regulujg poziom 5hmC na réznych
etapach zycia, zaangazowane sg w sieci interakcji z innymi biatkami, okupujg czesciowo
odmienne regiony w genomie i podlegaja odmiennej regulacji. Ponadto, wydaje sie, ze
funkcje TET sg réwniez czesSciowo odmienne i zalezne od kontekstu komdrkowego.
Wszystko to sugeruje, ze proces demetylacji przeprowadzany przez enzymy TET podlega
bardzo precyzyjnej regulacji i jest kluczowy dla utrzymania prawidtowego fenotypu

komorek.

3.1. TET1

TET1 jest pierwszy odkrytym enzymem z tej rodziny. Nazwa ten-eleven translocation 1
pochodzi od translokacji chromosomowej, ktdra przyczynita sie do odkrycia tego biatka.
Niektore przypadki ostrej biataczki szpikowej AML wywotfane sg przez translokacje

pomiedzy 10 a 11 chromosomem t(10;11)(q22;q23), ktdéra prowadzi do powstania
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fuzyjnego genu. Analiza regionu chromosomowego zaangazowanego w powstanie na tej
matrycy fuzyjnego biatka doprowadzita do identyfikacji biatka o nieznanej do tej pory
funkcji biologicznej, ktére nazwano wtasnie TET1 (Lorsback i wsp., 2003). Jak wspomniano
powyzej, aktywnos¢ katalityczng TET1 i jego role w procesie hydroksymetylacji DNA
odkryto szes¢ lat pdzniej, w 2009 roku (Tahiliani i wsp., 2009).

Najwyzsza ekspresja petnej dtugosci izoformy TET1 obserwowana jest w embrionalnych
komodrkach macierzystych. Jest ona 5 razy wieksza niz ekspresja TET2 i ulega znacznemu
obnizeniu po rozpoczeciu procesu réznicowania (Koh i wsp., 2011). TET1 zaangazowany jest
w utrzymanie prawidtowego fenotypu komérek ES poprzez regulacje ekspresji genéw
pluripotencji oraz indukcje réznicowania i zmian w morfologii komérek (Ito i wsp., 2011)
(Wu i wsp., 2011) (Freudenberg i wsp., 2012). Wskutek spadku ekspresji TET1 i spadku
poziomu 5hmC w genomie (Koh i wsp., 2011), wiele genéw hydroksymetylowanych w
komadrkach ES ulega hipermetylacji w komérkach zréznicowanych (Williams i wsp., 2011).
Co ciekawe, mozliwe jest, ze TET1 i TET2 dziatajg antagonistycznie w regulacji niektérych
genow i mogg by¢ zaangazowane w regulacje innych kierunkdéw réznicowania komadrek

(Koh i wsp., 2011).

TET1 reguluje rowniez procesy roznicowania w somatycznych komérkach
macierzystych. Nokaut TET1/TET2 w mysich zarodkowych fibroblastach (MEF) prowadzi do
zaburzenia procesu réznicowania w kierunku adipocytéw (Wiehle i wsp., 2016). W procesie
réznicowania mysich komadrek mezenchymalnych C3H10T1/2 w kierunku chondrocytéw
dochodzi do wzrostu ekspresji TET1, natomiast wyciszenie ekspresji TET1 w tych
komorkach prowadzi do spadku poziomu markeréw chondrogenezy takich jak kolagen typu
[I'i X (Ito i wsp., 2016). Nokaut TET1 w komdrkach miazgi zeba prowadzi do zahamowania

proliferacji i zmniejszenia potencjatu do réznicowania w tkanke zebowg (Rao i wsp., 2016).

TET1 integruje ze sobg wiele czynnikdw epigenetycznych i bierze udziat w procesach
modyfikacji biatek histonowych. Dane literaturowe wskazujg, ze TET1 wchodzi w interakcje
z biatkami powigzanymi z heterochromatyng takimi jak HDAC1, HDAC2, SIN3A, EZH2
(Cartron i wsp., 2013). Obecnos¢ TET1 w regionach promotorowych koreluje z obecnoscia
modyfikacji H3K4me3, ktéra powigzana jest z aktywng transkrypcja (Deplus i wsp., 2013).
Dodatkowo, TET1 zaangazowany jest w depozycje represywnej modyfikacji H3K27me3
poprzez kierowanie czynnika Ezh2, bedgcego czescig kompleksu represorowego PRC1, do

genow docelowych. Zwiekszone wigzanie TET1 obserwuje sie w promotorach biwalentnych
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(Wu i wsp., 2011). Wykazano, ze TET1 zaangazowany jest tez w regulacje acetylacji
H4K16Ac. TET1 moze dziata¢ hamujaco na ekspresje gendw niezaleznie od swojej
aktywnosci katalitycznej. TET1 wchodzi w interakcje z kompleksem represora SIN3A, ktéry
zaangazowany jest w hamowanie transkrypcji poprzez deacetylacje biatek histonowych za

posrednictwem HDAC1 i HDAC2 (Williams i wsp., 2011).

Bardzo wazng funkcja TET1 jest ochrona DNA przed stochastyczng metylacjg
(Jin i wsp., 2014) (Wiehle i wsp., 2016). Autorzy sugerujg, ze TET1 chroni genom przed
nieprawidtowg metylacjg takze poprzez blokowanie DNMTs (Xu i wsp., 2011). Wyciszenie
TET1 w mysich ES prowadzi do wzrostu metylacji w promotorach, co réwniez dowodzi, ze
TET1 bierze udziat w utrzymaniu promotoréw o wysokim zgeszczeniu CpG w stanie

niezmetylowanym (Wu i wsp., 2011).

TET1 zaangazowany jest tez w procesy naprawy DNA (Zhong i wsp., 2017) oraz ochrone
komoérek przed promieniowaniem UV (Lin i wsp., 2014). Dodatkowo, wydaje sie, ze TET1
wraz z biatkiem CTCF zaangazowany jest rowniez w proces sktadania mRNA (splicing).
Wigzanie CTCF do DNA jest zalezne od poziomu metylacji, a TET1i TET2 regulujg ten proces
poprzez zamiane 5mC na 5hmC, co w nastepstwie prowadzi do wigczenia do mRNA

eksonéw zaleznych od CTCF (Marina i wsp., 2016).

3.2 TET2

Jak wspomniano wczesniej, TET2 rdzni sie od pozostatych biatek z tej rodziny brakiem
domeny wigzgcej DNA. W procesie ewolucji doszto do oddzielenia sie sekwencji kodujacej
domene CXXC od genu TET2 i powstania oddzielnego genu CXXC4, zwanego réwniez IDAX.
Badania dowodzg, ze kodowane przez ten gen biatko IDAX odpowiedzialne jest
za kierowanie TET2 do jego gendw docelowych. Wigzanie IDAX do DNA stymuluje réwniez

degradacje TET2 przez kaspazy (Ko i wsp., 2013).

TET2 réwniez jest zaangazowany w regulacje funkcji komédrek ES, chociaz jego
ekspresja jest nizsza niz ekspresja TET1. Dane sugerujg, ze TET1 i TET2 wspdlnie regulujg
poziom 5hmC w tych komérkach, poniewaz dopiero nokaut gendw kodujacych oba
te enzymy jednoczes$nie prowadzi do znacznego spadku poziomu tej modyfikacji
(Koh i wsp., 2011). W warunkach niedoboru TET1 w komdérkach ES, TET2 moze
prawdopodobnie przejmowac jego funkcje (Freudenberg i wsp., 2012). Jak wspomniano

powyzej, mozliwe, ze TET1 i TET2 dziatajg antagonistycznie w regulacji ekspres;ji niektorych
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gendw i mogg by¢ zaangazowane w regulacje innych kierunkdéw réznicowania komaérek
(Koh i wsp., 2011). W komdrkach ES wyrdznia sie rézne stadia pluripotencji w zaleznosci od
warunkéw hodowli. Komodrki naiwne (naive) posiadajg cechy mysich komoérek
macierzystych izolowanych z wezta zarodkowego blastocysty przed implantacjg, natomiast
komoérki o fenotypie ,primed” przypominajg komodrki epiblastu po implantacji. TET1
zaangazowany jest w proces przeprogramowania komoérek do stanu ,primed”, podczas gdy
TET2 warunkuje utrzymanie komérek w stadium naiwnym (Fidalgo i wsp., 2016). TET2 jest
rowniez zaangazowany w proces indukcji cech macierzystosci w komérkach somatycznych.
Indukcja kluczowych w tym procesie gendw Oct3/4, Sox2, KIf4 ic-Myc w mysich
fibroblastach prowadzi do wzrostu ekspresji TET2, co z kolei prowadzi do wzrostu
hydroksymetylacji w obrebie gendéw kluczowych dla pluripotencji takich jak Nanog i Esrrb
oraz ich aktywacji w nastepstwie remodelowania chromatyny w obrebie ich loci. Z drugiej
strony, wyciszenie TET2 hamuje aktywacje czynnikow pluripotencji w procesie indukcji
komodrek macierzystych (Doege i wsp., 2012). Dowodzi to, ze zaréwno TET2 jak i TET1 sg

waznymi biatkami zaangazowanymi w regulacje funkcji komoérek macierzystych.

TET2 petni szczegdlnie istotng role w regulacji funkcji komdérek hematopoetycznych
(Moran-Crusio i wsp., 2011). Mutacje genu TET2 obserwuje sie w ludzkich nowotworach
krwi (Nakajima i Kunimoto, 2014). Ponadto, nokaut TET2 u myszy prowadzi do rozwoju
réznego typu biataczek (Lii wsp., 2011). Mutacje w TET2 towarzyszg tez nowotworom takim
jak czerniak oraz glejak. TET2 uwazany jest wiec za supresor nowotworzenia

(Delhommeau i wsp., 2009) (Nakajima i Kunimoto, 2014).

Enzym ten zaangazowany jest w regulacje funkcji komdérek immunologicznych. Jego
ekspresja jest wysoka w pomocniczych limfocytach T (lchiyama i wsp., 2015). TET2
zaangazowany  jest  tez w regulacje funkcji MSC poprzez udziat
w hydroksymetylacji gendw powigzanych z procesem rdznicowania w adipocyty

i osteoblasty (Li i wsp., 2018) (Cakouros i wsp., 2019).

TET2 reguluje ekspresje gendw poprzez modyfikacje DNA oraz towarzyszacych mu
biatek histonowych. Rekrutuje OGT do regiondw TSS gendw i promuje GlcNAcylacje
(kowalencyjne przytgczenie N-acetylogalaktozaminy) seryny 112 histonu H2B. Prowadzi to
do zmian struktury chromatyny i aktywacji ekspresji gendw (Chen i wsp., 2013). Po drugie,
kompleks TET2/3 z OGT bierze udziat w modyfikacji czynnika HCF1, metylotransferazy
bedacej czescig kompleksu SET1/COMPASS, ktéry prowadzi to do wzrostu modyfikacji
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H3K4me3 w genomie (Deplus i wsp., 2013). Dodatkowo, TET2 petni istotng role w regulacji
poziomu metylacji elementéw regulatorowych, takich jak elementy wzmacniajace (Hon i

wsp., 2014) (Rasmussen i wsp., 2015) (Yamazaki i wsp., 2015) (Wang i wsp., 2018).

3.3. TET3

TET3 ulega szczegdlnie wysokiej ekspresji w gametach oraz zygotach (Gu i wsp., 2011)
(Rasmussen i Helin, 2016). TET3 zaangazowany jest w drugg fale demetylacji zachodzgca
po zaptodnieniu oocytu przez plemnik. Wysoka woéwczas ekspresja TET3 prowadzi do
konwersji 5mC do 5hmCa nastepnie do 5fCi 5CaC, ktére sg biernie tracone wraz z replikacja

DNA (Wossidlo i wsp., 2011).

TET3 nie ulega ekspresji w komédrkach ES (Koh i wsp., 2011). Biatko to natomiast wydaje
sie petni¢ istotng role w innych typach komoérek, jest miedzy innymi zaangazowane
w proces neurogenezy (Zhang i wsp., 2016) (Montalban-Loro i wsp., 2019), regulacje
funkcjonowania komédrek watroby (Li i wsp., 2020) oraz limfocytéw B i T (Yue i wsp., 2019)

(Tanaka i wsp., 2020).

Dane sugeruja, ze TET3 moze regulowac transkrypcje na drodze réznych mechanizméw
niezaleznych od jego aktywnosci katalitycznej w procesie demetylacji DNA. TET3, podobnie
jak TET2, poprzez interakcje z OGT zaangazowany jest w depozycje modyfikacji biatka
histonowego H3K4me3 (Deplus i wsp., 2013). Dodatkowo, TET3 wchodzi w interakcje z
NSD3 i zaangazowany jest w trimetylacje H3K36 (Perera i wsp., 2015). TET3 zaangazowany
jest w regulacje ekspresji gendw poprzez interakcje z regulatorem transkrypcji REST
(Pereraiwsp., 2015). Wchodzi tez w interakcje z jgdrowymi receptorami hormondw takimi,
jak TRal, TRPB1, AR i ERRa zwiekszajgc ich stabilnos¢ w chromatynie, zapobiegajac ich
degradacji, a takze zwiekszajac ich zdolnos¢ do aktywacji transkrypcji genéw docelowych.
Autorzy sugerujg, ze taka stabilizujgca rola TET3 moze odnosi¢ sie do réznych receptorow

jadrowych (Guan i wsp., 2017).
3.4. Regulacja ekspresji i aktywnosci TET

Enzymy TET podlegajg wszechstronnej regulacji. Ich ekspresja regulowana jest poprzez
rozne elementy cis-regulatorowe, alternatywne promotory i rézne czynniki transkrypcyjne
(Lou i wsp., 2019). Ponadto, podlegajg one regulacji potranskrypcyjnej przez miRNA
(Zhang i wsp., 2018) i potranslacyjnej poprzez modyfikacje aminokwasdow

(Ciccarone i wsp., 2015) (Bauer i wsp., 2015). Jak wspomniano powyzej, enzymy TET nalezg
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do rodziny oksygenaz zaleznych od 20G oraz Fe?*. Enzymy TET sg wiec $ciéle zalezne od
odstepnosci 20G w komdrce. Ich aktywno$¢ jest natomiast hamowana przez bursztynian,
fumaran (Xiao i wsp., 2012) oraz 2-hydroksyglutaran powstajgcy w wyniku mutacji w
obrebie IDH1 i IDH2, enzymdw odpowiedzialnych za przeksztatcenie izocytrynianu do a-
ketoglutaranu (Losman i Kaelin, 2013). Dodatkowo, aktywnosé TET regulowana jest przez
zmiany metabolizmu energetycznego wptywajgcego na poziom stresu oksydacyjnego,
status redox komorki i dostepnos$é Fe?* (Minor i wsp., 2013) (Salminen i wsp., 2015).
Aktywno$¢ TET rosnie w obecnosci witaminy C. Mechanizm jej dziatania nie polega jednak
na bezposredniej interakcji z TET, ale na odnawianiu rezerwuaru Fe?* poprzez redukcje Fe3*

do Fe?* (Yin i wsp., 2013).
3.5. TET a choroby

Enzymy TET odpowiedzialne sg za utrzymanie prawidtowego wzoru 5hmC, zapobiegajg
hipermetylacji DNA i warunkujg prawidtowg ekspresje gendéw odpowiedzialnych
za utrzymanie stabilnosci genomu i naprawe DNA (Cimmino i wsp., 2015). Deregulacja ich

ekspresji lub aktywnosci towarzyszy wielu chorobom.

TET sg uwazane za supresory procesu nowotworzenia. W wielu nowotworach
obserwuje sie spadek globalnego poziomu 5hmC. Nowotworom piersi, czerniakom
i biataczkom towarzyszg czesto mutacje w genie TET2 (Tefferi i wsp., 2009) (Pardanani i
wsp., 2009). Ekspresja TET1 jest obnizona w nowotworach jelita grubego (Neriiwsp., 2015).
Utrata TET1 predysponuje komérki hematopoetyczne do transformacji nowotworowej,
w szczegdblnosci do biataczek wywodzacych sie z limfocytow B (Cimmino i wsp., 2015).
W liniach komérkowych przerzutujgcych nowotwordw piersi obserwowano zwiekszong

metylacje promotora TET1 i spadek ekspresji tego genu (Sang i wsp., 2015).

Coraz wiecej badan wykazuje, ze epigenetyczna deregulacja prowadzgca do zmian
ekspresji gendéw jest jednym z czynnikdw rozwoju wielu chordéb, nie tylko tych zwigzanych
z transformacjg nowotworowg. Chorobom tym czesto towarzyszg zmiany ekspresji gendéw
TET. Dotyczy to w szczegdlnosci choréb neurodegeneracyjnych, co nie jest zaskoczeniem,
bo to wtasnie w mdzgu obserwuje sie najwyzszy poziom 5hmC (Kriaucionis i Heintz, 2009).
Zwiekszong ekspresje TET obserwowano w przypadku pacjentdow z zaburzeniami
psychotycznymi i chorobg alkoholowg (Guidotti i wsp., 2013). Lokalne i globalne zmiany
w poziomie 5hmC oraz wzrost ilosci TET1 obserwowano tez u pacjentow ze schizofrenig,

choroba dwubiegunowg i depresjg (Dong i wsp., 2012). Globalny wzrost poziomu 5hmC
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w hipokampie oraz spadek tej modyfikacji w korze skroniowej obserwuje sie u chorych na
chorobe Alzheimera (Chouliaras i wsp., 2013) (Coppieters i wsp., 2014). Dodatkowo, utrata
metylacji w pojedynczych motywach CpG promotora TET1 oraz globalny wzrost poziomu
5hmC obserwuje sie w komérkach nabtonkowych oséb chorych na astme (Somineni i wsp.,
2016). Ekspresja mRNA TET1 jest podwyzszona w fibroblastach oséb chorych na twardzizne
uktadowg (Hattori i wsp., 2015).

4. Zwigzany z wiekiem dryft epigenetyczny dotyczacy modyfikacji
DNA

Ocenia sie, ze do 80 roku zycia tempo procesu starzenia jest jedynie w 25% regulowane
przez czynniki genetyczne, a az w 75% przez czynniki niegenetyczne, w tym — srodowiskowe
(Herskind i wsp., 1996) (Skytthe i wsp., 2003). Jednym z mechanizméw oddziatywania
srodowiska na ekspresje gendw oraz funkcjonowanie komdrek sg zmiany modyfikacji
epigenetycznych, ktére podlegajg wptywowi czynnikdw takich jak dieta (Szarc Vel Szic i
wsp., 2015), aktywnosc¢ fizyczna (Ling i Ronn, 2014), uzywki oraz toksyny (Shah i wsp.,
2014). To miedzy innymi dlatego wraz z wiekiem dochodzi do akumulacji zmian w kodzie
epigenetycznym, co nazywamy ,dryftem epigenetycznym”. Poniewaz modyfikacje
epigenetyczne podlegajg wptywowi sSrodowiska, stanowig one potencjalny cel dla strategii

spowalniajgcych proces starzenia.

Jak opisano w poprzednich rozdziatach, modyfikacje epigenetyczne poprzez modulacje
struktury chromatyny regulujg ekspresje gendéw. Sg one kluczowe w regulacji procesu
réoznicowania komérek macierzystych, w utrzymaniu prawidtowego fenotypu komorek,
a takze w utrzymaniu stabilnosci genomu (Putiri i Robertson, 2011) (Kim i Costello, 2017).
Najlepiej poznanym komponentem zmian epigenetycznych zwigzanych z procesem
starzenia sg zmiany metylacji DNA. Poziom metylacji DNA jest najwyzszy w embrionach
i stopniowo spada wraz z wiekiem (Goel i wsp., 2017), szczegdlnie w obrebie elementéw
powtdrzonych (Jintaridth i Mutirangura, 2010). Zmiany metylacji DNA, miedzy innymi
poprzez aktywacje ekspresji retrotranspozondéw, prowadzg do destabilizacji genomu
i powstania tzw. szumu transkrypcyjnego. Z drugiej strony, obserwuje sie wzrost poziomu
metylacji w wybranych regionach genomu, gtéwnie w obrebie wysp CpG powigzanych
z promotorami niektérych gendw, prowadzac do ich niekorzystnego wyciszenia
(Yeh i wsp., 2017). Dodatkowo, zwigzang z wiekiem hipermetylacje obserwuje sie w

promotorach biwalentnych i genach docelowych dla kompleksu Polycomb
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(Rakyan i wsp., 2010) (Dozmorov, 2015) (Mozhui i Pandey, 2017). Na podstawie statusu
metylacji wybranych motywéw CpG w genomie opracowano algorytmy umozliwiajgce
obliczenie wieku chronologicznego tkanki, tzw. zegary epigenetyczne (Koch i Wagner,

2011) (Horvath, 2013) (Hannum i wsp., 2013).

Uwaza sie, ze zwigzane z wiekiem zmiany w profilu metylacji moga przyczynia¢ sie
do rozwoju nowotwordw (Putiri and Robertson, 2011) i innych choréb (Calvanese et al.,
2009). Wptyw lokalnych, zwigzanych z wiekiem zmian metylacji na ekspresje gendw nie jest
do konca jasny. Wiadomo, ze hipermetylacja promotora genu moze prowadzié
do zahamowania jego ekspresji (King i wsp., 2012). Badania na duzych grupach ludzi
wykazujg, ze tylko 2% CpG, ktérych status metylacji zmienia sie z wiekiem, koreluje
ze zmiang ekspresji gendw, a niektére badania na myszach w ogdle nie wykazaty istotnej
korelacji pomiedzy zmiang metylacji a ekspresjg (Unnikrishnan i wsp., 2019). Sugeruje to,
ze wiekszo$¢ zwigzanych z wiekiem zmian dotyczacych tej modyfikacji w obrebie gendéw

najprawdopodobniej nie ma nastepstw funkcjonalnych.

Osoby dtugowieczne oraz ich potomstwo charakteryzujg sie obnizonym wiekiem
epigenetycznym w stosunku do wieku chronologicznego (Horvath i wsp., 2015), co koreluje
z opdznionym rozwojem chordéb zwigzanych z wiekiem (Xiao i wsp., 2015). Dane sugerujg
tez, ze wzrost wieku epigenetycznego o 5 lat zwigzany jest z 8-15% wzrostem ryzyka Smierci

(Fransquet i wsp., 2019).

Mechanizm tych zwigzanych z wiekiem zmian metylacji DNA nie jest jednak do korica
poznany. Spadek globalnego poziomu metylacji moze by¢ powigzany ze spadkiem ekspres;ji
metylotransferaz (Ciccarone i wsp., 2016) lub niedoborem w diecie oséb starszych kwasu
foliowego, kofaktora cykli zwigzanych z donacjg grup metylowych (Rampersaud i wsp.,
2000). Uwaza sie tez, ze do globalnego spadku metylacji przyczyniac sie moze narazenie na
czynniki szkodliwe takie jak promieniowanie UV-B, zanieczyszczenia powietrza i dym
papierosowy (Xiao i wsp., 2019). Odkrycie enzymow TET i procesu aktywnej demetylacji
DNA rzucito nowe Swiatto na ten problem (Lorsback i wsp., 2003). Poniewaz enzymy TET
zaangazowane sg w regulacje metylacji DNA, ochrone wysp CpG przed nieprawidtowg
metylacjg a takze, posrednio, regulujg modyfikacje biatek histonowych i bezposrednio
oddziatujg z réznymi czynnikami transkrypcyjnymi, zmiany w ich ekspresji lub aktywnosci
mogg przyczyni¢ sie do zwigzanych z wiekiem powaznych zmian w obrebie catego
epigenomu oraz w funkcjonowaniu starzejgcych sie komoérek. TET mogg byé tez
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zaangazowane w regulacje procesu starzenia na drodze innych mechanizmow, na przyktad
poprzez utrzymanie integralnosci telomerdw oraz warunkowanie stabilnosci
chromosomoéw poprzez regulacje poziomu metylacji w regionach subtelomerowych (Yang

i wsp., 2016).

Ponadto, jak wspomniano, enzymy TET s3 kluczowe w warunkowaniu prawidfowego
funkcjonowania komérek macierzystych. Mozliwe wiec, ze zwigzane z wiekiem zmiany
w ekspresji TET oraz w poziomie i dystrybucji 5hmC w genomie komodrek macierzystych
moga by¢ jedng z przyczyn spadku potencjatu regeneracyjnego tych komodrek, ktéry

obserwuje sie w procesie starzenia.
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lll. Hipotezai cel pracy

Podskdérna tkanka ttuszczowa jest waznym organem endokrynnym, a zmiany
zachodzgce w niej wraz z wiekiem stanowig istotny komponent regulujgcy proces starzenia.
Zwigzane z wiekiem zmiany modyfikacji epigenetycznych DNA komorek tkanki ttuszczowej
stanowig istotny temat badan, poniewaz jest to tkanka podlegajgca silnym wptywom
czynnikdéw zewnetrznych, co potencjalnie czyni jg szczegdlnie narazong na zmiany w
obrebie epigenomu. Szczegdlnie istotny jest dryft epigenetyczny w komdrkach
macierzystych tkanki ttuszczowej, ktérych réznicowanie w dojrzate adipocyty podlega
regulacji epigenetyczneji jest kluczowe dla utrzymania réwnowagi tej tkanki.

Dane literaturowe sugerujg, ze zmiany w ekspresji/aktywnosci enzymow TET mogg by¢
jedng z przyczyn zwigzanego z wiekiem dryftu epigenetycznego. Moja hipoteza zaktada, ze
wraz z wiekiem w komédrkach SAT dochodzi do zmian w ekspresji/aktywnosci enzymow TET
oraz zmian w poziomie/dystrybucji 5hmC, co stanowi jeden z elementéw dryftu
epigenetycznego w tej tkance.

Aby te hipoteze zweryfikowaé, celem pracy stato sie zbadanie zmian w ekspres;ji
enzymow TET oraz poziomie 5hmC w procesie starzenia SAT i izolowanych z niej ASC, jak
rowniez okreslenie dystrybucji 5hmC i zwigzanych z wiekiem zmian dystrybucji tej
modyfikacji w komdrkach ASC. W ramach tego celu oceniony bedzie rowniez wptyw
algorytmu wykorzystanego do analizy danych z badan wielkoskalowych dotyczacych

dystrybucji 5hmC na uzyskane wyniki.

Fenotypy ASC i fibroblastéw sg bardzo zblizone i brak jest aktualnie markerdw
pozwalajgcych na jednoznaczne odrdznienie tych dwoédch typdéw komérek, dlatego
dodatkowym celem pracy byto wytypowanie regionéw specyficznie
5-hydroksymetylowanych w ASC poprzez pordéwnanie profilu tej modyfikacji
epigenetycznej w tych dwdch typach komdrek pochodzacych od tych samych dawcéw.
Drugim celem dodatkowym bylo sprawdzenie, czy istniejg regiony rdznicowo
hydroksymetylowane z wiekiem (DHMR) wspdlne dla réznych typow komaérek (uniwersalne
zmiany hydroksymetylacji w toku starzenia).

Cele szczegotowe
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Zbadanie zwigzanych z wiekiem zmian w globalnym poziomie 5hmC oraz ekspresji
TET w ludzkiej podskdrnej tkance ttuszczowej izolowanej z regiondéw chronionych
przed promieniowaniem stonecznym.

Zbadanie zwigzanych z wiekiem rdéznic w globalnym poziomie 5hmC oraz ekspresji
TET w ASC izolowanych od oséb mtodych i starszych.

Analiza dystrybucji 5hmC w DNA ASC oséb mtodych i starszych oraz identyfikacja
zwigzanych z wiekiem DHMR w tych komérkach.

Poréwnanie wptywu réznych parametréow na wyniki analizy réznicowej in silico
w kontekscie identyfikacji zwigzanych z wiekiem DHMR.

Identyfikacja regiondw réznicowo hydroksymetylowanych réznicujgcych komérki
ASC od fibroblastow.

Identyfikacja zwigzanych z wiekiem DHMR wspdlnych dla ASC i fibroblastow.
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IV. Materiaty i metody

5. Materiaty

5.1. Bufory

Tabela 1. Lista buforow nie wchodzqcych w sktad gotowych zestawow.

Nazwa

Bufor do denaturacji DNA 2x
stezony

Bufor neutralizujgcy

Buforowana fosforanem sél
fizjologiczna z Tween 20

Nazwa

Roztwor paraformaldehydu

Bufor blokujaco-
permeabilizujacy 1

Bufor blokujaco-
permeabilizujacy 2

Nazwa

Bufor do izolacji biatka z
tkanki ttuszczowej

Radioimmunoprecipitation
assay buffer (RIPA)

Tris-Glicyna-SDS

Bufor do transferu biatek

Bufory do analizy DNA
Zastosowanie
Denaturacja DNA przed
analiza modyfikacji DNA
metoda dot-blot
Neutralizacjia DNA po
denaturacji

Skrét

Ptukanie membran

PBS-T
nitrocelulozowych dot-blot

Bufory do immunofluorescencji
Zastosowanie Skrot
Utrwalanie komodrek przed
bawieniem PFA
immunohistochemicznym
Blokowanie i
permeabilizacja komdrek
podczas barwienia
immunofluorescencyjnego
Rozcienczenie przeciwciat |-
rzedowych do barwienia
immunofluorescencyjnego

Bufory do analizy biatek

Zastosowanie Skrot

Do homogenizacji tkanki
ttuszczowej w pierwszym
etapie izolacji biatka

Izolacja biatka catkowitego z

RIPA
komorek

Elektroforeza biatek TGS

Transfer biatek o masie 15-
150 kDa

Sktad

0,8 mM NaOH; 20 Mm
EDTA

2 M octan amonu, pH 7

Buforowana sol
fizjologiczna; 0,1%
Tween 20

Sktad

4% PFA w PBS

3% BSA; 0,5% Triton
w PBS

3% BSA; 0,1% Triton
w PBS

Sktad
50 mM Tris; 150 mM
NaCl; 0,2 mM EDTA i 5x
stezona mieszanina
inhibitoréw proteaz
150 nM NaCl; 1% NP40;
0,05% dezoksycholan
sodu; 0,1% SDS, 50 Mm
Tris pH 8,5 mM EDTA
25 mM Tris; 192 mM
glicyna; 0,1% SDS
25 mM Tris; 192 mM
glicyna; 20% metanol
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Bufor do transferu duzych . 25 mM Tris; 192 mM
. Transfer biatek >150 kDa .
biatek glicyna; 10% metanol

5% 2-merkaptoetanol;

Bufor redukujacy Denaturacja ekstraktow 10% SDS; 50% glycerol;
Laemmliego 5x stezony biatkowych 1M Tris pH 6,8; 0,012%
btekit bromofenolowy

L. Ptukanie membran )
Buforowana Tris sol ) 20 mM Tris; 150 mM
. . nitrocelulozowych — TBS-T
fizjologiczna z Tween 20 . NacCl; 0.1% Tween 20
immunoblot

Bufory do hodowli i analizy ASC
Nazwa Zastosowanie Skrét Sktad
DMEM; 15%
inaktywowany cieplnie
Pozywka hodowlana Hodowla komdrek ASC FBS; 10 U/ml penicyliny
i 10 ug/ml
streptomycyny
Pozywka hodowlana

t zej); 0,31
Réznicowanie komdrek ASC (patrz powyzej); 0,

Pozywka do adipogenezy . 1M deksametazon; 60
w adipocyty .

UM indometacyna; 0,5

Mm IMBIX

DMEM; 20%

Neutralizacja enzymoéw i inaktywowany cieplnie
Pozywka izolacyjna zawieszanie komorek FBS; 10 U/ml penicyliny

podczas izolacji i 10 pg/ml

streptomycyny

5.2. Odczynniki

2-Merkaptoetanol (Sigma)

Albumina bydleca (BSA, Bovine Serun Albumin) (Sigma)
Btekit bromofenolowy (Sigma)

Btekit toluidynowy (Sigma)

Chlorek sodu (NaCl) (Sigma)

Clarity™ Western ECL (Bio-Rad)

cOmplete, EDTA-free (Roche)

Dexametazon (Sigma)

Dezoksycholan sodu (Sigma)
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DMEM (Gibco)

DMSO (Sigma)

EDTA (Sigma)

Etylowy alkohol (Linegal Chemicals)
Fluorescent Mounting Medium (DAKO)
Glicerol (Sigma)

Glicyna (Sigma)

Hoechst 33342 (Sigma)

IMBX (Sigma)

Indometacyna (Signa)

lzopropylowy alkohol (Sigma)

Kolagenaza | (Sigma)

Kwas borowy (H3zBO4) (Sigma)

Kwas solny (HCI) (Sigma)

Laurylosiarczan (dodecylosiarczan) sodu (SDS) (Sigma)
LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche)
Membrana nitrocelulozowa (Bio-Rad)
Metylowy alkohol (Linegal Chemicals)
Octan amonu, roztwoér 2M (Sigma)
Paraformaldehyd (Sigma)
Penicylina/streptomycyna (Sigma)
Ptodowa surowica bydleca (FBS) (Gibco)
Proteinaza K (EurX)

SDS (Sigma)

Tris-EDTA (TE) 100x (Sigma)

Triton X-100 (Sigma)

Trypsyna (Gibco)

Tween 20 (Sigma)

Woda destylowana, dejonizowana (ddH20)

Wodorotlenek sodu (NaOH) (POCH)



5.3. Zestawy

e Human Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit” (RiD Systems)
e Mesenchymal Stem Cell Multi-Color Flow Cytometry Kit (RiD Systems)

e  GeneMATRIX Tissue DNA Purification Kit (EurX)

e Sherlock AX (A&A Biotechnology)

e Direct-zol RNA MiniPrep Kit (Zymo Research)

e Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific)

e  Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

e Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Scientific)

5.4. Przeciwciata I-rzedowe

Tabela 2. Przeciwciata I-rzedowe.

Antygen Technika Producent Klon/nr. kat.
5mC DB Abcam 33D3

5hmC DB/IF Active-Motif AB_10013602
5fC DB Active-Motif 61223

5CaC DB Active-Motif 61225
ssDNA DB Merck Milipore F7-26

TET1 WB/IF Invitrogen PA5-34906
TET2 IF Invitrogen PA5-19201
TET2 WB Active-Motif 21F11

TET3 WB/IF Abiocode R1092-3
GAPDH WB Santa Cruz Biotechnology FL-25778
HSP90 WB Santa Cruz Biotechnology H-114

WB: Western blot (immunoblot), DB: dot-blot, IF: immunofluorescencja
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5.5. Przeciwciata ll-rzedowe

Tabela 3. Przeciwciata ll-rzedowe.

Przeciwciato Producent Gospodarz
HRP-anty-krélicze IgG Merck-Millipore koza
HRP-anty-mysie IgG Merck-Millipore krolik
HRP-anty-kozie IgG Merck-Millipore osiot
HRP-anty-mysie IgG1k Santa-Cruz Biotechnology krolik
HRP-anty-mysie IgM Invitrogen koza
Alexa Fluor-633 anty-krdlicze IgG H+L Invitrogen koza
Alexa Fluor-546 anty-krdlicze IgG H+L Life Technologies koza
Alexa Fluor-633 anty-mysie 1gG H+L Invitrogen krolik
Alexa Fluor-488 anty-kozie IgG H+L Invitrogen osiot

5.6. Sprzet

e Blok grzewczy (Thermo Scientific)

e Cytometr przeptywowy BD FACSCANTO Il (BD Biosciences)
e Kolorymetryczny czytnik ptytek (Epoch)

e nanoDROP2000 (Thermo Scientific)

e  Mikroskop konfokalny System LSM 780 (Zeiss)

e Mini Protean Il, zestaw do elektroforezy biatek i mokrego transferu biatek na

membrane nitrocelulozowg (Bio-Rad)
e Qubit 4 Fluorometer (Thermo Scientific)
e  Stratalinker UV 1800 Crosslinker (Stratagene)
e System Bio-dot do dot-blot (Bio-Rad)
e System do odczytu chemiluminescencji GeneGnome XRQ (Syngene)
e Termocykler do PCR czasu rzeczywistego LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

e TissueLyser Il (QIAGEN)
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5.7. Programy, pakiety i bazy danych

Programy

R (R Core Team, 2017)

R Studio (Haque i wsp., 2017)
GraphPad Prism (GraphPad Software)
Image Studio Lite (Li-Cor)

ZEN2012 (Zeiss)

Pakiety do programu R Studio

DiffBind (Stark i Brown, 2021)
MEDIPS (Lienhard i wsp., 2014)
Annotatr (Cavalcante i Sartor, 2017)
ChIPPeakAnno (Zhu i wsp., 2010)
ComplexHeatmap (Gu i wsp., 2016)
ggplot2 ( Wickham, 2016)

Rgreat

R commander

Narzedzia internetowe

Panther (Thomas i wsp., 2003)

ReMap 2020 (Cheneby i wsp., 2020)
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5.8. Materiat biologiczny

Materiat do badan stanowita podskérna tkanka ttuszczowa pobrana z okolic
0 ograniczonym narazeniu na promieniowanie stoneczne (pachwiny i okolica nadtonowa)
przy okazji planowych operacji (przepuklina, operacje powtok brzusznych). Tkanka pobrana
byta z okolic niezmienionych chorobowo, wzdtuz dolnej linii ciecia, od 71 pacjentéw
(39 kobiet oraz 32 mezczyzn) w wieku 18-96 lat (Srednio 53+20 lat), z BMI 17-35 kg/m?
($rednio 26,6%5 kg/m?), wolnych od chordb ogdlnoustrojowych mogacych mie¢ wptyw na
stan skéry i tkanki podskérnej takich, jak cukrzyca, nowotwdr i choroby
autoimmunologiczne. Tkanki pobierano za zgoda Komisji Bioetycznej przy Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym (KB/283/2013). Uczestnicy wyrazili zgode na udziat w badaniu.

Dane analizowano po uwzglednieniu zasad anonimizacji.

Skéra o powierzchni ok. 2 cm? wraz z tkankg podskérng umieszczana byta w soli
fizjologicznej i przewozona na lodzie do laboratorium w czasie nie dtuzszym niz 2 godziny
od pobrania. Nastepnie tkanke podskérng oddzielano od skdry oraz naczyn krwionos$nych.
Czesc tkanki ,,na Swiezo” poddawana byfa trawieniu enzymatycznemu w celu izolacji
komorek (podrozdziat ,lzolacja komdrek progenitorowych tkanki ttuszczowej”). Reszte

tkanki dzielono na porcje po okoto 100 mg i mrozono w -80°C do dalszych analiz.

6. Metody

6.1. Izolacja, hodowla i mrozenie komdrek ASC

Swiezo pobrang tkanke ttuszczowag (ok. 2,5 ml) poddawano trawieniu 0,075%
roztworem kolagenazy | w 37°C przez 45 minut w wytrzgsarce. Po trawieniu do
homogenatu dodawano dwukrotng objetos¢ pozywki izolacyjnej, mocno wstrzgsano
i filtrowano przez sitko do hodowli komérkowych o porach 100 um. W tym etapie dojrzate
adipocyty ulegajg zniszczeniu, co pozwala na ich oddzielenie od komdrek frakcji SVF.
Nastepnie komérki wirowano w 450 x g przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Osad
komodrkowy oddzielano od ttuszczu powstatego w wyniku rozpadu adipocytdw, zawieszano
w 5 ml medium izolacyjnego, filtrowano przez sitko o porach 70 um i wysiewano do butelki
hodowlanej 25 cm? Protokét opracowano w oparciu o prace Bunnell i wsp.
(Bunnell i wsp., 2008). Dalszag hodowle prowadzono w pozywce hodowlanej. Pozywke
zmieniano co 2-3 dni. Po osiggnieciu konfluencji na poziomie 80-90%, komérki poddawano

trawieniu 0,05% roztworem trypsyny z dodatkiem EDTA w 37°C przez 1-5 minut. Nastepnie

50



komorki zalewano podwdjng objetoscia medium hodowlanego, wirowano w 250 x g przez
5 minut w temperaturze pokojowej. Osad zawieszano w medium hodowlanym i wysiewano
do nowych naczyrn hodowlanych w zageszczeniu 3 x 103/cm? lub mrozono w medium

hodowlanym z dodatkiem 10% DMSO do dalszych doswiadczen.

Komorki po trzecim pasazu zbierano po osiggnieciu przez nie konfluencji na poziomie
90%. Po odciggnieciu pozywki szalke przeptukiwano PBS. Nastepnie komorki zalewano 5 ml
PBS i zeskrobywano przy uzyciu skrobaczki. Komorki zbierano do probowki wiréwkowej o
pojemnosci 15 ml i wirowano w 300 x g przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po
wirowaniu odlewano nadsgcz, a osad ptukano w 1 ml PBS i przenoszono do probéwek 1 ml
typu Eppendorf. Komérki wirowano w 400 x g przez 10 minut w 4°C. Po wirowaniu $ciggano

nadsgcz, a osad komoérkowy mrozono w -80°C do dalszych analiz.
6.2. Identyfikacja komorek progenitorowych tkanki ttuszczowej

Analiza markeréw powierzchniowych komorek ASC w cytometrze przeptywowym

Pozyskane przez mnie pierwotne hodowle komérek izolowanych z tkanki ttuszczowej
scharakteryzowatam pod katem obecnosci markerédw charakterystycznych dla komérek
macierzystych pochodzenia mezenchymalnego. Komérki macierzyste powinny posiadaé
markery powierzchniowe CD90 i CD146, natomiast nie posiada¢ markera komdrek
hematopoetycznych CD45. Do identyfikacji markerdw powierzchniowych uzyto zestawu
Human Mesenchymal Stem Cell Multi-Color Flow Cytometry Kit. Osad komérek ptukano
w 2 ml buforu do barwienia (dostarczonego przez producenta zestawu), wirowano
w 300 x g przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Osad komdrkowy zawieszano w 100 pl
mieszaniny blokujacej zawierajacej 3% BSA w PBS i inkubowano 30 minut temperaturze
pokojowej. Nastepnie do komdrek dodawano po 10 pl przeciwciat anty-CD90, anty-CD146,
anty-CD45 (z zestawu, do koncowego rozcienczenia 1:10) i inkubowano w ciemnosci przez
45 minut w temperaturze pokojowej. Komorki ptukano w 2 ml buforu do barwienia
i wirowano w 300 x g przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po zlaniu nadsgczu,
komorki zawieszano w 200 ul buforu do barwienia i analizowano w cytometrze

przeptywowym FACSCanto II.

6.3. Adipogeneza

Komérki ASC wysiewano w zageszczeniu 10%/cm? na dotfek szalki 12-dotkowej

z umieszczonymi wewnatrz szklanymi szkietkami nakrywkowymi o Srednicy 14 mm.
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Po osiggnieciu przez komorki konfluencji na poziomie 100%, zmieniano pozywke na
pozywke réznicujacg w adipocyty, ktérg nastepnie zmieniano co 2-3 dni. Réznicowanie

prowadzono przez 3 tygodnie.

6.4. Barwienie pod katem markeréw réznicowania

Po zakoniczeniu procesu réznicowania, komérki utrwalano 4% PFA w PBS przez 12 minut
i barwiono na obecnos$¢ markera dojrzatych adipocytéw FABP-4 oraz markera osteocytow
— osteokalcyny. Do barwied uzyto przeciwciat zatgczonych do zestawu Human
Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit, stosujgc rozcieficzenia zgodnie z
protokotem producenta. Barwienie immunocytochemiczne wykonano zgodnie z

protokotem opisanym w podrozdziale ,,Immunocytochemia”.

6.5. Potencjat do samoodnowy

Komorki w liczbie 50 wysiewano do studzienki szalki 6-dotkowej w pozywce
hodowlanej. Komérki hodowano az do uzyskania widocznych kolonii, okoto 14 dni,
wymieniajac pozywke co 3 dni. Nastepnie komorki ptukano PBS i zalewano 0,1% roztworem

btekitu toluidynowego w PBS na 1 minute, az do uwidocznienia sie kolonii na szalce.

6.6. Izolacja DNA
Izolacja DNA z tkanki ttuszczowej

Okoto 30 mg tkanki ttuszczowej zostato poddane homogenizacji przy uzyciu
homogenizatora  kulkowego  TissuelLyser |l. Homogenizacje przeprowadzano
z czestotliwos$cig 20 Hz przez 2 minuty w 2 cyklach, w 4°C. Nastepnie tkanke trawiono
proteinazg K przez 16 godzin w 55°C. DNA izolowano przy uzyciu zestawu Tissue DNA
Purification Kit zgodnie z protokotem dotgczonym przez producenta. DNA z kolumny
wyptukiwano przy uzyciu 100 pl buforu elucyjnego dostarczonego przez producenta

zestawu.
Izolacja DNA z ASC

DNA z ASC izolowano przy uzyciu zestawu GeneMATRIX Tissue DNA Purification Kit
zgodnie z protokotem producenta. Osady komérkowe poddawano trawieniu proteinazg K
w celu degradacji biatek, nanoszono na kolumny ze ztozem selektywnie wigzgcym DNA,
ktére ptukano buforami dostarczonymi przez producenta. Oczyszczone DNA z kolumny

wypftukiwano przy uzyciu 50 ul buforu TE.
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Ze wzgledu na to, ze stezenie DNA potrzebne do sekwencjonowania pod katem
5-hydroksymetylacji musiato by¢ duze, do tej metody DNA izolowano zestawem Sherlock
AX, ktory taczy ze sobg oczyszczanie na kolumnach i precypitacje alkoholem. Stezenie DNA
do sekwencjonowania mierzono przy uzyciu testéw opartych na fluorescencji Qubit dsDNA
HS Assay i aparatury Qubit. Metoda ta opiera sie na pomiarze fluorescencji pochodzacej od

barwnikdw taczacych sie z dwuniciowym DNA.
Pomiar stezenia i analiza jakosci DNA

Po izolacji, stezenie DNA mierzono przy pomocy urzgdzenia NanoDROP 2000. W celu
oceny stezenia oraz czystosci wyizolowanego DNA, mierzono absorbancje 2 pl prébki przy
dtugosci fali 280 i 260 nm. Stosunek absorbancji 260/280 okoto 1,8 charakteryzowat czyste

DNA. Nizsza wartos$¢ oznacza zanieczyszczenie probki biatkami lub fenolami.

6.7. Analiza globalnego poziomu modyfikacji DNA (dot blot)

Pierwszym etapem analizy byto dobranie optymalnej ilosci DNA oraz sprawdzenie
specyficznosci  przeciwciat. W tym celu przygotowano serie rozcienczen
(20, 10, 4, 2 i 0,4 ng/ul) DNA izolowanego z podskdrnej tkanki ttuszczowej. Prébki
rozcieficzano w buforze TE. Nastepnie 25 pl DNA z kazdego rozcienczenia oraz 25 pl samego
buforu TE (kontrola negatywna) mieszano z 25 ul 2x stezonego buforu denaturujacego.
Tak przygotowane probki denaturowano w 100°C przez 10 minut, po czym neutralizowano
rowng objetosciag 2 M roztworu octanu amonu. Zdenaturowane DNA nanoszono
na membrane nitrocelulozowg umieszczong w aparaturze Bio-dot podtgczonym pod
préznie. Po transferze membrane suszono w temperaturze pokojowej, utrwalano UV
w aparacie Stratalinker UV 1800 (1200 J, 5 minut), blokowano 10% roztworem
odttuszczonego mleka z dodatkiem 1% BSA w PBS-T i inkubowano przez 16 godzin w 4°C
z przeciwciatem I-rzedowym (Tabela 2) anty-5mC w rozcienczeniu 1:5000, anty-5hmC w
rozcieficzeniu 1:10000, anty-5fC w rozcienczeniu 1:10000, anty-5caC w rozcienczeniu
1:10000, anty-ssDNA (kontrola, globalny poziom jednoniciowego DNA, co stanowito
kontrole wewnetrzng ilosci natozonego DNA) w rozciericzeniu 1:200 w 10% odttuszczonym
mleku z dodatkiem 1% BSA w PBS-T. Nastepnie membrany ptukano 3-krotnie po 7 minut w
buforze PBS-T i inkubowano przez godzine z przeciwciatem llI-rzedowym (Tabela 3): dla 5mC
—anty-mysim IgG sprzezonym z peroksydazg chrzanowag, rozcieiczonym 1:10000 w PBS-T,
dla 5hmC, 5fC, 5caC — anty-krdliczym IgG sprzezonym z peroksydazg chrzanowsa,

rozcienczconym 1:10000 w PBS-T lub przeciwciatem anty-mysim IgM sprzezonym z
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peroksydazg chrzanowa w PBS-T w rozcieiczeniu 1:2000. Detekcje sygnatu
przeprowadzono z uzyciem substratu Clarity™ Western ECL w urzadzeniu GeneGnome. Na
podstawie tak pozyskanych wynikéw wybrano 100 ng DNA jako optymalng ilos¢ do

przeprowadzenia analiz ilosciowych modyfikacji DNA (Rycina 4).

500 250 100 50 10 0O DNAI[ng]

SmC @ »
ohmC @ @ » »
5caC @ o »
55C @& @ » »

Rycina 4. Reprezentatywny immunoblot przedstawiajqgcy site sygnatu luminescencji
badanych modyfikacji DNA przy rdznych ilosciach DNA natozonych na membrane oraz brak
sygnatu w kontroli negatywnej, co potwierdza specyficznos¢ przeciwciat.

Dla przeprowadzenia analizy iloSciowej, DNA izolowane z podskdérnej tkanki ttuszczowej
i komérek ASC rozciericzono do 4 ng/ul. Dalszg analize globalnego poziomu 5mC, 5hmC, 5fC
i 5caC prowadzono zgodnie z powyzej opisanym protokotem. Detekcje sygnatu
przeprowadzono z uzyciem substratu Clarity™ Western ECL w urzadzeniu GeneGnome.
Analiza densytometryczna wykonana byta w programie Image Studio Lite. Globalna ilo$¢

badanych modyfikacji DNA zostata znormalizowana do ogdlnej ilosci jednoniciowego DNA.
6.8. Sekwencjonowanie pod katem hydroksymetylacji hMeDIP-seq

DNA z komoérek izolowanych z podskérnej tkanki ttuszczowej od 5 oséb mtodych (28-34
lata; Srednio 30,6 + 3 lata) i 5 starszych (77-94 lata; srednio 83 * 6 lat) poddano fragmentacji
a nastepnie immunoprecypitacji przy uzyciu przeciwciata specyficznego dla 5hmC, a
uzyskane fragmenty sekwencjonowano. Ustuga zostata wykonana przez firme zewnetrzng
(NXT-DX, Gent Belgium). Odczyty zmapowano do genomu referencyjnego Human reference
genome Ensembl GRCh38 przy uzyciu oprogramowania STAR (v. 2,5). Na podstawie
zmapowanych odczytéw wytypowano regiony 5-hydroksymetylowane przy uzyciu
oprogramowania MACS14 peak caller. Wstepna obrdbka danych zostata przeprowadzona
przez firme NXT-DX. Dalsza analiza danych z sekwencjonowania zostata przeprowadzona
przeze mnie przy uzyciu programu R, pakietéw opisanych w dziale ,programy i pakiety”

oraz metod opisanych w kolejnych podrozdziatach.
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6.9. Analiza dystrybucji 5hmC w genomie ASC

Analize dystrybucji 5hmC w genomie ASC wykonatam na danych pozyskanych jednie od
pacjentéw miodych dlatego, by wyeliminowac¢ ewentualny wptyw wieku na uzyskane
wyniki. Dystrybucja regiondw hydroksymetylowanych wykazywata duzg zmiennos¢
miedzyosobniczg. W celu wyeliminowania szumu i uzyskania reprezentatywnego profilu
5-hydroksymetylacji, do dalszej analizy wybratam regiony 5-hydroksymetylowane
wystepujgce u przynajmniej 3 z 5 uczestnikdéw badania (wartos¢ przyjeta arbitralnie).

Regiony te wytypowano przy uzyciu pakietu DiffBind.

Przeanalizowatam poziom 5-hydroksymetylacji w obrebie poszczegdlnych struktur
genomu. W tym celu, przy uzyciu pakietu MEDIPS, przypisatam do kazdego regionu
wzgledny poziom 5-hydroksymetylacji, czyli liczbe odczytow dla danego regionu
znormalizowang o liczbe par CpG w jego obrebie. Nastepnie, przy pomocy pakietu
Annotatr, wygenerowatam histogramy przedstawiajgce dystrybucje wzglednego poziomu
5hmC w obrebie poszczegdlnych annotacji w poréwnaniu do sredniego poziomu 5hmC we
wszystkich analizowanych regionach, w ktérych w ogéle wykryto obecnosc¢
5-hydroksymetylacji. Ryciny obrazujgce wzgledny poziom 5hmC dla wybranych regionéw
genomu wygenerowatam przy uzyciu pakietu ggplot2. Analize statystyczng wzglednego
poziomu 5hmC w obrebie poszczegdlnych struktur genomu przeprowadzono przy uzyciu

nieparametrycznego test Kruskala-Wallisa.

6.10. Identyfikacja regiondw réznicowo hydroksymetylowanych z wiekiem
(DHMR)

Wybdr pakietu i algorytmu do analizy réznicowej

Na obecnym etapie wiedzy, wobec braku wystandaryzowanej i wiarygodnej metody
analizy, wybdr algorytmu do réznicowej analizy danych wielkoskalowych ma kluczowy
wptyw na wyniki. Istnieje wiele narzedzi do réznicowej analizy danych z sekwencjonowania
nowej generacji. Wybratam pakiet MEDIPS, poniewaz jest on dedykowany do analizy
danych z sekwencjonowania pod katem metylacji DNA — MeDIP-seq, czyli metody
analogicznej do uzytej w niniejszych badaniach —hMeDIP-seq. Atutem MEDIPS jest funkcja
wyliczania wzglednego poziomu metylacji, czyli poziomu metylacji znormalizowanego do

liczby par CG w obrebie danego regionu.
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Analiza zostata wykonana w kilku wariantach. W pierwszym etapie wykonatam jg przy
uzyciu parametréow domysinych, sugerowanych przez twdércédw algorytmu. Nastepnie
wykonatam analizy przy uzyciu indywidualnie dobranych parametréw dla 2 réinych

wielkosci analizowanego okna genomowego.
Etapy i parametry analizy roznicowej

Do przeprowadzenia analizy réznicowej przez algorytm statystyczny, niezbedne jest
pozyskanie listy regionéw wraz z wartosciami okreslajgcymi poziom 5hmC dla danego
regionu u kazdego pacjenta, zwanej dalej macierzg regionéw. W przypadku pakietu MEDIPS
macierz regiondw tworzona jest na podstawie plikow BAM, ktére zawierajg informacje o
wszystkich odczytach pozyskanych podczas sekwencjonowania oraz mapowaniu ich do
genomu referencyjnego. Regiony do dalszej analizy definiowane s3 na podstawie

nastepujacych parametrow:

e Przewidywana dtugos$¢ odczytow (extend) — dtugosci fragmentéw DNA poddanych
immunoprecypitacji poprzedzajgcej sekwencjonowanie. Domyslnie zalecane jest
uzycie parametru ,,extend” = 300 pz.

o Wielko$¢ regiondw, na jakie dzielony jest genom podczas analizy (wielkos¢ okna,
ws, window size). Ten parametr zalezy od wielkos$ci docelowo badanych czynnikéw
genomowych (np. powinien by¢ waski dla analizy regionéw wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych, a szerszy dla wigzania biatek histonowych). Domyslnie zalecane
jest uzycie wielkosci okna 100 pz.

e Minimalna liczba odczytéw definiuje, jaka powinna by¢ minimalna sumaryczna
liczba odczytéw z danego regionu od wszystkich pacjentéow, aby region zostat

poddany analizie. Domyslnie = 10.
Analiza statystyczna

Normalizacja odczytéw pod katem wielkosci biblioteki przeprowadzana jest metodg
TMM (Robinson i Oshlack, 2010). Po utworzeniu macierzy regionéw oraz normalizacji
odczytéw, regiony poddane sg analizie statystycznej wraz z korektg dla pordwnan
wielokrotnych. W przypadku MEDIPS, test statystyczny oparty jest na algorytmie
statystycznym EdgeR. Korekta wartosci p dla poréwnan wielokrotnych przeprowadzona
jest domyslnie przy uzyciu testu Bonferroniego. Prdg istotnosci dla skorygowanej wartosci

p ustawiono na 0,05.

56



Analizy dla parametréw zoptymalizowanych (dobranych przeze mnie) przeprowadzitam
nastepujaco: przewidywana dfugosé odczytéw (extend): 450 pz; wielkos¢ okna (ws): 450 pz
oraz 50 pz; minimalna liczba odczytéw: 5; poprawka pod katem poréwnan wielokrotnych:

FDR. Szczegdtowe parametry wszystkich wykonanych analiz przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Podsumowanie wariantow analizy réznicowej.

Parametry
Parametr Domyslne
zoptymalizowane
Normalizacja do wielkos$ci biblioteki TMM
Algorytm analizy statystycznej EDGER
Dtugosé regionéw 300 pz 450 pz
Wielkos¢ analizowanego okna 100 pz 450 oraz 50 pz
Poprawka p-value Bonfferoni FDR
Normalizacja do wielkosci biblioteki Petna
Minimalna liczba odczytéw 10 5

6.11. Identyfikacja regiondw réznicowo hydroksymetylowanych pomiedzy
ASC a fibroblastami

W celu sprawdzenia, czy dystrybucja 5hmC moze by¢ czynnikiem réznicujgcym ASC od
fibroblastéw, wykonatam analize réznicowg profilu tej modyfikacji wykorzystujgc dane
pozyskane zhMeDIP-seq od 7 uczestnikow badania (od 3 oséb mtodych (27-33 lata; srednio
29,6 £ 3 lata) i 4 starszych (77-94 lata; $rednio 82 + 5 lat). Od kazdego z nich pozyskano
profil hydroksymetylacji dla ASC i fibroblastéow ze skory wtasciwej. Zdecydowatam sie na
uwzglednienie zaréwno mtfodych jak i starszych pacjentdéw, aby zwiekszy¢ grupe badang,
zaktadajac, ze nawet jesli profil hydroksymetylacji zmienia sie z wiekiem, to poziom 5hmC
w kluczowych regionach réznicujacych te 2 typy komérek od siebie pozostaje bez zmian.
Analize przeprowadzitam dla wielkosci regionu oraz okna genomowego 450 pz, co
odpowiadato $redniej dtugosci regionéw 5-hydroksymetylowanych wytypowanych przez
algorytm MACS. Nie przeprowadzitam analizy dla okna 50 pz poniewaz analiza wykonana

byta pod katem szerszych elementéw genomu powigzanych ze strukturami gendw.
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6.12. Identyfikacja funkcjonalna i ontologiczna zidentyfikowanych
regionow

Regiony 5hmC z ASC, zwigzane z wiekiem DHMR z ASC oraz regiony rdznicujgce ASC
od fibroblastéw identyfikowatam w odniesieniu do:
a. poszczegdlnych struktur genu (pozyskane z bazy USCS KnownGene
(James Kent i wsp., 2002) (Rycina 5A):
e 5S'UTR,
e promotor,

e granica ekson-intron/intron-ekson,

e eksony,
e introny,
e 3'UTR,
e (DS,

b. Wysp CpG (Rycina 5B) (Morgan M, 2020):

e wyspy CpG,

e CpG shores, czyli regiony przylegajgce od wysp CpG w odlegtosci do 2 kpz,

e CpG shelfs, czyli regiony znajdujace sie w odlegtosci 2-4 kpz od wyspy CpG,
c. Elementéw regulatorowych, pozyskanych z bazy Ensembl Regulatory Build

(Zerbino i wsp., 2015):

miejsca wigzania CTCF,
e regiony regulatorowe wzmacniajgce (enhancers),
® miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych,
e otwarta chromatyna,
e promotory,
e regiony przylegajgce do promotordéw (flanka promotora),

d. Aktywnosci elementéw regulatorowych pobranych z bazy Ensembl
zdefiniowanych uprzednio w komdrkach MSC izolowanych ze szpiku oraz dla
fibroblastéw skdrnych. Aktywnos¢ elementdw regulatorowych przewidywana
jest na podstawie profilu wigzania czynnikéw transkrypcyjnych oraz miejsc
ciecia DNaza-l (charakterystyczne dla otwartej chromatyny). Aktywnos$é

elementdow podzielono na 4 kategorie:
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e ACTIVE (aktywny), profil epigenetyczny charakterystyczny dla elementow
aktywnych,
e POISED (gotowy do aktywacji), profil epigenetyczny charakterystyczny dla
elementdw z potencjatem do aktywacji,
e REPRESSED (zahamowany), profil epigenetyczny charakterystyczny dla
elementéw zahamowanych,
e INACTIVE (nieaktywny), brak obecnosci analizowanych czynnikéw
transkrypcyjnych,
e. Modyfikacji histonowych zdefiniowanych poprzednio dla MSC pozyskanych z
komédrek embrionalnych (Roadmap Epigenomics Consortium i wsp., 2015),
f. Elementéw powtdrzonych pozyskanych z bazy RepeatMasker (Nishimura,
2000),
g. Regiondw wigzania czynnikdw transkrypcyjnych identyfikowanych przy uzyciu

narzedzia Remap 2020 (Cheneby i wsp., 2020).

1-5Kkb <1kb

Promotor Ekson/intron Intron/ekson

CpG shelf CpG shelf

; .
2kb - Wyspa CpG m
t t

CpG shore CpG shore

Rycina 5. Schemat przedstawiajqcy analizowane regiony genomu. A) Elementy struktury
gendw. B) Regiony w  odniesieniu do wysp CpG. Na podstawie
https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/annotatr/inst/doc/annot
atr-vignette.html

Przypisanie cech do regionéw oraz analiza dystrybucji regionéw w obrebie
poszczegblnych elementdw genomowych przeprowadzone zostaty przy uzyciu pakietu
Annotatr.
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Wykonatam rdéwniez analize ontologiczng gendw powigzanych z analizowanymi
regionami. Do przypisania gendw do regiondéw uzytam pakietu ChipPeakAnno (geny lezgce
w obrebie regionéw) lub narzedzia rGreat, ktdre przeznaczone jest do wytypowania genéw
potencjalnie regulowanych przez (réwniez odlegte) elementy regulatorowe. Tak uzyskang
liste gendw poddatam analizie pod kgtem ich powigzania z procesami biologicznymi z bazy
GO, w celu ustalenia potencjalnej funkcji tych gendw oraz analizy statystycznej czestosci
wystepowania gendw z poszczegdlnych szlakdw. Analiza ontologiczna wykonana zostata

przy uzyciu narzedzia internetowego Panther.

6.13. Analiza statystyczna czestosci wystepowania regiondw réznicowo
hydroksymetylowanych w obrebie poszczegdlnych elementow
genomu

Sama liczba regiondéw réznicowo hydroksymetylowanych w obrebie danego elementu
genomu nie $wiadczy o jego zwiekszonej tendencji do zmian w poziomie 5hmC. Jesli genom
cztowieka zawiera wiecej intronéw niz promotoréw, to prawdopodobnie wiecej takich
regionow bedzie znajdowac sie wiasnie w intronach. W celu sprawdzenia, czy poszczegdlne
elementy genomowe sg faktycznie statystycznie bardziej podatne na wystgpienie 5-
hydroksymetylacji lub jej zwigzane z wiekiem zmiany, zestaw analizowanych regionéw
poréwnywano do losowo wygenerowanego zestawu regiondw o analogicznej liczbie i
dtugosci fragmentéw. W ten sposdb mozna zweryfikowaé, czy konkretny element genomu
pojawia sie istotnie czesciej niz wynika to z rachunku prawdopodobienstwa. Regiony
losowe generowane sg ze wskazanej puli regiondéw, ktérej dobdr zalezy od rodzaju analizy
i ma istotny wptyw na pozyskane wyniki. W przypadku analizy dystrybucji 5hmC w genomie
ASC, regiony losowe zostaty wygenerowane z catego ludzkiego genomu hg38. W przypadku
analizy zwigzanych z wiekiem DHMR, regiony losowe wygenerowano ze wszystkich 5-
hydroksymetylowanych fragmentéw w genomie ASC. W przypadku regiondw rdznicujgcych
ASC od fibroblastow, regiony losowe zostaty wygenerowane ze wszystkich fragmentéw
DNA 5-hydroksymetylowanych w ASC i fibroblastach. Analize statystyczng wraz z
wytypowaniem regiondw losowych przeprowadzano przy pomocy pakietu LOLA i testu

doktadnego Fishera.
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6.14. Izolacja RNA

Izolacja RNA z tkanki ttuszczowej

Okoto 30 mg tkanki ttuszczowej zanurzonej w 500 pl TRIzolu zostato poddane
homogenizacji przy uzyciu homogenizatora kulkowego Tissuelyser Il. Homogenizacje
przeprowadzano z czestotliwoscig 20 Hz przez 2 minuty w 2 cyklach, w 4°C. Nastepnie
przeprowadzono izolacje RNA przy uzyciu zestawu Direct-zol RNA MiniPrep kit zgodnie
z procedurg zatgczong przez producenta. W skrécie, metoda opiera sie na precypitacji RNA
przy uzyciu alkoholu etylowego o stezeniu 95-100% i zwigzaniu go na kolumnie dofaczonej
do zestawu. Nastepnie RNA jest ptukane na kolumnie przy uzyciu buforéw dotgczonych
przez producenta i wyptukiwane przy uzyciu 100 pl ddH,0 wolnej od RNAz. llos¢ i jakos¢
RNA oceniano przy uzyciu urzgdzenia NanoDROP2000. Absorbancje 2 pl prébki mierzono
przy dtugosci fali 280 i 260 nm. Stosunek absorbancji 260/280 dla czystego RNA powinien

wynosi¢ okoto 2. Nizsza wartos¢ moze oznaczac zanieczyszczenie biatkami lub fenolami.
Izolacja RNA z ASC

RNA z ASC izolowano przy uzyciu zestawu Universal RNA/miRNA Purification Kit zgodnie
z protokotem zatgczonym przez producenta zestawu. W skrécie, metoda ta polega na
homogenizacji komdrek poprzez ich mieszanie przy uzyciu pipety automatycznej
w buforach dotaczonych przez producenta. Nastepnie homogenat jest wirowany, a nadsacz
oczyszczany na kolumnie poprzez krétkie wirowanie. Przesgcz z kolumny jest mieszany z
alkoholem etylowym o stezeniu 95-100% w celu precypitacji RNA i naktadany na kolumne
wigzgcg RNA. RNA zwigzane na kolumnie jest ptukane przy uzyciu buforéw dotfgczonych
przez producenta zestawu, a nastepnie wyptukiwane przy uzyciu 50 pl ddH;0 wolnej od
RNAz. llos¢ i jako$é RNA oceniano przy uzyciu urzgdzenia NanoDROP2000, jak opisano

powyzej.
6.15. Odwrotna transkrypcja i PCR czasu rzeczywistego

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z uzyciem zestawu Maxima H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit, zgodnie z instrukcjg producenta, na matrycy 500 ng RNA
izolowanego z podskdrnej tkanki ttuszczowej lub ASC. Jako starteréw uzyto mieszaniny
losowych heksamerdw. Do sterylnych probowek dodawano 500 ng RNA, po 1 ul starterdow
o stezeniu 100 uM, 1 pl mieszaniny dNTP o stezeniu 10 mM (po 2,5 mM kazdy)

i uzupetniano ddH,0 do 15 pl. Wstepng denaturacje przeprowadzano w 65°C przez 5 minut.
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Nastepnie prébki inkubowano na lodzie przez 5 minut, krétko wirowano i dodawano 4 ul
buforu reakcyjnego 5x stezonego i 1 pl odwrotnej transkryptazy, dostarczone przez
producenta zestawu. Mieszanine inkubowano w 25°C przez 10 minut, w 50°C przez
30 minut i w 85°C przez 5 minut. Analize ekspresji gendw przeprowadzano metoda

potilosciowa.

Przygotowano mieszanine cDNA od wszystkich uczestnikdéw badania i wykonano z niej
serie rozcienczen. Przy ich wykorzystaniu, dla kazdego genu wyznaczono krzywg
standardowg, przypisujac logarytm arbitralnej liczby kopii do wartosci Cp odczytanej dla

kazdego badanego rozciericzenia.

Reakcja PCR czasu rzeczywistego przeprowadzona zostata na matrycy 2,5 ng cDNA
(1 pl) od kazdego pacjenta. Do cDNA dodawano 5 pl ddH,0 wolnej of RNAz, 3 ul SYBR Green
I, po 0,5 ul kazdego ze starteréw o stezeniu 10 mM. Wstepng denaturacje w 95°C
przeprowadzano przez 5 minut, a nastepnie wykonywano 45 cykli z denaturacjg w 95°C
przez 12 sekund, przytgczaniem starteréw (Tabela 5) w temperaturze jak w tabeli i

wydfuzaniem w 72°C przez 12 sekund.

Tabela 5. Lista starterow uzytych do reakcji PCR czasu rzeczywistego.

Gen Starter sensowny Starter antysensowny Temp.
TET1 5’AAATGTTGCCCGAGAATGTC3’ 5'TGTTGTGAATGTCCCTGTGG3’ 60°C
TET2 5’AGCCAAGAAAGAAATCCAGGT3’ 5'TTTTCCCCTCCTGCTCATTC3’ 60°C
TET3 5’'CTGGAGCATGTACTTCAACG3’ 5’ACGGCAGTCAATCGCTATTTC3’ 60°C
GAPDH 5’AATCCCATCACCATCTTCCA3 5'TGGATCCCACGACGTACTCA3’ 60°C
TBP 5’ACTCCACTGTATCCCTCCC3’ 5’'TATATTCGGCGTTTCGGGCA3’ 60°C

TMEMS50A 5’AGACCAGCACGGTCAACTAGA3 5'TTCTGAAGAGGAAGAGACAACAAGY  61°C

RSRP1 5'TTGACTTGCCAGCTAGTCTCAG3’ 5'TTCTGTTACCTTTTCCGACAGTT3’ 60°C

Jednoczesnie z cDNA od pojedynczych pacjentéw, analizowano 2,5 ng mieszaniny
rownych ilosci cDNA od wszystkich pacjentow jako prdobke referencyjng, dzieki czemu
mozliwe byto pordwnanie ekspresji pomiedzy doswiadczeniami. Arbitralng liczbe kopii
badanego genu liczono metodg bezwzgledng w odniesieniu do krzywej standardowej oraz
probki referencyjnej. Dane literaturowe donoszg, ze najlepszg metodg normalizacji jest

Srednia geometryczna z ekspres;ji kilku genéw referencyjnych (Riedel i wsp., 2014), dlatego
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ekspresje normalizowano do s$redniej geometrycznej liczby kopii dwéch gendéw

referencyjnych TBP i GAPDH.

W celu sprawdzenia, czy w wyniku reakcji PCR powstat jeden produkt, przeprowadzono
analize krzywej topnienia. Analiza ta potwierdzita powstanie tego samego, pojedynczego

produktu dla kazdej badanej prébki (Rycina 6).

TET1 TET2 TET3
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Rycina 6. Krzywe topnienia produktow powstatych podczas reakcji PCR czasu rzeczywistego
dla gendow TET.

6.16. Immunofluorescencja

ASC na szkietkach nakrywkowych utrwalano w 4% PFA przez 12 minut,
permeabilizowano w mieszaninie blokujgco-permeabilizujgcej 1 przez godzine w
temperaturze pokojowej. Nastepnie preparaty inkubowano przez noc w 4°C z
przeciwciatem I-rzedowym rozcieiczonym w mieszaninie blokujgco-permeabilizujgcej 2.
Do barwien wykorzystano przeciwciata anty-TET1 w rozcienczeniu 1:100, anty-TET2 w
rozciefczeniu 1:200, anty-TET3 w rozciericzeniu 1:100 (Tabela 2). Nastepnie preparaty
inkubowano z przeciwciatem ll-rzedowym rozcieAiczonym w PBS odpowiednio: anty-
kréliczym 1gG sprzezonym z Alexa-Fluor 633 w rozcienczeniu 1:200, anty-kozim IgG
sprzezonym z Alexa-Fluor 488 w rozcienczeniu 1:500, anty-kréliczym 1gG sprzezonym z
Alexa-Fluor 633 w rozcieniczeniu 1:200 (Tabela 3) przez godzine w temperaturze pokojowej.
Jadra komérkowe wybarwiono barwnikiem Hoechst 33342. Do zaklejenia preparatow
uzyto Immunofluorescence Mounting Medium. Analize obrazéw przeprowadzono w

mikroskopie konfokalnym System LSM 780 z uzyciem oprogramowania ZEN 2012.
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6.17. lzolacja biatka i immunobloty

Izolacja biatka z podskdrnej tkanki ttuszczowej

Biatko z tkanki ttuszczowej izolowano wg. protokotu Sajic i wsp. (Sajic i wsp., 2011),
opartej na usuwaniu lipiddw z homogenatéw tkankowych przy uzyciu rozpuszczalnikow
organicznych. Okofo 0,5-1 ml tkanki ttuszczowej homogenizowano w homogenizatorze
mechanicznym w 500 pl buforu do izolacji biatek z dodatkiem 1875 pl mieszaniny
chloroformu z metanolem zmieszanych w stosunku 1:2. Mieszanina umieszczana byta
w plastikowych, okragtodennych probdéwkach o pojemnosci 11 ml. Homogenizacje
prowadzano przez 60 sekund. Homogenat inkubowano przez 15 minut na lodzie, mieszajac
go co kilka minut, a nastepnie dodawano 625 pl chloroformu i 625 pl ddH;0. Ekstrakty
wirowano w 800 x g przez 5 minut w 4°C, a powstaty po wirowaniu pierscien biatkowy
przenoszono do probdwek Eppendorfa i ponownie wirowano w tych samych warunkach
w celu usuniecia resztek rozpuszczalnikdw. Otrzymany osad biatkowy rozpuszczano
w 100-300 pl buforu zwierajgcego 0,1% SDS w 40 mM Tris z dodatkiem mieszaniny
inhibitoréow proteaz Complete stezonych 5x (roztwor roboczy skoncentrowany 25-krotnie
rozcienczano 5x). Probki wirowano w 16000 x g przez 15 minut w 4°C w celu usuniecia
nierozpuszczalnej frakcji biatek. Frakcje rozpuszczalnych biatek w postaci nadsgczu
przenoszono do nowych probdéwek i mrozono w -80°C do dalszych analiz. Stezenie biatka
catkowitego mierzono metodg Bradforda przy uzyciu komercyjnie dostepnego zestawu
BCA, odnoszgc wyniki do krzywej standardowej. Do pomiaru stezenia biatka catkowitego
probki rozciericzano 5-krotnie. Odczyt kolorymetryczny przeprowadzano w czytniku firmy
Epoch. Stezenie biatka wyznaczano przy uzyciu programu dostarczonego przez producenta

aparatury.
Izolacja biatka z hodowli komdrkowych

Komérki ptukano zimnym buforem PBS i mechanicznie odklejano od szalki przy
uzyciu skrobaczki. Komoérki zawieszone w 1,5 ml PBS przenoszono do 2 ml probdwki
Eppendorfa i wirowano w 400 x g przez 10 minut w 4°C. Po zlaniu nadsgczu, osad
komodrkowy zawieszano w zimnym buforze RIPA z dodatkiem 2x stezonego koktajlu
inhibitoréw proteaz Complete. Osad komdrkowy homogenizowano poprzez pipetowanie
oraz mieszanie na mieszadle laboratoryjnym. Nastepnie homogenat inkubowano przez 15

minut na lodzie, mieszajgc co 5 minut. Homogenat wirowano w 12000 x g przez 30 sekund
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w 4°C, a pozyskany nadsgcz zawierajgcy frakcje rozpuszczalnych biatek przenoszono do
nowych probdéwek. Stezenie biatka catkowitego mierzono przy pomocy zestawu BCA jak

opisano powyzej.
Immunoblot

Ekstrakty biatkowe mieszano z 5x stezonym buforem redukujgcym Laemmliego
i denaturowano w 100°C przez 5 minut w bloku grzewczym. Na gradientowy 4-15% zel
poliakryloamidowy naktadano 20-30 ug ekstraktu biatkowego. Elektroforeze prowadzano
w aparaturze Mini Protean Il w buforze TGS przy napieciu 70 V przez 20 minut, a nastepnie
przy 110 V do catkowitego rozwiniecia probek. Nastepnie przeprowadzano mokry transfer
biatek z zelu na membrane nitrocelulozowg przy natezeniu pragdu 30 mA przez noc w 4°C.
Po transferze membrane blokowano w TBS-T z dodatkiem 3% odttuszczonego mleka przez
godzine, a nastepnie inkubowano z przeciwciatem I-rzedowym anty-TET1 w rozcienczeniu
1:1000, anty-TET2 w rozcienczeniu 1:500, anty-TET3 w rozcieficzeniu 1:500, anty-GAPDH
w rozcienczeniu 1:5000 (Tabela 2) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, ptukano 3 x
po 7 minut w PBS-T i inkubowano z odpowiednim przeciwciatem Il-rzedowym: anty-
kroliczym IgG sprzezonym z HRP w rozciericzeniu 1:10000 dla TET1, TET3 oraz GAPDH, anty-
kozim IgG sprzezonym z HRP w rozciericzeniu 1:10000 dla TET2 (Tabela 3), przez 40 minut.
Po trzykrotnym ptukaniu w TBS-T, membrany wywotywano przy uzyciu odczynnika Clarity™
Western ECL. Detekcje sygnatu przeprowadzono w urzgdzeniu GeneGnome. Analiza
densytometryczna wykonana byfa w programie Image Studio Lite. Poziom biatek TET

normalizowano do poziomu biatka referencyjnego GAPDH.

6.18. Analiza statystyczna

Analiza normalnosci rozktadu przeprowadzona zostata przy uzyciu testu Shapiro-Wilka.
Analiza korelacji przeprowadzona zostata przy uzyciu testu korelacji Spearmana dla danych
o rozkfadzie skosSnym. Poréwnanie poziomu analizowanych parametréw pomiedzy grupami
przeprowadzone zostato przy pomocy testu t-Studenta dla danych o rozktadzie normalnym
lub testu Manna-Whitneya dla danych o rozktadzie skosSnym. Analizy przeprowadzano przy
uzyciu oprogramowania GraphPad Prism 5. Analize rozktadu reszt oraz wieloczynnikowg

analize regresji przeprowadzano przy uzyciu biblioteki R commander dla $srodowiska R.

Informacje dotyczgce analizy statystycznej danych z sekwencjonowania pod kgtem

dystrybucji 5hmC umieszczono w poszczegdlnych podrozdziatach.
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V. Wyniki
7. Podskdrna tkanka ttuszczowa

7.1. Globalny poziom modyfikacji DNA

W celu sprawdzenia, czy globalny poziom epigenetycznych modyfikacji DNA
zwigzanych z katalityczng aktywnoscia enzyméw TET podlega zmianom w procesie
starzenia, przeprowadzitam analize poziomu 5mC, 5hmC, 5fC oraz 5caC w DNA izolowanym
z podskoérnej tkanki ttuszczowej oséb w réinym wieku. Z przyczyn technicznych
(ograniczona ilos¢ materiatu pobieranego przy okazji operacji planowych i duza liczba
przeprowadzanych analiz) liczebnos¢ i zakres wiekowy w grupach dla poszczegdlnych analiz
moze sie rozni¢. Doktadne dane podano w tekscie oraz pod rycinami odnoszgcymi sie do

konkretnych wynikéw.

Na Rycinie 7A przedstawiono reprezentatywne immunobloty na obecnos¢ 5mC i jej
pochodnych. Zaobserwowatam istotny, zwigzany z wiekiem wzrost globalnego poziomu
hydroksymetylacji DNA (r=0,36; p=0,026). Analiza nie wykazata natomiast zwigzanych z

wiekiem, istotnych zmian w poziomie 5mC, 5fC i 5caC w grupie badanej (Rycina 7B).

Zaobserwowatam réwniez, ze wraz z wiekiem w DNA podskdrnej tkanki ttuszczowej
dochodzi do znamiennego wzrostu stosunku 5hmC do 5mC (r=0,29; p=0,015) i spadku
stosunku 5fC do 5hmC (r=-0,25; p=0,039), aczkolwiek poziom tych korelacji byt niski (Rycina
8).

Poniewaz grupa badana charakteryzowata sie szerokim zakresem BMI (Rycina 9A), o
rozktadzie odzwierciedlajgcym ten charakterystyczny dla populacji, w ktérym masa ciata
ro$nie wraz z wiekiem do 60-70 roku zycia, po czym zaczyna spadaé (Puzianowska-Kuznicka
i wsp., 2016), a funkcja i morfologia tkanki ttuszczowej jest rézna u oséb o réznej masie
ciata, przeprowadzitam analize korelacji pomiedzy BMI a globalnym poziomem badanych
modyfikacji DNA. Analiza wykazata spadek globalnego poziomu 5hmC wraz ze wrastajgcym
BMI (r=-0,4, p=0,0028) (Rycina 9B). Nie zaobserwowatam korelacji pomiedzy innymi

modyfikacjami a BMI w mojej grupie badanej.

Wykazatam réwniez, ze globalny poziom 5hmC jest nizszy w podskdrnej tkance
ttuszczowe] kobiet w poréwnaniu do mezczyzn (p= 0,001) (Rycina 9C). Nie byto zwigzanych

z ptcig réznic w przypadku pozostatych modyfikacji DNA.
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Rycina 7. Analiza globalnego poziomu modyfikacji epigenetycznych DNA. A)
Reprezentatywny dot-blot na obecnos¢ 5hmC, 5mC, 5fC i 5caC w DNA izolowanym z
podskdrnej tkanki ttuszczowej. B) Zwigzane z wiekiem zmiany w poziomie modyfikacji DNA
w podskornej tkance ttuszczowej oséb w roinym wieku (n=67, 18-96 lat). Analiza
statystyczna wykonana zostata przy uzyciu testu korelacji Spearmana. Czarne koto: kobiety,
szary tréjkqt: mezczyzZni. j.u.: jednostki umowne.
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Rycina. 8. Stosunek globalnych ilosci modyfikacji DNA w podskdrnej tkance ttuszczowej
0s0b w réznym wieku (n=67, wiek 18-96 lat). Analiza statystyczna wykonana zostata przy
uzyciu testu korelacji Spearmana. Czarne koto: kobiety, szary trojkqt: mezczyzni. j.u.:
jednostki umowne.
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Rycina 9. Rozktad ptci oraz BMI w grupie badanej. A) Rozktad BMI w stosunku do wieku. B)
Korelacja pomiedzy BMI a poziomem 5hmC. Analiza statystyczna wykonana zostata przy
uzyciu testu korelacji Spearmana. C) Poziom 5hmC u kobiet i meZzczyzn. Analiza statystyczna
wykonana zostata przy uzyciu testu t-studenta. j.u.: jednostki umowne.
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Majac powyzisze na uwadze, przeprowadzitam wieloczynnikowg analize regresji
zaleznosci poziomu 5hmC od wieku, uwzgledniajgc dodatkowo czynniki takie jak pte¢, BMI
oraz miejsce pobrania tkanki podskérnej. Analiza wykazata, ze poziom 5hmC wzrasta
z wiekiem niezaleznie od ptci, regionu pobrania oraz BMI. Podsumowanie analizy regresji
z uzyciem réznych modeli przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Analiza regresji dla modeli uwzgledniajgcych poszczegdlne czynniki potencjalnie
wplywajgce na poziom 5hmC. Dla kazdego modelu przedstawiono wyraz wolny B,

wspotczynnik R? bedgcy miarg dopasowania modelu, 8 — poziom istotnosci modelu oraz
wspotczynniki regresji i poziom istotnosci dla poszczegdlnych analizowanych czynnikow.

Wiek i ptec Wiek i region Wiek i BMI Wiek, BMI i pte¢

B P B P B p B p
Nachylenie (B) 0,6459 *** 0,6727 *** 1,4643 **kx - 1,4463 *Ex
R? 0,27 0,18 0,38 0,44
Wiek 0,0061 ** 0,0067 * 0,0082 *** 0,0071 *oxk
Ptec 0,21 * - - - - 0,1371 S
Region pobrania - - 0,0517 - - - - -
BMI - - - - -0,0319 *** -0,0259 roxk

*** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05, S oznacza p na granicy istotnosci

1.01
0.54

0.04 -

-0.51

5hmC [korygowane]

40 20 0 20 40
Wiek [korygowany]

&
=

Rycina 10. Korelacja pomiedzy 5hmC a wiekiem po korekcie danych o pte¢ i BMI. Analize
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu korelacji Pearsona. Czarne kofo: kobiety, szary
tréjkqt: mezczyzni.

Przeprowadzitam réwniez analize korelacji pomiedzy 5hmC oraz wiekiem
skorygowanym o pte¢ i BMI. W tym celu pozyskatam reszty dla modelu regresji

uwzgledniajacego wszystkie badane parametry i przeprowadzitam analize korelacji
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Pearsona danych skorygowanych. Analiza wykazata korelacje na poziomie r=0,5 i p=0,0001

(Rycina 10). Nie byto zaleznosci pomiedzy poziomem innych badanych modyfikacji

a wiekiem i BMI w tej analizie.

7.2. Ekspresja enzymow TET
A B
15- 3
3 5
Pl ° e ° °
< 10 o 21
= = o °
o 8 ¢ e°
E L] 0 ) ¢
- 5 I: 14 °
Iu_l ﬂg%o [I1] % °
— [T . _® - ]
o-w \‘;E"“‘ﬂ't;—-—" . 0i—s ° — . .
20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
Wiek [lata] Wiek [lata]
31 2.5-
iy r=033 o ry °
2 _ S 204 °
= p=0,006 =
24
<Z': Sisle o °
o ® °
E o ool —° 2 1.0 2
1 e o ¢
o -] F (3] °° -]
- [ oo -
I.IJ -] °° m 05' o
- (o ® °
G L) T L) ) 1 O.C 1 ] 1 1
20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
Wiek [lata] Wiek [lata]
6 4
3: ';' r=0,32
= i3 3 p=0,04
=N 2
o E 24 ©
° o
S e amt . @t oo S
= [°q0 - o i . Sy
E o T ° - ° 9 o %
0 L] LI L] L] L} c 1 2 1 1 T 1
20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
Wiek [lata] Wiek [lata]

Rycina 11. Zwigzane z wiekiem zmiany w ekspresji TET1-3 w podskdrnej tkance ttuszczowej
0s0b w réznym wieku. A) Zmiany poziomu mRNA (n=71, 20-96 lat). Poziom mRNA TET
normalizowano do sredniej geometrycznej liczby kopii mRNA gendw referencyjnych GAPDH
i TBP. B) Zmiany poziomu biatek TET (n=40, 20-96 lat). Poziom biatka badano metodqg
immunoblotu. Poziomy TET normalizowano do poziomu biatka referencyjnego GAPDH.
Czarne koto: kobiety, szary trojkgt: mezczyzni. j.u.: jednostki umowne.
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Przeprowadzitam analize ekspresji wszystkich TET na poziomie mRNA oraz biatka
(Rycina 11). Zaréwno poziom mRNA jak i biatka nie rdéznit istotnie sie miedzy ptciami.
Poziom TET nie korelowat tez z BMI. W przypadku TET1 nie zaobserwowatam zwigzanych z
wiekiem zmian w ekspresji. Zaobserwowatam natomiast, ze poziom mRNA TET2 rosnie
wraz z wiekiem (r=0,33, p=0,006) bez jednoczesnego wzrostu ilosci biatka kodowanego
przez gen TET2. W przypadku TET3 nie zaobserwowatam zmian w poziomie mRNA, ale
uwidocznit sie wzrost poziomu biatka (r=0,32, p=0,04). Nie byto korelacji pomiedzy

poziomem mRNA i biatka w przypadku zadnego z badanych TET.

W celu sprawdzenia, czy zaobserwowane przeze mnie zmiany w globalnym poziomie
hydroksymetylacji DNA sg nastepstwem zmian w ekspresji enzymdéw TET, przeprowadzitam
analize korelacji poziomu biatek TET z globalnym poziom 5hmC w tkance ttuszczowej.

Nie zaobserwowatam takich korelacji.

8. Komadrki macierzyste podskornej tkanki ttuszczowej

8.1. Identyfikacja ASC

Pozyskane przez mnie pierwotne hodowle komérek izolowanych z tkanki ttuszczowe;j
wykazywaty ekspresje markeréw powierzchniowych CD90 i CD146. Nie zaobserwowatam
natomiast ekspresji markera komérek hematopoetycznych. Tego typu uktad odpowiada
fenotypowi komdrek macierzystych pochodzenia mezenchymalnego (Rycina 12A i B).
Dodatkowo, komdrki posiadaty zdolnos¢ do réznicowania w adipocyty (Rycina 12C) oraz

potencjat do samoodnowy (Rycina 12D).
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Rycina 12. Identyfikacja komdrek macierzystych tkanki ttuszczowej na podstawie wzorca
ekspresji  specyficznych markerow powierzchniowych. A) Zdjecia z mikroskopu
konfokalnego: zielony: CD146, rézowy: CD90, niebieski: Hoechst 33342 (jgdra komdrkowe).
Brak barwienia na CD45. B) Histogramy przedstawiajgce rozktad ekspresji badanych
markerdéw (histogram ciemniejszy) w poréwnaniu do niebarwionej kontroli (histogram
jasniejszy). C) Barwienie komdrek ASC po 21 dniach indukcji adipogenezy na obecnosc
markera adipocytéow FABP4 (czerwony). D) Test tworzenia kolonii.

8.2. Globalny poziom 5hmC w komoérkach ASC

Przeprowadzitam analize globalnego poziomu 5hmC w DNA izolowanym z pierwotnych
hodowli ASC wyizolowanych od 8 oséb mtodych (25-34 lat) i 8 osdb starszych (71-94 lata).
Rycina 13A przedstawia reprezentatywny immunoblot. Zaobserwowatam, ze poziom tej
modyfikacji jest istotnie wyzszy w DNA komadrek od oséb starszych (p=0,0003) (Rycina 13B).
Moja grupa badana skfadata sie zaréwno z kobiet jak i z mezczyzn, przy czym w grupie
mtodych byt tylko jeden mezczyzna. Z tego powodu przeprowadzitam dodatkowg analize
poziomu 5hmC jedynie dla kobiet. Analiza statystyczna wykazata, ze poziom 5hmC byt

wyzszy u starszych kobiet w poréwnaniu do tego u kobiet mtodych (p=0,0017) (Rycina 13C).
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Rycina 13. Globalny poziom 5hmC w DNA ASC oséb mtodych i starszych. A)
Reprezentatywny immunoblot. B) Poziom 5hmC w DNA izolowanym z ASC oséb mfodych
(n=8, 25-34 lat) oraz starszych (n=8, 71-94 lata). C) Poziom 5hmC w DNA izolowanym z ASC
od kobiet mtodych (n=7, 27-34 lat) oraz starszych (n=4, 71-80 lat). D) Korelacja pomiedzy
poziomem 5hmC w ASC a czasem podwojenia populacji. E) Korelacja pomiedzy poziomem
5hmC w ASC kobiet a czasem podwojenia populacji. Poréwnanie poziomu 5hmC pomiedzy
grupami wiekowymi przeprowadzono przy uzyciu testu t-Studenta. Analize korelacji 5hmC
z czasem podwojenia populacji przeprowadzono przy uzyciu testu korelacji Spearmana.
PTD: czas podwojenia populacji.

5-hydroksymetylacja podlega biernemu usuwaniu z genomu w nastepstwie replikacji
DNA, poniewaz nie jest ona przepisywana na ni¢ potomng po podziale komarki. Modyfikacji
tej moze  wiec by¢  wiecej w komoérkach wolniej proliferujgcych
w porédwnaniu z komadrkami proliferujgcymi szybciej (Kagiwada i wsp., 2013). Z tego
powodu, w celu scharakteryzowania tempa proliferacji, dla badanych hodowli pierwotnych
wyznaczytam czas podwojenia populacji. Przeprowadzitam analize korelacji pomiedzy

tempem proliferacji komadrek a globalnym poziomem 5hmC. Analiza wykazata, ze globalny
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poziom 5hmC wzrasta wraz z malejgcym tempem podziatéw komdrkowych (r=0,62, p=0,01)
(Rycina 13D). Przeprowadzitam réwniez dodatkowg analize uwzgledniajgc jedynie kobiety.
W tym wypadku korelacja pomiedzy poziomem 5hmC a tempem proliferacji byta na granicy

istotnosci (r=0,59, p=0,056) (Rycina 13E).
8.3. Lokalizacja subkomérkowa biatek TET w ASC

Wykonatam barwienie immunohistochemiczne utrwalonych komdérek macierzystych
tkanki ttuszczowej w celu sprawdzenia lokalizacji badanych biatek. Barwienie wykazato,
ze biatka TET lokalizujg sie gtéwnie w jadrze komdrkowym, co jest zgodne z ich funkcja

(Rycina 14).

Hoechst (jadra) Potaczone

TET1

TET2

TET3

Rycina 14. Barwienia immunofluorescencyjne przedstawiajqgce lokalizacje biatek TET w
komorkach ASC. TET1: czerwony, TET2: zielony, TET3: czerwony.
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Zaobserwowatam rdéwniez staby sygnat mogacy Swiadczy¢ o lokalizacji
cytoplazmatycznej. Dane literaturowe sugerujg, ze enzymy TET mogg wykazywacl
lokalizacje cytoplazmatyczng w  wyniku ich translokacji przez biatko Aid
(Arioka i wsp., 2012). W przypadku TET3 wykazano, ze translokacja tego biatka z jadra do

cytoplazmy moze nastgpi¢ w wyniku jego modyfikacji potranslacyjnej przez OGT (Zhang i

wsp., 2014).
8.4. Zwigzane z wiekiem zmiany w ekspresji TET w ASC
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Rycina 15. Analiza ekspresji TET. A) Poziom mRNA genow TET w ASC oséb mtodych
(n=8, 25-34 lata) oraz starszych (n=10, 77-89 lat). B) Poziom biatka TET w ASC oséb mtodych
(n=8, wiek 25-34 lata) oraz starszych (n=8, wiek 81-89 lat). Analize statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu testu t-Studenta. j.u.: jednostki umowne.
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Przeprowadzitam analize ekspresji TET1, TET2 oraz TET3 w ASC izolowanych
z tkanki ttuszczowej oséb mtodych i starszych na poziomie mRNA (mtodzi n=8, 27-35 lat;
starsi n=10, 77-89 lat) oraz biatka (mtodzi n=8, 25-34 lata; starsi n=8, 81-89 lat). Z przyczyn
technicznych analiza poziomu biatka TET2 i TET3 nie zostata wykonana dla wszystkich
pacjentéw (zbyt mato biatka na wszystkie analizy). Nie zaobserwowatam zwigzanych z
wiekiem réznic w ekspresji zadnego TET (Rycina 15). Poziom mRNA badanych genéw nie

korelowat z poziomem kodowanych przez nie biatek.
8.5. Dystrybucja 5ShmC w genomie ASC

Elementy struktury gendw, regiony regulatorowe, miejsca wigzania czynnikow

transkrypcyjnych

5-hydroksymetylacjia DNA jest stosunkowo niedawno odkryta modyfikacja
epigenetyczng i jej rola w regulacji funkcji ASC nie jest jeszcze dobrze poznana. Analiza jej
dystrybucji w obrebie gendéw, elementdéw regulatorowych, modyfikacji biatek histonowych
oraz wysp CpG moze dostarczy¢ istotnych informacji na temat jej biologicznej roli. Te
wyjsciowe dane moga by¢ pomocne w przewidzeniu potencjalnych nastepstw zmian w
poziomie i dystrybucji tej modyfikacji, w tym réwniez zmian zwigzanych ze starzeniem. Z
tego powodu analize dystrybucji 5hmC w genomie ASC wykonatam jedynie na danych
pozyskanych od zdrowych, mtodych pacjentéw, z teoretycznie optymalnym genomowym

uktadem 5hmC.

Analiza wzglednego, normalizowanego do zawartosci motywu CpG poziomu
hydroksymetylacji w obrebie poszczegdlnych struktur genomu wykazata, ze wyspy CpG
oraz regiony oddalone do 2 kpz od wysp (CpG shores) majg istotnie nizszy poziom 5hmC w
poréwnaniu do $redniego poziomu tej modyfikacji we wszystkich analizowanych regionach.
Poziom 5hmC byt istotnie nizszy w regionach powigzanych z H3K4me3, a istotnie wyzszy w

regionach powigzanych z H2BK5ac, H3K23ac, H3K9ac (Rycina 16).
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Rycina 16. Wzgledny poziom 5hmC w obrebie wybranych elementéw genomu (czerwony)

w porownaniu do Sredniej wzglednej hydroksymetylacji

analizowanych regionow (szary). rhms: wzgledny poziom hydroksymetylacji.

w obrebie wszystkich

Analiza poziomu 5hmC w elementach regulatorowych wykazata, ze poziom ten jest

istotnie nizszy w obrebie promotoréw oraz istotnie wyzszy w regionach wigzania CTCF w

poréwnaniu do Sredniego poziomu tej modyfikacji we wszystkich analizowanych regionach.

Ponadto, analiza poziomu 5hmC w elementach regulatorowych w zaleznosci od ich

aktywnosci wykazata, ze poziom 5hmC jest istotnie wyzszy w regionach wigzania CTCF oraz

regionach wzmacniajgcych gotowych do aktywacji (Rycina 17).
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Rycina 17. Wzgledny poziom 5hmC w obrebie wybranych elementéw genomu (czerwony)
w porownaniu do Sredniej wzglednej hydroksymetylacji w obrebie wszystkich
analizowanych regiondw (szary). rhms: wzgledny poziom hydroksymetylacji.

Metylacja DNA petni istotng role w wyciszaniu elementéw powtdrzonych. W celu
zweryfikowania potencjalnego udziatu 5hmC w regulacji tych elementdw przeprowadzitam
analize jej poziomu w obrebie elementéw powtérzonych pobranych z bazy RepeatMasker.
Wzgledny poziom 5hmC w regionach HERVH-int byt wyzszy niz w innych elementach
powtdrzonych. Poziom 5hmC byt natomiast nizszy w obrebie elementéw powtdrzonych

AluY w porédwnaniu do reszty analizowanych regionéw powtdérzonych (Rycina 18).
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Rycina 18. Wzgledny poziom 5hmC w obrebie elementow powtdrzonych AluY (czerwony)
oraz HERVH-int (czerwony) w pordwnaniu do sredniej wzglednej hydroksymetylacji w
obrebie wszystkich analizowanych regionow powtdrzonych (szary). rhms: wzgledny poziom

hydroksymetylacji.
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8.6. Identyfikacja regionow réznicowo hydroksymetylowanych
z wiekiem w ASC

Dane pozyskane z sekwencjonowania DNA ASC pod katem 5hmC poddatam analizie

réznicowej w celu wytypowania regionéw réznicowo hydroksymetylowanych z wiekiem.

Analiza przeprowadzona przy uzyciu pakietu MEDIPS dla parametréw domysinych
zidentyfikowata jedynie 6 DHMR, w tym 4 z nizszym i 2 wyzszym poziomem
hydroksymetylacji w komdrkach od oséb starszych (Rycina 19A). Ze wzgledu na bardzo
mata liczbe zidentyfikowanych DHMR przy ustawieniach domysinych, zdecydowatam sie na
przeprowadzenie dodatkowych analiz, optymalizujgc parametry pod katem analizowanych
przeze mnie danych. Gtéwnymi zmianami byto zmniejszenie minimalnej dopuszczalnej
liczby odczytéw z 10 do 5 oraz zmiana rodzaju korekty pod katem poréwnan wielokrotnych
z Bonfferoniego na FDR. Analizy te przeprowadzitam dla dwdch skrajnych wielkosci
analizowanego okna genomowego: 450 pz odpowiadajgcego sredniej dtugosci fragmentéw
DNA poddanych immunoprecypitacji poprzedzajgcej sekwencjonowanie oraz waskiego 50
pz, odpowiedniego do analizy zmian w obrebie waskich regionéw genomu takich jak ekson-
intron, regiony wigzania czynnikéw transkrypcyjnych, itp. Analiza przeprowadzona przy
uzyciu pakietu MEDIPS dla szerokiego okna 450 pz zidentyfikowata 71 DHMR, w tym 46 z
nizszg i 25 z wyzszg hydroksymetylacjg w komdrkach od starszych uczestnikéw badania
(Rycina 19B). Analiza dla okna waskiego zidentyfikowata natomiast 93 DHMR, 58 z nizszg i
35 z wyzszg hydroksymetylacjg w komédrkach od starszych uczestnikéw badania (Rycina

19C).
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Rycina 19. Zwigzane z wiekiem DHMR zidentyfikowane w ASC przy uzyciu pakietu MEDIPS.
A) Heatmapa obrazujgca poziom 5hmC w DHMR zidentyfikowanych z uzyciem parametrow
domysinych. B) Heatmapa obrazujgca poziom 5hmC w DHMR zidentyfikowanych z uzyciem
parametrow zoptymalizowanych dla szerokiego okna 450 pz. C) Heatmapa obrazujgca
poziom 5hmC w DHMR zidentyfikowanych z uzyciem parametrow zoptymalizowanych dla
wgskiego okna 50 pz. rhms: wzgledny poziom hydroksymetylacji.

28 regiondw z analizy dla okna szerokiego pokrywato sie z 36 regionami z analizy dla
okna waskiego, dajac w sumie 25 wspdlnych potaczonych regiondéw. Regiony tgczono w
przypadku, gdy wiele regionéw z analizy dla waskiego okna pokrywato sie z jednym

regionem dla okna szerokiego (Rycina 20A i C).

Pie¢ regionow byto wspdlnych dla wszystkich wariantdw analizy. Byly to regiony
powigzane z genami TSPAN7 (Tetraspanin 7), C170rf97 (LIAT1), KLHL13 (Kelch Like Family
Member 13), EYS (Eyes Shut Homolog) oraz RBFOX1 (RNA Binding Fox-1 Homolog 1) (Rycina
20AiB).
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Rycina 20. Zwiqgzane z wiekiem DHMR w ASC wspdlne dla analiz przy uZyciu réznych
parametrow. A) Diagram Venn’a przedstawiajqgcy liczbe wspdlnych regionow dla wszystkich
analiz. B) Heatmapa obrazujgca poziom 5hmC w DHMR wspdinych dla wszystkich
wariantow analizy. C) Heatmapa obrazujgca poziom 5hmC we wspdlnych DHMR
zidentyfikowanych przez analizy zoptymalizowane dla szerokiego i wgskiego okna. rhms:
wzgledny poziom hydroksymetylacji.

Wygenerowatam réwniez zestaw DHMR bedgacy potaczeniem DHMR pozyskanych dla
waskiego i szerokiego okna. Potgczenie wynikéw tych dwéch analiz dato 122 DHMR, w tym

80 hipo-hydroksymetylowanych i 42 hiper-hydroksymetylowanych z wiekiem (Rycina 21).
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Rycina 21. Heatmapa obrazujgca poziom 5hmC w DHMR uzyskanych przez potgczenie
regiondw wytypowanych przez algorytmy dla wqskiego i szerokiego okna. rhms: wzgledny
poziom hydroksymetylacji.

Poniewaz analiza przy ustawieniach domysinych wykazata jedynie 6 DHMR,
nie przeprowadzatam dalszej analizy tych danych. Natomiast DHMR zidentyfikowane przy
uzyciu parametrow zoptymalizowanych przeanalizowatam pod katem ich obecnosci
w poszczegdlnych elementach gendw oraz w elementach regulatorowych. Analize
te wykonatam dla DHMR zidentyfikowanych dla kazdego okna osobno, a takze dla zestawu

DHMR otrzymanego z potaczenia ze sobg DHMR z obu okien.

W celu weryfikacji, czy poszczegdlne elementy genomu sg istotnie bardziej podatne na
zwigzane z wiekiem zmiany w hydroksymetylacji niz reszta genomu, DHMR porédwnywano
do regiondw losowo wygenerowanych ze wszystkich hydroksymetylowanych fragmentéw
w DNA ASC. Analize statystyczng wykonano przy uzyciu testu doktadnego Fisher’a. Analiza
wykazata, ze hiper-hydroksymetylowane z wiekiem DHMR zidentyfikowane przez algorytm
dla waskiego okna 50 pz s3 istotnie czesciej niz regiony losowe powigzane z intronami oraz

regionami lezgcymi poza wyspami CpG, przy czym 82% hiper-hydroksymetylowanych
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DHMR zlokalizowanych poza wyspami CpG (Rycina 22A i B) znajdowato sie w obrebie

intronow.
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Rycina 22. Wystepowanie zwigzanych z wiekiem DHMR w obrebie konkretnych struktur
genomu. A) Analiza statystyczna czestosci wystepowania zwigzanych z wiekiem DHMR w
ASC. Analize wykonano przy uZyciu testu dokftadnego Fisher’a, porownujgc DHMR do
regiondw losowo wygenerowanych ze wszystkich regiondw zawierajgcych 5hmC
poddawanych analizie. Na rycinie przestawiono wyniki dla wartosci p<0,05. B) Kolokalizacja
DHMR powiqgzanych z regionami genomu podlegajqgcej istotnie czestszej zmianie 5hmC z
wiekiem dla analizy wqgskiego okna genomowego.
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Hipo-hydroksymetylowane DHMR z tej analizy byty natomiast istotnie czesciej niz
regiony losowe powigzane z modyfikacjg biatka histonowego H3K9me3, regionami
lezgcymi poza wyspami CpG, regionami miedzygenowymi oraz flankg promotora, przy czym
91% hipo-hydroksymetylowanych regionéw miedzygenowych lezato poza wyspami CpG
(Rycina 22A i B). W przypadku analizy szerokiego okna genomowego, jedynie regiony
pomiedzy wyspami CpG oraz regiony miedzygenowe wystepowaty czesciej w pordownaniu
do regiondw losowych w analizie uwzgledniajgcej wszystkie regiony; podobng obserwacje
poczynitam dla regiondw hipo-hydroksymetylowanych z wiekiem (Rycina 22A). Natomiast
regiony hiper-hydroksymetylowane nie wystepowaty istotnie czesciej niz regiony losowe w
obrebie zadnej z badanych struktur genomu. Wyniki dla DHMR potaczonych z obu analiz
pokrywaty sie z tymi pozyskanych dla okna szerokiego, z tg rdzinicg, ze regiony
miedzygenowe nie wystepowaty istotnie czesciej niz regiony losowe. W przypadku tych
analiz ponad 90% regionéw miedzygenowych byta zlokalizowana poza wyspami CpG

(Rycina 22A).

Podsumowujac, analiza wykazata, ze zwigzane z wiekiem zmiany hydroksymetylacji
wystepujg preferencyjnie poza wyspami CpG, przy czym na wzrost hydroksymetylacji
narazone by¢ mogg introny lezgce poza wyspami CpG, natomiast na zwigzany z wiekiem
spadek hydroksymetylacji — regiony miedzygenowe znajdujgce sie poza wyspami wyspami

CpG.

Analize ontologiczng genéw powigzanych z regionami przeprowadzitam wykorzystujac
narzedzie Panther dla listy regiondw utworzonej przez potgczenie DHMR ze wszystkich
analiz. Do regiondéw przypisatam geny lezgce w obrebie DHMR oraz geny lezgce w ich
poblizu. DHMR powigzane byty ze 111 genami. Klasyfikacja ontologiczna gendw pod katem
proceséw biologicznych z bazy GO wykazata, ze najwiecej gendw (minimum 10%
analizowanych gendw) powigzanych byto z metabolizmem i modyfikacjg biatek, regulacjq i
transdukcjg sygnatu komérkowego, regulacjg ekspresji genéw, metabolizmem kwaséw
nukleinowych, rozwojem uktadu nerwowego. Geny z zadnego z analizowanych procesow
biologicznych nie byty statystycznie istotnie podatne na zwigzane z wiekiem zmiany

hydroksymetylacji przy uwzglednieniu poprawki dla porownan wielokrotnych.

8.7. Porownanie profilu 5hmC pomiedzy ASC a fibroblastami oraz
poszukiwanie zwigzanych z wiekiem DHMR wspdlnych dla ASC
i fibroblastow.
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Komérki MSC i fibroblasty charakteryzujg sie bardzo podobnym fenotypem i wyrazajg
podobne markery powierzchniowe, natomiast rdznig sie od siebie potencjatem
do réznicowania oraz samoodnowy. Réwniez komadrki MSC pozyskane z ttuszczu, czyli ASC,
fenotypowo sg prawie nierozréznialne od fibroblastéw (Brohem i wsp., 2013). Niektdrzy
badacze twierdzg, ze fibroblasty to tak naprawde zréznicowane lub stare komérki MSC
(Soundararajan i Kannan, 2018). Ponadto, uwaza sie, ze rozrdznienie tych komoérek jest
istotne w kontekscie medycyny regeneracyjnej i terapii komdrkowych, poniewaz
fibroblasty wykazujg nizszy potencjat regeneracyjny i immunomodulacyjny in vivo (Savvatis
i wsp., 2012). Dostepne dane sugeruja, ze dystrybucja 5hmC w genomie jest komorkowo i
tkankowo specyficzna. Dodatkowo, 5hmC wydaje sie petni¢ szczegblng role w regulacji
funkcjonowania komérek macierzystych, dlatego poréwnanie profilu hydroksymetylacji
ASC i fibroblastéw wydaje sie by¢ uzasadnione w kontekscie pdzniejszego wykorzystania

wynikéw dla scharakteryzowania réznic tych dwdch typéw komérek.
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Rycina 23. Heatmapa przedstawiajgca regiony rdznicowo hydroksymetylowane w
komorkach ASC i fibroblastach. Pary typdw komorek pochodzq od tych samych dawcéw.
rhms: wzgledny poziom hydroksymetylacji.
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Analiza zidentyfikowata 2520 hydroksymetylowanych regionéw odrdzniajgcych ASC
od fibroblastéw, 1205 o wiekszym oraz 1315 o nizszym poziomie 5hmC w komérkach ASC

w poréwnaniu z fibroblastami (Rycina 23).

Regiony nastepnie analizowano w dwdch grupach: o wiekszym poziomie 5ShmC w ASC
(5hmC-ASC) i o wiekszym poziomie 5hmC w fibroblastach (5hmC-fibroblasty). Regiony
nastepnie przypisano do struktur genomu oraz elementéw regulatorowych. Posrdd
regiondw 5hmC-fibroblasty byto wiecej regiondw regulatorowych, natomiast wyspy CpG
wystepowaty czesciej wsrdd regiondw 5hmC-ASC. Wiadomo, ze metylacja DNA w obrebie
wysp CpG powigzanych z promotorami gendw petni istotng role w regulacji ich ekspres;ji
(Deaton i Bird, 2011). Posréd regiondéw 5hmC-ASC byto ponad dwa razy wiecej wysp CpG
niz posréd regiondw 5hmC-fibroblasty, co moze sugerowad, ze hydroksymetylacja wysp
CpG moze petni¢ role w regulacji ekspresji gendw odpowiedzialnych za warunkowanie
fenotypu badanych komérek. Przeprowadzitam wiec analize wspétwystepowania wysp
CpG i elementéow regulatorowych w regionach rdznicowo hydroksymetylowanych
pomiedzy fibroblastami a komdrkami ASC. Na 68 promotordw posrdd regiondw 5hmC-ASC,
32 zawierato wyspe CpG (47%), a w fibroblastach w regionach o zwiekszonej zawartosci

5hmC tylko 11% promotoréw zawierato wyspe CpG (Rycina 24).
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Rycina 24. Analiza wspdétwystepowania regiondw roznicowo hydroksymetylowanych
miedzy ASC a fibroblastami w obrebie wysp CpG i elementow regulatorowych potencjalnie
regulowanych przez 5hmC. Heatmapy przedstawiajq liczbe regionéw znajdujgcych sie
jednoczesnie w obrebie dwdch analizowanych annotacji. 5hmC-ASC: regiony o wyZzszym
poziomie 5hmC w komodrkach ASC w pordwnaniu do fibroblastow. 5hmC-fibroblasty:
regiony o wyzszym poziomie 5hmC w fibroblastach w porownaniu do ASC.
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Kolejnym etapem byta analiza gendéw powigzanych z rejonami rdznie
hydroksymetylowanymi w ASC i fibroblastach. Poniewaz dane sugeruja, ze poziom 5hmC
jest wyzszy wewnatrz gendw ulegajacych ekspresji w danej tkance, przeprowadzitam taka
analize dla gendw, ktérych introny oraz eksony lezg w obrebie takich rejondéw. Przy uzyciu
narzedzia Panther geny te poddatam analizie ontologicznej, przypisujgc do nich funkcje
biologiczng. Dodatkowo, przy uzyciu Panther wykonatam test statystyczny czestosci
wystepowania gendw powigzanych z poszczegdlnymi procesami biologicznymi. Jako
referencyjnej listy gendw uzytam  wszystkich gendéw powigzanych z  5-
hydroksymetylowanymi regionami w ASC i fibroblastach. W tej analizie wytypowano
procesy biologiczne, ktérych korygowana warto$é p poddana poprawce FDR byta mniejsza
niz 0,05. Analiza intronéw i eksondw powigzanych z rejonami 5hmC-ASC wykazata, ze s3
one istotnie, okoto 1,5x czesciej niz wynika to z prawdopodobienstwa powigzane jedynie z
trzema procesami biologicznymi: rozwojem uktadu nerwowego (G0O:0007399), regulacja
szlakéw sygnatowych (G0:0023051) oraz regulacja komunikacji miedzykomdrkowej
(GO:0010646). W przypadku wszystkich tych szlakéw, powigzanych byto z nimi ponad
100 z 640 analizowanych genéw. W przypadku gendw powigzanych z intronami i eksonami
o zwiekszonym poziomie 5hmC w fibroblastach w stosunku do ASC (5ShmC-fibroblasty), byty
one istotnie czesciej niz wynika to z prawdopodobienstwa powigzane z ponad 100 réznymi
procesami biologicznymi. Trzy procesy, ktérych czestos¢ wystepowania byta najwieksza w
stosunku do tej wynikajacej z prawdopodobienstwa, okoto 1,7x i ktére byty powigzane z
minimum 100 genami spos$rdd 640 analizowanych to neurogeneza (GO:0022008), rozwaj

uktadu nerwowego (G0:0007399), morfogeneza struktur anatomicznych (GO:0009653).

Mozna hipotetyzowaé, ze zwiekszona hydroksymetylacja wysp CpG w promotorach
gendw ma zwigzek z regulacjg ich aktywnosci. Z tego powodu przy pomocy algorytmu
ChIPpeakAnno do promotoréw hydroksymetylowanych w ASC, posiadajgcych wyspy CpG,
przypisatam potencjalnie regulowane przez nie geny. Analiza z poprawkg FDR nie wykazata
procesow biologicznych istotnie czesciej powigzanych z analizowanymi genami, co moze
wynika¢ z ich matej liczby. Analiza bez korekty wartosci p wskazata, ze najbardziej
nadreprezentowane byly szlaki powigzane z cyklem komdrkowym (G0:0022402,
G0:0007049) oraz regulacjg syntezy i metabolizmu RNA (G0:2001141, GO0:1903506,
G0:0051252). Dodatkowo, az 9 z 23 analizowanych gendw powigzanych byto z procesami
réznicowania komorkowego (GO:0030154). Geny te wystepowaty dwukrotnie czesciej niz

wynika to z rachunku prawdopodobienstwa.
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Nastepnie przesztam do analiz dotyczacych zmian hydroksymetylacji zwigzanych z
wiekiem. W celu sprawdzenia, czy zidentyfikowane przez mnie i opisane powyzej zwigzane
z wiekiem DHMR s3 specyficzne jedynie dla komérek ASC, czy mogg by¢ DHMR-ami o
charakterze uniwersalnym, poréwnatam je ze zwigzanymi z wiekiem DHMR w fibroblastach
izolowanych ze skéry, w ktérych analiza danych z hMeDIP-seq zostata przeprowadzona
analogicznym algorytmem jak dla komérek ASC (Pakiet MEDIPS, okno 450 pz i 50 pz,
poprawka FDR, prég dla korygowanego p=0,05). Wytypowatam jeden wspdlny dla obu
typédw komorek zwigzany z wiekiem DHMR (Rycina 25A i B). Region ten znajdowat sie w
intronie genu RSRP1 i jednoczesnie w intronie/eksonie genu RHD, blisko genu TMEMS50.

Gen RHD jest antygenem grupy krwi i nie ulega ekspresji w badanych komérkach.
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Rycina 25. Zwigzany z wiekiem DHMR wspdlny dla ASC i fibroblastéow. A) Diagram Venn’a
ilustrujgcy liczbe wspdlnych regionow dla poszczegdlnych analiz. B) Szczegotowy widok
DHMR wspdlnego dla ASC i fibroblastow, obrazujgcy poziom 5hmC oraz umiejscowienie w
genomie. Do przygotowania panelu uzyto przeglgdarki genomowej UCSC genome Browser.
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W celu sprawdzenia, czy ta powigzana z wiekiem zmiana hydroksymetylacji moze mieé
efekt funkcjonalny w postaci zmiany ekspresji powigzanych genéw, zdecydowatam sie na
zbadanie ekspresji RSRP1 oraz TMEM50 w fibroblastach oraz ASC izolowanych od oséb
mtodych oraz starszych. Analiza ekspresji przy uzyciu metody PCR czasu rzeczywistego nie
wykazata réznic w ekspresji genu TMEM50 pomiedzy mtodymi i starszymi dawcami ani w
fibroblastach ani w ASC. Wykazata natomiast, ze ekspresja RSRP1 jest nizsza w ASC
izolowanych od o0séb mtodych w poréwnaniu do tych od oséb starszych (p=0,019). Nie
zaobserwowatam jednak zwigzanych z wiekiem réznic w ekspresji tego genu w

fibroblastach (Rycina 26A).
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Rycina 26. Analiza ekspresji genow powiqgzanych ze zwigzanymi z wiekiem DHMR.
A) Ekspresja gendw powigzanych ze zwigzanym z wiekiem DHMR wspdlnym dla ASC i
fibroblastow. B) Heatmapa obrazujgca poziom 5hmC w obrebie wszystkich
5-hydroksymetylowanych regiondw genu RSRP1 w ASC i fibroblastach. j.u.- jednostki
umowne.
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Dodatkowo, zobrazowatam poziom 5hmC w obrebie genu RSRP1 we wszystkich
badanych préobkach. Analiza wykazata, ze poziom tej modyfikacji jest wyzszy w grupie osdb
starszych nie tylko w DHMR zidentyfikowanym przez analize rdznicowa, ale réwniez

w innych regionach lezgcych w obrebie intronu tego genu (Rycina 26B).
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VI. Dyskusja

Zwiqgzane z wiekiem, globalne zmiany w poziomie modyfikacji DNA oraz ekspresji genow

TET

Wykonane przeze mnie badania wykazaty po raz pierwszy zwigzany z wiekiem wzrost
poziomu 5hmC w DNA izolowanym z podskérnej tkanki ttuszczowej cztowieka. Sugeruje to,
ze zmiany w obrebie 5hmC sg elementem zwigzanego z wiekiem dryftu epigenetycznego.
Wiadomo, ze wraz z wiekiem spada globalny poziom metylacji DNA (Ciccarone i wsp.,
2018). Mozliwe wiec, ze globalny spadek 5mC jest czesciowo powigzany z jej
przeksztatceniem w 5hmC. Jest to mechanizm tym bardziej prawdopodobny, ze wykazano,
ze 5hmC na jednej nici DNA hamuje metylacje okolicznych CpG (Ji i wsp., 2014). Z drugiej
strony, w mojej grupie badanej nie zaobserwowatam spadku poziomu metylacji DNA.
Nalezy jednak wzigé¢ pod uwage, ze dot blot uzyty do oceny globalnych ilosci modyfikacji

DNA jest metodg mato doktadng i subtelne zmiany ilosci 5mC mogty nie by¢ zauwazone.

Badania przeprowadzone przez innych autoréw sugeruja, ze poziom 5hmC koreluje
pozytywnie z wiekiem w przypadku trzewnej tkanki ttuszczowej. Autorzy nie zaobserwowali
takiej korelacji w przypadku SAT (Rohde i wsp., 2015). Badania te nie byty jednak
przeprowadzone pod katem starzenia i Srednia wieku oraz odchylenie standardowe grupy
badanej (63116 lat) sugerujg, ze zakres wiekowy nie byt tak szeroki, jak w moich badaniach,
co mogto uniemozliwi¢ tym autorom zaobserwowanie niewielkich zmian. Wzrost
globalnego poziomu 5hmC obserwowano takze w starzejgcym sie mysim hipokampie (Chen
i wsp., 2012) (Chouliaras i wsp., 2014) oraz moézdzku (Szulwach i wsp., 2011). Z drugiej
strony, spadek poziomu tej modyfikacji z wiekiem obserwowano w ludzkich komérkach
krwi (Valentini i wsp., 2016). Dane te sugeruja, ze nie tylko poziom 5hmC jest tkankowo
specyficzny ale réwniez kierunek zmian, jakim podlega on w procesie starzenia, moze

zaleze¢ od rodzaju tkanki.

Globalny poziom 5hmC w SAT nie korelowat z poziomem mRNA ani biatka zadnego
Z TET, pomimo iz zaobserwowatam zwigzany z wiekiem wzrost mRNA TET2 oraz biatka TET3.
Nie jest to zaskakujgce, poniewaz 5hmC jest dynamiczng modyfikacja epigenetyczna
regulowang wspdlnie przez wszystkie trzy enzymy TET oraz inne mechanizmy. Ponadto,
biologiczna funkcja enzyméw TET nie zalezy jedynie od ich ilosci, ale przede wszystkim od
ich aktywnosci. Aktywnos¢ TET natomiast regulowana jest przez wiele czynnikow

endogennych takich jak poziom metabolitéw cyklu Krebsa (Salminen i wsp., 2015),
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obecnos¢ inhibitoréw takich jak 2-hydroksyglutaran (Losman i Kaelin, 2013), dostepnos¢
Fe?*. Aktywno$é TET rosnie w obecnosci witaminy C, ktéra przyczynia sie do odnowienia
rezerwuaru Fe?* (Minor i wsp., 2013). Z drugiej strony wydaje sie, ze stres oksydacyjny
prowadzi do zahamowania aktywnosci TET i spadku poziomu 5hmC, prawdopodobnie w
wyniku zmniejszania sie dostepnosci Fe?* w wyniku ich utlenienia (Delatte i wsp., 2014).
Réwniez dostepnosc tlenu molekularnego O3 jest kluczowa dla prawidtowego dziatania TET,
poniewaz atom tlenu jest substratem w przeprowadzanej przez te enzymy reakcji
(Salminen i wsp., 2015). Ponadto, aktywnos$¢ TET wykazuje duzg zmiennos$¢
miedzyosobniczg, poniewaz jest zalezna miedzy innymi od diety, stylu zycia, narazenia na
czynniki srodowiskowe. Moze to by¢ szczegblnie widoczne w tkance ttuszczowej, ktérej
biologia w sposéb szczegdlny regulowana jest przez styl zycia. Problem istnienia
potencjalnych zwigzanych z wiekiem zmian w aktywnosci poszczegdlnych TET mogtby
zosta¢ rozwigzany, gdyby istniaty odpowiednie testy. Jednakze testy obecnie dostepne
analizujg aktywno$¢ wszystkich TET tacznie oraz wymagajg dodania egzogennych
kofaktoréw, przez co nie odzwierciedlajg zmian aktywnosci poszczegdlnych TET oraz tych
bedacych nastepstwem zmian mikrosrodowiska komorki i tkanki, ktére sg kluczowe
w regulacji aktywnosci tych biatek. Dlatego tez obecnie mozna jedynie stwierdzi¢, ze wptyw
zwigzanych z wiekiem zmian ekspresji zadnego TET na zmiany ilosci 5hmC nie byt na tyle

istotny, zeby mozna go byto wykry¢ dostepnymi metodami analitycznymi.

Enzymy TET przeksztatcaja 5mC do 5hmC a nastepnie do 5fC i 5caC. Nie
zaobserwowatam zwigzanych z wiekiem zmian w poziomie 5fC ani 5caC w mojej grupie
badanej. Zaobserwowatam jednak zwigzany z wiekiem spadek stosunku 5fC/5hmC. Moze
to posrednio sugerowac, ze wraz z wiekiem dochodzi do spadku zdolnosci TET do dalszej
konwersji 5hmC do 5fC i moze to by¢ jeden z mechanizméw akumulacji 5hmC w genomie

starzejgcych sie komérek.

Poziom i dystrybucja 5hmC jest tkankowo specyficzna, mozliwe wiec, ze
zaobserwowane przeze mnie zmiany poziomu tej modyfikacji w podskdrnej tkance
ttuszczowej wynikajg ze zmian w sktadzie subpopuplacji komdrek jg zasiedlajgcych.
Wstepne badania poziomu biatek markerowych charakterystycznych dla makrofagéow
(CD68), preadipocytéw (CEBPa) oraz limfocytéw T (CD4) przeprowadzone przeze mnie nie
wykazaty jednak korelacji pomiedzy poziomem markeréw poszczegélnych typédw komérek

a 5hmC, co sugeruje, ze obserwowany z wiekiem wzrost poziomu tej modyfikacji nie jest
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nastepstwem zwigzanej z wiekiem akumulacji poszczegdlnych typéw komdrek (dane nie
pokazane). Z drugiej strony, poziom markeréw poszczegdlnych subpopulacji komdrek
zbadatam na niewielkiej grupie pacjentéw oraz badatam globalny poziom markeréw w
petnych ekstraktach biatkowych SAT, dlatego powyzsza hipoteza wymaga dogtebnej analizy

na znacznie wiekszej grupie.

Dane literaturowe sugerujg takze, ze adipocyty podskdrnej tkanki ttuszczowej réznig sie
miedzy sobg poziomem 5hmC (Yu i wsp., 2016), mozliwe wiec, ze obserwowany wzrost
poziomu 5hmC w SAT wynika ze zwigzanych z wiekiem zmian w proporcji adipocytow
réznigcych sie od siebie profilem epigenetycznym. Weryfikacja takiego mechanizmu

rowniez wymaga dodatkowych badan.

Z drugiej strony, hipoteze o faktycznej akumulacji 5hmC w tkance ttuszczowej z wiekiem
wspierajg wyniki badan przeprowadzonych na stosunkowo homogennej frakcji komarek
otrzymanych z podskérnej tkanki ttuszczowej, ASC, gdzie obserwowatam zwiekszony
poziom 5hmC w komérkach izolowanych od oséb starszych w poréwnaniu do komadrek od
0s6b mtodych. Co istotne, tempo proliferacji komorek ASC izolowanych od osdb starszych
byto nizsze niz tych izolowanych od mtodych uczestnikoéw badania. Globalny poziom 5hmC
korelowat pozytywnie z czasem podwojenia populacji — byt wyzszy w komédrkach wolniej
sie dzielgcych. Sugeruje to, ze 5hmC moze akumulowaé sie w komérkach starych, wolno
dzielgcych sie, poniewaz nie jest w nich tracona tak efektywnie w procesie biernej
demetylacji powigzanej z replikacjg DNA, jak w komérkach szybciej proliferujgcych (Hahni
wsp., 2014).

Na podstawie danych pozyskanych z SAT oraz ASC mozna zaproponowac¢ dwa
mechanizmy wptywajgce na zwiekszenie ilosci 5hmC w komérkach starych: akumulacje
w komérkach wolno dzielgcych sie, gdzie nie jest usuwana w procesie biernej demetylacji,

jak réwniez obnizong zdolnos$¢ TET do dalszego przeksztatcenia 5ShmC do 5fC.
Dystrybucja 5hmC w ASC

Dystrybucja oraz funkcja 5hmC w genomie sg w znacznym stopniu tkankowo
specyficzne, a modyfikacja ta wydaje sie petni¢ szczegdlng role w regulacji funkcji komaérek
ES (Szulwach i wsp., 2011). Badania wykazujg réwniez, ze 5hmC oraz enzymy TET
zaangazowane sg w regulacje procesu réznicowania somatycznych komaorek macierzystych

(Cakouros i wsp., 2019). Nie ma jednak aktualnie danych na temat dystrybucji tej
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modyfikacji w obrebie poszczegdlnych struktur genomu w komodrkach ASC, dlatego

wykonatam taka analize.

Badania poziomu 5hmC w kontekscie elementéw regulatorowych wykazaty,
ze wzgledny poziom tej modyfikacji jest istotnie nizszy w obrebie promotoréw gendw
w stosunku do innych elementéw genomu. Dodatkowo, najnizszy wzgledny poziom 5hmC
w porédwnaniu do wszystkich analizowanych struktur genomu zaobserwowano
w przypadku wysp CpG. Obnizony poziom 5hmC w obrebie wysp CpG powigzanych
z promotorami obserwowano réwniez w mézgu (Wen i Tang, 2014). Prawdopodobnie jest
on zwigzany z szybka, aktywng demetylacjg DNA w tych regionach genomu (Wu i wsp.,
2011).

Istotnie wyzszy wzgledny poziom 5hmC w pordéwnaniu do reszty genomu ASC
zaobserwowatam w obrebie miejsc wigzania CTCF. Wynik ten jest zgodny z aktualng wiedzg
na temat interakcji pomiedzy CTCF i TET1l. Wiadomo, ze CTCF wigze sie z TET1
i kieruje to biatko do regionéw docelowych, indukujgc ich hydroksymetylacje/demetylacje.
Ponadto, poziom 5hmC byt wyzszy w regionach CTCF gotowych do aktywacji. Podobng
zaleznos$¢ obserwowano w przypadku elementéw wzmacniajacych, w ktérych poziom
5hmC byt istotnie zwiekszony w regionach wzmacniajgcych gotowych do aktywacji. Taki
wynik jest spdjny z literaturg dotyczgcg komérek ES (Pastor i wsp., 2011). Regiony gotowe
do aktywacji sg charakterystyczne dla komdrek macierzystych i czesto powigzane sg z
genami zwigzanymi z réznicowaniem (Bernstein i wsp., 2006) (Musri i wsp., 2010). Sugeruje
to, ze 5hmC petni w ASC istotng role poprzez utrzymywanie w gotowosci gendw, ktérych

aktywacja jest potrzebna w procesie réznicowania.

Poziom 5hmC byt znamiennie nizszy w regionach powigzanych z H3K4me3 niz w reszcie
elementow genomu. Ta modyfikacja epigenetyczna powigzana jest z aktywng transkrypcja.
H3K4me3 moze hamowac wigzanie DNMT3L do histonu 3, a co za tym idzie — hamowad
metylacje DNA, co moze posrednio prowadzi¢ do niskiego poziomu 5hmC (Adams-Cioaba i
Min, 2009). Ponadto, badania wykazujg, ze H3K4me3 moze hamowal wigzanie sie
kompleksu NuRD do nukleosoméw (Zegerman i wsp., 2002). Biatka z kompleksu NuRD
sg represorami transkrypcji i wykazujg powinowactwo do 5hmC (Yildirim i wsp., 2011).
Mozliwe wiec, ze niski poziom 5hmC w obrebie H3K4me3 jest odzwierciedleniem
mechanizmu majacego na celu utrzymanie aktywnej transkrypcji gendw. Wyzszy wzgledny

poziom 5hmC obserwowano natomiast w regionach powigzanych z H2BK5ac, H3K23ac,
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H3K9ac. Wszystkie te modyfikacje biatek histonowych powigzane sg z aktywna transkrypcja
powigzanych z nimi gendéw (Ma i wsp., 2016) (Mobley i Abell, 2017) (Lii wsp., 2018) (Igolkina
i wsp., 2019). S3 to jednak modyfikacje stosunkowo mato zbadane i niewiele wiadomo na

temat doktadnych mechanizmoéw regulacji epigenetycznej z nimi wspétistniejgcych.

Badania dystrybucji 5hmC w mdézgu wykazaty, ze poziom tej modyfikacji jest wyzszy na
granicy ekson-intron w stosunku do reszty genomu. Autorzy spekuluja, ze modyfikacja
ta moze znakowacd eksony do pdzniejszego procesu sktadania mRNA (Khare i wsp., 2012) i
ze taka rola 5hmC moze by¢ specyficzna dla tkanki mézgowej. Faktycznie, moje analizy nie
wykazaty, aby 5hmC wystepowata istotnie czesciej na granicy ekson-intron
w ASC. Jednakze, w cytowanej pracy 5hmC analizowana byta metodg o wyzszej
rozdzielczosci niz ta uzyta w moich badaniach. Mozliwe, ze metoda hMeDip-seq jest zbyt
mato czuta, by wykryé réznice w poziomie modyfikacji dla tak waskich regionéw jak granica

ekson-intron.

Analiza wzglednego poziomu 5hmC w obrebie badanych regiondw powtdrzonych
wykazata, ze istotnie wyzszy poziom tej modyfikacji wystepuje jedynie w przypadku
regionow HERVH-int. HERVH-int sg to endogenne transpozony specyficzne dla ssakdéw
naczelnych. Co ciekawe, najnowsze badania dowodzg, ze te regiony powtdrzone
zaangazowane sg3 w tworzenie domen przestrzennych chromatyny TAD w ludzkich
pluripotentnych komdrkach macierzystych (PSC) i sg zaangazowane w regulacje ekspres;ji
gendw oraz w proces roznicowania. Wyciszenie HERVH-int prowadzito do zmniejszenia
ekspresji powigzanych z nimi genéw (Zhang i wsp., 2019). W tworzenie domen TAD
zaangazowane jest biatko CTCF. Najnowsze badania wykazujg, ze CTCF jest funkcjonalnie
powigzane z biatkami TET, kieruje je bowiem do regiondéw docelowych, gdzie indukuje
hydroksymetylacje/demetylacje DNA (Dubois-Chevalier i wsp., 2014). Mozliwe wiec, ze
kolokalizacja 5hmC z HERVH-int jest wiasnie posrednim wynikiem ich powigzania z CTCF.
Moze to tez sugerowad, ze 5hmC jest zaangazowana w tworzenie TAD w procesie
roznicowania ASC. Badania ponadto wykazaty, ze HERV-H kodujg diugie niekodujgce
IncRNA, ktére ulegajg szczegdlnie wysokiej ekspresji w ludzkich ES i sg prawdopodobnie

zaangazowane w regulacje pluripotencji tych komérek (Lu i wsp., 2014).

Wzgledny poziom 5hmC byt z kolei nizszy w obrebie elementéw powtdérzonych Aluy,
w porownaniu do reszty genomu. Elementy Alu stanowigce cze$¢ elementéw

powtdrzonych SINE i stanowig okoto 13,7% ludzkiego genomu. Ponadto, 25% wszystkich
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par CpG w ludzkim genomie lezy w obrebie tych elementéw powtérzonych (Luo i wsp.,
2014). Metylacja elementéw Alu jest dynamiczna i zmienia sie na wczesnych etapach
rozwoju oraz w procesie starzenia i stanowi wazny element zaangazowany w hamowanie
ich aktywnosci. Dodatkowo, metylacja tych elementdw jest regulowana przez wiele
czynnikéw srodowiskowych. AluY stanowig jedng z podrodzin elementéw Alu. Co ciekawe,
AluY sg elementami bardzo aktywnymi i wykazujg wysoki poziom transpozycji w obrebie
ludzkiego genomu (Bennett i wsp., 2008). Badania dotyczgce statusu metylacji elementow
Alu wykazaty, ze AluY majg najwyzszy stopien metylacji posréd wszystkich typéw
elementéw Alu (Rodriguez i wsp., 2008). Spadek metylacji AluY towarzyszy wczesnym
etapom procesu nowotworzenia (Bakshi i wsp., 2016). Mozliwe wiec, ze elementy AluY sg
w sposoéb szczegdlny chronione przed aktywng demetylacjg, stad ich niski poziom 5hmC w

poréwnaniu do reszty genomu.

Identyfikacja zwigzanych z wiekiem DHMR w ASC i poréwnanie algorytmow analizy

réznicowej

Kluczowym elementem badan byta identyfikacja zwigzanych z wiekiem zmian w
poziomie i dystrybucji 5hmC w obrebie specyficznych loci. W tym celu metodg hMeDIP-seq
zbadano profil 5hmC w komérkach ASC izolowanych od oséb mtodych oraz starszych, a
nastepnie przeprowadzono analize réznicowa majgca na celu wytypowanie zwigzanych z
wiekiem DHMR. Metoda hMeDIP-seq opiera sie na immunoprecypitacji DNA specyficznym
przeciwciatem wigzgcym 5hmC, a nastepnie sekwencjonowaniu nowej generacji.
Pozyskane odczyty mapuje sie do genomu referencyjnego, dzieki czemu otrzymujemy liste
regiondw 5-hydroksymetylowanych wraz z poziomem tej modyfikacji w ich obrebie. Dalsza
analiza danych przeprowadzona moze zosta¢ na wiele sposobdw i nie ma jednego ztotego
standardu okreslajgcego algorytm postepowania. Ponadto, wybdr parametrow analizy
czesto zalezy od kontekstu biologicznego, na przyktad od tego, jak duzych réznic miedzy
grupami sie spodziewamy. 5-hydroksymetylacja jest stosunkowo nowg modyfikacja
epigenetyczng i niewiele jeszcze wiadomo na temat zmian, jakie zachodzg w jej dystrybucji
wraz z wiekiem. Aktualnie jest tylko kilka badan opisujgcych zwigzane z wiekiem zmiany w
dystrybucji tej modyfikacji i przeprowadzane byty one na rdéznych organizmach, tkankach i
przy uzyciu réznych metod profilowania 5hmC. Z tych powoddéw wybranie odpowiednich
parametréw do analizy danych byto utrudnione. Wynik analizy réznicowej w bardzo duzym

stopniu moze zaleze¢ od wybranego algorytmu matematycznego oraz zadanych
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parametrow (Wu i wsp., 2015) (Steinhauser i wsp., 2016). Wobec braku algorytmu
dedykowanego konkretnie do analizy hydroksymetylacji DNA, jak wspomniatam wczesnie;j,
wybratam pakiet MEDIPS dlatego, ze jest on dedykowany do analizy analogicznych danych
pochodzacych z sekwencjonowania pod katem metylacji DNA metodg MeDiP-seq.
Ponadto, zdecydowatam sie na przeprowadzenie analizy rdéznicowej przy rdéznych
parametrach, gdyz jednym z celéw pracy byta weryfikacja wptywu parametréw analizy na
pozyskane wyniki. W pierwszym etapie przeprowadzitam analize przy uzyciu parametréw
domyslnie wbudowanych w pakiet MEDIPS, sugerowanych przez jego tworcow. W drugim

etapie przeprowadzitam analize z indywidualnie dobranymi parametrami.

Waznym parametrem analizy wptywajgcym na wynik kofncowy jest wybor wielkosci
analizowanego okna genomowego, czyli wielko$¢ regionu, na ktéry dzielony jest genom do
porownawczej analizy réznicowej. 5hmC powigzana jest zaréwno z elementami
regulatorowymi zwigzanymi z waskimi fragmentami DNA, na przyktad miejscami wigzania
czynnikéw transkrypcyjnych, jak i z szerszymi fragmentami genomu, na przyktad intronami
i eksonami. Z tego powodu analize przeprowadzitam dla dwdch skrajnych wielkos$ci okna
genomowego — 450 par zasad, co odpowiada s$redniej dtugosci fragmentéw 5-
hydroksymetylowanych w ASC wytypowanych przez algorytm MACS oraz waskiego okna
50 pz, optymalnego dla analizy regiondw powigzanych z elementami genomowymi takimi
jak miejsca wigzania czynnikdw transkrypcyjnych, elementy regulatorowe, itd. Szerokos$é

okna domyslnie sugerowana przez twércéw pakietu MEDIPS to 100 pz.

Analiza MEDIPS dla ustawiern domyslinych wytypowata w ASC jedynie 6 zwigzanych z
wiekiem DHMR, natomiast analizy dla parametréow zoptymalizowanych zidentyfikowaty
odpowiednio 71 DHMR przy analizie okna szerokiego oraz 93 DHMR dla okna waskiego.
Gtéwng przyczyng tak niskiej zidentyfikowanej liczcby DHMR w przypadku analizy dla
ustawien domysinych jest sugerowana w pakiecie korekta Bonferroniego dla porownan
wielokrotnych. Test Bonferroniego jest testem bardzo restrykcyjnym i moze dawac¢ duzg
frakcje wynikéw fatszywie negatywnych. Uwaza sie, ze test FDR jest bardziej odpowiedni
niz test Bonferroniego w przypadku analiz wielkoskalowych, w ktdrych mamy do czynienia
z bardzo duzg liczbg poréwnan. W przypadku testu FDR istnieje bowiem mniejsze ryzyko
pozyskania wynikow fatszywie negatywnych przy jednoczesnej kontroli ryzyka wykrycia
wynikéw fatszywie pozytywnych. W przypadku danych wielkoskalowych, gdzie identyfikuje

sie duzg liczbe zjawisk, korzystniejsze jest wykrycie wiekszej liczby wynikéw pozytywnych,
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nawet kosztem niewielkiej frakcji wynikéw fatszywie pozytywnych (Chen i wsp., 2010)
(Korthauer i wsp., 2019). Pie¢ na sze$¢ regiondw wytypowanych przez analize przy
parametrach domysinych pokrywato sie z obydwiema analizami z ustawieniami
zoptymalizowanymi. Sugeruje to, ze takie restrykcyjne warunki analizy dajg pewnos¢
wytypowania wynikow najbardziej istotnych, jednak prawdopodobnie kosztem odrzucenia

wielu wynikéw prawdziwie pozytywnych.

Analiza przy uzyciu parametrow zoptymalizowanych dla waskiego i szerokiego okna
data tylko czesciowo pokrywajgce sie wyniki. 28 regiondéw z analizy dla okna szerokiego
pokrywato sie z 36 regionami z analizy dla okna waskiego, dajagc w sumie 25 wspdinych
potgczonych regionéw (Rycina 20A i C). Pokazuje to, ze szeroko$¢ okna ma duzy wptyw na
wyniki, jednak ustawienie zbyt waskiego okna moze generowaé wiekszg liczbe regionéw
nie odzwierciedlajgcych sytuacji biologicznej. Pokazuje to przyktad regionu
z Ryciny 27, ktéry zostat zidentyfikowany jako jeden region dla szerokiego okna 450 pz,
natomiast w przypadku analizy dla waskiego okna 50 pz zostaty zidentyfikowane 4 takie
krétsze regiony lezgce w jego obrebie. Ponadto, jak wida¢ na rycinie, w przypadku DHMR
dla okna szerokiego poziom 5hmC ewidentnie rdzni sie pomiedzy pacjentami starszymi i
mtodymi. Natomiast w przypadku okna waskiego, ostatni w kierunku 5’3’ region wydaje
sie nie rézni¢ lub minimalnie rézni¢ pomiedzy grupami wiekowymi, mozliwe jest wiec, ze

zostat wytypowany fatszywie pozytywnie.

Starsi { : — —
. — I
q00 bases| | hgss
. 117,852, 000] 117,8p2, 100 117,532, 200] 117,802,500 117,452, 400] 117,832,500] 117,852,600] 117,852,700 117,832,800] 117,632, 908]
SZEFOkIE Okno Dkno 486 par Zasad
N L L] L____[Okno Sk par zasac |

Waskie okno i

Rycina 27. Poziom 5hmC u poszczegdlnych pacjentow w obrebie wybranego DHMR
zidentyfikowanego przez analize zoptymalizowanq dla szerokiego okna genomowego oraz
pokrywajgce sie z tym oknem cztery DHMR wytypowane w analizie dla okna wgskiego.

Analiza statystyczna czestosci wystepowania DHMR w obrebie poszczegdlnych struktur
genomu dla szerokiego okna wykazata, ze regiony wytypowane przez te analize wystepuja

istotnie czesciej w poréwnaniu do regiondw losowych jedynie w obszarach miedzy
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wyspami CpG. W przypadku analizy dla waskiego okna, DHMR réwniez wystepowaty
istotnie czesciej pomiedzy wyspami CpG, ale takze w obrebie introndw, regiondéw wigzania
czynnikéw transkrypcyjnych (hipo-DHMR), oraz miedzygenowo i w obrebie flanki
promotora (hiper-DHMR). Ta analiza statystyczna dla waskiego okna moze nie mie¢ jednak
odzwierciedlenia biologicznego, poniewaz w przypadku ustawienia waskiego okna
genomowego czesto dochodzi do identyfikacji jako osobnych kilku krdétkich regionéw
lezagcych bardzo blisko siebie. Regiony te sg przypisane do tej samej struktury genomu,
przez co dochodzi do sztucznego powielenia liczby regiondw w obrebie danej annotacji.
Wyniki te sugerujg, ze ustawienie zbyt waskiego okna analizy nie jest podejsciem
optymalnym. Z drugiej strony, w przypadku analizy dla okna szerokiego, ze wzgledu na zbyt
duze usrednienie poziomu 5hmC w obrebie okna mozna pominga¢ krétszee, istotne DHMR.
Poniewaz kazdy z wariantéw analizy wytypowat unikalne dla siebie, istotne statystycznie
DHMR, wydaje sie, ze dobrym podejsciem moze by¢ potaczenie regionéw pozyskanych w
przypadku analiz dla dwdch réznych wielkosci okna. Przy takim podejsciu, wytypowane
zostajg istotne DHMR powigzane z krétkimi (reprezentatywne DHMR, Rycina 28A) i
szerokimi regionami genomu (reprezentatywne DHMR, Rycina 28B), a jednoczesnie krdotkie
regiony lezgce blisko siebie, bedgce tak naprawde fragmentami regionéw dtuzszych,

zostajg ze sobg potgczone (Rycina 27).

DHMR

A zidentyfikowany B
jedynie przez analize DHMR zidentyfikowany jedynie przez analize dla szerokiego
dla waskiego okna okna
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Rycina 28. Przyktadowe DHMR wytypowane w obrebie tylko jednego wariantu analizy. A)
dla wgskiego okna, B) dla szerokiego okna.

Zwigzane z wiekiem DHMR — potencjalna rola
Badania u myszy wykazaty obecnos¢ 1967 hiper-hydroksymetylowanych z wiekiem
DHMR w modzdzku i 107 w hipokampie oraz 1206 hipo-hydroksymetylowanych z wiekiem

DHMR w moézdzku i 271 w hipokampie (Szulwach i wsp., 2011). Analiza réznicowa w
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dystrybucji 5hmC w mysich komdrkach krwi wykazata natomiast obecnos¢ 8613 DHMR,
przy czym 98,1% tych regiondw byto hipo-hydroksymetylowanych z wiekiem
(Kochmanski i wsp., 2018). W moich badaniach liczba zwigzanych z wiekiem DHMR byta
znacznie mniejsza. Taka rdznica wynika najprawdopodobniej z tego, ze badania na
zwierzetach przeprowadzano na szczepach wsobnych o bardzo niskiej zmiennosci
miedzyosobniczej (w tym — genetycznej), zyjacych w jednakowym srodowisku, co moze byé
powodem, dla ktérego zwigzane z wiekiem zmiany epigenomu sg u takich osobnikéw do
siebie podobne i w zwigzku z tym fatwiej wykrywalne. Moje wyniki dotyczg natomiast
niespokrewnionych ludzi, rdznigcych sie zaréwno podtozem genetycznym jak i
Srodowiskiem zycia. Badania dowodzg, ze $rodowisko jest niezwykle istotne w regulacji
dystrybucji 5hmC, a profil tej modyfikacji moze odzwierciedla¢ narazenie na dane czynniki
srodowiskowe (Laird i wsp., 2013). Dlatego tez najprawdopodobniej cechy dryftu
epigenetycznego u uczestnikdw mojego badania istotnie sie od siebie réznity i z tego
powodu zidentyfikowatam stosunkowo niewielky liczbe zwigzanych z wiekiem DHMR.
Najprawdopodobniej zaobserwowatam jedynie DHMR ktére sg najsilniej powigzane z

procesem starzenia.

Badania profilu 5hmC na poziomie pojedynczych par CpG w MSC izolowanych ze szpiku
0s6b w wieku 2-89 lat zidentyfikowaty 785 hipo- oraz 846 hiper-hydroksymetylowanych z
wiekiem CpG (Torafo i wsp., 2016). Réznicowo hydroksymetylowane CpG wytypowane w
tych badaniach nie pokrywajg sie z wytypowanymi przeze mnie zwigzanymi z wiekiem
DHMR w ASC. W moich badaniach identyfikowatam cate regiony, a nie pojedyncze pary CpG
i prawdopodobnie dlatego liczba zidentyfikowanych przeze mnie regionéw byta nizsza.
Ponadto, réznice w zidentyfikowanych DHMR pomiedzy badaniami mogg wynikaé takze z
tego, ze mezenchymalne komérki macierzyste izolowane ze szpiku réznig sie od tych

izolowanych z ttuszczu pod wzgledem ich profilu epigenetycznego (Reinisch i wsp., 2015).

Analiza czestosci wystepowania DHMR w obrebie konkretnych struktur genomu
wykazata, ze na zwigzane z wiekiem zmiany narazone sg regiony lezgce poza wyspami CpG,
przy czym na wzrost hydroksymetylacji narazone mogg by¢ introny lezgce poza wyspami
CpG, natomiast na zwigzany z wiekiem spadek hydroksymetylacji — regiony miedzygenowe
znajdujace sie poza wyspami CpG. Inna interpretacja tego wyniku moze by¢ taka, ze wyspy
CpG sg mniej narazone na zwigzane z wiekiem zmiany w poziomie 5hmC. Analiza

dystrybucji 5hmC w ASC wykazata, ze wyspy CpG majg najnizszy poziom 5hmC ze wszystkich

100



analizowanych przeze mnie struktur genomu, a dane literaturowe sugeruja, ze regiony
o wysokim zageszczeniu par CpG ulegajg szybkiej, aktywnej demetylacji. Jak wspomniano
powyzej, dane pozyskane przez mnie z analizy zwigzanych z wiekiem zmian w globalnym
poziomie 5hmC w ASC sugeruja, ze zwigzany z wiekiem wzrost tej modyfikacji w duzym
stopniu moze wynikac z jej akumulacji w komérkach wolno dzielgcych sie, poniewaz nie jest
ona usuwana w procesie biernej demetylacji. Jesli wyspy CpG podlegajg aktywnej
demetylacji nie tylko do 5hmC, ale i do dalszych pochodnych tego procesu oraz procesowi
naprawy polegajgcej na wstawieniu niezmodyfikowanej cytozyny nawet w komérkach
wolno dzielgcych sie, to 5hmC bedzie sie akumulowa¢ preferencyjnie poza wyspami CpG.
Z drugiej strony, brak zwigzanej z wiekiem hipo-hydroksymetylacji wysp CpG moze wynikac

z i tak bardzo niskiego poziomu tej modyfikacji w ich obrebie.

Nie wiadomo, czy zaobserwowane przeze mnie zmiany dystrybucji 5hmC maja
nastepstwa funkcjonalne. Przeprowadzitam analize ekspresji dwdch genéw powigzanych
ze zwigzanymi z wiekiem DHMR zidentyfikowanymi zaréwno w ASC jak i w fibroblastach.
Poniewaz wystepujg w dwdch typach komdrek, DHMR te sg kandydatami na uniwersalng
ceche dryftu epigenetycznego, co wymaga, oczywiscie, sprawdzenia w jeszcze innych
komoérkach. Gen TMEMS50 nie znajdowat sie w obrebie DHMR, a lezat okoto 6000 pz dalej i
zostat wytypowany przez algorytm GREAT jako powigzany z najwiekszg liczbg DHMR.
Analiza ekspresji TMEM50 nie wykazata jednak zwigzanych z wiekiem zmian w jego
ekspresji ani w przypadku ASC, ani w przypadku fibroblastdw. Najprawdopodobniej gen ten
nie jest regulowany przez regiony genomu, w ktérych znajdowaty sie DHMR wytypowane
przez algorytm GREAT. Drugim analizowanych genem byt RSRP1, ktérego intron znajdowat
sie w obrebie hiper-hydroksymetylowanego z wiekiem DHMR. W przypadku tego genu
zaobserwowatam zwigzany z wiekiem spadek jego ekspresji jedynie w ASC, ale nie w
fibroblastach. Badania przeprowadzone na tkankach somatycznych sugerujg, ze wzrost
poziomu 5hmC w obrebie genu koreluje raczej ze wzrostem jego ekspresji. Ponadto,
w mysich komérkach krwi obserwowano spadek ekspresji genu Nifc towarzyszacy
zwigzanemu z wiekiem spadkowi 5hmC oraz 5mC (Kochmanski i wsp., 2018). Z drugiej
strony, badania sugerujg, ze korelacja pomiedzy poziomem 5hmC a ekspresjg genu jest
odmienna w komérkach ES, w ktérych nie jest ona liniowa. Poziom 5hmC w przypadku tych
komorek byt wyzszy wewnatrz gendw o Sredniej ekspresji w poréwnaniu do tych o ekspres;ji
najwyzszej (Szulwach i wsp., 2011). Mozliwe wiec, ze w komodrkach ASC, ktére sg

komodrkami pluripotentymi, zalezno$¢ pomiedzy hydroksymetylacja genu a jego
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aktywnoscig jest zblizona do tej obserwowanej w komédrkach ES. Wdéwczas zwigzany
z wiekiem wzrost poziomu 5hmC w obrebie genu RSRP1 moze by¢ powigzany ze zmiang
jego ekspresji z poziomu wysokiego na sredni. Zastanawiajgce jest, ze zwigzane z wiekiem
zmiany w ekspresji RSRP1 zaobserwowatam jedynie w przypadku ASC, ale nie w przypadku
fibroblastow. Moze to by¢ nastepstwem wspomnianych wyzej réznic funkcjonalnych

pomiedzy komdrkami macierzystymi a zréznicowanymi, jakimi sg fibroblasty.

Wczesniej wykazano, ze poziom 5hmC jest wyzszy w regionach regulatorowych takich
jak elementy wzmacniajgce oraz w regionach wigzania czynnikéw transkrypcyjnych (Stroud
i wsp., 2011). Dane dowodzg, ze 5hmC w regionach wzmacniajacych jest kluczowa do
aktywacji transkrypcji genéw docelowych (Hon i wsp., 2014). Najczesciej, jednak
nieznamiennie, wystepujacym elementem regulatorowym w obrebie zidentyfikowanych
przeze mnie DHMR wytypowanych dla obu wielkosci okien tgcznie byt region otaczajacy
promotor (okoto 11% DHMR) oraz region wigzania CTCF (okoto 7% DHMR). Moze to
sugerowacé, ze obserwowane przeze mnie, zwigzane z wiekiem zmiany w poziomie 5hmC
oddziatujg na ekspresje gendéw. Wyniki dotyczgce RSRP1 roéwniez sugerujg, ze zmianie
5hmC w obrebie intronu moze towarzyszy¢ zmiana ekspresji genu, a okoto 50%
wytypowanych DHMR byto powigzane wtasnie z intronami. Nie wiadomo jednak, czy w tym
przypadku zmiana poziomu 5hmC jest przyczyng, czy nastepstwem zmiany ekspres;ji.
Badania wykazuja, ze wysoki poziom metylacji DNA wewnatrz gendw koreluje z wysoka
ekspresjg (Ball i wsp., 2009) (To i wsp., 2015). Mozliwe wiec, ze zmiany w poziomie 5hmC
wewnatrz gendw sg nastepstwem zmian poziomu 5mC, ktdéra stanowi substrat dla
enzymow TET. Ponadto, regiony chromatyny aktywnie transkrybowane sg tatwiej dostepne
dla réznych czynnikdw modyfikujgcych. Zaréwno wzrost 5mC jak i 5hmC w genach o
wysokiej ekspresji moze wiec przynajmniej czesciowo nastepstwem ekspresji genu a nie jej

przyczyna.

Najprawdopodobniej jednak wiekszos¢ wytypowanych przez mnie DHMR ma jedynie
znaczenie markerowe i nie wptywa znaczgco na transkryptom, tak jak to ma miejsce w
przypadku zwigzanych z wiekiem zmian metylacji DNA. Weryfikacja wptywu zwigzanych z
wiekiem zmian w dystrybucji 5hmC na ekspresje gendw wymaga dodatkowych badan

integrujgcych ze sobg badanie profilu tej modyfikacji i analize transkryptomu.
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Poréwnanie profilu 5hmC ASC do profilu 5hmC fibroblastow i poszukiwanie zwigzanych

z wiekiem DHMR wspdlnych dla réznych typéw komdrek

MSC i fibroblasty to komoérki o bardzo zblizonym fenotypie i nie ma specyficznych
markeréw  powierzchniowych  umozliwiajacych ich  jednoznaczne rozrdznienie
(Haniffa i wsp., 2009) (Soundararajan i Kannan, 2018). Gtéwng cechg rdznicujacay je od
siebie jest zdolnos¢ komodrek MSC do rdznicowania w adipocyty, chondroblasty i
chondrocyty. Niektére badania wykazujg jednak, ze fibroblasty izolowane ze skéry réwniez
moga wykazywacé potencjat do réznicowania w te trzy typy komérek. To podobienstwo do
fibroblastéw dotyczy réwniez ASC (Denu i wsp., 2016). Autorzy sugerujg, ze ASC fibroblasty
moga by¢ tak naprawde tym samym typem komorek ale pozyskanym z innych zrédet lub

fibroblasty mogg by¢ starymi komdrkami ASC (Soundararajan i Kannan, 2018).

Badania wykazujg, ze rdznice w profilu epigenetycznym mogg by¢ obiecujagcym
markerem pozwalajgcym na zdefiniowanie rdznic pomiedzy fibroblastami a MSC,
co pokazano w przypadku metylacji DNA (Koch i wsp., 2011). Réwniez profil 5hmC jest
tkankowo specyficzny. Dane sugerujg, ze 5hmC jest zaangazowana w regulacje elementéw
regulatorowych charakterystycznych dla danej tkanki (Sérandour i wsp., 2012)
(Taylor i wsp., 2016), a takze jest wyzsza w genach ulegajgcych tkankowo specyficznej
ekspresji (Lin i wsp., 2017). Mozna spodziewac sie wiec, ze fibroblasty i komadrki MSC/ASC
roznig sie od siebie pod katem dystrybucji tej modyfikacji. Wytypowanie réznicowo
hydroksymetylowanych elementéw genomu pomiedzy MSC/ASC a fibroblastami moze tez
pomdc ustalié, jaka role petni ta modyfikacja w regulacji funkcji somatycznych komadrek

macierzystych.

Do poréwnania profilu 5hmC w moich badaniach wykorzystatam komérki ASC oraz
fibroblasty izolowane ze skdry 7 pacjentéw, przy czym od kazdego pacjenta pozyskano oba
typy komodrek. Analize przeprowadzitam przy uzyciu pakietu MEDIPS. Poniewaz dane
literaturowe dowodzg, ze poziom 5hmC jest wyzszy w genach aktywnych, specyficznych dla
danej tkanki, analiza nastawiona byta na poszukiwanie szerszych regiondw
wewnatrzgenowych i zostata wykonana dla szerokiego okna genomowego 450 pz, co
stanowito usredniong dtugos¢ regiondéw hydroksymetylowanych w ASC i fibroblastach

wytypowanych przez algorytm MACS.

Analiza zidentyfikowata 2520 rdzinicowo 5-hydroksymetylowanych regionéw

odrdzniajgcych ASC of fibroblastéw; 1205 o wiekszym oraz 1315 o nizszym poziomie 5hmC
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w komodrkach ASC w pordéwnaniu z fibroblastami. Dla porédwnania, badania poréwnujgce
profil metylacji pomiedzy MSC a fibroblastami wykazaty 346 CpG o zwiekszonej metylacji w
MSC oraz 152 CpG o zwiekszonej metylacji w fibroblastach. Badacze zaproponowali dwa
miejsca CpG: w loci powigzanym z genem C3orf35 oraz CIDEC, ktérych réznicowa metylacja
potencjalnie pozwala na rozréznienie tych dwdch typow komérek (De Almeida i wsp.,
2016). W innych badaniach wykazano, ze 766 CpG byto hiper-metylowanych w
fibroblastach i 752 CpG byto hiper-metylowanych w MSC (Koch i wsp., 2011). Badania te
sugerujg, ze MSC faktycznie rdznig sie profilem epigenetycznym od fibroblastéw. Liczba
zidentyfikowanych regionéw moze sugerowaé, ze profil 5hmC bardziej niz profil metylacji
réznicuje mezynchemalne komérki macierzyste od fibroblastow. Z drugiej strony, réznice
w liczebnosci regiondw na korzys¢ hydroksymetylacji mogg wynikaé z rdznic
metodologicznych. W wyzej wymienionych badaniach profil metylacji pozyskano przy
uzyciu techniki HumanMethylation27 BeadChip, ktdra bada status metylacji jedynie
konkretnych 27578 par CpG, a uzyta w naszych badaniach technika hMeDIP-seq bada profil

hydroksymetylacji w catym genomie.

Badania sugeruja, ze wysoki poziom 5hmC wewnatrz gendéw koreluje z ich wysoka
ekspresjg i jest charakterystyczny dla danej tkanki. Analiza proceséw biologicznych
powigzanych z genami lezgcymi w obrebie introndéw i eksondéw powigzanych z DHMR
réznicujgcymi ASC od fibroblastéw nie wykazata jednak nadreprezentacji proceséw
biologicznych jednoznacznie powigzanych z badanymi typami komdrek. Co ciekawe, w
przypadku regionéw 5hmC-ASC (540 gendw), jedynie geny powigzane z trzema procesami
biologicznymi byty istotnie nadreprezentowane, a w przypadku regionéw 5hmC-fibroblasty
(640 gendéw) byto tych proceséw ponad sto. W przypadku obu analizowanych typow
komorek, geny hiper-hydroksymetylowane bylty istotnie czesciej niz wynika to z rachunku
prawdopodobieristwa powigzane z rozwojem uktadu nerwowego. Dane te sugeruja, ze
wytypowane przez mnie rejony réznie hydroksymetylowane w ASC i fibroblastach nie maja
znaczenia funkcjonalnego. Analiza wytypowanych rejonéw pod katem ich wystepowania w
poszczegblnych strukturach genomu wykazata, Zze posrdéd regiondw o wiekszej
hydroksymetylacji w ASC byto ponad dwa razy wiecej wysp CpG niz w fibroblastach. Co
ciekawe, na 68 promotoréw posrod regiondw 5hmC-ASC, 32 zawierato wyspe CpG (47%),
a w fibroblastach w regionach o zwiekszonej zawartosci 5hmC tylko 11% promotoréw
zawierato wyspe CpG (Rycina 24). Analiza ontologiczna genéw powigzanych z hiper-

hydroksymetylowanymi w ASC wyspami CpG lezgcymi w obrebie promotoréw gendw
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wykazata, ze sg one istotnie nadreprezentowane przez geny powigzane z réznicowaniem
komodrek, rozwojem struktur anatomicznych oraz cyklem komdérkowym i morfogeneza.
Moze to sugerowac, ze 5hmC w wyspach CpG w obrebie promotoréw genéw warunkuje
pluripotencje tych komodrek. Analiza dystrybucji 5hmC w ASC wykazata, ze poziom 5hmC
jest wyzszy w elementach regulatorowych gotowych do aktywacji. Mozliwe wiec, ze wysoki
poziom 5hmC w promotorach gendw zwigzanych z réznicowaniem znakuje je jako gotowe
do aktywacji, a co za tym idzie warunkuje zdolno$¢ komérek ASC do réznicowania. Brak
5hmC w tych genach w przypadku fibroblastéw moze oznacza¢, ze s one juz nieaktywne,

dlatego fibroblasty wykazujg zmniejszony potencjat do réznicowania.

Z drugiej strony, analiza profilu 5hmC w genomie ASC wykazata, ze poziom 5hmC byt
wyzszy w gotowych do aktywacji regionach CTCF oraz elementach wzmacniajgcych, ale nie
promotorach. Na potrzeby dyskusji przeprowadzitam dodatkowg analize poziomu 5hmC w
promotorach zawierajgcych wyspe CpG. Analiza ta nie wykazata znamiennych rdéznic
pomiedzy promotorami o rézinej aktywnosci zgodnie z klasyfikacja z bazy Ensembl
Regulatory Built. Nalezy jednak pamietaé, ze dane na temat aktywnosci elementdow
regulatorowych pochodzg z zewnetrznej bazy danych stworzonej dla MSC pozyskanych w
wyniku réznicowania komérek embrionalnych i dajg one tylko orientacyjny poglad na
dystrybucje oraz aktywnos¢ elementdéw regulatorowych w analizowanych przez mnie ASC.
Mozliwe wiec, ze w obrebie wytypowanych przeze mnie hiper-hydroksymetylowanych
wysp CpG w ASC znajdujg sie inne elementy regulatorowe charakterystyczne dla ASC.

Weryfikacja tej hipotezy wymaga oczywiscie dodatkowych badan.

Dodatkowym celem pracy byto zidentyfikowanie regiondéw, ktére moga podlegac
identycznej, zwigzanej z wiekiem réznicowej 5-hydroksymetylacji DNA niezaleznie od
tkanki. W tym celu poréwnatam zwigzane z wiekiem DHMR wytypowane dla ASC z tymi
wytypowanymi dla fibroblastow. Udato sie zidentyfikowaé jeden wspdlny region lezgcy w
intronie genu RSRP1, mogacy by¢ uniwersalnym, tkankowo niezaleznym zwigzanym z
wkieiem DHMR. Szerzej region ten zostat omdéwiony w sekcji ,Zwigzane z wiekiem DHMR —

potencjalna rola” na stronie 103.
Ograniczenia i zalety pracy

Do ograniczen pracy nalezy to, ze w mojej grupie badanej obserwowatam duzy zakres
BMI. Wiadomo, ze status otytosci moze znaczgco wptywaé na biologie tkanki ttuszczowej,

a takze na proces starzenia i optymalnym bytoby przeprowadzenie analiz na materiale
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pobranym od osob nieotytych. Poniewaz nie byto to jednak mozliwe, w mojej analizie
uwzglednitam potencjalny wptyw BMI na zwigzane z wiekiem zmiany w poziomie badanych
modyfikacji epigenetycznych, przeprowadzajagc analize regresji. W analizie tej
potwierdzitam, ze zaobserwowane przeze mnie zwigzane z procesem starzenia zmiany sg

niezalezne od BMI.

Wiadomo, ze proces hodowli komdrkowej moze wptywaé na epigenom i biologie
komodrek, a model hodowli komdrkowej nie odzwierciedla catkowicie biologii komdrek
w warunkach in vivo (Shen i wsp., 2006) (Meissner i wsp., 2008). Niestety, nie mieliSmy
mozliwosci uzyskania odpowiednio duzej ilosci tkanek do izolacji, aby wszystkie
zaplanowane badania przeprowadzi¢ na $wiezo izolowanych ASC i niezbedne byto zatozenie
hodowli pierwotnych. Badania wykazujg jednak, ze miode hodowle komodrkowe
odznaczajgce sie matg liczbg podwojen populacji zachowujg w duzej czesci cechy komérek
Swiezo izolowanych z tkanki (Boraldi i wsp., 2010) (Garitaonandia i wsp., 2015). Aby
zminimalizowac¢ potencjalny wptyw hodowli na komérki i nie doprowadzi¢ do starzenia sie
komorek in vitro, analizy przeprowadzone w ramach moich badan wykonane zostaty na

komorkach, ktére przeszty maksymalnie 5-6 podwojen populacji.

Z kolei mocng strong pracy jest jej innowacyjnos¢. Zwigzane z wiekiem zmiany
w obrebie modyfikacji epigenetycznych w podskdrnej tkance ttuszczowej i ASC nie zostaty
wczesniej zbadane ani opublikowane. Dodatkowo, badania poziomu modyfikacji DNA
i ekspresji enzymoéw TET przeprowadzono kompleksowo. Zbadatam zaréwno ekspresje
MRNA jak i poziom biatek TET. Jest to istotne, poniewaz zmiana poziomu mRNA nie zawsze
koresponduje ze zmiang poziomu biatka, a co za tym idzie — moze nie miec¢ nastepstw
biologicznych. Publikowane wyniki badan zmian ekspresji jedynie ma poziomie mRNA

moga w zwigzku z tym prowadzi¢ do wyciggania fatszywych wnioskéw.

Tkanka ttuszczowa jest bardzo heterogenna pod wzgledem sktadu komdrkowego.
Co wiecej, jej sktad komdrkowy moze rézni¢ sie pomiedzy pacjentami. Miedzy innymi
dlatego moje badania rozszerzone byty o hodowle pierwotne ASC, co pozwolito odnies¢
pozyskane wyniki do bardziej homogennej frakcji komérek. Zmiany w obrebie
5-hydroksymetylacji DNA zostaty zbadane zaréwno na poziomie globalnym jak i lokalnym
przy uzyciu nowoczesnych technik wielkoskalowych. Dodatkowo, analize danych
wielkoskalowych przeprowadzitam przy uzyciu réznych algorytméw, aby uzyskaé mozliwie
jak najwiarygodniejsze wyniki.
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Przeprowadzitam tez analize dystrybucji 5hmC w genomie ASC, co uzupetnia znacznie
wiedze na temat potencjalnych nastepstw biologicznych jakie mogg nies¢ za sobg zwigzane

z wiekiem zmiany w obrebie tej modyfikacji.
Innowacyjnosc¢ pracy

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania sg w cato$ci innowacyjne. Do tej
pory nie przeprowadzono bowiem analiz zwigzanych z wiekiem zmian w ilosci enzymdéw
TET ani zmian w hydroksymetylacji DNA jako elementu dryftu epigenetycznego w
podskdérnej tkance ttuszczowej oraz izolowanych z niej ASC. Ponadto, o znaczeniu i
innowacyjnosci tych badan swiadczy fakt przeprowadzenia ich na tkankach pchodzacych
od cztowieka, a nie w modelach zwierzecych czy w ustalonych hodowlach komérkowych

poddanych procesowi starzenia replikacyjnego in vitro.
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VIl. Podsumowanie

Ad. celu 1 2. Zbadanie zwigzanych z wiekiem réznic w globalnym poziomie 5hmC oraz
ekspresji TET w ludzkiej podskdrnej tkance ttuszczowej izolowanej z regiondw chronionych

przed promieniowaniem stonecznym oraz ASC izolowanych od oséb mtodych i starszych.

Moje badania wykazaty, ze poziom 5hmC rosnie wraz z wiekiem w podskdrnej tkance
ttuszczowej cztowieka. Analogicznie, poziom tej modyfikacji jest wyzszy w ASC izolowanych
od 0s6b starszych w poréwnaniu do tych izolowanych od oséb mtodych. Zmiana poziomu
5hmC nie koreluje jednak ze zmiang poziomu biatek TET ani w przypadku petnej tkanki
ttuszczowej ani izolowanych z niej ASC. Zaobserwowatam spadek stosunku 5fC do 5hmC.
Zaobserwowatam réwniez korelacje pomiedzy wzrostem zawartosci 5hmC a dtuzszym

czasem podwojenia populacji komdérek w hodowli.

Ad. celu 3. Analiza dystrybucji 5hmC w DNA ASC osob mftodych i starszych oraz

identyfikacja zwigzanych z wiekiem DHMR w tych komdrkach.

Analiza dystrybucji 5hmC w ASC osdéb mifodych wykazata podwyzszony poziom tej
modyfikacji w elementach regulatorowych takich jak regiony wigzania CTCF oraz regiony
wzmacniajgce, a takze w regionach powigzanych z modyfikacjami biatek histonowych
H2BK5ac, H3K23ac, H3K9ac. Poziom 5hmC byt natomiast istotnie nizszy w stosunku do
reszty genomu w obrebie wysp CpG oraz regionach powigzanych z H3K4me3. Dodatkowo,
poziom 5hmC byt istotnie obnizony w obrebie elementéw powtdérzonych AluY i

podwyzszony w obrebie elementéw HERVH-int.

Wytypowatam okoto 100 zwigzanych z wiekiem DHMR w ASC. Regiony te lokalizowaty
sie preferencyjnie poza wyspami CpG, a regiony hipo-hydroksymetylowane z wiekiem
wystepowaty czesciej niz regiony losowe miedzygenowo. Zwigzane z wiekiem DHMR
wspdlne dla wszystkich wariantéw analizy powigzane byly z genami TSPAN7, LIATI,
KLHL13, EYS, RBFOX1.

Ad. celu 4. Porownanie wpfywu rdznych parametrow na wyniki analizy réznicowej

in silico w kontekscie identyfikacji zwigzanych z wiekiem DHMR.

Wykonatam analize réznicowg przy uzyciu trzech réznych algorytmow. Kazda z analiz
zidentyfikowata odmienng liczbe DHMR, przy czym najmniej regionéw, 6 DHMR, byto w

przypadku analizy dla parametréw domysinych. Najwiecej, 93 DHMR uzyskano w analizie
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zoptymalizowanej dla waskiego okna, za$ analiza zoptymalizowana dla szerokiego okna
zidentyfikowata 71 DHMR. Wiekszo$¢ regiondw wytypowana przez algorytm dla ustawien
domyslnych (5 na 6 regionéw) pokrywata sie z tymi zidentyfikowanymi przez oba algorytmy
zoptymalizowane, natomiast 25 regiondw pokrywato sie pomiedzy analizami

zoptymalizowanymi dla waskiego i szerokiego okna.

Ad. celu 5. Identyfikacja regiondw rdéznicowo hydroksymetylowanych rdznicujgcych

komorki ASC od fibroblastow.

Zidentyfikowatam 2520 5-hydroksymetylowanych regionéw rdznicujgcych ASC od
fibroblastéw. Wytypowane regiony nie byty istotnie czesciej niz wynika to z rachunku
prawdopodobieristwa powigzane z procesami biologicznymi charakterystycznymi dla
analizowanych typéw komoérek. Wsrdd regiondéw o zwiekszonej hydroksymetylacji w ASC
byto wiecej promotoréow zawierajagcych wyspe CpG niz w obrebie DHMR hiper-

hydroksymetylowanych w fibroblastach.
Ad. celu 6. Identyfikacja zwigzanych z wiekiem DHMR wspdlnych dla ASC i fibroblastéw.

Region genomu lezacy w obrebie intronu genu RSRP1 byt hiper-hydroksymetylowany
zarébwno w ASC jak i fibroblastach oséb starszych w poréwnaniu z komdrkami oséb
mtodych. Analiza ekspresji tego genu wykazata, ze byta ona nizsza w ASC izolowanych od
0soOb starszych w poréwnaniu do ASC izolowanych od oséb miodych. Nie byto réznic w

ekspresji tego genu pomiedzy grupami wiekowymi w przypadku fibroblastow.
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VIIl. Whnioski

Wyniki mojej pracy wskazujg, ze zmiany w poziomie oraz dystrybucji 5hmC
w podskdrnej tkance ttuszczowej cztowieka oraz izolowanych z niej ASC stanowig element
zwigzanego z wiekiem dryftu epigenetycznego. Poniewaz znaczna cze$¢ zwigzanych z
wiekiem DHMR znajdowata sie w obrebie gendw nie ulegajgcych ekspresji w ASC, sugeruje
to, ze powstajagce w procesie starzenia zmiany w dystrybucji 5hmC majg w duzej czesci
charakter jedynie markerowy. Z drugiej strony, zmiany poziomu 5hmC mogg wptywac na
ekspresje gendéw, za czym przemawia zwiekszony poziom 5hmC w elementach
regulatorowych, a takie zaobserwowana przeze mnie obnizona ekspresja RSRP1
towarzyszgca zwiekszonemu poziomowi 5hmC w obrebie intronu tego genu u oséb
starszych. Rowniez réznice w profilu hydroksymetylacji pomiedzy ASC i fibroblastami
sugerujg, ze 5hmC moze petni¢ wazng role w epigenetycznej regulacji funkcjonowania ASC.
Przynajmniej niektdére zwigzane z wiekiem zmiany w poziomie i dystrybucji tej modyfikacji
moga wiec by¢ jedng z przyczyn obnizonego potencjatu regeneracyjnego tych komorek,
jakie obserwuje sie u starszych o0séb. Zachowanie prawidtowego wzoru 5-
hydroksymetylacji moze by¢ wazng strategig majacag na celu utrzymanie potencjatu tych
komoérek do réznicowania oraz samoodnowy. Ponadto, zwigzane z wiekiem zmiany w
obrebie tej modyfikacji w przysztosci mogg postuzy¢ do udoskonalenia tzw. zegardw
epigenetycznych i biologicznych stuzgcych do oceny wieku chronologicznego oraz

biologicznego, jak rowniez ryzyka wystepowania choréb zwigzanych z wiekiem.

Zmiany w poziomie/dystrybucji 5hmC nie wynikajg najprawdopodobniej ze zmian w
ekspresji gendw TET, a sg prawdopodobnie nastepstwem zmieniajgcego sie wraz z wiekiem
mikrosrodowiska komorki, ktore oddziatuje na aktywnos¢ katalityczng tych enzymoéw.
Dobrg strategia dla utrzymania prawidtowego funkcjonowania enzymoéw TET, a co za tym
idzie — ochrony epigenomu przed zwigzanymi z wiekiem zmianami, moze by¢ stosowanie

zwigzkdw zwiekszajgcych aktywnosé tych biatek takich jak a-ketoglutaran lub witamina C.

Wreszcie, poréwnanie profilu 5hmC pomiedzy ASC a fibroblastami sugeruje, ze
zwigzane z uptywem czasu zmiany hydroksymetylacji DNA sg w wiekszosci tkankowo

specyficzne.

Poréwnanie réznych parametrdw analizy réznicowej zmian w hydroksymetylacji DNA
wskazuje, ze zastosowanie poprawki FDR jest lepsze niz poprawki Bonferroniego, ktdra

moze prowadzi¢ do duzej liczby wynikéw fatszywie negatywnych. Dodatkowo, dobrym
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podejsciem wydaje sie byé wykonanie analizy dla okien genomowych o réznej wielkosci i
potgczenie wynikdéw, szczegdlnie jesli dane nie s3 analizowane pod katem doktadnie

sprecyzowanych czynnikéw genomowych.
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