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ANOTACE

Tato bakalarska prace je vénovana bunécné senescenci se zamérenim na zpUsoby
jeji indukce. Nejprve je obecné popsan proces bunétné senescence, historie jejiho
vyzkumu a jeji vztah s bunéénym cyklem, ktery je regulovan drdhami proteind p16,
p21, p53 a pRb. Dale jsou popsany dva typy bunéfné senescence, replikativni
a pfedCasna. V hlavni Casti je podrobné vysveétlen mechanismus indukce bunécné
senescence a induktory, které ji spoustéji. Mezi né fadime epigenetické modifikatory,
oxidativni stres, micro-RNA, telomery a onkogeny. U kazdého induktoru je popsan
jeho vznik, proces, jakym pusobi na buriky a jeho role ve vzniku bunééné senescence.
Predposledni kapitola se tyka detekce bunécné senescence in vitro i in vivo, ktera je
zde popsana pomoci tfi riznych metod. V zavéru prace neni zapomenuto
ani na mozné dusledky, které buné&fna senescence pfinasi, a to vramci bézného

starnuti, onemocnéni souvisejiciho s vékem a u terapeutickych zakrokd.

KLICOVA SLOVA

Senescence, bunécna smrt, starnuti, bunécny cyklus



ANNOTATION

This Bachelor's work deals with a cellular senescence focusing on the ways of its
induction. First, it generally describes the process of cellular senescence, the history
of its research and its relation with the cell cycle, which is regulated by the p16, p21,
p53 and pRb protein pathways. Next are described two types of cellular senescence,
replicative and premature. The main part explains in detail the mechanism of induction
of cellular senescence and inducers that trigger it. They include epigenetic
modificators, oxidative stress, micro-RNA, telomeres and oncogenes. Each inductor
is described by its origin, the process by which it acts on cells and its role
in the formation of cellular senescence. The penultimate chapter is about the detection
of cellular senescence in vitro and in vivo, which is described by three different
methods. In the end, itis also not forgotten about the possible consequences of cellular
senescence in the context of normal aging, age-related diseases and therapeutic

interventions.
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uvoD

Bunécna senescence je pomérné nové téma, se zacCatky vyzkumu ve druhé
poloviné 20. stoleti. Tyka se inhibice bunéfného cyklu, ktera je vtomto ohledu
nevratnym procesem, u néhoz nejsou dosud znamy zadné fyziologické stimuly,
které by dokazaly senescentni buriky navratit do jeho béhu. Od ostatnich bunék se liSi
nemoznosti replikace, i presto, ze uvnitf jsou zcela metabolicky aktivni.

Senescence je tedy tzv. starnuti bunék, které hraje dalezitou roli v omezeni
Sifeni poSkozenych bunék nebo bunék s defekty. Je stanovena a udrzovana dvéma
hlavnimi drahami proteint p53-p21 a p16-pRB. V aktivné se délicich burfikach mohou
byt odezvy senescence indukovany predCasné vlivem endogennich a exogennich
stimuld, které souvisi s proliferacnim stresem a/nebo jsou schopny vyvolat poSkozeni
DNA.

Cilem této bakalarské prace je rozebrat proces bunélné senescence.
StéZejni Cast prace je vénovana mechanismu jeji indukce a faktordm, které ji indukuiji.
Zaroven je i cilem pfiblizeni této problematiky a dusledku, které vliivem bunécné

senescence nastavaji.
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1 BUNECNA SENESCENCE

Bunécna senescence, neboli bunéfné starnuti, je nezvratna zastava
bunééného cyklu. Dochazi k ni v disledku vlivu riiznych stimull, do kterych fadime
posSkozeni DNA (deoxyribonukleova kyselina), zkracovani telomer a jejich dysfunkce,
onkogenni stres, a dalSi. V ramci zachovani homeostazi dochazi k inhibici bunécného
cyklu, zamezuje se replikaci starych nebo poskozenych bunék a neoplastické
transformace. Kromé zastavy bunécného cyklu senescentni buriky prodélavaji mnoho
jinych fenotypovych zmén, jako je metabolické pfeprogramovani, pfeusporadani
chromatinu, nebo autofagova modulace (Herranz et al., 2018; Mufoz-Espin et al.,
2014; Wang et al., 2018). Dale senescentni bunky produkuji a sekretuji slozitou
kombinaci faktorl, které se spole€né oznacuji jako senescencné-asociacni sekre¢ni
fenotyp. Ten zprostfedkovava vétsinu jejich neautonomnich efektd. Vzhledem k tomu,
ze ovliviuji sekre¢ni fenotyp nékolika fyziologickych a patologickych procesu,
vCetné rakoviny a s vékem souvisejicich onemocnéni (napf. Alzheimerova choroba,
diabetes mellitus 2. typu, rakovina), se v souasné dobé& prozkoumavaji pro-
senescentni a anti-senescentni terapie (Herranz et al., 2018).

Senescentni buriky maji pleiotropni uc¢inek na vyvoj, starnuti a regeneraci tkani,
hojeni ran a potlaceni nadoru. Jejich odstranéni ze starnoucich tkani
nebo preneoplastickych 1ézi mize zpomalit tkanovou dysfunkci a vést ke zhorSeni
zdravotniho stavu. AvSak dulezitou prekazkou v oblasti starnuti je identifikace
univerzalniho biomarkeru, ktery usnadnuje detekci a kvantifikaci typu senescentnich
bunék in vitro a in vivo. Senescentni buriky se hromadi ve starnouci a kuzi, kde pfisivaji
k patologickym stavim a zménam kuze (Wang et al., 2018).

Na rozdil od apoptdézy (programované bunécné smrti) zUustavaji senescentni
buriky Zivotaschopné a metabolicky aktivni (Rodier et al., 2011). Pfestoze mohou byt
rozpoznané Tn lymfocyty (pomocné T lymfocyty) zachyceny makrofagy a NK burikami
imunitniho systému, jejich poCet se zvySuje spolu s pfirozenym starnutim tkani
(Hoenicke et al., 2012; Kang et al., 2011). Neni v3ak zifejmé, kde je hranice
mezi vstupem do senescence a apoptdézou. Bylo v8ak prokazano, ze bunky v S-fazi
podléhaji procesu apoptoézy pokud jsou vystaveny subletalnim koncentracim peroxidu
vodiku (H202). Naopak u bunék ve fazich G1 a G2/M dochazi k zastavé bunétného
cyklu. Kromé toho hraje dulezitou roli i stres. Zatimco nizka davka oxidativniho

stresoru H202 mulze indukovat senescenci v diploidnim lidském fibroblastu,

14



vysSi davky zpUsobuji apoptézu. To podporuje hypotézu, ze senescence a apoptdza
jsou dva paralelni procesy, zpusobeny ruznym poskozenim bunék. Tyto dvé cesty
se mohou protinat na jednom nebo vice zatim nedefinovanych mistech (Bladier et al.,
1997; Chen et al., 2000).

1.1 Historie

V roce 1908 se Alexis Carrel zajimal o rist bunék v kulturach. V roce 1912 pfiSel
s kulturou z bunék fibroblastl z kufecich srdci, ktera poté rostla v jeho laboratofi
po 34 let. Tato prace vedla k obecnému pfijeti mySlenky, Ze buriky obratlovcl
se mohou neomezené délit (Witkowski, 1985).

Na bunécné urovni bylo starnuti poprvé popsano Leonardem Hayflickem
a Paulem Moorheadem v roce 1961 (Hayflick et al., 1961). Ti prokazali, Zze somatické
bunky savcd maji omezeny pocet bunécného déleni, po kterém vstoupi
do nezvratného zastavu rustu nazyvaného bunééna senescence. Molekularni zaklad,
na nimz stoji Hayflickovo pozorovani vySlo az o desetileti pozdéji. Na pocatku
sedmdesatych let Watson a Olovnikov navrhli, Ze béhem semi-konzervativni
DNA replikace linearnich chromozomu, by odstranéni koncového RNA (ribonukleova
kyselina) primeru, ktery je zapotiebi k zahajeni syntézy zpozdujiciho se fetézce,
mélo za nasledek vytvofeni mezery, ktera jiz nemuze byt naplnéna konvencni
DNA polymerazou. Dusledkem tohoto ,problému konce replikace® dochazi ke zkraceni
chromozomalnich terminalnich sekvenci, nazyvanych telomery, béhem kazdého
replikacniho cyklu (Blackburn et al., 1984; Olovnikov, 1973; Allsop et al., 1992).

Bunétna senescence byla plvodné definovana jako stabilni vystup
z bunécného cyklu, ktery byl zplsoben konecnou proliferacni kapacitou kultivovanych
lidskych fibroblastl (Hayflick et al., 1961). V souCasné dobé se starnuti bunék
povazuje za stresovou reakci, ktera muze byt vyvolana Sirokou Skalou vnitfnich
i vnéjSich faktora.

V Cervenci roku 2013 se uskutecnila v Cambridge mezinarodni konference
,Bunéfna senescence v oblasti rakoviny a starnuti“, ktera definovala bunécénou
senescenci. Starnuti bunék je stabilni zastaveni jejich déleni, které je iniciované fadou
molekularnich spoustécu, vcetné aktivovanych onkogenu a nadbytecného déleni
bunék. Navic senescentni burniky produkuji smés zanétlivych a tkanovych regulatoru,

které  ovliviuji chovani  sousednich  bunék, vCetné téch imunitnich.
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Bunécna senescence je  dllezitym  mechanismem v potlaeni  nadorq,
soucasné pravdépodobné pfispiva k starnuti tkani a organismu (Campisi, 2013).
1.2 Bunéény cyklus

Bunécny cyklus je proces zacinajici vznikem buriky az po jeji rozdéleni
na dvé bunky dcefiné. Jedna se o koordinovany sled procesu, jehoz vysledkem
je replikace genetického materialu spolu s dalSimi  bunéCnymi  sloZkami
do dvou dcefinych bunék. Bunéény cyklus muzeme obecné rozdélit do dvou Casti,
kterymi jsou interfaze a mitoticka faze.

V interfazi probiha rast buriky, jejich organel a bunécné stény. Celkem se sklada
ze tfi fazi, G1, S a G2. V G1 fazi dochazi k rastu a ur€eni funkce bunéénych organel,
syntéze nukleotidu a enzymu potiebnych pro replikaci DNA. V S fazi dochazi v burice
k replikaci DNA. V G2 fazi pokraCuje burka v rustu, dochazi k tvorbé mitotického
aparatu a pfipravé na mitotickou fazi neboli M fazi (Slaby, 2015). M faze je pomérné
kratSi ve srovnani s interfazi. Dochazi k zastaveni ristu a k samotnému déleni buriky,
ke karyokinezi (jaderné déleni), kterou muzeme dale rozdélit na profazi, metafazi,

anafazi a telofazi, a cytokinezi (cytoplazmatické déleni) (obrazek 1).

M-FAZE

1
1 jaderné
]

déleni cytokineze

INTERFAZE

S-FAZE SRk

(replikace DNA)

Obréazek 1: Schéma bunécného cyklu (pfevzato a upraveno z Alberts et al., 1998).

16



1.2.1 Regulace bunééného cyklu

Bunéc&ny cyklus obsahuje nékolik kontrolnich bodu. Pokud se pfed kontrolnim
bodem bunécného cyklu vyskytne né&jaky defekt, ktery zneschopriuje spravné déleni
buriky, mechanismus kontrolniho bodu zabrani vstupu buriky do dalSi faze cyklu.
Prvni kontrolni bod se nachazi na konci G1 faze. Tento bod rozhoduje, zda se burka
bude délit, bude déleni oddaleno, nebo se cyklus zastavi a pfejde do klidové GO faze.
Vyjimkou jsou napf. jaterni bunky, které jsou schopny se z GO faze dostat do G1 faze
a zaCit se opét délit. Druhy kontrolni bod je v G2 fazi, ktery kontroluje buriku
pred vstupem do M faze. Treti bod se nachazi v anafazi a kontroluje, zda jsou
chromozomy spravné navazany na délici vieténko, aby mohlo dojit k jejich rozchodu
k polim buriky.

Regulace bunécného cyklu je dale zajisténa proteiny, které reaguji na vnéjsi
cykliny a cyklin-dependentni kinazy (CDK). Cykliny obsahuji regulacni podjednotky
a jsou aktivatory CDK, ktera naproti tomu obsahuje podjednotky katalyticke.
Funkci aktivované CDK je fosforylace pfislusSného proteinu a jeho aktivace
¢i inaktivace, ktera rozhoduje o vstupu do dal$i ¢asti buné&ného cyklu (Slaby, 2015;
Uhlmann et al., 2011).

Jeden z nejvyznamnéjSich proteint pro transkripci genl je retinoblastomovy
protein (pRb), slouzici pro syntézu DNA a pokracovani bunééného cyklu z G1 faze
do S faze. Slouzi zde jako inhibitor a zabranuje tak nekontrolovatelnému mnozeni
bunék. Principem je jeho navazani na transkripCni faktor E2F, ktery se diky tomu stane
neaktivnim. Jeho dalSi aktivace je mozna az po fosforylaci proteinu pRb pomoci CDK
(konkrétné komplexem cyklinu D a CDK4/6), kde se z néj uvolni a translokuje
do bunécéného jadra, ve kterém spousti transkripci (Slaby, 2015). V buné¢ném jadre
dale reguluje replikaci a naslednou opravu DNA, prabéh mitézy a apoptozy.
U pfechodu z S faze do M faze se namisto cyklinu D podili cyklin B, ktery tvofi komplex
s CDK1 kontrolujici geneticky material a stav buriky pro mitézu (Ubersax et al., 2003).

DalSim dualezitym proteinem je transkrip&ni faktor p53, ktery je kddovan genem
TP53. Jeho ukolem je pusobit inhibi¢né proti vzniku nador (Vousden et al., 2002).
Protein p53 je aktivovan pomoci inhibitord CDK. Po aktivaci sam aktivuje transkripéni
gen p21. Protein p21 je schopen zastavit bunéény cyklus a zpUsobit apoptézu buriky,

kterou pomoci vzniklych bariér chrani pfed vznikem tumoru. Pokud burika tento faktor
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postrada, dochazi k replikaci poSkozené DNA a tim k rozsifeni tumoru do dalSich
bunék (Voulgelstein et al., 2000).

2 TYPY SENESCENCE

Bunécnou senescenci mizeme rozdélit na dva typy, replikativni senescenci

a predCasnou senescenci.

2.1 Replikativni senescence

Replikativni senescence je proces, do kterého se viabilni somatické bunky
dostavaji po zastavé bunécného cyklu v G1 fazi, ktery je nevratny a bunky
v ném mohou setrvat i nékolik let. Zaroven je spojen s vyraznymi zménami genové
exprese a funkce (Effros, 2007). V dalSich studiich bylo zjisténo, Ze replikativni
senescence je zpusobena nestabilitou telomer. Telomera je komplex telomerni
DNA a vazajicich faktort (napf. TRF, faktor vazajici thyrotropin), které vazou opakuijici
se telomerové sekvence. Replikativni senescence je stav zplUsobeny neustalym
zkracovanim telomer v pribéhu bunécného cyklu, kdyz pocet déleni dosahne
tzv. Hayflickova limitu, coz je v priméru 50-60 déleni. Vznikaji tedy pIné Zivotaschopné
bufiky s nemoznosti se dale délit. Prvni studie probihaly na lidskych plicnich
fibroblastech, kdeZto dalSi pak i na jinych typech bunék, jako napf. v burikach epitelu
¢i hepatocytu (de Lange, 2004; Slaby, 2015).

Mezi nejCastéjSi induktory replikativni senescence radime perzistentni viry

a nadorové antigeny (Chou et al., 2013).

2.2 Pred¢asna senescence

Senescence nemusi byt zpusobena pouze zkracovanim telomer, jako je tomu
u replikativni senescence, ale muze byt nasledkem jinych vlivd. Mezi né fadime
onkogeny, stres, nebo poskozeni genetického materialu (Suzuki et al., 2008).

PfedCasna senescence se dostala do popredi zajmu hlavné kvuli vzrastajicimu
poctu osob s chorobou pred€asného starnuti, pficemz znacna ¢ast syndromd pochazi
z mutaci konkrétnich gend. Napf. syndromy vychazejici z laminopatie (genetické
poruchy vychazejici z mutaci genl, které koéduji laminy a interagujici proteiny),
které pochazi z mutace genu LMNA nebo ZMPSTE24 (Schreiber et al., 2013).
Radime sem i mutace nebo delece gen(, které se podileji na znovuobnoveni
poskozené DNA nebo remodelovani chromatinu. V tomto ohledu podporuji sirtuiny

nebo tiché informacni regulacni proteiny (SIRT) protistarnouci procesy ve spektru
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biologickych procesl, jako je metabolicka regulace, udrzeni genomu, suprese nadoru
nebo zanétl (obrazek 2). Sirtuiny jsou evoluéné zachovalé NAD*
(nikotinamidadenindinukleotid) dependentni deacylasy a ADP-ribosyltransferasy
(adenosindifosfat-ribosyltransferaza). U savcl bylo identifikovano sedm typu
sirtuinovych protein se zachovalymi centralnimi katalytickymi jadry ohranienymi
riznymi aminovymi a karboxylovymi zbytky, které davaiji sirtuinim jejich individualitu
z hlediska struktury, bunééné lokalizace a fungovani (Ghosh et al., 2014; Choi et al.,
2014; Saunders et al., 2007).
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Obrazek 2: Schéma regulace bunécné senescence pomoci sirtuint (pfevzato a upraveno z Ghosh S.
et al., 2015).

3 INDUKCE SENESCENCE

Omezeny proliferativni potencial zivociSnych bunék je obecné chapan
jako dusledek zkracovani telomer. Progresivni zkracovani telomer nakonec odhaluje
neuzaviené dvojité prasknuti DNA, které spousti perzistentni aktivaci DDR
(reakce na poskozeni DNA). Na neuzaviené dvojité prasknuti DNA na konci telomer
se pfipojuje zmutovana ataxia telangiectasia (syndrom Louis-Barové;
vzacny neurodegenerativni syndrom postihujici napf. i kOzi a oc€i), ktera dale
fosforyluje a aktivuje gen p53. PoSkozeni DNA v genomu, které je indukované fadou

genotoxickych stresorl (napf. ionizujici zafeni, ultrafialové zareni, oxidacni Cinidla),
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také aktivuje DDR a nasledné reguluje protein p53. Aktivovany protein p53
transkripéné indukuje pleiotropni faktory, jako je protein p21 a fada dalSich.
Tyto pleiotropni faktory pak spoleCné reguluji proces senescence (obrazek 3)
(Rufini et al., 2013; Shay et al., 2005).
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Obrazek 3: Drahy proteinti p53, p21, p16 a pRb v roli bunécné senescence (pfevzato z Beausejour
C. M., 2003); zkratky: pRb — retinoblastomovy protein.

Kanonické poskozeni DNA, aktivace onkogenu nebo DNA replikativni stres
vyvolany nadmérnou expresi cyklin (napf. CDK2) také zpusobuji indukci senescence.
Exprese onkogenné mutovaného proteinu Ras (Rasv12) v primarnich fibroblastech
ma za nasledek trvalé zastaveni bunécného cyklu zavislé na proteinech p53 a p16.
Aktivace onkogenu vede k produkci reaktivnich forem kysliku nebo hyperaktivaci
DNA replikace, coz vede k DDR a aktivaci proteinu p53. Inaktivace pRb
zprostfedkovana proteinem p16 také trvale zastavuje bunécny cyklus,
ale je nepravdépodobné, Ze je regulovana odpovédi na kanonické poskozeni DNA.
Spide je stimulovan jinymi stresovymi mechanismy véetné p38-MAPK (mitogenem
aktivovana protein kinaza) drahy. Naproti tomu je protein p16 vyrazné potlacovan geny
skupiny Polycomb (napf. Bmi-1). Jejich nedostatek vede k pfedCasné senescenci,
a naopak nadmérna exprese vyvolava imortalizaci bunék. Draha p16-pRb muze

fungovat ve vétSiné forem senescence bud samostatné, nebo v kombinaci s drahou

20



p53-p21 v zavislosti na stresoru nebo typu bunky (Johmura et al., 2016; Wong et al.,
2009).

Mezi indukci senescence nezavislou na proteinech p53 a pl6 fadime
napf. proliferaci vyvolanou proteinem Raf-1 v lidskych epitelidlnich bunkach prsu,
ktera je nezavisla na pfitomnosti funkéniho proteinu p16 nebo na inaktivaci protein(
p53 a pRb (Olsen et al., 2002).

3.1 Mechanismus indukce senescence

Bunéfna senescence muze byt indukovana rdznymi podnéty (obrazek 4).
VSechny stimuly indukujici bunéfnou senescenci nakonec aktivuji reakci,
ktera zpusobi poskozeni DNA. Poté dojde k aktivaci obou drah kontrolnich bodu kinazy
p53 a p38-MAPK. Aktivovany protein p53 transkripéné reguluje protein p21,
ktery inhibuje cyklin-dependentni kinazu 2 (CDK2). Kinaza CDK2 zprostfedkovava
inaktivaci proteinu pRb, ktera pak brani vstupu bunék do S faze bunééného cyklu.
Draha p38-MAPK zvySené reguluje protein pl16, ktery brani CDK4 nebo CDKG6
v inaktivaci proteinu pRb. Ackoliv proteiny p53 i pRb jsou nezbytné pro indukci
senescence, jejich pouha aktivace je pro ni nedostatec¢na. Specifické mechanismy
a faze, ve které senescentni buriky opoustéji bunécny cyklus, jsou zatim nejasné
(Adams, 2009; Johmura et al., 2016; Kuilman et al., 2010).

Aby bylo mozné urcit, ve které fazi senescentni buriky vystupuji z bunééného
cyklu, je potfeba pouzit fluorescenéni zobrazovaci analyzu zaloZenou na indikatorech
(napf. FUCCI indikatory) a ubikvitinaci (oznaceni proteinl, které jsou urceny
k odbourani). Vétsina lidskych diploidnich bunék vlivem nékolika stimulu, které indukuji
senescenci, poukazuji na degradaci indikatoru S/G2 faze (FUCCI mAGL1 indikator)
a akumulaci indikatoru G1 faze (FUCCI mKO2 indikator) bez vstupu do mitdzy
(Johmura et al., 2014). Bunky vlivem riznych stimul( indukujici senescenci preskakuji
vramci bunéfného cyklu mitézu a vykazuji tetraploidii v G1 fazi pred vstupem
do trvalého stavu zastaveni proliferace. Obdobné funguje i inhibice CDK1 a CDK2
pomoci proteinu p21 v G2 fazi. PrfedCasné se aktivuje anafazu podporujici
komplex/cyklozom ((APC/C)c4), jehoz ucelem je degradace rlznych substratl
APC/C. Degradace téchto substrati vede k dlouhodobému zastaveni rustu v G2 fazi
jako nasledek poskozeni DNA (Johmura et al., 2016; Wiebusch et al., 2010).
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Ztrata mitotickych proteinu, které jsou potfebné pro postup z G2 faze do mitézy
je hlavni pfi¢inou, pro€ bunky pfeskakuji mitézu. Tato ztrata mitotickych regulator,
jakozto i pfeskakovani mitdzy je zavisla na funkénim proteinu p53. | pouha prechodna
exprese p53 v G2-fazi stacCi na prfeskoCeni mitdzy s naslednou indukci senescence.
Dale p53 potlacuje transkripci mitotickych regulatori pomoci inaktivace pRb rodiny
kapesnich proteint (pRb, p107 a pl130). Aktivace p53 v G2 fazi je tedy kritickym
faktorem indukce senescence pomoci predasné aktivace (APC/C)CdM a inaktivace

pRb rodiny tzv. ,pocket proteint“ (Baus, 2003; Johmura et al., 2016; Wiebusch et al.,
2010).

Various senescence-inducing stimuli
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Obrazek 4: Schéma molekularnich drah u pfeskoceni mitézy (pfevzato z Johmura Y. et al., 2016);
zkratky: APC/C — anafazi podporujici komplex; DNA — deoxyribonukleova kyselina; H.O, — peroxid
vodiku; pRb — retinoblastomovy protein.

3.2 Faktory indukujici proces senescence

3.2.1 Epigenetické modifikatory

Epigenetické zmény se v bunkach vyskytuji jako dynamicka vlastnost,
ktera aktivuje nebo inaktivuje Ffadu genl (obrazek 5). Mezi tyto zmény fadime
methylaci DNA, deacetylaci, ubikvitinaci a fosforylaci. Methylace DNA hraje

vyznamnou roli v bunécné senescenci (Laird, 2005; Lleonart et al., 2009).
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Hladina methylace v genomu se postupné snizuje béhem replikativni senescence
a dochazi ke globalni hypomethylaci. To je spojeno se snizenim exprese methylového
enzymu DNMT1 (DNA (cytosine-5)-methyltransferaza 1). Senescence je doprovazena
zménami v methylaci DNA vtumor supresorovych genech a stochastickymi
pro protein pl6. Methylace promotoru proteinu pl6 zpusobuje inhibici, naslednou
ztratu proteinu a pfispiva i k imortalizaci lidskych epitelialnich bunék (napf. v prsni
Zlaze). Nahodna methylace, ktera souvisi se senescenci se vyskytuje v dusledku
selhani aktivity methyltransferazy a/nebo vystaveni faktoram prostfedi a zdravi jedince
(Ushijima et al., 2005).
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Obrazek 5: Schéma epigenetickych modifikatort u bunééné senescence (prfevzato z Crowe E. P.
et al., 2014); zkratky: BRD4 — brodomain obsahujici protein 4; DDR — reakce na poskozeni DNA;
G9A/GLP — komplex histon lysin dimethyltransferazy; HDAC1 — histon diacetylaza 1;
HMGAL/2 — vysoce mobilni skupina proteinti charakterizovana proteinem vazajicim DNA;
HMGBL1 — vysoce mobiini protein 1; HMGB2 — vysoce mobilni protein 2; MacroH2A1 — histon
macroH2A1; MLL1 — protein smiSené linie leukemie 1; SADS — nahly syndrom arytmické smrti;
SAHF — heterochromatinova ohniska spojena se senescenci; SASP — sekrecni fenotyp souvisejici
se senescenci; SIRT1 — tichy informacni regulaéni protein 1.

Svou roli zde hraje i methylaCni enzym S-adenosylhomocystein hydrolaza
(SAHH). Inaktivace SAHH pfemostuje replikativni senescenci, indukuje imortalizaci
bunék a tim ovlivihuje drahy p53 a pRb. Navic SAHH byl v lidskych nadorovych
bunkach na urovni mRNA (mediatorova RNA) a proteinti zménén. To poukazuje na to,

Ze by tento enzym mohl patfit do skupiny supresorovych gend u nadord.
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Fakt, ze SAHH je schopen modulovat senescenci posiluje vyznam methylacnich
enzymU u imortalizace a vyvoji rakoviny (Leal et al., 2008; Lleonart et al., 2009).

Analyza methylace DNA v genomech T-bunék (CD4") ziskanych z novorozence
a stoletého jedince odhalila globalni ztratu methylace DNA, ktera souvisi s vékem
s diferencialné methylovanymi misty v promotoru (10 %), exonickych (10 %),
intronickych (45 %) a intergenickych (35 %) oblastech (Heyn et al., 2012).
Kdyz Hein et al. (2012) srovnavali globalni methylacni hladiny
v genomech novorozencu a stoletych jedincu vici 26letym jedincdm, zjistili, Ze hladina
globalni methylace DNA je u 26letych jedincl ve stfednich hodnotach. Navrhli tedy
model, ktery popisuje, Zze burky postupné hromadi zmény methylace DNA v prabéhu
véku (Sidler et al., 2017).

Béhem prvnich krokd vedoucich k senescenci ma vyznamnou roli akumulace
domén heterochromatinovych ohnisek. Tyto heterochromatinova ohniska spojena
se senescenci (SAHF) se shoduji s cilovymi promotory E2F. Pro vznik SAHF
jsou dulezité proteiny p53 i pRb. Senescence v reakci na aktivaci onkogenu také
zahrnuje tvorbu SAHF. Z didvodu absence telomerazy se telomery a subtelomerni
mista staly deheterochromatizovanymi. Na zakladé této skutecnosti pfisli Zhang
a Adams (2007) s modelem, ktery navrhoval, Ze béhem senescence
jsou heterochromatické znaky redistribuované z mist konstitutivniho
heterochromatinu, jako jsou napf. telomery nebo pericentromery, do mist fakultativniho
heterochromatinu, jako je SAHF (Lleonart et al., 2009; Zhang et al., 2007).

Hypomethylace se primarné vyskytovala u promotort chudych na CpG (cytosin-
fosfat-guanin) nebo u tkanoveé specifickych promotor(. Je ¢astéjSi v oblastech genomu
obohacenych polykombovymi proteiny nebo permisivnimi modifikacemi histonu.
Naopak hypermethylace DNA se primarné vyskytovala v sekvencich bohatych
na CpG. Kdyz byly porovnany znaky genové exprese a methylace DNA u WI38 bunék
v prubéhu jejich zivota, byla pozorovana stejnou tendenci hypomethylace
DNA s nékterymi misty genomu, které jsou hypermethylované. AvSak zfidka
odpovidaly  diferencialni  genové  expresi. Zatimco  methylacni  stav
hypermethylovanych mist byl v rlznych tkanich pomérné robustni, hypomethylacni
mista vykazovala vétsi tkanovou specifitu. Hypomethylovana mista se béznéji nalézaji
na CpG krajich nez ty hypermethylované, které se ve velké mife vyskytuji
v polykombovych genech. Hypermethylace je vice mistné specificka ve srovnani
s hypomethylaci (Lleonart et al., 2009; Sidler et al., 2017).
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Posun k hypomethylaci konstitutivnino heterochromatinu a hypermethylace
promotoru v genech podporujici bunéény cyklus mohou vyvolat zvySenou nestabilitu
genomu a vést k trvalému zastaveni buné¢ného cyklu. Kromé toho muze diferencialni
methylace CpG promotoru také pfispét ke zménam v profilech genové exprese

v prubéhu senescence (Lleonart et al., 2009).

3.2.2 Oxidativni stres

Reaktivni formy kysliku (ROS) mohou zpusobit vazné poskozeni bunék.
Kumulativni  oxidaéni poSkozeni zpUsobuje nebo urychluje senescenci,
zatimco imortalizované buriky jsou rezistentni vici senescenénimu ucinku oxidacniho
poskozeni. SniZzeni koncentrace kysliku v prostfedi bunék z 20 % na 1-5 % je zdrojem
oxidativniho stresu, kdy bunky zvySuji replikacni ZzZivotnost mezi 20-50 %
(Chen et al., 1995; Lleonart et al., 2009). Pokud jsou redoxni regulaéni u€inky oxidantd
vrovnovaze, ROS hraji dulezitou roli v signalnich transdukénich kaskadach
zvysSujicich nebo inhibujicich bunééné osudy (jako je proliferace nebo diferenciace).
Kdyz se dosahne oxida¢niho stavu a prodlouzi se, mize dojit ke vzniku senescence,
kde dulezitymi mediatory progrese bunécné senescence jsou pravé ROS. K indukci
bunétné senescence muze dojit exogennim navySenim H202. Endogenni ROS,
jako je superoxid O2- a vysoce reaktivni hydroxylovy radikal -OH, mohou v procesu
senescence prispivat k udrzeni nezvratné zastavy rustu (Ho6hn et al., 2017; Sien,
2015).

Organismus, jeho tkané, bunky a makromolekuly se dostavaji do styku s ROS
uvnitf bunék nebo v jejich prostfedi. Podle toho rozliSujeme zdroje ROS na endogenni
a exogenni (obrazek 6). Do exogennich zdroju Ffadime ultrafialové zafeni, ionizujici
zareni a umeélé zdroje jako jsou chemoterapeutika, environmentalni toxiny, a dalSi
znedistujici latky. Mohou vyvolat rizné mutace DNA a navySit mnozstvi ROS
v mitochondriich a cytosolu. Vystaveni exogennim zdrojim, které iniciuji produkci
ROS, je pFevladajici u koznich bunék, které jsou neustale v kontaktu s vnéjSim
prostfedim. Zafeni muize reagovat s kyslikem a vytvofit O2:, -OH, nebo OH-
(hydroxylovy  anion), které jsou schopny narusit strukturni integritu
DNA prostfednictvim rozpadu vazeb mezi dusikatymi bazemi a fosfodiesterovymi
vazbami. Nékteré xenobiotika interferuji s mitochondrialni bioenergetikou a podporuji
tim produkci O2- (Pole et al., 2016; Valko et al., 2006).
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Obrazek 6: Exogenni a endogenni zdroje ROS (pfevzato z Pole A. et al., 2016); zkraty:

DNA — deoxyribonukledza; DDR — reakce na poskozeni DNA; pRb — retinoblastomovy protein;
ROS - reaktivni formy kysliku;, SASP — sekrecni fenotyp souvisejici se senescenci.

Vétsina ROS je produkovana endogenné v bunécnych kompartmentech
riznymi enzymy. Napf. v endoplazmatickém retikulu je tvorba ROS zpusobena
unikovym prenosem elektron z NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat)
na cytochrom P450. NADPH oxidazy (NOX) jsou skupinou enzymu s oxidazovou
aktivitou, které jsou dulezité pfi produkci volnych radikal( souvisejicich se senescenci.
Tyto vysoce reaktivni molekuly ROS maji schopnost naruSovat fungovani buriky
v ramci indukce bunécéné smrti €i bunécné senescence. Hraji klicovou roli ve vékové
podminéné endotelové dysfunkci a jsou také zapojeny do pfenosu mechanickych
signalu stresu prostfednictvim zmény redoxni rovnovahy, procesu zvanym redoxni
biologie. Na rozdil od vysoké hladiny ROS, ktera ma za nasledek posSkozeni
makromolekul, se redoxni biologie tyka modulace hladin ROS, které aktivuji signalni
cesty k zahajeni biologickych proces, jako je proliferace, zanét a starnuti. V zavislosti
na koncentraci ROS a subcelularni lokalizaci muze byt bunééna odezva
bud poSkozeni vyvolané oxidativnim stresem nebo redoxni signalizace.
Napfiklad vySeni hladiny  mitochondrialniho O2: prodluzuje Zivotnost,
zatimco cytosolické ROS Zivotnost zkracuji. Dale jsou ROS nezbytné pro aktivaci
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autofagie a inhibici produkce ROS antioxidacni IéCbou, ktera vede k bunécné smrti.
ROS jsou tedy signalni molekuly, které jsou schopny vyvolat bud pfiznivé
nebo Skodlivé ucinky v zavislosti na intracelularnich a environmentalnich faktorech
(Bu et al., 2017; Krause, 2007; Pole et al., 2016; Schieber et al., 2014).

Vétsina intracelularnino ROS je produkovana mitochondriemi, které jsou jejich
nejvyznamnéjSim zdrojem, pfes mitochondrialni elektronovy transportni fetézec.
Elektronové nosice NADH (nikotinamidadenindinukleotid) a FADH:
(flavinadenindinukleotid) pfivadéji elektrony do komplexu | (NADH dehydrogenaza)
a komplexu 1l (sukcinatdehydrogenaza) a nakonec se pfenesou do komplexu Il
(komplex cytochromu bcl) a IV (cytochrom c oxidaza). Po komplexu IV jsou elektrony
zachyceny molekularnim kyslikem a nasledné jsou potfebné pro tvorbu vody.
Avsak pokud se jedna o dysfunkéni mitochondrii, muzou mit elektrony tendenci
pfed€asné unikat v komplexu | a lll, coz vede ktvorbé oxidantid jako je O2--.
Pfi produkci v mitochondriich ma tato radikalovd molekula schopnost narusit
mitochondrialni integritu a zpUsobit nezvratné poskozeni a mutace molekul DNA
a proteinu, které vedou k vytvorfeni smycky pozitivni zpétné vazby. Smycku pozitivni
zpétné vazby mohou také podporovat drahy proteind p53/p21 a p16/pRb.
Jakmile je zastaven bunécny rust, zaCnou se exprimovat SASP (sekre¢ni fenotyp
souvisejici se senescenci) faktory. Faktory SASP mohou zpomalovat zpétnou vazbu
a podporovat tvorbu ROS, tim i poSkozeni mitochondrii a jaderné DNA. Tato poskozeni
se predavaji bunkami dal do dalSich cykld senescentni indukce. Zlomek populace
senescentnich bunék by mohl byt odstranén imunitni funkci, vétSina bunék prezije
a metabolicky aktivné vytvofi vice SASP faktorl. To nakonec vede k degeneraci
a dysfunkci tkani. Stejné tak mohou ROS indukovat dysfunkci telomer (Barja, 2014;
Brand et al., 2004; Hohn et al., 2017; Pole et al., 2016).

Oxidacni stres zpusobeny kyslikem, H202 a terc-butylhydroperoxidem indukuje
pred€asnou senescenci. Tato Cinidla a dalSi stresory v€etné aktivovanych onkogen
(jako je H-RasY'?) indukuji tvorbu ROS. Senescence jimi indukovana probiha
pres mitochondrialni i ne-mitochondrialni drahy, které se sbihaji v drahy protein p53,
pRb, p16 a p21. ROS zplUsobuje senescenci spojenou se zastavenim bunééného cyklu
spusténim drahy DDR pro stabilizaci p53 a transaktivaci exprese genu p21. V pfipadé
pretrvavajiciho poskozeni DNA je p16 aktivovan cestou p38-MAPK a jaderny lamin B1
je inhibovan, coz zpusobuje remodelaci chromatinu spojenou s tvorbou vysoce

kondenzovanych oblasti chromatinu SAHF. Spolu s perzistentni DDR jako pozitivni
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zpétnou smyckou je uzce spojen pravé jak SAHF, tak i SASP a spoleCné posiluji
senescenci. Dale ma zvySena aktivace proteinu pl6é a nasledné zvySeni
hydrofosforylovaného stavu proteinu pRb za nasledek epigenetickou dysregulaci
proteinU skupiny polycomb, hlavné BMI1. Protein BMI1 epigeneticky potlacuje lokus
pl6!NK4a  prostfednictvim  polycombovych  represivnich  komplexih  PRC-
zprostfedkovanych modifikaci histon(i. U&astni se opravy DNA a je schopen inhibovat
ROS. Déle se mUze lokalizovat v mitochodrii, kde reguluje mitochondrialni funkce.
SniZzena produkce proteinu BMI1 béhem senescence muze tedy pfispét k jeji indukci
zprostfedkovanou pomoci ROS (Bu et al., 2017; Colavitti et al., 2005; Pole et al., 2016;
Young et al., 2013).

Pokud je prostfednictvim ektopické exprese glykolytického enzymu zvySena
glykolyza, imortalizuje primarni MEF (faktor zvétSujici myocyty), které tim chrani
pred oxidacnim poskozenim. Vyskytuje se u vétSiny rakovinnych bunék a tkani
aje bézné oznaCovana jako Warburguv efekt. Inhibice glykolyzy tedy muze
predstavovat alternativni terapii pro 1éCbu rakoviny. Inhibice fosfoglycerat mutazy

v primarnich MEF indukuje pfed€asnou senescenci (Evans et al., 2005).

3.2.3 Micro-RNA

Micro-RNA (miRNA) Fadime do tfidy neprotein kodujicich gend, které hraji
dulezitou roli v post-transkripCni regulaci genové exprese. Zralé miRNA jsou
dvouvlaknové RNA molekuly o 19 az 22 nukleotidech, které jsou produktem nékolika
krokl Polll-transkribovanych primarnich RNA transkript. Poslednim krokem v miRNA
draze je pfipojeni jednoho ze zralych RNA Fetézcl do RNA indukovaného potlacujiciho
komplexu (RISC), ktery se nasledné vaze na mMRNA surditym stupném
komplementarity, ¢asto v 3'UTR mRNA (3'netranslatovana oblast mRNA). V zavislosti
na stupni komplementarity mezi dvémi sekvencemi se miRNA podileji na sekvencné
specifické degradaci mMRNA nebo na inhibici translace proteini pomoci sterické
zabrany (Lafferty-Whyte et al., 2009; Lleonart et al., 2009).

Jedna miRNA muze Fidit expresi mnoha jinych genu. Z celkové genové exprese
je 20-30 % regulovano pravé pomoci miRNA. Schopnost miRNA regulovat rizné
cilové geny umoznuje indukovat zmény v mnoha drahach a procesech, jako je vyvoj,
apoptéza, proliferace, diferenciace a senescence. Napf. prekurzory miR-34 miRNA
jsou pfimé cile proteinu p53, ktery indukuje zminénou apoptozu, zastaveni bunééného

cyklu a bunéCnou senescenci. Databaze mirBase sekvenci je hlavnim ulozistém
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pro sekvenci miRNA a cilové informace a obsahuje 695 sekvenci lidskych miRNA,
Z nichZ kazda ma potencial regulovat v praiméru 1000 genovych cilt. Tento velky pocet
potencionalnich cild napfi¢ rdznymi biologickymi drahami davaji miRNA moc
potencionalné indukovat fenotypy komplexnich bunék, jako je bunééna senescence
(He et al., 2004; Lafferty-Whyte et al., 2009; Lleonart et al., 2009).

Charakteristickou vlastnosti miRNA, konkrétné miR-372 a miR-373,
je schopnost obchazet senescenci indukovanou onkogeny. Tyto miRNA fadime
do onkogend, které se podileji na vyvoiji lidskych testikularnich zarode¢nych burikach
nadoru. Jsou schopny sniZzovat funkci drahy proteinu p53 a naopak podporuji nadorovy
rust v pfitomnosti volného (,divokého®) typu proteinu p53. Pokud se miR-34 dostane
do lidského diploidniho fibroblastu, dochazi k indukci bunéfné senescence.
SniZzena regulace miR-138 je spojena s nadmérnou expresi telomerazy a maligniho
chovani u lidskych anaplastickych bunécnych linii karcinomu S&titné Zlazy
(He et al., 2007; Lleonart et al., 2009).

3.2.4 Telomery

Lidské telomery se skladaji z tandemovych opakujicich se ¢asti hexametrickée
sekvence TTAGGG. Velikost telomer se pohybuje od 15 kb pfi narozeni az po <5 kb
u starsich jedinca. NizSi pocCet jednotek je dan neustalym zkracovanim telomer béhem
bunéénych déleni. Délka telomerické DNA se postupné snizuje v primarnich bunkach
pfi jejich replikaci (obrazek 7). Konce telomer jsou chranény a regulovany pomoci
proteinl vazajicich se na telomery a tvofi specialni strukturu zvanou T-loop.
Enzym, ktery je schopen prodluzovat konce telomer, se nazyva telomeraza.
Jedna se komplexni bunéény ribonukleoproteinovy enzym, ktery je slozeny z fady
riznych podjednotek zodpovédnych za pfidani telomerovych repetic k 3'’koncim
chromozoml. Obsahuje dvé hlavni slozky, enzymatickou telomerazovou
transkriptazovou katalytickou podjednotku hTERT a RNA slozku hTERC
(gen pro lidskou telomerazu). Telomeraza vyuziva svou integralni slozku RNA
jako templat, aby mohla syntetizovat telomerovou DNA pfimo na konce chromozomu.
Primarni viabilni lidské buriky stabilné exprimuji transfektovanou telomerazu se mohou
délit do nekonecna, coz poskytuje pfimy dukaz, ze zkracovani telomer ma kauzaini
vliv na bunécnou senescenci. Enzym je normalné exprimovan ve velmi malém poctu
primarnich bunék, jako napf. embryonalni kmenové bunky (Blasco, 2005;
Lleonart et al., 2009).
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Obrazek 7: Zkracovani telomer v procesu bunécéné senescence (prevzato z Jafri M. A. et al., 2016);
zkratky: DNA — deoxyribonukleova kyselina); hTERT — enzymaticka telomerazova transkriptazova
katalyticka podjednotka; ALT — alaninaminotransferéza; pRB — retinoblastomovy protein.

Incipient immortal

Nékteré virové onkoproteiny jsou schopné modulovat expresi telomerazy
a inhibici telomerovych limitd v rdstu lidskych rakovinnych bunék. Telomeraza je také
pfitomna v dospélych samcich zarodeCnych bunkach, ale ve vétSiné somatickych
bunék je nedetekovatelna s vyjimkou proliferativnich bunék obnovovacich tkani.
Nékolik lidskych onemocnéni, jako je dyskeratoza, vrozena nebo aplasticka anémie,
je zpusobena mutacemi v genech, které kéduji slozky telomerazovych
nebo na telomeru se vazajicich proteinl. Tyto mutace zpusobuji nizkou aktivitu
telomerazy, zrychlujici zkracovani telomer a snizenou proliferacni kapacitu
hematopoetickych progenitort (Blasco, 2005; Lleonart et al., 2009).

Aktivita telomerazy je detekovana pfiblizné u 90 % vSech malignich nadoru,
aproto mize byt vhodnym cilem pro protinadorova IléCiva. Typ si-RNA
(small interfering  RNA) proti telomeraze nebo nadmérna exprese dominantné
negativniho mutantu telomerazy rusi telomerni aktivitu a nasledkem je vstup bunék

do krizové situace. Existuje nékolik klinickych studii, mezi které fadime imunoterapii
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(vakcina proti telomeraze), inhibi¢ni slou€eniny proti aktivité telomerazy (antagonista
telomerazového templatu) a modulace telomerazové struktury (telomestatinu).
Vysledkem inhibice telomerazy je zpomaleni ristu nadorovych bunék a snizeni
moznosti indukované apoptdézy. Nadorovy supresor p53 rozpoznava dysfunkeni
telomery jako poskozenou DNA, naCez vyvolava senescencni odpovéd zvySenim
exprese proteinu inhibujiciho bunéény cyklus (p21¢P1) (Lleonart et al., 2009).

V nékolika pfipadech senescence nezavislé na telomerach maze byt iniciacni
proces spustén obvyklym mechanismem. Napf. bunééné poskozeni zplsobené
stresem (oxidaCnim, pomoci onkogenu) je rozpoznano bunéfnymi senzory
pro kontrolu poskozeni DNA a vede k aktivaci odpovédi kontrolniho bodu bunééného
cyklu, vCetné  ataxie  telangiectazie =~ zmutované  ATM-Chk2 kinazy,
ATR/Chk1 signalizace a odvadéni opravenych mist DNA. Nadorové bunky
z karcinomu prsu a plic ¢asto vykazuji konstitutivni aktivaci signalizace poskozeni
DNA, vcetné aktivovanych forem kontrolnich kinaz ATM a Chk2, fosforylovaného
histonu H2AX a p53 a loziskovou tvorbu proteinl jako je 53BP1. Timto zplsobem
je fosforylovany protein p53 chranén pfed destrukci. Jediné pferuseni DNA vyskytujici
se kdekoli v genomu je dostatecné pro indukci méfitelného zvySeni hladin proteinu
p53. Bunécné ucinky proteinu p53 jsou zprostfedkovany jeho schopnosti
transaktivovat specifické geny, véetné napt. p21©P1, nebo jeho schopnosti indukovat
snizenou regulaci specifickych proteinu, jako je CDK4 nebo cyklin E. Po aktivaci
signalizace u poSkozeni DNA muldze nasledovat zména chromatinu.
Vytvofi se heterochromatinova loZiska souvisejici se senescenci. Tyto loziska
se akumuluji béhem onkogenem indukované senescence a stabilné potlacuji expresi
E2F cilovych genl rekrutovanim proteinu pRb a heterochromatinovych proteinu
(Adams, 2007; Lleonart et al., 2009).

3.2.5 Onkogeny

Onkogeny jsou geny zpUsobujici rakovinné bujeni. NejlepSim pfikladem
onkogenem vyvolané senescence je reakce fibroblastli na expresi aktivované alely
u H-Ras. Proteiny Ras jsou dUllezité pro transdukci mitogennich signalG v bunce.
Jsou mutovany na konstitutivné aktivni formy u pfiblizné 20 % lidskych druhu rakovin.
Tyto aktivované alely pfispivaji k transformaci lidského karcinomu zvySenim
proliferace, invazi nadoru a desenzibilaci bunék k apoptéze. Buriky s intaktnimi

drahami proteind p53 a pRb vstupuji do senescence jako odpovéd na Ras.
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Exprese virovych onkoproteint (napf. lidsky papilomavir E6 nebo E7), které tyto drahy
narusuji, blokuji senescenci a spoluplsobi sRas na transformaci bunék
(Downward, 2003; Lleonart et al., 2009).

Senescence vyvolana stresem nebo onkogeny maze byt ¢astecné obchazena
inaktivaci nadorovych supresort, véetné drahy proteind p53 a pRb, coz implikuje
zapojeni nékolika tumor supresorovych genld do téchto senescencnich procesu.
V rakovinnych burikach ¢i tkanich mohou byt supresorové tumoroveé geny inaktivovany
bud deleci jedné nebo obou alel, methylaci promotoru, nebo mutaci v misté sestfihu.
Alternativné mohou mutace v supresorovych genech poskytnout dominantni negativni
protein, ktery interferuje s proteinem ,divokého“ typu produkovanym jinou alelou
(jak je tomu v pfipadé zmutovaného proteinu p53). Tyto genetické zmény vedou
k uplné absenci nebo CasteCné redukci tumor supresorového proteinu, coz dava
selektivni vyhodu v klonalni selekci u progrese nadoru (Lleonart et al., 2009).

Lokus ARF/INK4a (alternativni ¢teci ramec) koduje dva odliSné tumorové
supresory, ARF (konkrétné p14ARF) a p16'NK4A Tyto supresory reguluji drahy protein(
pRb a p53 u procesu senescence a suprese nadoru (obrazek 8). Supresor p16'NK4A
vaze a inhibuje cyklin-dependentni kinazy CDK4 a CDK®6. Tyto kinazy maji onkogenni
charakter, fosforyluji retinoblastomovou rodinu nadorovych supresoru pRb, p107
a p130, které jsou negativnimi regulatory bunéfného cyklu. Supresor ARF je
antagonistou enzymu Mdm2, ktery reguluje stabilitu proteinu p53 svou aktivitou
ubikvitin ligazy degradujici p53. Dale supresor ARF sekvenuje onkoprotein hmdm2
pres jeho translokaci do jadra a kone€nym dusledkem je aktivace a stabilizace proteinu
p53. VSechny tyto supresorové geny, které vyvolavaji senescenci, mohou byt také cili
protirakovinnych léciv. Nékolik ARF transkripénich represort bylo identifikovano
v senescenc¢nim bypassovém obrazu, v€etné TBX2 a Zbtb7. Inaktivace lokusu
ARF/INK4a uplnou deleci nebo methylaci aberantniho promotoru je v pfipadé genu
p53 velmi bézna a je pfitomna pfiblizné u 30 % vSech znamych typu malignit
(Lleonart et al., 2009; Spurgers et al., 2006).
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Obrazek 8: Schéma mechanismu vedouci k onkogenem vyvolané senescenci (pfevzato z Reddy J. P.
et al., 2011); zkratky: ATM/ATR — kinazy ATM a ATR; DDR — reakce na poSkozeni DNA;

H3K9 — histon H3K9; HMGAZ2 — vysoce mobilni skupina proteinti charakterizovana proteinem
vazajicim DNA; HP1y — heterochromatin gama 1; Chk1/2 — kinaza kontrolniho bodu; IL-6 — interleukin
6; IL-8 — interleukin 8; Rb — retinoblastom; SAHF — heterochromatinova ohniska spojena
se senescenci; SASP — sekrecni fenotyp souvisejici se senescenci.

Béhem replikativni senescence dochazi k akumulaci nadorovych supresor(
(p53, ARF, INK4) nebo jejich cili jako je p21€iP1, Ektopicka exprese téchto tumorovych
supresord muze vyvolat senescencni fenotyp v primarnich nebo imortalizovanych
bunkach (Adams, 2007; Lleonart et al., 2009).

Vyznam senescence indukované onkogeny muze byt i v kontextu pluripotence.
Pro generovani pluripotentnich kmenovych bunék jsou zapotfebi alespon dva
onkoproteiny, c¢c-MYC a KLF4. Proteiny ARF/INK4a a p53 omezuji tvorbu
pluripotentnich kmenovych bunék. Buné&na senescence pusobi tedy inhibicné
pfeménou primarnich bunék na pluripotentni kmenové burky. Alternativné muze
zvySena rychlost proliferace spojena se ztratou proteinu p53 vést ke zrychlené tvorbé
pluripotentnich kmenovych bunék. Bunécna senescence tedy inhibuje tvorbu nadoru
nejen indukci pretrvavajiciho zastaveni bunécného cyklu, ale i omezenim tvorby

rakovinnych kmenovych bunék (Hanna et al., 2009; Kuilman et al., 2010).
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4 DETEKCE SENESCENCE

Proces senescence je spojen s vyskytem nékolika markeru, diky kterym jsou
bézné pouzivany za ucCelem identifikace senescentnich bunék in vitro a in vivo.
Zahrnuji ztratu proliferace, morfologické zmény, zvySenou aktivaci SA-B-GAL
(se senescenci souvisejici B galaktosidaza), produkci SAHF, zvySeni hladin markeru
DDR a inhibitord buné&ného cyklu p16, p15, p21 a p53. Jako senescentni biomarkery
byly  také pouzity = DEC1 (diferencovany  embryonalni  chondrocyt),
DCR2 (Decoy receptor) a PAIL (inhibitor plazminogenového aktivatoru). Kromé toho,
fada faktord souvisejicich se zanétem je spojena i s procesem senescence.
AvSak rizné senescentni |éze muzZou byt charakterizovany ruznymi biomarkery
(Collado et al., 2010; Kuilman et al., 2010).

Zadny z téchto markerti nemuze izolované poukazovat na senescentni buriky,
at’ uz in vitro nebo in vivo. Aby se daly vysetfit markery pouzivané in vitro, musi byt
vySetfeny i markery pouzivané in vivo. Napf. v disledku nedostatku vhodnych
protilatek zUstava nejasné, zda protein bunééného cyklu p15'NK4B  ktery je spojen
se senescenci, muze byt pouzit pro specifickou identifikaci senescentnich bunék
in vivo. Markery kddované zanétlivym transkriptorem (zejména interleukiny IL-6, IL-8
a CXCR2) identifikuji senescentni buriky v lidskych nadorech a do jisté miry mohou
byt pouzity i vriznych tkanich a genetickych kontextech. Pro identifikaci
senescentnich bunék je potfeba vysoky pocet a citlivost marker(, zejména in vivo.
V idealnim pfipadé je potfeba odhalit biomarkery, které jsou kauzalné zapojeny
do tohoto  typu proliferativni  zastavy. Kromé  proliferatniho  markeru,
jako je napf. antigen Ki-67 nebo thymidin podobny bromodeoxyridinu, by se mély
pouzit alesporn dva dalSi markery senescence. Napf. p16'NK4A ¢asto koreluje
se senescenci jak in vitro, tak i in vivo, a jako takovy je béZnym, ale ne univerzalnim,
markerem senescence. Také tkanové useky pro imunoznacCeni by mély byt
analyzovany pomoci vice markerl senescence. V idealnim pfipadé se to provadi
na po sobé navazujicich usecich, nebo jesté lépe na jednotlivych usecich dvojitym
barvenim (pokud je to mozné). Pouze peclivé a multiparametrové analyzy umozni

vhodnou detekci pfedpokladanych senescentnich lézi (Kuilman et al., 2010).

4.1 Detekce pomoci SA-B-GAL
Za nejznaméjSi marker je povazovan SA-B-GAL (obrazek 9), pfesto by nemél
byt povazovan za jedineCny marker pro senescentni bunky. Pouziti SA-B-GAL
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v nepfitomnosti dalSich marker senescence muze nevhodné klasifikovat buriky jako
senescentni, proto se pouziva na detekci senescence pouze ve spojeni s jinymi
markery (Crowe et al., 2014; Kuilman et al., 2010).

Test se pouziva jako poCatecni screening pro senescentni buriky, ale je dulezité
dbat na spravnou interpretaci vysledkl a provadéni testu. Kromé senescentnich bunék
mohou byt také pozitivni na SA-B-GAL i jiné buriky jako sérum-starved buriky v tkanové
kultufe, nebo proliferujici dysplasticky epitel v gastrointestinalnim traktu. Aktivita SA-
B-GAL indikuje zvySeny obsah lysozomu, aktivitu charakteristickou pro senescentni
buriky, ale ne nezbytnou pro vyvoj fenotypu senescence. Faledné pozitivni vysledky
mohou vzniknout, kdyZz se aktivita SA-B-GAL méfi v konfluentnich burkach.
Test by nemél byt pouzivan ve tkanich, které byly dlouhodobé zmrazené nebo dané
do formalinu, v dusledku zni€eni aktivity enzymu [-galaktosidazy. Pokud se ale test
provadi za vhodnych podminek, mize se pouzit k identifikaci senescentnich bunék
v riznych typech bunék a tkani (Crowe et al., 2014; Debacg-Chainiaux et al., 2009;
Kuilman et al., 2010).

Po Stépeni exogenné aplikovaného substratu X-gal se bunky, které vykazuji
aktivitu SA-B-GAL, zméni na modrou barvu a lze je snadno kvantifikovat pomoci
svételného mikroskopu. Kromé& toho muaze byt barveni SA-B-GAL zkombinovano
s indexy bunécné proliferace (napf. BrdU/EdU znaceni), aby se prokazalo vice

charakteristickych znak( senescence ve stejné burice (Crowe et al., 2014).

) proliferating
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Obrazek 9: SA-B-gal barveni lidskych WI-38 fibroblastu (pfevzato a upraveno z Noren Hooten N.
etal., 2017).
4.2 Imunofluorescencni detekce proteinii obohacena o SAHF
Senescenéni buniky prochazeji vyznamnymi zménami ve struktufe chromatinu,
kde nejzretelnéjSim prikladem je tvorba SAHF. Jsou popsany jako jaderna loziska,
ktera mohou byt snadno vizualizovana fluorescenénim barvenim DNA (napf. DAPI
neboli 4',6-diamidino-2-phenylindole) (obrazek 10). Navic jsou obohaceny o znamé
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markery heterochromatinu véetné heterochromatinového proteinu 1 (HP-1),
histonovou variantu macroH2A a methylaci histonu H3 na lysinu 9. Tyto oblasti
fakultativniho heterochromatinu pfispivaji k ,uml€ovani“ genta podporujici proliferaci,
zatimco u senescence vyvolané onkogeny SAHF omezuje stabilizaci DDR, aby se
zabranilo apoptéze. Tvorba heterochromatinu mize souviset s prfestavbou chromatinu
pozorovanou Vv malignich bunkach, které obchazeji senescenéni zastaveni.
Tvorba SAHF vyzaduje lokalizaci histonového chaperonu HIRA na jaderna télesa
promyelocytarniho leukemického proteinu a zavisi na intaktni draze proteini p16/pRb
(Crowe et al., 2014; Di Micco et al., 2011).

V reverzibilné zastavenych bunkach se SAHF nevyskytuje. Jeho pfitomnost
je velice zavisla na typu bunky a stimulech, které indukuji senescenci a nasledné
na expresi proteinu pl6. Ackoli diskrétni skupiny jako SAHF jsou obtizné
identifikovatelné ve tkanich, hladiny komponenti SAHF (jako je makroH2A a HP-1)
jsou ve tkanich zvySeny a tim padem i Iépe identifikovatelné. Zda takové obohaceni
proteinU asociovanych s SAHF pfedstavuje opovéd na detekci senescence, musi byt
stanoveny i jiné biomarkery senescence (Crowe et al.,, 2014; Cruickshanks et al.,
2013).

>
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Obrazek 10: Fluorescencni barveni SAHF v senescentnich burikach (pfevzato z Noren Hooten N.
et al., 2017); (A) proliferujici buriky WI-38 neoSetfené nebo vystavené ionizujicimu zareni; (B) buriky
péstované v pritomnosti dexamethasonu (proliferating) nebo v FBS s uhlikovym uhlim, aby se
indukovala senescence (senescent), a dale obarvené DAPI nebo H3K9Me2; zkratky: IR — ionizujici
zafeni; Con — buriky bez oSetfeni.
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4.3 Analyza SASP

Kromé bunétnych zmén ve funkci, senescentni bunky narusuji jejich
mikroprostfedi zménou struktury sekrece SASP. SASP zahrnuje fadu protizanétlivych
cytokind, v€etné IL-6 a IL-8. Vyviji se jako dusledek zmény genové exprese a sestava
z prostfedi protizanétlivych cytokind, chemokinli, proteaz a rlastovych faktoru.
Produkce téchto mediatord neni akutni pfechodnou reakci na poskozeni vyvolané
senescenci, ale spiSe zpozdénou a perzistentni odpovédi fizenou signalizaci DDR
a proteinu p38. SASP ma nékolik funkci. Zda jsou tyto funkce prospésné &i Skodlivé
pro mikroprostfedi tkané Casto zavisi na kontextu. Mezi jeho funkce fadime zastaveni
ristu buriky autonomnimi i neautonomnimi mechanismy burnky a vysilani signald
bufikdam imunitniho systému (pro usnadnéni clearance nebo oprava ran).
Nicméné, SASP muze také narusit tkarilovou homeostazu vytvofenim protizanétlivého
nadoru podporujiciho mikrosprostfedi, nebo zménou vychlipky kmenovych bunék.
In vitro pfipomind SASP nizko uroviiovy chronicky zanét, ktery charakterizuje
jak degenerativni patologické stavy souvisejici s vékem, tak i rakoviny (Crowe et al.,
2014; Freund et al., 2010).

Ne vSechny stimuly, které vyvolavaji senescenci, vedou k SASP. Existujici
variace mezi SASP raznych typld bunék a stimuly indukujici senescenci.
Proto je dulezité zkoumat nékolik potencialnich faktorli SASP a zvazit experimentalni
kontext. Tento typ pfistupu je usnadnén protilatkovym uspofadanim pro vice
zanétlivych faktor(,, které mohou byt nasledné validovany pomoci individualnich
imunosorbentnich souborli vazanych na enzymy, nebo na urovni mRNA za pouziti
gRT-PCR (kvantitativni polymerazova fetézova reakce) testll (Crowe et al., 2014).

Detekce SASP (obrazek 11) vyzaduje shromazdovani kondiciovaného média
z kultur s proliferativnim potencialem a senescentnimi kulturami. Pokud se hodnoti
zmény v nedélicich se kulturach, nemusi toto rozliSeni platit, ale vyZaduje se

komparator (Crowe et al., 2014).
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Obréazek 11: Kvantifikace faktoriit SASP vysokoobsahovou analyzou s barvenim pomoci DAPI
a TXRED (prevzato a upraveno z Hari P. et al., 2017); zkratky: IL-18 — interleukin 1.

5 DUSLEDKY SENESCENCE

Perzistentni senescentni buriky se u dospélych jedincu vznikaji v ramci alespori
tfi kontext, které souviseji s lidskym zdravim. Jedna se o normalni starnuti,
onemocnéni souvisejici s vékem a terapeutické zakroky (obrazek 12). Pfi normalnim
,zdravém® starnuti se tkanova dysfunkce objevuje u vSech jedincl, zatimco specificka
onemocnéni souvisejici s vékem pouze u nékterych. U starnoucich jedinc zpUsobuiji
procesy potiebné pro tkafiovou homeostazu nevyhnutelné jeji poskozeni a vedou
k senescenci. Tyto chronické senescentni buriky mohou pretrvavat v disledku defekt(
ve starnoucim imunitnim systému, nebo proto, Ze izolované senescentni bunky
postradaji dostateCnou signalizaci pro pfilakani rezidentnich imunitnich bunék.
Podobné i akutni senescentni bunky z hojeni ran, suprese nadorl, nebo jinych
neznamych programovanych procest mohou byt neuplné zlikvidovany starnoucim
imunitnim systémem a pfetrvavaji. V disledku pfetrvavajicich senescentnich bunék
vznikajicich z vice mechanismu by starnouci tkan mohla byt méné funkéni a sou¢asné
vice nachylna k dalSimu zhorSeni, pokud by byla vystavena dalSim stresorim
(Childs et al., 2016).
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Obrazek 12: Senescence u starnuti, onemocnéni souvisejicim s vékem a terapeutickych zakrocich
(pfevzato z Childs B. G. et al., 2016).

Pokud by dalSi stresory napadly zranitelnou senescentni tkan bohatou
na buriky, jako je inzulin rezistentni starnouci tuk konfrontovany s dietou s vysokym
obsahem tuku, muze vzniknout onemocnéni na pozadi pretrvavajicich bunék.
Stres zpusobujici onemocnéni muize byt neobvykly, jako latky poskozujici
DNA v cigaretovém koufi, nebo déle pusobici stres jako je eroze telomer po regeneraci
plicniho epitelu poSkozeného koufem. Na rozdil od normalniho starnuti, senescence
indukovana onemocnénim muze byt omezena na jeden nebo i nékolik organu.
ProtoZe spoustée senescence souvisejici s onemocnénim jsou pravdépodobné
prodlouzené nebo intenzivnéjSi, rychlost akumulace senescentnich bunék
je pravdépodobné mnohem vyS8S§i nez v normalnim stadiu  starnuti.
Podobné senescence vyvolana terapii je odpovédi na silny exogenni stres.
Senescence vyvolana terapii muze byt zamérnym cilem nebo vedlejSim ucinkem

lé¢ebnych postupu, nebo obojiho, jako je tomu u cytotoxické chemoterapie poskozujici
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DNA a u ozafovani pro |éCbu rakoviny, kde aktivace programu senescence
v nadorovych bunkach je cilem a zarukou senescence jako vedlejSiho ucinku
(Childs et al., 2016; Walters et al., 2014).

5.1 Senescence u bézného starnuti

Senescentni bunky se akumuluji ve starych tkanich. Ac¢koli poskozeni indukujici
senescenci muze byt nahodné, nékteré typy bunék jsou vuéi nému nachylngjsi
nez jiné. Napf. progenitorové bunky vtukové tkani prochazeji senescenci
s pfedvidatelnou kinetikou. Fibroadip6ézni progenitory ve svalech upadaji
do prfedCasné senescence, coz je dano jejich citlivosti na tento typ stresu (Childs et al.,
2016).

Chronicky senescencni stav v pfirozeném procesu starnuti je komplexnéjsi
a indukovan néjakou kombinaci tlumeni telomer, oxidaénim poskozenim DNA,
stresem a dalSimi pomalu se hromadicimi formami makromolekularniho poskozeni.
Ve tkanové dysfunkci Fizené senescenci jsou dva kliCové mechanismy,
zhorSeni u procest udrzovani tkani v dusledku SASP a odstranéni reparativnich
kmenovych a progenitorovych bunék z proliferacniho fondu senescence. Tyto dva
mechanismy potfebuji pfitomnost faktord SASP, jakou jsou cytokiny IL-6 a TNFa,
ve starnoucich tkanich. Funkce kmenovych bunék muaze byt ovlivnéna jak
autonomnimi  bufkami, tak i parakrinnimi funkcemi senescentnich  bunék.
Bunécné autonomni uc€inky senescence jsou nejvyznamnéjsSi u kmenovych bunék,
kde trvalé zastaveni rastu pfispiva k celkovému poklesu potencialu regenerace tkani.
Ackoliv 1ze oCekavat, Ze tkdné s rychlym obratem (jako je gastrointestinalni trakt
nebo hematopoeticky kompartment) jsou nachylné ke starnuti, neni tomu tak,
protoze jsou to stresy nesouvisejici s replikaci, které zpUsobuji chronické starnuti.
Rychle se délici burfiky mohou byt spiSe nachylnéjsi k apoptdéze nez k senescenci
v odezvé na stres, o Cemz svédCi spermatogonialni a kryptové kmenové burky,
které podléhaji apoptéze v reakci na zkracovani telomer (Childs et al., 2016;
Geiger et al., 2013).

Optimalni funkce kmenovych bunék zavisi na jejich vysoce specializovaném
mikroprostfedi a misté, které mize Skodlivé ovlivnit SASP (napf. methaloproteinazy
v SASP mohou zni€it polarizovanou extracelularni matrici). SASP mohou také
ovlivihovat funkce parenchymalnich bunék a sloZeni tkané bez ovlivnéni kmenovych

bunék. Strukturalni zmény zplisobené sekreci matrixovych metaloproteinaz by mohly
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poskodit okolni extracelularni matrici, coz by mohlo vést k u¢inklim, jako je ztrata kozni
nebo plicni elasticity. Endokrinné vnimavé intracelularni signalni kaskady jsou také
citlivé na faktory SASP. Senescentni buriky mohou pfimo ovliviiovat osu rdstového
hormonu a inzulin podobnému ristovému faktoru 1 prostfednictvim TNFa
(tumor nekrotizujici faktor), IL-1, nebo IL-6, jejichZ vyluCovani zplUsobuje rezistenci
signalizace pravé tohoto faktoru. Periferni rezistence tohoto faktoru ve svalech maze
vést ke znakim starnuti, jako je sarkopenie a snizena srdecni funkce.
Komponenty SASP mohou také vést ke sterilnimu zanétu, ktery je doprovazen infiltraci
makrofagl a lymfocytl, apoptdzou a fibrézou (Freund et al., 2010; Childs et al., 2016;
Liu et al., 2007).

Postupem Casu se tyto ucinky rozvijeji do klasickych fenotypl souvisejicich
s vékem se snizenou tkanovou funkci a odolnosti vi¢i stresu. Kdyz je tedy tkan,
ktera byla ovlivnéna buné&nou senescenci, napadana dalSimi faktory, je vice

pravdépodobné, Ze se stane patologickou (Childs et al., 2016).

5.2 Senescence u onemocnéni souvisejicim s vékem

V nékterych pfipadech muze byt za patologii zodpovédna ztrata bunék
kompetentnich pro proliferaci, jako je to napf. u katarakty, diabeticka pankreazy
a osteoartritidy. V jinych pfipadech mlze zanét z SASP hrat kauzalni roli u nemocich,
jako je ateroskleroza a rakovina. Dale remodelace extracelularni matrix
zprostfedkovana SASP muze byt kli€em k progresi nebo inhibici onemocnéni,
jelikoz senescentni bunky fidi plicni fibrézu, ale omezuji fibrézu jater. V mladém
a stfednim véku se onemocnéni muze objevit, kdyz genetické a exogenni stresory
pfemohou pfirozenou funkci udrzeni zdravé tkané. Napf. opakovana zranéni kloubu
mohou zpuUsobit osteoartritidu u mladych dospélych, pokud po$kozeni matrice
chrupavky pfevySuje schopnost této tkané se reparovat. V tomto pfipadé kratka doba
trvani, ale intenzivni stres, se kterymi se setkavame pfi zrcadleni nemoci, se objevuji
béhem normalniho opotfebeni, kiteré mize zpusobit produkci senescentnich bunék
ve stafi. Artritické klouby zpusobené jak zranénim, tak i jako s vékem souvisejicim
onemocnéni, obsahuji senescentni chondrocyty (Childs et al., 2016; Loeser, 2009).

Onemocnéni souvisejici s vékem se vyskytuji u tkané, ktera ma jiz poSkozenou
funkénost vlivem procesu starnuti. A to v€etné tkani, ve kterych probiha akumulace
senescentnich bunék. Tyto senescentni buniky se oznacuji jako primarni, nebot jsou

vysledkem béznych procesl opotfebeni a roztrzeni tkané v dlisledku jejiho udrzovani.
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Senescence snizuje rezistenci tkané vici stresim zpUsobujicim onemocnéni
prostfednictvim zastavy progenitorovych bunék, jakoz i dysfunkci kmenovych
a parenchymailnich bunék pfes SASP. Jak se nemoc iniciuje a postupuje, je v mistech
patologie vytvorfena dalSi vina senescentnich bunék. Zde se jedna o sekundarni
senescentni buriky, které stejné jako ty primarni, mohou zesilovat progresi
onemocnéni. S primarnimi i sekundarnimi senescentnimi bunkami se setkavame
bézné u starnouciho tuku, ktery dava pfi€inu diabetu mellitu 2. typu (obrazek 13),

a starnuti cév zpusobujici aterosklerézu (Childs et al., 2016).
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Obrazek 13: Senescentni buriky ve funkci ovliadani a zesilovani diabetu mellitu 2. typu (pfevzato
z Childs B. G. et al., 2016).

5.3 Senescence u terapeutickych zakroki

Senescence jako terapeutického cile muze byt dosazeno bud pouzitim
systémoveho pro-senescentniho stresu (napf. ionizaCni radiace nebo DNA nicici
chemoterapie), nebo selektivnim obnovenim defektnich cest stresové odezvy. V terapii
rakoviny se systémova léCba zaméfuje na rakovinné buriky, protoze jejich trvalé
zapojeni do bunééného cyklu je €ini nachylnéjSimi k poranéni nez nedélici se burky.
Kromé toho se rakovinné buriky snazi vyrovnat s dalSim stresem v dasledku vysSiho
bazalniho poskozeni. Tato napéti probihaji aktivaci DDR nebo nerozvinuté proteinove
odpovédi. Jednim z pfikladu, ve kterych je senescence zakladni slozkou terapie,
je lé€ba oxidem arsenitym a kyselinou retinovou, ktera IéCi akutni promyelocytarni

leukémii blokovanim onkogenniho fuzniho proteinu a aktivaci pro-senescentni
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signalizace proteinu p53. Tumory také té&zZi zterapii indukujicich senescenci,
pricemz inaktivace kliCovych onkogenu nebo obnoveni tumor supresivni signalizace
umoznuje rakovinovym burfikdm reagovat normalné na vnitfni poSkozeni.
Tento mechanismus nastava, kdyz je korigovana napf. nadmérna exprese
onkogenického transkripéniho faktoru c-Myc. Pokud vSak takové terapie generuji
trvalé senescentni bunky, které by mohly posSkodit nebo ohrozit okolni tkan
prostfednictvim SASP, mlze to zpusobit dlouhodobé vedlejSi ucinky Ié€by rakoviny.
Kombinace pro-senescencni terapie se zakrokem, ktery odhali senescentni bunky,
muze byt pFizniva pro kratkodobé (akutni, okamzité) i dlouhodobé vysledky u pacientu
s nadorovym onemocnénim. Léky blokujici drahy pro preziti senescentnich bunék,
jako jsou inhibitory autofagie, jsou pouzivany pro odstranéni téchto pretrvavajicich
bunék (Dorr et al., 2013; Childs et al., 2016; Sabin et al., 2011).

DalSi priklad senescence vyvolané terapii se vyskytuje u pediatrické lecby
rakoviny krve zahrnujici transplantaci kostni dfené. V tomto procesu je imunitni systém
pacienta odstranén ionizujicim zafenim nebo chemoterapii, ktera jako nezadouci
vedlejSi ucinek vytvari prostfedi bohaté na senescentni buriky. Toto prostfedi muze
narusit $té€peni a funkénost hematopoetického systému zdravého darce, ale také mize
urychlit zhorSeni tkané na systémové urovni. V souladu s tim, prezivsi détského
karcinomu, ktefi prosli takovou léCbou, vykazuji znamky pfed€asného starnuti véetné
ztraty kognitivnich funkci, srdeCniho selhani a pfed€asnym zvySenim proteinu p16
v kiizi (Cmielova et al., 2012; Childs et al., 2016).

Transplantace organu je pozoruhodnym pfikladem vzniku nezadouci
senescence vyvolané terapii. Napf. transplantované ledviny jsou vystaveny
ischemicko-reperfuznimu poskozeni, typu oxidacniho posSkozeni, stejné jako
replikativnimu stresu, coz vyvolava nevyhnutelné tubularni poskozeni nasledované
engraftmentem (v§tépenim). Oba tyto stresy predstavuiji riziko vzniku renalni tubularni
senescence. Eliminace senescence fizené proteinem p16 vyrazné zlepSuje uspésnost
vStépeni, stejné tak i vék darcl a hladina proteinu p16 v ledviné. VysSi senescentni
bunécna zatéz by mohla vytvofit prozanétlivé prostiedi ve starSi ledviné a podporovat
odmitnuti organu imunitnim systémem. Dal§im pozadavkem transplantace organu
je imunosuprese pfijemce. AvSak to by mohlo vést ke vzniku senescencnich bunék
vlivem terapie a zlstavaly by v transplantovaném organu a snizovaly jeho funkci
prostfednictvim Ucink( SASP (Braun et al., 2013; Childs et al., 2016; Chkhotua et al.,
2002).
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ZAVER

Bunécna senescence je velmi slozity a komplexni proces, ktery je ovlivnhén
fadou faktorl. Dochazi k ni ve vSech somatickych burikach organismu. Jeji studium
je predevsim dulezité pro prevenci proliferace nadorovych a jinak poSkozenych bunék.
Dale aby se =zabranilo svékem souvisejicich onemocnéni a degeneraci,
zachovalo se zdravi jedinct a prodlouZil jejich Zivot.

Bunky se na zakladé zkracovani telomer pfestavaji délit, podstupuji vyrazné
fenotypové zmény a dochazi k zastavé bunécného cyklu. Akumuluji se u nich
dysfunkcni mitochondrie a vykazuji zvySené hladiny reaktivnich forem kysliku, coz pak
dava vzniku oxidativnimu stresu a indukci senescence. Mezi dal$i faktory pak fadime
epigenetické modifikatory, onkogeny, nebo miRNA. Kazdy z nich néjakym zpusobem
ovliviuje drahy proteint p16, p21, p53 a pRb.

Pro detekci senescence je vyuzivana fada metod, ale mezi nejbéznéjsi fadime
metodu zaloZzenou na aktivité SA-B-GAL a dale rizné imunofluorescenéni metody.
Metody detekce se vSak stale zdokonaluji a vyvijeji.

Bunécna senescence mlze mit pozitivni i negativni disledky. Vyvinula se jako
mechanismus k zabranéni maligni transformace poskozenych bunék, avSak nastup
senescence muze pfispét i kK mnoha patologickym stavim spojenym s vékem,

vCetné rakoviny, degenerace tkani a zanétlivych onemocnéni.
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