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Abstrakt: Tato bakalářská práce pojednává o buněčné senescenci a změnami v organizaci

cytoskeletu. Porovnává rozd́ıl mezi buňkou v senescenci a buňkami normálńıch prolifera-

tivńıch liníı. Cytoskelet buňky je velmi dynamická struktura a má dopad na buněčnou

funkci v tkáńıch. Bylo pozorováno, že buněčná dysfunkce a změny cytoskeletu souviśı se

senescentńım fenotypem. Tato práce shromažd’uje známé informace o cytoskeletu v senes-

centńıch buňkách a naznačuje možný postup budoućıho výzkumu.

Kĺıčová slova:

buněčná senescence, protinádorová bariéra, migrace buněk, cytoskelet, mikrotubuly, ná-

dorová onemocněńı

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 Úvod

Buněčný cytoskelet je velmi intenzivně studovaným tématem buněčné biologie. Jeho orga-

nizace a dynamika je komplexńım problémem, který ovlivňuje celou řadu děj̊u v jed-

notlivých buňkách a v d̊usledku i chováńı celého mnohobuněčného organismu.

Správná organizace cytoskeletu je d̊uležitá pro udržeńı požadovaného tvaru a chováńı

buňky. Definovat správnost je však velmi obt́ıžné. Každý buněčný typ má svá specifika

a funkce cytoskeletárńıch protein̊u se proto mohou drobně lǐsit. Principy stavby a struk-

tury cytoskeletárńıch protein̊u jsou však u všech známých organismů velmi konzervativńı.

S nar̊ustaj́ıćım věkem organismu klesá schopnost buněčné adheze, migrace a proliferace

(Arnesen & Lawson, 2006). Navyšováńı počtu senescentńıch buněk ve stárnoućı tkáni

může mı́t vliv na dysfunkci tkáně a podporovat vznik nádorového bujeńı.

Při buněčné senescenci měńı lidské fibroblasty (LDF) svoji morfologii z vřetenovitého

tvaru na rozš́ı̌rený, zploštělý a nepravidelný tvar (Chen et al., 2000). Buňky vazivové tkáně

(fibroblasty) ztrácej́ı schopnost migrace a polarizovatelnost. In vitro můžeme pozorovat

markantńı změnu roztažeńı a zvětšeńı prostoru, který daná buňka zauj́ımá na podložce.

Senescentńı fenotyp je pozorován i u daľśıch buněčných typ̊u, kde může docházet k varia-

bilńım odchylkám v jejich morfologii v d̊usledku jejich specializace.

Pro budoućı vývoj nových specificky ćılených léčiv mohou být velmi významné nově

źıskané poznatky studia změn cytoskeletárńıch a s nimi souvisej́ıch protein̊u a jejich sig-

nalizačńıch drah.

Pr̊uchod buňky buněčným cyklem je regulován řadou signalizačńıch protein̊u, které kon-

troluj́ı připravenost buňky k děleńı a ve specifických situaćıch jsou schopny oddálit či

zastavit proces proliferace. Buňka pak má možnost opravy poškozeńı DNA. Buněčný cyk-

lus se děĺı do čtyř hlavńıch fáźı. Ve fázi G1 docháźı k r̊ustu buňky, při syntetické fázi

(S) docháźı k replikaci DNA, po které následuje G2 fáze r̊ustu a př́ıprava na mitotickou

fázi samotného buněčného děleńı. Hlavńımi regulátory pr̊uchodu buněčným cyklem jsou

cykliny a cyklin dependentńı kinázy.

Počátek buněčného děleńı je označován událost́ı při G1/S tranzice, kdy komplex CDK2-

cyklin E hyperfosforyluje protein retinoblastomu (pRb), což vede k iniciaci transkripčńı

aktivity E2F d́ıky disociaci E2 promotor vazebného faktoru (E2F) z pRb. E2F iniciuje
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transkripci řady gen̊u potřebných pro postup buněčným cyklem. Mutace protein̊u E2F,

pRb byla spojena s nezávislost́ı pr̊uchodu, přes d̊uležité kontrolńı body buněčného cyklu

a neomezené proliferace, na r̊ustových faktorech u r̊uzných maligńıch typ̊u nádorového

bujeńı (Trimarchi & Lees, 2002).

2 Senescence, aneb buněčné stárnut́ı

Pojem senescence vycháźı z latinského senex, znamenaj́ıćı starý muž, či vysoký věk

(Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). Proces stárnut́ı per se je přirozený jev vyskytuj́ıćı

se od nepaměti. V obecném pojet́ı se jedná o opotřebováńı a nahromaděńı stukturálńıch

i funkčńıch defekt̊u v čase vedoućı k nesprávnému či nedokonalému fungováńı životńıch

proces̊u. Procesem stárnut́ı se zabývá obor biogerontologie.

Buněčná senescence je molekulárně-biologický program aktivovaný jako reakce na vzniklá

poškozeńı DNA. Jedná se o poměrně stabilńı formu zastaveńı buněčného cyklu, kdy je

blokována proliferace poškozené buňky. Senescentńı stav je popisován jako jedna z bariér

vzniku a vývoje nádorových onemocněńı. Buňka je schopna podle závažnosti poškozeńı

DNA opravit vzniklé léze a pokračovat v proliferaci, nebo reaguje signálńı drahou ve-

doućı k programované buněčné smrti (apoptóze), nebo zastavuje sv̊uj postup v buněčném

cyklu a vstupuje do stavu tzv. senescence (Coppé et al., 2011; Gil & Peters, 2006), jak je

znázorněno na obrázku 1.

Obrázek 1: Senescence jako jedna z možných odpověd́ı na buněčný stres. Podle (Gil &

Peters, 2006)
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Všechny živé organismy s obnovitelnými tkáněmi jsou vystaveny riziku vzniku hyper-

proliferativńıch chorob, mezi které se řad́ı také rakovina. Mezi významné tumor supre-

sorové mechanismy potlačuj́ıćı vznik nádoru jsou zahrnovány právě apoptóza a senescence.

Základńı rozd́ıl v efektu těchto dvou obranných mechanismů je, že senescence potlačuje

r̊ust a proliferaci buňky a programovaná buněčná smrt (apoptóza) takto poškozené buňky

velmi rychle eliminuje (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). Neńı přesně jasné, co

ovlivňuje rozhodnut́ı, zda dojde k zastaveńı v buněčném cyklu nebo k programované

buněčné smrti.

Rozhodnut́ı zda buňka vstouṕı do senescence nebo apoptózy je regulováno rozd́ılnými

signálńımi drahami. Neńı známý přechod mezi těmito dvěma stavy volně v organismu.

V d̊usledku manipulace s pro- a anti-apoptotickými proteiny (kaspáza 3 a p21) bylo po-

zorováno navozeńı apopózy nebo senescence a to v závislosti na mı́̌re koncentrace apliko-

vaného doxorubicinu (Rebbaa et al., 2003).

Zat́ım neńı zcela objasněno, jakým mechanismem se buňka bráńı apoptóze. Předpokládá

se, že svou roli hraje změna exprese protein̊u inhibuj́ıćıch či podporuj́ıćıch apoptotickou

buněčnou smrt. Možná je i preferenčńı změna aktivace gen̊u pomoćı transkripčńıho pro-

teinu p53, který vede k zastaveńı proliferace (Jackson & Pereira-Smith, 2006). Tento

významný tumor-supresorový protein má význam jak v programu apoptózy, tak i v senes-

cenci (Lehmann et al., 2007).

Všechny komplexńı mnohobuněčné organismy včetně člověka jsou tvořeny buňkami schop-

nými se dělit, tedy proliferovat a označujeme je jako mitotické. Buňky se ztrátou této

schopnosti, často v d̊usledku úplné buněčné diferenciace, označujeme jako post-mitotické.

Při nedostatku zdroj̊u mohou mitotické buňky přecházet z G1 fáze do stavu quiescence,

neboli G0 fáze buněčného cyklu. Toto zastaveńı r̊ustu je v porovnáńı se senescentńım

zastaveńım v G1/S, nebo G2/M fázi reverzibilńı (Dulic, 2013; Wagner et al., 2001).

Při setkáńı s potenciálńımi onkogenńımi faktory mohou mitotické buňky nevratně setrvávat

v buněčném cyklu, stávaj́ı se rezistentńımi k signál̊um vedoućım k programované buněčné

smrti a docháźı k alternativńı expresi celé řady gen̊u (Jackson & Pereira-Smith, 2006).

Buněčná senescence je nejv́ıce prozkoumána a popsána u lidských fibroblast̊u s omezeným

počtem děleńı. V literatuře jsou lidské fibroblasty označované jako normálńı buňky, či

normálńı lidské buňky oproti nádorovým, tzv.
”
nesmrtelným“ buňkám (Jackson & Pereira-

Smith, 2006; Di Leonardo et al., 1994).
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Obrázek 2: Porovnáńı senescentńıho zastaveńı v buněčném cyklu s quiescenćı (G0 fáźı).

Podle (Dulic, 2013)

Leonard Hayflick a Paul Moorhead ve své práci z roku 1961 pozorovali, že lidské diploidńı

fibroblasty (LDF) derivované z embryonálńı tkáně maj́ı omezený počet děleńı (Hayflick &

Moorhead, 1961). Z výsledk̊u svých pozorováńı stanovili limit počtu populačńıho zdvoje-

ńı na 50±10, po kterém LDF vykazuj́ı odlǐsný fenotyp oproti buňkám primárńı kultury

(Hayflick, 1965). Fenomén limitovaného populačńıho zdvojeńı, neboli zastaveńı v buněčném

cyklu je dnes známý jako Hayflick̊uv limit, fáze III, nebo také jako replikativńı senescence.

Jeho hodnota se lǐśı v závislosti na druhu organismu i buněčném typu.

U lidských diploidńıch fibroblast̊u (LDF) přivedených do senescence se tumor-supresorový

protein p53 váže na promotor kóduj́ıćı gen pro signálńı molekulu
”
zastaveńı r̊ustu“

p21Waf1/Cip1 a GADD45, ale ne geny reguluj́ıćı apoptózu NFRSF10b, TNFRSF6 a PUMA

(Jackson & Pereira-Smith, 2006).

Na obrázku 3 je schématické vyobrazeńı jednotlivých signalizačńıch protein̊u odpovědných

za vznik senescentńı buněčné odpovědi na poškozeńı. Senescentńı buňky vykazuj́ı výrazné

změny v expresi gen̊u kóduj́ıćıch inhibitory buněčného cyklu. Mezi prvńı popsané in-

hibitory buněčného cyklu indukuj́ıćı senescenci patř́ı inhibitory cyklin-dependentńıch kináz

(CDKI) p21waf1/cip1 a p16INK4a (Beauséjour et al., 2003).

Tyto inhibitory se vyskytuj́ı v drahách potlačuj́ıćıch vznik nádoru. Jsou regulovány tran-

skripčńımi faktory p53 a pRb, které jsou d̊uležitými prvky tvoř́ıćımi a udržuj́ımi zástavu

buněčného cyklu. (Jackson & Pereira-Smith, 2006) Změny v expresi gen̊u neovlivňuj́ı

pouze pr̊uchod buněčným cyklem, ale také okoĺı buňky, ve kterém se nacháźı. Senescentńı
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Obrázek 3: Signálńı dráhy indukuj́ıćı vznik senescentńıho fenotypu (Ben-Porath & Wein-

berg, 2005).

buňky maj́ı zvýšenou hladinu exprese gen̊u kóduj́ıćıch proteiny, které následně sekretuj́ı

a vytvář́ı si kolem sebe specifické
”
mikroprostřed́ı“. Vytvářej́ı tak sekrečńı fenotyp aso-

ciovaný se senescenćı (SASP).

2.1 Markery senescence

Experimenty na buněčných kulturách identifikovaly několik ukazatel̊u určuj́ıćıch, zda je

buňka senescentńı. Pomoćı několika znak̊u mohou být senescentńı buňky identifikovány

v kultuře a in vivo. Avšak ne každá senescentńı buňka exprimuje všechny známé znaky,

a proto se k determinaci využ́ıvá kombinace několika znak̊u. Mezi základńı charakteris-

tiky asociované s buněčnou senescenćı se řad́ı neschopnost postupu v buněčném cyklu

(r̊ustová zástava), trvalá signalizace poškozeńı DNA (DDR), změna morfologie buňky,

zvýšená produkce a aktivita SA-βgal, zvýšená exprese cyklin dependentńıch inhibitor̊u

(CDKI) či sekrece řady cytokin̊u, r̊ustových faktor̊u a proteáz označována zkráceně jako

SASP (sekrečńı fenotyp asociovaný se senescenćı). Žádný z těchto znak̊u neńı jednoznačně

určuj́ıćı pouze pro fenotyp senescence (Beauséjour et al., 2003; Campisi & d’Adda di Fa-

gagna, 2007).

Zastaveńı buněčného cyklu

Jedńım z prvńıch viditelných znak̊u bývá až dvojnásobné rozš́ı̌reńı a zvětšeńı objemu

buňky oproti kontrolńım buňkám (Hayflick, 1965). Hlavńım z typických znak̊u senes-

centńı buňky je neschopnost exprese gen̊u potřebných k proliferaci (také v promitogenńım

prostřed́ı). Senescentńı buňky zastavuj́ı buněčný cyklus obvykle aktivaćı kontrolńıch bod̊u

buněčného cyklu G1/S či G2/M, kdy z̊ustávaj́ı nadále metabolicky aktivńı, avšak rezis-
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tentńı signál̊um spouštěj́ıćım apoptotickou smrt (Di Leonardo et al., 1994; Mao et al.,

2012). Fáze buněčného cyklu, kde docháźı k zástavě se r̊uzńı podle typu induktoru, typu

buněk a jejich genetické výbavy. Převážně se uvád́ı zastaveńı buněčného cyklu jako stav

v podstatě nevratný. Ukazuje se však, že existuj́ı mechanismy schopné tento stav zvrátit

(Beauséjour et al., 2003).

Akumulace stárnoućıch, senescentńıch buněk v tkáńıch je spojována s projevy stárnut́ı

organismu. Docháźı k nedostatečným opravám a regeneraci tkáńı. Nádorové buňky mohou

v kultuře proliferovat bez omezeńı a po aplikaci chemoterapie docháźı k jejich usmrceńı. Je

pozorována tendence některých buněk obej́ıt vliv zářeńı a vstupovat do stavu senescence

(zastavit se v G1/S či G2/M fázi buněčného cyklu) (Mao et al., 2012; Campisi, 2011).

SA-βgal

Daľśım využ́ıvaným ukazatelem senescentńıho stavu je zvýšená produkce a následná akti-

vita β galaktozidázy asociované se senescenćı (SA-βgal). K detekci SA-βgal docháźı při pH

6, které je u nesenescentńıch buněk suboptimálńı pro aktivitu β galaktozidázy (Kurz et al.,

2000). Nár̊ust SA-βgal se využ́ıvá k cytochemické detekci senescentńıch buněk v kultuře.

Výrazná aktivita SA-βgal nebyla pozorována u terminálně diferencovaných buněk, buněk

zastavených v G0 a nádorových buněk. Kolorimetrická detekce buněk vycháźı z reakce

tohoto enzymu s chromogenńım substrátem X-gal1 při pH 6, kdy docháźı k indukci genu

lacZ, což vede k hydrolýze substrátu X-gal a vzniku modrého zbarveńı (Dimri et al., 1995).

Permanentńı poškozeńı DNA

Faktorem vyvolávaj́ıćım senescentńı buněčnou odpověd’ je genotoxický stres, který vede

k neopravitelnému poškozeńı DNA, např. poruše telomer (Campisi & d’Adda di Fa-

gagna, 2007). Všechny stresory tvoř́ıćı dvojvláknové zlomy molekuly DNA (DSB) mo-

hou indukovat senescentńı fenotyp, genetické zvýšeńı aktivity komponent účastńıćı se

kontroly pr̊uběhu buněčného cyklu, zvýšenou expresi onkogen̊u a vznik daľśıch stresor̊u.

Dvouvláknové zlomy v DNA jsou u somatických buněk doprovázeny řadou spřažených pro-

tein̊u. V jaderných léźıch se nacháźı fosforylovaný histon H2AX a docháźı ke kolokalizaci

s DNA opravnými a kontrolńımi proteiny, jako třeba 53BP1, MCD1, NBS1, PML (Ben-

Porath & Weinberg, 2005; d’Adda di Fagagna et al., 2003).

DSB, stejně jako poškozeńı telomer, indukuje specifickou odpověd’ na poškozeńı DNA

(DDR, z anglického DNA damage response). Tato odpověd’ je charakterizována aktivaćı

kináz ATM a ATR, které jsou povolány k mı́stu poškozeńı a vedou k fosforylaci řady pro-

15-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside
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tein̊u včetně Ser-139 na histonu H2AX (γH2AX) soused́ıćım s mı́stem zlomu. Fosforylace

histonu H2AX usnadňuje akumulaci opravných faktor̊u zahrnuj́ıćı 53BP1, MDC1/NFBD1

a NBS1 a řadu daľśıch (Ben-Porath & Weinberg, 2005). Také podporuje aktivaci kináz

Chk1 a Chk2 d́ıky fosforylaci, které přenáš́ı signál u lidských, ale ne u myš́ıch fibroblast̊u,

k p53/p21 a p16 (d’Adda di Fagagna et al., 2003). Fokusy γH2AX jsou využ́ıvány, jako

potencionálńım biomarker senescentńıch buněk, v živočǐsných tkáńıch (Wang et al., 2009).

Kontroly poškozeńı DNA se stávaj́ı aktivńımi v raném stadiu lidské tumorigeneze a vedou

k blokaci buněčného cyklu nebo apoptóze, č́ımž omezuj́ı postup nádoru (Bartkova et al.,

2005).

K rozeznáńı DBS od skutečného konce lineálńıho chromosomu buňka využ́ıvá telomer-

ńıch struktur. Tyto struktury zabraňuj́ı degradaci nebo fúzi chromosomů, jsou d̊uležité

pro zachováńı integrity a stability eukaryotického genomu a zajǐst’uj́ı rozeznáńı konce od

vzniklých dvojvláknových zlomů DNA. Telomerńı struktura zahrnuje proteiny o velikosti

10 až 12 kDa, vázaj́ıćı se na dvoǰretězcové konzervativńı sekvence TTAAGGG s přesahem

na 3’ vlákně až několik set nukleotid̊u. Přesahová sekvence na 3’ vlákně je odpovědná za

vznik koncové T-smyčky (Griffith et al., 1999). Komplex protein̊u vázaných na opakuj́ıćı

se telomerńı sktrukturu obsahuje faktory, např́ıklad TRF1, TRF2, POT1. Ty jsou d̊uležité

pro udržeńı struktury a funkce telomer. Na obrázku 4 je zobrazeno uspořádáńı ochranného

proteinového komplexu na koncové sekvenci lineálńıho chomozomu.

Obrázek 4: Umı́stěńı protein̊u na konci lineárńıho chromosomu. Podle (de Lange, 2005)

Poškozeńı telomer se řad́ı mezi prvńı popsané mechanismy vysvětluj́ıćı buněčné stárnut́ı.

Později se objevila nová zjǐstěńı rozv́ıjej́ıćı poznatky o pozorovaném jevu senescence.

Nefunkčnost telomer spoušt́ı senescenci skrz dráhu p53, která je d̊uležitá pro vytvořeńı

a udržeńı blokace r̊ustu. Funkčńı enzym telomeráza nedokáže zvrátit již senescentně za-

stavený postup v buněčném cyklu. Ten je popsán inaktivaćı p53 přes p16INK4a, který

potlačuje odpověd’ na onkogenńı p21Ras protein (Beauséjour et al., 2003). Senescentńı

fenotyp je kontrolován transkripčńım faktorem E2F1 v závislosti na p53 (Dimri & Ita-

hana, 2000).
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Změněná exprese

Senescentńı buňky maj́ı výrazně zvýšenou hladinu exprese r̊uzných protein̊u. Např́ıklad

vybrané cyklin-dependentńı protein kinázovové inhibitory (CDKI), které jsou součást́ı

tumor-supresorových drah. Ty jsou ovládány transkripčńımi regulátory p53 a pRb

(Beauséjour et al., 2003).

SASP

Typický fenotyp asociovaný se senescenćı sekretovaných produkt̊u buňky (SASP) s možnou

autokrinńı a parakrinńı aktivitou zahrnuje řadu prozánětlivých cytokin̊u (IL-6, IL-8,

IL-10, TNF-α,· · ·), r̊ustových faktor̊u (IGF, TGF-β), komponent extracelulármı́ matrix

a proteáz, které začne buňka produkovat v řádu několika dńı od stimulace k zastaveńı

r̊ustu. TGF-β jsou d̊uležité cytokiny reguluj́ıćı embryonálńı buněčnou diferenciaci, organo-

genezi a apoptózu. Inhibuj́ı proliferaci epiteliálńıch buněk a p̊usob́ı jako imunosupresivńı

faktory. Jsou zapojeny do epiteliálně-mezenchymálńı transdiferenciace (spojeny s přeměnou

epiteliálńı buňky na mesenchymálńı), která je charakterizována rozsáhlými změnami v ex-

presi adhezivńıch molekul a změny cytoskeletu převážně na cytokeratinová intermediálńı

filamenta složené převážně z vimentinu (Derynck et al., 2001)*.

2.2 Typy senescence

Buněčnou senescenci lze v zásadě rozdělit podle vzniku poškozeńı DNA, které je jej́ım

hlavńım iniciátorem a může být navozeno mnoha zp̊usoby. V lidských buňkách docháźı

denně v́ıce jak k p̊ul milionu r̊uzných forem poškozeńı DNA a vzniku mutaćı v geneti-

cké informaci, z nichž většina je opravena pomoćı buněčných reparačńıch mechanismů.

Některá obt́ıžně opravitelná poškozeńı však vedou k trvalé signalizaci (DDR) a následným

reakćım vedoućım k expresi gen̊u iniciuj́ıćıch vznik senescentńıho fenotypu (Rodier et al.,

2011). Poškozeńı DNA může být zp̊usobeno přirozenými faktory zp̊usobuj́ıćımi nestabilitu

genomu, či navozeno radiačńım zářeńım nebo léčivy (Di Leonardo et al., 1994).

2.2.1 Replikačńı senescence

Mezi známé charakteristiky buněk, vstupuj́ıćıch do replikativńı senescence patř́ı sńıžená

rychlost r̊ustu, větš́ı, plošš́ı tvar buňky a těsné vazby u buněk in vitro.

Většina eukaryotických buněk neńı schopná se dělit donekonečna, jak vyjadřuje Hayflick̊uv

limit. Po dosažeńı konečného počtu děleńı je buněčný r̊ust (proliferace) zastaven2 a buňka

2Buňka obsahuje množstv́ı DNA ekvivalentńı G1 fázi buněčného cyklu
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nemůže být stimulována ke vstupu do S fáze žádným ze známých fyziologických mitogen̊u.

Replikačńı senescenci zp̊usobuje částečné potlačeńı několika gen̊u pozitivně ovlivňuj́ıćıch

regulaci r̊ustu, jejichž exprese se ukázala být d̊uležitá pro postup v G1 fázi a syntéze

DNA. U fibroblast̊u tyto geny zahrnuj́ı protoonkogen c-fos, geny ID1 a ID2 a komponenty

transkripčńıho faktoru E2F - E2F1 a E2F2. Transkripčńı faktory (E2F1, c-fos, Id), jejichž

aktivita je d̊uležitá pro buněčnou proliferaci, jsou u senescentńıch buněk potlačeny. Rep-

rese aktivity E2F1 zabraňuje expresi gen̊u potřebných k iniciaci syntézy DNA. K potlačeńı

aktivity E2F1 docháźı pravděpodobně přes zvýšenou expresi p21, která inhibuje cyklin

dependentńı kinázy (CDK). CDK jsou odpovědné za fosforylaci retinoblastomového pro-

teinu pRb. Nefosforylovaný pRb zpětně potlačuje E2F1 (Campisi, 1997).

Transkripčńı faktor E2F1 indukuje přepis genu pro nádorový supresor ARF, jehož pro-

dukty vznikaj́ı alternativńım překladem čtećıho rámce lokusu INK4 (p19ARF u myši,

p14ARF u člověka). Protein p14ARF zp̊usobuje stabilizaci p53 a následně nar̊ustá i hla-

dina p21 (Gil & Peters, 2006).

Mezi hlavńı dva inhibitory CDK se řad́ı protein p16, označovaný také jako p16INK4a,

nebo CDKN2a (www.uniprot.org, 2013a) a protein p21, známý také pod názvy p21Cip1,

CDKN1a, Waf1, nebo SDI1 (www.uniprot.org, 2013b). Proteiny p21 a p16 udržuj́ı pRb

v hyperfosforylovaném a aktivńım stavu. Mechanismus p̊usobeńı však neńı stejný.

2.2.2 Předčasná (indukovaná) senescence

Buňka může vstoupit do senescence i po navozeném poškozeńı DNA induktory z prostřed́ı.

Podle zp̊usobu vzniku poškozeńı hovoř́ıme o onkogeně indukované senescenci, indukované

radiaćı či vyvolané oxidativńım stresem. Předčasná senescence může být zp̊usobena geno-

toxickými léčivy (Novakova et al., 2010). Jedná se o chemoterapeutická léčiva odvozená

od alkaloid̊u rostlin, jako je např́ıklad vincristin (Groth-Pedersen et al., 2007). Induko-

vaná senescence může být dále zp̊usobena vystaveńım radiačńımu zářeńı či jiným fak-

tor̊um vyvolávaj́ıćım výrazné poškozeńı DNA. Avšak buňka nereaguje vždy zastaveńım

buněčného cyklu a projevem senescentńıho fenotypu. Např́ıklad HeLa buňky po vys-

taveńı vincristinu podléhaj́ı apoptóze, kdežto MDF-7 buňky vykazuj́ı senescentńı mor-

fologii (Groth-Pedersen et al., 2007).

Rovněž je známo, že předčasná senescence je odpověd́ı na konstitutivńı MEK (kompo-

nentu MAPK) mitogenńı signalizaci, aktivuj́ıćı p53 a p16 jako tumor-supresory (Lin et al.,

1998).
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2.3 Významné buněčné procesy spojené se senescenćı

Senescence se může účastnit několika zdánlivě neslučitelných biologických proces̊u, jako

potlačeńı nádoru, podpora r̊ustu nádoru, oprava tkáńı a stárnut́ı. Zastaveńı buněčné pro-

liferace funguje jako přirozená bariéra vzniku nádoru. Na druhou stranu chemoterapie

využ́ıvaná k léčbě generuje přežit́ı buňky ve stavu senescence, kde i přes popisovanou

ireverzibilitu může doj́ıt k regeneraci nádorové tkáně. Senescentńı buňka vykazuje sekrečńı

fenotyp zahrunuj́ıćı řadu prozánětlivých cytokin̊u (IL-6, IL-8), r̊ustových faktor̊u, jako je

pro-apoptotický protein IGFBP-7 (vazebný protein inzulin podobńıho faktoru) a PAI-1

(inhibitor plazmidogenového aktivátoru) (Campisi, 2011).

Navýšeńı počtu senescentńıch buněk v tkáni je spojováno s chorobami, které se častěji

vyskytuj́ı u starš́ıch osob, jako jsou arteroskleróza a osteoporóza (Bennett et al., 1998;

Kassem et al., 1997). Také při Alzheimerově chorobě může být akumulace p16INK4a

pozitivńıch senescentńıch astrocyt̊u spojována s nar̊ustaj́ıćım věkem a rizikem vývoje

sporadického typu onemocněńı (Bhat et al., 2012).
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3 Cytoskelet a jeho změny v buněčné senescenci

Tvar buňky a jej́ı vnitřńı opora, funkčńı polarita, zajǐstěńı buněčného pohybu (tzv. mo-

tility) a životńı cyklus eukaryotické buňky je kontrolován komplexńı prostorovou śıt́ı pro-

teinových vláken, která souborně označujeme jako buněčnou kostru či cytoskelet.

Cytoskelet buňky je složen ze tř́ı základńıch typ̊u vláken, neboli filament, která jsou orga-

nizována a regulována v závislosti na signálech z okoĺı a potřebách buňky. Cytoskeletárńı

systém je evolučně poměrně konzervativńı a skládá se z vláken mikrotubulárńıch, mikro-

filamentárńıch, známých také jako aktinová vlákna, a ze středńıch (intermediálńıch) fil-

ament. Dı́ky nim je buňka schopna pohybu, změny tvaru, separace chromosomů, děleńı,

transportu organel, kompatment̊u a materiálu v transportńıch váčćıch. Cytoskelet tedy

neńı rigidńı a neměnný proteinový komplex, sṕı̌se naopak. Jedná se o dynamickou struk-

turu, jej́ıž komponenty jsou schopny reorganizace v řádech minut a zároveň jsou schopny

tvořit relativně stabilńı struktury až na několik hodin.

Cytoskeletárńı vlákna se lǐśı složeńım proteinových podjednotek, strukturou a následně

i fyzikálńımi vlastnostmi. Vlákna s největš́ım pr̊uměrem 24 nm se nazývaj́ı mikrotubuly,

které slouž́ı jako opora a kostra buňky, umožňuj́ıćı intracelulárńı transport a také buněčný

pohyb. Ten je zajǐstěn přenosem buněčného materiálu pomoćı molekulárńıch motor̊u po-

hybuj́ıćıch se po mikrotubulech a celkovou dynamikou cytoskeletu, polymeraćı a následným

rozpadem mikrotubul̊u či mikrofilament. Organizace cytoskeletárńıho systému se u každé-

ho buněčného typu lǐśı v závislosti na funkci a posláńı buněk (Frisan et al., 2003).

Buněčná senescence je doprovázena rozsáhlými změnami v množstv́ı zastoupených cy-

toskeletárńıch protein̊u. Japonská skupina pod vedeńım Koji Nishio pozorovala postupné

změny zastoupeńı cytoskeletárńıch protein̊u v mladých, presenescentńıch a senescentńıch

lidských fibroblastech k̊uže (TIG101), fetálńıch plic (TIG3 a WI138-VA13) a fibrosarkomu

(HT-1080). Jejich výsledky ukazuj́ı pokles př́ıtomnosti aktinu, β-tubulinu a výrazný nár̊ust

vimentinu. Avšak ne všechny cytoskeletárńı proteiny měńı hladinu svého zastoupeńı v se-

nescentńı buňce. Výsledky ukazuj́ı, že kináza fokálńı adheze (FAK), vinculin a fosfoinositol-

3 kináza (p85 PI3) tomuto trendu nepodléhaj́ı (Nishio & Inoue, 2005). Vyvstává otázka,

č́ım mohou být tyto změny zp̊usobeny a zda se vyskytuj́ı v závislosti na buněčném typu.

Jako odpověd’ se nab́ıźı změna hladiny genové exprese, možná exprese jiných isoforem

či postranslačńı modifikace lokalizovaná v mı́stě epitopu použité vizualizačńı protilátky.

Daľśı otázkou čekaj́ıćı na zodpovězeńı může být variabilita a umı́stěńı eventuelńıch pos-

translačńıch modifikaćı u jednotlivých typ̊u filament.
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3.1 Změny v mikrotubulárńı struktuře spjaté se senescenćı

Mikrotubuly představuj́ı dynamická cytoskeletárńı filamenta hraj́ıćı hned několik zásadńıch

roĺı v buněčných funkćıch, jako jsou např́ıklad lokalizace organel, podpora udržeńı struk-

tury, segregace chromosomů a vnitrobuněčný vesikulárńı transport. Buňky nacházej́ıćı se

ve stavu senescence, které se výrazně zplošt’uj́ı, netvoř́ı děĺıćı vřeténko. Byl pozorován

úbytek transkripce gen̊u spojených s tvorbou a rozpadem mirotubul̊u a tvorbou děĺıćıho

vřeténka (Han et al., 2010). Ačkoli je popsáno mnoho o změnách funkce a modifikaćıch

tubulinových protein̊u, stále nejsou jasné mechanismy vedoućı k morfologických projev̊um

u senescentńıch buněk.

Mikrotubulárńı struktury jsou tvořeny převážně z podjednotek tubulinu s nejv́ıce zas-

toupeným α a β-tubulinem. Tubulinové podjednotky polymeruj́ı svými konci směrovaně3.

Mı́nus konec, na kterém docháźı k pomaleǰśımu r̊ustu, je dočasně připojen k centrosomu a

rychleǰśı r̊ust prob́ıhá na volném plus konci za účasti GTP. Opakuj́ıćı se jednotky α a β for-

muj́ı protofilamenta. Mikrotubulus je tvořen obvykle 13 protofilamenty řazenými laterálně

(Evans et al., 1985). Uvnitř buňky jsou mikrotubuly ukotveny v mikrotubulárńıch orga-

nizačńıch centrech (MTOC) a centrosomech, se kterými je asociován minoritńı γ tubulin

(Stearns et al., 1991). Uspořádáńı tubulinu na centrosomu je znázorněno na obrázku 5.

Obrázek 5: Dráhy vedoućı k složeńı mitotického děĺıćıho vřeténka. Podle (Schiebel, 2000).

3v anglické literatuře uváděno jako
”
head to tail“
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3.1.1 Postranslačńı změny tubulinu

Tubuliny jsou evolučně vysoce konzervativńı struktury, vyskytuj́ıćı se bez výrazných změn

mezi všemi žij́ıćımi organismy. Počty jednotlivých isoforem se mohou lǐsit v závislosti na

typu organismu. Př́ıkladem může být počet gen̊u tubulinu u člověka, který se pohybuje

okolo deseti v porovnáńı s jednodušš́ım organismem, jako např́ıklad Tetrahymena ther-

mophila (Gaertig, 2000), který kóduje jen jednu izoformu α a dvě izoformy β-tubulinu.

Změny vlastnost́ı mikrotubul̊u se odehrávaj́ı převážně na poli postranslačńıch modifikaćı

tubulinových podjednotek a měńı se v pr̊uběhu buněčného cyklu. Lze předpokládat, že

buňka nacházej́ıćı se ve stavu senescence bude mı́t postranslačně modifikovaný tubulin,

avšak toto tvrzeńı neńı zat́ım potvrzeno ani vyvráceno.

Mezi hlavńı postranslačńı modifikace tubulinu patř́ı acetylace, polyglutamylace, polygly-

cylace, detyrosinace, ∆2, fosforylace a ubikvitinace. Vyobrazeńı těchto modifikaćı je patrné

na obrázku 6. Sumoylace a metylace nebyly u tubulinu pozorovány (Verhey & Gaertig,

2007).

Obrázek 6: Schématické znázorněńı modifikaćı vyskytuj́ıćıch se na α-tubulinu

a β-tubulinu. C-koncové domény jednotlivých aminokyselinových zbytk̊u obou tubuli-

nových podjednotek jsou reprezentovány aminokyselinovými sekvencemi koresponduj́ıćımi

s myšš́ım α1A-tubulinem (od zbytku 441 až ke konci) a β2B-tubulinem (432 až ke konci).

Postranńı řetězce α i β-tubulinu mohou být modifikovány polyglutamylaćı tak i polygly-

cylaćı. Převzato z (Janke & Chloë Bulinski, 2012).

Modifikačńı enzymy preferenčně p̊usob́ı na podjednotky tubulinu zapojené v mikrotubulech.

Oproti tomu je popsáno, že fosforylace β-tubulinu cyklin-dependentńı kinázou 1 (Cdk1) na
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serinu 172 zabraňuje zapojeńı podjednotky a nacháźı se volně ve frakci (Fourest-Lieuvin

& Peris, 2006). BRCA1 společně se svým vazebným partnerem BARD1 ubikvitinuje

lysiny 48 a 344 γ tubulinu in vitro a t́ım reguluje počet centrosomů u savč́ıch buněčných

liníı (Starita & Machida, 2004).

Obrázek 7: Lokalizace a možné funkce tubulinových postranslačńıch modifikaćı v rámci

mikrotubulu. Převzato z (Janke & Chloë Bulinski, 2012).

Na obrázku 7 je vidět schéma umı́stěńı modifikovatelných konc̊u tubulinových podjed-

notek. Koncová část tubulinu s terminálńım karboxylem je vystavena na okraji mikro-

tubulu a tud́ıž modifikovaný tubulin může být rozpoznáván MAP (proteiny asociovanými

s mikrotubuly), molekulárńımi motory, stabilizačńımi a štěṕıćımi enzymy. Aktivita pro-

tein̊u rozeznávaj́ıćı plus konce +TIP je regulována tyrozinaćı na α-tubulinu 168 (Hon-

nappa et al., 2006). K acetylaci docháźı na vnitřńı straně mikrotubulu, což zpomaluje

inkorporaci daľśıch podjednotek do mikrotubulu, neutralizaćı pozitivńıho náboje lysinu

252 (Chu et al., 2011).

3.1.2 Role stabilizačńıch protein̊u

Stabilizačńı agens se váž́ı na mikrotubuly a ruš́ı jejich dynamické vlastnosti (Chao et al.,

2011). Polymerace, stabilita a organizace mikrotubulu je regulována stabilizačńımi pro-

teiny jako jsou Tau, MAP1, MAP2. Tau je lokalizován převážně v neuronálńıch axonech,

kde je odpovědný za stabilńı avšak stále dynamický stav mikrotubul̊u d̊uležitý pro správný

r̊ust a efektivńı axonálńı transport (Gendron & Petrucelli, 2009).

Kromě protein̊u, které jsou odpovědné za sńıžeńı dynamiky mikrotubulu, jsou popsány

také př́ıklady kdy docháźı k rozštěpeńı mikrotubulu. Funkce kataninu (McNally & Vale,

1993) a spastinu (Evans et al., 2005) je potenciálně regulována polyglutamylacemi (Lacroix

et al., 2010).
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Defekty stabilizačńıch protein̊u jsou spojeny s řadou onemocněńı. Hyperfosforylace Tau

proteinu je spojována se vznikem filamentárńıch shluk̊u a patologickými projevy jako je

např́ıklad Alzheimerova choroba. Vnitřńı zlomy mikrotubul̊u a nesprávné štěpeńı mikro-

tubulu vede k lidským onemocněńım s axonálńı degeneraćı (Evans et al., 2005). Např́ıklad

defekt v genu SPAST kóduj́ıćım spastin vede k dědičné spastické paraplegii (Abrahamsen

et al., 2013).

V literatuře se uvád́ı řada látek ovlivňuj́ıćıch stabilizačńı proteiny a figuruj́ıćıch v pozici

možného praktického využit́ı. Jako př́ıklad může sloužit discodermin, který potlačuje dy-

namickou nestabilitu mikrotubulu a blokuje buňky v mitóze. Po aplikaci zvýšené kon-

centrace discoderminu, buňky vykazuj́ı senescentńı fenotyp podobně, jako po použit́ı do-

xorubicinu (Klein et al., 2005). Tato indukce urychlené senescence se uvád́ı jako možný

mechanismus, jak buňky odvozené z linie rakoviny plic (A549) źıskávaj́ı rezistenci k dis-

codermolidu (Chao et al., 2011). Discodermolid je látka izolována z mořské houby Dis-

codermia dissoluta. Zprostředkovává stabilizaci mikrotubulu potlačeńım jeho dynamické

nestability a navyšuje koncentraci buněk v metafázně-anafázńı tranzici (Klein et al., 2005).

3.1.3 Funkce γ-tubulinu v buňce

Výskyt γ-tubulinu je lokalizován v MTOC, na pólech děĺıćıho vřeténka a v centrosomech.

Byla ukázána také jeho lokalizace v jádře (Lesca et al., 2005) a uvažuje se nad jeho možnou

funkćı v jadérku (Hořeǰśı et al., 2012).

Protein γ-tubulin je všudypř́ıtomně exprimovaný a regulujuje interfázńı nukleaci αβ-

tubulinu, duplikaci centrosomu (Starita & Machida, 2004) a formaci děĺıćıho vřeténka

(Muller & Fogeron, 2006). Vyskytuje se v cytosolu, centrosomech (Stearns et al., 1991)

a jádře, kde je asociován s Rad51 při rekombinačńıch opravách (Lesca et al., 2005). Je

aktivně translokován do jádra u buněk U2OS a NIH3T3, kde moduluje transkripčńı akti-

vitu E2F a postup v buněčném cyklu (Höög et al., 2011). Mechanismus jaderné lokalizace

γ-tubulinu ani jeho funkce v jádře senescentńı buňky neńı dosud objasněn.

Byla prokázána asociace γ-tubulinu s plazmatickou membránou (Hořeǰśı et al., 2012), kde

se může účastnit necentrosomické mikrotubulárńı nukleace.

3.2 Aktin

Funkce aktinového cytoskeletu je vytvořit a udržet buněčnou morfologii a polaritu. Má

roli v endocytóze, intracelulárńım transportu, pohyblivosti, smrštitelnosti a buněčném

děleńı. Hraje zásadńı roli ve zprostředkováńı buněčné odpovědi, jak na vnitřńı, tak vněǰśı

signály.
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Hlavńım znakem aktinu je schopnost vázat a hydrolyzovat ATP. Dynamický obrat ak-

tinových filament je zp̊usoben přechodem z ATP-aktinu na ADP-aktin, který je do-

provázen konformačńı změnou. Mikrofilamenta maj́ı dva odlǐsné konce. Plus konec, na

kterém docháźı k rychleǰśı polymeraci a nar̊ustáńı vlákna za př́ıtomnosti ATP, a mı́nus

konec, na kterém je převaha aktinu s navázaným ADP a pomaleǰśı r̊ust vlákna. Dynamika

aktinu je proto úzce spojena s poměrem ATP/ADP v buňce. Pro udržeńı buněčné home-

ostázy je d̊uležité, jak se buňka zvládá vypořádat s měńıćı se dostupnost́ı ATP. Aktinové

monomery G-aktinu tvoř́ı trimerńı jádro nukleace, na jehož konce se připojuj́ı jednotlivé

monomery a tvoř́ı tak vlákno F-aktinu. Na jednotlivé monomery G-aktinu je navázána

molekula ATP, která dodává energii k polymeraci a stabilizuje vznikaj́ıćı vlákno na plus

konci. Konec s ADP-D-aktinem snadněji depolymeruje a je celkově méně stabilńı.

Sestavováńı a rozpad aktinových filament, jako i jejich organizace ve funkčně vyšš́ı śıtě,

je regulováno nadbytkem regulačńıch (aktin-vazebných) protein̊u, kterými jsou např́ıklad

profilin, cofilin, gelsolin, dematin.

Regulace dynamiky aktinu je ve skutečnosti jemný a kontrolovaný děj zahrnuj́ıćı celou

řadu protein̊u. Účastńı se jej Arp2/3 kontroluj́ıćı větveńı aktinových filament, cofilin de-

polymerizuj́ıćı aktinová filamenta a Rho GTPázy jako je Rac a cdc42 (reguluje formaci

lamelopodíı a filopodíı) a RhoA (reguluje formaci stresových vláken).

Profilin je malý aktin-vazebný protein schopný vazby na G-aktin s navázaným ADP

a vyměňuje jej za ATP. Cofilin je také malý protein ovšem s vazbou na F-aktinové vlákno,

které aktivuje výměnou ADP za ATP. Cofilin byl p̊uvodně popsán u praseč́ıho mozku jako

vazebný protein aktinových filament a inhibitor interakćı s myosinem a tropomyosinem.

Je také známý jako aktin depolymerizačńı faktor (ADF/cofilin) a regulátor dynamiky

aktinu (Moon & Drubin, 1995; Theriot, 1997) či XAC (Xenopus aktin depolymerizačńı

faktor) zodpovědný za obrat aktinových filament v ocasech Listeria monocytogennes

monocytogenńıch listeríı (Rosenblatt et al., 1997). Cofilin obsahuje sekvenci -KKRKK-

, která funguje jako jaderný lokalizačńı signál v odpovědi na stres (Iida et al., 1992).

Funkce cofilinu je negativně regulována fosforylaćı kinázou LIM na Ser-3 (Moriyama et al.,

1996), jej́ıž aktivita je zvyšována inzulinem či aktivńı formou proteinu Rac (Yang et al.,

1998). Defosforylace serinového zbytku aktivuje cofilin a translokuje jej do cytoplazmat-

ické membrány (Suzuki et al., 1995), z čehož je možné usuzovat, že jaderná akumulace

aktinu v senescentńıch fibroblast̊u LDF může být nedostatečnou defosforylaćı protein̊u

(zahrnuj́ıćı cofilin) (Lim et al., 2000).
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3.2.1 Akumulace aktinu v jádře.

Aktinové izoformy (α, β, γ) zahrnuj́ı signalizačńı sekvence pro jaderný export (NES) bo-

haté na leucin. Tyto sekvence jsou zodpovědné za export monomerńıho aktinu z jádra do

cytoplazmy. Jejich narušeńı odhalilo vyšš́ı expresi aktinových vláken uvnitř jádra u SWISS

3T3 a kryśıch 3Y1 fibroblast̊u. Nav́ıc byl zjǐstěn sńıžený proliferačńı potenciál buněk

obsahuj́ıćıch aktin s mutovanou signálńı sekvenćı NES (Wada et al., 1998). Toto poznáńı

koreluje s pozorováńım akumulace aktinu u senescentńıch LDF buněk a předčasně senes-

centńıch buněk s mutovanou GTPázou H-Ras (Lim et al., 2000), která je zapojena do

regulace buněčného děleńı a odpovědi na r̊ustové stimulačńı faktory.

3.2.2 Reorganizace aktinu asociována s RhoA

Proteiny rodiny Rho jsou regulátory signálńıch drah reguluj́ıćıch organizaci aktinového

cytoskeletu a jsou členy super-rodiny Ras. Rodina Rho malých GTPáz zahrnuje RhoA,

RhoB, RhoC, RhoG a Rac1/CDC42 (Zohn et al., 1998).

Rac1 slouž́ı jako regulátor buněčné senescence skrze modulaci reaktivńıch kysĺıkových

molekul (ROS), stability genomu a aktivity p53 (Debidda et al., 2006).

Vyvolané poškozeńı DNA je asociováno s aktin-regulačńım proteinem RhoA a s fosforylaćı

mitogen aktivované protein kinázy (MAPK) p38 a odpověd’ na indukci RhoA aktivace se

lǐśı podle buněčného typu (Frisan et al., 2003).

Tyrosin kináza fosforyluje kinázu fokálńı adheze přes signalizaci RhoA. Byl popsán lidský

protein FEN1, reguluj́ıćı opravy DNA a endocytózu, jako interakčńı partner RhoA. Ten

reguluje fosforylaci p38 (MAPK), RhoA aktivaci a reorganizaci aktinu po poškozeńı

DNA (Guerra et al., 2011). Vizualizace aktinového cytoskeletu u myš́ıch primárńıch

embryonálńıch fibroblast̊u deficientńıch na dematin ukázala časově závislé změny for-

mace stresových vláken, buněčné motility (spontálńı pohyb), buněčné adheze a tvorby

membránových výčnělk̊u. Aktivita RhoA je tedy závislá na př́ıtomnosti demantinu

(Mohseni & Chishti, 2008).

Ke studiu změn aktinového cytoskeletu, vyskytuj́ıćıch se při buněčné senescenci navozené

H-ras mutantńımi proteiny a také změny malých G-protein̊u spřažené se senescenćı, byly

použity lidské diploidńı fibroblasty (LDF) a r̊uzné stabilńı linie mutant̊u H-ras, navozené

infekćı LDF retroviry. Na těchto liníıch byl zkoumán efekt dvojité mutace H-Ras na

rychlost r̊ustu, expresi senescenctńıch marker̊u, pErk1/2 exprese a lokalizace aktinu, Rac1,

RhoA. Předčasná senescence indukovaná dvojitou mutaćı H-ras se ukázala být úzce spo-

jena se změnami intracelulárńıch translokaćı signálńıch molekul a také s dysregulaćı MEK

dráhy (Lim et al., 2000).
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Po vyvoláńı poškozeńı DNA cytotoxinem CDT (cytotoxin letálně rozšǐruj́ıćı buňku)

(Gelfanova et al., 1999) byl pozorován vznik stresových vláken (Cortes-Bratti et al., 1999).

3.2.3 Fokálńı adheze

Fokálńı adheze (FA) je rozsáhlý makromolekulárńı proteinový komplex tvoř́ıćı spoj mezi

extracelulárńı matrix a aktinovým cytoskeletem buňky. Aktin a proteiny FA dohromady

tvoř́ı buněčnou konstrukci (Gumbiner, 1996) a jsou lokalizovány v bĺızkosti plazmatické

membrány.

Aktinová filamenta se spojuj́ı do svazk̊u a t myš́ıchvoř́ı stresová vlákna, které vedou př́ıčně

skrz buňku, udržuj́ı ji ve spojeńı se subtrátem skrz FA a jsou hlavńımi složkami cy-

toskeletárńı śıtě (Hotulainen & Lappalainen, 2006).

FA plńı mechanickou a senzitivńı funkci zahrnuj́ıćı reverzibilńı ukotveńı aktinového cy-

toskeletu k extracelulárńı matrix při migraci a zjǐst’ováńı intracelulárńıho a extracelulárńıho

napět́ı (Wehrle-Haller & Imhof, 2002).

Přenos signálu mezi buňkou a extracelulárńı matrix je zprostředkován receptorovými pro-

teiny, jako jsou např́ıklad integriny, schopné vazby protein̊u extracelulárńı matrix (kolagen,

fibronektin, laminin, apod.), d́ıky aktivaci molekul tyrosin-kináz asociovaných s integri-

novými receptory (SRC, FAK).

Variabilńı charakteristické znaky a signálńı dráhy MAPK a RalGDS se objevuj́ıćı u senes-

centńıch buněk a naznačuj́ı spojitost s organizaćı aktinového cytoskeletu, fokálńımi adhe-

zemi mezi buňkami, extracelulárńı matrix a s t́ım spojenou signálńı transdukćı (Lim et al.,

2000).

FA je tvořena kinázou fokálńı adheze (FAK) a proteiny jako jsou paxillin, vinculin, c-Src,

talin. Na obrázku 8 je znázorněno uspořádáńı hlavńıch protein̊u vyskytuj́ıćıch se v kom-

plexu fokálńı adheze.

Paxillin a Hic-5 jsou proteiny z III skupiny LIM doménové proteinové rodiny a vyskytuj́ı

se v jádře a FA, kde spojuj́ı integrinem zprostředkovanou signalizaci. Hic-5 se váže na

FAK přes N-koncovou doménu a je připojen k fokálńı adhezi přes C-koncovou doménu

LIM. Hic-5 se vyskytuje u senescentńıch lidských fibroblast̊u a jeho overexprese vyvolává

u normálńıch buněk senescentńı fenotyp (Fujita et al., 1998).

Je popsána změna lokalizace FAK, paxillinu a talinu v pr̊uběhu stárnut́ı u myš́ıch fibro-

blast̊u, avšak tyto fibroblasty se nenacházej́ı ve stavu senescence (Arnesen & Lawson,

2006).
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Obrázek 8: Schéma fokálńı adheze. Převzato z (www.reading,ac,uk)

Ačkoliv neńı mnoho známo o specifické roli paxillinu a Hic-5 v regulaci signalizace fokálńı

adheze a genové exprese v mozku, byla zde popsána jejich negenomická role. Např. pax-

illin je rychle fosforylován v př́ıtomnosti fibrilárńıho β amyloidu a kolokalizuje s hyper-

fosforylovaným Tau v kultuře neuronových buněk. Tato měńıćı se subcelulárńı distribuce

zvyšuje turnover (obrat) fokálńı adheze a měńı buněčnou mobilitu a plasticitu asocio-

vanou se ztrátou synaptické integrity (Grace & Busciglio, 2003). Změněná subcelulárńı

distribuce Hic-5, paxillinu a fosforylovaných izoforem paxillinu byla pozorována také

u mozku s Alzheimerovou chorobou (Caltagarone et al., 2010). Studie in vitro spojuj́ı

paxillin s buněčnou smrt́ı indukovanou β amyloidem.

Mezi proteiny buněčného lešeńı (scaffold proteiny) zapojené do regulace cytoskeletárńı

architektury patř́ı také AKAP12, který kontroluje buněčnou migraci, proliferaci a cy-

tokinezi. Buňky deficientńı na AKAP12 maj́ı zahuštěná a polarizovaná F-aktinová stresová

vlákna a nár̊ust počtu transverzńıch FA. AKAP12 je zapojen do FAK zprostředkované

signalizace a indukuje integrin nezávislé fosforylace tyrosinu na FAK v suspenzńıch kul-

turách (Akakura & Gelman, 2012).

3.3 Intermediálńı filamenta

Středńı filamenta označována také jako intermediálńı (IF) jsou rozmanitou skupinou cy-

toskeletárńıch protein̊u se specifickou expreśı závislou na typu tkáně. IF se sestavuj́ı do

8 až 10 nm filament, která tvoř́ı rozsáhlou śıt’ nejen v cytoplazmě, kde zajǐst’uj́ı mechan-
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ickou pevnost. Oproti tomu např́ıklad laminy specificky formuj́ıćı mř́ıžovou strukturu na

vnitřńı straně jaderné membrány. Mimo laminových monomerńıch podjednotek mezi in-

termediálńı filamenta řad́ıme také keratiny (specifické pro epiteliálńı buňky), vimentin

(u buňek mezenchymálńıho p̊uvodu), desmin u svalových buněk a neurofilamenta vysky-

tuj́ıćı se u neuron̊u, jak je patrné z tabulky 1.

Typ Proteiny velikost [kDa] Mı́sto exprese

I kyselé keratiny 40-60 epiteliálńı buňky

II neutrálńı/basické keratiny 50-70 epiteliálńı buňky

III vimentin 54 fibroblasty, leukocyty a daľśı.

desmin 53 svalové buňky

fibrilárńı kyselé proteiny 51 gliové buňky

periferin 57 periferńı neurony

IV neurofilamenta 60 - 200 neurony

V jaderné laminy 60-75 jaderná lamina všech

buněčných typ̊u

VI nestin 200 kmenové buňky centrálńıho

nervového systému

Tabulka 1: Přehled typ̊u protein̊u zastoupených v intermediálńıch filamentech

U senesecentńıch buněk docháźı k výraznému zvýšeńı exprese vimentinu (Nishio et al.,

2001; Nishio & Inoue, 2005), který tvoř́ı husté svazky filament orientované paralelně

s osou buněčného těla. Oproti tomu u mladých nebo aktivně rostoućıch buněk fibrob-

last̊u se vyskytuj́ı ve formě krátkých a tenkých filament nebo nepravidelných śıt́ıch.

Senescentńı lidské fibroblasty manifestuj́ı široké svazky vimentinových filament s ńızkou

lokomočńı (pohybovou) aktivitou, čemuž odpov́ıdá zvětšeńı plochy buňky a oploštěńı

jej́ıho tvaru (Wang, 1985). Množstv́ı vimentinu nar̊ustá u senescentńıch fibroblast̊u až do

jedné čtvrtiny hmotnosti buňky. Tento nár̊ust je charakteristický pro morfologii senes-

centńı buňky (Nishio et al., 2001).

Vimentin je ćıleně modifikován glykaćı4 na lysinových zbytćıch. Modifikace vimentinu je

založena na vnitřńıch strukturńıch vlastnostech této molekuly a ne na poločase životnosti

či intracelulárńı lokalizaci. Je též doprovázena ztrátou kontraktilńı funkce. Modifikace vi-

mentinu určuje redistribuci CML-vimentinu do perinukleárńıch agregát̊u, které se označuj́ı

jako agresomy. Ukázalo se, že akumulace modifikovaného vimentinu se objevuje u fibro-

blast̊u k̊uže in vivo źıskaných od starš́ıch dárc̊u (Kueper et al., 2007).

4Neenzymatické připojeńı cukernatých zbytk̊u. Dř́ıve označováno jako neenzymatická glykosylace.
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Senescentńı buňky vykazuj́ı nadprodukci tumor supresorového proteinu p53, který se

účastńı při blokaci buněčného cyklu v G1 fázi (Kulju & Lehman, 1995). Ačkoliv senes-

centńı buňky nadprodukuj́ı tento signálńı protein k programované buněčné smrti, jsou

schopny dále přež́ıvat. Nab́ıźı se několik variant jak se senescentńı buňka vyhýbá apoptóze.

Může modifikovat p53 na latentńı formu, nebo měnit jeho buněčnou lokalizaci a t́ım se

vyhnout apoptóze závislé na signalizaci proteinem p53 (Nishio & Inoue, 2005). Některé

teplotně senzitivńı mutanty p53 se v určitých nádorových buňkách uchycuj́ı k inter-

mediálńım vimentinovým filament̊um (Klotzsche et al., 1998).

3.4 Organizace cytoskeletárńıch protein̊u v senescentńı buňce

Studie naznačuj́ı zapojeńı cytoskeletárńıch protein̊u do morfologických změn spojených

s indukovanou senescenćı (Guerra et al., 2011; Litwiniec et al., 2010; Carlsson et al.,

2003; Chen et al., 2000; Wang, 1985). Např́ıklad aplikace etoposidu neindukuje pouze

změny ve tvaru a velikosti buňky, ale také heterogenitu formy a cytoplazmatickou orga-

nizaci vimentinových intermediálńıch filament (Litwiniec et al., 2013). Buňky přivedené

do senescence vystaveńım doxorubicinu nevykazuj́ı výrazné změny oproti neošetřeným

lidským buňkám adenokarcinomu plic linie A549 z čehož lze usuzovat na vyšš́ı stabilitu

G-aktinu oproti vimentinu (Litwiniec et al., 2010).

U senescentńı buňky docháźı k potlačeńı transkripce řady gen̊u, z nichž mnohé jsou za-

pojeny do buněčné proliferace. Řada jiných gen̊u je oproti tomu exprimována. Např́ıklad

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

Senescentńı buňky vytvářej́ı dlouhé a husté vimentinové śıtě, jejich aktinová vlákna jsou

dlouhá a tenká. Oproti mladým buňkám maj́ı množstv́ı fokálńıch kontaktńıch mı́st (Nishio

& Inoue, 2005).

Pozměněná exprese vimentinu a α-tropomyosinu byla pozorována i u telomerázou imor-

talizovaných buněčných kultur BMEC (agresivńı endoteliálńı buňky derivované z ma-

ligńıho angiosarkomu pocházej́ıćı z linie buněk kostńı dřeně). Tyto buňky bez expri-

movaného p16INK4a maj́ı sklon k dramatickým změnám cytoskeletárńıch protein̊u, které

se vyznačuj́ı silněǰśımi aktinovými vlákny a měnš́ı membránovou fluiditou. Potlačeńı exp-

rese p16INK4a vedou k defekt̊um buněčné motility, morfogenezi a organizaci cytoskeletu.

Tyto defekty částečně reflektuj́ı změny vyskytuj́ıćı se při vývoji malignit odvozených od

endoteliálńıch buněk (Kan et al., 2012).
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4 Závěr

Buňka je schopna aktivně reagovat na buněčný stres. Organizace cytoskeletárńıch protein̊u

je dobře popsána u r̊uzných buněčných typ̊u proliferuj́ıćıch buněk. Změny cytoskeletu

vyskytuj́ıćı se u buněk ve stavu senescence jsou předmětem zájmu posledńıch několika let.

Ukázalo se, že docháźı ke změnám u všech třech typ̊u cytoskeletárńıch struktur. Jejich

mechanismus a význam zat́ım neńı zcela objasněn, ale je předmětem současného výzkumu.

V budoucnosti by bylo př́ınosné pokusit se objasnit dynamiku změn uspořádáńı mikro-

tubulárńıch struktur v časovém horizontu od mladých buněk přes pre-senescentńı až po

senescentńı buňky.

Také neńı jasné, z jakého d̊uvodu docháźı ke sńıžeńı obsahu β-tubulinu v senescentńı buňce

a zda je tento trend opravdu př́ıtomný u všech buněčných liníı. Současné výsledky ukazuj́ı

na změnu, ale zat́ım se nepodařilo prokázat, zda docháźı ke sńıžeńı detekovaného tubulinu

z d̊uvodu exprese jiné izoformy, či zda je tento jev odrazem postranslačńıch modifikaćı

na konćıch tubulinu. Dosud byly popsány modifikace pouze u normálńıch buněk, a to

převážně na C-konci.

Výzkum specifit a změn cytoskeletu senescentńıch buněk je zdrojem zaj́ımavých poznatk̊u

u nichž je potenciál praktické aplikace, např́ıklad ve smyslu ćılené léčby manipulaćı s cy-

toskeletárńım systémem senescentńı buňky a jej́ıho okoĺı.
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5 Seznam zkratek

ATM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ataxia telangiectasia mutated

ATR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Serine/threonine protein-kinase ATR

CDKIs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . cyklin-dependent protein kinase inhibitors

CDKN2A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . cyklin-dependent kinase inhibitor p16INK4a

CHK2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . serine/threonine protein kinase

DDR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . DNA damage response

DNA-SCARF/TIF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . DNA segment with alteration reinforcing foci

DNA-SCARS . . . . . . . . . . DNA segments with chromatin alteration reinforcing senescence

DSB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . double strand breaks

EMT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . epithelial-to-mesenchymal trans-differentiation

HPKO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . dematin headpiece knockout

IGF . . . . . . . . . . insulin grow factor IGFBP . . . . . . . . . . insulin grow factor binding protein

IL-6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 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 5

PTM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . post-translational modification

ROS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . reactive oxygen species

SA-βgal . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . senescence-associated β-galactosidase

SAHF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . senescence-associated heterochromatin foci

SAPK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . stress-activated protein kinase family

SASP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . senescence-assosiated secretory phenotype

TGF-β . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . transforming growth factors β

TNF-α . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . tumor necrosis factor

ROS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . reactive oxygen species

foci - léze, poškozeńı

5http://www.uniprot.org/uniprot/P13405
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<www.uniprot.org/uniprot/P42771>

(www.uniprot.org, 2013b)[online]. 2002,[cit.2013-4-9]. Dostupné z:
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