Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biochemie

Studijni obor: Biochemie

Stépan Kostilek

Indukce a detekce senescence in vitro

Induction and detection of senescence in vitro

Bakalatska prace
Vedouci zavérené prace: prof. RNDr. Marie Stiborova, DrSc.

Konzultant: prof. MUDr. Tomas Eckschlager, CSc.

Praha 2017



Prohlaseni
Prohlasuji, Ze jsem zaveére¢nou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla pfedlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

VPraze.................. Podpis..................



Podékovani

Réd bych podékoval své vedouci prace pani prof. RNDr. Marii Stiborové, DrSc.
zaodborné vedeni a trpélivost, kterou se mnou méla. Dale bych chtél podékovat
panu prof. MUDr. Tomdsi Eckschlagerovi, CSc. za rady a pomoc, které mi usnadnily tvorbu
této prace. V neposledni fadé bych chtél podé€kovat panu MVDr. Janu Hrabétovi, Ph.D.
za cenné rady, ochotu, pomoc a hlavné za obrovskou trpélivost, kterou mi po celou dobu
poskytoval. Také nemohu opomenout trpélivost a podporu rodiny nejen pii psani této

prace, ale i béhem celé¢ho studia.



Abstrakt

V dnes$ni dobé€ jsou, 1 pfes neustdly pokrok novodobé mediciny a terapeutickych
Pocet pacientd s nddorovym onemocnénim kazdorocn€ vzrlstd a navzdory ucinénym
pokroktim minulych let v této oblasti moderni mediciny jsou tato onemocnéni stale velmi
Spatn¢ 1éCitelna.

Predkladana prace se zabyva indukci a detekci senescence vyvolané u dvou
lidskych bunéénych linii, nddorové a nenddorové — lidské neuroblastomové bunééné linii
UKF-NB-4 a lidské fibroblastové linii HDFn. Senescence byla indukovéna roztokem
peroxidu vodiku anebo dlouhodobou kultivaci. Detekce takto vyvolané senescence byla
provadéna pomoci histochemického barveni X-Gal a rovnéz vyhodnocenim na zakladé
morfologickych zmén bunék. V bunécné linii HDFn byly patrné senescentni bunky
po obarveni kitem pro X-Gal. Podil senescentnich bunék stoupal s koncentraci peroxidu
vodiku. V neuroblastomové linii nebyla senescence prokazatelnd pomoci barveni kitem
pro X-Gal, 1 kdyz buiiky oSetfené roztokem peroxidu vodiku vykazovaly morfologické

rysy spojené se senescenci.

Kli¢ova slova: senescence, peroxid vodiku, fibroblasty, neuroblasty, SA-B-Gal



Abstract

Nowadays, despite the constant progress of modern medicine and therapeutic
methods, one of the most widespread and most serious problems is cancer. The number
of patients with cancer increases every year, and in spite of advances made in recent years
in this field of medicine, it is still very difficult to find cure to these diseases.

This thesis deals with the induction and detection of senescence on two different
human cell lines, one cancer derived and one normal cell line, the human neuroblastoma
cell line UKF-NB-4 and the human fibroblast line HDFn. Senescence was induced
by different concentrations of hydrogen peroxide solution or by long-term cultivation.
Senescent cells were detected by histochemical staining of X-Gal as well as evaluation
based on morfological changes of the cells. In the HDFn cell line, senescent cells were
detected using X-Gal kit. The number of senescent cells increased proportionaly with the
concentration of hydrogen peroxide. In the neuroblastoma line, senescence was not
detectable by X-Gal kit, although the cells treated withh hydrogen peroxide exhibited

morphological features associated with senescence.
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ZKratky

DDR z angl. DNA-damage response

DNA SCARS z angl. DNA segments with chromatin alterations reinforcing
senescence

dNTPs z angl. deoxynucleoside triphosphates

DSBs z angl. double-strand breaks

GGP z angl. partial chromosome gains and/or losses

GGW z angl. whole chromosome gains and/or losses

GROs z angl. growth-regulated oncogenes

INSS z angl. International Neuroblastoma Staging System

NBL z angl. neuroblastoma

OIS z angl. oncogene-induced senescence

ROS z angl. reactive oxygen species

SA-B-Gal z angl. senescence-associated -galactosidase

SASP z angl. senescence-associated secretory phenotype

SAHF z angl. senescence-associated heterochromatin foci

SIPS z angl. stress induced premature senescence

TIF z angl. telomere dysfunction—induced foci

VEGF z angl. vascular endothelial growth factor



1. Teoreticky uvod

Mrwe

Prestoze byly v poslednich desetiletich ucinény velké pokroky v 1é¢bé nadort, stale se
jedna o zdvazny zdravotni problém, a proto je vénovana obrovské snaha hledani novych
diagnostickych a terapeutickych pfistupt [1]. Zhoubné néadory jsou charakterizovany
nekontrolovanym ristem bunék, ktery v konecnych disledcich vede k poSkozeni
organismu. Od vychozi expozice a prvnich genetickych zmén Casto ubéhnou roky, nez je
nador detekovatelny. Tou dobou je nador Casto ve stadiu, kdy uz je vylé€eni nemozné [2].
Lécba nadorovych onemocnéni je komplikovana predevsim tim, Ze je nezbytné zcela znicit
nikoliv buiiky cizorodé, nybrz bunky télu vlastni. Ackoliv se nadorové buiky néjakym
zpusobem odliSuji od normalnich bun¢k, a tim paddem by mély byt rozpoznatelné
imunitnim systémem, ¢asto tyto odliSnosti nejsou dostacujici a nejsou imunitnim systémem
rozpoznany. Nadorové bunky také mohou vyuzivat mechanismy, diky kterym jsou schopné
inhibovat imunitni systém [3].

Chemoterapeutika jsou navrhovana tak, ze cili na rychle se délici bunky, tedy nejen
na bunky zhoubnych nadori, ale také na normalni buiiky. Z toho diivodu se b&hem
poslednich né¢kolika let dostala do popfedi nova generace 1écby nadord — cilena
(biologickd) 1écba. Stejné jako konvencni chemoterapie vyuziva farmakologicky aktivni
latky, které inhibuji rtst, indukuji rtzné druhy bunééné smrti (nejen apoptdzu,
ale naptiklad 1 senescenci nebo autofagii) a zamezuji Sifeni nadoru, ale jak uz nazev

napovida, cilend terapie zasahuje specifictéji terapeutické cile v nadorech.

1.1. Bunécny cyklus

Bunécény cyklus je proces, pii kterém dochazi ke zmnozeni veSkerého obsahu
buniky a jeho naslednému pierozdéleni do dvou dcefinych bunék. Cely tento cyklus je
rozdélen do dvou casti. Témito ¢astmi je M-faze, pii niZ dochézi k mitéze a interfaze,
ve které dochéazi ke vS§em nutnym kroklim nezbytnym pro mitdzu (replikace DNA, syntéza
proteinil).

Interfazi 1ze navic rozdélit na nékolik dalSich po sobé jdoucich fazi. Témi jsou faze
G1, S a G2. Pricemz v S-fazi buiika replikuje DNA a ve fazich G1 a G2 dochézi k syntéze

proteinti nezbytnych pro S, respektive M-fazi, integraci rastovych faktord, kontrole
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aopravé DNA. Faze G1 a G2 jsou nezbytné pro pfipravu na rozdéleni chromozomil
a zmnoZzeni obsahu buniky.

Béhem faze G1 tedy dochazi ke zvétSovani buiiky a jeji pripravé na S-fazi. Béhem
faze G1 ma bunka moznost prejit do klidového stavu (faze GO), kdy se rist buiiky zastavi.
Po této fazi nastupuje S-faze, kdy dochézi k samotné syntéze DNA. Za S-fazi nasleduje
taze G2, kdy bunka rychle roste a mnozi se jeji organely. Fazi G2 konéi interfaze
a nastupuje M-faze. V M-fazi dojde k segregaci chromozoml a bunééného materialu
do dvou dcefinych bunék. Po M-fazi ptechazi bunika zpét do G1-faze, a tim se cely cyklus

uzavira (obrazek 1).

47 The cell "double checks” the b

" duplicated chromosomes for

{7 error, making any needed
repairs.

Mitosis il

Ghd

Each of the 46
; chromosomes is

> duplicated by the,

cell.

Cellular contents,
excluding the chromosomes, &
are duplicated. 4

e R
R

Cell cycle arrest.
Obrazek 1: Pribéh bunééného cyklu, prevzato z [4]

Vsechny tyto procesy jsou béhem svého pritbé¢hu neustdle sledovany celou fadou
kontrolnich a regula¢nich mechanismd, které se staraji o fadny priitbéh bunécéného cyklu.
V kazdé z téchto fazi se totiz vyskytuji kontrolni body, jimiz musi buiika projit, nez ji je
umoznéno piejit do dalsi faze. Pokud tyto kontrolni mechanismy v buiice nefunguji, pak

muzZe nastat celd fada nezadoucich zmén, které mohou vyustit i v maligni transformaci.



1.2. Nadorova buiika
1.2.1. Charakteristiky nadorové burky

Pro nadorovou buiiku je charakteristickd schopnost neomezené replikace. Samotna
replikace buiiky je ovSem velmi ptisné kontrolovana celou fadou bunéénych mechanismi
a pocet replikaci je limitovan. Po pfekroceni tohoto poctu se pak buiika mize vydat dvéma
sméry. Prvni moznosti je vyvolani senescence, kdy dojde k zastaveni proliferace (stale
ale funguje metabolicky aparat buniky) a druhou moznosti je podlehnuti bunééné smrti
a definitivni zénik dané buiky. Nadorovd buika vSak nepodléha ani jedné z téchto
moznosti, ale stava se z ni bunika ,,nesmrtelna“.

Pti zmén¢ zdravé buinky na nadorovou tedy musi dojit k celé fadé procest, které
jsou vyvolany fadou riznych faktord. Diky tomu je poSkozena genetickd informace
zdravych bunék, a tim se méni regulac¢ni pochody. Zména regulacnich pochodii buniky pak
muze vyvolat jeji nekontrolovatelné déleni anebo ztratu jeji diferenciace.

Nadorova buiika je charakterizovana 10 zakladnimi znaky, mezi které patfi
potlaceni apopt6zy, nekonec¢ny replikacni potencial, stimulace proliferace a dalsi

(obrazek 2).
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Obrazek 2: 10 zakladnich znakt nddorovych buné€k, ptevzato z [5]



1.2.2. Neuroblastom

Neuroblastom (NBL) je jednim z nejcastéji se vyskytujicich solidnich nadori u déti
(90 % vSech diagnostikovanych piipadi je u déti do 5 let). S rostoucim v€kem vSak jejich
¢etnost v populaci klesa, pfi€emz u adolescentt je vyskyt tohoto typu nadoru vzacny.

Typickym znakem NBL je jeho heterogenita, pfi¢emz pravdépodobnost vyléceni
zavisi na mnoha faktorech. Mezi tyto faktory patii vék v dobé diagndzy, rozsah nemoci,
biologické vlastnosti nadoru a dalsi. Zatimco jista ¢ast nadord podléha spontanni regresi,
dalsi skupina neuroblastomt na 1é¢bu nereaguje nebo po pocatecni piiznivé odpovédi zahy
recidivuje.

Existuje cela tfada pficin vzniku (NBL). Mezi ty nejpodstatnéj$i patii hlavné
alelické delece na chromozomu 1 a 11, zmnozeni materidlu DNA (ploidie) a amplifikace
protoonkogenu MYCN. Delece ur€ité ¢asti chromozomu buiiky, v tomto piipad¢ nejcastéji
kratkého raménka chromozomu 1 (30 % NBL) anebo dlouhého raménka chromozomu 11
(40 % NBL), mize mit za nasledek ztratu funkce urcitych tumorovych supresorovych
genil, coz muze piispét ke vzniku nadorového bujeni.

Dalsi z pfi€in je zmnoZeni genetické informace. V tomto piipadé se jedna o zménu
poc¢tu chromozomu nebo jejich ¢asti. Klasickd lidska bunka ve svém jadie obsahuje dvé
kopie 23 chromozomi. V buiikdch NBL ovSem muZe dochazet ke zméné tohoto poctu.
Podle nového poc¢tu chromozomu je Ize nasledné rozd¢lit na triploidni ¢i téméi triploidni
(58 — 80 chromozomil), témet diploidni (35 — 37 chromozomil) a téméf tetraploidni (81 —
103 chromozomi) [6]. Tato zména v poctu chromozomt, at’ uz se jedna o zmnoZzeni,
¢i ztradtu celého chromozomu (GGW) anebo o zmnozeni, €1 ztrdtu casti chromozomu
(GGP), ma vliv na prognozu pacienta. U pacientli s NBL bylo dokdzéano, ze ti s GGW maji
lepsi prognézu nez pacienti s GGP [7]. NBL v klinickém stadiu 1, 2 a 4S (podle INSS)
mély castéji GGW, zatimco GGP se vyskytoval Castéji u NBL pacientl ve stadiu 3 a 4S.
Poslednim a patrné nejvyznamnéj$im prognostickym faktorem je amplifikace
protoonkogenu MYCN. Za amplifikaci MYCN lze povazovat az stav, kdy je v buiice vice
nez deset kopii tohoto protoonkogenu. Tato amplifikace byva spojena s pokroc¢ilymi stadii
NBL, jeho rychlou progresi a $patnou prognézou. Pii porovnani pacienti s amplifikaci
MYCN a bez ni, bylo prokazano, ze celkova mira pfeziti byla vyrazné¢ vyssi u pacientl

bez amplifikace MYCN [8].



1.2.3. Morfologie neuroblastomovych bunék

Jedna se o maligni nddor sympatického nervového systému, ktery vznikd béhem
fetalniho nebo rané postfetalniho obdobi Zivota. Vzhledem k jeho plivodu se vzniklé
nadory mohou objevit v jakékoliv ¢asti sympatického nervového systém. Nejcastéji se vSak
jednd o nadory v oblasti bficha, panve, hrudi a krku. Tyto nddory obecné vykazuji
variabilni spektrum histopatologickych fenotypti i biologického chovani jako je spontanni

regrese a agresivita.

1.3. Lidské bunéc¢né linie

Experimenty s bunéénymi kulturami prohlubuji védomosti v mnoha oblastech
biologickych a Iékatskych véd. Diky nim mizeme v laboratoii zkoumat molekularni
podstatu rozlicnych fyziologickych 1 patofyziologickych procesti lidského organismu,
nebo testovat toxické ¢i potencionalné 1é¢ivé latky. V soucasnosti jsou k dispozici bunééné

linie odvozené od fady zdravych i nddorovych bunék riiznych zivoc¢isnych druhi.

1.3.1. Fibroblasty

Fibroblasty jsou zakladni bunky pojivové tkdné mezenchymaélniho piivodu.
V organismu jsou zodpovédné za celou fadu pochodt jako je syntéza extracelularni matrix
v pojivové tkani, ktera zahrnuje tvorbu kolagenti a fibronektinu [9], [10] a tvorbu
biochemickych mediatort, jako jsou riistové faktory a protedzy [11]. B&hem vyvoje
organismu jsou epitelidlné-mezenchyélni interakce v tkanich nezbytné pro vyvoj celé fady
organt (plice, oci). Dalsi podstatnou funkci fibroblasti v organismu je jejich role v hojeni
ran. Kromég toho maji fibroblasty vztah s riznymi chorobami. Bez ohledu na to, at’ uz jsou
propojované s pricinami téchto nemoci anebo s fibrézou doprovazejici proces hojeni.

Na fibroblasty je obvykle nahlizeno jako na jednotnou skupinu bunék s obdobnymi
vlastnostmi bez ohledu na to, z jaké casti organismu pochdzeji. Tento pohled byl ovSem
zménén, nebot se stalo zfejmym, Ze fibroblasty nejsou statickou bunécnou populaci,
ale Ze jsou velmi heterogenni [10], [12], [13]. Tato fenotypicka heterogenita byla nalezena
nejen u fibroblastli z riznych ¢asti organismu, ale i u fibroblastl z jedné ¢asti organismu

vystavenych riznym podminkdm [14].



I pfes vyzkum zabyvajici se fibroblasty a jejich bézné pouzivani v laboratoftich,
pro né€ neustale schazi specificky marker. Jednim z navrzenych markert pro fibroblasty byl
fibroblast-specificky protein-1 (FSP-1) [15], [16]. OvSem ani FSP-1 neni cCisté specificky
pro tuto bunécnou linii, nebot’ je také exprimovan fadou jinych bunéénych typi, jakymi
jsou nadorové bunky nebo leukocyty [17]. V soucasné dobé tedy neexistuje zadny
specificky marker, existuji ovSem markery pro organové specifické podskupiny fibroblastt

(tabulka 1).

Proteiny Funkee Vyskytuje se i u dalSich buné&nych linii

aSMA Protein spojovany s intermedialnimi Bunky hladkého svalstva, pericyty,
filamenty myoepitalni buiiky

Kadherin-9 Ca dependentni adhezni molekula Neurony, nadorova vaskulatura

CD40 Clen rodiny TFT « receptoril Rada antigen prezentujicich bungk

CD248 (TEM1) Receptor kolagenu Pericyty, endotelialni buiky

Collal Syntéza kolagenu I. Typu Osteoblasty, chondroblasty

DDR2 R.ec,eptor pr kolagen vazajici tyrosinovou Bunky hladkého svalstva, endotelialni bunky
kinazu

FAPI Serinova proteaza (gelatinaza) Aktivované melanocyty

FSP1/S100A4 Ca vazajici s intermedialnimi filamenty Bunky hladkého svalstva, invazivni nadorové
spojovany protein buiiky

FSA Fibronrktin vazajici protein Monocyty/makrofagy

HSP47 Kolagen vazajici serpin chaperon Monocyt/makrofigy, fada kolagen

produkujicich bun¢k

PDGFRb Receptor pro tyrosin kinazu Buiiky hladkého svalstva, pericyty

Prolyl-4-hydrovylaza Biosyntéza kolagenu Endoteliadlni butiky, epitelidlni buiiky

THY1/CD%0 Molekula bunééné adheze Leukocyty, endotelialni bunky, progenitorové

buriky

Vimentin Protein spojovany s intermedialnimi Endotelialni bunky, buriky hladkého svalstva,

filamenty pericyty, myoepitelialni bufiky

Tabulka 1: Bézné uzivané fibroblastové markery, ptevzato z [18]

1.3.2. Morfologie fibroblastu

Morfologicky se jednda o zplost€lé, protahlé builkky s postrannimi vybézky
z hlavniho té€la bunky slouZicimi k interakci s okolnimi bunikami. Fibroblasty oproti jinym
bunéénym typtim postradaji bazalni membranu a maji, pfedevsim ve své aktivni formé,

vyrazny Golgiho aparat a hrubé endoplazmatické retikulum.



1.4. Senescescence

Poprvé byla bunécna senescence pozorovana jiz v roce 1961 tymem pod vedenim
Hayflicka, ktery pfi kultivaci lidskych embryonalnich fibroblasti in vitro zjistil, ze tyto
buiky maji urcity definovany pocet bunécnych déleni, tzv. Hayflickiv limit [19].
Po dosazeni tohoto limitu se v bunkach zastavuje bunéény cyklus, ztraci se odpoveéd
na rastové faktory a méni se morfologie [20]. Timto se somatické bunky lis§i od bunck
nadorovych, které na rozdil od nich nemaji definovany proliferacni limit, a tedy
nepodléhaji témto zmeéndm. Podstatné je, ze senescentni buiiky i pfes svou neschopnost
proliferovat mohou zustat zivotaschopné v prostredi in vitro po velmi dlouhou dobu.
To samé ovSem nelze tvrdit o senescentnich bunikdch v prostiedi in vivo, ve kterych muize
po urcité dob¢ dojit k riznym odpovédim organismu na tyto buiiky. Ty bud’ v organismu
pfezivaji po urcitou dobu (muZe se jednat i o né€kolik let) [21], nebo jsou z organismu
odstranény fagocyty [22].

Bunééna senescence je tedy stresovou odpovédi na celou fadu pro builku
nevyhodnych situaci, pti které dojde k nezvratné zastavé proliferace danych bunék.
V urcitych specidlnich pfipadech ovSsem lze proces senescence zvratit — napiiklad
postupnou inaktivaci urCitych tumorovych supresorovych genii muize dojit k reaktivaci
proliferace [23]. Zastava bunécného cyklu a tedy proliferace bun¢k muze byt vyvolana
hned né¢kolika mechanismy jako je poskozeni DNA, zkracovani telomer, naruseni
chromatinu nebo riizné epigenetické dereprese na INK4a a ARF lokusu (diky upregulaci
CDKN2A jimz jsou kédovany) [20]. Tyto faktory tedy hraji diilezitou roli ve starnuti
bunék a omezuji tak jejich nadmérnou proliferaci, C¢imZz chrani bunky
pied nekontrolovanym délenim a tim padem organismus pted rakovinnym bujenim.

Pro vyvolani senescence je ovSem nutnd spoletnd kombinace alespon tii
mechanismi jako molekularniho zakladu, jmenovité¢ upregulace lokusu CDKN2A,
zkraceni telomer a akumulace poskozené DNA (obrazek 3, str 10). Takovato kombinace je

nasledné fizena tumorovymi supresorovymi proteiny p53 a Rb.
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Obrazek 3: Hayflickovy faktory indukujici senescenci, pievzato z [20]

Senescetni bunky hraji dtilezitou roli v ochrané organismu pted starnutim, soucasné
se vSak 1 na jeho starnuti podileji. Na starnuti se tyto buiitky mohou podilet nejen svou
akumulaci v organismu (v ptipad¢ fyziologického starnuti je zvySeni pocCtu senescentnich
bunc¢k meéfitelné, ale mirné [24]), ale 1 svym vlivem na kmenové bunky — snizuji jejich

regeneracni potencial.

1.4.1. Morfologie senescentni burky

V typické senescentni buinice nedochdzi jen k zastaveni bunéfného cyklu,
ale i k celé fadé¢ morfologickych a fenotypickych zmén. Hlavnim rysem senescentnich
bunék je jejich zvétSeni a zploSténi (obrazek 4, str. 11). Senescentni bunky casto byvaji
mnohojaderné a nékdy dochdzi i k jejich rozsédhlé¢ vakuolizaci v dusledku stresu
zpisobenym rozvinutim proteinii v endoplazmatickém retikulu [25]. Zplosténi
senescentnich bunék byva typické pro senescenci vyvolanou stresem nebo poskozenim
DNA. Dalsi moznou zménou je hvézdicovity tvar senescetnich buné€k, ktery je pozorovan

hlavné¢ u senescence indukované expresi BRAFE600 nebo uml¢enim genu p400 [21], [26].
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Obrazek 4: Senescentni bunka, pievzato z [27]

1.4.2. Znaky typické pro senescentni buiiku

Senescentni buiiky vykazuji hned nékolik pro né typickych znakt. Mezi tyto znaky
patii zastaveni bunééného cyklu, zména sekrec¢nich mechanismii a zména morfologie.
Ovsem ani jeden z nich neni specificky pouze pro senescenci a ne kazdéa senescentni buiika
musi nutné vykazovat vSechny tyto znaky, a proto je nezbytné, aby byly tyto bunky
detekovany pomoci kombinace téchto znaktl. Prvnim podstatnym znakem je neustdla
metabolicka Cinnost senescentni buiiky 1 pfes =zastaveni jeji proliferace. DalSim
vyznamnym znakem je zabranéni vzniku apoptézy (senescentni builky jsou castecné
rezistentni vici apoptdze diky své vysoké hlading antiapoptického proteinu Bel-2 [28]).

Mezi dalsi znaky senescentnich bunék patii tzv. DNA SCARS (DNA segments with
chromatin alterations reinforcing senescence) (v ptipad¢ umisténi na telomerach se jedna
o TIF (telomere dysfunction—induced foci)) [29], coZ jsou trvale poSkozené tseky DNA,
jenz vznikly dasledkem genomového poskozeni béhem indukce senescence. Neékteré
senescentni buniky dokonce obsahuji pozménény chromatin (SAHF), jedna se
o cytologicky detekovatelny chromatin obsahujici urcité¢ proliferatni geny [30], ktery
pfipomina klasicky heterochromatin.

Pro diikaz senescence neexistuje zadny specificky marker, je tedy nutné pouzivat
markery asociované se senescenci. Takovéto markery se zamétuji na morfologické zmény,
ztratu proliferace, nartst aktivity SA-B-Gal, produkci SAHF a na inhibitory bunééného
cyklu jako jsou pl16INK4A (plsobi jako inhibitor bunééného cyklu), p15INK4B, p21CIP1,
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p53, DECI1 a DCR2 [31]. Dalsi moznou cestou by bylo zaméfit se na markery pro faktory
spojené se zanéty jako je IL-6 a IL-8. OvSem ani toto feSeni neni stoprocentni, nebot’ zatim
neni jasné, zda by tyto markery bylo mozné vyuzit pro vSechny typy tkani.

Asi nejvyznamngj$im a nejcastéji pouzivanym markerem pro senescenci je
SA-B-Gal (enzym katalyzujici hydrolyzu p-galaktosidii na monosacharidy v senescentnich
buiik4ch, jehoZ reakéni optimum je pii pH 6,0), ale ani tento marker neni specificky pouze
pro senescenci, nebot’ 1ze predpokladat, ze 1 jiné nesenescentni buiikky na néj mohou byt
pozitivni. V tomto pifipadé by se tfeba mohlo jednat o buriky inhibované kontaktem nebo
o buiiky s nedostatkem zivin v séru [32-34].

Pro dikaz senescence bunék je tedy vzdy idealni pouzit nejlépe alespon tii rtizné
markery, nebot’ dosud neexistuje zadny cisté specificky marker jen pro senescenci. Z toho
diavodu je vhodné vzdy pouzit jeden marker pro proliferaci (tfeba Ki-67 nebo BrdU) a dalsi

dva co nejlépe zvolené markery pro ditkkaz senescence.

1.4.3. Typy senescence

Senescenci bunck lze rozdélit na dvé zakladni skupiny, a to na ptfedcasnou
senescenci a na senescenci replikativni [35].

V ptipad¢ replikativni senescence se jednd o piirozené zastaveni bunééného cyklu
po ptekroceni urcitého poctu déleni (tzv. Hayflickiiv limit). Toto zastaveni zdvisi Cisté
na délce telomer. Druhy typ senescence, tedy pfedCasna senescence (neni indukovana
nedostate¢nou délkou nebo nefunkcnosti telomer), ma vyraznou roli v potlaceni
nadorového bujeni a mize byt vyvolana hned celou fadou riznych faktor. Do této
skupiny patii senescence indukovana stresem (SIPS), onkogen-indukovana senescence
(OIS) a senescence vyvolana ztratou nadorového supresoru. Indukce pred¢asné senescence
tedy zpusobi zastaveni proliferace dané buiiky, tim dojde k zabranéni nekontrolovatelné

proliferace a diky tomu se poSkozend DNA nepiedd dcefinym bunkam.

1.4.3.1. Replikativni senescence

Replikativni senescence byla poprvé zminéna roku 1961 Hayflickem a spol., ktefi

stanovili definovany pocet bunéénych déleni predtim, nez k ni dojde (pocet d€leni je vSak
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druhové a tkanové specifické). Podle Hayflicka lze proliferaci bunék rozdélit do tii fazi.
Féaze 1 odpovida pomalé proliferaci bunék, obvykle pted prvnim ,,pasdzovanim®, jedna se
tedy o Cas, kdy dochazi k ustanoveni kultury. Po ni pfichazi faze II, pti které bunky rychle
proliferuji a nakonec ptichézi faze III, kdy se proliferace bun€k opét zpomali, az nakonec
uplné ustane. Pfechod bunék do faze III, tedy znaci konec schopnosti bunék proliferovat,
to ovS§em neznamend konec Zivotaschopnosti bunck a konec jejich metabolitické aktivity.

V tad¢ lidskych bunéénych linii dochazi k vyskytu replikativni senescence jako
dasledku ztraty koncovych usekd chromozomu [36], telomer, béhem kazdého dalSiho
déleni bunék. K replikativni senescenci tedy v organismu dojde, pokud neni buiika schopna
zabranit zkracovani vlastnich telomer.

Obnovu a prodlouzeni telomer u riznych organisml a také u Clovéka zajistuje
enzym telomerdza. Ten je ovSem v dostatecném mnozstvi pfitomen pouze v kmenovych,
zarodec¢nych a nddorovych bunkach. U nadorovych bunék vSak neni telomeraza jedinym
mechanismem ochrany telomer ptfed zkracovanim, jednou z dalSich moznosti je vyuZziti
rekombinance [37].

Replikativni senescenci lze tedy také pouzit jako model pro starnuti bungk,
nebot’ ¢ast genti odpovidajicich za opravu posSkozené DNA vedouci k pfedc¢asné senescenci

rovnéz odpovida fenotypu predcasného starnuti.

1.4.3.2. Pred¢asna senescence

V organismu je piedCasnd senescence vyvoldna celou fadou faktorti. Tento typ
senescence nastava pii vzniku natolik zdvazného poSkozeni DNA, Ze na né&) neni bunka
schopna reagovat spusténim opravnych mechanismi a miize tedy dojit bud’ ke spusténi
apoptozy anebo k indukci senescence.

Vzhledem k tomu, Ze telomery v bunkach nejsou zkracené na svou mezni délku
a jsou tedy dostatecné dlouhé¢, tak se nejedna o senescenci replikativni, ale o senescenci
pred¢asnou. Mezi faktory vyvolavajici pied¢asnou senescenci patii oxidacni stresy,
pusobeni chemoterapeutik, mutace nebo zvySena exprese onkogenu a ztrata nddorovych

supresort.
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1.4.3.2.1. Senescence indukovana stresem

Senescence indukovana stresem je fenomén, pii kterém se zastavuje proliferace
bun¢k diky ptisobeni riiznych stresovych podminek, a to bez ohledu na délku jejich telomer
[35]. V podminkéch in vitro mize dojit k vyvolani predCasné senescence plisobenim stresu
vyvolanym mnoha mechanismy. Témi mohou byt ioniza¢ni zaieni nebo néktera cytostatika
(hydroxymocovina, doxorubicin a cisplatina). Dal§im z mechanismt vyvolavajici stres je
kultivace bunécné kultury za nespravnych podminek, at’ uz se jedna o nedostatek zivin
v zivném mediu nebo o nadbytek kysliku. Samotny proces kultivace bun¢k mize uz sam
0 sob¢ pisobit stresové, nebot jen samotné premisténi bunék z Zzivého organismu
do kultury méni pfirozené podminky bunck — jsou izolovany a nejsou tedy v kontaktu
s ostatnimi bunéénymi typy, se kterymi byly v kontaktu v organismu. Tento problém lze
piekonat vyuzitim tzv. ,feeder layer”. Mnohem lepSich vysledki kultivace lze dosdhnout
simulaci pfirozenéjsiho prostfedi, kdy kultufe ,,narostou nejprve bunky s podptrnou
funkci ovlivnéné tak, aby nebyly schopny dalSiho déleni, napifiklad ozafenim nebo
mitomycinem. Napfiiklad buiiky z centradlniho nervového systému dobfe rostou na predem
vyrostlé vrstvé fibroblasti. Piipravena vrstva podplrnych buné€k plni funkci substratu,
ktery oznacujeme anglickym terminem ,,feeder layer” [38]. Uz jen jedna ze zminénych
stresovych situaci pak mlze v buiikach vyvolat pfedcasnou senescenci [39]. Pii pusobeni
stresu se buiiky mohou adaptovat [23], tuto schopnost ov§em ztraceji, pokud stres presahne
adapta¢ni moZznosti buiikky a pak dochazi k jejimu posSkozeni, které vyvola celou fadu
mnohdy az extrémnich odpovédi, jako je tieba nekrdza.

Jednou z nejcastéjSich pfic¢in indukce senescence je pusobeni reaktivnich forem
kysliku (ROS) [40], které mohou v bunkach zptisobit 1éze DNA, ty pak mohou indukovat
senescenci [41-44]. ROS jsou bézné produkovany v buitkach. Mezi organely, jenz je
produkuji patfi mitochondrie a peroxisomy obsahujici oxida¢ni enzymy. V normalnich
podminkdch jsou ROS regulovany antioxidacnimi systémy organismu tak,
aby nedochazelo k poskozovani DNA. Problém nastdva az s pirekrocenim urcitého
mnozstvi ROS, které jiz builkka neni schopna zvladnout. Tyto nestdlé oxidacni formy
kysliku jsou Casto zodpovédné za jednovlaknové zlomy, poskozeni kostry DNA, proteind,
lipid anebo za zkracovani telomer [45], [46]. To se miize promitnout béhem replikace,

kdy pak dochazi ke vzniku dvouvldknovych zloma (double strand breaks, DSB) [44].
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DSBs jsou natolik silnym induktorem senescence, Ze uz ptitomnost jednoho DSB v DNA
mulZe znamenat zastaveni bunécného cyklu [47].

V experimentech in vitro se nejCastéji pouziva k indukci senescence roztok
peroxidu vodiku (jeho fyziologické koncentrace se v buiice podili na syntetickych
a metabolickych drahach). Vyhodou peroxidu vodiku je jeho schopnost proniknout
bunéénymi membranami a reagovat s Cu®* a Fe*" za vzniku reaktivniho OH" [48], [49].
Samotné dusledky oxidacniho stresu nakonec zavisi na typu bunék a jejich schopnosti
produkce antioxidantli. Rovnéz primérnd délka Zivota organismu mize mit vliv
na schopnost snaset oxidacni stres. Bylo totiz prokazéano, ze dlouhov€ké organismy maji
vEtsi  rezistenci va€i  oxidaénimu stresu a niz§i hodnoty ROS vyprodukované

mitochondriemi nez organismy s kratkym zivotem.

1.4.3.2.2. Senescence indukovana onkogeny

K senescenci indukované onkogeny dochézi aktivaci nékterého z onkogent jako je
RAS nebo BRAF [50]. Aktivace tohoto onkogenu vede ke zvySeni poctu bunék v S-fazi
bunécéného cyklu. Nartst poctu bunék v S-fazi nasledné vyvold DNA replikaéni stres, ktery
vede k odpovédi na poSkozeni DNA (DNA-damage response, DDR) [51], [52].

DNA replikaéni stres a z n¢j vyplyvajici DDR zplisobi zastaveni bunék ve fazi S

Mrwe

vidlicek béhem replikace DNA. Vysledkem je naslednad aktivace a upregulace kaskady
pro p53/p21 a p16/pRb [53] (obrazek 5, str. 16).

15



Oncogene Activation

/ T 1 Ele7

JRRM2 <« Ectopic RRM2

. Exogenous
idNIPS = Nucleosides

T Replication
Stress

TDNA damage

e

Senescence

Obrazek 5: Drahy OIS (oncogene-induced senescence), pievzato z [54]

Aktivace téchto drah poté vede k expresi pro senescenci typickych markert jako je
SAHF (senescence-associated heterochromatin foci) a zvySena aktivita SA-B-Gal
(senescence-associated B-galactosidase) [24].

Regulace OIS je silné ovlivnéna mnoZzstvim dostupnych deoxynukleosidtrifostat
(ANTPs) v bunice. Pti biosyntéze dNTPs hraje vyznamnou roli ribonukleotidreduktaza
(RNR). RNR se sklada ze dvou velkych katalytickych podjednotek RRM1 a dvou malych
regulacnich podjednotek RRM2 a p53R2 [55]. RRM2 plni dalezitou roli v S-fazi
bunécného cyklu, kdy kontroluje syntézu dNTPs. Naproti tomu pS3R2 pomahd béhem
G0/G1-faze bunécného cyklu dodavat dNTPs nezbytné pro opravu DNA a syntézu
mitochondrialni DNA [56]. Bylo dokédzéno, ze snizeni dostupnych dNTPs v bunce
indukuje zastavu bunééného cyklu v S-fazi [57], [58]. Cely tento proces je velmi sloZity
a jesté nebyl fadné prozkouman. Lze ovSem fici, ze OIS jde povazovat za mechanismus

ochranujici buiiky pied maligni transformaci.
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1.4.3.2.3. Senescence indukovana ztratou tumorovych supresori

Podobné jako IOS miZe byt senescence také vyvolana ztratou tumorového
supresoru. V dnesni dobé je zndma indukce senescence ztratou tumorovych supresort
PTEN a NFI1. Poprvé tento typ senescence prokazal Pandolfi se svymi kolegy, kdyz
dokazali, ze inaktivace genu PTEN u mysSich embryonalnich fibroblast vyvola senescenci
doprovazenou indukci p53 [59]. Obdobné¢ bylo prokazano, Ze delece NFI1 zpiisobi
pfedcasnou sensecenci in vitro, pricemz je Cast senescentnich markerd ,,up-regulovand®
a soucasn¢ s tim je snizena aktivita drah ERK a AKT [60]. Indukci tohoto typu senescence

1ze vsak vyvolat jen u nékterych bunécnych linii.

1.4.4. Fenotyp asociovany se senescenci (SASP)

vvvvvv

jejich sekreéni ¢innost. Buiiky tak miizou ovliviiovat nejen ostatni buiiky v blizkém okoli,
ale 1 buiiky vzdalené anebo samy sebe (autokrinni plisobeni). Vznik senescence, at’ jiz
replikativni nebo predcasné, je provazen nejen zastavenim bunééného cyklu, ale i zménou
sekrecni  Cinnosti bunék (dojde k vytvofeni SASP). Tato zména je jednou
z nejvyznamnéjSich pfemén senescentni buiikky a poskytuje ndm moznost vysvétlit rizné
pochody v organismu jako je starnuti a choroby s nim spojené.

Zména sekrecni ¢innosti senescentnich bunék se projevuje uvolnénim velkého
mnozstvi riiznych latek, jako jsou napiiklad chemokiny a cytokiny. Rada z tdchto faktort
(IL-6 a IL-8) funguje parakrinné a mize indukovat senescenci ve svém okoli [61], [62].
Dalsi funkci SASP naopak muze byt komunikace poSkozené buiiky s okolnimi bunikami,
které pfipravuje na opravu. Pfipadné¢ muze stimulovat likvidaci senescentnich bunck
imunitnim systémem. Cytokiny produkované senescentnimi bunikami ovSem mohou
rovnéz stimulovat blizké nadorové buiiky. Z toho lze usuzovat, Ze cela fada faktord SASP
miiZze mit jak pozitivni, tak 1 negativni vliv na organismus.

Z tady faktori SASP je nutno uvést faktory ovlivitujici proliferaci bunék jako jsou
GROs (growth-regulated oncogenes) [63], [64], VEGF (vascular endothelial growth factor)
[65] nebo vySe zminéné interleukiny IL-6 a IL-8, které mohou stimulovat nebo zamezit
proliferaci v zavislosti na fyziologickém kontextu. Dalsi z vlastnosti IL-6, IL-8 a n¢kolika

dalsich faktort je jejich schopnost podporovat zanét. Chronicky zanét poté ¢asto zpusobuje
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ruzné choroby vcéetné¢ nemoci spojenymi se stafim [66]. Pro celou fadu téchto faktort
SASP ovSem plati, Ze je pro né nezbytné znacné poSkozeni DNA. Na druhou stranu

ne vSechny faktory SASP jsou striktné spojeny s poskozenim DNA [67].

1.4.5. Vlastnosti senescentnich bunék

Diky svému pozménénému sekrecnimu mechanismu mohou senescentni buiiky
ovlivilovat okolni buniky novymi zpisoby. V buiikach v jejich bezprostfednim okoli mohou
vyvolavat senescenci, tlumit proliferaci pomoci sekrece inhibi¢nich faktort nebo dokonce
zabranovat nadorovému bujeni. Jak bylo zminéno v predchozi kapitole, mohou byt
senescentni buniky zodpovédné za tvorbu zanétd. Vznik akutniho zanétu byva zpravidla
pro organismus prospésny, nebot’ za n¢j zodpovédné senescentni builky slouzi jako
chemoatraktanty pro buniky imunitniho systému. Dalsi funkci imunitniho systému
organismu je likvidace téchto senescentnich bunék. Jinou vyznamnou aktivitou
senescentnich bun¢k je stimulace lokalni imunitni odpovédi likvidujici onkogen-
-exprimujici buniky, a to at uz buiky které podstoupily senescenci indukovanou
onkogenem, nebo onkogenem-pieménéné bunky, které se senescenci vyhnuly [68].
Podstatnou vlastnosti senescentnich buné¢k je také zastaveni jejich bunééného cyklu, ¢imz
dojde k ukonceni jejich proliferace a tak pokud byla senescence vyvolana tfeba
neopravitelnym poskozenim DNA, nedochéazi k ptenosu této poskozené¢ DNA na dcefiné
buiky.

Velky vliv maji senescentni buiiky i pii potlaovani zhoubného bujeni, i kdyz se
vSak Casto maligni buiikky bud senescenci vyhnou anebo ji zablokuji inhibici jejich
kritickych mediatorti. Pfesto mé senescence velky potencial v 1é€eni zhoubnych nédort.
V dnesni dobé je totiz vétSina chemoterapeutik zamétena na likvidaci nadorové buniky a ne
na jeji inhibici, jak tomu je u senescence, coz umoziuje pristupovat k 1é€b¢ z trochu jiného
uhlu pohledu.

Senescentni buniky nemaji v organismu jen pozitivni vliv, ale znacnd ¢€ast jich
na n¢j mize mit i vliv negativni. To, Ze pfispivaji ke starnuti a k celé¢ fadé¢ nemoci s nim
spojenym je jiz znamo. Jak jiz bylo dfive zminéno pifi zméné z normalni buiky
na senescentni, dochdzi k celé¢ tad¢ procesi, at’ uz se jedna o morfologické zmeény,

zastaveni bunééného cyklu nebo ke zméné sekre¢niho mechanismu. Pravé zmeéna
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sekrecnitho mechanismu mulze podstatné ovlivnit cely organismus, protoze diky
produkovanym cytokiniim miize senescentni bunika negativné ovliviiovat nejen své blizké
okoli, ale 1 bunky vzdalené. Ve vétSin€ piipadi jsou pfiCinou degenerativnich zmén
v organismu pravé sekretované proteiny [69]. Senescentni buiiky se podili na celé¢ fadé
problémi spojenych se starnutim, at’ uz se jednd o stavy akutni nebo chronické. S tim je
spojena jejich schopnost vyvolat nejen zanét akutni, ale 1 chronicky, ktery mlze souviset
s patofyziologii chorob spojenych pravé se starnutim. V takovémto piipad¢ uz je dany
zanét pro organismus nezadouci. Mezi choroby spojené se starnutim se fadi arteroskleroza,
Alzheimerova choroba, zhoubné nédory a dalsi.

Problém senescentnich bunék rovnéz spolu se stafim nartista. To by mohlo byt
béhem starnuti organismu [70], [71]. Imunitni systém sice likviduje senescentni buriky
v organismu, ale s nartistajicim vékem presto dochazi k jejich akumulaci pravé jako
disledek sniZeni vykonnosti imunitniho systému. Dal$im z dtivodd by mohl byt postupny
nartist oxidacniho stresu v organismu, a tim i senescence vyvolana stresem. Ackoli maji
senescentni buriky hlavné tumor-supresorovou roli, tak i pfesto miizou v organismu, diky
svému SASP, podporovat maligni fenotypy a rtist nadort. Spolu se starnutim totiz dochazi
nejen k akumulaci senescentnich bunék, ale i bunék premalignich [72], které by mohly byt
ovlivnény SASP senescentnich bunék a mohlo by tak dojit k jejich preméné na maligni

(obrazek 6).

aged tissue degenerating tissue
: —
young tissue . @
senescent
& @
: aged tissue neoplastic tissue

o o

prem
ceﬁ

senescent
cell

Obrazek 6: Zmény bunéénych typt ve starnouci tkani, ptevzato z [69]
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2. Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo indukovat senescenci v podminkach in vitro
ve vybranych bunécnych liniich, a to v lidské fibroblastové linii HDFn a bunééné linii
UKF-NB-4 odvozené od neroblastomu vysokého rizika.

Pro uspésnou realizaci této prace bylo nutné postupovat podle nésledujicich dil¢ich

kroki:
1. Kultivace bunéénych linii
2. Indukce senescence

3. Histochemické barveni bunék
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3. Materialy a metody

3.1. Materialy
3.1.1. Pristroje a pomucky

inkubator Jouan Igo 150

lamindrni box Jouan MSC 12

vodni lazent Grant

mikroskop Olympus [X51

fotoaparat Olympus Camedia C-5050
vortex Genie-2

pH metr CyberScan 510 pH
centrifuga Heitich UNIVERSAL 320
centrifuga Heitich UNIVERSAL 320R
laboratorni vahy ScalTec SBC 41
TC20™ Automated Cell Counter
Millipore Direct-Q 3

Peha-Soft nitrilové rukavice bez pudru
pipety Eppendorf

Spi¢ky na pipety Biosphere®

sterilni mikrofiltry 0,22 TPP®

10 mL plastové zkumavky TPP®

50 mL plastové zkumavky TPP®
desticky 24 jamek TPP®

25 cm? kultiva¢ni lahev Sigma®

75 cm? kultivaéni lahev Sigma®

3.1.2. Chemikalie

Advanced DMEM medium Gibco™

IMDM medium Gibco™

dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma®

PBS tablety (1 tableta Gibco™ Invitrogen K do 500ml destilované vody)



trypsin Sigma®
FBS Gibco™
30% v/v peroxid vodiku Sigma®

histoshemicky kit pro barveni senescentnich bunék Sigma®

3.2. Metody
3.2.1. Zmrazeni bunéénych linii

Bunécéné linie jsou uchovavany v tekutém dusiku nebo v hlubokomrazicich boxech
pfi teplot¢ —180 °C. Samotné bunky se nachdzi v prostfedi media s vysokym obsahem
proteini a dimethylsulfoxidem (medium s 10% DMSO), ktery se pouzivd jako
kryoprotektant. Zmrazenim bunécnych linii jsme schopni zachovat danou bunécnou linii
na dlouhou dobu a zajistit 1 jeji genetickou stabilitu.

Typicky jsou buiiky uréené ke zmrazeni pfipravovany jako pfi ,,pasaZzovani (viz.
kapitola 3.2.4.) az do kroku, kdy dojde k ptidani nového media. Poté se bunécna suspenze
centrifuguje (2 min, 300 RPM, bez chlazeni, centrifuga Heitich UNIVERSAL 320).
Po centrifugaci se supernatant slije a vznikla peleta se resuspenduje v mediu s 10% v/v
dimethylsulfidu (DMSO). Vysledna bunécnd suspenze se rozdéli do pfipravenych
oznacenych kryozkumavek (po 1,0 mL do kazdé kryozkumavky). Kryozkumavky
s buné¢nou suspenzi se nasledn¢ na 2 az 3 dny umisti do mraziciho boxu s teplotou
nastavenou na -80 °C, odkud se poté piemisti do hlubokomraziciho boxu s teplotou

—180 °C.

3.2.2. Rozmrazeni bunécnych linii

Pii rozmrazovani bunc¢k je nejprve zapotiebi pomoci vodni 14zné nastavené
na teplotu 37 °C rozpustit zmrazenou suspenzi bunék a nasledné¢ rozmrazené medium
s 10% DMSO co nejrychleji z kryozkumavky slit tak, aby v ni zbyla pouze ,,peletka®,
nebot’ roztok DMSO je pro bunky toxicky. Peletka se poté musi rozsuspendovat v 1,0 mL
pfedem pfipraveného piedehfatého media, které se nasledné pienese do zkumavky
$ 9,0 mL piedem pfipraveného Cist¢ého media. Takto ziskand suspenze se centrifuguje

po dobu 2 min a 300 RPM, nacez se supernatant slije a ,,peletka” se op&t rozsuspenduje
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v 10,0 mL pfipraveného media. Tuto suspenzi pak pieneseme do pfislusné oznacené

kultiva¢ni naddoby.

3.2.3. Kultivace bunécnych linii

Prvni kultivovanou bunéénou linii byla lidska fibroblastova linie HDFn. Tato linie
byla inkubovana v mediu Advanced DMEM (GIBCO) obohaceném 10% fetalniho teleciho
séra (FBS — GIBCO). Kultivace této buné¢né linie probihala za standardnich podminek —
5% CO; a 37 °C v inkubatoru Jouan Igo 150. ,,Pasdzovani* se provadi v pravidelnych
casovych intervalech (kazdé 2 az 3 dny). Po odliti starého media byly buiikky uvolnény
z povrchu kultivacnich nddob pomoci 10% trypsinu v PBS zahtatém na 37 °C. Po uvolnéni
bunck od povrchu kultivaénich lahvicek, byly buiiky resuspendovany v malém mnoZzstvi
nového, ¢istého media (obohacené o 10% FBS). Cast této suspenze byla z kultivacni
lahvicky odebrana a zbytek byl doplnén do pozadovaného mnozstvi novym mediem
(vyhtatym na 37 °C). Vysledné mnozstvi media v kultivacnich lahvickach vzdy odpovidalo
velikosti jednotlivych lahvi¢ek. Pro kultivaci této bunééné linie bylo vyuzivano dvou
riznych kultivaénich lahvigek s kultivaéni plochou 25 cm?* a 75 cm? (Sigma®).

Druhou kultivovanou bunécnou linii byla lidskd neroblastomova bunécna linie
UKF-NB-4. Pro kultivace této linie bylo pouzivano IMDM medium (GIBCO) obohacené
0 10% FBS. Kultivace této linie probihala v inkubatoru pti 37 °C a 5% nasyceni CO..
Linie UKF-NB-4 byla ,,pasdzovana®“ v pravidelnych casovych intervalech (kazdé 2 az 3
dny) obdobn¢ jako bunky HDFn.

3.2.4. ,Pasazovani bunéénych linii

Pii ,pasazovani® bunc¢k (neboli subkultivaci) se snizuje pocet bun¢k v mediu
a souCasné¢ se medium obménuje. U adherentni bun&tné linie, kdy bunky vytvari
monovrstvy, je zapotiebi je nejprve uvolnit od stény kultivacni lahvicky. K uvolnéni bunék
se nejcastéji vyuziva roztok trypsinu. Po kazdém ,,pasdzovani“ je nutné na kultivacni
lahvi¢ku poznamenat nezbytné tidaje (Cislo ,,pasaze*, druh bunécné linie, datum vytvoreni

,pasaze® a eventualné¢ pouzité medium). Casovy interval ,,pasdzovani® zavisi na poctu
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nasazenych bunék v novém mediu a tedy na ¢ase nez rovhomérné pokryji dno kultivacni

nadoby (vytvofi monovrstvu).

3.2.5. Kvantifikace (po¢itani) bunék

Bunky v bunéénych suspenzich byly kvantifikovany (pocitany) dvéma zpisoby.
Nejprve byly pocitdny pomoci Biirkerovy komirky pod mikroskopem. V tomto ptipad¢ se
pod mikroskopem pocitaji jednotlivé buniky na dvou vybranych hranach ze ¢tyt kazdého
ze Ctvercl v Biirkerové komirce.

Pozdé&ji se pocet bun¢k méfil pomoci pfistroje TC20™ Automated Cell Counter,
kdy se 10,0 uLL bunécné suspenze pipetovalo do specidlniho sklicka, které se poté vkladalo

do daného pfistroje a cely nasledny postup pocitani bunék jiz byl pln€¢ automatizovany.

3.2.6. OSetieni bunék peroxidem vodiku

Bunécna linie v kultivacni lahviéce byla pfevedena na suspenzi, stejné jako
pfi ,,pasdzovani, jen bylo vynechdno doplnéni nového media do pozadovaného objemu
a v takto vzniklé suspenzi byly spocitany buiiky. Do oznacenych zkumavek s novym
mediem byla nasledné pipetovdna bunéfna suspenze tak, aby vysledny pocet bunck
v novém mediu odpovidal pozadovanému mnozstvi. Tyto bunécné suspenze byly poté
pipetovany do jednotlivych jamek kultivacni desticky (24 jamkova kultivaéni desti¢ka —
po 1,0 mL suspenze do kazdé jamky) a tyto kultivacni desticky byly inkubovany ptes noc
v inkubatoru za standardnich podminek (37 °C, 5 % CO.), nacez byly druhy den oSetfeny
roztokem peroxidu vodku.

Roztoky peroxidu vodiku byly pfipraveny fedénim zasobniho 30% (v/v) roztoku
peroxidu vodiku mediem pouzivanym pro dany typ bunéfnych linii. Po vytvofeni
pozadovanych koncentraci roztoku byly tyto roztoky pipetovany (po odstranéni starych
medii) do jednotlivych jamek kultivaéni desticky. Nasledné byly buiky inkubovany
v mediu s peroxidem vodiku po dobu 2 hodin v inkubatoru za standardnich podminek
(37°C, 5% CO,). Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo medium s peroxidem vodiku

v jednotlivych jamkach kultiva¢nich desticek nahrazeno novym mediem vhodnym
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pro dany typ bunécné linie. Takto oSetfené bunky byly pfes noc ponechany v inkubatoru

(37 °C, 5 % CO,) a druhy den byly barveny pomoci histochemického kitu pro X-Gal.

3.2.7. Histochemické barveni bunéénych linii pomoci X-Gal

Buiiky osetfené roztokem peroxidu o urcité koncentraci a inkubované urcitou dobu
jsou obarveny pomoci barviciho kitu pro X-Gal (Sigma-Aldrich). Barveni zacina
rozehtatim jednotlivych chemikalii z kitu ve vodni 14zni o teploté 37 °C. Roztok X-Gal se
musi pfed samotnym barvenim rozehiivat 1,5 hodiny. Zbytek chemikalii z kitu staci
rozehtivat az v prubéhu samotného barveni. Pro barveni je nejprve nutno odebrat medium
z jednotlivych jamek desticky, nacez se jednotlivé jamky promyji 1,0 mL PBS. Po promyti
jednotlivych jamek se do nich pipetuje 1,5 mL fixa¢niho pufru (pufr s formaldehydem -
nutno fedit zasobni roztok 10x) a builkky se v ném ,.fixuji* 6 az 7 minut pii laboratorni
teploté. Béhem ,,fixace* bunék je nutno si ptipravit barvici smes. Do pfipravené zkumavky
se pro piipravu 10,0 mL barvici smési pipetuje 1,0 mL barviciho roztoku (pufr o pH 6,0),
0,125 mL reagentu B (ferikyanid draselny), 0,125 mL reagentu C (ferokyanid draselny),
0,250 mL X-Gal roztoku (chromogenni substrat pro galaktosidazu) a 8,50 mL cisté vody.
Tento roztok je nasledné nutné promichat pomoci ,,vortexu“ a ptefiltrovat pies 0,22 pm
filtr a ohtat na 37 °C.

Poté co jsou bunky v jamkéch ,,zafixovany*“ pomoci fixacniho pufru se z nich tento
pufr odstranil a kazda jamka se 3x promyje PBS. Po promyti jamek se do nich pipetuje
1,0 mL barvici smési a takto obarvené buiky se nechaji inkubovat pfes noc v inkubatoru
pti teploté 37 °C a 0% CO,. Druhy den lze pak buiniky pozorovat pod mikroskopem

a sledovat jejich zabarveni — senescentni buiiky se projevi modro-zelenym zabarvenim.
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4. Vysledky

Dvé vybrané bunécné linie — neuroblastomova bunéénd linie UKF-NB-4
a fibroblasty HDFn byly po dobu 2 hodin vystaveny riznym koncentracim peroxidu
vodiku. Poté jim bylo vyménéno medium za nové (bez pfitomnosti roztoku peroxidu
vodiku) a buiiky v ném byly ponechany do druhého dne. V takto osetfenych buiikach byla
poté prokazovana senescence, a to pomoci pozorovani morfologickych zmén spojenych se
senescenci nebo pomoci histochemického barveni X-Gal (Sigma) sledovanym

pod mikroskopem.

4.1. Indukce senescence v bunécné linii HDFn

V této bunécné linii bylo pracovano s koncentracemi peroxidu vodiku v rozmezi
25a200 uM, tyto koncentrace byly postupné¢ optimalizovany na CcCtyii testované
koncentrace, a to 30 uM, 50 uM, 70 uM a 90 pM roztoky peroxidu vodiku. Bunky HDFn
byly 2 hodiny ponechany v roztoku peroxidu vodiku o c¢tyfech riiznych koncentracich
BOuM, 50 uM, 70 uM a 90 uM). Nekteré z takto oSetfenych bunck vykazovaly

morfologické zmény odpovidajici senescenci a byly tedy nasledn¢ barveny

X-Gal pro jeji potvrzeni (obrazek 7).

Obrazek 7: Senescentni buitky HDFn obarvené X-Gal po oSetfeni peroxidem vodiku (A, C
30 uM; B 70 uM); Zvétseni 200x (A), 400x (B, C)

Zastoupeni senescentnich bun&k obarvenych X-Gal stoupalo v zavislosti
na koncentraci peroxidu vodiku. Nejméné senescentnich bunék se vyskytovalo v jamce

s nejmensi koncentraci peroxidu vodiku (30 pM) a naopak nejvice se jich vyskytovalo
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vjamce s nejvetsi koncentraci peroxidu vodiku (90 pM) — ovéfeno pocitanim bunék
pod mikroskopem. Jamka s 30 pM roztokem peroxidu vodiku obsahovala ve tfech
meéienich jen jednu senescentni buiiku (1/66, 0/49 a 0/58), zatimco u ostatnich koncentraci
jejich pocet nartstal. 50 uM roztok obsahoval 2/26, 8/68 a 9/74 senescentnich bunék,
70 uM roztok obsahoval 10/95, 7/60 a 13/84 senescentnich bun¢k a posledni 90 uM roztok
peroxidu vodiku obsahoval 24/87, 18/79 a 13/80 senescentnich bun¢k (graf 1).
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Koncentrace peroxidu vodiku [pM]

Pomér senescentni/normalni buriky

Graf 1: Pomér senescentnich a nesenescentnich buné€k v jamkéach oSetfenych rtiznymi

koncentracemi peroxidu vodiku; *p < 0,01

Pozdé&ji byl pokus opakovan pro pét novych koncentraci peroxidu vodiku
z optimalizovaného rozmezi 30 uM az 70 uM a to 30 uM, 40 uM, 50 uM, 60 uM a 70 uM.
Za pouziti téchto koncentraci se potvrdily vysledky ziskané v ptedchozich pokusech —
pocet senescentich bun¢k vzristal v zavislosti na koncentraci peroxidu vodiku. Nartst

poctu senescentnich bunck s rostouci koncentraci Ize vidét v obrazku 8 (str. 28).
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Obrazek 8: Histochemicky obarvena bunééna linie HDFn vystavena riznym koncentracim
peroxidu vodiku — 30 uM roztok peroxidu vodiku (A), 40 uM roztok peroxidu vodiku (B),
50 uM roztok peroxidu vodiku (C), 60 uM roztok peroxidu vodiku (D), 70 uM roztok
peroxidu vodiku (E) a kontrola bez peroxidu vodiku (F); Zvétseni 100x

4.2. Diikaz replikativni senescence

Bunééna linie HDFn byla dlouhodob¢ ,,pasdzovana® tak, aby se podafilo navodit
replikativni senescenci. Prvni diikaz replikativni senescence byl ziskan ve 26. subkultivaci,
kdy byly bunky HDFn histochemicky barveny pomoci X-Gal (Sigma), jejich jadra byla

obarvena pomoci DAPI (obrazek 9) a pozorovany pod mikroskopem.

Obrazek 9: Snimek z flurescencniho mikroskopu - buitky HDFn (subkultivace €. 26) byly
barveny histochemicky pomoci X-Gal (Sigma), jadra bun¢k barvena DAPI; ZvétSeni 200x
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Dalsi kultivace se ,,dafila® az do 29. ,pasaze”, ve které¢ bunky jiz téméf vibec
neproliferovaly (bézné byly bunky této bunécné linie ,,pasdzovany*“ kazdé 2 az 3 dny,
ale v této ,,pasdzi* nebylo tieba ,,pasdzovat™ buniky ani po 8 dnech). Takto ziskané buiky
byly histochemicky barveny pomoci X-Gal (Sigma) a sledovany pod mikroskopem

pro diikaz replikativni senescence (obrazek 10).

Obréazek 10: Dukaz replikativni senescence bunék HDFn (subkultivace ¢. 29) pomoci

histochemického barveni X-Gal (Sigma); ZvétSeni 200x

4.3. Indukce senescence v bunééné linii UKF-NB-4

Bunky UKF-NB-4 byly vystaveny po dobu 2 hodin 25, 50, 100 a 200 uM roztoku
peroxidu vodiku, aby se zjistilo, zda takto peroxidem oSetfené builky podlé¢haji senescensi.
V bunkéch se projevily morfologické zmény odpovidajici senescenci (obrazek 11).

Nasledné byl proveden pokus prokdzat senescenci bunék v této bunécéné linii pomoci

histochemického barveni X-Gal (Sigma).

N ¥,

Obfézek 11: Morfologické zmény v buiikach UKF-NB-4 vyvolané ptisobenim 100 uM (A,
B - zvétSeni 200x) a 200 uM peroxidu vodiku (C - zvétSeni 400x)

29



Morfologické zmény se projevily pii vSech testovanych koncentracich — pocet
bun¢k morfologicky odpovidajici senescentnim bunikdm se zvySoval s danou koncentraci.
Pfi dvou nejvysSich koncentracich — 100 uM a 200 pM doslo v porovndni s menSimi

koncentracemi k likvidaci vétSiny bun¢k (obrazek 12).

Obrazek 12: Morfologické zmény bunék UKF-NB-4 a jejich likvidace raznymi
koncentracemi peroxidu vodiku. Pokles piezivsich bunék odpovida naristajici koncentraci
peroxidu vodiku v jednotlivych jamkach — kontrola bez pfidaného peroxidu vodiku (A),
25 uM roztok peroxidu vodiku (B), 50 uM roztok peroxidu vodiku (C), 100 uM roztok
peroxidu vodiku (D) a 200 uM roztok peroxidu vodiku (E); ZvétSeni 200x

Barveni bunék pomoci X-Gal (Sigma):

Barveni bunék UKF-NB-4 pomoci kitu X-Gal nebylo UspéSné. Experiment
za pouziti tohoto barveni byl opakovan né€kolikrat, ale v zaddném ptipadé¢ nedoslo
k o¢ekdvanému zmodrani senescentnich bunck (funk¢nost barviciho kitu byla prokazana
diive, a to pfi barveni bun€k HDFn — potvrzeni senescence). Dal§i moZnosti prokazani
senescence by byl ditkaz zvySené exprese proteini p21 a p53 pomoci elektroforézy

a nasledného western-blotu, ktery jiz nebyl soucasti této prace.
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5. Diskuze

Tato prace se zabyva indukci senescence ve dvou bunéénych liniich, jednou z nich
je lidska fibroblastova linie, kterd piredevs§im slouzila k optimalizaci pouzivanych metod
a k indukei replikativni senescence. K vyvolani replikativni senescence doslo uz ve 26.
a pozdéji ve 29. ,pasdzi“, ¢cimz byl potvrzen urcity pocet bunécnych déleni, nez dojde
k zastaveni bunééného cyklu.

Druhou linii byla neuroblastomova bunécna linie, u které bylo cilem indukovat
senescenci za ucelem zastaveni proliferace. Bunky této bunécné linie byly vystaveny
peroxidu vodiku v koncentracich vysSich nez je hranice fyziologickych hladin. Tyto
zvySené koncentrace peroxidu vodiku mély za nésledek vyvolani senescence indukované
stresem. Tato senescence ovSem nebyla potvrzena pomoci histochemického barveni,
ale pouze nalezem typickych morfologickych zmén. Pro dalsi experimenty by proto bylo
vhodné zvolit jiné markery nez je test za vyuziti s-galaktosidazy.

Senescence je jednou z bunéénych odpovédi na stres. Jak jiz bylo diive zminéno,
tak mlze mit na organismus nejen pozitivni, ale 1 negativni uc¢inek. Stale nam ovSem chybi
plné porozuméni role senescence v bunécnych mechanismech. Je vSak jiz prokazano,
ze senescence ma v raném veéku protinddorové ucinky, ale pozdéji je jednou z hlavnich
pficin starnuti. S rostoucim vékem dochazi totiz ke zvySovani poctu senescentnich bunck
v organismu. Vzhledem k tomu, Ze jednou z jejich pozitivnich vlastnosti je oprava
poranéné tkané, dalo by se teoreticky ptedpokladat, ze s rostoucim poctem senescentnich
bunck by se méla zlepSovat regenerace organismu. K tomu ovSem nedochazi, spisSe naopak
nartsta pocet se stafim spojenych chorob. Z toho lze usuzovat, Zze pozitivni vliv maji
senescentni bunky na organismus pouze pokud se na poskozeném misté vyskytuji jen
pfechodné, jak bylo dokdzano pii pozorovani senescentnich bun¢k v kizi béhem hojeni
a béhem starnuti [73].

Ptipadné 1ze indukci senescence vyuzit jako terapeutického procesu, pficemz ji
muze byt dosazeno ionizacnim zarenim nebo chemoterapii poskozujici DNA [74]. Tim ale
op¢t nartistd pocet senescentnich bunc¢k v organismu, které jej mohou poskodit. Z toho
davodu je zapotiebi tyto buiiky néjakym zptisobem odstranit. Piiznivé vysledky by mohla
pfinést kombinace 1écby, kterd by indukovala senescenci nadorovych bunck a soucasné

by byla schopna je nésledné odstranit z organismu. Problémem by ovSem mohlo byt
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samotné odstranéni senescentnich bunék. Ty se totiz ucastni celé fady bunéénych procest
a jejich odstranéni tak miize mit nepfedvidatelny vliv na cely organismus. I piesto by
mohla byt indukce senescence pouzivana jako jedna z terapeutickych moznosti 1éCeni

rakoviny.
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6. Zavér

V obou testovanych bunéénych liniich vystavenych plisobeni rtiznych koncentraci
peroxidu vodiku byly patrné fenotypické znaky spojené se senescenci. V lidské
fibroblastové bunécéné linii HDFn byly patrné senescentni buiiky po obarveni kitem
pro X-Gal. Soucasné byla v této linii patrna zévislost poctu senescentnich bunék
na koncentraci roztoku peroxidu vodiku, coZ bylo dokézdno pocitanim B-Gal-pozitivnich
senescentnich bun¢k.

Ve druhé bunécné linii, tedy v lidské neuroblastomové linii UKF-NB-4, nebyla
senescence prokazatelnd pomoci barveni kitu pro X-Gal, i kdyz buiiky ovlivnéné roztokem

peroxidu vodiku vykazovaly morfologické rysy spojené pravé se senecenci.
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