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Abstrakt

Bunécna senescence predstavuje trvalé zastaveni bunécného cyklu a je chapéana jako aktivni
odpovéd’ buiikky na nejriznéjs$i vnitini i vnéjSi formy stresu, mezi které fadime zejména
poskozeni a ztrdtu ochrannych telomerickych sekvenci, aktivaci nékterych onkogent,
poskozeni DNA a také Gcinky urcitych cytokind. Tato prace popisuje mechanismy, kterymi
buniky mohou dosdhnout senescentniho fenotypu, a dava je do souvislosti Se zménami
oxida¢ni fosforylace. Jsou také zminény vlastnosti senescentnich bunék a dusledky jejich
pusobeni na své okoli. Zvlastni pozornost je vénovana vzniku a pusobeni reaktivnich forem
kysliku, NADPH oxidazam a vlivu signalnich drah STAT3 a TGF-B na indukci bunécné

senescence a na respiracni fetézec.

Klic¢ova slova:

bunécné senescence, volné radikaly kysliku, cytokiny, mitochondrie, oxida¢né fosforylacni
fetézec, NADPH oxidazy, signdlni transduktor a aktivator transkripce 3 (STAT3), TGF-p,
odpovéd’ na poskozeni DNA

Abstract

Cellular senescence represents a state of permanent cell cycle arrest. It is considered to be an
active response of the cell to various extrinsic and intrinsic types of stress, which are damaged
and/or uncapped telomeres, activation of certain oncogenes, DNA damage and effects of
several cytokines. This thesis describes current mechanisms which may result in
establishment of senescence phenotype, putting those facts in association with changes in
oxidative phosphorylation. In thesis are also mentioned features of senescence cells and their
impact on the neighborhood. Special attention is focused on the role of reactive oxygen
species in promotion of cellular senescence, mechanisms of their elevation, the role of
NADPH oxidases and the inhibition of mitochondrial oxidative phosphorylation complexes

by activity of cytokine signaling pathways STAT3 and TGFbeta.

Key words:

cellular senescence, reactive oxygen species, cytokines, mitochondria, oxidative
phosphorylation chain, NADPH oxidases, Signal Transducer and Activator of Transcription 3
(STAT3), TGF-p, DNA damage response (DDR)
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1. Uvod

Bunécna senescence, trvalé zastaveni bunécného cyklu proliferujicich bun¢k, byla
poprvé popsana pred vice nez padesati lety jako proces limitujici proliferaci lidskych
embryonalnich fibroblasti v kultufe (Hayflick & Moorhead, 1961). Po urcitém poctu
populacnich zdvojeni totiz proliferujici buiiky ztraci schopnost dale se délit. Tento prah
nazyvame Hayflickiv limit (Hayflick, 1965). Nejedna se pouze o fenomén pozorovatelny
in vitro. Senescentni buriky, nadale metabolicky aktivni a dlouhodobé Zivotaschopné, lze
nalézt téZ in vivo.

Dnes chapeme senescenci jako jednu z aktivnich odpovédi na stres a poSkozeni, se
kterym se musi bunika pribézné vyrovnavat a které miize byt endogenniho 1 exogenniho
puvodu. K rozvoji senescence pak dochazi v piipadé nemoznosti opravit vznikla poSkozeni,
vcetné poskozeni DNA piedstavované nejéastéji dvouvlaknové zlomy DNA, jez jsou vaznym
nebezpedim pro zachovani stability genomu. Diky navozeni senescentniho stavu tak mtize
burika zamezit mj. ptipadnému rozvoji rakoviny. Z podstaty véci je bunétna senescence
dlouhodobé¢ spojovana také se starnutim per se (Campisi, 2005).

Ve své praci se pokusim shrnout znama fakta a pohledy na bunéénou senescenci ve

spojitosti se zménami oxidacni fosforylace a oxida¢nim stresem.



2. Elektronovy transport a oxidacni fosforylace

Mitochondrie jsou intracelularni organely zodpovédné za celou fadu esencialnich
funkci (apoptdza, udrzovani stalé hladiny vapniku, bunécna signalizace). Nemén¢ zasadni je
jejich role coby vyrobce hlavni energetické slouceniny, adenosin-trifosfatu (ATP), procesem
oxidac¢ni fosforylace.

Oxidacni fosforylaci oznaCujeme integrovany mechanismus stavajici se
z transportniho fetézce elektront (z angl. ETC — Electron Transport Chain), tedy nékolika
specifickych proteinovych komplext na vnitini membrané mitochondrie (Navarro & Boveris,
2007), jejichz prostfednictvim je volnd energie elektronti transformovéana z redukovanych
redoxnich pfenaSe¢i NADH a FADH; aZ na molekularni kyslik za vzniku vody. Diky tomu
dochazi k fosforylaci ADP v komplexu V, ATP syntaze. Je téZ znamo, Ze ptenaseni elektront
mitochondridlnim respiracnim fetézcem vede k tvorbé radikald a reaktivnich forem kysliku.

Komplex I (NADH dehydrogendza) a komplex II (sukcinat dehydrogenédza) pifijmou
elektrony z redukovanych redoxnich pfenaSeéti a po gradientu redoxniho potencidlu je
pfenesou na ubiquinon (koenzym Q) za vzniku ubiquinolu. V komplexu Il dojde k pfenosu
elektronti z ubiquinolu na cytochrom c, ktery je dale pfenese na komplex IV (cytochrom c
oxidaza), kde dochazi k redukci finalniho akceptoru téchto elektronti, kysliku, na vodu.
Funkci fetézce je wvyuzit energii uvolnénou transportem elektronu k pfepumpovani
vodikovych protoni (H') z mitochondrialni matrix do mezimembranového prostoru. Tim
vzniké tzv. proton-motivni sila (Mitchell & Moyle, 1965), ktera m4 za nasledek vtok H* zpét
do matrix skrze komplex V, coz vede k samotné fosforylaci, tedy k syntéze ATP. Tento

proces nazyvame oxidacni fosforylace (Walker et al., 1995).



3. Buné¢na senescence
Proliferujici bunky mohou v piipadé neopravitelného poskozeni piejit do stavu tzv.
bunécné senescence. Jedna se v podstaté 0 permanentni zastaveni bunééného cyklu, nicméné
bunka zistava dlouhodobé zivotaschopna. Ackoliv byla senescence podle Hayflicka (1965) na
zékladé¢ omezeného proliferatniho limitu testovanych bunék (lidské fibroblasty) ptivodné
chapana coby aspekt stdrnuti na bunétné urovni, dnes je senescence s ohledem na nové
informace brana také jako jedna z moznosti, jak se mize bunka vypotadat S nejriznéjSimi

formami stresu. Je znama téz Gicast bunécné senescence pti hojeni ran a vyvoji organismu (viz

Muiioz-Espin & Serrano, 2014).

5.1. Charakteristika senescentnich bunék

Senescentni buniky Ize detekovat na zakladé nejriznéjsich charakteristik. Senescence
se totiz projevuje na vetsSin€ urovni organizace buiky - od modifikované bunééné exprese az
po rapidni zmény v morfologii bunék. Typickym charakteristickym morfologickym rysem je
roztazeni a zplo$téni buné¢éného téla a jadra (Bayreuther et al., 1988), bunky ¢asto obsahuji
veétsi pocet jader i jadérek, maji vice lysosomu, Golgiho aparatu a cytoplazmatickych filament
(Shay & Wright, 2000). Charakteristické je rovnéz zvySeni aktivity B-galaktosidazy, které je
jednim z projevi celkové zménéné transkripce v senescentnich burikach (Dimri et al., 1995).
Jde o enzym rozkladajiciho laktézu na dil¢i monosacharidy, glukozu a galaktozu, ktery je
piitomen v lysosomech a jeho pH optimum se nachazi v prostiedi pii pH 4 (Lee et al., 2004).
Béhem rozvoje senescence dochazi k expanzi lysosomd, kdy lze zméfit aktivitu enzymu 1 pii
suboptimalnim pH 6 (Kurz et al., 2000; Lee et al. 2006). Role tohoto enzymu v rozvoji
bunécné senescence, pokud néjaka je a nejedné se pouze o nasledek, dosud neni zndma.

V dusledku rozsahlych zmén genové exprese dochazi k aktivaci mnoha inhibitort
bunééného cyklu. Jednd se o inhibitory cyklin-dependentnich kindz z rodiny INK a KIP.
p16™K* (Hara et al., 1996) a p21"*™“P! (Shelton et al., 1999) hraji zasadni roli v signalnich
drahdch zodpovédnych za rozvoj bunécéné senescence. Tyto drdhy a jejich mechanismy
souvisejici s poskozenim DNA a oxidaénim stresem budou podrobnéji popsany dale. Oproti
zvySené exprese ruznych inhibitort bunééného cyklu je exprese proteinti duleZitych pro
formy pRB, retinoblastomovéno proteinu patfici mezi tzv. pocket-proteiny, ktery inaktivuje
transkripCni faktor bunécné proliferace E2F, coZ ma za nasledek skutec¢nost, ze bunka se

nemuze dale dé€lit a proliferovat (Hiebert et al., 1992; Narita et al., 2003).



Ne vSechny modifikace genové exprese se tykaji regulace bunééného cyklu, respektive
proliferace. Projevuji se téz sekreci nejriznéjsich cytokint (IL-1, IL-6, IL-8, IL-11; Coppe et
al., 2008), rustovych faktord (vaskularni endotelialni rustovy faktor - VEGF; Coppe et al.,
2006) a proteaz (MMP3; Parrinello et al., 2005) u nékterych senescentnich bun¢k. Tento jev
nazyvame sekre¢nim fenotypem asociovanym se senescenci (SASP - z angl
Senescence-Associated Secretory Phenotype) (Coppe et al. 2008; Rodier et al. 2009).

SASP ma pleitropni efekty, které vSak dosud nejsou detailn€ popsany s ohledem na
komplexitu a proménlivost slozeni senescentniho sekretomu. Sekretované cytokiny poukazuji
na moznost komunikace s buftkami imunitniho systému, které tak mohou byt upozoriiovany
na piitomnost poskozenych bunék (Soriani et al.,, 2009). Proteazy, které jsou
soucasti sekretomu, zamezuji akumulaci fibronektinu a kolagenu v poSkozenych tkéanich.
Senescence tak ziejmé& hraje roli pfiregeneraci téchto tkani (Shivshankar et al., 2012;
Jun & Lau 2010). Na druhou stranu muize dochédzet k tvorbé lokéalnich chronickych
zanétlivych lozisek (Davolas et al., 2010) zejména u starSich organismtl, jejichz imunitni
systém pravdépodobné jiz nepracuje tak efektivné 1 vzhledem k odstrafiovani senescentnich
bunék. V koneéném disledku muze dojit paradoxné i k malignizaci (Krtolica et al., 2001).
Bylo také dokazano, ze pravdépodobné diky SASP se objevuji pfipady naruSovani okolni
tkan¢ a zmén jeji morfologie. Konkrétné 1ze uvést indukei migrace a proliferace okolnich
bunék senescentnimi bunkami hladkého svalstva plicni artérie, coZ pfispiva k lokalnim
hypertrofiim, zeslabenim artérii a rozvoji pulmonalni hypertenze (Noureddine et al., 2011).

Bunécnd senescence pfispivda pfinejmenSim ke cCtyfem (pato)fyziologickym
procesim - K potlacovani nadorového bujeni, hojeni poSkozenych tkani, starnuti a rozvoji
rakoviny. Tento paradox, kdy dva aspekty 1ze povazovat za pfinosné (pfevazuji v mladi) a dva
naopak za Skodlivé (pfevazuji v pokrocilejSim v€ku), 1ze podle n€kterych hypotéz vysvétlit
pomoci evoluéni teorie antagonistické pleiotropie (Campisi, 2003; Rauser et al., 2006). Co je
pro organismus prosp&$né v mladi, co ho evolu¢né zvyhodnuje, to mu posléze ve staii mize
Skodit. A vskutku, pii hromadéni senescentnich bunék v organismu s rostoucim vékem
(Campisi, 2005), dochazi k degenerativnimu poSkozeni okolnich bunék a tkani, chronickym
zangtlivym loziskim a také rozvoji nadorovych onemocnéni. Na druhou stranu spolu se
starnutim organismu starne i imunitni systém, ktery je pravdépodobné zodpoveédny za aktivni
odstraniovani senescentnich bunék. Jelikoz se efektivita tohoto procesu s rostoucim vékem
muze snizovat, mize pak dochazet k relativné zrychlené akumulaci senescentnich bungk,

k sekundarni senescenci a tim k rozvoji se starnutim asociovanych nemoci.



5.2. Signalni drahy vedouci k rozvoji bunééné senescence
Jakmile poSkozeni DNA pteroste urcitou mez, buiika podstoupi bud’ apoptdzu, nebo
senescenci. V piipad¢ senescence pak dojde na zaklad¢ perzistentni aktivity drahy odpovédi
na poSkozeni DNA k zapojeni nékteré ze signalizacnich drah, napt. p53/p21 nebo
p16'NK4a-pRB. Aktivace urcité vétve zalezi na druhu stimulu a také na bunécném typu,
nicméné mechanismus a diivod uptfednostnéni jedné drahy nad druhou dosud nebyl zcela

objasnén.

3.2.1. Odpovéd’ na poSkozeni DNA

Odpovéd’ na poskozeni DNA (z angl. DDR — DNA Damage Response) je signalni
draha predstavujici zasadni aspekt v zdjmu udrzeni integrity genomu. Jde o jeden
z mechanismt eukaryotickych bunék jak se vyrovnat genotoxickému stresu.

K aktivaci DDR dochazi na zéklad¢ detekce poskozeni DNA. Signdlni drdhu lze
rozdélit na dvé vétve. Prvni vétev, ATM-Chk2, je aktivovana dvouvldknovymi zlomy DNA
(z angl. DSBs - Double Strand Breakes). Druhou vétev, ATR-Chk1, pak spousti detekovani
jednovlaknové DNA (ssDNA) a jednovlaknovych zlomu (z angl. SSBs - Single Strand
Breakes).

Na zaklad¢ ptitomnosti DSBs, kterou detekuje komplex MRN, se spousti prvni cesta
DDR. Dochézi k aktivaci ATM, jez tvoifi homodimery, které se navzdjem fosforyluji
(Bakkenist & Kastan, 2003). Po nasledné disociaci na monomery ATM fosforyluje histon
H2AX. K fosforylaci dochazi na serinu 139 a tyto isoformy jsou oznacovany jako yH2AX.
Protein MDC1 se vaZe na histony YH2AX, coZ ma za nasledek zvySeni koncentrace komplexu
MRN v disledku interakce mezi proteiny MDC1 a NBS1 (NBSI totiz tvoii ¢ast komplexu
MRN; Grenon et al., 2001) (Melander et al., 2008). Tento narust MRN implikuje dalsi
aktivaci kinaz ATM a tvoii tak pozitivni zpétnou vazbu. Jakmile dosahne hladina ATM
urcitého stupné, dojde k aktivaci kindzy Chk2.

Pt vzniku ssDNA, napf. pti poruse bézného prib&hu replikace DNA, dochazi k vazbé
proteinlt RPA na vldkno DNA. S RPA nésledné interaguje komplex ATRIP-ATR, ¢imzZ se
kinaza dostava do mista poskozeni (Cortez et al., 2001). Samotnou aktivaci ATR zajistuje
komplex 9-1-1 a také fosforylovany adaptorovy protein claspin, ktery posléze spolecné s ATR
aktivuje kinazu Chk1 (Kumagai et al., 2000).

Na zaklad¢ fosforylovani proteini kindzami Chkl a Chk2 se spousti oprava DNA,
transkripce, programovand bunéénd smrt ¢i zastaveni bunééného cyklu (viz obrazek ¢. 1),

popiipad€ navozeni bunécné senescence, jak je popsano nize.
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Obrazek ¢. 1 Vétve DDR signalni drahy a jeji dusledky.
Mechanismy jsou popsany v textu. Zasadni proteiny (p53 a Chkl) jsou zde zndzornény zelené. Protein p53 je dale
stabilizovan mnoha postransla¢nimi modifikacemi (oznageno teckami) pravé diky ¢innosti ATM, ATR, Chk1 a Chk2.

Pievzato z ,,Medema & Macirek, 2012 Oncogene*

3.2.2. Draha p53

Transkripéni faktor p53 patii mezi hlavni medidtory prosenescentnich signali
v dusledku aktivace onkogentl, dysfunkce telomer, poskozeni DNA ¢i zvySené hladiny ROS.
V senescentnich bunkach vykazuje zvysenou aktivitu i hladinu (Atadja et al., 1995; Vaziri et
al., 1997). Je negativné regulovan E3 ubiquitin-ligizou Hdm2 (u mysi Mdm?2), ktera indukuje
jeho degradaci (Kubbutat et al., 1997). Pti zvySeni aktivity p53 dochazi i ke zvySeni exprese
Hdm2, ktery nasledné p53 utlumuje. Jde tedy o negativni zpétnou vazbu (Lahav et al., 2004).

Na zakladé signalt DDR dochézi prostfednictvim ¢innosti kindz Chkl a Chk2, které
inhibuji Hdm2, k aktivaci p53. Obdobn& je Hdm2 potladovéan i proteinem P14”°%" (u mysi
p19”"F: Chang et al., 2007), a to v piipadé onkogenni signalizace (dal§i z pro-senescentnich
signalt).

Aktivovany p53 nasledné spousti transkripci inhibitoru cyklin-dependentnich kindz

p21 (Brown et al., 1997), coz vede k akumulaci hypofosforylovaného pRb, ktery tim padem
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inhibuje transkripéni faktor E2F. To se projevi pozastavenim nebo uplnym zastavenim

bunécného cyklu, tedy bunécnou senescenci.

[ Senescence signals

proliferation

\ ‘ [cell

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Obrizek & 2 Senescence je kontrolovéna drahami p53/p21 nebo p16'™**-pRB.
Prevzato z Judith Campisi & Fabrizio d'Adda di Fagagna. 2007

3.2.3. Draha p16'***-pRB

Pro-senescentnimi signaly indukovana vys§i exprese pl6™<** vede k inhibici
cyklin-dependentnich kinaz, tudiz nedojde k fosforylaci a inaktivaci pRB, ktery tak zdstava
pfitomen ve své aktivni hypofosforylované formé (Serrano et al., 1997) a tvoti s proteinem
E2F komplex. E2F ovlivituje napi. geny pro cyklin E a A, Cdk1 ¢i Cdc25, tedy geny nezbytné
ke zdarnému prabéhu bunécného cyklu, k bunééné proliferaci. V piipadé aktivniho pRB jsou
tyto geny tudiz umléeny, buiika pfestava proliferovat a muze dojit k rozvoji senescence
(Campisi, J. & F. d'Adda di Fagagna, 2007). Senescence navozena touto signalni drahou je
podle vseho ireverzibilni, na rozdil od pfipadu, kdy k ni dojde pies kaskadu p53 (Beauséjour
et al., 2003). Dochazi totiz ke stalé represi gent ovliviiovanych transkripénim faktorem E2F
formovanim tzv. heterochromatinovych fokust asociovanych se senescenci (z angl.

SAHF - senescence-associated heterochromatin foci; Narita et al., 2003).
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4. Typy buné¢né senescence

4.1. Replikac¢ni senescence

Jelikoz replikace DNA DNA polymerazou je jednosmérna (ve sméru 5> 3°)
a vyzaduje pro zahdjeni syntézy DNA primer, neni DNA polymerdza schopna replikovat
DNA v celé délce. Z tohoto diivodu se predpoklada, ze dochazi ke ztratdam kratkych useki
DNA na koncich chromosomu pfi kazdém bunééném déleni (tzv. ,,end replication problem*
Olovnikov, 1971; Watson, 1972; Olovnikov, 1973). Tandemové repetice chranici konce
chromosomii pied vzajemnym fuzovanim zvané telomery (Blackburn & Gall, 1978) jsou
syntetizovany enzymem telomerdzou. Jedna se o reverzni transkriptazu skladajici se z RNA,
kterd je templatem pro syntézu telomerickych sekvenci, a katalytickou podjednotkou
polymerazy TERT provadéjici  vlastni  syntézu (Greider &  Blackburn, 1987;
Greider & Blackburn, 1989). V buiikach, jez tento enzym exprimuji, prakticky nedochézi
k ubytku telomerickych sekvenci (Bodnar et al., 1998). Enzym je aktivni pii raném vyvoji, ale
S postupem c¢asu jeho mnozstvi i aktivita zna¢né klesa (Collins & Mitchell, 2002). Kriticky
kratké a nefunkcni telomery spousti DDR. Proteiny, které jsou soucasti telomer, inhibuji
opravu poSkozeni v oblasti téchto sekvenci (d’Adda di Fagagna et al., 2003; Carneiro et al.,
2010; Fumagalli et al., 2012), ¢imZ dochazi k trvalé aktivaci kontrolnich bodi bunééného
cyklu, k jeho zastavé a krozvoji senescence (Olovnikov, 1996). Kone¢ny stav kultury
nazyvame replikacni senescence, kdy v populaci senescentnich bun¢k pievazuje poskozeni
telomer. Zda se na dysfunkci telomer béhem replikacni senescence podili 1 jejich postupné
zkracovani, neni v sou€asnosti jednoznac¢né prokdzano. Oxidacni stres a jiné genotoxiny
urychluji rovnéz poskozeni telomerické DNA a tim i1 nastup replikacni senescence (von

Zglinicki et al., 1995; Forsyth et al., 2003).

4.2. Pfed¢asna senescence
Senescence lze dosahnout celou §kélou stresovych stimulii. Hovofime tak o pfedCasné
senescenci nebo stresem indukované piedcCasné senescenci (SIPS - z angl. Stress-Induced
Premature Senescence). Podle typu stimulu rozliSujeme napf. senescenci aktivovanou
onkogeny, senescenci vyvolanou genotoxickymi latkami (drug-induced senescence),
reaktivnimi formami kysliku ¢i bakterialni toxiny (Blazkova et al., 2009). Tyto stimuly vedou

k poskozeni DNA ¢i jinému mechanismu aktivace zastavy bunééného cyklu. PfedCasnou ji
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nazyvame proto, Ze je mozno ji vyvolat pfed vycerpanim replikacniho potencialu,
Hayflickova limitu.

Senescence je ¢asto vyvoldna neopravitelnymi 1ézemi DNA. Otazka, pro¢ urcity typ
1ézi DNA neni opraven a vede krozvoji bunéfné senescence, neni zcela objasnéna.
Nejcastéjsi 1éze DNA, které vedou k predcasné senescenci, jsou dvouvlaknové zlomy (Robles

& Adami 1998; Sedelnikova et al. 2004).

4.2.1. Stresem indukovana pred¢asna senescence

Bunééné kultury se musi oproti burikdm in vivo vyrovnavat s umélym prostiedim. Jde
zejména o vysokou koncentraci kysliku (in vivo 3 — 7% O; in vitro obvykle 21% O,), tedy
oxidacni stres. Dal§imi faktory pak jsou abnormalni hladiny zivin, rastovych faktord,
nepiitomnost sousednich bunék a extracelularni matrix. Tyto zmény se pak mohou projevit
V rozvoji tzv. stresem indukované senescence (SIPS; Sherr & DePinho 2000; Toussaint et al.,
2000). Mechanismus je obdobny jako u rozvoje replikacni senescence, a sice diky perzistentni
aktivit¢ DDR.

SIPS pfimo nezavisi na stavu telomer a mize se rozvinout jak u normalnich, tak
1 u rakovinnych bunék, které exprimuji telomerazu. Jako ptiklad 1ze mj. uvést mysi zarodecné
fibroblasty (MEF — z angl. Murine Embryomatic Fibroblasts), které se za normoxie dostanou
do senescence i piesto, Ze exprimuji telomerazu (Prowse & Greider, 1995) a maji
neposkozené telomery (Kipling & Cooke, 1990). Nastup stresem indukované senescence 1ze
zpomalit Gpravou podminek v kultufe (Loo et al., 1987), napt. kultivaci za fyziologickych

koncentraci O, (Parrinello et al., 2003), nebo v pfitomnosti antioxidantd.

4.2.2. Onkogenni senescence

Prvnim popsanym typem onkogenni senescence je senescence vyvolana konstitutivné
aktivni mutantou onkogenu H-Ras"'?, ktera zpiisobuje hyperaktivaci signalni draihy MAPK
(Serrano et al., 1997). Tato hyperaktivace vede u normalnich bunék k oxida¢nimu
a replikaénimu stresu, poskozeni DNA, nasledné aktivaci signdlnich drah spjatych
S poskozenim DNA, zastavé bunééného cyklu a nakonec k rozvoji bunééné senescence. Tento
proces je pravdépodobné jednim z diilezitych mechanismi, kterym se buniky brani nadorové
transformaci.

Rozvoj H-Ras-onkogenni senescence lze potlagit funkéni inaktivaci pl16™"#

ARF
4

¢i inhibici nadorovych supresorti p53, jeho upstream regulatoru pl , @ p21. V ptipadé
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snizeni exprese téchto proteinti doslo k maligni transformaci (Serrano et al., 1997), coz

potvrzuje klicovou roli zminénych proteinil v rozvoji senescence jako protinddorové bariéry.

4.2.3. Sekundarni senescence (,,bystander* senescence)

Po dlouhotrvajicim vystaveni kultur bun¢k riznym cytokinim jako TNF-a (Babbar &
Casero, 2006), IL-6 (Kojima et al., 2012) ¢i TGF-f (Reimann et al., 2010) dochazi ke
zvySené produkci reaktivnich forem kysliku (ROS — z angl. Reactive Oxygen Species) a
poskozeni DNA, které se muze projevit i rozvojem senescence. Buriky, u kterych byla takto
indukovéna senescence, mohou produkovat vySe zminéné cytokiny a zpiisobovat tak
senescenci okolnich bun¢k parakrinni cestou. Tento fenomén se nazyva ,bystander
senescence (Hodny et al., 2010) a byl jiz n€kolikrat zdokumentovan (Di X et al., 2008;
Hubackova et al., 2012; a fada dalSich praci).

Jednim ze znamych molekularnich mechanismi rozvoje sekundarni senescence je
sekrece IL-1B a TGF-B primarni senescentni buitkou. To nasledné zpuisobuje produkci ROS
NADPH oxiddzou Nox4 v sousednich bunikach, coz vyvold poskozeni DNA s aktivaci
permanentni DDR (Kodama et al., 2013). Z normalni okolni buiiky se tak stava sekundarni
senescentni buiika. Obdobnym mechanismem je vyvoldna senescence i1 u rakovinnych beta-
bun¢k pankreatu prostfednictvim cytokind IFN-y a TNF-o produkovanych imunitnimi

bunikami - pomocnymi T1 lymfocyty (Braumiiller et al., 2013).
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5. Vliv reaktivnich forem kysliku na rozvoj buné¢né senescence

5.1. Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vysoce reaktivni chemické molekuly obsahujici
kyslik, prvek nezbytny k pfeziti aecrobnich organismi. Zaroven vSak kyslik predstavuje i zivot
ohrozujici faktor kvili svym toxickym vlastnostem, které predstavuji jeho redukované formy
(Gerschman et al., 1954), zejména pak superoxid O, (superoxidova teorie; McCord et al.,
1971). Superoxid miizeme oznacit za tzv. primarni ROS, prekurzor dalsich, sekundarnich,
jakymi jsou napi. peroxid vodiku vznikajici dismutaci superoxidu, ktera je vyrazné
katalyzovana enzymem superoxiddismutazou (SOD; McCord & Fridovich, 1969; Bannister et

al., 1987). Vznikly H,0, je odbouravan kataldzou ¢&i peroxidazami, ze kterych je

vvvvvv

[ 24

biologické systémy s in vivo polocasem rozpadu kolem 10 sekundy (Pastor et al., 2000).
Nebezpecnost ROS spociva v reakcich s elektrony jinych molekul, ¢imZ dochazi ke vzniku
dalsich radikalti a spousti se tak fetézova reakce. Vsechny tiidy biologickych molekul jsou
citlivé k oxida¢nimu poskozeni zplsobenym volnymi radikaly. Nejzavaznéjsi jsou nasledky
reakci s DNA (bodové mutace), membranovymi lipidy (poSkozeni biologickych membran)

a oxidace proteind.
H202 + R+ 2 -OH + OH + R(*1D; R = kov niZsiho mocenstvi (Fe*, Cu’*) @

Mimo raznych ptivodct z prostfedi jsou ROS také vedlejSim produktem normaélniho
bunécného metabolismu. Za fyziologickych podminek je patrné nejzasadnéjSim producentem
ROS v buiice transportni fetézec elektronti (Turrens, 2003). ROS tak piredstavuji potencialni
zdroj oxida¢niho poSkozeni nejen mitochondrie, ale 1 celé buiiky. Tato jejich schopnost stéla
za vznikem radikdlové hypotézy starnuti, kterou postuloval Denham Harman v padesatych
letech minulého stoleti. Hypotéza vnima s ¢asem rostouci akumulaci poskozeni v disledku
pusobeni volnych radikalt jako zasadni pro proces starnuti (Harman, 1956). Je podporovana
i faktem, ze star$i buiky produkuji vice ROS nezli mladsi (Hagen et al., 1997). Jelikoz jsou
mitochondrie jednim z nejvétSich generatorit ROS v bunice, z podstaty véci doslo k rozsiteni

radikélové teorie na mitochondridlni teorii starnuti, ktera fika, ze oxidacni posSkozeni
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mitochondrie se projevuje kumulativnim efektem, kdy v disledku poskozovani ze strany ROS
dochazi k jejich jesté vétsi produkci, coz vede rozsahlejSimu poskozeni cel¢ bunky vcéetné
defektu mitochondrii (Harman, 1972; Miquel et al., 1980; Sohal & Dubey, 1994).

Podstatnou roli v produkci ROS nepiedstavuji pouze mitochondrie, ale také NADPH
oxidazy. Piedpoklada se, ze oba majoritni zdroje ROS v bunkéach, tj. ETC v mitochondriich
a enzymaticka aktivita NADPH oxidéz, ptispivaji k rozvoji bunééné senescence, stavu, ve
kterém jsou obecné zvyseny hladiny kyslikovych radikal (Takahashi et al., 2006).

Ackoliv vyse popsané vlastnosti ROS evokuji spiSe negativni dopady jejich plisobeni,
nelze opomijet 1 jejich podstatnou roli v bunééné signalizaci. ROS totiz reaguji se
specifickymi atomy v proteinech, ¢imz dochazi ke kovalentnim modifikacim téchto proteini.
Timto zptisobem ROS ovliviiuji mnoho redoxné-sensitivnich signalnich cest, jako je napf.
transdukce signalu z receptorti rustovych faktori (Rhee et al., 2003; Finkel, 2003). ROS
signalizace je patrné také dulezita v oblasti bunétné proliferace (Clément & Pervaiz, 1999),
bunééné senescenci (Lundberg et al., 2000), bunééné smrti (Burdon 1987; Burdon 1995)
a Vv procesu starnuti a asociovanym onemocnénim, i kdyz konkrétni role v této oblasti nebyla

doposud objasnéna.

5.2.ROS u konkrétnich typti bunécné senescence

Obecnou charakteristikou senescentnich bunék je zvySeni intracelularni hladiny ROS,
coz indukuje oxida¢ni poskozeni DNA a proteint (Passos et al., 2007; Chen et al., 1995; Sitte
et al., 2000). Divody a mechanismy tohoto fenoménu se vSak v zavislosti na konkrétnim
druhu senescence 1isi.

Bylo prokazano, ze replikaéni potencial bun¢k in vitro pfimo souvisi s koncentraci
kysliku v prostfedi, ve kterém jsou kultivovany. Poskozeni telomer povazované za hlavni
pticinu replikacni senescence (Wright & Shay, 2001; Bodnar et al., 1998), koreluje s mirou
oxida¢niho poskozeni DNA (Richter & Von Zglinicki, 2007). Dikazem jsou experimenty,
kdy dochazelo k rozvoji senescence v disledku vystaveni lidskych bunék pusobeni peroxidu
vodiku. Vysoké koncentraci exogenniho H;O, vedou k bunééné smrti, kdezto hladiny na
subletalni urovni vedou k senescenci (Bladier et al., 1997; Chen & Ames, 1994; Chen et al.,
1998; Lee et al., 1999). Po pfidani antioxidantd ¢i po zvySeni exprese intracelularnich
radikalovych detoxifikaénich enzyml (napf. SOD) dochazelo k signifikantnimu sniZeni
posSkozeni DNA a také ke zpomaleni ¢i zamezeni piechodu bunék do senescentniho stadia
(Chen et al., 1995; Serra et al., 2003), coz spojitost ROS a senescence evidentné potvrzuje.

Konkrétni ptipady vyvolani replikacni senescence v disledku zvyseni hladiny ROS byly
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dokumentovany u mysich zarode¢nych fibroblasti. MEF v prostfedi o 20% O, vykazovaly az
tiikrat vice celkové poskozené DNA, z toho dvakrat vice chromosomalnich zlomt, nez tomu
bylo v 3% O,. I pies fakt, ze MEF konstitutivné exprimuji telomerazu (maji dlouhé telomery,
ale 1 pres to podstupuji mén¢ populacnich zdvojeni nez jejich lidské analogy; Wright & Shay,
2000), prechazely tyto bunky do senescence (Parrinello et al., 2003). Zde je jasné patrné, Ze
délka telomer neni zasadnim faktorem pro rozvoj senescence. Krucidlni je poskozeni DNA
véetné telomerickych oblasti.

Kauzalitu mezi onkogenni senescenci a zvySenou hladinou ROS je spojovana zejména

V12 Vedouci

se zvySenim exprese konstitutivné aktivni mutanty onkogenu H-Ras
k Ras-indukované senescenci (Serrano et al., 1997; Sundaresen et al., 1996; Lee et al., 1999).
Obdobn¢ jako vySe lze nastup senescence potlacit snizenim koncentrace kysliku nebo
podanim antioxidantd. V 1% prostfedi O, je totiZ Ras neschopen signalizovat zvySeni hladiny
p21 a aktivovat tak ptechod do senescence. Pii normoxii (20% O3) V pfitomnosti lapaci, lze
rozvoj senescence zvratit vychytavanim H;O, (napf. N-acetyl cysteinem). Konvertor
superoxidu (napt. SOD) je vSak v takovém prostiedi net¢inny a senescenci nezabrani (Lee et
al., 1999). Recentni studie naznacuji, Ze Ras-indukované generovani ROS je alespon ¢astecné
zajisténo pisobenim NADPH oxiddz (viz niZe), nicméné ptfesny mechanismus dosud nebyl

objasnén (Kodama, R. et al., 2013).

5.3.NADPH oxidazy

NADPH oxidazy (Nox) jsou transmembranové enzymy katalyzujici reakci, pfi niZ
NADPH; reaguje s kyslikem za vzniku NADP" a superoxidového radikalu. Tyto proteiny
tvoii celou enzymatickou rodinu NOX/DUOX, ktera obsahuje pét, respektive sedm genti pro
NADHP oxidazy, a sice Nox1 — Nox5, respektive Duox1 a Duox2 (Bedard & Krause, 2007).
Jejich katalytické domény jsou homologni s NADPH oxidazou fagocytid (Nox2 - historicky
prvni objevena NADPH oxidaza; Lambeth et al., 2007) a nalezneme je prakticky ve vSech
bunkach (Lassegue et al., 2003), kde hraji dulezitou roli v signalizaci zanétu, imunitni
odpovédi ¢i apoptoze (Lambeth et al., 2007). V pripadé jejich deregulace, zejména tedy
zvySeni produkce ROS, dochdzi k mnoha zdravotnim problémim a onemocnénim
souvisejicim 1 se starnutim jako je napf. hypertenze, arterioskleréza a degenerativni nemoci
mozku (Alzheimerova ¢i Parkinsonova nemoc; Altenhofer et al., 2012). Navic deregulované
Nox1 a Nox2 mohou zptusobovat genomovou nestabilitu, kdy se jejich zvySenad exprese,
respektive aktivace, projevi na zvySeni oxida¢niho poskozeni DNA a mnozstvi mutaci (Chiera

et al., 2008). Na zaklad¢ aktivity Nox1 a Nox4 dochazi mj. k rozvoji bunécné senescence,
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napi. k jejimu navozeni polyfenolem u vaskularnich endotelialnich bunék (Schilder et al.,
2009). ROS generované témito enzymy tudiz hraji urcitou roli pii indukci senescence.
Na aktivité Nox1 a Nox4 pravdépodobné zavisi i senescence indukovand onkogennim

Ras (Kodama et al., 2013). Uméle zvyiena exprese H-Ras'*?

Vv lidskych thyrocytech vyrazné
zvysila 1 expresi mRNA Nox4, coz vedlo ke zvySené produkci peroxidu vodiku (Weyemi et
al., 2012; Weyemi & Dupuy, 2012). Zda se, ze H-Ras pfes signalni drahu MEK-ERK zvysuje
mnoZstvi a aktivitu Nox1 a Nox4 (a také jejich kofaktor p22"™™ — viz niZe), coZ se projevi
zvysenou produkci ROS, poskozenim DNA nebo aktivaci p38MAPK. Nasledovat pak mtize
aktivovani obou drah DDR a senescence (Kodama et al., 2013). V pfipadé¢ inaktivace Nox1 a
Nox4 v buiikach exprimujicich H-Ras"*? dochazi k signifikantné mensi fosforylaci histonti
H2AX, nez je tomu v pfipad¢ pfitomnosti aktivnich enzymt Nox. Tento fakt poukazuje na

V12

pravdépodobnou piimou spojitost mezi expresi H-Ras"*“ a zvySenou produkci ROS pravé

prostfednictvim Nox1 a Nox4. Mechanismus regulace ale zatim znam neni (Kodama et al.,
2013).

Dle poslednich studii je z hlediska senescence lidskych bun¢k velmi vyznamnéa Nox4.
Obdobné jako jiné enzymy Nox je i Nox4 heteroproteinovy komplex (viz obrazek ¢. 3).
Sklada se ze Sesti transmembranovych domén (mezi dvéma z nich jsou ukotveny dva hemy)
a cytosolické C-terminalni dehydrogendzové domény, ve kterd je vazebné misto pro FAD
a NADPH, (Nisimoto et al., 2010). Aktivace nastava ve chvili pfeneseni elektronu z NADPH,
na FAD. Elektron je pak pfenaSen skrz membranu pfes hemova Zeleza az na molekularni
kyslik, ktery se redukuje na superoxidovy anion. Oproti ostatnim oxiddzdm vyzaduje Nox4
pouze navazani regulaéniho proteinu p22°"* nikoliv dalsich cytosolickych regulacnich
podjednotek jako je tomu u Nox1 — Nox3 (Krause, 2004). Dale se Nox4 1isi vy$§im pomérem
produkce peroxidu vodiku k superoxidu (Martyn et al., 2006). Mechanismus této skute¢nosti
neni dosud objasnén, nicméné muiiZe jit o piimou produkci H,O, prostfednictvim Nox4 nebo
katalyzu superoxiddismutazou. Fyziologicky Nox4 souvisi s kontrolou bunécného piezivani,
proliferace nejriznéjSich rakovinnych bunéénych typt (Nisimoto et al., 2010) i diferenciaci
(Li et al., 2006). Pravdépodobné téz reguluje bazalni hladinu produkce ROS (Clempus et al.,
2007) a pti patofyziologickych podminkéch ziejme ptispiva pravé ke vzniku senescence nebo
zahajeni programované bunécéné smrti (Lassegue et al., 2012). Umlceni genu pro Nox4
prostiednictvim shRNA totiz snizuje oxida¢ni poSkozeni DNA a oddaluje nastup senescence
jak v lidskych endotelialnich bunkach (Lener et al., 2009), tak v thyrocytech exprimujicich

H-Ras"*? (Weyemi et al., 2012). Nox4 disponuje mitochondrialnim lokaliza¢nim signalem
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(Ago et al., 2010) a nalezneme ji tudiz i v mitochondriich, kde o jeji aktivité sveédéi vyssi

produkce ROS.

Nox4

Obrazek & 3 Nox4 tvoii komplex sp22°"* (zeleny), na jehoZ
C-terminalni doménu se muze vazat Poldip2 a zvySovat tak aktivitu
enzymu.

Pievzato z ,,Laussage et al., 2012¢

Nedavna studie Koziela et al. zabyvajici se dusledky ptusobeni Nox4 poukazuje na
zvySenou produkci peroxidu vodiku v mitochondriich a nésledny rozvoj senescence. Toto
zvySené mnozstvi HyO, se spolecné s vyssi aktivitou Nox4 zda byt klicovym reguldtorem
inhibice komplexu I ETC. U lidskych endotelidlnich bunék je tato inhibice doprovéazena
potlacenim exprese podjednotek tohoto komplexu. Aktivita proteinu Nox4 navic koreluje
se snizenim bazalni a maximalni respiracni kapacity. Pfitomnost Nox4 v mitochondriich
a produkce peroxidu vodiku pravdépodobné ptedstavuje zasadni faktor souvislosti rozvoje
bunéné senescence a mitochondrialni dysfunkce u endotelialnich bunék (Koziel et al., 2013).
Bunky s knock-down genu pro Nox4 signifikantné zpomaluji rozvoj senescentniho fenotypu
a zvySuji prolifera¢ni kapacitu bunky (Lener et al., 2009). Pti absenci Nox4 pak dochazi
k rozpojovani mitochondrialnich siti, ke zménam morfologie mitochondrii, snizené detekci
mitochondrialniho peroxidu vodiku a stabilizaci mitochondridlniho membranového potencialu
(Koziel et al., 2013). Souvislost senescence s parcialni dysfunkci ETC v disledku zvysené
hladiny ROS z Nox4 je zcela jisté vyznamnym objevem vyZzadujici intenzivnéj$i vyzkum.

Je zndmo, Ze ROS produkované v bunkach pii zanétech vedou ke starnuti tkani
a krozvoji se stafim asociovanych poSkozeni. Za produkci ROS jsou zvelké casti
zodpovédné¢ pravé NADPH oxidazy. Dlouhotrvajici aktivita Nox4 v buiikdch vede
k akumulaci DNA poskozeni, tudiz k rozvoji senescence (Kodama et al., 2013).

19



6. Spojeni STAT3 a ETC

6.1. STAT3

STATS3 patti do rodiny transkripénich faktord STAT (z angl. Signal Transducer and
Activation of Transcription). Puvodné byl identifikovany jako IL-6-indukovany aktivator
geni akutni faze (Wegenka et al., 1993). Pozdéji doslo k objeveni jeho dalSich funkci, mezi
2002; Matsukawa et al., 2003), pii opravé DNA (Barry et al., 2010) a pfi rozvoji nadorovych
onemocnéni (Bromberg et al., 1999). Zasadni je téz pusobeni STAT3 v mitochondriich, kde
nefiguruje coby transkripéni faktor, ale ma jinou funkci (viz nize; Wegrzyn et al., 2009). Bylo
zjisténo také to, ze STAT3 je nepostradatelny pro preziti savéich embryi (Takeda et al.,
1997).

STATS3 je aktivovan celou fadou rastovych faktorti a cytokinid (napt. EGF; Zhong et
al., 1994; INFo/pB, IL-10, IL-12 a dalsi; Levy & Lee et al., 2002). JelikoZ cytokinovy receptor
nema vlastni enzymatickou aktivitu, po navazani ligandu s nim asociuji kindzy JAK. Dochazi
k jejich transfosforylaci, ¢imz se vytvoii misto pro navazani STAT3, jehoz SH2 doména je
nasledné kinazou JAK fosforylovana na tyrozinu 705 (Y705; zasadni pro jeho transkripéni
aktivitu). STAT3 dimerizuje na zdékladé¢ reciproké interakce jeho SH2 domény
a fosfotyrozinu. Takto aktivovany STAT3 se transportuje do jadra a po vazbé na specifické
vazebné elementy DNA indukuje expresi velkého poétu cilovych gend (Schindler et al.,
2007).

6.2. STAT3 a jeho vliv na komplexy ETC

STATS3 neplni pouze funkei transkripcniho faktoru. Jak bylo jiz nékolikrat prokazano,
je stabilng pfitomen v mitochondriich (Gough et al., 2009; Wegrzyn et al., 2009; Boengler et
al., 2010; Phillips et al., 2010), kde je jeho DNA vazebna doména pravdépodobné
redundantni, jelikoz neni fosforylovan na Y705 (Szczepanek et al., 2011). STAT3 je
V mitochondriich nutny ke spravnému fungovani komplext I a IT ETC. V ptipad¢€ jeho uplné
absence dochazi k hluboké inhibici obou zminovanych komplexti (Wegrzyn et al., 2009)
spole¢né se snizenim produkce ATP, snizenim mitochondridlniho membranového potencidlu
(klicovy indikator integrity mitochondrialni membrany; Chen, 1988) a zvySenim produkce
ROS (Sarafian et al., 2010). Naopak zvySena exprese STAT3 vede k ¢aste¢né blokadé obou
komplexti, nicméné bez zvyseni hladiny ROS (Szczepanek et al., 2011). Mnozstvi STAT3
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Vv mitochondriich musi o¢ividné€ oscilovat kolem urcité hodnoty, protoze nedostatek i prebytek
ma za nasledek problematické stavy.

Mitochondrialni STAT3 tak ovliviiuje ETC netranskripénim mechanismem (Wegrzyn
et al., 2009). Podle nékterych studii STAT3 cilen¢ vyhledava proteinové kinazy (Boengler et
al., 2010), coz by mohl byt divod, pro¢ se vaze na komplexy I a II. Komplexy ETC jsou totiz
mozna schopny autofosforylace nékterych svych podjednotek (Phillips et al., 2010). Piesny
mechanismus interakce STAT3 s komplexy ETC v8ak zatim neni popsan.

6.3. Role STAT3 pri bunécné senescenci

STAT3 se zda mit v souvislosti s Hif-loo zasadni roli v bunééném metabolismu
(Demaria et al., 2010), zejména pak pii tzv. Warburgové efektu, situaci kdy dochazi
k vy$simu zapojeni glykolyzy a snizeni oxida¢ni fosforylace dokonce i pii vysokych
koncentracich kysliku (Warburg, 1956). Toho je dosazeno: i) vyvolanim transkripce Hif-1a,
coz ma za nasledek zvySenou expresi genu souvisejicich s glykolyzou; ii) nebo snizenim
respiracni aktivity mitochondrii, ¢ehoz je dosazeno inhibici exprese proteini ETC v jadie diky
STAT3 (Demaria et al., 2010). Jelikoz je vsak STAT3 piimo soucasti oxida¢ni fosforylace
(Gough et al., 2009), neni vylouCena i inhibice mitochondridlni respirani aktivity
v souvislosti s metabolickym pfechodem na aerobni glykolyzu i netranskrip¢ni cestou (viz
vyse). Nicméné je prokazano, ze mnoho nadorti vyzaduje transkripcni aktivitu STAT3 pro
zdarny prubéh transformace, vlastni piezivani a rust (Chiarle et al., 2005). STAT3 je proto
zajimavy cil pro budouci 1é¢bu rakoviny.

Inhibice oxidac¢ni fosforylace vede k prokazatelnému sniZzeni hladiny ROS a v ptipadé
konstitutivné aktivni mutanty Stat3“’° u MEF dochazi k rezistenci bunék vaci apoptoze a také
bunééné senescenci (Demaria et al., 2010). Na druhou stranu v ptipadé sekundarni senescence
byly zjiStény zvySené hladiny aktivovanych forem STATI1, STAT3 a STATS u vSech
primarnich senescentnich bun¢k, pii¢emz u sekundarnich senescentnich bun¢k byly naméfeny
vys$$i koncentrace pouze STAT3 (Novakova et al., 2010; Hubackova et al., 2010).

Transkripéné aktivovany STAT3 je schopen zvysit proliferacni potencidl buiky
a dokonce navodit rezistenci k bunécné senescenci (Demaria et al., 2010). I jeho transkripéné
neaktivovand forma pfitomnd v mitochondriich je zodpovédna za produkci ROS napft. pfi
ischemiich (Szczepanek et al., 2011) a také za inhibici komplextit ETC (Gough et al., 2009;
Wegrzyn et al., 2009). Z téchto poznatkt 1ze usoudit, ze STAT3 bude bunétné senescenci
spiSe branit, i kdyz posledni udaje poukazuji na jeho podstatnou roli v SASP a sekundarni

senescenci (Hubackova et al., 2012). Dalsi vyzkum v tomto ohledu je vice nez zadouci.
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7. Uloha TGF-beta v senescenci

7.1 TGF-p

TGF-B (z angl. Transforming Growth Factor Beta) tvofi celou cytokinovou rodinu, do
které radime ptes 30 proteinti véetné vSech isoforem TGF-f, aktivinil/inhibini, BMPs (z angl.
Bone Morphogenetic Proteins) apod. Tyto proteiny =zastavaji fundamentalni roli
V biologickych procesech, jakymi jsou bunécny rist a vyvoj, homeostdze, proliferace,
apoptdza ¢i regulace imunitniho systému (Massague, 1998; Massague, 2000). Signalni drahy
TGF-B jsou evoluéné konzervované a nalezneme je jak u obratlovcd, tak u bezobratlych.
Zarovei jsou tyto drdhy spjaty s mnohymi vyvojovymi defekty a patologickymi stavy, napf.
rakovinou ¢i degenerativnimi a autoimunitnimi onemocnénimi. Navic je TGF-f dlouhodobé

spojovan také s rozvojem bunééné senescence (napi. u lidskych fibroblasti; Kordon et al.,
1995).

7.2 Indukce senescence TGF-$

Je znamo, Ze stresové cytokiny, mezi které se TGF-f také tadi, aktivuji DDR a mohou
vést k ROS-dependentni indukci DSBS, coz se muze projevit aZz bunéfnou senescenci
(Burdak-Rothkamm et al., 2008). T¢ lze také dosahnout dlouhodobym vystavenim bunék
riznym pusobklim, TGF-B nevyjimaje. Spousti se produkce ROS, dochéazi k poskozeni DNA
a nasledné 1 k zastaveni bunécného cyklu. TGF-B ma pak zasadni roli v pfipadé sekundarni
senescence, kde je zodpovédny za kauzalni spojeni produkce ROS a zvySeni mnozstvi histona
YH2AX v sekundérnich senescentnich buiikdch. Parentdlni senescentni buniky totiz sekretuji
velké mnozstvi isoformy TGF-B1, kterd velmi pravdépodobné nepfimo spousti
v sekundarnich buiikdich DDR. Navic inhibice TGF-f1 vedla ke sniZzeni mnoZstvi YH2AX
i ROS (Hubackova et al., 2012). Mechanismus navozeni sekundéarni senescence touto cestou
neni zcela zndm, nicméné zasadni roli pfi ném hraji NADPH oxidazy, konkrétn€ Nox4.
Sekretovany TGF-B1 je schopen v okolnich buiikach indukovat expresi Nox4 (Thannickal
& Fanburg, 1995; Hu et al., 2005; Tong et al., 2010). Generovani ROS diky Nox4 vede
k perzistentni DDR. Dukazem spojitosti muze byt situace, kdy dojde k inhibici receptoru pro
TGF-B a v navaznosti na to se hladiny mRNA Nox4 snizi (Hubackova et al., 2012).

TGF-B ma v indukci bunééné senescence i dalsi tilohu. Pfi inaktivaci signalnich drah
p53 a p16™*® napr. v souvislosti srozvojem rakoviny je mozné dosdhnout bun&éné

senescence po pusobeni TGF-B, coz zaptiCiiiuje aktivaci drahy pZICi'Dl a p15INK4ID a tudiz
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zastaveni bunécného cyklu. Zasadni je zde opét role Nox4 a ROS, které se zdaji byt nutné pro
dosazeni senescentniho fenotypu (Senturk et al., 2010).

TGF-B ma také vliv na mitochondridlni metabolismus i na integritu mitochondridlnich
siti (Wang et al., 2012). Jejich fazovani je spojeno s TGF-B-indukovanou senescenci
u plicnich epitelialnich bunék nork (Yoon et al., 2005). ZvySena aktivita TGF-B je navic
spjata s dysfunkci mitochondrii, zvySeni mitochondrialni hladiny ROS a ptipadnou apoptézou
¢i senescenci. Je pravdépodobné, Ze dochazi k inhibici mitochondridlni respirace a syntézy
ATP. Pii plisobeni TGF-B1 byl totiz zjistén pokles mitochondridlniho membranového
potencialu, zvySeni produkce ROS, ale zejména inhibice komplexu IV ETC (Yoon et al.,
2005). Zvysena produkce ROS tak mtize byt zpisobena taktéz parcialni inhibici ETC. Ve své
studii Yoon et al. jest¢ uvadi, ze TGF-B1 v zavislosti na mnozstvi primarn¢ nezpusobuje
programovanou buné¢nou smrt, ale senescenci (Yoon et al., 2005). Je znamo, Ze vystaveni
bunky niz§im davkdm TGF-f miiZe zpisobit zastavu bunééného cyklu, zatimco vys§si davky

indukuji apoptozu (Herrera et al., 2001).
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8. Zavér

Ackoliv bylo v poznani mechanisml bunécné senescence od jejiho objeveni az do
dnesnich dnli dosazeno obrovského pokroku, stile zbyva detailn¢ popsat a porozumét rade
procest, které tento fenomén provazi. Rozsdhl¢ zmény bunécné morfologie, exprese
1 metabolismu souvisejici s rozvojem senescence se tykaji i bioenergetické stranky, tedy
oxidacni fosforylace.

Mitochondrie piedstavuji dulezity spoj mezi fyziologickymi dysfunkcemi spojenymi
se starnutim a oxida¢nim poskozenim (Kowald, 2001; Jacobs, 2003). S rostoucim vékem
dochézi ke zvySené produkci ROS a snizuje se aktivita komplext I, III a IV ETC. Komplex 11
zustava stafim prakticky neovlivnén (van Remmen & Richardson, 2001). Pfi rozvoji
senescence podobné jako pfi starnuti se projevuji problémy oxida¢niho sprazeni mitochondrii
(Greco et al., 2003; Hutter et al., 2004). Jsou patrné defekty oxidaéni fosforylace, kdy ani
velka hladina intracelularniho AMP v senescentnich buiikach nevede K plnému vyuziti

8

oxida¢nim poskozenim mitochondrii v disledku zvysené produkce ROS (Stadlmann et al.,
2002).

Pravé pusobeni ROS se zda byt krucialni v souvislosti s rozvojem bunééné senescence
obecné. At uZ dochazi kindukci senescence stresovymi cytokiny (TGF-f), aktivnim

onkogenem (H-Ras"*?

) nebo ptimo hyperoxii ¢i vysokou koncentraci H,O,, vzdy to nakonec
vede ke zvyseni intracelularni hladiny ROS, poskozeni DNA a perzistentni DDR. Defekt
respiracniho fetézce se pak muize projevit inhibici komplexu I v disledku aktivity Nox4
(Koziel et al., 2013) ¢i dysfunkci komplexu IV na zakladé vystaveni pisobeni TGF-p (Yoon
et al., 2005), ktery mimoto aktivuje i Nox4. Tyto problémy tykajici se oxida¢ni fosforylace
mohou vést k dalSimu generovani ROS pravé diky poSkozenym komplexiim ETC. Samotna
inhibice mitochondridlnich komplexti je spojena také se snizenou expresi jejich podjednotek.
Obdobn¢ je tomu v piipad¢ inhibice ze strany STAT3, ktery omezi expresi podjednotek
komplextd ETC pfimo v jadfe. Navic muze aktivitu komplexti naruSovat i ptimo v dusledku
své pritomnosti v mitochondriich.

Bioenergetika senescentnich bunék je zcela jist€¢ velmi diilezitou oblasti pii studiu
bunécné senescence. Pokracujici dikladny vyzkum na tomto poli mlze pfinést zasadni
mezniky v chapani fenoménu bunétné senescence a napomoci tak v 1écbé rakoviny

¢i pfedchazeni starnuti, dvéma procesim, se kterymi je senescence spojovana.
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