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Abstrakt: Tato bakaldrska prace pojednava o bunécné senescenci a zménami v organizaci
cytoskeletu. Porovnava rozdil mezi bunkou v senescenci a bunkami normélnich prolifera-
tivnich linii. Cytoskelet bunky je velmi dynamickd struktura a ma dopad na bunécénou
funkci v tkanich. Bylo pozorovano, ze bunééna dysfunkce a zmény cytoskeletu souvisi se
senescentnim fenotypem. Tato prace shromazd uje zndmé informace o cytoskeletu v senes-

centnich bunkach a naznacuje mozny postup budouciho vyzkumu.

Klicova slova:
bunécnd senescence, protinadorova bariéra, migrace bunek, cytoskelet, mikrotubuly, na-

dorova onemocnéni

Abstract: This bachelor thesis discusses the phenomenon of cellular senescence in the
context of cytoskeleton organization. Differences in the organization of cytoskeleton be-
tween normal proliferative cells and senescent cells are being compared. Cellular cytoskele-
ton is a very dynamic structure and influences the function of the cell within a tissue. This
thesis gathers current evidence about senescence and cytoskeleton and indicates possible

directions for future research.
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1 Uvod

Bunécny cytoskelet je velmi intenzivné studovanym tématem bunééné biologie. Jeho orga-
nizace a dynamika je komplexnim problémem, ktery ovliviiuje celou fadu déju v jed-

notlivych bunkach a v dusledku i chovani celého mnohobunééného organismu.

Spravna organizace cytoskeletu je dulezitd pro udrzeni pozadovaného tvaru a chovani
bunky. Definovat spravnost je vsak velmi obtizné. Kazdy bunécny typ ma sva specifika
a funkce cytoskeletarnich proteinu se proto mohou drobné lisit. Principy stavby a struk-

tury cytoskeletarnich proteinu jsou vsak u vSech znamych organismu velmi konzervativni.

S narustajicim vékem organismu klesa schopnost bunécné adheze, migrace a proliferace
(Arnesen & Lawson, 2006). NavySovani poctu senescentnich bunék ve stdarnouci tkani

muze mit vliv na dysfunkci tkdané a podporovat vznik nadorového bujeni.

Pii bunécné senescenci méni lidské fibroblasty (LDF) svoji morfologii z vietenovitého
tvaru na rozsiteny, zplostély a nepravidelny tvar (Chen et al., 2000). Bunky vazivové tkédné
(fibroblasty) ztraceji schopnost migrace a polarizovatelnost. In vitro muzeme pozorovat
markantni zménu roztazeni a zvétseni prostoru, ktery dana bunka zaujima na podlozce.
Senescentni fenotyp je pozorovan i u dalsich bunéénych typu, kde muze dochazet k varia-

bilnim odchylkam v jejich morfologii v dusledku jejich specializace.

Pro budouci vyvoj novych specificky cilenych 1é¢iv mohou byt velmi vyznamné novée
ziskané poznatky studia zmén cytoskeletarnich a s nimi souvisejich proteinu a jejich sig-

naliza¢nich drah.

Pruchod bunky bunéénym cyklem je regulovan fadou signaliza¢nich proteinu, které kon-
troluji pripravenost bunky k déleni a ve specifickych situacich jsou schopny oddélit ci
zastavit proces proliferace. Bunika pak ma moznost opravy poskozeni DNA. Bunécny cyk-
lus se déli do ¢tyt hlavnich fazi. Ve fazi G1 dochéazi k rustu bunky, pti syntetické fazi
(S) dochéazi k replikaci DNA, po které nasleduje G2 faze rustu a priprava na mitotickou
fdzi samotného bunééného déleni. Hlavnimi regulatory pruchodu bunéénym cyklem jsou

cykliny a cyklin dependentni kinazy.

Pocatek bunééného déleni je oznac¢ovan uddlosti pii G1/S tranzice, kdy komplex CDK2-
cyklin E hyperfosforyluje protein retinoblastomu (pRb), coz vede k iniciaci transkripéni

aktivity E2F diky disociaci E2 promotor vazebného faktoru (E2F) z pRb. E2F iniciuje
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transkripci fady genu potfebnych pro postup bunéénym cyklem. Mutace proteinu E2F,
pRb byla spojena s nezavislosti pruchodu, pres dulezité kontrolni body bunééného cyklu
a neomezené proliferace, na rustovych faktorech u ruznych malignich typu nadorového
bujeni (Trimarchi & Lees, 2002).

2 Senescence, aneb bunécné starnuti

Pojem senescence vychazi z latinského semex, znamenajici stary muz, ¢i vysoky vék
(Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). Proces starnuti per se je prirozeny jev vyskytujici
se od nepaméti. V obecném pojeti se jedna o opotiebovani a nahromadéni stukturdlnich
i funkénich defektu v case vedouci k nespravnému ¢i nedokonalému fungovani zivotnich

procesu. Procesem starnuti se zabyva obor biogerontologie.

Bunécna senescence je molekularné-biologicky program aktivovany jako reakce na vznikla
poskozeni DNA. Jednda se o pomérné stabilni formu zastaveni bunécéného cyklu, kdy je
blokovana proliferace poskozené bunky. Senescentni stav je popisovan jako jedna z bariér
vzniku a vyvoje nadorovych onemocnéni. Bunka je schopna podle zavaznosti poskozeni
DNA opravit vzniklé 1éze a pokracovat v proliferaci, nebo reaguje signalni drahou ve-
douci k programované bunécné smrti (apoptéze), nebo zastavuje svuj postup v bunééném
cyklu a vstupuje do stavu tzv. senescence (Coppé et al., 2011; Gil & Peters, 2006), jak je

znazornéno na obrazku 1.
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Obrazek 1: Senescence jako jedna z moznych odpovédi na bunéény stres. Podle (Gil &
Peters, 2006)



Vsechny zivé organismy s obnovitelnymi tkanémi jsou vystaveny riziku vzniku hyper-
proliferativnich chorob, mezi které se fadi také rakovina. Mezi vyznamné tumor supre-
sorové mechanismy potlacujici vznik nadoru jsou zahrnovany pravé apoptdza a senescence.
Zéakladni rozdil v efektu téchto dvou obrannych mechanismu je, ze senescence potlacuje
rust a proliferaci bunky a programovana bunééna smrt (apoptéza) takto poskozené bunky
velmi rychle eliminuje (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). Neni pfesné jasné, co
ovliviiuje rozhodnuti, zda dojde k zastaveni v bunééném cyklu nebo k programované

bunééné smrti.

Rozhodnuti zda bunka vstoupi do senescence nebo apoptdzy je regulovano rozdilnymi
signalnimi drahami. Neni znamy pfechod mezi témito dvéma stavy volné v organismu.
V dusledku manipulace s pro- a anti-apoptotickymi proteiny (kaspéaza 3 a p21) bylo po-
zorovano navozeni apopo6zy nebo senescence a to v zavislosti na mire koncentrace apliko-
vaného doxorubicinu (Rebbaa et al., 2003).

Zatim neni zcela objasnéno, jakym mechanismem se bunka brani apoptéze. Predpoklada
se, ze svou roli hraje zména exprese proteinu inhibujicich ¢ podporujicich apoptotickou
bunéénou smrt. Moznd je i preferenéni zména aktivace gentt pomoci transkripéniho pro-
teinu pb3, ktery vede k zastaveni proliferace (Jackson & Pereira-Smith, 2006). Tento
vyznamny tumor-supresorovy protein ma vyznam jak v programu apoptézy, tak i v senes-

cenci (Lehmann et al., 2007).

Vsechny komplexni mnohobunééné organismy véetné clovéka jsou tvoreny buikami schop-
nymi se délit, tedy proliferovat a oznacujeme je jako mitotické. Bunky se ztratou této
schopnosti, casto v dusledku uplné bunécné diferenciace, oznacujeme jako post-mitotické.
P1i nedostatku zdroju mohou mitotické bunky prechézet z G1 faze do stavu quiescence,
neboli GO faze bunécéného cyklu. Toto zastaveni rustu je v porovnani se senescentnim
zastavenim v G1/S, nebo G2/M fézi reverzibilni (Dulic, 2013; Wagner et al., 2001).

Pti setkani s potencidlnimi onkogennimi faktory mohou mitotické buiky nevratné setrvavat
v bunééném cyklu, stavaji se rezistentnimi k signdlim vedoucim k programované bunécné

smrti a dochdzi k alternativni expresi celé fady genu (Jackson & Pereira-Smith, 2006).

Bunécna senescence je nejvice prozkoumana a popsana u lidskych fibroblastu s omezenym
poctem déleni. V literatufe jsou lidské fibroblasty oznacované jako normalni bunky, ¢i
normalni lidské bunky oproti nddorovym, tzv. ,nesmrtelnym* bunkédm (Jackson & Pereira-
Smith, 2006; Di Leonardo et al., 1994).
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Obrazek 2: Porovnani senescentniho zastaveni v bunééném cyklu s quiescenci (GO fézi).
Podle (Dulic, 2013)

Leonard Hayflick a Paul Moorhead ve své préci z roku 1961 pozorovali, ze lidské diploidni
fibroblasty (LDF) derivované z embryondlni tkané maji omezeny pocet déleni (Hayflick &
Moorhead, 1961). Z vysledku svych pozorovani stanovili limit po¢tu populaéniho zdvoje-
ni na 50+£10, po kterém LDF vykazuji odlisny fenotyp oproti buiikdm priméarni kultury
(Hayflick, 1965). Fenomén limitovaného popula¢niho zdvojeni, neboli zastaveni v bunééném
cyklu je dnes znamy jako Hayflickuv limit, faze I1I, nebo také jako replikativni senescence.

Jeho hodnota se lisi v zavislosti na druhu organismu i bunééném typu.

U lidskych diploidnich fibroblastu (LDF) privedenych do senescence se tumor-supresorovy
protein phH3 vaze na promotor kédujici gen pro signalni molekulu ,,zastaveni rustu“
p21Wafl /Cipl a GADD45, ale ne geny regulujici apoptézu NFRSF10b, TNFRSF6 a PUMA
(Jackson & Pereira-Smith, 2006).

Na obrazku 3 je schématické vyobrazeni jednotlivych signaliza¢nich proteinu odpovédnych
za vznik senescentni bunééné odpovédi na poskozeni. Senescentni bunky vykazuji vyrazné
zmény v expresi genu kédujicich inhibitory bunééného cyklu. Mezi prvni popsané in-
hibitory bunééného cyklu indukujici senescenci patii inhibitory cyklin-dependentnich kinéz
(CDKI) p21wafl/cipl a pl6INK4a (Beauséjour et al., 2003).

Tyto inhibitory se vyskytuji v drahach potlacujicich vznik nadoru. Jsou regulovany tran-
skripénimi faktory p53 a pRb, které jsou dulezitymi prvky tvoricimi a udrzujimi zastavu
bunééného cyklu. (Jackson & Pereira-Smith, 2006) Zmény v expresi genu neovliviiuji

pouze pruchod bunéénym cyklem, ale také okoli bunky, ve kterém se nachazi. Senescentni
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Obrézek 3: Signalni drahy indukujici vznik senescentniho fenotypu (Ben-Porath & Wein-
berg, 2005).

bunky maji zvySenou hladinu exprese genu kdédujicich proteiny, které nasledné sekretuji
a vytvari si kolem sebe specifické ,mikroprostiedi®. Vytvareji tak sekrecni fenotyp aso-

ciovany se senescenci (SASP).

2.1 Markery senescence

Experimenty na bunéénych kulturdch identifikovaly nékolik ukazatelu urcujicich, zda je
burika senescentni. Pomoci nékolika znaku mohou byt senescentni bunky identifikovany
v kulture a in vivo. AvSsak ne kazda senescentni bunka exprimuje vSechny znamé znaky;,
a proto se k determinaci vyuziva kombinace nékolika znaku. Mezi zakladni charakteris-
tiky asociované s bunécnou senescenci se fadi neschopnost postupu v bunéctném cyklu
(rustova zastava), trvald signalizace poskozeni DNA (DDR), zména morfologie buriky,
zvysend produkce a aktivita SA-fgal, zvySena exprese cyklin dependentnich inhibitoru
(CDKI) ¢i sekrece tady cytokinu, rustovych faktoru a protedz oznacovéna zkrécené jako
SASP (sekreéni fenotyp asociovany se senescenci). Zadny z téchto znaki nenf jednoznacné
urcujici pouze pro fenotyp senescence (Beauséjour et al., 2003; Campisi & d’Adda di Fa-
gagna, 2007).

Zastaveni bunécného cyklu

Jednim z prvnich viditelnych znaku byva az dvojnésobné rozsiteni a zvétSeni objemu
bunky oproti kontrolnim bunkam (Hayflick, 1965). Hlavnim z typickych znaku senes-
centni bunky je neschopnost exprese genu potiebnych k proliferaci (také v promitogennim
prostiedi). Senescentni bunky zastavuji bunéény cyklus obvykle aktivaci kontrolnich bodu

bunééného cyklu G1/S ¢i G2/M, kdy zustavaji nadale metabolicky aktivni, avsak rezis-



tentni signalum spoustéjicim apoptotickou smrt (Di Leonardo et al., 1994; Mao et al.,
2012). Féze bunééného cyklu, kde dochazi k zastavé se ruzni podle typu induktoru, typu
bunék a jejich genetické vybavy. Pievazné se uvadi zastaveni bunécného cyklu jako stav
v podstaté nevratny. Ukazuje se vSak, ze existuji mechanismy schopné tento stav zvratit

(Beauséjour et al., 2003).

Akumulace starnoucich, senescentnich bunék v tkanich je spojovana s projevy starnuti
organismu. Dochézi k nedostatecnym opravam a regeneraci tkani. Nadorové bunky mohou
v kulture proliferovat bez omezeni a po aplikaci chemoterapie dochéazi k jejich usmrceni. Je
pozorovana tendence nékterych bunék obejit vliv zéfeni a vstupovat do stavu senescence
(zastavit se v G1/S ¢ G2/M fézi bunééného cyklu) (Mao et al., 2012; Campisi, 2011).

SA-pgal

Dalsim vyuzivanym ukazatelem senescentniho stavu je zvysend produkce a naslednd akti-
vita 3 galaktoziddzy asociované se senescenci (SA-fSgal). K detekei SA-fgal dochézi pii pH
6, které je u nesenescentnich bunék suboptimélni pro aktivitu g galaktoziddzy (Kurz et al.,
2000). Narust SA-fgal se vyuziva k cytochemické detekei senescentnich bunék v kultufe.
Vyrazna aktivita SA-fBgal nebyla pozorovana u terminalné diferencovanych bunék, bunék
zastavenych v GO a nadorovych bunék. Kolorimetricka detekce bunék vychéazi z reakce
tohoto enzymu s chromogennim substratem X-gal' pii pH 6, kdy dochazi k indukci genu

lacZ, coz vede k hydrolyze substratu X-gal a vzniku modrého zbarveni (Dimri et al., 1995).

Permanentni poskozeni DNA

Faktorem vyvoldvajicim senescentni bunéénou odpovéd je genotoxicky stres, ktery vede
k neopravitelnému poskozeni DNA, napi. poruse telomer (Campisi & d’Adda di Fa-
gagna, 2007). Vsechny stresory tvorici dvojvldknové zlomy molekuly DNA (DSB) mo-
hou indukovat senescentni fenotyp, genetické zvyseni aktivity komponent ucastnici se
kontroly prubéhu bunééného cyklu, zvysenou expresi onkogenu a vznik dalsich stresoru.
Dvouvlaknové zlomy v DNA jsou u somatickych bunék doprovazeny fadou sptazenych pro-
teinu. V jadernych lézich se nachéazi fosforylovany histon H2AX a dochéazi ke kolokalizaci
s DNA opravnymi a kontrolnimi proteiny, jako tfeba 53BP1, MCD1, NBS1, PML (Ben-
Porath & Weinberg, 2005; d’Adda di Fagagna et al., 2003).

DSB, stejné jako poskozeni telomer, indukuje specifickou odpovéd na poskozeni DNA
(DDR, z anglického DNA damage response). Tato odpovéd je charakterizovdna aktivac
kinaz ATM a ATR, které jsou povolany k mistu poskozeni a vedou k fosforylaci fady pro-

15-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside
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teinu véetné Ser-139 na histonu H2AX (yH2AX) sousedicim s mistem zlomu. Fosforylace
histonu H2AX usnadiiuje akumulaci opravnych faktoru zahrnujici 53BP1, MDC1/NFBD1
a NBSI1 a fadu dalsich (Ben-Porath & Weinberg, 2005). Také podporuje aktivaci kindz
Chk1 a Chk2 diky fosforylaci, které prendsi signél u lidskych, ale ne u mysich fibroblastu,
k p53/p21 a pl6 (d’Adda di Fagagna et al., 2003). Fokusy YH2AX jsou vyuzivéany, jako

potencionalnim biomarker senescentnich bunék, v zivocisnych tkdnich (Wang et al., 2009).

Kontroly poskozeni DNA se stavaji aktivnimi v raném stadiu lidské tumorigeneze a vedou
k blokaci bunééného cyklu nebo apoptdze, ¢imz omezuji postup nadoru (Bartkova et al.,
2005).

K rozeznani DBS od skute¢ného konce linealnitho chromosomu bunka vyuziva telomer-
nich struktur. Tyto struktury zabranuji degradaci nebo fizi chromosomu, jsou dilezité
pro zachovéani integrity a stability eukaryotického genomu a zajistuji rozeznani konce od
vzniklych dvojvlaknovych zlomt DNA. Telomerni struktura zahrnuje proteiny o velikosti
10 az 12 kDa, vazajici se na dvojietézcové konzervativni sekvence TTAAGGG s presahem
na 3’ vlakné az nékolik set nukleotidu. Presahova sekvence na 3’ vlakné je odpovédna za
vznik koncové T-smycky (Griffith et al., 1999). Komplex proteina védzanych na opakujici
se telomerni sktrukturu obsahuje faktory, napiiklad TRF1, TRF2, POT1. Ty jsou dulezité
pro udrzeni struktury a funkce telomer. Na obrazku 4 je zobrazeno usporadani ochranného

proteinového komplexu na koncové sekvenci linedlniho chomozomu.

Obrazek 4: Umisténi proteina na konci linedrniho chromosomu. Podle (de Lange, 2005)

Poskozeni telomer se fadi mezi prvni popsané mechanismy vysvétlujici bunééné starnuti.
Pozdéji se objevila novéa zjisténi rozvijejici poznatky o pozorovaném jevu senescence.
Nefunkénost telomer spousti senescenci skrz drahu pb3, ktera je dulezitd pro vytvotreni
a udrzeni blokace rustu. Funkéni enzym telomeraza nedokaze zvratit jiz senescentné za-
staveny postup v bunééném cyklu. Ten je popsan inaktivaci pb3 pres pl6INK4a, ktery
potlacuje odpovéd na onkogenni p21Ras protein (Beauséjour et al., 2003). Senescentni
fenotyp je kontrolovan transkripénim faktorem E2F1 v zdvislosti na p53 (Dimri & Ita-
hana, 2000).
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Zménéna exprese

Senescentni buniky maji vyrazné zvysenou hladinu exprese ruznych proteint. Napiiklad
vybrané cyklin-dependentni protein kindzovové inhibitory (CDKI), které jsou souédsti
tumor-supresorovych drah. Ty jsou ovladany transkripénimi regulatory p53 a pRb

(Beauséjour et al., 2003).

SASP

Typicky fenotyp asociovany se senescenci sekretovanych produkti buiiky (SASP) s moznou
autokrinni a parakrinni aktivitou zahrnuje fadu prozanétlivych cytokinu (IL-6, IL-8,

IL-10, TNF-a,- - ), rustovych faktoru (IGF, TGF-3), komponent extracelularmi matrix

a proteaz, které zacne bunka produkovat v fadu nékolika dni od stimulace k zastaveni

rustu. TGF-£ jsou dulezité cytokiny regulujici embryonalni bunéénou diferenciaci, organo-

genezi a apoptdézu. Inhibuji proliferaci epitelidlnich bunék a pusobi jako imunosupresivni

faktory. Jsou zapojeny do epitelidlné-mezenchymalni transdiferenciace (spojeny s preménou
epitelidlni buriky na mesenchymaélni), kterd je charakterizovéna rozsdhlymi zménami v ex-

presi adhezivnich molekul a zmény cytoskeletu prevazné na cytokeratinova intermedialni

filamenta slozené prevazné z vimentinu (Derynck et al., 2001)*.

2.2 Typy senescence

Bunécnou senescenci lze v zasadé rozdélit podle vzniku poskozeni DNA, které je jejim
hlavnim inicidtorem a muze byt navozeno mnoha zpusoby. V lidskych bunkach dochézi
denné vice jak k ptl milionu ruznych forem poskozeni DNA a vzniku mutaci v geneti-
cké informaci, z nichz vétsina je opravena pomoci bunécnych repara¢nich mechanismu.
Neéktera obtizné opravitelnd poskozeni vsak vedou k trvalé signalizaci (DDR) a naslednym
reakeim vedoucim k expresi gent iniciujicich vznik senescentniho fenotypu (Rodier et al.,
2011). Poskozeni DNA muze byt zptsobeno ptirozenymi faktory zpusobujicimi nestabilitu

genomu, ¢i navozeno radia¢nim zafenim nebo 1écivy (Di Leonardo et al., 1994).

2.2.1 Replikacni senescence

Mezi znamé charakteristiky bunék, vstupujicich do replikativni senescence patii snizend

rychlost rustu, vétsi, plossi tvar bunky a tésné vazby u bunék in vitro.

Veétsina eukaryotickych bunék neni schopna se délit donekonecna, jak vyjadiuje Hayflickuv

limit. Po dosazeni kone¢ného poctu délenf je bunéény rist (proliferace) zastaven? a buiika

2Buiika obsahuje mnozstvi DNA ekvivalentni G1 fazi bunééného cyklu
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nemuze byt stimulovana ke vstupu do S faze zadnym ze znamych fyziologickych mitogenu.

Replikacni senescenci zpusobuje ¢asteéné potlaceni nékolika genu pozitivné ovliviujicich
regulaci rustu, jejichz exprese se ukdzala byt dulezitd pro postup v G1 fazi a syntéze
DNA. U fibroblastu tyto geny zahrnuji protoonkogen c-fos, geny ID1 a ID2 a komponenty
transkripéniho faktoru E2F - E2F1 a E2F2. Transkripéni faktory (E2F1, c-fos, 1d), jejichz
aktivita je dulezita pro bunécnou proliferaci, jsou u senescentnich bunék potlaceny. Rep-
rese aktivity E2F1 zabranuje expresi genu potrebnych k iniciaci syntézy DNA. K potlaceni
aktivity E2F1 dochazi pravdépodobné pres zvySenou expresi p21, ktera inhibuje cyklin
dependentni kindzy (CDK). CDK jsou odpovédné za fosforylaci retinoblastomového pro-
teinu pRb. Nefosforylovany pRb zpétné potlacuje E2F1 (Campisi, 1997).

Transkripéni faktor E2F1 indukuje prepis genu pro nadorovy supresor ARF, jehoz pro-
dukty vznikaji alternativnim ptekladem ¢tectho ramce lokusu INK4 (p19ARF u mysi,
pl4ARF u ¢lovéka). Protein pl4ARF zpusobuje stabilizaci p53 a nésledné narustd i hla-
dina p21 (Gil & Peters, 2006).

Mezi hlavni dva inhibitory CDK se tadi protein pl6, oznacovany také jako pl6INK4a,
nebo CDKN2a (www.uniprot.org, 2013a) a protein p21, znamy také pod nazvy p21Cipl,
CDKNl1a, Wafl, nebo SDI1 (www.uniprot.org, 2013b). Proteiny p21 a p16 udrzuji pRb

v hyperfosforylovaném a aktivnim stavu. Mechanismus pusobeni vsak neni stejny.

2.2.2 Predcasna (indukovand) senescence

Bunka muze vstoupit do senescence i po navozeném poskozeni DNA induktory z prostredi.
Podle zpusobu vzniku poskozeni hovoiime o onkogené indukované senescenci, indukované
radiaci ¢i vyvolané oxidativnim stresem. Pred¢asnd senescence muze byt zpusobena geno-
toxickymi 1é¢ivy (Novakova et al., 2010). Jedna se o chemoterapeuticka 1éciva odvozena
od alkaloidu rostlin, jako je napiiklad vincristin (Groth-Pedersen et al., 2007). Induko-
vanda senescence muze byt dale zpusobena vystavenim radiaénimu zafeni ¢i jinym fak-
torum vyvolavajicim vyrazné poskozeni DNA. Avsak bunka nereaguje vzdy zastavenim
bunécéného cyklu a projevem senescentniho fenotypu. Napiiklad HeLa bunky po vys-
taveni vincristinu podléhaji apoptéze, kdezto MDF-7 bunky vykazuji senescentni mor-
fologii (Groth-Pedersen et al., 2007).

Rovnéz je znamo, ze predcasna senescence je odpovédi na konstitutivni MEK (kompo-
nentu MAPK) mitogenni signalizaci, aktivujici p53 a p16 jako tumor-supresory (Lin et al.,
1998).
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2.3 Vyznamné bunécné procesy spojené se senescenci

Senescence se muze tcastnit nékolika zdanlivé neslucitelnych biologickych procesu, jako
potla¢eni nadoru, podpora rustu nadoru, oprava tkéni a starnuti. Zastaveni bunécéné pro-
liferace funguje jako prirozend bariéra vzniku nadoru. Na druhou stranu chemoterapie
vyuzivana k lécbé generuje pteziti bunky ve stavu senescence, kde i pres popisovanou
ireverzibilitu muze dojit k regeneraci nadorové tkané. Senescentni burika vykazuje sekreéni
fenotyp zahrunujici fadu prozanétlivych cytokinu (IL-6, IL-8), rustovych faktoru, jako je
pro-apoptoticky protein IGFBP-7 (vazebny protein inzulin podobniho faktoru) a PAI-1
(inhibitor plazmidogenového aktivatoru) (Campisi, 2011).

Navyseni poctu senescentnich bunék v tkéni je spojovano s chorobami, které se castéji
vyskytuji u starsich osob, jako jsou arteroskleréza a osteopordéza (Bennett et al., 1998;
Kassem et al., 1997). Také pii Alzheimerové chorobé muze byt akumulace pl16INK4a
pozitivnich senescentnich astrocyti spojovana s narustajicim vékem a rizikem vyvoje

sporadického typu onemocnéni (Bhat et al., 2012).
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3 Cytoskelet a jeho zmény v bunééné senescenci

Tvar bunky a jeji vnitini opora, funkéni polarita, zajisténi bunééného pohybu (tzv. mo-
tility) a zivotni cyklus eukaryotické bunky je kontrolovan komplexni prostorovou siti pro-

teinovych vlaken, ktera souborné oznacujeme jako bunécnou kostru ¢i cytoskelet.

Cytoskelet butiky je slozen ze tii zakladnich typu vlaken, neboli filament, kterd jsou orga-
nizovana a regulovéna v zavislosti na signédlech z okoli a potiebach buiky. Cytoskeletarni
systém je evoluéné pomérné konzervativni a sklada se z vlaken mikrotubularnich, mikro-
filamentarnich, znamych také jako aktinova vldkna, a ze stfednich (intermedidlnich) fil-
ament. Diky nim je bunka schopna pohybu, zmény tvaru, separace chromosomi, déleni,
transportu organel, kompatmentu a materidlu v transportnich vaccich. Cytoskelet tedy
neni rigidni a neménny proteinovy komplex, spiSe naopak. Jedna se o dynamickou struk-
turu, jejiz komponenty jsou schopny reorganizace v fadech minut a zaroven jsou schopny

tvorit relativné stabilni struktury az na nékolik hodin.

Cytoskeletarni vldkna se lisi slozenim proteinovych podjednotek, strukturou a néasledné
i fyzikdlnimi vlastnostmi. Vldkna s nejvétsim prumérem 24 nm se nazyvaji mikrotubuly,
které slouzi jako opora a kostra bunky, umoznujici intracelularni transport a také bunéény
pohyb. Ten je zajistén prenosem bunééného materialu pomoci molekularnich motoru po-
hybujicich se po mikrotubulech a celkovou dynamikou cytoskeletu, polymeraci a naslednym
rozpadem mikrotubuli ¢i mikrofilament. Organizace cytoskeletarniho systému se u kazdé-

ho bunééného typu lisi v zévislosti na funkei a posldni bunék (Frisan et al., 2003).

Bunécna senescence je doprovéazena rozsahlymi zménami v mnozstvi zastoupenych cy-
toskeletarnich proteinu. Japonska skupina pod vedenim Koji Nishio pozorovala postupné
zmeény zastoupeni cytoskeletarnich proteinu v mladych, presenescentnich a senescentnich
lidskych fibroblastech kuze (TIG101), fetalnich plic (TIG3 a WI138-VA13) a fibrosarkomu
(HT-1080). Jejich vysledky ukazuji pokles pritomnosti aktinu, S-tubulinu a vyrazny néarust
vimentinu. Avsak ne vSechny cytoskeletarni proteiny méni hladinu svého zastoupeni v se-
nescentni bunce. Vysledky ukazuji, ze kindza fokéalni adheze (FAK), vinculin a fosfoinositol-
3 kinaza (p85 PI3) tomuto trendu nepodléhaji (Nishio & Inoue, 2005). Vyvstava otazka,
¢im mohou byt tyto zmény zpusobeny a zda se vyskytuji v zavislosti na bunééném typu.
Jako odpovéd se nabiz{ zména hladiny genové exprese, moznd exprese jinych isoforem
¢i postransla¢ni modifikace lokalizovana v misté epitopu pouzité vizualizacni protilatky.
Dalsi otazkou ¢ekajici na zodpovézeni muze byt variabilita a umisténi eventuelnich pos-

transla¢nich modifikaci u jednotlivych typu filament.
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3.1 Zmény v mikrotubularni strukture spjaté se senescenci

Mikrotubuly predstavuji dynamické cytoskeletarni filamenta hrajici hned nékolik zasadnich
roli v bunécnych funkcich, jako jsou napiiklad lokalizace organel, podpora udrzeni struk-

tury, segregace chromosomu a vnitrobunécny vesikularni transport. Bunky nachézejici se

ve stavu senescence, které se vyrazné zplostuji, netvoif délici vieténko. Byl pozorovan

ubytek transkripce genu spojenych s tvorbou a rozpadem mirotubulu a tvorbou déliciho

vieténka (Han et al., 2010). Ackoli je popsdno mnoho o zménach funkce a modifikacich

tubulinovych proteini, stale nejsou jasné mechanismy vedouci k morfologickych projevim

u senescentnich bunék.

Mikrotubularni struktury jsou tvoreny ptrevazné z podjednotek tubulinu s nejvice zas-

toupenym o a S-tubulinem. Tubulinové podjednotky polymeruji svymi konci smérované®.
Minus konec, na kterém dochazi k pomalejsimu rustu, je doc¢asné pripojen k centrosomu a
rychlejsi rust probihda na volném plus konci za ucasti GTP. Opakujici se jednotky « a 5 for-
muji protofilamenta. Mikrotubulus je tvofen obvykle 13 protofilamenty fazenymi lateralné
(Evans et al., 1985). Uvniti buiniky jsou mikrotubuly ukotveny v mikrotubuldrnich orga-
nizac¢nich centrech (MTOC) a centrosomech, se kterymi je asociovan minoritni v tubulin

(Stearns et al., 1991). Uspotradédni tubulinu na centrosomu je zndzornéno na obrazku 5.
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3.1.1 Postranslacni zmény tubulinu

Tubuliny jsou evoluéné vysoce konzervativni struktury, vyskytujici se bez vyraznych zmén
mezi vSemi zijicimi organismy. Pocty jednotlivych isoforem se mohou lisit v zavislosti na
typu organismu. Piikladem muze byt pocet genu tubulinu u ¢lovéka, ktery se pohybuje
okolo deseti v porovnani s jednodussim organismem, jako naptiklad Tetrahymena ther-

mophila (Gaertig, 2000), ktery kéduje jen jednu izoformu « a dvé izoformy S-tubulinu.

Zmeény vlastnosti mikrotubulu se odehravaji prevazné na poli postranslacnich modifikaci
tubulinovych podjednotek a méni se v prubéhu bunééného cyklu. Lze predpokladat, ze
bunka nachazejici se ve stavu senescence bude mit postransla¢né modifikovany tubulin,

avsak toto tvrzeni neni zatim potvrzeno ani vyvréaceno.

Mezi hlavni postranslacni modifikace tubulinu patti acetylace, polyglutamylace, polygly-
cylace, detyrosinace, A2, fosforylace a ubikvitinace. Vyobrazeni téchto modifikaci je patrné
na obrazku 6. Sumoylace a metylace nebyly u tubulinu pozorovany (Verhey & Gaertig,
2007).
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Obrazek 6: Schématické znazornéni modifikaci vyskytujicich se na «a-tubulinu
a [-tubulinu. C-koncové domény jednotlivych aminokyselinovych zbytku obou tubuli-
novych podjednotek jsou reprezentovany aminokyselinovymi sekvencemi korespondujicimi
s myssim alA-tubulinem (od zbytku 441 az ke konci) a 52B-tubulinem (432 az ke konci).
Postranni fetézce o i f-tubulinu mohou byt modifikovany polyglutamylaci tak i polygly-
cylaci. Prevzato z (Janke & Chloé Bulinski, 2012).

Modifika¢ni enzymy preferencné pusobi na podjednotky tubulinu zapojené v mikrotubulech.

Oproti tomu je popséano, ze fosforylace S-tubulinu cyklin-dependentni kindzou 1 (Cdk1) na
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serinu 172 zabranuje zapojeni podjednotky a nachazi se volné ve frakci (Fourest-Lieuvin
& Peris, 2006). BRCA1 spolecné se svym vazebnym partnerem BARD1 ubikvitinuje
lysiny 48 a 344 ~ tubulinu in vitro a tim reguluje pocet centrosomu u savéich bunéénych
lini{ (Starita & Machida, 2004).

Kinesin

1
ao
Dynein %
P

a0

Stépici r/ "
enzymy C\)/

B-tubulin| 255

b ﬂ-lubulin-":fo-‘_o“ ._f X
G700

Obréazek 7: Lokalizace a mozné funkce tubulinovych postranslacnich modifikaci v ramci
mikrotubulu. Prevzato z (Janke & Chloé Bulinski, 2012).

Na obrazku 7 je vidét schéma umisténi modifikovatelnych koncu tubulinovych podjed-
notek. Koncova ¢ast tubulinu s terminalnim karboxylem je vystavena na okraji mikro-
tubulu a tudiz modifikovany tubulin muze byt rozpozndvan MAP (proteiny asociovanymi
s mikrotubuly), molekuldrnimi motory, stabilizacnimi a Stépicimi enzymy. Aktivita pro-
teinu rozeznavajici plus konce +TIP je regulovéna tyrozinaci na a-tubulinu 168 (Hon-
nappa et al., 2006). K acetylaci dochdzi na vnitini strané mikrotubulu, coz zpomaluje
inkorporaci dalsich podjednotek do mikrotubulu, neutralizaci pozitivniho naboje lysinu
252 (Chu et al., 2011).

3.1.2 Role stabiliza¢nich proteintu

Stabiliza¢ni agens se vazi na mikrotubuly a rusi jejich dynamické vlastnosti (Chao et al.,
2011). Polymerace, stabilita a organizace mikrotubulu je regulovéna stabilizaénimi pro-
teiny jako jsou Tau, MAP1, MAP2. Tau je lokalizovan prevazné v neuronalnich axonech,
kde je odpovédny za stabilni avsak stale dynamicky stav mikrotubult dilezity pro spravny

rust a efektivni axonélni transport (Gendron & Petrucelli, 2009).

Kromé proteint, které jsou odpovédné za snizeni dynamiky mikrotubulu, jsou popsany
také priklady kdy dochdzi k rozstépeni mikrotubulu. Funkce kataninu (McNally & Vale,
1993) a spastinu (Evans et al., 2005) je potencidlné regulovana polyglutamylacemi (Lacroix
et al., 2010).
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Defekty stabiliza¢nich proteinu jsou spojeny s fadou onemocnéni. Hyperfosforylace Tau
proteinu je spojovana se vznikem filamentarnich shluku a patologickymi projevy jako je
naptiklad Alzheimerova choroba. Vnitini zlomy mikrotubulu a nespravné stépeni mikro-
tubulu vede k lidskym onemocnénim s axonélni degeneraci (Evans et al., 2005). Napriklad
defekt v genu SPAST kédujicim spastin vede k dédiéné spastické paraplegii (Abrahamsen
et al., 2013).

V literatufie se uvadi fada latek ovliviiujicich stabiliza¢ni proteiny a figurujicich v pozici
mozného praktického vyuziti. Jako piiklad muze slouzit discodermin, ktery potlacuje dy-
namickou nestabilitu mikrotubulu a blokuje bunky v mitéze. Po aplikaci zvysené kon-
centrace discoderminu, bunky vykazuji senescentni fenotyp podobné, jako po pouziti do-
xorubicinu (Klein et al., 2005). Tato indukce urychlené senescence se uvadi jako mozny
mechanismus, jak bunky odvozené z linie rakoviny plic (A549) ziskavaji rezistenci k dis-
codermolidu (Chao et al., 2011). Discodermolid je latka izolovdna z moiské houby Dis-
codermia dissoluta. Zprostiedkovava stabilizaci mikrotubulu potlacenim jeho dynamické

nestability a navysuje koncentraci bunék v metafdzné-anafazni tranzici (Klein et al., 2005).

3.1.3 Funkce ~-tubulinu v bunce

Vyskyt v-tubulinu je lokalizovan v MTOC, na pélech déliciho vieténka a v centrosomech.
Byla ukdzana také jeho lokalizace v jadre (Lesca et al., 2005) a uvazuje se nad jeho moznou
funkei v jadérku (Hofejsi et al., 2012).

Protein ~-tubulin je vSudypiitomné exprimovany a regulujuje interfazni nukleaci o[-
tubulinu, duplikaci centrosomu (Starita & Machida, 2004) a formaci délictho vieténka
(Muller & Fogeron, 2006). Vyskytuje se v cytosolu, centrosomech (Stearns et al., 1991)
a jadre, kde je asociovan s Rad51 pii rekombinaénich opravach (Lesca et al., 2005). Je
aktivné translokovan do jadra u bunék U20S a NIH3T3, kde moduluje transkripéni akti-
vitu E2F a postup v bunééném cyklu (Ho6g et al., 2011). Mechanismus jaderné lokalizace

~-tubulinu ani jeho funkce v jadie senescentni bunky neni dosud objasnén.

Byla prokazéna asociace y-tubulinu s plazmatickou membranou (Hofejsi et al., 2012), kde

se muze ucastnit necentrosomické mikrotubuldrni nukleace.

3.2 Aktin

Funkce aktinového cytoskeletu je vytvorit a udrzet bunéénou morfologii a polaritu. M4
roli v endocytoze, intracelularnim transportu, pohyblivosti, smrstitelnosti a bunééném
déleni. Hraje zasadni roli ve zprostfedkovani bunééné odpovédi, jak na vnitini, tak vnéjsi

signaly.
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Hlavnim znakem aktinu je schopnost vazat a hydrolyzovat ATP. Dynamicky obrat ak-
tinovych filament je zpusoben ptechodem z ATP-aktinu na ADP-aktin, ktery je do-
provazen konformacni zménou. Mikrofilamenta maji dva odlisné konce. Plus konec, na
kterém dochézi k rychlejsi polymeraci a narustani vldkna za ptritomnosti ATP, a minus
konec, na kterém je prevaha aktinu s navdazanym ADP a pomalejsi rust vldkna. Dynamika
aktinu je proto tzce spojena s pomérem ATP/ADP v bunice. Pro udrzeni bunééné home-
ostazy je dulezité, jak se bunka zvlada vypotradat s ménici se dostupnosti ATP. Aktinové
monomery G-aktinu tvori trimerni jadro nukleace, na jehoz konce se ptipojuji jednotlivé
monomery a tvoii tak vlakno F-aktinu. Na jednotlivé monomery G-aktinu je navazana
molekula ATP, ktera dodava energii k polymeraci a stabilizuje vznikajici vlakno na plus

konci. Konec s ADP-D-aktinem snadnéji depolymeruje a je celkové méné stabilni.

Sestavovani a rozpad aktinovych filament, jako i jejich organizace ve funkéné vyssi site,
je regulovano nadbytkem regula¢nich (aktin-vazebnych) proteinu, kterymi jsou napiiklad

profilin, cofilin, gelsolin, dematin.

Regulace dynamiky aktinu je ve skutec¢nosti jemny a kontrolovany déj zahrnujici celou
fadu proteinit. Ucastni se jej Arp2/3 kontrolujici vétveni aktinovych filament, cofilin de-
polymerizujici aktinova filamenta a Rho GTPézy jako je Rac a cdcd2 (reguluje formaci

lamelopodif a filopodii) a RhoA (reguluje formaci stresovych vlaken).

Profilin je maly aktin-vazebny protein schopny vazby na G-aktin s navazanym ADP
a vymeénuje jej za ATP. Cofilin je také maly protein ovSem s vazbou na F-aktinové vlakno,
které aktivuje vyménou ADP za ATP. Cofilin byl puvodné popsan u praseciho mozku jako
vazebny protein aktinovych filament a inhibitor interakci s myosinem a tropomyosinem.
Je také znamy jako aktin depolymerizacni faktor (ADF/cofilin) a reguldtor dynamiky
aktinu (Moon & Drubin, 1995; Theriot, 1997) ¢i XAC (Xenopus aktin depolymerizaéni
faktor) zodpovédny za obrat aktinovych filament v ocasech Listeria monocytogennes
monocytogennich listerii (Rosenblatt et al., 1997). Cofilin obsahuje sekvenci -KKRKK-
, kterd funguje jako jaderny lokalizacni signal v odpoveédi na stres (lida et al., 1992).
Funkece cofilinu je negativné regulovéna fosforylaci kindzou LIM na Ser-3 (Moriyama et al.,
1996), jejiz aktivita je zvySovana inzulinem ¢i aktivni formou proteinu Rac (Yang et al.,
1998). Defosforylace serinového zbytku aktivuje cofilin a translokuje jej do cytoplazmat-
ické membréany (Suzuki et al., 1995), z ¢ehoz je mozné usuzovat, ze jadernd akumulace
aktinu v senescentnich fibroblasti LDF muze byt nedostatecnou defosforylaci proteinu
(zahrnujici cofilin) (Lim et al., 2000).
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3.2.1 Akumulace aktinu v jadre.

Aktinové izoformy («, [3,7) zahrnuji signalizacni sekvence pro jaderny export (NES) bo-
haté na leucin. Tyto sekvence jsou zodpovédné za export monomerniho aktinu z jadra do
cytoplazmy. Jejich naruseni odhalilo vyssi expresi aktinovych vldken uvniti jadra u SWISS
3T3 a krysich 3Y1 fibroblastu. Navic byl zjistén snizeny prolifera¢ni potencial bunék
obsahujicich aktin s mutovanou signélni sekvenci NES (Wada et al., 1998). Toto poznédn{
koreluje s pozorovanim akumulace aktinu u senescentnich LDF bunék a predcasné senes-
centnich bunék s mutovanou GTPézou H-Ras (Lim et al., 2000), kterd je zapojena do

regulace bunééného déleni a odpovédi na rustové stimulacni faktory.

3.2.2 Reorganizace aktinu asociovana s RhoA

Proteiny rodiny Rho jsou regulatory signalnich drah regulujicich organizaci aktinového
cytoskeletu a jsou ¢leny super-rodiny Ras. Rodina Rho malych GTP&z zahrnuje RhoA,
RhoB, RhoC, RhoG a Racl/CDC42 (Zohn et al., 1998).

Racl slouzi jako reguldtor bunécéné senescence skrze modulaci reaktivnich kyslikovych
molekul (ROS), stability genomu a aktivity p53 (Debidda et al., 2006).

Vyvolané poskozeni DNA je asociovano s aktin-regula¢nim proteinem RhoA a s fosforylaci
mitogen aktivované protein kindzy (MAPK) p38 a odpovéd na indukci RhoA aktivace se
lisi podle bunécného typu (Frisan et al., 2003).

Tyrosin kinaza fosforyluje kindzu fokalni adheze pres signalizaci RhoA. Byl popsan lidsky
protein FENT1, regulujici opravy DNA a endocytézu, jako interakéni partner RhoA. Ten
reguluje fosforylaci p38 (MAPK), RhoA aktivaci a reorganizaci aktinu po poskozeni
DNA (Guerra et al., 2011). Vizualizace aktinového cytoskeletu u mysich primarnich
embryonalnich fibroblastu deficientnich na dematin ukazala ¢asové zavislé zmény for-
mace stresovych vldken, bunééné motility (spontdlni pohyb), bunééné adheze a tvorby
membranovych vycénélku. Aktivita RhoA je tedy zavisla na pritomnosti demantinu
(Mohseni & Chishti, 2008).

Ke studiu zmén aktinového cytoskeletu, vyskytujicich se pfi bunécné senescenci navozené
H-ras mutantnimi proteiny a také zmény malych G-proteint sprazené se senescenci, byly
pouzity lidské diploidni fibroblasty (LDF) a ruzné stabilni linie mutantu H-ras, navozené
infekci LDF retroviry. Na téchto liniich byl zkouman efekt dvojité mutace H-Ras na
rychlost rustu, expresi senescenctnich markeru, pErk1/2 exprese a lokalizace aktinu, Racl,
RhoA. Ptredcasna senescence indukovana dvojitou mutaci H-ras se ukazala byt tzce spo-
jena se zménami intracelularnich translokaci signalnich molekul a také s dysregulaci MEK
drahy (Lim et al., 2000).
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Po vyvolani poskozeni DNA cytotoxinem CDT (cytotoxin letalné rozsifujici buiku)

(Gelfanova et al., 1999) byl pozorovan vznik stresovych vldken (Cortes-Bratti et al., 1999).

3.2.3 Fokalni adheze

Fokalni adheze (FA) je rozsdhly makromolekuldrni proteinovy komplex tvoiici spoj mezi
extracelularni matrix a aktinovym cytoskeletem bunky. Aktin a proteiny FA dohromady
tvoii bunéénou konstrukei (Gumbiner, 1996) a jsou lokalizovany v blizkosti plazmatické

membrany.

Aktinova filamenta se spojuji do svazku a t mysichvoii stresova vlakna, které vedou ptiéné
skrz bunku, udrzuji ji ve spojeni se subtratem skrz FA a jsou hlavnimi slozkami cy-

toskeletarni sité (Hotulainen & Lappalainen, 2006).

FA plni mechanickou a senzitivni funkci zahrnujici reverzibilni ukotveni aktinového cy-
toskeletu k extraceluldrnf matrix pii migraci a zjistovan{ intraceluldrniho a extracelularniho
napéti (Wehrle-Haller & Imhof, 2002).

Ptenos signalu mezi buikou a extracelularni matrix je zprostiredkovan receptorovymi pro-
teiny, jako jsou napiiklad integriny, schopné vazby proteinu extracelularni matrix (kolagen,
fibronektin, laminin, apod.), diky aktivaci molekul tyrosin-kindz asociovanych s integri-

novymi receptory (SRC, FAK).

Variabilni charakteristické znaky a signalni drahy MAPK a RalGDS se objevujici u senes-
centnich bunék a naznacuji spojitost s organizaci aktinového cytoskeletu, fokdlnimi adhe-
zemi mezi bunikami, extraceluldrni matrix a s tim spojenou signalni transdukei (Lim et al.,

2000).

FA je tvotena kindzou fokalni adheze (FAK) a proteiny jako jsou paxillin, vinculin, c-Src,
talin. Na obrazku 8 je zndzornéno uspoiadani hlavnich proteinu vyskytujicich se v kom-

plexu fokalni adheze.

Paxillin a Hic-5 jsou proteiny z III skupiny LIM doménové proteinové rodiny a vyskytuji
se v jadie a FA, kde spojuji integrinem zprostifedkovanou signalizaci. Hic-5 se vaze na
FAK pres N-koncovou doménu a je pripojen k fokalni adhezi ptes C-koncovou doménu
LIM. Hic-5 se vyskytuje u senescentnich lidskych fibroblastu a jeho overexprese vyvolava

u normdlnich bunék senescentni fenotyp (Fujita et al., 1998).

Je popsana zména lokalizace FAK, paxillinu a talinu v prubéhu starnuti u mysich fibro-
blastu, av8ak tyto fibroblasty se nenachazeji ve stavu senescence (Arnesen & Lawson,
2006).
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Ackoliv neni mnoho znamo o specifické roli paxillinu a Hic-5 v regulaci signalizace fokalni
adheze a genové exprese v mozku, byla zde popsana jejich negenomicka role. Napt. pax-
illin je rychle fosforylovan v piitomnosti fibrilarniho g amyloidu a kolokalizuje s hyper-
fosforylovanym Tau v kultufe neuronovych bunék. Tato ménici se subceluldrni distribuce
zvysuje turnover (obrat) fokdlni adheze a méni bunéénou mobilitu a plasticitu asocio-
vanou se ztratou synaptické integrity (Grace & Busciglio, 2003). Zménéna subceluldrn{
distribuce Hic-5, paxillinu a fosforylovanych izoforem paxillinu byla pozorovana také
u mozku s Alzheimerovou chorobou (Caltagarone et al., 2010). Studie in vitro spojuji

paxillin s bunéénou smrti indukovanou # amyloidem.

Mezi proteiny bunécného leseni (scaffold proteiny) zapojené do regulace cytoskeletdrni
architektury patri také AKAP12, ktery kontroluje bunécénou migraci, proliferaci a cy-
tokinezi. Bunky deficientni na AKAP12 maji zahusténd a polarizovana F-aktinova stresova
vlakna a narust poctu transverznich FA. AKAP12 je zapojen do FAK zprostiedkované
signalizace a indukuje integrin nezavislé fosforylace tyrosinu na FAK v suspenznich kul-
turdch (Akakura & Gelman, 2012).

3.3 Intermedialni filamenta

Stredni filamenta oznacovana také jako intermedidlni (IF') jsou rozmanitou skupinou cy-
toskeletarnich proteint se specifickou expresi zavislou na typu tkané. IF se sestavuji do

8 az 10 nm filament, kterd tvoif rozsdhlou sif nejen v cytoplazmeé, kde zajistuji mechan-
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ickou pevnost. Oproti tomu napiiklad laminy specificky formujici miizovou strukturu na
vnitini strané jaderné membrany. Mimo laminovych monomernich podjednotek mezi in-
termedidlni filamenta radime také keratiny (specifické pro epitelidlni burnky), vimentin
(u bunek mezenchymalniho puvodu), desmin u svalovych bunék a neurofilamenta vysky-

tujici se u neuronu, jak je patrné z tabulky 1.

Typ Proteiny velikost [kDa] Misto exprese
I kyselé keratiny 40-60 epitelialni bunky
IT | neutrélni/basické keratiny 50-70 epitelialni bunky
11 vimentin 54 fibroblasty, leukocyty a dalsi.
desmin 53 svalové bunky
fibrilarni kyselé proteiny 51 gliové bunky
periferin o7 periferni neurony
v neurofilamenta 60 - 200 neurony
\% jaderné laminy 60-75 jaderna lamina vSech
bunéénych typu
VI nestin 200 kmenové bunky centralniho
nervového systému

Tabulka 1: Prehled typu proteint zastoupenych v intermedialnich filamentech

U senesecentnich bunék dochazi k vyraznému zvyseni exprese vimentinu (Nishio et al.,
2001; Nishio & Inoue, 2005), ktery tvoii husté svazky filament orientované paralelné
s osou bunécéného téla. Oproti tomu u mladych nebo aktivné rostoucich bunék fibrob-
lastu se vyskytuji ve formé kratkych a tenkych filament nebo nepravidelnych sitich.
Senescentni lidské fibroblasty manifestuji Siroké svazky vimentinovych filament s nizkou
lokomoé¢ni (pohybovou) aktivitou, ¢cemuz odpovidd zvétseni plochy bunky a oplosténi
jejiho tvaru (Wang, 1985). Mnozstvi vimentinu narusté u senescentnich fibroblastu az do
jedné ctvrtiny hmotnosti bunky. Tento narust je charakteristicky pro morfologii senes-
centni bunky (Nishio et al., 2001).

Vimentin je cilené modifikovdn glykaci* na lysinovych zbytcich. Modifikace vimentinu je
zalozena na vnitinich strukturnich vlastnostech této molekuly a ne na polocase zivotnosti
¢i intracelularni lokalizaci. Je téz doprovazena ztratou kontraktilni funkce. Modifikace vi-
mentinu urcuje redistribuci CML-vimentinu do perinuklearnich agregati, které se oznacuji
jako agresomy. Ukéazalo se, ze akumulace modifikovaného vimentinu se objevuje u fibro-

blastu kuze in vivo ziskanych od starsich darca (Kueper et al., 2007).

4Neenzymatické pripojeni cukernatych zbytki. Diive oznacovano jako neenzymatick glykosylace.
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Senescentni bunky vykazuji nadprodukci tumor supresorového proteinu p53, ktery se
ucastni pri blokaci bunééného cyklu v G1 fazi (Kulju & Lehman, 1995). Ackoliv senes-
centni bunky nadprodukuji tento signalni protein k programované bunécéné smrti, jsou
schopny déle prezivat. Nabizi se nékolik variant jak se senescentni buika vyhyba apoptoze.
Muze modifikovat p53 na latentni formu, nebo ménit jeho bunéénou lokalizaci a tim se
vyhnout apoptéze zavislé na signalizaci proteinem p53 (Nishio & Inoue, 2005). Nékteré
teplotné senzitivni mutanty pb3 se v urcitych nadorovych bunkach uchycuji k inter-

medidlnim vimentinovym filamentum (Klotzsche et al., 1998).

3.4 Organizace cytoskeletarnich proteinii v senescentni bunce

Studie naznacuji zapojeni cytoskeletarnich proteinii do morfologickych zmén spojenych
s indukovanou senescenci (Guerra et al., 2011; Litwiniec et al., 2010; Carlsson et al.,
2003; Chen et al., 2000; Wang, 1985). Napiiklad aplikace etoposidu neindukuje pouze
zmény ve tvaru a velikosti bunky, ale také heterogenitu formy a cytoplazmatickou orga-
nizaci vimentinovych intermedidlnich filament (Litwiniec et al., 2013). Bunky pfivedené
do senescence vystavenim doxorubicinu nevykazuji vyrazné zmeény oproti neoSetfenym
lidskym bunkam adenokarcinomu plic linie A549 z ¢ehoz lze usuzovat na vyssi stabilitu
G-aktinu oproti vimentinu (Litwiniec et al., 2010).

U senescentni bunky dochéazi k potlaceni transkripce fady genu, z nichz mnohé jsou za-
pojeny do bunééné proliferace. Rada jinych genti je oproti tomu exprimovéna. Napifklad

geny pro kolagen I typu, fibronektin, IGFBP-3 (Murano et al., 1991).

Senescentni bunky vytvareji dlouhé a husté vimentinové sité, jejich aktinova vlakna jsou
dlouhd a tenka. Oproti mladym bunkdm maji mnozstvi fokdlnich kontaktnich mist (Nishio
& Inoue, 2005).

Pozménéna exprese vimentinu a a-tropomyosinu byla pozorovana i u telomerazou imor-
talizovanych bunéénych kultur BMEC (agresivni endotelidlni burniky derivované z ma-
ligntho angiosarkomu pochézejici z linie bunék kostni diené). Tyto bunky bez expri-
movaného p16INK4a maji sklon k dramatickym zménam cytoskeletarnich proteinu, které
se vyznacuji silnéjsimi aktinovymi vldkny a ménsi membranovou fluiditou. Potlac¢eni exp-
rese pl6INK4a vedou k defektim bunééné motility, morfogenezi a organizaci cytoskeletu.
Tyto defekty castecné reflektuji zmény vyskytujici se pti vyvoji malignit odvozenych od
endotelialnich bunék (Kan et al., 2012).
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4 Zaveér

Burika je schopna aktivné reagovat na bunécny stres. Organizace cytoskeletarnich proteinu
je dobfe popsdna u ruznych bunécnych typu proliferujicich bunék. Zmény cytoskeletu

vyskytujici se u bunék ve stavu senescence jsou predmétem zdjmu poslednich nékolika let.

Ukéazalo se, ze dochézi ke zméndm u vSech tfech typu cytoskeletarnich struktur. Jejich

mechanismus a vyznam zatim neni zcela objasnén, ale je prfedmétem soucasného vyzkumu.

V budoucnosti by bylo ptrinosné pokusit se objasnit dynamiku zmén uspotradani mikro-
tubularnich struktur v ¢asovém horizontu od mladych bunék pres pre-senescentni az po

senescentni bunky.

Také nenf jasné, z jakého duvodu dochézi ke snizeni obsahu S-tubulinu v senescentni burice
a zda je tento trend opravdu pritomny u vSech bunéénych linii. Souc¢asné vysledky ukazuji
na zmeénu, ale zatim se nepodafilo prokazat, zda dochéazi ke snizeni detekovaného tubulinu
z duvodu exprese jiné izoformy, ¢i zda je tento jev odrazem postranslacnich modifikaci
na koncich tubulinu. Dosud byly popsdany modifikace pouze u normalnich bunék, a to

prevazné na C-konci.

Vyzkum specifit a zmén cytoskeletu senescentnich bunék je zdrojem zajimavych poznatki
u nichz je potencial praktické aplikace, naptiklad ve smyslu cilené 1é¢by manipulaci s cy-

toskeletarnim systémem senescentni bunky a jejiho okoli.
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5 Seznam zkratek

AT M ataxia telangiectasia mutated
ATR o Serine/threonine protein-kinase ATR
CDKIS .o cyklin-dependent protein kinase inhibitors
CDKN2A ... cyklin-dependent kinase inhibitor p16INK4a
CHK2 .. serine/threonine protein kinase
DR DNA damage response
DNA-SCARF/TIF ....................... DNA segment with alteration reinforcing foci
DNA-SCARS .......... DNA segments with chromatin alteration reinforcing senescence
DB double strand breaks
EMT .. epithelial-to-mesenchymal trans-differentiation
HPKO . dematin headpiece knockout
IGF .......... insulin grow factor IGFBP .......... insulin grow factor binding protein
I PP interleukin 6
LDF HDF - human diploid fibroblast
MAPK mitogen-activated protein kinase
MEK . mitogen-activated protein kinase kinase
MTOC microtubule-organizing center
PRb retinoblastoma-associated protein °
P M post-translational modification
RO reactive oxygen species
SA-Bgal ... senescence-associated [-galactosidase
SAHF .. senescence-associated heterochromatin foci
SAPK stress-activated protein kinase family
SASP senescence-assosiated secretory phenotype
TGE- B transforming growth factors g
INF- tumor necrosis factor
RO reactive oxygen species

foci - léze, poskozeni

Shttp://www.uniprot.org/uniprot/P13405
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