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Abstrakt:

Riziko chronickych onemocnéni se v prubehu Zivota neustale zvySuje. Diky pokrocilé moderni
dramaticky narast lidi trpicich nemocemi spojenych s pokroCilym stafim, jako je ateroskleroza,
Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba. Rada nedavnych studii prokazala, Ze v tkénich starnoucich
nemocnych dochazi k akumulaci tzv. senescentnich bunck, které jsou metabolicky aktivni, nicméné
nejsou jiz schopny dalsi proliferace a na rozdil od terminaln€ diferencovanych bunék sekretuji mnozstvi
specifickych faktorti, kterymi vyrazné ovliviiuji okolni mikroprostiedi. Uloha senescence jakozto
protinadorové bariéry je znama jiz pomérné dlouho, nicméné jeji vyznam ve fyziologickych procesech a
starnuti je osvétlovan z velké Casti az v soucasné dobé€. Zatimco se senescenci v perifernich tkdnich
zabyva pomérné¢ mnoho studii, pfispévek senescence k poklesu fyziologickych funkei stdrnouciho
centrdlniho nervového systému patii doposud mezi malo prozkoumané oblasti. Neddvno ziskané
vysledky naznacuji, ze starnuti i s nim spojené neurodegenerativni nemoci jsou doprovazeny zvySenym
sekre¢nim fenotypem senescentnich buné€k ne-neurondlniho pivodu v mozku, ktery zptisobuje nizkou,
ale chronickou hladinu zanétu a vyrazné tak mize ovliviiovat pritbéh téchto chorob. Senescentni buiiky
v mozku tak mohou piedstavovat nové terapeutické cile pro 1é€bu neuropatologii centrdlni nervové
soustavy (CNS) spojenych se starnutim. Cilem bakaléiské prace je zpracovani dosavadnich poznatkli o

senescenci, jeji uloze v CNS a jejim vlivu na nadorova a neurodegenerativni onemocnéni CNS.

Kli¢ova slova: bunécna senescence, neurodegenerativni onemocnéni, starnuti, senescentni

sekretom, centralni nervovy systém
Abstract:

The risk of developing many pathological conditions and ageing-releated diseases increases
persistently throughout a lifetime. A dramatic increase in the number of people suffering from one of
these diseases, such as atherosclerosis, Alzheimer’s disease or Parkinson’s disease, is caused by constant
elevation of human life’s length due to advancements in modern medicine and changes in life style.
Several recent studies have demonstrated that senescent cells accumulate in aged and ill tissues.
Senescent cells are metabolically active, but unable of proliferation and unlike the terminally differented
cells, they secrete many factors that contribute to the transformation of the tissue microenviroment. The
role of senescence as anticancer barier is known for a long time, but its importance in physiological
processes and aging is mainly a matter of a recent time. While there is also a lot of studies focusing on
cellular senescence in peripheral tissues, their involvement in or contribution to cognitive decline with
aging of the central nervous system (CNS) remains relatively unknown. Recent data of many laboratories
suggest that senescence-associated secretory phenotype of the non-neuronal senescent cells in brain can

cause chronic level of inflammation and thus accompany aging and ageing-related diseases and



contribute to their progression. Thus, senescent cells in brain could be a new therapeutic target for aging-
related neuropathologies of the CNS. The aim of this thesis is a compilation of a current knowledge

about the role of senescence in the CNS with focus on cancer and neurodegenerative diseases of CNS.

Key words: cellular senescence, neuredegenerative diseases, aging, senescent secretome, central

nervous system
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Seznam pouzitych zkratek

ATM -z angl. ataxia telangiectasia mutated

ATR — z angl. ataxia telangiectasia and Rad3 related

CDK - cyklin-dependentni kinazy

CNS — central nervous system

CSF — z angl. cerebrospinal fluid

DDR -z angl. DNA damage response

DNA-SCARS — z angl. segments with chromatin alternations reinforcing senescence
DSBs — z angl. double strand breaks

ECM - z angl. extracelular matrix

EMT — z angl. epithelial mesenchymal transition

GBM -z lat. glioblastoma multiforme

GM-CSF - z angl. granulocyte — macrophage colony-stimulating factor
GSCs — z angl. glioblastoma stem cells

HAND - z angl. HIV associated neurocognitive disorders
HGF — z angl. hepatocyte growth factor

HSCs — z angl. hepatocyte stellate cells

iCDK — inhibitor cyklin-dependentnich kindz

IL-(1-15) — interleukiny

MDM2 — murine double minute 2 protein (u lidi nazyvan HDM2)
NF-kB — nukleéarni faktor kappa B

NGSCs — z angl. non-stem glioma cells

NSCs - z angl. neural stem cells

OIS - z angl. oncogene-induced senescence

OPCs — z angl. oligodendrocyte progenitor cells

PRR - z angl. pattern-recognizing receptors

RNS — z angl. reactive nitrogen species

ROS — z angl. reactive oxygen species

SAHFs — z angl. senescence-associated heterochromatin foci
SA-B-gal — z angl. senescence-associated 3-galactosidase
SASP — z angl. senescence-associated secretory phenotype
SCAPs — z angl. senescent cell anti-apoptotic pathways
UPR - z angl. unfolded protein response

VEGF - z angl. vascular endothelial growth factor



Uvod

Diky neustalym pokrokiim ve véde a mediciné dochazi k postupnému zvySovani primérné délky
lidského Zivota. To s sebou pfinasi také mnohd rizika spojend s pokroCilym vékem, jako je rozvoj
ruznych geriatrickych patologickych zmén vcetné neurodegenerativnich onemocnéni, kterymi bude
patrné vyhledoveé trpét stale vétsi mnozstvi lidi. Jako pfiklad mizeme uvést Alzheimerovu chorobu,
vilbec nejéastéjsi neurodegenerativni onemocnéni, kterym trp&lo v roce 2010 asi 150 tisic Cechti a 4,7
milionu Americ¢antl, piicemz se odhaduje, ze do roku 2050 stoupne tento pocet na vice nez pétinasobek.
Nesmime také zapominat na obrovské emocialni, socialni, 1ékarské a ekonomické vydaje spojené
s lécbou téchto pacientt, které dalece prevySuji pé¢i o onkologicky nemocné nebo jedince trpici
kardiovaskularnimi chorobami, coZ ¢ini z vyvoje terapeutik zaméfenych na zmirnéni ¢i zpozdéni nastupu
s vékem souvisejicich neurodegeneraci hlavni prioritu biomediciny.

Rada védct se proto jiz dlouhou dobu snaZi pochopit mechanismy starnuti a moZnosti tento
proces zvratit ¢i alesponn zpomalit. Novou nadé&ji pacientim nabizeji soucasné vysledky vyzkumu
dokazujici akumulaci senescentnich bunck vtadé starych ¢i nemocnych tkanich. Tyto bunky
charakteristické zastavenym bunéénym cyklem v reakci na riizné stresory mohou zasadnim zplsobem
ptispivat k pribéhu téchto chorob, pficemz byly prokdzany na modelovych organismech pozitivni
vysledky jejich odstranéni z tkani. Pokud se prokaze, ze senescentni buiiky jsou pfi¢inou a ne pouhym
dasledkem neurodegeneraci, znamenalo by to dilezity krok k vyvoji G€innych 1€kii a perspektivné
i prodlouzeni zdravé délky zivota.

Cilem této bakalarské prace je shrnuti dosavadnich poznatkll o senescenci a jeji uloze

v neurodegenerativnich onemocnéni a karcinogenezi mozku.



1 Bunécéna senescence

Biology je starnuti definovano jako na véku zavisly ¢i s vékem nartistajici pokles fyziologickych
funkci vedouci ke zvySené timrtnosti souvisejici s vékem a naopak snizeni na véku zavislé schopnosti

reprodukce !

. Stejn¢ tak lze definovat i starnuti na urovni bun¢k — Cili jako na veku zavisly pokles
bunécénych funkci véetné schopnosti bunééného déleni, komunikace nebo transportu, coz vede k vétsi
nachylnosti k bunééné smrti ¢i k odstranéni téchto bunck. Starnuti se vyskytuje u vsech typti bunék,
vCetné zarode¢nych linii a kmenovych bunék ? a proto se zna¢né lisi projevy i disledky napfi¢ riznymi
bunécnymi typy.

Zatimco bunécné starnuti je kontinualni proces provazejici neproliferujici buiikky uz od jejich
vzniku po cely Zivot, termin bunééna senescence je vyhrazen pro délici se bunky zastavené v bunééném
cyklu pusobenim riznych stresovych faktord a jimi aktivovanych signalnich drah. Z hlediska
molekularniho mechanismu se jednd o dlouhodobou indukci inhibitorti cyklin-dependentnich kinaz
v reakci na celou fadu nejriiznéjsich signali, jako je naptiklad poskozeni DNA ¢i aktivace onkogent,
ktera vede k zastaveni bunécného cyklu v nékterém z jeho kontrolnich bodii.

Stejn€ jako senescence neni jen zdstava bunécného cyklu, zastava bunééného cyklu jesté nutné
nemusi znamenat senescenci. Senescentni buiilky se 1isi od diferencovanych bun¢k v klidovém stavu
v mnoha parametrech, mezi které patii napfiklad specificka sekrece cytokind &i rdstovych faktort °.
Senescentni bunky prochazeji fadou morfologickych zmén, vyznacuji se zménénou expresi velkého

mnozstvi (se senescenci asociovanych) geni *

a naopak v pfitomnosti mitogennich signalii nejsou
schopny spustit expresi genti nutnych k proliferaci °.

Senescence byla poprvé pozorovana v primarnich bunéénych kulturach lidskych embryonélnich
fibroblastti, které mohou byt kultivovany in vitro jen omezenou dobu. Postupné ztraceji schopnost se
delit, az dojde kUplnému zastaveni bunécného cyklu. Takové bunky zlstavaji zivotaschopné,
ale navzdory vhodnym podminkam uz nemohou dale proliferovat. Tento limit maximalniho urcitého
poctu déleni popsal poprvé vroce 1961 Leonard Hayflick ¢ a byl pozdé&ji po ném pojmenovéan jako
,, Hayflickiv limit .

Nasledné bylo také podano nékolik ditkazl o pfitomnosti senescentnich bunék in vivo ’.



1.1 Bunécnda senescence in vitro

1.1.1 Charakteristika senescentnich bunék

Senescence se v zavislosti na typu bunék a induktoru vyskytuje jako velice heterogenni fenotyp,
a protoze neni doposud znam Zzadny univerzalni a naprosto spolehlivy marker senescence, neni jeji
detekce, predevsim in vivo, vzdy zcela jednoducha. K prokazani senescentniho fenotypu se proto obvykle

pouziva kombinace n¢kolika markert (Obrazek ¢. 1).
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Obrazek ¢. 1: Bunky prechazeji po nékterém z mnoha vnéjsich ¢i vnitinich stimulii do senescence s
charakteristickymi znaky, které jsou vyuzivany jako markery senescence ® (upraveno).

1.1.1.1 Morfologické viastnosti a vnitini zmény senescentnich bunék

Zastava bunéfného cyklu a neschopnost déleni je sice hlavnim, avSak ne jedinym
charakteristickym znakem senescence. Senescentni buiky spolu obvykle sdili nékolik typickych projevi
véetn¢ zplostélé, silné roztazené morfologie se zvétSenym jadrem, Casto jsou také mnohojaderné

a/nebo polyploidni °. V né&kterych piipadech mohou vykazovat rozsdhlou vakuolizaci zplisobenou
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bunécnou odpovedi na nesbalené ¢i Spatné sbalené proteiny (UPR — z angl. unfolded protein response) v
dtisledku vzniku stresu endoplazmatického retikula ¢i zvySenou makroautofagii '°.

Senescentni bunky vykazuji zvySenou expresi lysozomalni tzv. se senescenci-asociované [3-
galaktosidazy (SA B-gal). Tento enzym je aktivni a detekovatelny jak v senescentnich, tak normalnich
bunkach pii pH nizs§im nez 4,0 — 4,5, odpovidajici normalnimu prostiedi lysozomu. Naopak diky expanzi
lysozomalniho kompartmentu se celkova aktivita B-galaktosidazy zvySuje a v kultufe senescentnich
bunek lze pfitomnost SA P-gal prokdzat i pfi suboptimdlnim pH 6. To bylo poprvé provedeno u
senescentnich lidskych fibroblastti ', a vyuziva se jako jeden ze zékladnich testl k detekci senescentnich
bunek jak in vitro, tak s limitacemi i in vivo.

3 12
a recyklace organel ¢i akumulovanych nedegradovatelnych proteinti makroautofagii *. S tim je spojena
ztrata laminu B1, kterd zpisobuje zvySenou neselektivni permeabilitu jaderného obalu, tudiz dochazi
k charakteristickému snizeni barveni DNA v duasledku priniku jaderného chromatinu do cytoplazmy,
ktery zde vytvafi tzv. cytoplazmatické chromatinové fragmenty .

Senescenci Casto doprovazi také vyskyt tzv. heterochromatinovych fokust (SAHF — zangl.
senescence associated heterochromatin foci). Pravdépodobné se jedna o zbytky heterochromatinu.

Senescentni bufiky také vykazuji zvySeny pocet jadernych t&lisek PML ¥, coZ jsou subjaderné
proteinové komplexy vyskytujici se v interchromatinovém prostoru. Jadernd téliska PML obsahuji
stabiln¢ nebo pfechodné téméf dveé sté¢ dalSich proteind a podili se na mnoha biologickych procesech
probihajicich v jadie vcetné transkripce, fizeni apoptozy, vstupu do senescence ¢i odpovedi na poskozeni
DNA 5

Pti pokusech na diploidnich lidskych fibroblastech bylo také zjisténo, ze pfi senescenci spusténé
poskozenim DNA, pfedevéim dvouvlaknovych zlomi DNA (DSBs — zangl. double strand breaks),
dochazi v jadfe k dlouhodobé signalizaci odpovédi na poskozeni DNA (DDR — z angl. — DNA damage
response — viz kap. 1.1.3). Pfedpoklada se, ze se jedna se o mista trvalého poSkozeni DNA se stabilné
asociovanymi proteiny DDR, nékdy nazyvanych jako tzv. , DNA-SCARS* (z angl. segments with

chromatin alternations reinforcing senescence) '°.

1.1.1.2 Sekretom senescentnich bunék

S prechodem bun¢k do stadia senescence je také spojena zmeéna jejich sekretomu, ¢ili produkce
latek do okolniho prostfedi. Sekretomy jednotlivych bun¢k se mohou navzajem lisit v zavislosti na typu
buniky, jeji funkci ¢i ptipadné patologii.

Spektrum faktorti, které senescentni buiiky produkuji, oznacujeme jako , sekrecni fenotyp
asociovany se senescenci”, zkracené SASP (z angl. senescence-associated secretory phenotype). Ten se
vyskytuje nejen u bunék kultivovanych in vitro, ale také in vivo, naptiklad jako odpoveéd’ na poskozeni

DNA chemoterapii. Senescentni buiiky zvysSuji expresi mnoha prozanétlivych a imunomodulacénich latek,

11



zahrnujicich cytokiny a chemokiny, rtstové faktory nebo faktory pfeziti ¢i smrti, které pisobi jak
parakrinng (na okoli), tak i autokrinné (na buiiky samotné) 7.

Hlavni skupinu tvofi jiz zminéné,,tkaniové hormony* cytokiny, které v lidském téle ptisobi jako
hlavni mediatory imunitni odpovédi a zprostiedkovatelé mezibunééné komunikace. Nekteré slozky
SASP mohou potlacit nadorovou progresi vyvolanim senescence v okolnich bunkach (IL-6, IL-8, IL-1p,
TGF-B atd.) '® ¢i aktivaci imunitni odpovédi, ktera senescentni buiiky zlikviduje (IL-1, IL-6, IL-8, IL-15,
TGF-B atd.). N&které z téchto a dalsich faktort (IL-6, IL-8, MMP-3, VEGF, HGF atd.) !° mohou naopak
transformovat premaligni buriky na nddorové a podporovat rist ¢i tvorbu metastaz.

Je tieba zdiiraznit, ze ptisobeni SASPu je ve specifickém kontextu pleiotropni. SASP zdsadnim
zpisobem ovliviluje tkanové mikroprostiedi, fyziologicky mtze napomdhat udrzovani homeostizy,
hojeni ran a tkaniového poskozeni, tlumit ¢i podporovat proliferaci okolnich bun€k, nebo skrze aktivaci
imunitnich bunék navozovat stav podobny hojeni poskozené tkané. Pti dlouhém setrvani senescentnich
bunek v tkanich mize dochdzet také k negativnim ucinkiim, jako je navozeni (druhotné) senescence
v okolnich bunkach, podpora mnozeni nadorovych bunék, vyvolani chronického zanétu ¢i podpora
epitelidlné mesenchymalniho ptechodu (EMT — z angl. epithelial mesenchymal transition) *°, ktery je za
normalnich okolnosti sice béznou soucasti hojeni ran, nicméné se ale také podili na invazivité zhoubnych
nadort a vzniku metastaz.

SASP je regulovan na mnoha urovnich, vCetné transkripce, translace, stability mRNA, ¢i
autokrinnich a parakrinnich zpétnovazebnych smycek, které mohou dany signal mnohonasobné zvysit.
Ackoliv bylo objeveno mnoho mechanismt podilejicich se na indukci SASP, jako je aktivace drahy
MAP kinazy p38 2! &i signalni drahy mTOR %2, DDR ?* nebo ¢GAS/STING %%, k tipInému pochopeni
indukce SASP za specifickych podminek je zapotiebi dalsi vyzkum.

Exprese latek SASPu je kontrolovana dvéma hlavnimi transkripénimi faktory — NF-xB %3
a C/EBPB %, které maji esencialni tlohu v iniciaci imunitni odpovédi, a je, jak zminéno vyse, siln&
ovlivnéna fadou pozitivnich i negativnich zpétnovazebnych smycek. Naptiklad exprese genu TRAF3IP2
¢i IL1A mize stimulovat expresi NF-kB, kterd zaroven zvysuje expresi IL1A, stejné jako nékteré slozky
SASPu mohou zpétné pozitivné ovliviiovat expresi NF-kB . Piikladem negativni zpétné vazby pak
muze byt zvySena exprese mikroRNA miR146a a miR146b u senescentnich bunék se silnym sekre¢nim
fenotypem, ktera reprimuje regulator NF-kB — IRAK 1 %7 a sekreci latek tak omezuje.

Dal$im dalezitym regulatorem senescence a piedevsim SASPu je transkripéni faktor GATA4 %%,
V senescentnich bunikach dochazi vlivem poskozeni DNA k aktivaci kinazz ATM a ATR a tim ke
stabilizaci proteinu GATA4, ktery je za normalnich okolnosti v komplexu p62-GATA4 sméfovan
k proteosomalni degradaci. GATA4 muze ovlivnit expresi mnoha genti dulezitych pro senescentni
fenotyp a zprostiedkovat transkripci genti kodujicich nékteré ze slozek SASP (IL-6, IL-8, CXCLI1,
GMCSF, proteazy a inhibitory ECM atd.) a to pfedevs§im regulaci aktivity NF-«kB pifes TRAF3IP2 a
IL1A ¢i miR146a a miR146b. Bylo zjisténo, Ze na rozdil od zastavy bunééného cyklu funguje tato draha
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nezavisle na ektopické indukci p16™K42 g p21wafleirl 17.29 " ¢oy7 vysvétluje pomémné dlouhy ¢asovy usek

mezi zastavou cyklu a nastupem sekrecniho fenotypu senescentnich bunck.
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Obrdzek ¢. 2: Schéma regulace SASP skrze mechanismus DDR i mechanismy na DDR nezdvislé
(upraveno).

1.1.2 Indukce senescence

Senescence mize byt vyvolana fadou rtuznych stimulli. Ve vétsing pripadd je jejim spoustéCem
odpovéd’ na neopravitelné ¢i setrvalé poskozeni DNA nebo rozsahly stres, ktery nasledné aktivuje
ptislusné signalni drahy nutné ke spusténi senescentniho fenotypu.

Jak jiz bylo zminéno, senescence byla poprvé pozorovana u kultury lidskych fibroblastd °,
aprotoze byla charakterizovana jako vyCerpani mitotického potencidlu bunky nasledované uplnou
zastavou bunécéného cyklu, byla nazvana senescenci replikacni. Jednim z hypotetickych mechanismd, jak
by mohla bunka detekovat pocet svych déleni, je kontrola délky telomer, hexanukleotidovych repetic 5'-
TTAGGG-3" na konci chromozomt eukaryotickych organismii. Podle hypotézy Watsona a Olovnikova
neni DNA polymeraza diky jednosmérné replikaci a linearité chromozomové DNA schopna doreplikovat
celé vlakno DNA, coz mize byt pficinou postupného zkracovani telomer. V momenté, kdy by byly
telomery pfili§ kratké, by mohlo dojit k zastaveni cyklu. Je zfejmé, Ze telomery se b&hem kultivace
lidskych bun€k zkracuji, ale zda se v tomto procesu uplatiuje vySe uvedeny mechanismus, neni
jednoznaéné prokazano. N¢které prace naznacuji, ze poSkozeni telomer dvouvlaknovym zlomem hraje
v indukeci senescence skutecné roli, protoze oprava dvouvlaknovych zlomt je v oblasti telomery
blokovana specifickymi telomerickymi vazebnymi proteiny shelterinového komplexu 3!, a k op&tovnému

prodlouzeni telomery mtize dojit pouze aktivitou enzymu telomerazy nebo homologni rekombinaci.
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Vliv na vstup do senescence ma rovnéz oxidacni stres zptisobeny zvySenou hladinou volnych
radikalt kysliku (ROS — z angl. reactive oxygen species). Telomery bohaté na snadno oxidovatelnou bazi
guanin jsou na oxidac¢ni stres citlivé a bylo prokazano, ze antioxida¢ni kapacita bunék koreluje s jejich
prolifera¢ni kapacitou a stupném zkraceni telomer *. Jakékoliv neopravitelné poskozeni telomer je pak
detekovano pfislusnymi mechanismy a spousti se kaskada podobna DDR !¢,

Senescence muze byt indukovana také onkogeny (OIS — z angl. oncogene-induced
senescence) 33. Onkogeny Ras/Raf nebo c-myc stimuluji v bufice neplanovanou replikaci DNA, coZ
navozuje replikaéni stres, ktery vede k aktivaci DDR, indukci senescence ¢i bunééné smrti 3433,

Dalsim z moznych zptisobd, jak vyvolat senescenci ¢i apoptozu, je aplikace ionizujiciho zafeni ¢i

chemickych latek poSkozujicich DNA, véetng téch, které se vyuzivaji v 1&é¢bé rakoviny (H.O, ¢, 5-

37 38 39

azacytidin °’, gama zafeni °°, cisplatina °° atd.), zpusobujicich genotoxicky stres a neopravitelné
poskozeni DNA. Podobné ucinky mohou mit také nékteré bakterialni genotoxiny (napf. toxiny nalezejici
do rodiny tzv. cytoletdlnich distenznich toxin, CDT). Ptikladem mtze byt HACDT produkovany
patogenni gram-negativni bakterii Haemophilus ducreyi ®°.

K indukci senescence muze dojit také parakrinnim ptisobenim genotoxickych cytokind, které

jsou jednou z hlavnich slozek SASPu #!.

Bunécna kultura Oxidativni stres

Itk /—\ O Poskozeni DNA
telomer O 2

- 202

Aktivace onkogenu \ /vtotoxické latky

> — @D —— —

DS
Senescence

Obrdzek ¢. 3: Nekteré z mozZnych stimull predstavujici stresové podminky schopné navodit senescenci
(upraveno *).

)
(

1.1.3 Molekularni mechanismy senescence

Kontinuita bunééného cyklu zavisi na velmi piesné regulaci jednotlivych krokt, jako je casove
spravna aktivace i deaktivace mnoha enzymu ¢i proteind hrajicich dulezitou roli v procesech regulujicich
bunécny cyklus, ¢imz butika zabranuje vzniku defektii a jejich potencialniho §ifeni do dalSich generaci.
V kazdé fazi cyklu monitoruji spravny prub¢h tzv. kontrolni body bunééného cyklu, které jsou schopné v
pfipad¢ zjisténi chyby v n€kterém z procesti nezbytnych pro bezchybné rozdéleni buniky cyklus zastavit.
V jednotlivych fazich hraji dilezitou roli také reguldtory bunéfného cyklu. Témi bezesporu

vvvvvv

za regulaci cyklu. Aktivita Cdk je regulovana cykliny, jejichz hladina se méni v zavislosti na konkrétni
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fazi bunécného cyklu. Aktivita cyklin-Cdk komplext mtze byt v prubchu cyklu ovlivnéna piitomnosti
inhibitorti cyklin-dependentnich kinaz. Ty se déli do dvou rodin — INK4 a Cip/Kip. Rodina INK4 je
tvotena ¢tyfmi iCdk — p15™NK4, p16INKda 1 8INKde 1 19INK4d " které inhibuji komplexy Cdk4-6/D. Rodina
Cip/Kip zahrnuje tii iCdk — p21%/eirl p27kiPl nebo p57XiP2, které inhibuji jak Cdk4-6/D, tak i Cdk2/A-E.

Pro senescentni bunky je dilezity pfedevsim ptechod z G1 do S faze, ktery je u proliferujicich
bun¢k podminén expresi specifickych gent kodujicich proteiny dulezité pro replikaci DNA. Jejich
exprese je regulovana rodinou transkripcnich faktord E2F, které jsou v Gl fazi inaktivovany tvorbou
komplexu s proteinem z retinoblastomové rodiny (pRb), ktery buiice brani ve vstupu do S faze. Bézné je
pRb v pozdni G1 fazi hyperfosforylovan cyklin-dependentnimi kindzami (Cdk-4/Cdk-6 aktivovanymi
cyklinem D ¢&i Cdk-2 aktivovanou cyklinem E #*). Takto modifikovany pRb jiZz neni schopen vazat E2F,
uvolfiuje ho a umoziuje tak spusténi transkripce genti potfebnych pro iniciaci S faze .

Jak jiz bylo feceno, vétSina bunék piechdzi do senescence v odpovédi na rizné formy
extenzivniho stresu ¢i detekci poskozeni DNA, coz spousti mechanismus DDR a aktivaci mnoha
signalnich kaskdd vcetné dvou pro senescenci zcela zasadnich néadorové supresorovych drah —
p53/p21™2f a p16™K44/pRb. Vysledkem DDR je pak aktivace kontrolnich bodd bun&éného cyklu vedouci
k inhibici Cdk aktivaci exprese iCdk *°. Cdk jsou pak inhibovany po celou dobu procesu reparace a pii
neopravitelném poskozeni dochazi k nepfetrzité aktivaci kontrolnich bodii a tedy i expresi iCdk a

hypofosforylaci pRb. Nasleduje trvala zastava bunééného cyklu a navozeni senescentniho fenotypu.

cosmes  woee(C O Ak =

Onkogeny Replikacni ROS Dysfunkce Radiace Chemoterapeutika
stres mitochondrii

/%

Poskozeni Aktivace lokusu
DNA INK4A/ARF

(ATM,ATR)  (ARF (p1enee

Q Q
£ kL
i }

1 /N
/

G, S —=Pokiacovani
bunécného
kl
M G, cyklu

Obrdzek & 4: Zdstava bunécného cyklu miZe byt vyvoldna riznymi druhy stresor(. Drdha p53/ p21 "o/l
muzZe byt spusténa mechanismem DDR pfi poskozeni DNA ¢&i aktivaci lokusu INK4A/ARF pres p142%F (mysi
p19°%F). Signdini draha p16™**°/pRB je spusténa aktivaci lokusu INK4A/ARF. Vysledkem je inaktivace Cdk,

hypofosforylace pRb a ndsledné zastaveni bunécného cyklu (upraveno “°).
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1.1.3.1 Signalni dréha p53/p21""

Nadoroveé supresorovy protein p53 je transkripéni faktor hrajici klicovou roli v regulaci
senescentni signalizace indukci exprese iCdk p21%eP! V lidskych zhoubnych nadorech byva p53 az
v poloviné piipadi inaktivovan. Za normalnich okolnosti je tento protein neustile syntetizovan,
bezprostfedné ubiquitinovan E3 protein-ligazou MDM2/MDMA4, jejiz gen je rovnéz jednim z cilovych
genl p53, a degradovan v proteasomu.

Jednou zcest aktivace p53 vreakci na bunéény stres je inhibice degradace komplexu p53
s MDM2. Dochézi k tomu dvéma zdkladnimi mechanismy. Prvnim z nich je rychld odpoveéd, kdy je
v reakci na poSkozeni DNA aktivovana kinaza ATM, ktera poté fosforyluje p53 a MDM2. Tim dochézi
k autofosforylaci MDM2, jeji autoubiquitinaci a proteasomalni degradaci a stabilizaci p53.

Druhym mechanismem je exprese proteinu pl4*R*F (u mysi pl92RF), jehoz promotor je
v normalnich butikach reprimovéan transkrip¢im faktorem TBX2. Vlivem DDR ¢i nadprodukei E2F klesa
aktivita TBX2, coz vede ke zvySené produkci pl14*RF. pl4ARF brani vzniku komplexu p53-MDM2
a stabilizuje tak p53.

47

Exprese p21%aleP! hraje diilezitou roli v iniciaci senescence *’, ale nemusi nutné pietrvavat

4

po celou dobu senescentniho fenotypu “%, proto je vhodnym markerem senescence jen v kombinaci

s dal$imi senescentnimi markery.

1.1.3.2 Signalni dréha p16™%*/pRB

Pokud je stres zpiisobujici senescenci docasny, mize indukce p53 navodit klidovy stav a opravu
DNA a za piedpokladu, Ze neni aktivovana draha p16™%4/pRb, mize dojit k inaktivaci p53 a buiice je
dovoleno pokracovat v cyklu #°. Trvaly stres nebo piitomnost dalsich signalti miZze aktivovat inhibitor
Cdk — p16™K4 ktery ptispiva k trvalému zastaveni bunééného cyklu *°.

V lidskych senescentnich bufikich figuruje draha pl16™*4/pRb bud’ primarné skrze své vlastni
signalizovani nebo sekundarné ve spolupraci s drahou p53/p21%afl/eiPl - Za normalnich okolnosti se
na promotor pl6™K* vaze onkogen BMI-1, patiici do Polycomb rodiny transkripénich faktord, a
reprimuje tak expresi pl6™* Pii detekci poSkozeni DNA ¢&i pfitomnosti stresu vyvolavajiciho
senescenci dochazi k aktivaci lokusu INK4A/ARF a spusSténi exprese pl6™K% ktery poté inhibuje
komplex Cdk4-6/D. Protein pRb tak nemiize byt fosforylovan aktivovanymi Cdk a dochézi k zastave

bunécného cyklu.
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1.2 Bunécnda senescence in vivo

1.2.1 Fyziologie bunécné senescence

Zatimco kontribuce senescentnich bunék k nadorové transformaci je jiz pomérné dlouho
studovana, jejich vyznam v bézné fyziologii a nenadorovych patologiich je zalezitosti spiSe novéjsich
studii.

Klicovou ulohu ve fyziologickych procesech ma predev§im SASP, skrze ktery mohou
senescentni buiikky velmi vyrazné ovliviiovat mikroprostfedi i buiiky v jejich okoli. V zavislosti
na kontextu mohou nékteré ze sekretovanych latek prispivat k zastavé cyklu a zabranovat tak potencialné
maligni transformaci *!, jiné mohou byt zdrojem chronického zanétu 7 & tumorigeneze 2.

Pomérné dobte je popsana uloha senescentnich bun¢k v hojeni ran v reakci na fyzické poranéni
¢i jakékoli jiné poskozeni, véetn€ infekce. Pro vznik nové tkané€ v misté poranéni je klicova fibroza, Cili
tvorba extracelularni matrix (ECM) fibroblasty, kterd udrzuje tkanovou integritu po dobu hojeni
poskozeni. Vliv senescentnich bun¢k na tento proces byl studovan napftiklad na fibrotickych jatrech
laboratornich mysi %, kde v reakci na smrt hepatocytii dochazi k mnoZeni jaternich hvézdicovitych bunék
(HSCs — z angl. hepatocyte stellate cells), které poté vytvareji ECM. V misté poskozeni jater dochazi k
akumulaci senescentnich bunék, z nichz vétSina pochdzi z aktivovanych HSCs, které zastavenim svého
bunééného cyklu a snizenim exprese genli kodujicich komponenty ECM, tvorbu ECM limituji
a zabranuji tak naslednému chronickému poskozeni jater. Tuto funkci podporuje také zjisténi, Ze
vyfazeni nékterych regulatorti senescence z funkce mélo za nasledek pokles poctu senescentnich bunek
a expanzi fibrotické tkané. Senescentni HSCs exprimuji na svém povrchu také ligand pro receptor NK
bun¢k a podporuji tak vlastni odstranéni z tkané nespecifickym imunitnim systémem. Zvysenou expresi
matrixovych metaloproteindz by senescentni bunky také mohly prispivat k odstranéni fibrilarnich
proteind, nicmén¢ piimé dikazy pro toto zatim chybi.

V kizi se senescentni fibroblasty podileji na rychlej§im uzavieni tkané sekreci riistového faktoru
AA, ktery indukuje diferenciaci myofibroblasti 3. Byla prokdzana také dulezitd loha senescentnich
bun¢k v embryonalnim vyvoji. Pfikladem mize byt jejich podil na udrzeni rovnovahy jednotlivych
buné¢nych populaci v pritbéhu vyvoje endolymfatického vacku vnitiniho ucha *. Porucha v signalizaci

buné&né senescence tak miize vyustit v zdvazné vyvojové defekty 7.

1.2.2 Patofyziologie bunécné senescence

Bunécénd senescence byla vzdy pokladdna primarné za Gcinnou protinadorovou bariéru, coz
dokazuje napiiklad nalez senescentnich bunék v preinicidlnich (benignich) stadiich nadort, kde v reakci
na nadmérné mitogenni signaly aktivuji buniky drahu DDR a prechazeji do senescence ¢i apoptozy, aby

tak zabranily karcinogenezi .
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Jak bylo uvedeno vyse, senescence vSak mize mit také negativni t¢inky. Bylo prokazano, ze ve
starnoucich tkanich dochazi k akumulaci senescentnich bunék, které zde prostiednictvim svého
sekre¢niho fenotypu mohou piisobit chronicky zanét a prispivat tak k rozvoji fady patologii. Jiné studie
ukazaly, ze senescentni fibroblasty mohou v kultuie stimulovat proliferaci premalignich epitelialnich
bunék ¢&i jejich nadorovou transformaci in vitro a urychlovat rst nadort in vivo . Zda se, Ze pro
senescenci tedy plati teorie tzv. antagonistické pleiotropie, kterd predpoklada, ze geny, které jsou
v mladém organismu selektovany a zdatnost jedince zvySuji, mohou mit ve stafi na organismus naopak

skodlivy vliv 32,
1.2.2.1 Bunécna senescence a zanét, zanét a nemoci

Jak jiz bylo uvedeno, latky, které senescentni bunky produkuji, mohou pfispivat nejen ke
spravnému prubehu fyziologickych procest, jako je hojeni ran, ale také ke tkanové dysfunkci a rozvoji
mnoha patologii. Naptiklad protedzy, které jsou béznou soucasti SASP, mohou naruSovat tkanovou
strukturu St€penim membranovych receptord, proteini extracelularni matrix ¢i jinych komponent
tkanového prostredi. IL-6 ¢i IL-8 zase mohou v nékterych epitelech vyvolanim EMT stimulovat
tkafiovou fibrozu .

Dulezitou roli v obrané organismu pred infekci hraje zanét. Akutni zanétliva odpoved’ zpuisobuje
masivni lokalni poskozeni prostfednictvim ROS ¢i RNS a je navrzena tak, aby pusobila pouze doc¢asné.
Plsobi-li ve tkani trvale, miize ji naopak poskozovat. Tkanové prostiedi je také klicovym faktorem
ovliviiujicim rakovinné bujeni. Tkané obsahujici buiiky sekretujici zanétlivé latky toto bujeni podporuji a
chovaji se jako neustale poskozené.

V ptipadé trvalého poskozeni DNA za¢nou senescentni buniky produkovat cytokiny, které mohou
imunitni systém aktivovat a stimulovat tak své odstranéni z tkin& 2. Cytokiny, zejména prozanétlivy
TNFa, zasadnim zptisobem ovliviiuji také charakter a dobu trvani zanétlivé reakce. Nejprodukovanéjsimi
cytokiny jsou IL-6 a IL-8, které¢ mohou zastavu proliferace posilovat skrze své pozitivni zpétné ptisobenti,
mezi dal$i prozanétlivé cytokiny produkované senescentnimi buiikami patii napiiklad IL-1, IL-10, GROa

& INFy.
1.2.2.2 Uloha bunécné senescence ve starnuti a chorobdch spojenych se starnutim

S postupujicim veékem dochazi ve tkanich hlodavcl, primatd vcetné lidi k akumulaci
senescentnich bun¢k pravdépodobné diky snizené funkci starnouciho imunitniho systému. Jejich zvysené
mnozstvi bylo prokdzano ve tkanich postizenych né€kterou z chorob spojenych se stafim, jako je
Alzheimerova choroba, osteoartritis, Parkinsonova choroba ¢i rakovina, kde senescentni buniky pfispivaji
ke zhorSené funkci tkané a podporuji rozvoj téchto chorob. Senescentni bunky se paradoxné podileji na
sniZzeni regeneracni funkce tkani, coz naznacuje i vysoka nachylnost progenitorovych bunék mysiho

59

progeroidniho modelu k pfechodu do senescence *°. Produkci specifickych latek meéni charakter

mikroprostfedi a narusuji tkanovou homeostazu, coz ma negativni vliv také na funkci kmenovych bunék.
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Znacné zlepSeni regeneracniho potencialu bylo totiz prokazano u starych kmenovych bunék po vystaveni
mikroprostfedi mladého organismu ¢

Prestoze bylo prokazano, Zze pocet senescentnich bunc¢k a jejich markertt v riznych tkanich
s pfibyvajicim vékem stoupa, korelace jesté nemusi nutné znamenat kauzalitu.

Prvni piimy dikaz o ptispévku senescentnich bunék k patologiim souvisejicim s vékem podaly
studie na BubR1 progeroidnim myS$im modelu. Odstranéni senescentnich bunék pozitivnich na p16™K4,
bud’ genetickou inaktivaci p16™<*? ¢&i cilen& indukovanou apoptozou, vedlo k prevenci jejich hromadéni
v neékterych tkanich a tim k zadbran€ vzniku tii hlavnich fenotypt starnuti — katarakte, sarkopenii a ztraté
podkozniho tuku, v pfipadé likvidace jiz akumulovanych senescentnich bun€k pak ke zmirnéni progrese
jiz rozvinutych chorob kosterniho svalstva ¢i tukové tkané doprovazejicich starnuti %2, Tuto hypotézu
podporuji také vysledky studii vyuzitim mySiho modelu s hyperaktivnim p53, kdy vlivem zvySené
aktivace nadorove supresorového proteinu p53 sice nedochazi k rozvoji rakoviny, ale tyto mysi vykazuji
znamky piedCasného starnuti, jako je sarkopenie, osteopordza, snizend schopnost hojeni ran ¢i snizend
fertilita .

Vétsina tkani disponuje pomérné stdlym poctem bunék, a proto miize akumulace senescentnich

bunék ohrozit obnovu tkané.
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Obrazek ¢. 5: Bunécnd senescence prispiva ke starnuti tkani, jejich poskozeni i k chorobdm spojenych se
starnutim mnoha riiznymi mechanismy, vcetné naruseni funkce kmenovych bunék, zmény tkariového
mikroprostiedi, parakrinni indukce senescence, stimulace sterilniho zénétu tkdné atp. (upraveno ).
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2 Bunécna senescence v CNS

kognitivni funkce, osobnost i vSechny Zivotné dilezité télesné procesy. Pokles, ¢i dokonce tiplné ztrata
téchto funkci mtze mit fatdlni dopady. Stejné tak jako prakticky v kazdé jiné tkani dochazi v mozku
s piibyvajicim v&kem k rozvoji nizkého stupné chronického sterilniho zanétu ®, ktery je pokladan za
pric¢inu, ¢i alespon hlavniho piispévatele k vétSin€ ne-li ke vSem patologiim projevujicim se s vékem.
Tyto patologické zmény starnouciho mozku zahrnuji vyznamny pokles populace nékterych neurond,
dendritické a axonalni arborizace, poctu dendritickych trni, postsynaptické hustoty, presynaptickych
markeril, synapsi ¢i celkového kortikalniho objemu. Takovéto zmény jak na irovni bunék tak i celé tkané
mohou mit negativni dopad na vSechny vyse zminéné funkce mozku.

Dulezitym zdrojem zanétu v mozku jsou gliové buiiky, predevsim aktivované mikroglie, které za
normalnich okolnosti sice poskytuji neuronim metabolickou ¢i strukturalni podporu, nicméné
s postupujicim vékem mohou chronickou tvorbou prozanétlivych latek (cytokinii, ROS, RNS atp.)
negativné ovliviiovat okolni neurony.

Recentni studie z fady laboratoii navic prokazaly ptitomnost senescentnich bun€k v savéim
mozku, kde mohou sekreci jednotlivych slozek SASPu vyrazné pfispivat k pterusovani bunécnych
kontaktii potfebnych pro funkci interakce neuroniti a glii, ktera je esencialni pro udrzeni funkce
a homeostazy mozku ®, & mohou pfispivat chronickym zanétem k neurodegenerativnim onemocnénim.
V souvislosti s demyelinizaci a axonalnim poskozenim pacientl s roztrousenou sklerézou byla in vivo
objevena také dysfunkce telomer zkracenych piisobenim ROS ¢

Ackoliv ulohou senescence v perifernich tkanich se zabyva fada laboratofi, buné¢na senescence

CNS je zatim velmi malo prozkoumana.

2.1 Invitro senescence

2.1.1 Senescence neuronii

S postupujicim studiem mechanismu senescence vyvstala otazka, zda mohou typické senescentni
zmény (kromé zastavy bunécného cyklu) podstoupit také neproliferujici terminalné diferenciované
bunky.

Mezi tyto bunky patii také neurony, které jak v CNS tak v periferii s postupujicim vékem
akumuluji rzné formy poskozeni DNA . Za jejich vznik je zodpovédna predevsim tvorba reaktivnich
forem kysliku, ktera je diky vysoké metabolické aktivité v mozku u neuronii pomérné vysoka. Tvorba
ROS pak prispiva jak k nepatologickému starnuti mozku, tak i k riznym patologiim CNS, vcetné chorob

spojenych se starim.
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Ackoliv akumulace poskozeni DNA ve starnoucich neuronech a dalSich postmitotickych
bunkach je jiz pomémé dlouho znamym fenoménem, prvni ditkkaz o pfitomnosti senescentnich markert
ptineslo az studium Purkynovych buné€k a kortikalnich neuronti starnoucich mysi. Bylo prokazano, Ze pfi
poskozeni DNA spousti neurony prostfednictvim p21%*/¢P! drahu DDR, zvysuji produkci prozanétlivych
latek (IL-6), vykazuji znamky akumulace heterochromatinovych lozisek, pfitomnosti oxida¢niho stresu,
hromadéni lipofuscinu a dochazi v nich k akumulaci SA-B gal. Na okolnost, Ze je protein p21“afl/cipl
nezbytny pro navozeni senescentniho fenotypu neuronti drahou DDR, poukazuje i to, ze u mysi s ablaci
genu kodujiciho p2172le! byla exprese téchto senescentnich markerti znaéné redukovéana .

Jak bylo uvedeno, k detekci senescentnich bunck se vyuziva celd fada markert, pficemz vétSina
studii se opird o pfitomnost SA [-galaktosidazy. Jeji zvySend hladina byla zaznamenana v mnoha
oblastech starnouciho hlodavéiho mozku, v¢etné hippokampu (mimo gyrus dentatus) °, kortexu
a cerebella ®. Nutno vSak poznamenat, Ze SA B-gal neni pfili§ vhodnym markerem senescence in vitro.
V bunééné kultuie je totiz detekovatelna zvysSend aktivita SA B-gal uz u pomérn€ mladych neurond, které
ovSem nevykazuji pfitomnost zadnych dalSich marker senescence. Nicméné v neuronech starnoucich
myS$i in vivo dochazi k vyrazné indukci jeji aktivity, coz podporuje ptredchozi zjisténi, Ze neurony
v pokro¢ilém véku piechazeji do fenotypu podobného senescenci .

Dal$im z moznych problémt jednozna¢ného urCeni senescentniho fenotypu je, Ze vétsina studii,
které se senescenci neuronti zabyvaji, tento fenotyp ¢asto vyhodnocuje pievazné na zakladé pritomnosti
jednoho urcitého markeru, coz vzhledem k vysoké heterogenité neuronli a moznou ptitomnosti nékterych
markeri i mimo senescentni fenotyp (viz vyse — SA [-gal) nemusi byt vhodné.

V neokortexu dospélych mysi byla také prokdzéna zvySena exprese iCDK — p150kib  p]ginkic
(v dendritech); pl6™™ (v jadfe); p27%P! (v jadfe i cytoplasm&) > a zvySené mnozstvi s vékem
akumulovaného lipofuscinu v nékterych jadrech mozku .

Senescence lidskych neurond byla studovana predev§im v kontextu patologii CNS, které Casto
koreluji se zvySenou hladinou oxidacniho stresu a chronického zanétu spojené¢ho s vékem. Protein
pl6™“? byl napiiklad na rozdil od odpovidajicich kontrol piitomny v pyramidalnich neuronech pacientli
s AD (zangl. Alzheimer’s disease), zatimco ptitomnost p21“afl/erl & p27%iPl pebyla nalezena ani
v jednom piipadé. Pyramidalni neurony byly dale pozitivni na p15™4, p1gikica 3 p19ikid 74 7y Sena
hladina p16™“* a GATA4 byla zaznamenéna také v pyramidalnich neuronech starsich lidskych mozka 2.

Néktera data také naznaduji, ze k aktivaci drahy p53-p21™2/ciPl 3 nsledné expresi gentt SASPu
mize dochazet napriklad i pfi ztrat¢ funkce genu MECP2, ktery je mutovan u zen s Rettovym
syndromem 7.

Zda se v pfipad¢ neuronl jednd skuteCné o senescenci v pravém slova smyslu neni prozatim
jednoznacné prokazano, nicméné existuji studie, které ukazuji, Ze i neurony mohou skrze signalizaci
DDR spustit drahu p21™cP! a3 naslednou expresi senescentnich markeri narusovat tkafové

mikroprostiedi podobné jako bufiky schopné déleni ¢.
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2.1.2 Neurdlni kmenové buiiky

Neuralni kmenové bunky jsou schopné produkce neuronti a gliovych buné€k, a proto jsou zcela
esencialni pro udrzeni homeostazy CNS. Nachazeji se ve tfech oblastech mozku — v subventrikularni
z6n¢ bocnich komor, subgranularni zén¢ gyru dendatu hipokampu a v ¢ichovém bulbu.

I dospélé neuralni kmenové bunky (NSCs — z angl. neural stem cells) trpi s postupujicim vékem
poklesem schopnosti proliferace a zvySenou pravdépodobnosti zastavy bun&éného cyklu . To vede
k postupné ztraté neurogeneze a regeneracniho potencidlu, kterd mtize do zna¢né miry piispét ke starnuti
CNS a rozvoji nékterych neurodegenerativnich onemocnéni.

Ackoli mechanismy zodpovédné za tento se stafim souvisejici pokles funkce NSCs ziistavaji
z velké ¢asti neobjasnéné, jednou z moznych pfi¢in miize byt mimo jiné také s vékem nartstajici hladina
regulatorti senescence, jako je p16™K4a pwailieivl i 53 77,

K vyzkumu mechanismii starnuti kmenovych bunék se vyuziva napiiklad ucinkd hydroxyurey
(HU), ktera blokuje ribonukleotidreduktazu a tim i replikaci a opravu DNA, zvySuje riziko vzniku DSBs
v oblasti replikacnich vidlic a bunécny i mitochondridlni stres. Docasné vystaveni postnatalnich NSCs
jejim ucinkiim vedlo nejen k zastaveni bunééného cyklu a rozvinuti senescentni morfologie, ale také ke
zvysené expresi genil spojenych se senescenci, zvySené hladiné senescentnich regulatori (pl16™K4e,
p21vaileirl '553) a dysfunkei opravnych mechanismit DNA. Chronicka akumulace poskozeni DNA spolu
s poklesem schopnosti poskozeni opravit byla doprovazena zvysenou hladinou intracelularnich ROS a
snizenou apoptdézou. V dusledku toho byla zna¢n¢€ sniZzena proliferatni a neurogenni diferenciacni
kapacita NSCs .

NSCs, zvlasté ty pritomné v subgranularni zoné v gyru dentatu, jsou na poSkozeni DNA
zpusobené okolnim stresem citlivé. Jejich jednorazové vystaveni radiaci vede naptiklad ke snizeni
produkce novych neuront v hipokampu, coz nabizi mimo jiné vysvétleni poklesu kognitivnich funkei
u onkologickych pacientl podstupujicich radioterapii 7. Neurogeneze v hipokampu ma totiZ zasadni roli
vuceni a paméti a naruSeni jejiho pribéhu se muize podilet i na nékterych neurodegenerativnich
onemocnénich.

S vékem spojeny pokles proliferace progenitorovych bun€k v subventrikularni zoné
aneurogeneze v ¢ichovém bulbu mysi koreluje se zvySenou expresi pl16™4e U starnoucich mysi
deficientnich na p16™4 pak byl zjidtén prokazateln& nizsi pokles téchto funkci, coz naznacuje negativni

6" na funkci progenitorovych bungk 7.

vliv pl

Pro funkci kmenovych bunck je dulezita také rovnovaha mezi ROS a antioxidanty. Nékteré
studie dokonce naznacuji, Ze tvorba intercelularnich ROS, které aktivuji celou fadu signalnich drah,
jejichz vysledkem mize byt dal§i poskozeni DNA, senescence ¢i apoptdza, je primarnim faktorem
zpisobujicim starnuti kmenovych bunék *. V této souvislosti bylo také prokazano, ze aplikace

ginsenosidu Rgl, ktery inaktivuje volné radikaly a zvySuje G¢inky antioxida¢nich enzymd, podporuje
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neurogenezi v gyrus dendatus, differenciaci NSCs v neurony v hipokampu, a snizenim exprese gent
spojenych se senescenci chrani NSCs pied vstupem do senescence 8152,

Dalsi ze studii prokazujici pfitomnost senescentniho fenotypu NSCs je prace zabyvajici se
vlivem proteinu MECP2, ktery funguje jako chromatinovy remodelator a jehoz gen byva u pacienti
s Rettovym syndromem az v 90% mutovan. Snizend exprese tohoto genu ma za nasledek redukci

prolifera¢ni kapacity, zvySeni po¢tu senescentnich NSCs a akumulaci loZisek neopravené DNA 3.

2.1.3 Gliové buiiky
2.1.3.1 Oligodendrocyty

Oligodendrocyty jsou terminaln€ diferenciované bunky s malym télem a velkym poctem malych
vybézkl a jejich hlavni funkci je tvorba myelinové pochvy okolo axonti neurontt v CNS. To, Ze by
mohly tyto k oxidaénimu stresu citlivé * buriky vstoupit do senescence, naznacuje fakt, ze ve starnoucich
lidskych mozcich byla u téchto bun¢k zaznamenéana zvysena hladina SA B-gal a akumulace oxidac¢niho
poskozeni DNA *. Senescence oligodendrocytl by mohla byt také divodem vzniku 1ézi v bilé hmote,
které jsou charakteristické demyelinizaci neurond a objevuji se s pfibyvajicim vékem, ¢i u nékterych
neurodegenerativnich onemocnéni véetné Alzheimerovy choroby 887,

Prestoze piesvédcivé diikazy o senescenci oligodendrocytll zatim chybi, podafil se tento fenotyp
prokazat u progenitorovych bunék oligodendrocytti (OPCs — z angl. oligodendrocyte progenitor cells).
OPCs jako prekurzory oligodendrocytt hraji dilezitou roli v procesu remyelinizace. Senescence OPCs,
charakteristicka zastavou bunécného cyklu s protdhlou morfologii a zvySenou hladinou SA B-gal, muze
byt vyvolana naptiklad pfenesenim bunék do média s vysokou koncentraci séra. Kultivace OPCs v séru
zpusobuje zvysenou expresi genu Ecrgd (z angl. esophageal cancer releated gene 4), ktery je v mnoha
nadorech nefunk¢ni a ktery skrze redukei cyklint D1 a D3 a defosforylaci pRb navozuje senescentni
fenotyp. Zajimavé bylo zjisténi, Ze exprese Ecrg4 i SA B-gal se s vékem zvysuje jak u OPCs, tak u NSCs

a jeho zvySena hladina byla zaznamenana i v neuronech %,

2.1.3.2 Astrocyty

Astrocyty jsou nejpocetnéj§im bunéénym typem mozku. Maji dtlezitou roli v udrzovani
normalni fyziologie mozku, ochran¢ neuronti pfed oxida¢nim poskozenim a skrze sekreci modulacnich
latek (ATP, rGstové faktory, glutamat, cytokiny atp.). Poskytuji neurontim metabolickou podporu, udrzuji
homeostazu mozku a hematoencefalickou bariéru a jsou zodpovédné za odstraiiovani extracelularniho
glutamatu. Disponuji také pritomnosti PRR (z angl. pattern-recognizing receptors) a schopnosti sekrece
chemokini a cytokinil, coz napovida o jejich tiloze v imunitni ochran¢ mozku.

S postupujicim vékem kumuluji astrocyty mnoho zmén, které ptispivaji ke snizeni jejich spravné

funkce, coz muze mit nepiiznivy vliv na starnouci mozek. Schopnost astrocytll vstoupit do senescence
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naznacila napiiklad studie na in vitro modelu starnoucich astrocyt potkana %, kde byla zjisténa zvySena
hladina SA B-gal, snizena mitochondrialni aktivita a také silna produkce ROS.

Indukovat senescenci a SASP u kultivovanych hlodav¢ich astrocytli 1ze aplikaci mnoha latek.
Napriklad aplikace toxického TCDD dioxinu spousti senescenci skrze WNT/B-kateninovou signalni
drahu vedouci ke zvysené produkci ROS. Pritomny jsou charakteristické znamky senescence — zvySena
hladina SA B-gal, p16"™4 g p21¥aflcirl 90 Dalsim piikladem miize byt odpovéd na stres vyvolana H,Os &i
laktacystinem, kdy kultury astrocytd ptfechazeji do klasického senescentniho fenotypu s typicky
roztazenou morfologii, zastavou bun&tného cyklu, akumulaci SA B-gal a zvySenou expresi pl6mk42,
p21vaileirl 3 p53 91 Podobnych vysledkii lze dosdhnout také plsobenim amoniaku °* ¢i oxidantu
paraquatu %>,

Senescence astrocytil vyvoland oxidacnim stresem zpusobuje v lidskych astrocytech zménu
regulace transkripce nékterych genti. Bylo zji§téno, Ze zatimco u genli spojenych s vyvojem a
diferenciaci nervového systému ¢i bunééného cyklu byla regulace snizena, u gend spojenych se zanétem
tomu bylo naopak **. Zajimavé je také to, Ze senescentni astrocyty snizuji regulaci mimo jiné i gent
dalezitych pro jejich aktivaci. Astrocyty se aktivuji v reakci na rizné patologické Cinitele nebo v pribéhu
neurodegenerativnich onemocnéni, coz vyvolava otazku, zda by cilena indukce senescence v téchto
bunikach mohla této aktivaci, ptispivajici k patologii téchto onemocnéni, zabranit.

ZvySené mnozstvi astrocytll pozitivnich na pl16™% matrix metalloproteinazu 1 (MMP1)
a sekreci IL-6 vyvolanou aktivaci drahy p38MAPK bylo zaznamenano také v mozkové tkani starSich lidi
i pacientd s AD %, coz sv&d¢i o akumulaci senescentnich bunék v CNS se zvySujicim se v&kem

a naznacuje jejich moznou tlohu u neurodegenerativnich onemocnéni ¢lovéka.

2.1.3.3 Ependymové bunky

Ependymové bunky tvofi vnitini povrch mozkovych komor a centrdlniho misniho kanalu.
S postupujicim vékem vykazuji mnoho zmén vcetné zplostélé a protazené morfologie, vytvareji vyrustky
paralelni se sténou komory v né€kolika vrstvach, které upeviluji spoje mezi burikami. Cytoplazma
ependymovych bunék starych mysi obsahovala vyssi pocet intermedialnich filament, lipidovych kapének

¢i denznich t&lisek ?°. O senescenci ependymovych bunék vsak nejsou zatim Zadné dikazy.

2.1.3.4 Mikroglie

Mikroglie jsou malé buiiky mesenchymalniho ptvodu se stézZejni funkci v imunitni odpovédi
CNS na patogeny ¢i poranéni. V pfitomnosti odpovidajiciho stimulu se buiky mikroglie aktivuji a
sekretuji cytokiny, prostaglandiny, rtstové faktory, produkuji ROS a stimuluji fagocytéozu. Ackoliv
v mladi funguji neuroprotektivné, ve starém organismu mohou svou chronickou aktivaci puisobit
neurotoxicky nebo se podilet na patologii neurodegenerativnich onemocnéni.

Prechod mikroglii do senescentniho fenotypu by mohl byt jednim z vysvétleni, pro¢ staré

mikroglie kumuluji mnohé morfologické i funkéni zmény, véetné zvysené sekrece nékterych zanétlivych
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latek, a neschopnosti fadné¢ odpovidat na ptichazejici stimuly. Mikroglie kultivované po izolaci ze
starSich mysi vykazuji v porovnani skontrolami zvySenou expresi IL-6, IL-1B, a TNF-a %,
charakteristickou pro senescenci. Opakovana aktivace mikroglie vyvolana ptisobenim lipopolysacharidu
(LPS) in vitro vede k zastaveni buné¢ného cyklu, ptitomnosti SAHFs a zvySené expresi SA B-gal a p53
%, Piitomnost senescentnich mikroglii by mohla pfispivat k rozvoji chronického zanétu v mozku
spojeného se starnutim. Mikroglie jsou béhem Zivota aktivovany mnohokrat, se zvysujicim vékem proto
pribyva pocet bunék, které vstoupi do senescence a produkci komponent SASP pfispivaji ke zméné
tkanového prostiedi a tim k rozvoji patologickych zmén.
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Obrdzek ¢. 7: Pritomnost nékterych senescentnich markert u riiznych bunécnych typt CNS ve stdrnouci
mozkové tkdni & pfi patologiich (upraveno é).

2.2 Bunécna senescence in vivo

2.3 Vztah bunécné senescence k neurodegenerativnim chorobam

Ackoli je uloze senescence v patologickych stavech spojenych se stafim v dne$ni dobé vénovano
pomérné velké usili, vyznam senescence v patologii neurodegenerativnich onemocnéni je zatim nejasny.
VEk je primarnim rizikovym faktorem rozvoje neurodegenerativnich nemoci CNS, vcetné Alzheimerovy
choroby, frontotemporalni demence (FTD) ¢i Parkinsonovy choroby (PD), pro které je charakteristicka
pfedevsim dysfunce ¢i smrt neurond. V reakci na neurondlni poskozeni dochézi k aktivaci gliovych
bun¢k, které poté v mozku vytvareji zanétlivé prostfedi. K tomuto zanétu mohou sekreci zanétlivych
latek prispivat i senescentni buriky, jejichz akumulace a nasledny ptispévek k patologii byl prokazan ve
starnoucich perifernich tkanich mnoha organismt. Vzhledem k rychlému nardstu rizikovych vékovych
skupin by mohl vyzkum ulohy senescentnich bunék v neurodegenerativnich onemocnénich ptinést zcela

novy pohled na jejich 1écbu.
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Zmény spojené se senescenci
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Obrdzek &. 8: Pfitomnost markert senescence v tkdani normdlné stdrnouciho mozku a mozku postizeného
Alzheimerovou & Parkinsonovou chorobou (upraveno ®).

2.3.1 Nejcastéjsi neurodegenerativni onemocnéni spojend se senescenci
2.3.1.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je, jak bylo uvedeno, viibec nejrozsifenéjSim chronickym, progresivnim
onemocnénim CNS u lidi a nejcastéjsi pfi¢inou demence lidi stfednitho a wvySSiho véku. Je
charakteristicka patologickou hyperfosforylaci t-proteinu, ktery v neuronech vytvari tzv. neurofibrilarni
kosicky, a ukladanim amyloidu B (AP), ktery v neuropilu tvoii tzv. Alzheimerovské plaky, v jejichz
oblasti dochazi k neurodegeneraci a odumirani neurontl, tvorbé gliového lemu a sterilnimu zanétu.

Ve snaze odstranit Spatné slozené proteiny, jako je AP, dochazi k aktivaci gliovych bunék,
zejména mikroglii, které poté za¢nou produkovat spektrum prozanétlivych latek vcetné cytokind,
chemokinii, molekul komplementu ¢i rastovych faktord. Tato aktivace se stava chronickou a zanét spolu
s agregaty AP a zvySenym mnozstvim ROS a RNS a dalSich sekretovanych toxickych latek mize
zpusobit pokles funkce neuronti ¢i dokonce jejich odumieni.

AP zvySuje v kulturach astrocytil izolovanych z AD pacientii aktivitu SA B-gal, expresi p16™K44,
sekreci MMP1 a IL-6 (prostiednictvim aktivace drdhy p38MAPK) 5 a zvySuje i pocet SA B-gal
pozitivnich bunék. Mozky pacientti s AD vykazuji také vy$§i mnozstvi astrocyttu kumulujicich poskozeni
DNA, coz lze povazovat za dalsi z moznych marker( senescentnich bun&k .

Takto postizena mozkova tkan obsahuje také vysoké mnozstvi mikroglii, které v pfitomnosti A

prechazeji do senescence, charakteristické zvySenou ptitomnosti SA B-gal, sekreci IL-1B, TNF-a
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a MMP-2. Senescentni mikroglie tak mohou chronickou tvorbou zanétlivych latek vyrazné pfispivat

k vyraznému poskozeni neurond.

2.3.1.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je druhym nejcastéjSim neurodegenerativnim onemocnénim CNS. Je
charakteristicka degenerativnim zanikem neuron pars compacta substantiae nigrae, ale 1 dalSich
jader mozkového kmene, kortexu a perifernich ganglii a pfitomnosti lozisek Spatné sbaleného
presynaptického proteinu a-synukleinu v cytoplazmé neurond, tzv. Lewyho t€lisek, coz vede k postupné
ztraté funkce neurond a naslednému poklesu motorickych funkei.

Vliv vnéjsiho prostfedi zptisobeny nékterymi toxiny ¢i genetické predispozice k rozvoji PD hraji
roli pouze uminimalniho poctu pacientd s PD, za nejrizikovéjsi faktor je povazovan vék. Pro¢ u
nekterych lidi nemoc propukne a u jinych nikoliv, neni prozatim znamo.

Jednou zmoznych pfi¢in Ubytku neurond v substantia nigra, stfedné frontadlnim kortexu
a hipokampu pacientti s PD by kromég ztraty jejich funkce patologickym hromadénim $patné sbalenych
proteini mohla byt i aktivace nékterych proteinii bunééného cyklu, jako je fosforylovany pRb, ktera
muze naslednou zménou lokalizace transkriptti genti bunécného cyklu zpiisobovat smrt neurond v téchto
oblastech 1%,

Spole¢nym znakem pacientli s PD i mysich model PD je mimo jiné s vékem spojend akumulace
aktivovanych mikroglii a astrocytl. Existuje nékolik studii, které se zabyvaji ptispévkem téchto bunck
vykazujicich znamky senescentniho fenotypu k patologii Parkinsonovy choroby. V porovnani
s kontrolnimi tkanémi obsahuji oblasti mozku postizené PD vy$§i mnozstvi astrocytl se zvySenou
expresi pl6™&4A a ngkterych komponent SASP, jako MMP3, IL-6, IL-la sIL-8 . Akumulace
aktivovanych mikroglii a astrocyti by pak mohla vést ke zvySené lokalni koncentraci zanétlivych
mediatord a ROS a vytvaret tak chronicky zanét schopny pulsobit neurodegenerativni zmény. To
potvrzuji také vysledky studie na potkanim modelu PD, kde zamezeni mikroglidlni aktivace vedlo
k redukci Lewyho télisek, prevenci degenerace dopaminergnich neuronti a celkovému zlepSeni progrese
PD 101.

V cerebrospinalni tekutiné (CSF — z angl. cerebrospinal fluid) pacienti s PD bylo zaznamenano
zvy$ené mnozstvi nékterych komponent SASP, jako TGF-o, IL-1, IL-2, IL-4, a IL-6 ', K tvorb& CSF
dochazi v mozkovych komorach, a proto by pfitomnost téchto latek mohla odrazet i jejich hladiny
v mozkové tkani. Cytokiny produkované v mozku mohou také voln€ prochdzet do krevniho fecisté, coz
by odpovidalo nalezu zna¢né vyssich hladin IL-2, IL-10, IL-4, IL-6, TNFa, and INFy v sérech pacientti
s PD % Ac&koliv byla v riznych oblastech lidského mozku in vivo prokazéna vy$si hladina téchto
i nékterych dalsich slozek SASP, neni jasné, zda se jedna skutecné o soucasti SASP nebo pouze disledek
lokalnich zanéta.

Zajimavé bylo také zjisténi, ze chronické vystaveni nékterym toxinim mize také zpusobit PD.

Oxidant paraquat vyuzivany jako herbicid v nékterych rozvojovych zemich je silné spojen s rozvojem
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PD, indukuje u astrocytti pfechod do senescence, pfiCemz akumulace senescentnich astrocytti byla

dolozena také v substantia nigra pacienti s PD .

2.3.1.3 Dalsi neurodegenerativni onemocnént

Existuje také nekolik studii zabyvajicich se vlivem senescentnich bun¢k na rozvoj i dalSich
neurodegenerativnich onemocnéni. Napiiklad corpus callosum mysiho modelu roztrousené sklerozy,
autoimunitniho onemocnéni bilé hmoty CNS, pro které je charakteristickd ztrata myelinizace, obsahovalo
oproti kontrolam vys$§i mnozstvi gliovych bun€k pozitivnich na SA B-gal a lipofuscin, coz naznacuje
vztah mezi po¢tem senescentnich gliovych bunék a demyelinizaci a tedy i postupnou ztratou nékterych
funkci CNS.

K vyvoji riznych patologickych stavli obvykle spojenych s pred¢asnym starnutim véetné poklesu
neurologickych funkci (HAND — zangl. HIV-associated neurocognitive disorders) dochazi také
u pacientit s HIV. Bylo zjisténo, ze podani nékterych vysoce aktivnich antiretrovirotik pfi terapii HIV
vyvolava u astrocytli senescenci. Sekre¢ni fenotyp astrocytli poté v mozku nemocnych s HIV vytvari

chronicky zanét, ktery by mohl byt pii¢inou vzniku HANDu u t&chto pacientii ',

2.3.2 Vztah senescence k nadorovym onemocnénim mozku

Incidence nadorovych onemocnéni lidi s vékem stoupa, a proto Ize na karcinogenezi nahlizet
jako na jedno z onemocnéni spojenych s pokrocilym vékem. Transformace normalni bunky v bunku
nadorovou je podminéna nejen deregulaci proliferace, ale také vyfazenim funkce nékteré z klicovych
komponent senescence, jako p16™%4A &i p53, jejichz geny byvaji u nadori ¢asto mutované.

Senescence je vnimana jako dulezity mechanismus zamezeni vzniku nadorového bujeni, tedy
jako primarni bariéra branici déleni bunék s poskozenym genomem. Soucasné studie vSak také ukazuji,
Ze pritomnost senescentnich bunék v nadorovych tkdnich miize zvySovat prostrednictvim SASPu maligni
potencial nadorovych bunék, ¢i urychlit vznik nadoru jako takového !7. Proto aby senescence skute¢né
pusobila jako protinadorova bariéra, by senescentni bunky mély byt z tkani odstranovany. Pokud
k tomuto procesu nedochézi, hromadéni senescentnich bun¢k a jejich vliv na tkanové mikroprostiedi
mize vést az ke vzniku nadoru ', Nabizi se tak vysvétleni pfic¢iny vyssiho rizika rozvoje nadorti u
imunodeficientnich pacienti s HIV ¢i starSich lidi, kdy snizend funkce imunitniho systému umoziuje
hromadéni sesnescentnich bunék ve tkanich a rozvoj chronického zanétu, ktery je povazovan za jeden z

hlavnich endogennich pfi¢in vzniku nddorovych onemocnéni %,

2.3.2.1 Glioblastoma multiforme

Primarnich nadord CNS je cela fada. Existuje také mnoho rtznych typt lisicich se predevsim
lokalizaci, stupném malignity &i typem bunék, ze kterych nador vznikl. Rada extrakranialnich solidnich

nadord vytvari sekundarni metastdzy v mozku. Vibec nejéastéjs$im a nejmalign€j$im nadorem mozku je
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astrocytom typu IV, nazyvany také glioblastoma multiforme (GBM). Je odvozen od astrocytd a nejcastéji
byva lokalizovan v mozkovych hemisférach. Bez 1€cby umiraji pacienti s GBM zhruba do tfi mésicu,
s lécbou se jen ziidka dozivaji déle nez dva roky po stanoveni diagnozy.

Zakladem agresivity GBM jsou glioblastomové kmenové buiiky (GSCs — z angl. glioblastoma
stem cells), které jsou samy o sob¢ schopné v mysich vytvofit nador a jsou vysoce rezistentni vici
radioterapii a chemoterapii pouzivané v 1é¢bé GBM. Nekmenové bunky nadoru (NGSCs — z angl. non-
stem glioma cells) odvozené od GSCs sice nemaji tumorigenni potencidl, nicméné u nekterych nadort
byla doloZena jejich schopnost podstoupit epitelidlné mesenchymélni piechod '°’. Pii kultivaci v séru
podstupuji NGSCs morfologické zmény a po urcité dobe prechdzeji do senescence s charakteristickou
piitomnosti SA B-gal a zvySenou expresi p53 a p21%eP! Gen pro pl16™%*A byva u GBM ¢asto mutovan,
coz vysvétluje, pro¢ nejsou jeho hladiny detekovatelné a senescentni fenotyp je spustén signalni drahou
p53/p21. Akumulace senescentnich NGSCs byla potvrzena i u vétSiny GBM in vivo, véetné zvySené
sekrece IL-6 a VEGF, coz naznacuje ulohu senescentnich NGSCs také v angiogenezi a vaskularizaci
nadoru '8,

Vliv senescence na rist GBM byl rovnéz prokazan. Zatimco implantace GBM146 linie GSCs
samotnych ¢i v kombinaci s diferenciovanymi NGSCs do mysiho mozku vznik nadoru nezpusobila,
implantace GSCs spolu se senescentnimi NGSCs v poloviné piipadd ano. V piipadé jiné linie GSCs
(GBM157) implantace jich samotnych ¢i s diferenciovanymi NGSCs ke vzniku tumoru sice stacila,
nicméné v piitomnosti senescentnich NGSCs dochazelo k mnohonasobnému urychleni ristu nadoru '%.

Tkané GBM obsahuji také zvySenou expresi TGF-B1 a hladinu adhezni molekuly LICAM '%.
L1CAM je transmembranovy glykoprotein hrajici zasadni roli v adhezi a migraci neuralnich bun¢k
v pribéhu vyvoje nervové soustavy, ktery mize interagovat s vazebnymi partnery téze membrany ¢i
membrany sousedni buriky. Vaze se bud’ homotypicky sam na sebe, nebo heterotypicky na jiné adhezni
molekuly ''°. Jeho exprese byva vyrazné zvySena i u mnoha jinych lidskych nadorovych onemocnéni,
kdy jeho pfitomnost je spojena se Spatnou progndzou a vysokou agresivitou nadoru. LICAM muze byt
proteolyticky Stépen gama-sekretazou ¢i nékterymi metalloproteindzami v oblasti plazmatické membrany
a uvolilovat tak signalni ¢asti své molekuly jak extracelularné tak intracelularné. OdStépeni ektodomény

' a naruseni vazeb E-

ma za nasledek zvySenou migraci bunék skrze autokrinni vazbu na integriny !
kadherinti, ¢imz vyrazné prispiva ke zvySeni bunééné mobility a rizika EMT ''2. Od§tépeni ektodomény
je nasledovano také Stépenim intracelularni ¢asti molekuly LICAM a jeji translokaci do jadra, kde
spousti aktivaci NF-xkB ', Kontrola exprese LICAM je komplexni a zahrnuje vice signalnich drah
vCetné TGF-B1 "%, Neéktera chemoterapeutika indukuji nejen bunéénou smrt bunék, ale také prechod
bun¢k do senescence. Senescentni buiiky ve tkani pak sekreci TGF-B1 mohou pfispivat ke zvySené
expresi LICAM a zvySenému riziku vzniku metastdz prostiednictvim indukce epitelialng-

mesenchymélniho ptechodu 2.
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3 Senolytika

Hromadéni senescentnich bunék v riznych tkanich s postupujicim vé€kem je jiz pomérné dlouho
znamou skutecnosti, nicméné s postupem Casu vyvstala také otazka jejich vlivu na starnuti.

Presveédcivé vysledky o ptispévku senescentnich bun¢k k mechanismim starnuti ptinesla studie
mysiho transgenniho modelu INK-ATTAC. U tohoto modelu mohou byt senescentni burnky eliminovany
pomoci latky AP20187, ktera zplsobi apoptdzu pouze bunék aktivujicich gen p16™&4A, V tukové tkani,
kosternim svalstvu ¢i o¢ni €occe vedlo odstranéni senescentnich bunék k opozdénému nastupu zmén
spojenych s (u tohoto modelu s predcasnym) starnutim. Dokonce i 1éCba zahajena v pozdéjsim veku
vedla ke zmirnéni jiz nastalych symptomi. Prestoze tato geneticka metoda ma dvé nevyhody, a to sice,
7e ne vSechny bufiky exprimujici p16™%4 musi byt senescentni, stejné jako ne vSechny senescentni

6™ vysledky této studie naznacily ulohu senescentnich bunék ve starnuti

bunky musi exprimovat pl
organismu !. Podobné vysledky pfinesla o pét let pozdé&ji také studie téZe skupiny na pfirozeném modelu
starnuti ''°. Odstranéni senescentnich bunék zmirnilo také postup patologie v mozku mysiho modelu PD
%, pti¢emZ podobnych vysledkti dosahla i studie na mySim modelu AD 6117,

Zjisténi, ze eliminace senescentnich bun¢k spolu s jejich sekre¢nim fenotypem ptina$i mnohé
benefity v modulaci nékterych patologii spojenych se starnutim, vyvolalo hluboky zajem o vyvoj latek
s potencidlem eliminovat senescentni buiiky, takzvana senolytika. Jde o tfidu malych molekul, peptidd
¢i protilatek, které vice ¢i méné selektivné indukuji smrt senescentnich bunék. Ackoli prvni prace
predstavujici nékteré ztéchto latek vysla teprve v bfeznu 2015, byla od té doby nalezena celd tada
dalsich senolytik.

Podstatou ucinku prvnich senolytik je restaurace apoptdzy u senescentnich bunck. Senescentni
buniky jsou rezistentnéjs$i vuci apoptodze a to i pies aktivovanou odpoveéd’ na poskozeni DNA. Rezistence
viacéi apopdze u senescentnich bunék je zpiisobena zvySenymi hladinami nékterym antiapoptotickych
proteini v disledku aktivace nékolika antiapoptotickych drah (SCAPs — zangl. senescent-cell anti-
apoptotic pathways) zajistujicich preziti senescentnich bunék. Senolytika tohoto typu se proto zamétuji
na inhibici antiapoptotickych proteinii nebo klicovych regulatorti téchto drah, jejimz vysledkem je
indukce smrti bunék se senescentnim, nikoli normalnim fenotypem. Mezi tyto latky fadime naptiklad
inhibitor proteinu Bcl-XL, patficiho do Bcl-2 rodiny, Navitoclax (ABT-263) ¢i fisetin, quercetin, Ci

geldanamycin.
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H/H;ATTAC-3 +AP

TAC-3 -AP

Obrdzek & 9: Dole transgenni mys pred aplikaci lé¢iva eliminujiciho vsechny p16™€@ pozitivni buriky,

nahore po ném. Na prvni pohled je zietelné, Ze odstranéni senescentnich bunék vedlo k ,,omlazeni mysi”
61

3.1 Terapeutické moZnosti senolytik u nadorovych chorob vcetné nddoru v CNS

Rakovina je v soucasné dob€ druhou nejcastéjsi pfi¢inou umrti ¢lovéka, a proto je nddorové
biologii vénovana velka pozornost uz po nekolik desetileti. Nejpouzivangj§imi postupy v 1écbe
onkologickych onemocnéni je v soucasné dobé radioterapie a chemoterapie, které by skrze indukci
poskozeni DNA mély preferencné piisobit smrt nadorovych buné€k ¢i alespon jejich prechod bunék do
senescence, ktera zastavi jejich dalsi proliferaci. Bylo rovnéz zjisténo, ze velmi zfidka mize bunka (tyka
se to zhruba jedné buinky z milionu) po ukonéeni terapie senescenci uniknout a zalozit tak novou
populaci bunék nadoru. Bylo naptiklad prokazano, ze po vystaveni letadlni davce zafeni unikne malé
procento bun¢k glioblastomu bunééné smrti a piejde do senescence, kterou jsou ovSem tyto bunky
schopny piekonat, pokraGovat v rlistu a vytvofit je$té agresivn&jsi formu nadoru 8. Lécba poskozujici
DNA a indukujici senescenci miize navodit senescenci také u somatickych bunék obklopujicich nador,
které svym SASP vytvaieji chronicky zanét a vytvari tak prostfedi vhodné pro epitelialné mesenchymalni
piechod a zvySenou proliferaci prekancerdznich bunék '"°. Tyto 1é¢ebné postupy tedy rist nadoru
inhibuji, zvysuji vSak také riziko recidivy a nasledné zvySené agresivity nadoru. Problém nastava
u nékterych nadort veetné téch v CNS, které jsou kvili anatomickym omezenim chirurgicky tézko
odstranitelné a chemoterapie ¢i radioterapie proto asto byvaji jedinou moznosti. Resenim by tudiz
mohlo byt bezprostiedni odstranéni senescentnich bunék senolytiky, které by zabranilo uniku
nadorovych bunc¢k ze senescence i Skodlivym uU€inkim SASPu. Eliminace senescentnich bunék
vzhledem k jejich negativnimu plsobeni na nadorové buiiky se nabizi jako dalsi podptrna lécba
genotoxickych terapii.

Tento ptedpoklad potvrdila napiiklad studie na mySim modelu nadoru lécenym nékterymi
z chemoterapeutickych latek, které v nenadorovych buiikach indukovaly senescenci a prokazatelné
podporovaly vznik metastaz a rist aplikovanych nadorovych bunck. Nasledna eliminace senescentnich

bun€k senolytikem ABT263 snizila riziko recidivy, vzniku metastaz i nékterych nezadoucich ucinkd
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spojenych s u¢inky chemoterapie '2°. K 1é¢b& glioblastomil se nejcast&ji vyuziva chirurgickd resekce
nadoru nasledovana frakcionovanou radioterapii kombinovanou s chemoterapii alkyla¢ni latkou
temolozomidem, ktery vsak, jak bylo zjisténo, u nadorovych bunék glioblastomu vyvolava piednostné

121 Vysokéa frekvence senescentnich bun&k by tak mohla byt

senescenci namisto bunécné smrti
vysvétlenim zavazné prognozy téchto pacientd. Pokud navic i buiiky glioblastomu umi po odstranéni
stimulu poskozujiciho DNA ze senescence uniknout, akumulované zmény v genomu mohou zpulisobit
recidivu nadoru. Zda by tento pfistup mohl pfinést pozitivni vysledky v 1écbé glioblastomu ¢i dalSich

nadorovych onemocnéni, neni prozatim jasné a je zde nutné zapotiebi dalsiho studia.

A

Nadorova masa

Nenadorové buiky

Senescentni
nenadorové buiky

Nadorové buiky

Senescentni
nadorové buiky

SASP

Obrdzek ¢. 10: Lécba radioterapii ¢i chemoterapii indukuje vznik senescentnich nddorovych i
nenddorovych bunék, které sekreci SASPu podporuji rist nddoru a vznik metastdz (A), ndslednd aplikace
senolytik odstrariuje zdroje podpory riistu nddoru a potenciondlni recidivy (B) (upraveno *??).
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Z7.avér

Senescence se zdd byt kliCovym mechanismem pro pochopeni starnuti ¢i rozvoje nékterych
patologickych stavili, které se stafim uzce souviseji. Predpoklada se, ze diky snizené funkci starnouciho
imunitniho systému dochdzi ve tkdnich starého organismu k akumulaci senescentnich bune¢k, které svym
sekreCnim fenotypem vytvareji zanétlivé prostfedi, které miize vyrazné pfispét k rozvoji mnoha
onemocnéni.

Ackoliv dnes existuje pomérn¢ velky pocet studii zabyvajicich se vyznamem senescentnich
bun¢k ve stafi ¢i v perifernich tkanich, jejich funkce v neurodegenerativnich onemocnénich a starnouci
CNS je nedostatetn¢ prozkouména. U jednotlivych bunécnych typit CNS starnouci mozkové tkang, ¢i
v mozkové tkani postizené neuropatologii byla nalezena zvySena akumulace nékterych senescentnich
markerii. U n€kterych bunéénych typt, jako napiiklad mikroglii nebo astrocytd, byl senescentni fenotyp
prokazan. Senescence téchto bunc¢k vyrazné moduluje jejich funkci, coz ma za nasledek také pokles
mnoha mozkovych funkci, jejichz ztrata je typicka i pro neurodegenerativni onemocnéni. Zda jsou za
tyto patologie senescentni bunky opravdu zodpovédné nebo pouze pfispivaji ke zhorSené prognoze,
vyzaduje nutné dalsi vyzkum.

Bunécna senescence je povazovana za primarni protinadorovou bariéru, bylo vSak prokéazano,
ze senescentni bunky sekreci mnoha latek mohou také podporovat rist nadorG ¢i vznik metastazi.
Nektera chemoterapeutika pouzivana k 1é¢be nadort indukuji nejen bunéénou smrt ale i senescenci jak
v naddorovych, tak v nenadorovych bunkach. Terapii indukované senescentni buiiky mohou nasledné
prosttednictvim SASP podporovat rist nadoru nebo jeho invazivitu podporou epitelidlné-mesenchymalni
prechodu.

Nadéji nejen pro nadorova, ale i neurodegenerativni ¢i dalsi s vékem spojena onemocnéni by pak
mohla byt 1écba senolytickymi latkami, které by eliminovaly senescentni buiiky z tkani a snizily tak

jejich prispévek v patogeneze téchto zavaznych onemocnéni.
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