Badanie roli zmiennosSci genetycznej i epigenetycznej
w starzeniu sie skory twarzy i wlosow glowy
oraz genetyczna predykcja zwigzanych z wiekiem cech wygladu

czlowieka

Abstrakt

Proces starzenia charakteryzuje si¢ stopniowym pogorszeniem czynno$ci fizjologicznej
narzadow. Na ten ztozony proces wplywa wiele czynnikow wewnetrznych 1 zewngtrznych,
takich jak czynniki genetyczne, epigenetyczne i rézne czynniki ryzyka zwigzane ze stylem
zycia. Starzeniu si¢ towarzysza rowniez zmiany w wygladzie fizycznym cztowieka, ktore moga
stuzy¢ jako wskaznik wieku biologicznego i1 s3 powigzane z zaburzeniem procesOw

fizjologicznych, chorobami zwigzanymi z wiekiem 1 wspolczynnikiem przezycia.

Z tego wzgledu badanie molekularnych podstaw zwigzanych z wiekiem zmian w wygladzie
fizycznym cztowieka moze zapewni¢ wglad w podstawowe mechanizmy starzenia. Poprzednie
badania wykazaty, ze zalezne od wieku zmiany w wygladzie sa powigzane ze zmiennoscia
genetyczng. Na potrzeby badan kryminalistycznych opracowano metody genetyczne
umozliwiajace predykcje cech fizycznych cztowieka (ang. externally visible characteristics,
EVC), takich jak wzrost, kolor skory, oczu i wlosow, tysienia androgenicznego, a takze cech
twarzy nieznanej osoby, w celu zawg¢zenia kregu osob podejrzanych w prowadzonej sprawie

kryminalne;.

Dodatkowo, poszerzenie wiedzy na temat genetycznych podstaw zwigzanych z wiekiem cech
wygladu cztowieka ma praktyczne zastosowanie w dermatologii 1 przemysle kosmetycznym,
koncentrujgc si¢ na badaniu genoéw 1 mechanizmoéw, ktorych analiza moze by¢ wykorzystana
do opracowywania nowych lekow, ktorych zastosowanie prowadzi¢ bedzie do zapobiegania lub

spowalniania klinicznych oznak starzenia si¢ skory.

Oprocz zmienno$ci genetycznej biomarkerem starzenia fenotypowego s3 rdwniez zmiany
epigenetyczne, w szczegdlnosci zwigzane z wiekiem zmiany w metylacji DNA (ang. DNA
methylation, DNAm). W literaturze dostgpne s3 oparte na analizie DNAm estymatory wieku
epigenetycznego, ktére zostaly opracowane poprzez regresj¢ wieku chronologicznego na

poziom metylacji wybranych miejsc CpG w genomie. Powszechnie stosowane estymatory



wieku, znane réwniez jako zegary epigenetyczne, wykorzystano do sledzenia zachodzacego w
réznych tkankach procesu starzenia komorek i na podstawie zmierzonych wartosci estymatory
podzielono na rézne generacje zegaréw, ktore moga uwzgledniaé rozne aspekty proceséw
starzenia si¢. W szczegdlnosci analizie poddaje si¢ parametr przyspieszenia wieku
epigenetycznego (EAA), ktéry odzwierciedla roznice miedzy wiekiem chronologicznym a
wiekiem epigenetycznym 1 dla ktérego wykazano zwigzek z réznymi chorobami wieku
starczego. Co istotne, korelacja wzoréw metylacji, starzenia epigenetycznego, a przede
wszystkim parametrow EAA z zaleznymi od wieku cechami wygladu cztowieka nie zostata do

tej pory dobrze opisana.

W zwiazku z powyzszym, gtdbwnym celem niniejszej pracy byto zbadanie roznych aspektow
molekularnych zwigzanych z wiekiem cech wygladu cztowieka, w tym podstaw genetycznych
1 epigenetycznych, a takze powigzanie wybranych cech wygladu z czynnikami
srodowiskowymi i indywidualnym tempem starzenia si¢. Plan badan obejmowat cztery etapy,

a przeprowadzone analizy dostarczyty dowodoéw wspierajacych cztery podstawowe hipotezy:

1) Wiek metylacyjny DNAm i parametr przyspieszenia wieku epigenetycznego sa skorelowane
z cechami wygladu cztowieka i mogg dostarczac szerszej informacji w procesie przewidywania
wieku postrzeganego i zwigzanych z wiekiem cech wygladu niz informacja na temat wieku

chronologicznego.

2) Powigzane z cechami wygladu markery metylacyjne typu CpG i warianty genetyczne,
zidentyfikowane w drodze badan asocjacyjnych calego genomu i epigenomu (ang. genome-
wide and epigenome-wide association studies; GWAS, EWAS), moga dostarczy¢ nowych

informacji na temat biologii lezacej u podstaw starzenia si¢ skory 1 wlosow.

3) Zwiazane z wiekiem cechy wygladu 1 wiek postrzegany twarzy mozna przewidzie¢ poprzez
opracowanie doktadniejszych lub nowych modeli predykcyjnych, wykorzystujac unikatowa
kombinacj¢ informacji na temat polimorfizmu SNP (ang. single nucleotide polymorphism),

CpG, wieku DNAm i parametrow EAA.

4) Poprzez badanie wariantow SNP powigzanych istotnie statystycznie w skali calego genomu
z r6znymi parametrami EAA mozna oceni¢ role genow w determinacji epigenetycznego

starzenia.

Aby osiagnaé powyzsze cele zgromadzono probki DNA, szczegdélowe dane dotyczace stylu

zycia 1 wysokiej jakosci skany 3D twarzy od reprezentatywnej grupy oséb z Polski.



Przeprowadzone badania obejmowaty analiz¢ metylacji DNA w celu oceny indywidualnego
tempa starzenia epigenetycznego i analizy jego korelacji z okreslonymi cechami EVC. Analizie
poddano takze korelacje pomiedzy r6znymi cechami starzenia si¢ skory twarzy i wloséw glowy
a stopniem epigenetycznego starzenia. Dodatkowo z wykorzystaniem badania GWAS oceniono
asocjacje parametrow EAA z polimorfizmem typu SNP. Na koniec zestaw zidentyfikowanych
markeréw SNP, CpG, pomiary wieku DNAm i warto$ci parametrow EAA wykorzystano w celu
opracowania nowych modeli predykcyjnych dla réznych EVC zwigzanych z wiekiem i

postrzeganego wieku twarzy.

W rezultacie, porownujac ré6zne metody wstepnej analizy danych metylacyjnych, wykazano, ze
zegar Skin&Blood ma najwyzsza dokladnos¢ w przewidywaniu wieku chronologicznego
zardwno w probkach krwi, jak 1 wymazach z jamy ustnej, ze Srednim bledem bezwzglednym
(ang. mean absolute error, MAE) wynoszacym odpowiednio 2,47 i 3,86 lat. Na podstawie
przeprowadzonych analiz wykazano, ze metoda normalizacji danych typu ssNoob jest
odpowiednio zoptymalizowana do wstgpnego przetwarzania danych metylacyjnych,
poprzedzajacego zastosowanie roznych zegaréw epigenetycznych do predykcji wieku
chronologicznego. Przeprowadzone analizy ujawnity wysoka korelacje pomiedzy wiekiem
chronologicznym a wynikami analizy uzyskanymi z zastosowaniem r6znych wykorzystanych
w niniejszym badaniu zegaréw epigenetycznych (r > 0,9), podczas gdy pomigdzy parametrami
EAA wyznaczonymi z zastosowaniem roznych zegarow epigenetycznych stwierdzono jedynie

umiarkowane lub stabe korelacje.

Analiza asocjacji roznych czynnikéw socjodemograficznych z cechami starzenia si¢ skory
twarzy wykazata, Ze posiadanie wyksztalcenia wyzszego jest istotnie statystycznie zwigzane z
nizszym wiekiem postrzeganym twarzy, fotostarzeniem, opadaniem powiek, subiektywnym
tempem starzenia si¢ 1 pomiarami morfologicznymi, takimi jak wysokos$¢ twarzy 1 ust. Analizy
wykazaty, ze osoby 0 wyzszym statusie spoteczno-ekonomicznym postrzegane sg jako mtodsze
1 wykazuja mniej oznak starzenia si¢ skory. Osoby mieszkajace na obszarach miejskich maja
istotnie statystycznie mniej zmarszczek i nizszg subiektywng oceng starzenia. Zaobserwowano,
ze siedzacy tryb pracy koreluje z mtodszym wygladem i1 zwigzang z wiekiem krotsza
wysokoscig twarzy, podczas gdy praca fizyczna moze skutkowa¢ opadaniem powiek, co moze

by¢ zwiazane z wigkszg ekspozycja na stonce i promieniowanie UV.

Stwierdzono takze zwigzek réznych czynnikéw zwigzanych ze stylem Zycia ze starzeniem si¢
skory twarzy 1 wlosow gtowy w populacji polskiej. Praktykowanie jogi zostato powigzane ze

zmniejszonym stopniem wystepowania tzw. ,.kurzych tapek” i nizszym subiektywnym tempem



starzenia si¢. Stres byl w analizach istotnie statystycznie powigzany ze starszym wiekiem
postrzeganym, zwigkszong liczbg ,kurzych tapek” oraz zmniejszeniem morfologicznej
wysokosci twarzy i ust. Odkryto, ze aktywnos¢ fizyczna moze mie¢ wplyw na starzenie si¢
skory. Analizy wykazaty rowniez, ze wyzszy wskaznik masy ciala (BMI) jest istotnie
powigzany z réznymi wskaznikami starzenia si¢ skory, takimi jak opadanie powiek,
zwigkszony stopien wystgpowania teleangiektazji (tj. rozszerzonych naczyn krwionosnych) i
wypadaniem wloséw. Badanie ujawnilo istotny zwigzek pomiedzy paleniem tytoniu a
wystepowaniem zmarszczek na calej twarzy, ktore, jak stwierdzono, nasila si¢ w sposob

zalezny od dawki.

Co istotne, przeprowadzone badania wykazaly zwiazek pomiedzy cechami EVC a wiekiem
metylacyjnym 1 r6znymi miarami EAA. Estymator Skin&Blood zostal istotnie powigzany z
wyzszym wiekiem postrzeganym twarzy, a kalkulator Hannum wykazat istotny zwiazek z
wypadaniem wloséw. Wyzsze epigenetyczne przyspieszenie wieku powigzano z siwieniem
wloséw. Ponadto parametry EAA wyznaczone z zastosowaniem kalkulatorow PhenoAge,
GrimAge, FitAge, estymatora tempa starzenia, wskaznika ryzyka $miertelnosci (ang. mortality
risk score, MRS) 1 zegar metylacyjny diugosci telomerow wykazaly zwiazek z réznymi

miarami starzenia si¢ skory i siwienia wtosow.

Wyniki analizy GWAS wykazaly, Ze przyspieszone starzenie wyznaczone zegarem GrimAge,
bedace oceng ryzyka zgonu, jest powigzane z polimorfizmem 1573218878 (P= 2,87 x 107%).
Zidentyfikowany SNP zlokalizowany jest w genie SOCS2, ktory jest znany ze swojej roli w
mechanizmach zwigzanych z dlugowiecznos$cig. Stwierdzono takze istotne w skali
ogo6lnogenomowej asocjacje dla stopnia wystepowania zmarszczek z pozycja rs73943403
zlokalizowana w obrgbie wystgpujacego na chromosomie 18 genu RP11-78F17.1 (P = 3,72 %
10-8) oraz dla postrzeganego wieku z pozycja rs113125564 zlokalizowanego na chromosomie
19 genu ZC3H4 (P=1,23 x 10®). Ponadto za pomoca szeregu przeprowadzonych analiz EWAS
zidentyfikowano istotne statystycznie markery metylacyjne pod katem cech starzenia si¢
twarzy, a analiza ontologii genow (GO) wykrytych markeréw zmapowata je do 162 unikalnych
genow, w tym genu EDAR, ktory jest zaangazowany we wzrost wtosow, zgbOdw oraz rozwoj
chorob skory. Zidentyfikowane GO przypisano szlakom biochemicznym zaangazowanym w
procesy rozwojowe i komérkowe. Wyniki przeprowadzonych analiz pozwolily zidentyfikowac
nowe geny kandydackie 1 $ciezki zaangazowane w procesy starzenia si¢ skory, ktorych dalsza

analiza moze zosta¢ wykorzystana w przemysle kosmetycznym 1 dermatologii przy



opracowywaniu terapii 1 lekdw zapobiegajacych powstawaniu zmarszczek na twarzy lub

zmniejszajacych ich zakres.

Ostatecznie, wykorzystujac zidentyfikowane markery genetyczne i epigenetyczne, opracowano
nowe modele predykcyjne do estymacji wieku postrzeganego twarzy ze $rednim biedem
bezwzglednym na poziomie 4,07 lat oraz do predykcji stopnia wystgpowania zmarszczek z
doktadnosciag okreslong przez parametr AUC-ROC na poziomie 0,95. Opracowane modele
stanowig obiecujgce narzedzia o praktycznym zastosowaniu w  dochodzeniach
kryminalistycznych i moga zastepowac rolg §wiadkdéw zdarzenia, szczegdlnie w sprawach, w

ktérych nie ma podejrzanego, gdy informacje o wieku i cechach twarzy sg niedostepne.

Podsumowujac, przeprowadzone badania umozliwily pogtebienie wiedzy w zakresie procesow
starzenia si¢ skory twarzy i wloséw gtowy oraz wykazaty znaczacy wptyw zaréwno stylu zycia,
jak i zmienno$ci DNA na determinacj¢ cech EVC zwigzanych z wiekiem. Opracowane modele
wskazuja, ze wiek metylacyjny 1 parametry EAA sg przydatne w analizie predykcyjnej cech
wygladu. Ma to istotne implikacje dla badan kryminalistycznych, a takze otwiera nowe
mozliwosci w badaniach klinicznych. Modele moga znalez¢ zastosowanie jako narzgdzia do
oceny skuteczno$ci zastosowanych planéw interwencji przeciwstarzeniowej i zabiegow
kosmetycznych. Pomiar wplywu zastosowanego planu interwencji na zmiany widoczne w
zakresie cech wygladu moze dostarczy¢ cennych informacji w zakresie badan nad starzeniem
si¢ biologicznym. Nalezy zauwazy¢, ze systematyczna ewaluacja réznych zegardéw
epigenetycznych wykazala, ze najwyzsza przydatnoscig 1 najsilniejszym zwigzkiem z cechami
starzenia si¢ skory twarzy charakteryzujg si¢ estymatory GrimAge, FitAge 1 DunedinPoAm.
Wskazane estymatory mogg stuzy¢ jako biomarkery w przysztych badaniach nad starzeniem
si¢ skéry 1 badaniach kryminalistycznych. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja

obiecujace kierunki dla dalszych badan zar6wno w dziedzinie starzenia si¢, jak 1 kryminalistyki.

Stowa kluczowe: starzenie si¢ skory, starzenie si¢ wtosow skory gtowy, zegary epigenetyczne,

przyspieszenie wieku epigenetycznego



