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Abstrakt: 

Buněčná senescence je definována jako ireverzibilní zástava buněčného cyklu způsobená 

různými faktory a procesy, které činí životaschopné a fungující buňky nefunkčními, což brání 

normální homeostáze tkání. Stav senescence může být navozen mnoha endogenními a 

exogenními induktory a je úzce spojen s věkem, patologiemi souvisejícími s věkem, 

poškozením DNA, degenerativními poruchami, supresí a aktivací nádorů, hojením ran a 

opravou tkání. Existují však protichůdná zjištění týkající se spouštěcích mechanismů, 

specifických biomarkerů a postupů detekce senescentních buněk. To může být částečně 

způsobeno existencí široké škály in vivo zvířecích nebo lidských modelů akcelerovaného 

stárnutí, které byly použity ke studiu senescence a také k identifikaci a testování senolytik. 

Tato práce je zaměřena na optimalizaci a validaci postupu testování potenciálně senolytických 

látek na in vitro i in vivo modelech senescence, konkrétně replikativní senescence (model 

přirozeného stárnutí) a radiací indukované senescence (akcelerovaný model stárnutí). V in vitro 

části experimentu byly otestovány biomarkery senescence na lidských buněčných liniích, 

3 linie byly nakonec použity i pro následné testování látek. Potenciálně senolytické látky byly 

identifikovány pomocí optimalizované SER (Saddle-Edges-Ridges) spot analýzy obrazu 

založené na SA-β-galaktosidázové aktivitě za použití vysokokapacitního skríningu. Při in vivo 

experimentech na myších modelech byly jako biologický materiál využity nestandardně buňky 

chlupových folikulů, jejichž možnosti využití a potenciál byl taktéž zahrnut do této práce. 

Neinvazivní odběr a následná práce s chlupovými folikuly dbá na velmi aktuální tématiku 

pravidel 3R (z angl. replace, reduce and refine) a vede k dodržování co nejhumánnějších 

podmínek při práci s laboratorními zvířaty.  Mimo to byly identifikovány 3 senolyticky působící 

látky (S1, S2 a S3), které mají velký potenciál sehrát svou roli na poli senoterapie. 

Všechny uvedené výsledky by mohly v blízké budoucnosti pomoci při identifikaci senolyticky 

aktivních sloučenin a přispět k posunu v oblasti výzkumu stárnutí, která je velmi živým a 

pulzujícím biomedicínským tématem a má potenciál nabídnout personalizovaná řešení 

pro zvýšení lidské dlouhověkosti i kvality života. 

  



 

 
 

Abstract: 

Cellular senescence is described as irreversible cell cycle arrest caused by diverse factors and 

processes that turn viable and functioning cells dysfunctional and prevent normal homeostasis. 

Senescence is induced by many endogenous and/or exogenous factors and is closely connected 

with age, age-related pathologies, DNA damage, degenerative disorders, tumor suppression and 

activation, wound healing, and tissue repair. Although, there are inconsistent opinions regarding 

trigger mechanisms, specific biomarkers, and senescent cell detection methods. This may be 

caused, at least in part, by the existence of a wide variety of in vivo models of accelerated aging 

that have been used to study senescence as well as to identify and examine senolytics. 

This work focuses on the optimization and validation of the potentially senolytic compounds´ 

testing procedure using in vitro and in vivo senescence models, specifically replicative 

senescence (model of natural aging) and radiation-induced senescence (accelerated model 

of aging). In the in vitro part of the experiments, various biomarkers and methods were tested 

on human cell lines, of which three were, in the end, also used for high throughput screening 

of senolytic compounds. Possible senolytic agents were identified by the optimized SER 

(Saddle-Edges-Ridges) spot image analysis based on SA-β-galactosidase activity using high 

throughput screening. In in vivo experiments on mouse models, a non-standard biological 

material - mouse hair follicle cells - was used, and the possibilities of their use and potential 

were also included in this work. Non-invasive sampling and subsequent work with hair follicles 

pay attention to the very current topic of the 3R rules (replace, reduce and refine) and lead 

to compliance with the most humane conditions when working with laboratory animals. 

In addition, 3 senolytic agents (S1, S2 and S3) were identified as having a great potential to 

play their role in the field of senotherapy. 

All presented results given in this thesis could help to identify senolytically active compounds 

and contribute to a shift in aging research that is a very lively and vibrant biomedical topic and 

has the possible capability to ultimately offer personalized solutions to increase both human 

longevity and quality of life.  
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1. Teoretický úvod 

1.1 Senescence 

Senescence a stárnutí jsou velmi úzce spřažené děje, ne však ekvivalentní. Stárnutí je 

předvídatelná přirozená postupná reakce v organizmu a dochází k němu v důsledku procesů 

podporujících stárnutí jako je poškození DNA, peroxidace a/nebo chybné skládání proteinů, 

což vede k buněčné smrti nebo k senescenci. Naopak senescence je popisována jako stabilní 

ireverzibilní proces zástavy buněčného růstu, který přispívá ke stárnutí a progresi onemocnění 

souvisejících se zvyšujícím se věkem, ale na druhou stranu také fyziologicky chrání 

mnohobuněčné organizmy před neoplázií [1]. Permanentní zástavu proliferace na buněčné 

úrovni poprvé pozorovali a studovali Hayflick a Moorehead v roce 1961 a prokázali, že 

životnost primárních lidských buněk je omezena přibližně na 60 dělení [2]. Od této chvíle se 

senescence stala diskutovaným tématem na poli biomedicínského výzkumu. Obecné vlastnosti 

senescentních buněk byly detailně popsány již dříve, v dnešní době se pozornost ubírá 

především směrem k lepšímu porozumění molekulárních mechanismů vedoucích k indukci 

senescence, dráhám spojeným se senescencí a samozřejmě k identifikaci potenciálních 

molekulárních cílů terapie [3–5]. Nedávno byly publikovány studie zabývající se možností 

selektivní eliminace senescentních buněk z tkání vedoucí ke zmírnění příznaků onemocnění 

a dokonce k regeneraci [6–8]. V důsledku těchto zjištění se definice senescence z původní 

charakteristiky dle Hayflicka [2] a některých dalších autorů [9,10] vyvinula a změnila. 

V současnosti je senescence popisována spíše jako buněčný stav, který odpovídá na různé 

vnitřní i vnější podněty (Obrázek 1). Tyto podněty směřují a mění vnitřní fungování buňky a 

mohou tím navodit senescenci. Příkladem takových podnětů je např. aktivace onkogenu, 

působení oxidativního stresu, dysfunkce mitochondriálního aparátu, ozáření a expozice 

nejrůznějším chemoterapeutickým látkám [5]. V několika předchozích letech byla také četně 

diskutována teorie oxidačního stresu, která je založená na hypotéze, že během stárnutí buňky 

ztrácí svou funkci v důsledku poškození vyvolaného volnými radikály (z angl. reactive oxygen 

species, ROS) [11]. Nástup senescence není spojen pouze se zástavou buněčného cyklu, ale i 

s morfologickými a fenotypovými změnami, k nimž dochází v průběhu úvodní fáze. Buňky 

získávají nový pozměněný tvar, jsou zploštělé a zvětšené. Změna morfologie je doprovázena 

typickými projevy jako remodelace jaderného chromatinu, jež vede ke změnám transkripčního 

profilu buňky, také ztráta laminu B1, což vysoce ovlivňuje strukturu jaderné membrány, 

spuštění oxidativního metabolizmu v mitochondriích, a hlavně aktivace drah vedoucích 



 

10 
 

k rezistenci buňky na apoptózu (z angl. Senescent Cells Anti-apoptotic Pathway, SCAP). 

Buněčná senescence s sebou také přináší zvýšení lysozomálního obsahu, což může být reakce 

buňky na nahromadění poškozeného organického materiálu nebo jednoduše následek zástavy 

buněčného dělení. Nejtypičtějším představitelem z řad lysozomálních enzymů v kontextu 

senescence je β-galaktosidáza, jejíž aktivita je často měřena a považována za marker senescence 

(z angl. Senescence-Associated β-galactosidase activity, SA-β-gal). V posledních letech se také 

často hovoří o sekrečním fenotypu senescentních buněk (z angl. Senescence-Associated 

Secretory Phenotype, SASP). Typické znaky senescentních buněk jsou ilustrovány na Obrázku 

2. Navíc můžeme zmínit autofágii, která je zatím ne přesně známým způsobem spojena se 

senescencí [9]. Autofágie je proces degradace poškozených makromolekul a organel probíhající 

v buněčných lysozomech, a to jako následek působení stresových podnětů, celý proces přispívá 

k homeostáze organizmu. Může být spojována jak s apoptózou, tak se senescencí [12]. Je 

zajímavé, že zvýšená úroveň autofágie vede k buněčné smrti, zatímco inhibice autofágie může 

vyvolat senescenci [13,14]. Například proces autofágie probíhající v nádorových buňkách může 

interferovat s apoptózou [15], ale v některých případech může skutečně navodit buněčnou smrt  

[16]. Podobné protichůdné důkazy existují i pro senescenci. V některých případech působí 

autofágie jako senescenci podporující induktor [17], zatímco v jiných situacích u určitých typů 

buněk může narušení autofágie také vést k progresi senescence [18]. Většina recentní literatury 

naznačuje, že výsledek vzájemného působení autofágie a senescence závisí na typu buňky, 

mikroprostředí a nejspíš i na dalších okolnostech. 

Význam a role senescence v organismech je kontroverzní: senescence může být považována 

za velmi užitečný typ obrany buněk, jelikož patří mezi důležité a účinné protinádorové 

mechanismy, také hraje roli při embryonálním vývoji a při hojení ran. Nicméně může být brána 

také jako škodlivý buněčný stav vzhledem k tomu, že při akumulaci senescentních buněk 

dochází ke snížení funkční a regenerativní kapacity tkání, což vede ke stárnutí, degeneraci tkání 

a rakovině [10]. Oba tyto pohledy na senescenci jsou zřejmě správné, ale vždy záleží 

na okolnostech, kontextu, věku a zdravotním stavu jedince. 
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Obrázek 1: Buněčná senescence může být indukována několika podněty. Jako první bylo identifikováno 

zkracování telomer, které úzce souvisí s tzv. replikativní senescencí. Také genomické změny včetně 

poškození DNA, aktivace onkogenu, aneuploidie a epigenetické alterace mohou vést k senescenci. 

Mezi další faktory, které mohou přispět k nevratné zástavě buněčného cyklu, patří mitochondriální 

dysfunkce, rozsáhla tvorba ROS a metabolická dysregulace (adaptace obrázku z Přílohy 1). 
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Obrázek 2: Hlavní znaky buněčné senescence. Mezi biomarkery silně svázané se senescencí a 

pozorované u většiny senescentních buněk patří změny velikosti a tvaru. Ostatní rysy uvedené na tomto 

obrázku nejsou pro senescenci výlučné, ale jsou hromadně považovány za charakteristické znaky. 

Senescentní buňky běžně vykazují aktivaci drah p53 a/nebo p16 vedoucích k ireverzibilní zástavě 

buněčného cyklu, změny chromatinu a narušení jaderného obalu. Velmi často bývá pozorována i 

zvýšená činnost a počet lysozomů ústící v nárůst aktivity SA-β-galaktosidázy, která je zřejmě nejčastěji 

používaným markerem senescence. Senescentní buňky mohou také vykazovat silnou parakrinní sekreci 

(SASP), závažné mitochondriální poruchy spojené s aktivací antiapoptických drah a různé další 

vlastnosti (adaptace obrázku z Přílohy 1). 
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Indukce a průběh senescence je ovládán dvěma hlavními signálními dráhami, které mohou být 

aktivovány různými vnitřními a vnějšími stimuly. Jedná se o aktivaci drah p53 a/nebo p16INK4a. 

Protein p53 a jeho efektor p21 je zcela esenciální pro spuštění první úvodní fáze senescence, 

během níž dochází k zástavě buněčného dělení, avšak buňky zůstávají metabolicky aktivní. 

Role p53 se během této fáze odvíjí od své koncentrace, post-translačních modifikací a působení 

mikroprostředí. Během iniciace senescence prudce roste exprese p21, která na druhou stranu 

velmi rychle klesá s postupující propagací senescence do další fáze. P21 významně přispívá 

k zastavení buněčného cyklu v G1/S a G2/M fázi buněčného cyklu specifickou modulací 

aktivity některých molekulárních cílů proteinu p53 jako jsou CDC25B (Cell Division Cycle 

25B), CDC25C (Cell Division Cycle 25C) a survivin [19–21]. V tuto chvíli je senescence stále 

reverzibilní. Jakmile buňka projde kritickým bodem a vstoupí do druhé udržovací fáze, 

senescence se stává ireverzibilní. Druhá fáze je řízena dráhou p16INK4a/pRb [22,23] (Obrázek 

3), koncentrace p16 dramaticky stoupá, tudíž hraje v této fázi hlavní roli. Proteiny p16 a p21 

inhibují aktivitu cyklin-CDK (cyklin dependentní kináza) komplexů, čímž regulují fosforylaci 

proteinů z Rb rodiny a expresi jejich cílového genu E2F [24]. Se senescencí jsou spojovány tři 

proteiny z Rb rodiny - Rb/p105, p107, a Rbl2/p130. Postupný rozvoj senescence záleží obzvlášť 

na funkci Rbl2/p130 tvořící komplex s E2F-4, jenž reguluje cílové geny proteinu E2F. Pokud 

buňka dostane podnět k progresi buněčného cyklu, komplex Rbl2/p130/E2F-4 je inaktivován 

působením CDKs. Nicméně pokud jsou CDKs inhibovány, Rb proteiny zůstávají aktivní a 

potlačují progresi buněčného cyklu [25–28]. A proto proteiny z Rb rodiny, především 

Rbl2/p130, hrají významnou roli v regulaci buněčného cyklu a senescence. Z recentních studií 

vyplývá, že celá Rb rodina je zapojena do řízení senescence, avšak přesná funkce většiny jejich 

členů teprve čeká na objasnění [29,30]. 
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Obrázek 3: Aktivace senescence prostřednictvím drah p53 a p16INK4a. Mnoho vnitřních i vnějších faktorů 

může vyvolat senescenci skrz tyto dráhy. Za specifických podmínek p16 aktivuje CDK4/6, což vede 

k akumulaci pRb a regulaci transkripčních faktorů E2F a následně k indukci senescence. Poškození 

DNA a DDR (angl. DNA-damage response) může také vést k regulaci ATM-Chk2 (z angl. ataxia-

telangiectasia mutated - Checkpoint Kinase 2) nebo ATR-Chk1 (z angl. ATM and Rad3-related - 

Checkpoint Kinase 1) a tím k aktivaci p53 a p21 [10] (adaptace obrázku z Přílohy 1).  

 

Buněčná senescence spuštěná výše popsaným způsobem se nazývá senescencí primární a 

můžeme ji odlišit od senescence sekundární. Buňky v primární senescenci jsou totiž schopné 

indukovat sekundární senescenci v dalších doposud proliferujících buňkách. K tomuto 

fenoménu dochází dvěma způsoby: (1) šíření senescence je možné skrze sekreci SASP faktorů 

do okolí senescentních buněk (parakrinní senescence), (2) nebo kontaktem mezi buňkami 

různého typu (juxtakrinní senescence). Sekundární senescence tak umožňuje zprvu menšímu 

počtu senescentních buněk s replikační neschopností zvýšit svůj počet, šířit se do vzdálenějších 

míst v organizmu, a tím i dále přispívat k projevu patologií souvisejících s věkem [31].  
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1.2 Biomarkery senescence a jejich detekce 

Senescentní buňky vykazují řadu morfologických a biochemických charakteristických rysů, 

které je možné využít k jejich detekci in vitro a/nebo in vivo [32,33]. Jelikož žádný jednotlivý 

marker není dostatečně specifický, ke zvýšení specificity a jednoznačné identifikaci 

senescentních buněk se používá kombinace markerů i analytických technik. Některé známé 

markery z různých skupin jsou uvedeny v přehledu v Tabulce 1 na konci kapitoly. Jak již bylo 

zmíněno, senescentní buňky jsou obvykle velké a zploštělé, což lze jednoduše pozorovat 

pomocí světelného mikroskopu nebo průtokové cytometrie (z angl. flow cytometry, FCy) 

[34,35]. Mezi další běžně užívané způsoby detekce senescentních buněk patří 

imunofluorescence (IF), imunohistochemie (IHC), westernblot analýza (WB), reportérové 

analýzy, inkorporace barviv, enzymatické značení, polymerázová řetězová reakce (z angl. 

polymerase chain reaction, PCR), fluorescenční in situ hybridizace (FISH) a ELISA (z angl. 

enzyme-linked immunosorbent assay). Nejvhodnější způsob detekce se vždy odvíjí 

od konkrétních cílů experimentu a zvoleného modelu senescence.  

1.2.1  Markery odvozené od morfologických a strukturních změn 

První hlavní skupina zahrnuje markery senescence asociované se strukturními a 

morfologickými změnami ve stárnoucích buňkách. Kromě již zmíněných změn ve velikosti a 

tvaru senescentních buněk, je tento stav velmi často doprovázen zvýšenou lysozomální 

aktivitou, kterou je možné detekovat pomocí enzymatického barvení [33]. Zvláště významná je 

aktivita SA-β-galaktosidázy - lysozomálního enzymu spjatého se senescencí, jehož optimální 

pH je 6,0 a lze jej detekovat barvením [36–38] (Obrázek 4). Již velmi dlouhou dobu je SA-β-

gal zlatým standardem detekce senescentních buněk, ale některé recentní studie zpochybňují 

její specificitu. Např. SA-β-gal je aktivní v neuronech [39] a je exprimována ve vyvíjejících se 

embryích [40], ale ani v jednom ze zmíněných případů se nejedná o aktivitu enzymu plynoucí 

ze stárnutí. Jako marker tedy není dokonalá, ale i přes drobné pochyby ohledně specificity 

zůstává celosvětově vedoucím markerem senescence. Pro zvýšení přesnosti se často využívá 

kombinace více markerů. Dále je možné barvením detekovat zvýšenou aktivitu enzymu 

SA- α- fukosidáza, která je součástí výbavy lysozomů společně s SA-β-gal. Důležité je ale 

zmínit, že i přes popularitu SA-β-gal, zvýšená regulace SA-α-fukosidáza v senescentních 

buňkách je mnohem více specifická [41]. Velmi užitečným markerem může být i lipofuscin - 

žlutohnědý pigment hromadící se v lysozomech, obsahující zbytky degradovaných nebo 

metabolizovaných lipidů, oxidovaných proteinů či kovů - jenž se akumuluje v těle se 



 

16 
 

zvyšujícím se věkem. K jeho detekci postačí světelný mikroskop, lze využít jeho 

autofluorescenci nebo použít barvení Súdánskou černí B (z angl. Sudan Black B, SBB) [42,43]. 

Pro vysoce citlivou detekci lipofuscinu byla dokonce navržena a připravena nová molekula 

obsahující biotin s navázaným analogem SBB. Nazývá se GL13 a je možné ji po navázání 

na lipofuscin v buňkách vizualizovat pomocí specifické protilátky namířené proti biotinu [44] 

(Obrázek 5).  

 

Obrázek 4: Enzymatické barvení SA-β-galaktosidázy pomocí kitu od Cell Signaling Technology 

(#9860). Názorný příklad barvení buněk v replikativní senescenci a senescenci indukované etoposidem. 

Obrázek upraven z návodu výrobce (https://www.cellsignal.com/products/cellular-assay-

kits/senescence-b-galactosidase-staining-kit/9860). 
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Obrázek 5: Barvení lipofuscinu pomocí analogu SBB - GL13. Názorný příklad barvení buněk 

v replikativní senescenci a senescenci indukované radiací. Obrázek upraven z [45]. 

Následující třída indikátorů senescence zahrnuje molekuly odpovídající na poškození DNA 

(DDR), jejich exprese je obvykle vizualizována imunofluorescenční technikou [33]. V tomto 

kontextu nejčastěji využívanou a velmi dobře známou molekulou z řad DDR proteinů je 

bezpochyby γH2AX. Histon H2AX v tomto případě nese serin fosforylovaný na pozici 139 

(Ser-139) a v této formě se akumuluje v místech dvouvláknových zlomů (z angl. double strand 

break, DSB) [46], čímž prakticky rekrutuje další členy DDR kaskády a následně i umožňuje 

detekci ostatních proteinů účastnících se oprav DSBs. V místě vzniku dvouvláknového zlomu 

DNA dochází k vazbě MRN komplexu, který je tvořen třemi proteiny (Mre11/Rad50/NSB1), 

hraje klíčovou roli při vyhledávání DSBs [47], váže a aktivuje proteinkinázy ATM a ATR [48]. 

Všechny zmíněné proteiny tedy mohou být využity jako indikátory buněčného stárnutí. Dalšími 

významnými markery v rámci této skupiny jsou určitě 53BP1 (z angl. tumor protein p53 

binding protein), který kolokalizuje s γH2AX [49]; MDC1 usnadňující zapojení ATM kinázy a 

tím i další fosforylaci H2AX [50]; Rad17, který odpovídá na lokální replikační stres [51] a TIFs 

(z angl. telomere dysfunction induced foci) tedy části DNA, kde telomery neplní svou funkci, 

tato místa jsou odhalená a tím pádem rozpoznaná jako DSBs [52]. Zkracování zmíněných 
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telomer a/nebo snížená exprese telomerázy může rovněž sloužit jako jeden z užitečných 

markerů replikativního stárnutí buněk a navíc jsou tyto změny jednoduše měřitelné pomocí 

qPCR (kvantitativní PCR, z angl. quantitative PCR) nebo FISH metodou [53].  

Předčasná senescence může být navíc indukována v lidských i myších buňkách, a to působením 

oxidativního stresu, konkrétně například vystavení reaktivním formám kyslíku nebo 

peroxidům. Tyto a další stresové faktory podněcují produkci volných kyslíkových radikálů 

v buňkách, čímž je narušena rovnováha mezi antioxidační kapacitou buňky a množstvím ROS. 

Tato dysbalance vede k poškození DNA, následně k DDR, což může navodit senescenci [54]. 

A proto není překvapením, že někteří autoři spojují indukci senescence i s mitochondriální 

dysfunkcí. Mitochondrie jsou totiž hlavním producentem ROS. Nicméně je nutné podotknout, 

že vyvolání senescence působením oxidativního stresu zahrnuje složité a zatím ne dokonale 

popsané procesy. Každopádně nedávno byly mitochondriální ROS označeny jako esenciální 

induktor senescence skrze oxidativní stres. Senescentní model s uměle navozenou 

mitochondriální deplecí prokázal zástavu buněčného cyklu, avšak bez projevu hlavních 

klíčových znaků buněčného stárnutí: nedošlo ke zvýšení  SA-β-gal aktivity, mnoho faktorů 

SASP absentovalo a navíc vůbec nebyla prokázána zvýšená exprese p16 a  p21 [55]. Vzhledem 

k tomu, že oxidativní stres může vyvolat senescenci i bez projevu klasických markerů, stávají 

se ROS a zejména mitochondriální ROS potenciálním kandidátem na specifický marker 

senescence vyvolaný oxidativním stresem. Takovéto biomarkery by bylo možné detekovat 

fluorescenčně nebo pomocí průtokové cytometrie [56]. V lidských buňkách můžeme sledovat i 

další slibné markery senescence - epigenetické změny, tedy změny genové exprese bez alterace 

nukleotidové sekvence DNA [57]. Opravdu významným příkladem může být formování tzv. 

SAHF (z angl. Senescence-Associated Heterochromatin foci). SAHF lze popsat jako 

heterochromatinové domény, ve kterých díky epigenetickým změnám dochází k umlčení genů, 

jejichž produkty jsou za normální situace proteiny podporující proliferaci [58]. SAHFs jsou 

velmi jednoduše detekovatelné pomocí barvení DAPI nebo Hoechst 33342 s následnou 

vizualizací konfokálním mikroskopem [33]. V takovýchto nahuštěných strukturách je vázáno 

velké množství proteinů včetně heterochromatin proteinu 1 (HP1) a methylované formy histonu 

H3K9 [59], jež mohou být stanoveny pomocí IF a tím pádem sloužit jako marker senescence 

(Obrázek 6). Další zajímavou strukturní formací v rámci epigenetických změn senescentních 

buněk jsou bezesporu DNA-SCARS (z angl. DNA segments with chromatin alterations 

reinforcing senescence). Jsou to části chromatinu s trvalým poškozením DNA, kde jsou 

navázány DDR proteiny a PML tělíska (z angl. promyelocytic leukaemia protein). Propojení 
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DNA-SCARS a DDR signalizace je ilustrováno na Obrázku 7.  DNA-SCARS mohou být 

řazeny mezi téměř univerzální markery senescence, jelikož jsou přítomny u většiny subtypů 

senescence [60]. Také struktura jaderného obalu může v průběhu senescence podléhat změnám, 

což samozřejmě ovlivňuje jak jadernou morfologii, tak genovou expresi. S tím souvisí ztráta 

laminu B1, která byla pozorována v lidských i myších buňkách podléhajících senescenci 

vyvolané poškozením, replikačním stresem nebo aktivací onkogenu. Navíc v myších tkáních 

můžeme sledovat sníženou hladinu mRNA i proteinu laminu B1 po ozáření a následném 

nástupu senescence, což dělá z laminu B1 další velmi cenný biomarker. Množství laminu B1 

v jaderné membráně buněk může být detekována pomocí qPCR, IF nebo WB [61].  

 

Obrázek 6: Vizualizace SAHF pomocí DAPI. Názorný příklad kolokalizace SAHF s vybranými 

histonovými variantami v buňkách vykazujících senescenci indukovanou aktivací onkogenu H-RAS . 

Obrázek adaptován z [58]. 
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Obrázek 7: DDR signální dráhy mezi buňkami s trvalým poškozením DNA a jejich mikroprostředím. 

A) Extracelulární signalizace například přes TGF-β dráhu (z angl. transforming growth factor β) může 

posílit DDR a spustit tvorbu DNA-SCARS, které následně vedou k projevu senescentního fenotypu 

včetně sekrece SASP. SASP faktory působí pozitivní zpětnovazebnou smyčkou a posilují projevy 

senescence. B) DDR kaskáda reaguje na přetrvávající přítomnost DNA-SCARS v buňce aktivací 

vybraných transkripčních faktorů a tím dochází k zvýšené transkripci SASP faktorů. Obrázek upraven 

z přehledového článku [62]. 

1.2.2  Markery odvozené od zástavy buněčného cyklu 

Existuje několik důležitých markerů exprimovaných při buněčném dělení/buněčném cyklu. 

Takovýto typ markeru by měl v senescentních buňkách absentovat, jelikož mají zastavený 

cyklus a dále se nedělí. Zejména zmiňme testy založené na inkorporaci bromodeoxyuridinu 

(BrdU) [63] a/nebo 5-ethynyl-2´-deoxyuridinu (EdU) [64], jež by měly prokázat sníženou nebo 

žádnou úroveň syntézy DNA. Senescentní buňky by také neměly vykazovat expresi Ki67 - 
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proteinu, který je exprimován výlučně v proliferujících buňkách napříč všemi fázemi 

buněčného cyklu (kromě G0) [65], Obrázek 8. 

 

Obrázek 8: Převrácený vztah mezi GL13 barvením senescencích buněk a inkorporací proliferačního 

markeru Ki67 na příkladu buněčné senescence indukované frakcionovaným zářením. Adaptace z [45]. 

Jak by se dalo očekávat, také proteiny náležící do drah spouštějících zástavu buněčného cyklu 

a senescenci, a to především dráhy p16/RB a p53/p21, jsou velmi často používanými markery. 

Především se jedná o p16INK4a, pRB, fosfo-pRB nebo p21, p53 a fosfo-p53, jejichž nadměrná 

exprese v senescentních buňkách bývá detekována pomocí IF, IHC a/nebo WB [66]. Méně 

známými proteinovými markery z těchto drah jsou například DEC1  a PPP1A. DEC1 je 

transkripční faktor se základním strukturním motivem helix-smyčka-helix (z angl. helix-loop-

helix) a zprostředkovává nástup předčasné senescence v závislosti na expresi p53 [67]. PPP1A 

je katalytická podjednotka PP1α, která je aktivní součástí p53 dráhy v průběhu senescence 

vyvolané aktivací onkogenu (z angl. oncogene-induced senescence, OIS) [68].  

1.2.3 Markery odvozené ze sekrečního fenotypu (SASP) 

Sekreční fenotyp senescentních buněk lze charakterizovat jako extenzivní produkci 

prozánětlivých látek to okolí, jejichž nedílnou součástí jsou především cytokiny [69]. Sekrece 

SASP faktorů do mikroprostředí ve tkáních se spouští během senescence vyvolané poškozením 

nebo onkogenem a je detekována pomocí WB, ELISA nebo specifickými SASP testy. Velmi 

diskutovaným tématem je detekce dalších látek a struktur, které jsou svým způsobem 

asociovány se SASP faktory. Avšak potvrdit buněčnou senescenci na základě těchto 
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přidružených markerů je velmi komplikované a výsledky mohou být zavádějící, jelikož 

za určitých podmínek mohou být takové látky produkovány i buňkami nesenescentními. 

Nedávno byla zveřejněna databáze shrnující tyto poznatky pod názvem The SASP Atlas protein 

database, nalezneme zde údaje jak o solubilních faktorech, tak o exozomech [70], schématicky 

znázorněný proces jejich identifikace je na Obrázku 9. V této databázi je možné hledat podle 

různých kritérií: a) podle buněčného typu - jsou k dispozici informace získané z fibroblastů a 

epiteliálních buněk, b) podle typu indukce senescence - radiace, aktivace onkogenu, ošetření 

atazanivirem nebo c) můžeme získat informace o exozomech produkovaných senescentními 

buňkami po ozáření či aktivaci onkogenu (http://www.saspatlas.com/). Mezi nejznámější SASP 

faktory sekretované senescentními buňkami patří signální molekuly jako interleukiny (př. IL-6 

a IL-8), chemokiny, membránové adhezní molekuly [71] a další růstové faktory [72]. 
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Obrázek 9: Názorné schéma procesu identifikace SASP faktorů, které bylo použito při tvorbě The SASP 

Atlas Protein Database. Upraveno podle [70]. 
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1.2.4 Další markery 

Nakonec můžeme zmínit skupinu proteinových markerů, které plní svou funkci v nebo 

na membráně, příkladem jsou během senescence silně exprimované proteiny ICAM-1 nebo 

DEP1 [73]. Navíc senescentní buňky vykazují zvýšenou hladinu anti-apoptických a přežití 

podporujících proteinů jako Bcl-2 nebo Bcl-X. Blok apoptózy lze potvrdit měřením annexinu 

V, který absentuje v senescentních buňkách, nebo detekcí štěpením aktivovaných forem 

určitých kaspáz [6,74].  

V dnešní době panuje neustávající úsilí identifikovat nové a více specifické markery 

senescence, takže by bylo velmi obtížné sestavit kompletní seznam všech markerů a 

potenciálních markerů. Avšak tato kapitola v kombinaci s níže uvedenou tabulkou by mohly 

pokrýt hlavní skupiny biomarkerů senescence i s přiloženými četnými příklady. 

Tabulka 1: Významné biomarkery senescence a metody používané pro jejich detekci. 

znak senescence biomarker 
změna hladiny 

markeru 
typ senescence detekční metoda 

morfologické změny morfologie, velikost široké, zploštělé obecná světelná mikroskopie, FCy 

lysozomální aktivita 

SA-β-galaktosidáza zvýšení obecná enzymatické barvení 

SA-α-fukosidáza zvýšení obecná enzymatické barvení 

lipofuscin zvýšení obecná SBB, GL13 

poškození DNA, DDR 

γH2AX zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

Mre11 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

Rad50 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

NSB1 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

ATM zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

ATR zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

53BP1 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

MDC1 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

Rad17 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

TIF zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

syntéza DNA 
BrdU snížení obecná inkorporace barvy, IF 

EdU snížení obecná inkorporace barvy, IF 

proliferace Ki67 snížení obecná IHC, IF 

dráha p16/pRB  

p16INK4a zvýšení obecná WB, IHC, IF 

pRB zvýšení obecná WB, IHC, IF 

fosfo-pRB zvýšení obecná WB, IHC, IF 

dráha p53/p21 

p53 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením WB, IHC, IF 

p21 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením WB, IHC, IF 

fosfo-p21 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením WB, IHC, IF 

DEC1 zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IHC, IF, speciální test 

PPP1A zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IHC, speciální test 
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Tabulka 1: Významné biomarkery senescence a metody používané pro jejich detekci (pokračování). 

znak senescence biomarker 
změna hladiny 

markeru 
typ senescence detekční metoda 

ROS ROS zvýšení 
obecná/vyvolaná oxidativním 

stresem 
fluorometrie, FCy 

zkracování telomer telomery snížení vyvolaná replikačním stresem qPCR, FISH 

SAHF 

formace SAHF zvýšení obecná/vyvolaná poškozením 
DAPI/Hoechst, konfokální 

mikroskopie 

HP1-gama zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF, IHC 

H3K9-metylace zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

PML tělíska zvýšení obecná/vyvolaná poškozením IF 

jaderná membrána lamin B1 snížení obecná WB, IF, qPCR 

sekrece cytokinů SASP zvýšení 
vyvolaná 

poškozením/onkogenem 
WB, ELISA, SASP-testy 

proteiny plazmatické 

membrány 
ICAM-1, DEP1 zvýšení 

obecná/vyvolaná replikačním 

stresem/onkogenem 
IF, WB, IHC, FCy 

vyloučení apoptózy annexin V, štípané kaspázy absence obecná IF, IHC 

 

1.2.5 Próby detekující senescentní buňky 

V nedávné době bylo popsáno mnoho nově navržených fluorescenčních prób sloužících 

k monitorování SA-β-gal aktivity in vitro. Ale nejprve byly próby validovány pouze na lidských 

buňkách transfekovaných plazmidem, který nesl gen lacZ z Escherichia coli, což vedlo 

k nadměrné expresi bakteriální β-gal v cytoplazmě buněk. Tento model tedy neodrážel 

opravdovou endogenní aktivitu enzymu β-gal způsobenou senescencí. Úplně první 

fluorescenční próba na vyhledávání senescentních buněk in vitro byla testována na lidských 

diploidních fibroblastech, které podléhaly replikativní senescenci. Tato fotostabilní próba 

emituje světlo ve spektru od modré po žlutou v závislosti na aktivitě β-gal a navíc vykazuje 

velmi nízkou toxicitu [75].  Dále byla představena sonda Gal-Pro emitující v téměř 

infračerveném spektru s vysokou fotostabilitou, která rychle a přesně odpovídá aktivitě β-gal 

v živých buňkách podstupujících senescenci vyvolanou oxidativním stresem [76]. Obě próby 

se liší v chemické struktuře, ale podobají se v principu zapínání. Zprvu jsou v buňkách 

nefluorescenční (OFF režim), ale aktivitou β-gal mohou být konvertovány na fluorescenční 

formu (ON režim). Přepnutí na ON režim vede k emisi detekovatelného spektra světla.  

Několik prací také popisuje možnosti in vivo detekce senescentních buněk v myších tkáních 

právě pomocí prób. Například próba AHGa je OFF/ON fluorescenční sonda obsahující ve své 

struktuře vazbu, již je možné hydrolyzovat enzymem β-gal. Tímto systémem byla prokázána 

přítomnost senescentních buněk v myších tkáních po podání chemoterapeutik [77]. Dále 

můžeme zmínit nedávno představenou sondu NIR-BG (z angl. near-infrared + β-galactosidase) 

detekující senescentní buňky jak v buněčných kulturách, tak v myších modelech senescence. 
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NIR-BG velmi dobře reaguje v modelech senescence po indukci některými látkami, radiací i 

chemoterapeutiky, Obrázek 10 [78]. Nicméně momentálně je klinická aplikace těchto prób 

velmi limitována kvůli jejich nízké schopnosti penetrace, což znemožňuje detekci 

senescentních buněk pomocí MRI nebo PET.  

 

Obrázek 10: Aktivace NIR-BG próby v senescentních buňkách. Próba je aktivována uvnitř buněk SA-

β-galaktosidázou. Detekce fluorescence: excitační λ = 660 nm, emisní λ = 708 nm. Obrázek podle [78]. 

1.3 Buněčné modely senescence 

In vitro experimenty jsou používány ke studiu biologických jevů v kontrolovaném a předem 

specifikovaném prostředí, což potenciálně umožňuje detailní analýzu více jevů najednou. 

Nicméně kultivační láhve s buňkami a/nebo tkáněmi nedokážou dokonale napodobit prostředí, 

podmínky a vliv mnoha očekávaných i neočekávaných faktorů, kterým čelí buňky ve tkáních 

intaktního organismu. V podstatě existují dva přístupy studia senescence: (1) vyvolání 

senescence v určité buněčné linii pomocí exogenního faktoru anebo (2) použití modelové 

buněčné linie, která byla navržena a připravena právě pro účely studia stárnutí apod. 

Replikativní/replikační senescence (neboli senescence vyvolaná replikativním/replikačním 

stresem) může být indukována jednoduše pasážováním buněk v kultuře. Díky konstantnímu 

zkracování telomer získáme během několika dnů nebo týdnů (v závislosti na buněčném typu a 

konkrétní pasáži) senescentní buňky. Typický protokol na indukci replikativní senescence 
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v lidských diploidních fibroblastech (např. WI-38 nebo IMR-90) zahrnuje popis kultivačního 

postupu, dobu dělení buněk a doporučení ohledně konfluence. Každopádně všechny podmínky 

a parametry je nutné individuálně optimalizovat pro konkrétní buněčný typ [33]. 

Mnoho faktorů může vést k iniciaci předčasné nebo stresem vyvolané senescenci [5]. Nejčastěji 

používaným indukčním faktorem in vitro a in vivo je v tomto případě záření, jehož působení 

vede k akceleraci senescence v nádorových i normálních nenádorových buňkách [79,80]. 

Klíčovým parametrem indukce senescence pomocí záření je bezpochyby použitá dávka: 

všeobecně platí, že nižší až střední dávky (0,5 - 10 Gy) způsobují senescenci, ale vyšší dávky 

(> 10 Gy) mohou vést až k apoptóze. Konkrétní reakce a výsledný stav buňky závisí na míře 

poškození DNA vyvolané zářením a také aktivitě DDR dráhy [81]. Navíc můžeme sledovat 

rozdílný efekt záření při použití frakcionované dávky a dávky podané najednou, přestože 

celková dávka by byla v obou případech stejná. Například frakcionované ozáření nízkou 

dávkou aktivuje p53/p21 dráhu, což vede k projevu silnějšího a výraznějšího senescentního 

fenotypu než v případě jednorázového podání vysoké dávky o stejné celkové hodnotě [82]. 

Tudíž senescence indukovaná zářením závisí na čtyřech rozhodujících faktorech: (1) velikost 

dávky, jež ovlivňuje typ a míru poškození DNA i následnou reparační dráhu; (2) stav cílových 

buněk - př. nádorové a nenádorové buňky nebo odlišně diferencované buňky mohou reagovat 

jiným způsobem; (3) typ buněk/buněčné linie a (4) rychlost buněčného růstu - progrese 

senescence se může lišit i mezi buňkami v témže orgánu [83]. Klasický postup indukce 

senescence radiací ve většině případů doporučuje aplikaci dávky o velikosti 10 Gy.  Následně 

je potřeba buňky monitorovat pomocí světelné mikroskopie a čekat na první fenotypový projev 

- morfologické změny. Poté je možné analyzovat markery senescence, což nastává nejdříve cca 

7 - 10 dní po ozáření [33].  

ROS molekuly jako například peroxid vodíku, superoxidové anionty nebo hydroxylové 

radikály patří taktéž k důležitým indukčním faktorům. Oxidativní stres vycházející z působení 

ROS vyvolává poškození buněk [84], což může navodit senescenci jak v lidských, tak v myších 

buňkách [54,85]. Produkce ROS bývá spuštěna působením exogenních nebo endogenních 

faktorů. Nejvýznamnějším zdrojem ROS jsou mitochondrie, jejichž dysfunkce byla již 

mnohokrát spojena se stárnutím a senescencí [86]. Peroxid vodíku je zřejmě nejčastěji 

užívaným induktorem senescence z řad ROS pro aplikaci in vitro. Aby aplikace H2O2 na buňky 

nevedla k buněčné smrti, je potřeba optimalizovat koncentraci H2O2 a to pro každou linii zvlášť. 

Toto lze provést pomocí dávkově závislého (angl. dose-response) experimentu, ve kterém 

jednoduše sledujeme buněčnou odpověď na různé koncentrace testované látky a vybíráme tu 
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s kýženým účinkem. Vysoké koncentrace ROS navozují apoptózu, zatímco nízké dávky 

aktivují dráhu p53/p21 [87]. Senescenci lze navodit inkubací buněk v růstovém médiu, které 

obsahuje příslušnou koncentraci H2O2 (typicky v rozmezí 50 - 800μM) po dobu čtyř dnů. Tento 

způsob kultivace buněk se opakuje dokola a přitom se kontroluje tvar buněk; nástup předčasné 

senescence je indikován detekcí morfologických změn, které jsou velmi podobné těm v případě 

replikativní senescence [88]. 

Senescence patří k jednomu z anti-neoplastických mechanismů obrany buněk; namísto 

nádorové transformace mohou buňky vstoupit do jakéhosi mezistádia a stát se senescentními. 

I tento proces lze napodobit v laboratorních podmínkách, což umožňuje artificiální indukci 

buněčného stavu podobného senescenci aktivací onkogenu v kombinaci s nahromaděním 

nádorových supresorů jako p53 a p16. Pro tento účel se většinou užívá onkogen Ras [89]; tento 

protokol popisuje transdukci retrovirálního vektoru HRASv12 s následnou puromycinovou 

selekcí buněk. Postup je navržen tak, abychom získali buňky obsahující retrovirus během 6 dní, 

kdy je možné detekovat typické markery senescence [90]. Dále existuje tzv. BJ-Ras systém, 

ve kterém jsou BJ buňky ošetřeny doxycyklinem, což vede k expresi mutantní formy RASv12 

v doxycyklinem indukovatelném konstruktu a k navození senescence (OIS) [91]. Bohužel ale 

manipulace s retroviry vyžaduje vyšší úroveň ochrany a k tomu příslušné vybavení (z angl. 

biosafety level 2, BSL-2), takže implementace takového postupu může být pro některé 

laboratoře komplikací.  

V dnešní době je dokonce možné hledat v existujících seznamech artificiálně připravených 

senescentních buněk, které jsou určené k okamžitému použití v laboratoři [92].   

1.4 Zvířecí in vivo modely senescence 

In vivo studie slouží k potvrzení výsledků získaných během experimentů in vitro a reprezentují 

tedy velmi důležitý mezičlánek propojující pokusy na buňkách a klinické testování. Zvířecí 

modely, zvláště pak modely myší a modely dalších hlodavců, jsou často používány jako 

pokračování a ověření závěrů in vitro testování. Navíc výsledky in vivo experimentů mohou 

poskytovat jinak nedostupný pohled na mechanismus indukce senescence a usnadnit tím 

identifikaci možných terapeutických cílů. Nejdůležitější je, že in vivo modely umožňují 

provádět experimenty na intaktních organizmech jako na celku, a tím zahrnují působení všech 

možných faktorů, kterými jednotlivé tkáně a molekulární dráhy působí na sebe navzájem. 

Obecně lze říci, že uměle působící indukční faktory nebo systémy k vyvolání senescence a/nebo 

stárnutí v myších modelech jsou dost podobné až identické s těmi používanými u modelů 
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buněčných. Jelikož myší modely a metody indukce senescence se liší ve vlastnostech i efektu, 

je potřeba pečlivě zvážit, zda vybraný model vyhovuje plánovaným experimentům a cílům 

práce. 

Jako první zvířecí model senescence zmiňme často používané přirozeně zestárlé myši (většinou 

≥ 2 roky staré) [8], ale tento přístup je extrémně časově náročný. Proto byly navrženy a 

vytvořeny akcelerované myší modely senescence a stárnutí. Tyto modely disponují 

genetickými vlastnostmi podobnými těm, které můžeme sledovat u lidských progeroidních 

syndromů jako Hutchinsonův-Gilfordův syndrom (z angl. Hutchinson-Gilford progeria 

syndrome, HGPS), Wernerův syndrom nebo Trichothiodystrofie [93], čímž zvířata předčasně 

zestárnou a jejich stav se podobá přirozenému stáří. Takto geneticky modifikovaná zvířata 

vykazují abnormální expresi genů kódujících komponenty kontrolních bodů buněčného cyklu 

(Cdkn2a, p53, Bub1b atd.), proteiny účastnící se oprav a údržby DNA (Ercc geny, Polg, Terc 

atd.), proteiny ovlivňující mechanické vlastnosti jádra buněk (Lmna), enzymy zpracovávající 

ROS (Sod2) a komponenty signálních drah (Gsk3a) [94]. V případě mnoha takových modelů 

je možné detekovat senescentní buňky pouze v tzv. konečné (angl. end-point) analýze, ve které 

jako biologický materiál slouží tkáně utracených zvířat. Metody měření senescentních markerů 

v tomto případě zahrnují například RT-PCR (z angl. reverse transcription PCR), analýzu 

proteinů p16 nebo p21 v hluboce zmrazených tkáních, měření aktivity SA-β-gal 

ve vzorku čerstvé tkáně nebo průkaz p16 pomocí IHC ve fixovaných vzorcích. Také lze použít 

imunoblotovací metody na sledování dalších markerů jako ATM, ATR, H2AX, p53, již 

zmíněné p21 a/nebo SASP faktorů. Jako alternatívní biologický zdroj informací může sloužit 

myší krev. Například lze určit míru exprese p16 z lymfocytů v periferní krvi. 

Modifikace sekrečního profilu senescentních buněk se projevují jako změny SASP faktorů 

(chemokiny, cytokiny a metaloproteiny z matrix) a je možné je sledovat pomocí metody 

ELISA, popř. jí podobnými a to z krevní plazmy nebo séra [95]. Dlouhodobého sledování 

senescentních markerů, jako je p16, u živých zvířat je možné dosáhnout pomocí zobrazovacích 

metod. Nejznámějším modelem užívaným k těmto účelům je tzv. p16LUC myš. V buňkách 

těchto myší je artificiálně vložený gen kódující enzym luciferázu pod promotorem p16INK4a. 

Luciferáza je tedy exprimována po aktivaci promotoru p16 během indukce senescence. 

Luciferázu je možné detekovat po injekci příslušného substrátu (luciferin) myším, ten je 

následně zpracován luciferázou, přičemž dochází k vyzáření měřitelné luminiscence. Na rozdíl 

od jiných metod, u takového modelu se eutanázie zvířat provádí až po detekci cílového 

senescentního markeru (v tomto případě p16) a tím se i potvrdí navození senescence [96]. 
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Nevýhodou tohoto modelu je především fakt, že p16 nehraje roli výlučně v senescenci, ale také 

například v tumorigenezi a při hojení ran (Obrázek 11). Luminiscenční signál tudíž může být 

detekován i v jiných případech a použitá zvířata by neměla mít zranění na kůži, ani procházet 

ranou či pozdní fází vzniku nádoru [97]. 

 

Obrázek 11: Využití detekce luminiscenčního signálu v myším modelu p16LUC. Během přirozeného 

stárnutí se postupně akumulují senescentní buňky, signál se v průběhu času objevuje rovnoměrně 

po celém těle. Také je možná detekce vznikajícího tumoru, p16 je exprimována jak v nádorových 

buňkách, tak buňkách stromatu. V místech kožních lézí lze potenciálně pozorovat pozitivní signál, který 

odezní s postupným vyhojením rány. Vytvořeno a doplněno podle [97]. 

Obecně platí, že existuje spojitost mezi zářením a stárnutím. U myší stejně jako u buněčných 

kultur můžeme pomocí ionizačního záření dosáhnout indukce předčasné senescence. Nejčastěji 

se zvířatům aplikuje dávka 5 - 10 Gy najednou nebo frakcionovaně, ale vždy záleží 

na konkrétním myším kmenu; kmeny se mohou odlišovat v citlivosti a odpovědi na určitou 
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dávku záření.  Rovněž záleží na účelu experimentu, ale je možné ozařovat celá zvířata nebo 

pouze část jejich těla, což je všeobecně mírnější přístup. K ozáření jsou vhodné myši ve věku 2 

- 6 měsíců, neozářené myši jsou oproti nim použity jako kontroly. Alternativně je možné použít 

dvě skupiny různého věku, např. 2 měsíce stará zvířata (skupina mladých) a 2 roky stará zvířata 

(skupina starých jako kontrola). Nejčastěji odebírané a dále vyšetřované orgány jsou plíce, játra, 

ledviny, ačkoli mozek může někdy být také cenným zdrojem informací. Ke studiu změn genové 

exprese se využívá izolace nukleových kyselin s následnou PCR analýzou. Pokud chceme 

sledovat a objasnit změny na proteinové úrovni, můžeme navíc použít WB analýzu nebo IF. 

V některých případech může pomoci klasický test SA-β-gal aktivity nebo analýza inkorporace 

BrdU [98–101]. 

I na našem pracovišti jsme nedávno vyvinuli k získávání myších a lidských chlupových a/nebo 

vlasových folikulárních buněk pro účely genotypizace, kvantitativní PCR a kvantitativní IF. 

Folikulární buňky byly odebrány jednoduše a neinvazivně a dále použity pro rutinní 

genotypizaci zvířat a sledování buněčné senescence v přirozeném i experimentálně (radiací) 

indukovaném modelu stárnutí [102] (viz Příloha 2). 

Další způsoby indukce senescence in vivo nejsou zdaleka tak běžné. Oxidativní stres bývá 

používán jen zřídkakdy, s výjimkou modelu s D-galaktózou. D-galaktóza může v myším 

modelu sloužit jako artificiální induktor senescence.  Zvýšená D-galaktóza vyvolává produkci 

ROS a zároveň snižuje kapacitu antioxidačních enzymů. Toto postihuje zejména mozek, což 

vede ke ztrátě paměti, poruchám učení, kognitivním dysfunkcím, akumulaci senescentních 

buněk v mozkové tkáni, zkrácení délky života a celkové slabosti, což dohromady připomíná 

fenotypové projevy stárnutí [103–105]. Kromě použití vysoké dávky D-galaktózy k indukci 

akcelerovaného modelu stárnutí a/nebo modelu akutního stárnutí bylo poměrně nedávno 

prokázáno, že zvýšená akumulace konečných produktů pokročilé glykace a ROS může vyvolat 

stárnutí v mnoha tkáních i buňkách, například v erytrocytech [106]. Obvykle se pro tyto účely 

používají myši staré 2 - 3 měsíce, denně jim je podávána D-galaktóza v dávkovém rozmezí 

100 - 500 mg/kg/den a to subkutánně po dobu 7 - 12 týdnů.  Tento zvířecí model se nejčastěji 

užívá k funkčnímu testování paměti, která je ovlivněna akumulací senescentních buněk, a také 

ke sledování případné eliminace senescentních buněk pomocí senolytik [107–110]. Důležité je, 

že tento model byl také validován in vitro [111], kde byly detekovány relevantní biomarkery 

senescence jako p16, p21, p53 a/nebo SA-β-gal [112].  

Řízená aktivace onkogenu jako induktoru senescence u zvířat s sebou nese několik problémů; 

vždy záleží na konkrétním nastavení a podmínkách, ale obecně platí, že mutace aktivující Ras 
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mohou vést jak k proliferaci buněk, tak k navození senescence. Právě toto bylo demonstrováno 

ve studii využívající transgenní myši s inducibilním Ras genem (indukce doxycyklinem). 

Výsledky této práce poukazují na silnou závislost výsledného stavu buňky na úrovni aktivace 

onkogenu Ras; zatímco nízká úroveň aktivace podpořila proliferaci, vysoká úroveň aktivace 

spustila senescenci. Ras může tedy sloužit k umělému vyvolání senescence in vivo, ale jeho 

aktivaci je nutné velmi citlivě optimalizovat [113]. Kromě modelu vázaného na podání 

doxycyklinu v transgenním modelu, je možné využít Ras gen pro výzkum rakoviny plic, kde je 

onkogen aktivován intranazální aplikací virových částic [114].  

Zhruba před 10 lety byly do klinické praxe pro léčbu solidních tumorů zavedeny inhibitory 

CDK4/6 (abemaciklib, palbociklib, ribociklib), které vyvolávají zástavu buněčného cyklu v G1 

fázi [115–118]. Jejich účinek na buňky ovšem závisí na různých faktorech, ale obecně lze říci, 

že indukují quiescenci nebo senescenci. Quiescentní buňky si zachovávají schopnost vymanit 

se ze zástavy buněčného cyklu, zatímco senescentní buňky vykazují vysoce stabilní nebo trvalý 

fenotyp. Schopnost indukovat quiescenci nebo senescenci těmito inhibitory byla prokázána již 

v mnoha studiích in vitro i in vivo [119–128]. Obecně známý a používaný protokol na indukci 

senescence pomocí inhibitorů CDK4/6 zahrnuje podávání těchto látek myším ve věku 14 týdnů. 

Abemaciklib se podává intraperitoneálně [129], palbociklib [119] nebo ribociklib orální gaváží 

[130]. Ačkoli tyto buněčné i zvířecí modely naznačují specifickou roli senescence jak 

v účinnosti, tak v toxicitě inhibitorů CDK4/6, jejich význam v klinických podmínkách je ještě 

nutné objasnit. 

1.5 Senolytické a senotoxické látky v terapii předčasného stárnutí 

Stárnutí je velmi úzce spjato se (1) zvýšeným rizikem mnoha chronických onemocnění (selhání 

srdce, infarkt myokardu, demence, mrtvice, mnoho typů nádorových onemocnění, metabolické 

dysfunkce, plicní onemocnění, poruchy kostí a slepota), (2) geriatrickými syndromy (všeobecná 

křehkost, sarkopénie, časté pády, inkontinence a kognitivní poruchy), (3) celkovým zhoršením 

fyzické kondice (vedoucí k dlouhé rekonvalescenci po zranění a zvýšený výskyt infekcí v těle) 

a samozřejmě (4) úmrtím [131]. Protože proces stárnutí velmi intenzivně přispívá k projevu 

mnoha patologií [132], máme velký zájem na oddálení nebo alespoň zmírnění jeho projevů. 

Tento fakt vedl v posledních deseti letech ke vzniku nové vědecké disciplíny nazývané 

senoterapie, která se zaměřuje na studium buněčného stárnutí, prodloužení života a také kvalitu 

života během stárnutí [133]. Hlavním cílem senoterapie je prodloužení lidského života a 

obnovení (omlazení) funkce některých tkání. K tomuto účelu slouží senolytické 
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látky/senolytika, která dokážou selektivně eliminovat senescentní buňky z buněčných kultur, 

tkání a dokonce z celého organizmu [134]. V současné době se senoterapie zabývá především 

(1) hledáním nových potenciálních senolytik, (2) stanovením účinnosti, selektivity, vedlejších 

účinků a dalších vlastností senolytických látek in vitro, in vivo a nověji i u lidí, (3) navrhováním 

účinných strategií doručení senolytik na místo určení, (4) optimalizací dávkování a schématy 

podávání léků a (5) identifikací optimálních markerů senescence zejména kvůli monitorování 

terapeutické účinnosti. Zájem odborníků o tuto oblast rychle roste, jelikož se objevilo pár 

potenciálních klinických aplikací a mnoho začínajících biotechnologických společností 

investovalo a stále investuje své zdroje, čas a peníze právě do výzkumu senolytických látek 

[135]. Toto odvětví se extrémně rychle rozvíjí a každý den jsou reportována nová zjištění, takže 

se objevila i nová terminologie - glosář užívaných pojmů souvisejících se senescencí a 

stárnutím je uveden v Tabulce 2.  

Tabulka 2: Základní slovník nových pojmů spojených se senescencí a senoterapií. 

pojem popis 

senescence 

Biologické stárnutí. Proces akumulace senescentních buněk (SB), které 

nefungují, ale jsou metabolicky aktivní a zůstávají ve tkáních. SB jsou úzce 

spojeny s poruchami souvisejícími s věkem. 

senoterapie / senolýza Odstranění senescentních buněk. 

senolytická látka / senolytikum Látky specificky indukující smrt SB. 

senoblokátory 
Látky ovlivňující epigenetické regulátory k reaktivaci programů regenerace 

a omlazení. 

senomorfika Látky potlačující projevy senescence včetně SASP. 

senostatika Látky narušující vstup buněk do senescence. 

senomodulátory Látky zneškodňující SB potlačením jejich aberantního SASP. 

senosupresiva Látky zpomalující rychlost akumulace SB. 

 

1.5.1 Senolytické a/nebo senotoxické malé molekuly 

Pokud se zamyslíme nad výzkumem senolytických látek, může nás napadnout hned několik 

hlavních terapeutických přístupů a možných cílů. První přístup logicky zahrnuje cílení 

senescentních buněk jako takových, přesněji jejich typickou vlastnost - rezistenci k apoptóze 

[136] nebo další dráhy zapojené do senescence. Velké úsilí ovšem bylo vynaloženo i na studium 

a cílení SASP, který je klíčovým znakem senescentních buněk a je regulován nezávisle 

na zástavě buněčného cyklu [137]. Kromě toho lze přimět imunitní systém, aby se zaměřil 

na senescentní buňky [138]; a také je možné zvrátit ireverzibilní osud senescentních buněk 

[139].  
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Až donedávna byla zástava buněčného cyklu senescentních buněk považována za nevratný děj, 

ale nové studie prokázaly, že senescentní buňky mohou znovu spustit buněčný cyklus, a to 

například u nádorových buněk [140] nebo mohou být přeprogramovány na pluripotentní 

kmenové buňky [141]. Jak bylo již uvedeno výše, buňky reagují také na aktivaci onkogenu, a 

to navozením buněčné senescence, která ale nemusí být vždy trvalá. Buňky mohou po určité 

době strávené v senescenci znovu nastartovat buněčný cyklus, a to zejména pokud získají 

epigenetické změny, které vedou k derepresi exprese anti-senescentních genů, například 

hTERT [142]. Senescentní stav navozený v nádorových buňkách je také jednou z jejich 

strategií, jak se vyhnout cytotoxickým účinkům protinádorové terapie, což nádorovým buňkám 

umožňuje přežití v dormanci. Bohužel, tato strategie může vyústit v nahromadění zásoby 

nádorových buněk pro budoucí recidivu onemocnění [143]. S ohledem na možnou 

protinádorovou terapii založenou právě na senescenci, můžeme zmínit klíčové signální 

molekuly senescentních buněk p16, p21 a p53, které také fungují jako regulátory kmenovosti, 

jelikož zisk kmenovosti v případě nádorových buněk může ovlivnit agresivitu nádorů, a tím i 

klinický výsledek. Ukázalo se, že kmenovost spojená se stárnutím je vlastně škodlivou 

vlastností, která napomáhá buňkám vymanit se ze zástavy buněčného cyklu a způsobit tak 

recidivu nádoru [140,144]. Proto potenciální použití senolytických látek v budoucnosti 

zahrnuje i protinádorovou terapii [145,146]. Nejdůležitější doposud známé cíle senolytik jsou 

schematicky znázorněny na Obrázku 12. V níže uvedených podkapitolách jsou podrobně 

popsány skupiny známých senolyticky působících látek. Pro lepší přehlednost a orientaci jsou 

tyto látky nejprve shrnuty v Tabulce 3. 

Jedna z hlavních charakteristik senescentních buněk je aktivace anti-apoptických drah, které 

mimo jiné zahrnují i Bcl-2 proteinovou rodinu, p53 a PI3K/Akt osu. A právě kvůli zapojení 

těchto proteinů do procesu inhibice apoptózy senescentních buněk jsou cílem některých 

aktuálních senolytik.  
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Obrázek 12: Molekulární cíle senolytických látek (upraveno z Přílohy 1).   
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Tabulka 3: Základní přehled senolytických látek. 

cílová 

skupina 

senolytická 

látka 

konkrétní cíl senolytické 

látky 
poznámka 

antiapoptická 

dráha 

navitoclax BCL-2, Bcl-XL, a Bcl-W ABT263 

ABT-737 BCL-2, Bcl-XL, a Bcl-W paralog a prekurzor ABT263 

A1331852 Bcl-XL 2. generace inhibitorů  BCL-2 rodiny 

A1155463 Bcl-XL 2. generace inhibitorů  BCL-2 rodiny 

piperlongumin apoptóza alkaloid, přírodní produkt ze stromů rodu Piper 

geldanamycin ? analog piperlonguminu 

tanespimycin ? analog piperlonguminu 

alvespimycin ? analog piperlonguminu 

panobinostat Bcl-XL zvýšení aktivitu kaspázy 3/7 

PI3K a jiné 

kinázy 

dasatinib dráha PI3K/Akt malá molekula inhibující různé tyrosinkinázy 

quercetin dráha PI3K/Akt a mTOR flavonoid 

fisetin PI3K/Akt přírodní flavonoid 

luteolin PI3K/Akt flavon 

kurkumin PI3K/Akt flavon 

dráhy p53 a 

p16, DDR 

FOXO4-DRI interakce FOXO4 a p53 zvýšení mitochondriální aktivity 

17-DMAG HSP90/Akt supresor SASP 

KU-60019 ATM inhibitor NF-κB 

regulace  

NF-κB nebo 

C/EBPβ 

rapamycin mTORC1 komplex inhibitor Mdm2 nové generace 

nutlin-3a Mdm2 stabilizace p53 a redukce SASP 

MI-63 Mdm2 stabilizace p53 a redukce SASP 

UBX0101 Mdm2 odvozen od nutlinu 

metformin SASP inhibice NF-κB 

resveratrol SASP inhibice NF-κB 

ruxolitinib JAK INCB18424, represe C/EBPβ 

momelotinib JAK CYT387, represe C/EBPβ 

další MCOPPB NOP anxiolytický opioid 

1.5.1.1 Cílení anti-apoptických drah 

Inhibicí proteinů z Bcl-2 rodiny lze v senescentních buňkách nastartovat apoptózu. Navitoclax 

(ABT263) a jeho paralog ABT-737 patří do první generace senolytických látek, které inhibují 

Bcl-2, Bcl-XL a Bcl-W, a tím indukují apoptózu v různých typech buněk [6,147,148]. U obou 

látek byl potvrzen senolytický efekt in vivo, a to na myším modelu senescence po indukci 

subletální dávkou radiace a/nebo na modelu přirozeného stárnutí [6,149]. Navitoclax navíc 

suprimuje uvolňování SASP faktorů do okolí senescentních buněk u přirozeně zestárlých zvířat 

[149]. Velkou nevýhodou u těchto dvou látek ovšem zůstává jejich toxický efekt na neutrofily 

a krevní destičky, což velmi omezuje jejich potenciál pro klinický vývoj [150]. Tento problém 

podnítil vývoj druhé generace inhibitorů Bcl-2 rodiny, mezi něž patří např. A1331852 a 

A1155463. Tyto sloučeniny mají schopnost spustit apoptickou dráhu v některých typech 

lidských buněk [151]. Dalším významným cílem senolytik je BH4 doména, která je funkční 
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složkou všech proteinových členů anti-apoptické rodiny [152]. Tato doména je jedním 

z užitečných výchozích bodů pro identifikaci a vývoj nových potenciálních senolytických 

činidel. Právě na tuto doménu cílí nedávno objevený alkaloid piperlongumin (PL) [153] a jeho 

analogy  geldanamycin, tanespimycin a alvespimycin [154]. PL je přírodní látka izolovaná 

ze stromů rodu Piper a preferenčně dokáže odstranit senescentní buňky, a to na modelech 

senescence vyvolané aktivací onkogenu, radiací nebo replikačním stresem. Senolytický účinek 

PL byl nejprve připisován schopnosti spustit apoptózu [155], ale nové výsledky označují jako 

cílovou molekulu piperlonguminu protein OXR1 (z angl. oxidation resistence 1). OXR1 

vykazuje zvýšenou expresi v některých lidských senescentních buňkách a reguluje produkci 

mnoha antioxidačních enzymů. PL se přímo váže na OXR1 a tím přivodí jeho degradaci [156]. 

Posledním zajímavým anti-apoptickým senolytikem je panobinostat, který suprimuje expresi 

Bcl-XL proteinů v chemoterapií indukovaných senescentních buňkách [157]. 

1.5.1.2 Inhibice PI3K a dalších kináz 

První generace senolytik také zahrnuje některé dobře známé látky, jako jsou například malé 

molekuly dasatinib (D) a flavonoid quercetin (Q), které cílí různé tyrozinkinázy a také PI3K. 

Dasatinib byl původně užíván pacienty pro svůj protinádorový účinek, ale ukázalo se, že 

především v lidských senescentních progenitorech adipocytů má senolytický efekt. Quercetin 

je přírodní látka, jejíž senolytický účinek byl mimo jiné prokázán na endoteliálních buňkách 

pupečníkové žíly. Senolytický efekt po aplikaci látek D a Q individuálně i v kombinaci byl 

potvrzen jak in vitro, tak in vivo [158]. Fisetin - další člen této skupiny látek - je přirozeně se 

vyskytující flavon, který inhibuje PI3K/Akt dráhu a má mnohem silnější senolytický efekt in 

vitro než Q, a navíc vykazuje nižší toxicitu a mnohem vyšší schopnost selektivní inhibice Bcl-

XL než navitoclax. Nakonec ještě zmiňme flavony luteolin a kurkumin, které fungovaly dobře 

především v kombinaci s fisetinem [151,159]. Avšak kombinace D+Q dosáhla všeobecně 

nejefektivnějších výsledků, a to ve všech směrech.  

1.5.1.3 Cílení na osu p53/p16 a DDR dráhu 

Jak již bylo zmíněno v předchozích kapitolách, dráha p53 hraje klíčovou roli v regulaci 

apoptózy a senescence, tím pádem se stává velmi atraktivním cílem senoterapie. Transkripční 

faktory FOXO (z angl. Fork head box O) se podílejí na řízení mnoha buněčných funkcí včetně 

zástavy buněčného cyklu a indukce senescence skrze interakci s p53 [160]. Nedávno 

publikovaná data ukázala, že (DRI)-izoforma faktoru FOXO (z angl. D-retro inverso isoform) 
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dokáže narušit interakci mezi FOXO a p53, tím způsobit vyloučení p53 z jádra buněk a následně 

i indukci apoptózy. Tento účinek byl pozorován jak v senescentních buňkách in vitro, tak 

u starých myší [153,161]. Jako potenciálně velmi efektivní senolytika byly nejprve in vitro 

identifikovány inhibitory HSP90. Takováto informace vzešla z výsledků vysokokapacitního 

skríningu menší knihovny látek na myších embryonálních fibroblastech (MEF), které byly pro 

tento účel artificiálně upraveny (Ercc1-/-, deficit reparace meziřetězcových cross-linků DNA) a 

sloužily tak jako buněčný model vykazující sníženou schopnost oprav DNA. Zmiňme inhibitor 

HSP90 17-DMAG, který dokáže redukovat expresi p16 jak v MEF buňkách, tak v Ercc1-/Δ 

(redukovaná exprese DNA reparační endonukleázy) myším modelu lidského progeroidního 

syndromu [162]. Dále byl identifikován nový inhibitor ATM kinázy KU-60019, a to jako látka 

zmírňující projevy senescence. ATM reguluje acidifikaci lysozomů a ošetření buněk KU-60019 

snižuje aktivitu SA-β-gal, eliminuje nefungující mitochondrie a v lidských fibroblastech vede 

k metabolickému reprogramování. Navíc léčba touto sloučeninou zjevně usnadňuje hojení ran 

u starších myší [163]. 

1.5.1.4 Inhibice NF-κB a C/EBPβ 

Dalším možným přístupem objevování nových senolytik zahrnuje zacílení na jinou specifickou 

vlastnost senescentních buněk, a to konkrétně na SASP, tzn. na sekreci růstových faktorů, 

chemokinů a cytokinů. Za určitých podmínek může být potlačení škodlivého parakrinního a 

autokrinního efektu SASP prospěšnější a účinnější než snaha o ovlivnění zástavy buněčného 

cyklu [137]. Mnoho známých signálních drah je zapojeno do regulace SASP (mTOR, MAPK, 

PI3K a GATA4/p62) a prolínají se v místě transkripčního faktoru NF-κB (z angl. nuclear factor-

kappa B) a na dráze C/EBPβ (z angl. CCAAT/enhancer binding protein beta); NF-κB a C/EBPβ 

spolupracují a tím aktivují SASP geny. Již před lety byla prokázána spojitost mezi aktivací 

dráhy NF-κB a progresí senescence. Takže přímým narušením této dráhy lze 

dosáhnout zvrácení procesu zástavy buněčného cyklu. Například v OIS modelech dochází 

k zástavě senescence při vypnutí C/EBPβ. Všechna tato zjištění nabízí širokou škálu 

senoterapeutických cílů [69]. NF-κB je hlavní signální dráhou regulující SASP aktivaci [164]. 

Senolytické látky tedy mohou být zacíleny také na NF-κB, C/EBPβ nebo regulátory NF-κB. 

Například serin/threonin kináza mTOR ovlivňuje expresi IL-1α a aktivuje NF-κB skrze 

interakci s dráhou MAPK. V souladu s tímto bylo nedávno zjištěno, že mTOR inhibitor 

rapamycin částečně suprimuje nebo degraduje komponenty SASP [165,166]. Pro svůj možný 

senolytický efekt byly otestovány i MAPK inhibitory (převážně inhibitory p38MAPK), ale 

alespoň nějaký senolytický efekt byl pozorován pouze v některých typech buněk [166,167]. 
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Aktivita NF-κB však může být potlačena nutlinem-3a, a to v závislosti na p53. Nutlin-3a totiž 

inhibuje Mdm2 protein, který je přímým regulátorem koncentrace p53 v buňce, ubikvitinyluje 

molekulu p53 a tím ji předurčuje k degradaci v proteazomu. Kromě nutlinu-3a byl podobný 

efekt pozorován u dalších dvou inhibitorů Mdm2 - UBX0101 a MI-63 [127,168,169]. Dále 

například metformin a resveratrol snižují translokaci NF-κB do jádra, což vede k inhibici 

některých komponent SASP, proto byly i tyto látky testovány pro jejich možný senolytický 

efekt [170,171]. Dalším již zmíněným transkripčním faktorem ovlivňujícím expresi SASP je 

C/EBPβ, který je regulovaný aktivací dráhy JAK/STAT  [172]. JAK/STAT dráhu ovlivňují 

látky jako ruxolitinib (INCB18424) a momelotinib (CYT387), čímž značně redukují sekreci 

SASP. Vliv obou látek byl pozorován v buněčném modelu lidských preadipocytů po indukci 

senescence radiací, navíc ruxolitinib se stejným způsobem projevil i na přirozeně zestárlých 

dvouletých myších [173].  Ještě existuje možnost orientovat se na specifickou složku SASP (př. 

určitý interleukin nebo jeho receptor) pomocí cíleně zaměřené monoklonální protilátky. 

Takovýto typ protilátek s tímto záměrem již byl vyvinut [174].  

1.5.2 Další přístupy eliminace stárnoucích buněk 

Další nové potenciální senolytikum bylo identifikováno v nedávno provedeném 

vysokokapacitním skríningu komerční knihovny LOPAC®Pfizer na lidských senescentních 

fibroblastech indukovaných afidikolinem. Selektivní ligand opioidního receptoru (z angl. 

Nociceptin/orphanin FQ opioid receptor, NOP) - MCOPPB (1-[1-(1-methylcykloocthyl)-4-

piperidinyl]-2-[(3R)-3-piperidinyl]-1H-benzimidazol), dříve studovaný jako potenciální 

anxiolytikum, dosáhl nejlepšího výsledku. In vitro schopnost MCOPPB selektivně eliminovat 

senescentní buňky byla dále testována na myším modelu i na Caenorhabditis elegans.  Ukázalo 

se, že MCOPPB dokáže snížit počet senescentních buněk v periferních tkáních, což se ale 

neprokázalo v centrálním nervovém systému. Léčba MCOPPB v buňkách mechanicky aktivuje 

transkripční síť zapojenou do imunitní odpovědi na vnější stresové podněty, což zahrnuje Toll-

like receptory [175]. 

Jelikož oxidativní stres je spojován s mnoha patologiemi souvisejícími se zvyšujícím se věkem 

a se senescencí samotnou, některé experimenty se věnovaly studiu možného terapeutického 

účinku antioxidantů. Příkladem mohou být vitamíny A, C a E [176,177], které byly intenzivně 

zkoumány kvůli potenciálnímu účinku proti stárnutí. Tyto studie ale neprokázaly žádné stabilní 

a přesvědčivé výsledky, které by potvrdily pozitivní účinek preventivního užívání vitamínů 

na snížení mortality [178]. Problém může být v cílení antioxidantů na konkrétní tkáň a také 
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ve výběru vhodného antioxidantu proti konkrétním škodlivým částicím. Další antioxidační 

sloučenina, koenzym Q10, hraje významnou roli v mitochondriálním dýchacím řetězci [179] a 

jeho deficit byl již dříve spojován s mnoha patologickými procesy. Koenzym Q10 je bezpečná, 

dobře vstřebatelná i distribuovatelná látka. Proto se často používá v terapii jako antioxidant 

s určitými symptomatickými benefity [180]. I selenoproteiny jsou řazeny mezi antioxidační 

enzymy, které je možné přijímat s ostatními nutritienty v potravě [181]. Navíc několik 

klinických studií ukázalo, že suplementace selenem může předcházet progresi mnoha 

onemocnění. Nicméně existují i důkazy o neurotoxicitě selenu [182]. Proto je nezbytné 

optimalizovat podávanou dávku selenu, aby se maximalizoval zdravotní přínos a zároveň 

minimalizovaly možné toxické účinky [183]. Mezi senolytika s antioxidačními vlastnostmi 

patří také polyfenoly rostlinného původu (řadí se sem již zmíněný quercetin a resveratrol) [184]. 

Kromě antioxidačních látek i fyzická aktivita nebo trénink balancuje oxidativní stres a 

mobilizuje antioxidační enzymy. Pravidelné cvičení střední intenzity je jedním z hlavních 

předpokladů udržování pevného zdraví, snižování oxidativního stresu a zamezení progrese 

chronických onemocnění [185,186]. 

Také imunitní systém hraje velmi významnou roli při eliminaci senescentních buněk. Stárnutí 

ale zhoršuje funkčnost imunitního systému, čímž se proces odstraňování senescentních buněk 

z organizmu stává nepřesným. Senescentní buňky a/nebo buňky imunitního systému uvolňující 

SASP faktory s dopadem na progresi rakoviny jsou CD4+ T-lymfocyty, CD8+ T-lymfocyty, 

B-lymfocyty, NK buňky (z angl. natural killer) a makrofágy [187]. Eliminace senescentních 

buněk je zprostředkována CD4+ lymfocyty a NK buňkami jako součást kontroly buněk během 

stárnutí [138,188]. V průběhu tohoto procesu se na receptor NK buněk (NKG2D) vážou ligandy 

nacházející se na povrchu senescentních, poškozených a stresovaných buněk [189]. Proto se 

NKG2D a další součásti imunitního systému staly důležitým a zajímavým cílem 

pro senoterapeutické strategie. Obecně řečeno, senescentní buňky přitahují složky vrozeného 

imunitního systému sekrecí zánětlivých faktorů (součást SASP), což vede k aktivaci nebo 

naopak potlačení aktivity určitého typu makrofágů. Signalizace pomocí těchto zánětlivých 

faktorů dále rekrutuje NK buňky, které nesou receptory na vazbu ligandů senescentních buněk 

a celý proces je zakončen smrtí senescentní buňky [190]. Interakce mezi senescentními buňkami 

a makrofágy byly v posledních několika letech sice pozorovány, avšak s různými výsledky a 

vysvětlením. Jejich přesná interakce závisí na konkrétní exkreci SASP, ligandech 

prezentovaných na senescentních buňkách, buněčném typu a faktoru, který senescenci 

indukoval [70]. Eliminace senescentních buněk vylučujících SASP pomocí NK buněk byla 
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prokázána i v myším modelu [191]. Současná potenciální terapie na odstranění senescentních 

buněk imunitním systémem vychází především z několika málo buněčných terapií nádorových 

onemocnění, které lze zvážit jako terapii senolytickou [192]. Pokud jde o senescentní nádorové 

buňky, in vivo experimenty prokázaly indukci senescence v nádorových buňkách. Akumulace 

senescentních buněk zbrzdila růst nádoru a také aktivovala imunitní systém exkrecí SASP, což 

může vést jak k odstranění senescentních nádorových buněk, tak přilehlých neoplastických 

buněk s velmi příznivým vlivem na regresi nádoru [193–195]. Avšak je velmi důležité zdůraznit 

dvojí funkci imunitního systému v případě rakoviny. Některé chemokiny totiž mohou atrakovat 

zánětlivé buňky, které podporují proliferaci nádoru, angiogenezi a invazivitu. Tudíž se názory 

na roli senescence u nádorových buněk liší a závisí na kontextu a okolních podmínkách [196]. 

Jak už předchozí text naznačuje, doposud byla identifikována celá řada slibných senolytických 

sloučenin. Otázkou ale stále zůstává, zda je rozumné a žádoucí snažit se obcházet nebo dokonce 

zvrátit buněčnou senescenci. Dnes už víme, že to možné je; proliferace senescentních buněk 

může být reaktivována vynucenou telomerázovou aktivitou [139]. Navíc např. OIS lze obejít 

vyčerpáním specifických interleukinů nebo inhibicí určitých chemokinových receptorů 

[197,198]. Avšak je nutné podotknout, že zvrácení senescence může být velmi nebezpečné 

pro celý organizmus; nedávná studie dokazuje, že senescentní buňky, které znovu vstoupí 

do proliferační fáze, se často vyvinou v lymfom nebo leukemické buňky se zvýšenou 

kmenovostí, což může potenciálně vést ke vzniku vysoce agresivních nádorů [144]. 

Vzhledem k tomu, že senoterapie je poměrně novým terapeutickým oborem, budou zapotřebí 

nové strategie k převedení výsledků vyplývajících z laboratorních experimentů na lékové 

kandidáty, a to ještě před začátkem klinických studií. Nicméně identifikace nových senolytik 

in vitro nebo in vivo je důležitý, leč náročný a složitý proces. 

1.5.3 Senolytika v protinádorové terapii 

Možnost použití senolyticky působících látek v komplexní protinádorové terapii je v poslední 

době velkou výzvou. Zvláště zajímavá by byla kombinovaná léčba indukované senescence 

s následnou eliminací zbývajících na terapii rezistentních senescentních buněk pomocí 

senolytických látek [145,199,200]. Jednoduše řečeno, v této strategii je potřeba optimalizovat 

a provést 2 kroky: (1) indukci senescence v nádorových buňkách a následně (2) použít příslušné 

senolytikum na jejich eliminaci. Tento princip byl již demonstrován například u ABT263 

(navitoclax), kterým byly ošetřeny chemoterapií indukované senescentní buňky [201]. ABT263 

byl úspěšně otestován in vitro i ve zvířecích modelech indukovaných etoposidem 
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nebo doxorubicinem [158,201–203] a také v buněčných modelech rakoviny prsu a plic 

po indukci radiací [203]. Aplikace ABT263 ve zvířecím modelu prokazatelně vede ke snížení 

vývoje metastáz a recidivy [204]. Strukturně podobná látka ABT-737 také dokáže eliminovat 

senescentní nádorové buňky v radiací indukovaných modelech buněčných linií i 

xenotransplantátech [205], dále byla prokázána jeho účinnost v buněčných liniích rakoviny 

prsu po indukci chemoterapií, konkrétně etoposidem [206]. Další inhibitor BCL rodiny, Nav-

Gal (z angl. galacto-conjugated navitoclax) byl velmi efektivní v modelech senescence 

indukovaných několika různými protinádorovými látkami (palbociclib, doxorubicin, cis-

platina) a/nebo radiací [207]. Také digoxin a ouabain (inhibitory Na+/K+ pumpy) ovlivnily 

několik různých nádorových linií a xenotransplantátů právě po indukci senescence [208,209]. 

Do následující třídy protinádorových a senolytických látek používaných klinicky patří 

inhibitory mTOR dráhy, které prokazují svou účinnost v buněčných i myších nádorových 

modelech po indukci senescence určitou látkou [210,211]. V neposlední řadě zmiňme pokusy 

o zapojení imunologických strategií, jako například použití blokovacích protilátek nebo CAR 

T buněk (z angl. Chimeric Antigen Receptor T cells) k cílení senescence v nádorových buňkách 

a zvířecích modelech [120,212–215]. Stručně řečeno, výše zmíněné práce naznačují, že 

dvoustupňový přístup pro-senescentní protinádorové terapie, která pokračuje léčbou 

senolytiky, je proveditelná a možná strategie při léčbě lidských nádorových onemocnění [201]. 

K implementaci do běžné praxe však potřebujeme mnohem více údajů z klinických studií.  

1.5.4 Nanočástice dopravující aktivní látky do senescentních buněk 

Používání nanočástic (NČ) nabízí nové možnosti a otevírá otázku inovativního způsobu detekce 

a cílení senescentních buněk. NČ patří k moderní strategii, jak doručovat žádaný náklad/látku 

do senescentních buněk in vitro a in vivo s velkým diagnostickým a terapeutickým potenciálem. 

NČ slouží k zapouzdření malých molekul, jako jsou v tomto případě senolytické látky, a navíc 

jsou NČ obaleny molekulami usnadňujícími jejich prostup do specifických tkání nebo cílových 

buněk určitého typu. V dnešní době jsou dostupné některé velmi efektivní technologie založené 

právě na schopnosti nanočástic zabalit a transportovat náklad do cílového místa. Avšak v in vivo 

prostředí mohou nastat komplikace, a to hlavně kvůli neznámým a nečekaným interakcím NČ, 

jejich distribuci, možným vedlejším účinkům a také způsobu, jakým opustí organizmus. Tyto 

molekulární nástroje tedy zůstávají velkou výzvou ke zdokonalení, aby mohly být bezpečně 

užity v praxi.  
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První strategie cílení senescentních buněk pomocí NČ byla založena na 100nm sférických 

nosičích, které obsahovaly rhodamin na křemičité matrici MCM-41, navíc byly obaleny 

galakto-oligosacharidy (Gos) o různých délkách. Buňky přijímají NČ endocytózou a následně 

je uvolňují exocytózou. Základem pro cílení senescentních buněk je preferenční fúzování 

GosNČ s lysozomálními váčky v senescentních buňkách. Obal nanočástic byl postupně 

upravován a inovován, konkrétně výměnou původních různě dlouhých Gos za homogenní 

hexamery galakto-oligosacharidů (Gal). Takto upravené NČ byly validovány na modelech 

senescence indukované poškozením a chemoterapeutiky [216,217]. Senolytická aktivita byla 

také prokázána u použití CaCO3 nanočástic nesoucích rapamycin. Tyto NČ byly pokryty 

konjugátem laktózy a polyethylenglykolu (PEG) společně s monoklonální protilátkou mířenou 

proti CD9 (CD9 je receptor silně exprimovaný v senescentních buňkách), což výrazně zlepšilo 

přesnost cílení na senescentní buňky [218]. Jako poslední příklad uveďme model senescence, 

která byla indukována působením H2O2. V tomto případě byly použity nanočástice ze sulfidu 

molybdeničitého (MoS2 NČ), jež ovlivnily a utlumily funkci lysozomů a mitochondrií 

senescentních buněk [219]. Příklady popsaných NČ jsou ilustrovány na Obrázku 13. 
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Obrázek 13: Nové diagnostické a terapeutické přístupy cílení senescentních buněk - nanočástice. A) 

diagnostické nanočástice nesoucí fluorescenční částice (např. rhodamin). B) terapeutické nanočástice 

nesoucí léčivo/senolytikum (např. doxorubicin, navitoclax, rapamycin). NČ jsou používány pro různé 

klinické účely. Většina NČ používaných ke studiu senescence je pokryta nebo konjugována 

se sloučeninami odvozenými od galaktózy, nebo byly navrženy tak, aby se vázaly na specifický 

receptor. Obrázek adaptován z [220].  

1.6 Klinické testy 

Na základě slibných preklinických výsledků v myších modelech bylo několik látek 

vykazujících potenciální senolytický účinek (identifikovaných ze skupiny 46 sloučenin) 

zařazeno do klinických studií na lidech pro léčbu patologických stavů souvisejících 

se zvyšujícím se věkem. Není žádným překvapením, že sloučeniny s nejlepšími výsledky a 

největším potenciálem jsou přírodní látky a/nebo již dříve schválené a pro jiný účel užívané 

léky. Významně aktivní a/nebo velmi intenzivně testované látky z této skupiny jsou dasatinib 

a quercetin (samostatně nebo v kombinaci) společně s metforminem, fisetinem a UBX0101. 

Časné preklinické studie využívající modely stárnutí a nemocí poskytly velmi slibné výsledky 

[221,222].  

D+Q spouštějí apoptózu v senescentních buňkách. Čtyři roky po identifikaci jejich senolytické 

aktivity bylo zjištěno, že aplikace kombinace obou látek snižuje celkový počet senescentních 
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buněk i v lidském těle, a to v rámci první fáze klinického hodnocení u pacientů trpících 

diabetickou nefropatií [223]. Tato studie byla první recenzovanou prací, která prokázala 

účinnost senolytika na lidských pacientech. Tomuto testování předcházela pouze pilotní studie 

na 14 pacientech s idiopatickou plicní fibrózou, ve které se senolytická léčba teprve zaváděla a 

byla hodnocena z hlediska proveditelnosti [224]. V budoucích klinických studiích zbývá určit, 

zda snížení zátěže senescentních buněk v lidském těle povede k pozitivním lékařským 

výsledkům u diabetických pacientů a/nebo dalších pacientů trpících s věkem souvisejícími 

nemocemi. Ve stejném roce byla publikována studie testující metformin (MILES), která 

hodnotila potenciál oddálit projevy onemocnění souvisejících s věkem [225], např. 

kardiometabolické poruchy, neurodegenerace, rakovina, chronické záněty a stařecká křehkost. 

Metformin je navíc kandidátem protinádorové adjuvantní terapie. Dlouhodobé podávání 

metforminu je spojeno pouze s minimálními nežádoucími účinky, ale i přes to je dále intenzivně 

studován v rámci klinických studií, jejichž výsledky by potenciálně mohly umožnit jeho užití 

jako geroprotektoru. Fisetin je také zapojen v několika klinických studiích, velká část je 

momentálně zaměřena na jeho potenciál v komplementární terapii [226]. První fází klinického 

testování prošel i UBX0101, ve které byl pozorován jeho potenciální účinek na osteoartrózu. 

Vývoj tohoto inhibitoru byl ale zastaven během druhé fáze klinického testování, jelikož nebylo 

dosaženo hlavního cíle - snížení bolesti kolen u pacientů s osteoartritidou [227]. Podle 

ClinicalTrial.gov je např. dasatinib momentálně zapojen do 11 klinických studií, z toho 8 

zaměřených na senescenci, stárnutí a onemocnění starších pacientů. Zbylé 3 studie testují 

účinek dasatinibu na pacientech s ALL (akutní lymfoblastická leukémie) a CML (chronická 

myeloidní leukémie). Quercetin je podáván pacientům v rámci 7 klinických studií, z toho 5 je 

zaměřeno na stárnutí a patologie, které přináší, a další 2 fokusují na obezitu a ischemickou 

chorobu srdeční. Existuje 6 studií testujících fisetin, všechny zaměřené na senescenci. 

Dasatinib, quercetin a fisetin jsou často testovány v rámci jedné studie jako oddělené skupiny. 

D a Q se zároveň objevují ve 4 studiích, D s fisetinem ve 2 a Q s fisetinem v 1. Metformin je 

pak součástí 14 studií, z toho 13 zaměřených na stáří, poslední na diabetes melitus. Zmíněné 

studie jsou prováděny po celém světě, klinické testování je v různých fázích (většinou 1-3, 

minoritně 4) a jejich aktuální stav je různorodý - od návrhu, přes nabírání pacientů, probíhající 

status až po studie čerstvě ukončené, popř. s vydanými výsledky. K objasnění potenciálu 

zmíněných (i dalších) perspektivních senolytik však bude zapotřebí mnoho další práce. 
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2. Specifické cíle práce 

Výsledky předkládané disertační práce jsou rozděleny do 3 částí, každá z nich postupně přispívá 

k identifikaci nových potenciálních senolytických látek. Testování látek bylo provedeno in 

vitro a následně i in vivo na modelech přirozeného stárnutí a také na akcelerovaném radiačním 

modelu. Odběr myšího biologického materiálu se řídil pravidly 3R a proběhl neinvazivně 

s pomocí specializovaného nástroje.   

Cíl 1: Optimalizace buněčného akcelerovaného radiačního modelu senescence 

s následným testováním vybraných látek - potenciálních senolytik - za využití 

vysokokapacitního skríningu. Ověření senolytického efektu i na replikativním modelu 

senescence. 

 Cíl 2: Optimalizace a validace neinvazivního odběru myších chlupů pomocí nově 

 navrženého a zkonstruovaného zařízení. Ověření možnosti uplatnění myších 

 chlupových folikulárních buněk jako zdroje nukleových kyselin a dalšího materiálu 

 pro výzkum senescence. 

 Cíl 3: Testování vybraných potenciálních senolytik na přirozeném replikativním myším 

 modelu senescence. Optimalizace myšího akcelerovaného modelu senescence 

 s následným testováním vybraných látek. 
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3. Materiál a metody 

3.1. Cíl 1 

3.1.1. Buněčné linie a kultivace 

Pro zhodnocení odezvy buněk na radiaci za účelem indukce senescence bylo použito 6 

vybraných lidských buněčných linií (viz Tabulka 4). Tento výběr zahrnoval jak buňky 

nenádorové, tak i odvozené z nádorových tkání, fibroblasty i epiteliální buňky, navíc byla 

přidána i jedna reportérová linie. 

Tabulka 4: Přehled použitých buněčných linií. 

buněčná linie organizmus 
morfologie/             

buněčný typ 
tkáň onemocnění poznámka 

MRC5 Homo sapiens fibroblast plíce zdravý  

BJ Homo sapiens fibroblast kůže zdravý  

A549 Homo sapiens epiteliální buňka plíce karcinom  

U2OS Homo sapiens epiteliální buňka kost osteosarkom  

U2OS-53BP1 Homo sapiens epiteliální buňka kost osteosarkom 

reportérová linie, 

GFP-značený 

protein 53BP1 

HCT116 Homo sapiens epiteliální buňka tlusté střevo karcinom  

 

Buněčné linie byly zakoupeny z ATCC (Middlesex, UK): MRC5 (ATCC CCL-171™), BJ 

(ATCC CRL-2522™), A549 (ATCC CCL-185™), U2OS (ATCC HTB-96™) a HCT116 

(ATCC CCL-247™). Pouze reportérovou linii U2OS-53BP1 laskavě poskytl Mgr. Martin 

Mistrík, Ph.D. (LIG). Linie MRC5 a BJ byly kultivovány v médiu EMEM (Gibco®, Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), A549 v Ham´s F-12 médiu (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific), U2OS a HCT116 v McCoy´s médiu (Gibco, Thermo Fisher Scientific). Všechna 

kultivační média byla doplněna o 10 % fetálního bovinního séra (FBS, Gibco, Thermo Fisher 

Scientific). Buněčné linie byly kultivovány a udržovány ve standardním inkubátoru s řízenou 

vlhkostí a 5% podílem CO2 v atmosférickém vzduchu při 37°C. V případě delší kultivace (více 

než 1 týden) byla přidána kombinace antibiotik streptomycin a penicilin o koncentraci 1 % 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific). 
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Všechny linie byly vysazovány do 96- a/nebo 384-jamkových panelů. Během optimalizace 

indukce senescence pomocí IR byla v případě 96-jamkového panelu každá linie vysazena 

v koncentracích: 5000, 10 000, 20 000, 30 000 buněk/jamku; každá linie o dané koncentraci 

do 4 jamek. U 384-jamkových desek byly použity koncentrace 1 000, 2 000, 3 000, 5 000, 

8 000, 10 000 buněk/jamku; každá linie o dané koncentraci do 8 jamek. Vždy byla připravena 

deska kontrolní a paralelně s ní deska určená k ozáření. Různé linie, koncentrace i panely 

sloužily k získání co nejvíce možných kombinací a podrobných informací ohledně nejlepšího 

způsobu kultivace buněk před, během a po indukci senescence.  

Pro účely chromogenního barvení lipofuscinu a vizualizace β-galaktosidázové aktivity 

(bez použití kitu) byly buňky MRC5 vysazeny na sklíčka o koncentraci 150 000 buněk/sklíčko 

a to v den 17 (D17) po ozáření (IR). 

Pro závěrečné testování nových skupin látek byl systém naposledy upraven, aby došlo k co 

největšímu zjednodušení, miniaturizaci, urychlení a zvýšení efektivity. Namísto vysazování 

384-jamkových panelů určených k indukci senescence pomocí IR a paralelně panelů 

kontrolních (neozářené buňky), byla optimalizována paralelní kultivace senescentních a 

proliferujících buněk. Vysazení proběhlo dle výše uvedeného popisu, následovalo ozáření (viz 

níže) a 24 hodin před ošetřením testovanými látkami byly do panelu přidány buňky parentální 

(MRC5 600 buněk/jamku, U2OS a HCT116 350 buněk/jamku) pro zajištění co 

nejpřirozenějších podmínek. 

Na replikativním modelu senescence MRC5 buněk v paralelní kultivaci p. 46 (pasáž 46) a p. 

16 (jako kontrolní proliferující buňky) bylo otestováno 5 látek vybraných z předešlých 

testování. Nejprve bylo vysazeno 2000 buněk/jamku MRC5 p. 46, po 48 hodinách byly přidány 

kontrolní buňky MRC5 p. 16 (600 buněk/jamku) a inkubovány 24 hodin.  

Pro lepší přehlednost je na Obrázku 14 schématicky znázorněn pracovní postup v rámci Cíle 1. 

Finální metody pro testování potenciálních senolytických látek byly ustáleny díky získaným 

poznatkům ze všech experimentů. 
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Obrázek 14: Schéma metodického postupu Cíle 1. Po výběru vhodných buněčných linií a optimalizaci 

IR byl a) IR buněčný model použit v úvodních testech na barvení lipofuscinu a SA-β-gal, čímž byly 

získány reprezentativní obrázky odrážející senescentní stav buněk, a dále pak k otestování sady látek 

pomocí MTS testu. V další fázi byly použity b) IR a replikativní model k testování skupin látek pomocí 

optimalizované a zrychlené metody barvení SA-β-gal kitem s následnou SER spot analýzou obrazu.  

3.1.2. Ozáření buněk (IR) 

Po vysazení buněk do panelů následovala inkubace (6 hodin), aby došlo k přichycení buněk 

na dno jamek ještě před ozářením. Buňky byly ozářeny celkovou jednorázovou dávkou 10 Gy 

(2,3 Gy/minutu) pomocí RTG ozařovače (X-ray RS225, Xstrahl, Surrey, UK). Dávka 10 Gy 

byla použita pro optimalizaci IR modelu senescence, který byl základem pro testování 

vytipovaných látek jak pomocí MTS, tak i SA-β-gal + SER spot analýzy. 

Stejnou dávkou (10 Gy) byly ozařovány i kultivační láhve velikosti T150 (Thermo Fisher 

Scientific, #TPP™90151) s MRC5 buňkami pro následné vysazení na sklíčka. Při přesazení 

senescentních buněk z láhví na sklíčka je třeba inkubovat buňky alespoň 24 hodin, aby došlo 

k jejich opětovné adhezi, u senescentních buněk je tento proces mnohem pomalejší než u buněk 

proliferujících. Tento postup byl zvolen pro přípravu buněk na chromogenní barvení 

lipofuscinu a vizualizaci β-galaktosidázové aktivity (metoda bez kitu). 
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V průběhu práce byla pro účely otestování SER spot analýzy obrazu radiace k indukci 

senescence zvýšena na frakcionovanou dávku 3x10 Gy (ozáření v D1, D3, D5). Toto navýšení 

celkové dávky použité radiace posloužilo jen jednorázově k danému účelu.  

3.1.3. Mikroskopie 

Automatický mikroskop Cell Voyager CV7000S (Yokogawa, Tokyo, Japonsko) sloužil 

k získání průběžných i reprezentativních snímků během sledování změn morfologie vybraných 

buněčných linií po IR technikou fázového kontrastu (objektiv 40x). Všechny jamky byly 

naskenovány nejprve v D1 těsně před ozářením a následně v D10, D13, D17 a D20.  

Filtr BF (z angl. bright field) v kombinaci s filtry fluorescenčního režimu na mikroskopu 

CV7000S byly použity při skenování autofluorescence lipofuscinu i pro hodnocení SA-β-

galaktosidázové aktivity.  

Reprezentativní obrázky buněk z experimentu provedeném na sklíčku - chromogenní barvení 

lipofuscinu a vizualizace β-galaktosidázové aktivity (metoda bez kitu) byly snímány pomocí 

světelného mikroskopu Zeiss Axio Observer D1 a softwareu Zen 2012 - blue edition (Zeiss, 

Oberkochen, Něměcko), zvětšení 40x a 100x. 

3.1.4. Manuální zhodnocení indukce senescence 

Všechny snímky pořízené během procesu indukce senescence pomocí IR byly manuálně 

vyhodnoceny podle morfologických alterací, které během 20 dnů nastaly. Jako průkaz indukce 

senescence byla akceptována typická viditelná markantní změna tvaru. Buněčné linie s rychlou 

a velmi dobře rozpoznatelnou odezvou - změnou morfologie byly využity dále 

v experimentech. 

3.1.5. Potvrzení indukce senescence - lipofuscin 

Potvrzení indukce senescentního stavu radiací bylo provedeno pomocí pravidelného skenování 

autofluorescence lipofuscinu ve vybraných liniích (fluorescenční mikroskop CV7000S, 40x) 

v 384-jamkových panelech (3000 buněk/jamku) a to průběžně po dobu 4 týdnů. Těsně 

před samotným pozorováním byla buněčná jádra podbarvena roztokem Hoechst 33342 

(Molecular Probes®, Eugene, OR, USA) inkubací 25 minut v 37°C (finální koncentrace roztoku 

Hoechst byla 10 μg/ml 1xPBS). V Tabulce 5 jsou uvedeny kombinace testovaných excitačních 

a emisních vlnových délek použitých pro optimalizaci vizualizace lipofuscinu. Získané obrázky 
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byly importovány do programu na analýzu obrazu Columbus Image Data Storage an Analysis 

System (PerkinElmer, Walthman, MA, USA), buňky byly identifikovány podle nabarvených 

jader. Lipofuscinové granulky byly vyhledávány v oblasti cytoplazmy a následně byla 

kvantifikována jejich celková intenzita fluorescence. Takováto analýza byla nejprve 

optimalizována a ručně nastavena, následně tímto způsobem proběhla analýza všech získaných 

dat.  

Tabulka 5: Přehled testovaných vlnových délek při pozorování autofluorescence lipofuscinu. 

excitační vlnová délka (nm) emisní vlnová délka (nm) barva emisního spektra 

405 445/45 modrá 

405 595/40 žlutá-oranžová 

488 460/80 modrá 

488 540/40 zelená 

488 620/70 žlutá-oranžová-červená 

 

Lipofuscin je možné také sledovat ve světelném mikroskopu jako malé granulky v okolí jádra 

po barvení SBB: buňky vysazené na podložním sklíčku (MRC5, D17) byly 2x opatrně promyty 

1xPBS, fixovány 4% formaldehydem/1xPBS po dobu 15 minut, permeabilizovány 15 minut 

v 0,25%TRITON X-100 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Německo)/1xPBS v pokojové 

teplotě, následně 1x promyty v 1xPBS, ponořeny na 2 minuty do 70% ethanolu, nakonec byly 

buňky obarvené roztokem SBB (1% SBB/70% ethanolu, pozvolna otáčet přes noc v pokojové 

teplotě, pak filtrovat přes filtrační papír, stočit 5 minut na 4500 rpm, použít jen supernatant) a 

inkubovány 30 minut v 60°C, následně v 70% ethanolu 1 minutu, nakonec byl přidán 1xPBS. 

Obrázky byly pořízeny mikroskopem Zeiss (100x) a softwarem Zen 2012 (Zeiss, Německo). 

3.1.6. Potvrzení indukce senescence - SA-β-gal aktivita 

Vedle lipofuscinu bylo provedeno i potvrzení aktivity senescentního markeru β-galaktosidázy 

při pH 6. MRC5 v D17 po IR byly z lahví přesazeny na sklíčko, po adhezi buněk byly buňky 

2x opatrně promyty 1xPBS, fixovány po dobu 15 minut v pokojové teplotě v 4% 

formaldehydu/1xPBS, opět 2x promyty 1xPBS, pak byl k buňkám přidán barvící roztok, 

následovala inkubace 16 hodin v 37°C v inkubátoru bez CO2, vše uzavřeno parafilmem, aby 

nedocházelo k odpařování tekutiny (finální koncentrace reagencií v barvícím roztoku: 40mM 

kyselina citronová/Na2HPO4·2H2O, 5mM K4[Fe(CN)6]·3H2O, 5mM K3[Fe(CN)6], 150mM 

NaCl, 2mM MgCl2, 1 mg/ml X-gal/N-N-dimethylformamid, doplněno vodou). Po inkubaci 
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přes noc byla sklíčka 2x promyta 1xPBS, pak methanolem, nakonec sklíčka s barvenými 

buňkami oschla na vzduchu v pokojové teplotě a byly pořízeny reprezentativní obrázky pomocí 

světelného mikroskopu Zeiss (100x) a softwarem Zen 2012, Zeiss, Německo (zvětšení 40x, 

100x). 

3.1.7. MTS  

Pro otestování látek, jejichž potenciální senolytický efekt byl pozorován v jiných 

akcelerovaných in vitro modelech senescence (BJ+DOX/Ras, MRC5+APH) mých kolegů, byl 

využit MTS test. MRC5, U2OS a HCT116 byly vysazeny do 384-jamkových panelů a ozářeny 

(10 Gy) dle popisu výše. Následovala 4-týdenní inkubace k indukci senescence, pak byly buňky 

ošetřeny vybranými látkami o koncentracích v zřeďovací řadě a inkubovány 3 dny. Finální 

koncentrace látek byly 50; 12,5; 3,125; 0,78125; 0,1953125; 0,048828125; 0,012207031μM. 

Paralelně byly vysazeny a ošetřeny panely s buňkami kontrolními (proliferujícími). Následoval 

MTS test. 

Koncentrace látek inhibující buněčný růst z 50 % (IC50) byly zjištěny pomocí kvantitativního 

metabolického barvení roztokem MTS (3-(4,5-dimethyltiazol-2-yl)-5-(3-

karboxymetoxyfenyl)-2(4sulfonyl)-2H tetrazolium): 1 g MTS/500 ml 1xPBS, přefiltrovat, 

udržovat ve tmě v -20°C, těsně před použitím rozmrazit v pokojové teplotě, následně zahřát 

ve vodní lázni na 37°C a přidat 1 ml PMS (z angl. phenazine methosulfate, fenazin methosulfát; 

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Německo) o koncentraci 5 mg/ml 1xPBS/100 ml 

roztoku MTS. Do každé jamky byly přidány 4 μl MTS pomocí Multidrop Combi (Thermo 

Fisher Scientific, USA), následovala inkubace 2 - 4 hodiny. Absorbance byla změřena 

přístrojem EnVision Multimode Plate Reader (PerkinElmer, USA) při vlnové délce λ = 490 nm. 

Hodnoty absorbancí byly zpracovány do výsledných hodnot IC50 v programu Dotmatics 

Ing.  Soňou Gurskou, Ph.D. Jako pozitivní kontroly byla použita cytostatika aktinomycin D 

(1 mg/1 ml DMSO; APExBIO, Boston, MA, USA) a mitomycin C (10 mg/1 ml DMSO; 

APExBIO, USA) a jako negativní kontrola DMSO (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Německo). 

Testované látky o zásobních koncentracích 10mM, 1mM a 0,1mM byly rozpuštěny v DMSO a 

skladovány při -20°C. 

 

 



 

53 
 

3.1.8. Potenciálně senolytické látky testované pomocí MTS 

Látky uvedené v Tabulce 6 byly připraveny ve 3 zásobních koncentracích do zdrojových 

destiček (384 LDV, Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA, #001-12782). Pomocí přístroje 

Echo 550 (Labcyte Inc., San Jose, CA, USA) a příslušného softwaru (CherryPick) byly všechny 

testované látky přeneseny do cílových jamek k buňkám, přenos kontrolních látek proběhl 

pomocí software Plate Reformat (Labcyte Inc., San Jose, CA, USA). Buňky byly s látkami 

inkubovány 72 hodin, následoval MTS test a vyhodnocení. 

Tabulka 6: Potenciálně senolytické látky testované pomocí MTS. 

látka poznámka 

quercetin známé senolytikum 

dasatinib známé senolytikum 

D+Q známé senolytikum 

MCOPPB známé senolytikum 

CP-31398 p53 stabilizující látka 

CP-100356 antivirotikum 

dequalinium chlorid hydrát protizánětlivá a protiinfekční látka 

daurisoline přírodní látka, protinádorová léčba 

decyltrimethylammonium bromid kationtový detergent 

9-aminoakridin hydrochlorid monohydrát aktivátor p53, DNA interkalátor 

valspodar derivát cyklosporinu D 

BMH-21 inhibitor Pol I 

1-hexyl-4-amino-2-methylquinolinium dequalinový fragment 

C1 potenciální léčivo v protinádorové terapii 

loperamid hydrochlorid meperidinový analog 

C2 potenciální léčivo v protinádorové terapii 

S1 nukleosidový analog  

S3 nukleosidový analog 

C3 cytostatický nukleosid 

C4 cytostatický nukleosid 

C5 derivát betulinu 

Pozn. nově nasyntetizované látky a některé další látky jsou anonymizovány pod číselnými kódy. 

3.1.9.  SA-β-gal kit a SER spot analýza obrazu 

Pro testování dalších skupin látek, jejichž senolytický efekt zatím zjištěn nebyl, bylo cílem 

optimalizovat barvení SA-β-gal aktivity pomocí komerčně prodávaného kitu, aby se celá 

procedura urychlila a také ji bylo jednoduše možné použít pro HTS (z angl. high throughput 

screening). Pro tento účel byl vybrán Senescence β-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling 
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Technology, Danvers, MA, USA, #9860). Veškeré pipetování bylo provedeno pomocí 

Multidrop Combi (Thermo Fisher Scientific, USA), popř. Biotek EL406 Washer dispenser 

(BioTek Instruments, Santa Clara, CA, USA). Barvení bylo realizováno na akcelerovaném 

modelu senescence 3 buněčných linií (IR 10 Gy) v porovnání s kontrolními buňkami v 384-

jamkových panelech podle návodu výrobce po 3-denní inkubaci s testovanými látkami. Těsně 

před skenováním panelů byla ještě podbarvena buněčná jádra a to přidáním roztoku Hoechst 

33342 (finální koncentrace 10 μg/ml 1xPBS) přímo k buňkám, následovala inkubace 10 minut 

v pokojové teplotě a pak skenování automatickým mikroskopem CV7000S (zvětšení 20x, laser 

405 nm pro Hoechst, světelné pole pro SA-β-gal), obrázky byly importovány do programu 

Columbus a zde také zanalyzovány. Senescentní buňky byly kvantifikovány pomocí analýzy 

založené na textuře jaderných a cytoplazmatických regionů (algoritmus Saddle-Edges-Ridges 

SER v systému analýzy obrazu Columbus) [228]. Zjednodušeně, buněčná jádra byla 

identifikována na základě Hoechst barvení, byla u nich spočítána plocha a kulatost 

(pravidelnost okraje) a na základě těchto dvou vlastností byla selektována populace buněk. Dále 

byla označena cytoplazma okolo každého jádra z vyselektované populace, v níž došlo 

ke kalkulaci texturních vlastností (v BF kanálu) na základě SER spot vlastností. Buňky 

s hodnotou SER spot vyšší než treshold byly označeny jako senescentní. Pro každou použitou 

linii byl ručně nastaven a optimalizován protokol pro automatickou analýzu.  

Po nastavení protokolů analýzy na vzorových panelech bylo třeba otestovat analýzu v praxi. 

Proto byl proveden jednoduchý experiment, ve kterém byly připraveny 2 série panelů. Jedna 

sada obsahovala již zmíněné desky se senescentními buňkami po 10 Gy (IR v D1) plus desky 

kontrolní. Naproti tomu byly stejným způsobem připraveny panely pro senescentní buňky 

indukované frakcionovanou dávkou 3 x 10 Gy (IR v D1, D3, D5) plus desky kontrolní a to 

u všech 3 linií. Výsledky (po 1, resp. 3 týdnech) byly zpracovány pomocí výše popsané SER 

spot analýzy. 

Optimalizovaná SER spot analýza byla použita i pro identifikaci a kvantifikaci senescentních 

buněk (Příloha 3) v akcelerovaném senescentním modelu BJ buněk (10 Gy) v 384-jamkových 

panelech. Účelem tohoto experimentu bylo posouzení vlivu normálních a senescentních buněk 

a jejich kondiciováného média na buněčnou odpověď kolorektálního karcinomu na DNA-

demethylující epi-látky AZA (5-azacytidin) a DAC (5-aza-2′-deoxycytidin), které jsou 

základem epigenetické léčby nádorů.  
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3.1.10. Testování látek pomocí SER spot analýzy 

Byly vytvořeny 3 skupiny látek: a) výběr látek ze skupiny testované pomocí MTS (11 

sloučenin), b) opioidní látky (30 opioidů), c) opakovaně testované látky, které svůj senolytický 

účinek prokázaly již v dřívějších experimentech (5 molekul). Látky jsou uvedeny v Tabulce 7. 

Tyto látky byly otestovány na IR modelu senescence na všech 3 vybraných liniích.  

V případě předchozího testování pomocí MTS bylo nutné držet oddělené kultury senescentních 

a proliferujících kontrolních buněk, ale u SER spot analýzy je možné tento krok zjednodušit a 

proliferující kontrolní buňky den před ošetřením látkami přidat do panelů s buňkami 

senescentními a tím i dosáhnout přirozenějšího prostředí podobného tomu ve tkáních, kde je 

část buněčné populace v senescenci a část zůstává funkční. 

Celý postup byl totožný s výše popsaným protokolem. Z optimalizované SER spot analýzy 

obrazu po barvení β-gal aktivity kitem byla vygenerována data k výpočtu p hodnoty. Statistické 

rozdíly byly vyhodnoceny pomocí jednocestné ANOVA s následným post-hoc Dunnettovým 

testem na srovnání ošetřené vs. kontrolní skupiny (p<0,05 bylo považováno za statisticky 

významné). Vždy byl srovnáván rozdíl v počtu senescentních buněk ošetřených vybranými 

látkami vs. senescentních buněk neošetřených. V případě průkazu senolytického efektu látky, 

tedy došlo-li ke statisticky signifikantní změně (eliminaci) počtu senescentních buněk 

po šetření danou látkou, pro kontrolu bylo nutné revidovat, zda nedošlo i ke změně v počtu 

buněk proliferujících (data neuvedena). 

Tabulka 7: Přehled testovaných látek pro SER spot analýzu. 

látka poznámka 

výběr látek z MTS   

quercetin známé senolytikum 

dasatinib známé senolytikum 

D+Q známé senolytikum 

decyltrimethylammonium bromid kationtový detergent 

9-aminoakridin hydrochlorid monohydrát aktivátor p53, DNA interkalátor 

valspodar derivát cyklosporinu D 

BMH-21 inhibitor Pol I 

1-hexyl-4-amino-2-methylquinolinium dequalinový fragment 

C1 potenciální léčivo v protinádorové terapii 

loperamid hydrochlorid meperidinový analog 

C2 potenciální léčivo v protinádorové terapii 

 Pozn. nově nasyntetizované látky a některé další látky jsou anonymizovány pod číselnými kódy. 
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Tabulka 7: Přehled testovaných látek pro SER spot analýzu (pokračování). 

látka poznámka 

opioidy   

DAMGO agonista μ-opioidního receptoru 

(±)-metadon hydrochlorid léčba závislosti na opioidech a proti bolesti 

levorfanol (+)-tartratová sůl 

dihydrát 

tartrátová sůl z levorfanolu, syntetický fenantren se silnou opioidní 

analgetickou aktivitou 

oxykodon hydrochlorid silný narkotický lék proti bolesti, semi-syntetický opioid 

hydromorfon hydrochlorid 
léčba středně silné až silné bolesti a určitých typů kašle, analgetikum, 

vyroben z morfinu 

butorfanol (+)-tartratová sůl syntetický opioidní agonista-antagonista, analgetikum 

[Leu5]-enkefalin 
endogenní opioidní neurotransmiter/neuromodulátor lokalizovaný  

v mozkových paralelách a v δ receptorech 

nalbufin opioidní analgetikum proti bolesti 

mabron opiát proti bolesti 

dipidolor silně účinný a bolest tlumící opiát 

remifentanyl silné, krátkodobě působící syntetické opioidní analgetikum 

kodein opiát používaný pro analgetické, antitusivní a protiprůjmové účinky 

sufentanyl silný syntetický opioid k tlumení bolesti 

fentanyl 
syntetický opioid, superpotentní agonista μ-opioidních receptorů  

s krátkým biologickým poločasem 

dolsin silný opioid proti bolesti 

morfin 
alkaloid benzylisochinolinového, resp. morfinanového typu, obsažený  

v opiu, tzv. opiát, silné analgetikum 

kokain 
droga, rostlinný tropanový alkaloid z jihoamerického keře rudodřev koka, 

silné stimulancium a lokální anestetikum 

U-50488 
vysoce selektivní κ-opioidní agonista, ale bez μ-opioidních 

antagonistických účinků 

GR 89696 vysoce selektivní κ-opioidní agonista 

U-69593 κ-opioidní agonista 

pentazocin 
opioid k léčbě středně silné až silné bolesti, aktivuje κ-opioidní a  

μ-opioidní receptory 

buprenorfin hydrochlorid 
smíšený opioidní agonista-antagonista, léčba abstinenčních příznaků  

při vysazení jiných opioidů 

SCH 221510 silný a selektivní agonista nociceptinového opioidního receptoru (NOP) 

naloxon zastavení účinků opioidů  při předávkování 

naltrexon 
antagonista opiátových receptorů, léčba závislosti na alkoholu nebo 

opiátech 

nalmefen 
antagonista opiátových receptorů, léčba závislosti na alkoholu nebo 

opiátech 

methylnaltrexon bromid 
periferně působící antagonista μ-opioidního receptoru, léčba zácpy 

vyvolané opioidy u pacientů v paliativní péči 

nor-binaltorfimin silný a selektivní antagonista kappa-opioidního receptoru 

guanidinonaltrindol 
selektivní ligand κ–δ-opioidních receptorů používaný ve vědeckém 

výzkumu 

BAN ORL 24 silný a selektivní antagonista NOP receptoru 
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Tabulka 7: Přehled testovaných látek pro SER spot analýzu (pokračování). 

látka poznámka 

opakovaně testované látky   

S1 nukleosidový analog 

S2 nukleosidový analog 

S3 nukleosidový analog 

S4 antipsychotikum 

S5 antipsychotikum 

 Pozn. nově nasyntetizované látky a některé další látky jsou anonymizovány pod číselnými kódy. 

3.1.11. In vitro replikativní model senescence 

K potvrzení senolytického účinku některých látek z testování SER spot analýzou na IR modelu 

byl využit i jednoduchý buněčný model - replikativní model senescence. V první řadě bylo 

nutné potvrdit přítomnost senescentních buněk v  MRC5 kultuře. Proto byly otestovány  MRC5 

buňky ve 3 různých pasážích (p. 16, p. 34 a p. 46) pomocí kitu na barvení β-gal aktivity a SER 

spot analýzy.  

Dále bylo vybráno 5 látek (S1 - S5) z předešlého testování na IR modelu, které vykazovaly 

dobré výsledky, a byly otestovány i na replikativním modelu v paralelní kultivaci MRC5 buněk 

p. 16 a p. 46. Po vysazení buněk následovalo přidání látek, inkubace, barvení, snímání 

mikroskopického obrazu a jeho analýza (jako bylo popsáno výše). 

3.2. Cíl 2 

Náplní této části experimentálního zkoumání bylo optimalizovat a validovat neinvazivní 

způsob odběru myších chlupů pomocí patentovaného zařízení. Dále jsou zde přiloženy příklady 

možností užití myších chlupů jako velmi slibného biologického materiálu (genotypizace, 

imunofluorescenční a jiné barvení nebo využití k testování látek podaných zvířatům topicky). 

Myší chlupové folikuly byly následně užity pro senescentní experimenty in vivo.  

3.2.1. Etické prohlášení 

In vivo experimenty byly provedeny v souladu s etickými standardy uvedenými v Helsinské 

deklaraci a dalšími příslušnými národními i nadnárodními směrnicemi, vše se souhlasem 

institucionální etické komise. 
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3.2.2. Neinvazivní odběr myších chlupů  

K neinvazivnímu odběru všech vzorků myších chlupů bylo použito patentované zařízení 

(detailně popsáno v EP2928382A1 a US 20150297253). Zjednodušeně, zařízení se skládá 

ze dvou plastových laboratorních špiček (menší vsunutá do větší, u ubou byla seříznuta špička), 

větší špička nasedá na pistoli podobnému zařízení. Zařízení navíc disponuje spouští a vnitřním 

nasávacím systémem. Pistol je napojena na vakuum, po jehož spuštění dochází k sání směrem 

dovnitř zařízení. Plastová špička napojená na pistoli se jemně přitiskne na kůži pokusného 

zvířete a zmáčkne se spoušť. Systém špiček je tímto odpojen od zbytku zařízení za mirného 

cvaknutí a zůstává viset na srsti zvířete s trsem chlupů uzamčeným mezi špičkami. Následně 

stačí špičku chytit a jemně zatáhnout, myší chlupy se z kůže vytrhávají jednoduše bez nutnosti 

vynaložení velké síly, vyrůstají totiž z mělké oblasti kůže. Schéma odběru myších chlupů je 

na Obrázku 15. Ilustrační fotografie z odběru jsou uvedeny na Obrázku 16. Jednoduchý 

pracovní postup - možnosti užití chlupových folikulů pro výzkum je na Obrázku 17. 

 

 

 

Obrázek 15:  Schéma odběru vzorků chlupových folikulů pomocí speciálně navrženého zařízení 

(upraveno z Přílohy 2). 
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Obrázek 16:  Ilustrační fotografie z reálného odběru myších chlupových folikulů. A) zařízení k odběru 

chlupů podobné pistoli, b) zařízení s nasazeným systémem plastových špiček, c) samotný odběr 

z pokusného zvířete, d) uložení trsu chlupů zachyceného v systému plastových špiček do fixačního 

roztoku / do 5ml zkumavky, e) možnost sterilního ustřižení špiček / uložení do 1,5ml mikrozkumavky, 

f) vzorek myších chlupů v QIAzolu. 
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Obrázek 17: Schéma experimentálního pracovního postupu při práci s myšími chlupovými folikuly 

jakožto se vstupním biologickým materiálem (upraveno z Přílohy 2). 

3.2.3. Izolace DNA a RNA 

Celková genomická DNA z buněk myších chlupových folikulů a z biopsií myších ocásků byla 

izolována pomocí kitu Cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche, Basilej, Švýcarsko) 

podle návodu výrobce. DNA byla izolována pro účely ověření kvality a množství izolované 

DNA a následně i jejího využití pro genotypizaci pokusných zvířat. Vzorky chlupů i ocásků 

byly odebrány celkově ze 152 mláďat - potomků z křížení 5XFAD transgenních samců (B6Cg-

TgTg(APPSwFlLon,PSEN1*M146L*L286V)6799Vas/Mmjax) získaných z The Jackson 

Laboratory a C57Bl/6 JOIaHsd samic z Envigo (Huntingdon, Velká Británie) jako genetického 

pozadí.  

RNA byla izolována ze vzorků myších chlupů, které byly ihned po extrakci z kůže vloženy 

do 700 μl QIAzol Lysis Reagent a okamžitě zpracovány dle návodu výrobce kitem miRNeasy 

Mini Kit (Qiagen, Hilden, Německo). Jedinou odchylkou v postupu bylo vynechání kroku 

odstranění vzorku chlupů před přenosem roztoku na kolony. Konečným krokem byla eluce 
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RNA do 30 μl RNase-free vody. Ke zhodnocení kvality a množství izolované RNA bylo použito 

100 vzorků. 

Koncentrace a kvalita DNA i RNA byly zjištěny pomocí spektrofotometru Nanodrop ND 1000 

(Thermo Fisher Scientific, USA). RIN (z angl. RNA intergrity number) hodnoty pro další 

měření kvality/integrity izolované RNA byly získány z Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA). 

3.2.4. Genotypizace - PCR a elektroforetická separace 

Genotypizace pokusných zvířat byla založena na ověření přítomnosti 2 transgenů: APP (z angl. 

amyloid beta precursor protein) a PST (z angl. presenilin 1) v myších vzorcích DNA 

izolovaných z chlupových folikulů ve srovnání s biopsií tkáně z ocásku, navíc byla u každého 

vzorku amplifikována interní kontrola. Přítomnost APP i PST trangenu byla stanovena 

optimalizovanou PCR metodou. Reakční směs obsahovala 2 μl templátové DNA, 2 µl 10µM 

APP nebo PST směsi primerů, 2 µl 10µM primerové směsi pro interní kontrolu, 5 µl 5x GC 

buffer, 0,5 µl 10mM deoxyribonukleotid trifosfátů (dNTP), 0,75 µl DMSO, 0,25 µl Phusion® 

High-Fidelity DNA Polymerase and 12,5 µl nuclease-free vody (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, USA). Sekvence použitých primerů jsou přehledně uvedeny v Tabulce 8. 

Amplifikace cílových genů proběhla v termocykleru následujícím programem:  98°C - 30 s, 

následovalo 30 amplifikačních cyklů 98°C - 10 s, 63°C - 30 s, 72°C - 10 s, pak 72°C - 5 min a 

finální chlazení vzorků. PCR produkty byly vizualizovány pomocí elektroforetické separace v 

1% agarózovém gelu/TBE v Oddyssey Fc electrophoresis system (LI-COR, Lincoln, NE, 

USA). Na základě přítomnosti či absence cílových transgenů byla zvířata (n=152) označena 

jako GMO-pozitivní (oba transgeny přítomny) nebo GMO-negativní (absence obou transgenů). 

Každý vzorek musel taktéž obsahovat primery pro interní kontrolu. Tímto způsobem bylo navíc 

potřeba potvrdit možnost nahradit bolestivou biopsii ocásků neinvazivním odběrem myších 

chlupů, tzn. výsledky musely být totožné pro oba použité biologické materiály. 

Tabulka 8: Primerové sekvence pro genotypizaci. 

gen 
forward primer 5´- 3´ reverse primer 3´- 5´ 

délka 

amplikonu (bp) 

APP AGGACTGACCACTCGACCAG CGGGGGTCTAGTTCTGCAT 377 

PST AATAGAGAACGGCAGGAGCA GCCATGAGGGCACTAATCAT 608 

interní 
kontrola 

CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 324 
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3.2.5. Imunofluorescence 

Myší chlupové folikuly určené k barvení IF byly odebrány ze zvířat outbredního kmene 

HsdWin:NMRI (Envigo, Velká Británie). Všechny vzorky byly nejprve fixovány v 10% 

formalínu (neutral buffered formalin, Sigma-Aldrich, Německo) po dobu 20 minut a následně 

permeabilizovány 20 minut v 0,5% TritonX-100 (Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Německo)/1xPBS. Následovalo 20-minutové blokování v 1xPBS obsahujícím 1 % BSA 

(Sigma-Aldrich, Německo). Blokovací roztok byl využit také pro naředění protilátek. Vzorky 

byly přes noc inkubovány v roztoku primární protilátky (4°C). Další den byly vzorky promyty 

1xPBS a inkubovány s roztokem sekundární protilátky po dobu 1 hodiny. Seznam primárních 

a sekundárních protilátek je uveden v Tabulce 9. Potom byly vzorky promyty 1xPBS a 

na podložním sklíčku zality montovacím médiem s obsahem DAPI (Vectashield antifade 

medium with DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) nebo obarveny roztokem 

Hoechst 33342, promyty 1xPBS a zality montovacím médiem. Snímky takto nabarvených 

myších folikulů byly získány mikroskopem Axio Observer.Z1/Cell Observer Spinning Disc 

microscopic system (Zeiss, Oberkochen, Germany), zvětšení 60x s použití olejové imerze. 

Všechny obrázky byly procesovány pomocí ZEN Blue Image software. V části Cíl 2 byly tímto 

způsobem vizualizovány jaderné proteiny (p53 a MDM2) a ribozomální proteiny (RPS6, RPL5) 

lokalizované v cytoplazmě k demonstraci možností IF barvení v chlupových folikulech a navíc 

byl tímto způsobem pozorován i marker poškození DNA γ-H2AX po topické aplikaci látek. 

Tabulka 9: Primární a sekundární protilátky použité pro imunofluorescenci.  

primární protilátky 

antigen druh výrobce katalogové číslo ředění 

p16 myš Santa Cruz Biotechnology sc-1661 1:100 

p21 králík Cell Signaling #2947 1:100 

H2AX králík Cell Signaling #9718 1:400 

MDM2 myš Abcam ab16895 1:200 

p53 králík Santa Cruz Biotechnology Sc-6243 1:100 

RPS6 králík Cell Signaling #2217 1:100 

RPL5 králík Cell Signaling #14568 1:100 
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Tabulka 9: Primární a sekundární protilátky použité pro imunofluorescenci (pokračování). 

sekundární protilátky  

hostitel rozpoznává výrobce katalogové číslo ředění fluorofór 

koza králičí IgG Thermo Fisher Scientific A-1101 1:1000 Alexa Fluor 568 

koza králičí IgG Thermo Fisher Scientific A-11034 1:1000 Alexa fFluor 488 

koza myší IgG Abcam ab150113 1:1000 Alxea Fluor 488 

 

3.2.6. Giemsovo barvení 

Ke zviditelnění obecné morfologie myších chlupů byly vzorky obarveny pomocí Giemsova 

barvení. Ihned po vytržení myších chlupů z kůže byly vzorky inkubovány ve 4% methanolu 

po dobu 15 minut, dále promyty 3x po 2 minutách v 1xPBS, pak ponořeny 30 s v May-

Grunwald roztoku (Penta, Praha, Česká republika). Následovalo promytí v destilované vodě 

po dobu 2 minut, vzorky byly opatrně osušeny a nakonec inkubovány v 10x zředěném Giemsa-

Romanowsky roztoku (Penta, Česká republika). Zbytky roztoku byly odstraněny 2-minutovým 

promytím vzorků v destilované vodě. Konce myších chlupů s folikuly byly ustřiženy a 

umístěny mezi podložní a krycí sklíčka do kapky vody. Snímky (zvětšení 20 x a 100x) byly 

získány pomocí transmisního světelného mikroskopu (Primovert, Zeiss, Německo). 

3.2.7. Topické aplikace chemických klastogenů 

K otestování možnosti využití myších chlupů také k topickým aplikacím látek byly použity 

3 myši/skupinu z kmene HsdWin:NMRI (Envigo, Huntingdon, Velká Británie). Dvě 

genotoxická protinádorová léčiva způsobující poškození DNA, bleomycin a cis-platina 

rozpuštěné v DMSO, byly vetřeny do kůže zvířat na označeném místě (na pravé půlce těla), 

levá část těla sloužila ke kontrolnímu odběru. Bylo aplikováno 16,6 μl roztoku bleomycinu 

(koncentrace 5 μg/ml) a 30 μl roztoku cis-platiny (koncentrace 0,5 mg/ml). Zvířata ošetřená 

bleomycinem byla inkubována ve svých domovských klecích po dobu 1 hodiny, skupina zvířat 

ošetřená cis-platinou 5 hodin. Následně byly odebrány vzorky chlupů z místa topické aplikace 

klastogenů a z opačné (kontrolní) strany těla. Tyto vzorky podstoupily IF barvení (postup 

popsán výše) k detekci histonu γ-H2AX.  
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3.3. Cíl 3 

Účelem poslední části práce je ověření myšího modelu přirozeného stárnutí a jeho využití 

k otestování působení potenciálních senolytik. Dále byl optimalizován postup indukce 

senescence v akcelerovaném modelu stárnutí in vivo s následným testováním látek. 

3.3.1. In vivo model replikativní senescence 

Pro validaci myšího modelu přirozeného stárnutí byly použity myši kmene C57Bl/6  (ENVIGO, 

Nizozemsko), každou testovanou skupinu tvořilo 6 zvířat. Změny exprese senescentních 

markerů během stárnutí byly porovnány navzájem mezi 3 skupinami zvířat, které se lišily 

věkem: staré myši (2,5 - 3 roky), dospělé myši (10 měsíců) a mladé myši (6 měsíců). Ze všech 

zvířat byly odebrány vzorky chlupů, z nichž byla izolována RNA (metodicky dle uvedeného 

v Cíli 2), následovala reverzní transkripce a qPCR senescentních markerů p16 a p21. 

Pro demonstraci změn na proteinové úrovni během stárnutí byly reprezentativní vzorky 

obarveny IF (metodicky dle uvedeného v Cíli 2) a vizualizovány markery p16 a p21. 

3.3.2. Reverzní transkripce, qPCR a analýza dat 

Reverzní transkripce sloužila k přepisu izolované RNA (popis izolace v Cíli 2) do cDNA 

(z angl. complementary DNA). Do reakční směsi pro každý vzorek bylo nejprve smícháno 

18,9 μl RNA a 0,6 μl (0,3 μg) Random Primers (Promega, Madison, WI, USA), celkový objem 

směsi 19,5 μl by inkubován při 70°C po dobu 5 minut. Pak byly vzorky zchlazeny (1 min) a 

následně byla ke každému vzorku přidána směs obsahující 6 µl RevertAid 5x RT buffer 

(Fermentas, Vilnius, Litva), 3 µl 10mM dNTP a 0,75 µl 40 U/µl RNAsin ribonuclease inhibitor 

(Promega, USA). Takto připravené směsi byly inkubovány při pokojové teplotě po dobu 

5 minut. Jako poslední krok bylo přidáno 150 U (0,75 μl) RevertAid Moloney Murine 

Leukemia Virus reverse transcriptase (Fermentas, Litva) ke každému vzorku. Všechny vzorky 

o finálním objemu 30 μl byly následně inkubovány 10 min při pokojové teplotě, pak 

42°C - 60 min a 70°C - 10 min. Vzorky cDNA byly skladovány v -20 °C.  

Na analýzu změn exprese senescentních markerů p16 a p21 a kontrolu genů GAPDH a ACTB 

určených k normalizaci byly připraveny reakční směsi pro qPCR tímto způsobem: 2 μl cDNA, 

10 μl LightCycler 480 Probes Master 2x conc. (Roche, Švýcarsko), 7 μl LightCycler 480 Probes 

Master H2O PCR grade (Roche, Švýcarsko) a 1 μl FAM-MGB Taqman probe (Thermo Fisher 

Scientific, USA). Použité Taqman próby jsou uvedeny v Tabulce 10. Fluorescenční signál byl 
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zachycen během amplifikace v programu: 95 °C - 10 min, 50 amplifikačních cyklů 95°C - 15 s 

a 60°C - 60 s. Fold change hodnoty - změny v genové expresi p16 a p21 byly vypočítány 

z výsledků qPCR metodou ΔΔCt (do analýzy byly vloženy průměrné hodnoty 3 technických 

replikátů), p hodnoty byly zjištěny pomocí t-testu v programu Microsoft Excel. V případě 

porovnávání věkových skupin myší každému t-testu předcházel f-test, jehož výsledek určil 

rozptyl dat a tím pádem konečnou formu t-testu. Pokud byl výsledek f-testu ≥ 0,05, byl 

proveden t-test s rovností rozptylů. Pokud byl f-test < 0,05, byl proveden t-test s nerovností 

rozptylů. V případě porovnávání změn exprese v časových bodech byl použit párový t-test. 

Tabulka 10: Myší fluorescenční próby pro qPCR (Thermo Fisher Scientific). 

próba  popis 

Mm00494449_m1 Cdkn2a, p16 

Mm04205640_g1 Cdkn1a, p21 

Mm99999915_g1 GAPDH 

Mm00607939_s1 ACTB 

 

3.3.3. Aplikace látek v in vivo modelu replikativní senescence 

Pro otestování potenciálně senolytických látek, které byly vytipovány v Cíli 1, byl nejprve 

použit model přirozeného stárnutí - myši C57Bl/6 (ENVIGO, Nizozemsko) starší 

než 20 měsíců. Myši byly náhodně rozděleny po 6 zvířatech do 4 skupin.  Skupiny byly 

pojmenované podle testované látky (kontrola, S1, S2 a S3).  

Experimentální skupiny: 

skupina 1 kontrola/K- ekvivalentní objem roztoku 50% voda / 50% PEG400  

skupina 2 S1  15 mg/kg; i.p. 

skupina 3 S2  40 mg/kg; i.p. 

skupina 4 S3  37,5 mg/kg; i.p. 

Z každého zvířete byl pravidelně odebírán vzorek chlupových folikulů způsobem popsaným 

v Cíli 2. Odběry proběhly (vždy ještě před podáním látek) v D1, D8, D15 a D21 a vzorky byly 

ihned umístěny do QIAzol roztoku jako iniciální krok přípravy na izolaci RNA, následovala 

reverzní transkripci a qPCR amplifikace p16 a p21 (metodicky dle popsaného v Cíli 2). Látky 

byly zvířatům podány celkem 10x (1x/den): D1 - D5 a D8 - D12 intraperitoneálně (i.p.) 

preferenčně do spodního pravého kvadrantu (celkový objem podané látky byl v rozmezí 
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≤ 40 - 80 ml/kg). Použité dávkování odpovídalo přibližně polovině maximální tolerované dávce 

stanovené v předchozích experimentech.  

3.3.4. Indukce senescence pomocí IR v in vivo modelu 

K vytvoření zvířecího radiačního modelu senescence bylo ozářeno 10 myší z kmene 

Balb/cOlaHsd (Envigo, Nizozemsko). U každého zvířete byla vždy ozářena pouze pravá zadní 

končetina (zbytek těla byl kryt olověným brněním) frakcionovanou dávkou 3 x 8 Gy (D0, D2, 

D4). Před ozářením byla zvířata uspána pomocí anestézie izofluranem (FORANE inhalation 

solution, Aesica, Hemel Hempstead, Velká Británie). Zvířata byla ozářena v RS225M Research 

Cabinet (Xstrahl, Suwanee, GA, USA). 

Ze všech zvířat byly odebrány vzorky chlupů, z nichž byla izolována RNA. Z každé myši byly 

odebrány vždy dva vzorky, jeden z ozářené končetiny a druhý z neozářené (kontrolní). Odběr 

byl proveden v D0 (před ozářením) a následně v D5, D9, D14, D21, D28 a D35. Následovala 

reverzní transkripce a qPCR markerů p16 a p21 a statistické zhodnocení změn jejich exprese 

(celý postup metodicky popsán již v Cíli 2). 

3.3.5. Aplikace látek v in vivo IR modelu senescence 

Následně byly otestovány cílové látky i v dalším in vivo modelu, a to v artificiálním IR modelu, 

jehož indukce byla optimalizována v předchozí podkapitole. K aplikaci látek v IR modelu 

akcelerovaného stárnutí bylo použito 10 myší/skupinu z kmene Balb/cOlaHsd (Envigo, 

Nizozemsko) ve věku 13 týdnů. Skupiny byly pojmenované podle testované látky (kontrola, 

S1, S2 a S3).  

Experimentální skupiny: 

skupina 1 kontrola/K- ekvivalentní objem roztoku 50% voda / 50% PEG400  

skupina 2 S1  15 mg/kg; i.p. 

skupina 3 S2  40 mg/kg; i.p. 

skupina 4 S3  37,5 mg/kg; i.p. 

Z každého zvířete byl pravidelně odebírán vzorek chlupových folikulů způsobem popsaným 

v Cíli 2. V každý časový bod bylo celkově odebráno 4 x 10 vzorků chlupů z pravých (IR) 

končetin. První odběr proběhl ještě před ozářením zvířat (D0), ihned následovalo frakcionované 

ozáření pravých noh všech zvířat (3 x 8 Gy, metodicky dle předchozí podkapitoly), další odběr 



 

67 
 

proběhl v D30 (tedy v dobu, kdy byla na základě předchozích výsledků očekávána přítomnost 

senescentních markerů po IR indukci). Dalším krokem byla aplikace látek celkem 10x (2 x 5 

dní, 1x/den) a to v dny: D30+1 až D30+4 a D30+7 až D30+11. Další odběry proběhly v D30+7 

(po prvních 5 dávkách a těsně před začátkem druhého kola aplikace látek), D30+14 (po druhém 

kole aplikací), D30+21 a D30+30. Všechny kroky jsou pro lepší přehlednost shrnuty 

na Obrázku 18. Vzorky byly ihned ukládány do QIAzol roztoku na izolaci RNA, následovala 

reverzní transkripce a qPCR markerů p16 a p21 (metodicky dle popsaného v Cíli 2). Látky byly 

zvířatům podány intraperitoneálně (i.p.) preferenčně do spodního pravého kvadrantu (celkový 

objem podané látky byl v rozmezí ≤ 40 - 80 ml/kg). Použité dávkování odpovídalo přibližně 

polovině maximální tolerované dávce stanovené v předchozích experimentech. 

 

 

Obrázek 18: Časování odběrů a podání látek v in vivo IR modelu. D = den, IR = ozáření. 
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4. Výsledky 

4.1.  Cíl 1 

Účelem této části předkládané práce byl výběr několika buněčných linií s vhodnou odezvou 

na indukci senescence pomocí radiace a tím i příprava artificiálního IR modelu. Celkem 6 linií 

bylo ozářeno a několik týdnů pravidelně pozorováno z hlediska změny morfologie, jakožto 

prvotního lehce sledovatelného znaku navození senescence. Na vybraných liniích byly následně 

otestovány určité markery senescence a především pak řada potenciálních senolytik. Účinek 

potenciálních senolytických látek byl zhodnocen klasicky pomocí cytotoxického MTS testu, 

nebo nejpoužívanějšího markeru - aktivity β-galaktosidázy, ale netradičním způsobem, který 

jsme shledali velmi účinným. K tomuto účelu byla použita konfokální skenovací jednotka 

s vysoko-obsahovým skríningovým systémem v kombinaci s analýzou obrazu (SER spot). 

Zmíněný inovativní způsob testování potenciálních senolytik byl ověřen i na replikativním 

modelu senescence. 

4.1.1. Morfologická odezva buněčných linií na radiaci 

K otestování odezvy buněk na ozáření a navození předčasné senescence byly vybrány linie 

MRC5, BJ, A549, U2OS, U2OS-53BP1 a HCT116, které byly vysazeny ve více denzitách 

na jamku. Ideální počet buněk na vysazení u vybraných linií, aby po dobu kultivace 

nepřerůstaly a zároveň jich bylo dost v každé jamce na analýzu výsledků experimentu, byl 

u MRC5 3000 buněk/jamku, u U2OS a HCT116 2000 buněk/jamku. Následně byly buňky 

v panelech ozářeny, resp. negativní kontroly (K-) neozářeny, a sledovány v průběhu 20 dnů. 

Typická morfologická změna buněk byla nejlépe vyhodnocena v den (D) 20 u linií MRC5, 

U2OS a HCT116, viz Obrázek 19, na kterém jsou představeny reprezentativní snímky dané 

kultury. V případě kontrolních desek buněčná kolonie přerůstá, naopak u desek ozářených 

můžeme sledovat snížený počet buněk společně se změnou tvaru typickou pro senescenci. 

MRC5 linie po IR obsahovala odumřelé buňky od D13, dále pak projevila morfologické změny 

od D17, kontrolní buňky MRC5 v jamkách přerostly již během prvního týdne inkubace. U2OS 

linie na ozáření reagovala apoptózou některých buněk již od D10 v kombinaci s drobnými 

morfologickými změnami dalších buněk, od D13 již byl pozorován typický senescentní vzhled 

buněk. Kontrolní U2OS přerostly již v D4. Buňky HCT116 po IR změnily morfologii v D13, 

kdy byly pozorovány jak buňky procházející buněčnou smrtí, tak buňky vstupující 

do senescence, od D17 bylo možné pozorovat již pouze typický fenotyp buněčného stárnutí. 
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Kontrolní HCT116 přerostly kulturu již v D4. Celkově tedy lze říci, že část populace buněk 

vybraných linií dosáhne pro senescenci typických morfologických změn od D17, resp. D13. 

Kontrolní linie bez pasážování přerůstají jamky již po 4 dnech od vysazení. Tento trend byl 

pozorován u buněčných linií vysazených jak v 96-, tak 384-jamkových panelech o různých 

koncentracích. Pro další experimenty bylo tedy možné využít 384-jamkových panelů, čímž se 

zvýšila propustnost testování. 

 

Obrázek 19:  Indukce senescence radiací u vybraných linií - změna buněčné morfologie. 
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Obrázek 19: Indukce senescence radiací u vybraných linií - změna buněčné morfologie (pokračování). 
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4.1.2. Vizualizace lipofuscinu v senescentních buňkách 

Lipofuscin (resp. jeho autofluorescence) byl vizualizován v cytoplazmě senescentních a 

kontrolních MRC5 buněk (pozorování fluorescence bylo nejjednodušší u MRC5 díky jejich 

velikosti, U2OS a HCT116 mají mnohem menší plochu cytoplazmy). Použití kombinace 

excitace 405 nm + emise 445/45 nm, resp. emise 595/40 vedlo k získání nedostatečného 

signálu, který se nelišil u senescentních a kontrolních buněk, ani v průběhu experimentu. Užití 

kombinace excitace 488 nm + emise 460/80 nevedla k žádnému signálu. Nejlepší výsledky a 

rozdíly v intenzitě autofluorescence lipofuscinu v K- a IR buňkách byly sledovány při užití 

excitace 488 nm + emise 540/40 nm, resp. 620/70 nm, což koresponduje s dostupnou literaturou 

[229]. Na Obrázku 20 je reprezentativní ilustrace postupné akumulace lipofuscinu 

při pozorování jeho autofluorescence u IR buněk MRC5 linie. Grafy shrnující autofluorescenci 

lipofuscinu u MRC5, U2OS a HCT116 v průběhu 4 týdnů po ozáření naznačují lineárně se 

zvyšující míru signálu u MRC5 až do D21, u U2OS a HCT116 do D14 (Obrázek 21). Příklad 

vizualizace lipofuscinu po chromogenním barvení SBB je na Obrázku 22.  

Rozdíly v autofluorescenci lipofuscinu v průběhu měření sice vidět jsou, ale nejsou statisticky 

významné a dokonce se zdá, že po určitém čase dochází opět k poklesu jejich intenzity, resp. 

zřejmě k znehodnocení tohoto typu analýzy. A to především vzhledem k nahromadění takového 

množství lipofuscinu, že během obrazové analýzy nedochází k preciznímu rozlišení granul a 

tím pádem není přesná i celková suma jejich fluorescence. Ještě by bylo možné nastavit analýzu 

tak, aby počítala celkovou fluorescenci v cytoplazmě buňky, to ale přináší současně jiný 

problém - vzhledem ke změnám morfologie buněk během přechodu do stádia senescence, tedy 

ke zvětšování plochy buňky, by nastala potíž s přepočtem celkové fluorescence na jednotku 

plochy cytoplazmy a opět by došlo k nežádoucímu ovlivnění analýzy. Navíc lipofuscin nemusí 

být jedinou strukturou v buňce, která bude v daný okamžik autofluoreskovat. Z těchto důvodů 

měření autofluorescence lipofuscinu (a lipofuscin jako marker) nebylo dále používáno 

k testování senolytického účinku látek, pouze zde slouží k doplnění celkového obrazu 

o průběhu experimentu. 
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Obrázek 20: Nástup senescence dle akumulace lipofuscinu u MRC5 po IR 10 Gy. 3000 buněk/jamku 

v 384-jamkovém panelu. Použita kombinace vlnových délek excitace 488 nm a emise 540/40 nm (40x, 

fluorescenční mikroskopie). Jádra jsou podbarvená barvivem Hoechst 33342. 
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Obrázek 21: Autofluorescence lipofuscinu v čase po ozáření buněk vyhodnocená pomocí obrazové 

analýzy Columbus. Excitace 488 nm a emise 540/40 nm (fluorescenční mikroskopie). 

 

 

Obrázek 22: Lipofuscin obarvený SBB v senescentních MRC5 buňkách po IR 10 Gy. Šipky ukazují 

do míst akumulace obarveného lipofuscinu v senescentních MRC5 buňkách (100x, světelná 

mikroskopie). 

4.1.3. SA-β-galaktosidázová aktivita v senescentních buňkách 

Jako další ukazatel senescence v modelové buněčné linii byla vizualizovaná aktivita typického 

senescentního markeru β-galaktosidázy pomocí klasického protokolu za použití v laboratoři 

připravených roztoků reagencií. Příklad je na Obrázku 23. Vzhledem k tomu, že dnešní trh 
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nabízí širokou škálu kitů na barvení SA-β-gal, které jsou jednoduché a mnohem méně pracné, 

pro další testování látek ve velkém množství a pro zlepšení reprodukovatelnosti experimentů 

byl vybrán Senescence β-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology, USA) 

 

Obrázek 23: Detekce SA-β-galaktosidázové aktivity v senescentních MRC5 buňkách. Šipky ukazují 

do míst detekované aktivity SA-β-gal v senescentních MRC5 buňkách (vlevo 40x, vpravo 100x, 

světelná mikroskopie). 

4.1.4. Testování senolytické aktivity chemických sloučenin in vitro  

Na akcelerovaném radiačním (10 Gy) modelu senescence byla otestována vybraná skupina 

sloučenin. Soubor těchto testovaných látek byl vybrán tak, aby obsahoval sloučeniny se známou 

senolytickou aktivitou, dále pak látky, které byly identifikovány s potenciální senolytickou 

aktivitou v našich předchozích experimentech, a také sloučeniny, které jsme na základě 

publikovaných prací z preferenční toxicitě vůči stárnoucím buňkám podezírali. IC50 hodnoty 

vypočítané z absorbancí po cytotoxickém MTS testu jsou uvedeny v Tabulce 11 (pozn. nově 

nasyntetizované a dosud neznámé látky jsou anonymizovány pod číselnými kódy z důvodu 

plánované ochrany duševního vlastnictví). Quercetin, dasatinib, kombinace D+Q a MCOPPB 

byly již dříve identifikovány jako senolytika [158,175] a v tomto experimentu se tak také 

projevily, resp. Jistým způsobem posloužily jako pozitivní kontroly. Hodnoty IC50 v případě 

buněčné linie MRC5 naznačují senolytický efekt u quercetinu a MCOPPB. V případě linií 

U2OS a HCT116 se takto projevila všechna 4 publikovaná senolytika. Z tohoto pohledu by se 
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dalo říci, že je možné tento systém využít k identifikaci senolyticky působících látek. Z 15 

testovaných látek vyšly jako senolytické 5 u MRC5, 8 u U2OS a 5 u HCT116.  

Tabulka 11: IC50 hodnoty potenciálně senolytických látek v modelu radiačně indukované senescence 

(10 Gy), nebo na kontrolních neozářených buňkách (K-).  

 hodnoty IC50 (μM) 

 MRC5 U2OS HCT116 

látka 10 Gy K- 10 Gy K- 10 Gy K- 

quercetin 10,77 16,2 29,75 >50 21,63 >50 

dasatinib 42,92 25,92 1,24 8,02 0,95 18,55 

D+Q 44,42 19,53 1,3 5,15 1,78 20,51 

MCOPPB 6,55 8,33 7,43 45,27 35,42 48,28 

CP-31398 11,11 39,66 11,61 >50 >50 >50 

CP-100356 >50 7,99 8,47 >50 46,91 28,87 

dequalinium chlorid hydrát 1,88 1,37 11,82 0,01 3,57 0,13 

daurisoline 6,98 10,82 >50 >50 6,61 21,49 

decyltrimethylammonium bromid 10,42 2,58 27,77 >50 >50 >50 

9-aminoakridin hydrochlorid 

monohydrát 
14,18 6,25 11,47 1,91 10,6 1,75 

valspodar 8,4 7,55 10,4 >50 7,85 >50 

BMH-21 >50 7,05 1,66 4,31 14,27 0,38 

1-hexyl-4-amino-2-

methylquinolinium 
0,92 0,1 0,5 >50 3,55 >50 

C1 22,54 11,78 >50 16,33 >50 15,43 

loperamid hydrochlorid >50 >50 19,2 27,07 18,83 24,28 

C2 16,33 >50 15,83 >50 13,13 >50 

S1 14,99 >50 9,07 0,08 6,56 0,09 

S3 4,22 >50 5,79 0,6 8,27 0,13 

C3 >50 >50 >50 >50 >50 >50 

C4 >50 >50 >50 >50 >50 >50 

C5 >50 >50 >50 >50 >50 >50 

Výsledky MTS testu. 10 Gy = buňky s indukovanou senescencí pomocí IR, K- = kontrolní 

buňky/neozářené. Zeleně jsou vyznačeny IC50 hodnoty nižší pro populaci senescentních buněk 

než pro populaci parentální, tzn. látka má potenciálně senolytický efekt. 

4.1.5. SER spot analýza SA-β-galaktosidázové aktivity 

Pro zhodnocení potenciálního senolytického působení dalších testovaných látek byla úspěšně 

optimalizována SER spot analýza v systému analýzy obrazu Columbus. Možnost jejího využití 

pro vizualizaci senescentního markeru β-gal byla potvrzena srovnáním akcelerovaného modelu 

senescence po IR 10 Gy vs. 3 x 10 Gy a to u všech třech testovaných linií. Výsledky analýzy 
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obrazu naznačují rychlejší a silnější fenotypový projev senescence u všech linií po ozáření 

frakcionovanou dávkou, pro lepší názornost jsou data zobrazena v grafu (Obrázek 24). 

Na Obrázku 25 je srovnání barvení SA-β-galaktosidázové aktivity pomocí kitu všech linií (IR 

vs. kontrolní), reprezentativní ukázka snímků pro SER spot analýzu je na Obrázku 26. Snímky 

byly pořízeny automatickým skenováním na CV7000S (BF + Hoechst 445/45, zvětšení 20x 

v režimu světelné mikroskopie).  
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Obrázek 24: Nástup senescence podle SA-β-gal markeru po IR 1 x 10 Gy vs. 3 x 10 Gy. D = dny po IR. 

Uvedené hodnoty vyjadřují průměrné procentuální zastoupení senescentních buněk ± SD. 
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Obrázek 25: Ukázka barvení SA-β-galaktosidázové aktivity pomocí komerčního kitu (Senescence β-

Galactosidase Staining Kit, Cell Signaling, #9860). Srovnání barvení SA-β-galaktosidázové aktivity 

vybraným kitem u IR a K- buněčné populace. BF, 20x. 

 

 

Obrázek 26: Snímky pro SER spot analýzu po barvení SA-β-gal u senescentních buněk. Senescentní 

buňky akcelerovaného modelu po IR. BF a Hoechst 445/45 (20x, světelná a fluorescenční mikroskopie). 

Takto optimalizovanou SER spot analýzu je možné uplatnit pro analýzu obrazu senescentních 

buněk po SA-β-gal barvení v různých experimentech. Analýza pomohla i k úspěšné 
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kvantifikaci senescentních BJ buněk v 2D kultuře (Obrázek 27, upraveno z Přílohy 3). Takto 

připravený model posloužil ke stanovení vlivu normálních a senescentních (s tlustým střevem 

neasociovaných) fibroblastů včetně jejich kondiciovaných médií na odpověď kolorektálního 

karcinomu na AZA a DAC terapii. Bylo potvrzeno, že fibroblasty akcelerují buněčnou 

proliferaci a různě ovlivňují expresi enzymů regulujících DNA methylaci, což zvyšuje 

demethylaci indukovanou DAC v buňkách kolorektálního karcinomu. Naopak kondiciované 

médium senescentních buněk, které zvyšuje aktivitu NF- κB, změnilo hladinu deoxycytidin 

kinázy v neléčených buňkách kolorektálního karcinomu a zrušilo účinek DAC na degradaci 

DNA methyltransferázy 1 [57].  

 

Obrázek 27: Indukce senescence v BJ buňkách pro SER spot analýzu. Reprezentativní obrázky postupné 

indukce senescence v kultuře BJ fibroblastů pomocí IR. Buněčná jádra podbarvena Hoechst 33342 

roztokem a  β-galaktosidázová aktivita zachycena u neozářených a ozářených (1, resp. 3 týdny po IR) 

buněk. Prostřední sloupec v panelu uvádí i procentuální zastoupení senescentních buněk v kultuře 

(průměr±SD). Zvětšení 20x, měřítko 100 μm, kombinace světelné a fluorescenční mikroskopie. 

Pozměněno z Přílohy 3.  
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4.1.6. Určení senolytické aktivity látek ze SER spot analýzy 

Pro všechny otestované látky byla vypočítaná p hodnota (statisticky významný rozdíl vždy 

souvisel se snížením počtu senescentních buněk po ošetření určitou látku oproti buňkám 

v kontrolních jamkách, kam látky přidány nebyly, nikdy ne naopak). Nově nasyntetizované a 

dosud neznámé látky jsou anonymizovány pod číselnými kódy z důvodu plánované ochrany 

duševního vlastnictví. U konzistentních a opakujících se výsledků bylo pro upřesnění vlivu 

látek spočítáno průměrné zastoupení senescentních buněk (% senescentních buněk z celkové 

populace) ± SD a překontrolován statisticky významně neměnný počet proliferujících buněk 

(data neuvedena). V Tabulce 12 je uvedeno 5 látek (S1-S5), které dosáhly vysoké 

reprodukovatelnosti výsledků ve všech opakováních. Látky S1, S2 a S3 poskytly velmi 

konzistentní data a účinnost byla potvrzena i při velmi nízkých koncentracích u všech 

3 testovaných linií. Tabulka 13 potom vyzdvihuje shody výsledků testovaných látek napříč 

3 použitými buněčnými liniemi. Vzhledem k chování dnes známých senolytik je zřejmé, že 

senolyticky působící látky nemají stejný účinek na všechny buněčné linie vycházející z různých 

tkání [158,230]. 

P hodnota všech ostatních testovaných látek je uvedena v rozsáhlé Tabulce 1 v Suplementu, 

v tomto případě dále procentuální zastoupení senescentních buněk doplněno není. Tabulka 2 

v Suplementu porovnává výsledky MTS a β-gal testů u několika málo látek, které byly 

otestovány v obou experimentech. Průměrná shoda obou testů je 58,9±11,7 %. Vzhledem 

k rozsáhlé optimalizaci použití SER spot analýzy se nabízí přiložit větší váhu k výsledkům 

právě z tohoto typu testování, jehož validita byla nakonec potvrzena pomocí výsledků z in vivo 

experimentů. 
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Tabulka 12: Přehled velmi významných výsledků senolytické aktivity vybraných látek. 

MRC5 

látka koncentrace (uM) p hodnota 
 průměrné % zastoupení 

senescentních buněk  
SD (%) 

S1 

50 0,003856 45,593 6,232 

12,5 0,004490 41,498 5,943 

3,125 0,007144 59,486 4,121 

0,78125 0,023858 57,158 5,410 

0,1953125 0,025650 55,656 2,472 

0,048828125 0,014679 58,724 4,469 

0,012207031 0,190536 74,517 0,993 

S2 

50 0,005051 32,421 21,048 

12,5 0,003464 40,898 16,826 

3,125 0,003632 61,397 1,602 

0,78125 0,003367 65,098 5,142 

0,1953125 0,012596 62,706 4,803 

0,048828125 0,016286 63,588 9,228 

0,012207031 0,065474 77,658 16,694 

S3 

50 0,003180 52,526 0,117 

12,5 0,002672 66,169 6,704 

3,125 0,003676 68,135 7,261 

0,78125 0,004209 65,483 26,667 

0,1953125 0,011932 62,143 18,220 

0,048828125 0,009505 65,631 4,723 

0,012207031 0,010753 68,235 0,729 

S4 

50 0,001381 49,143 1,475 

12,5 0,033360 56,268 4,911 

3,125 0,034261 59,741 3,687 

0,78125 0,024364 64,175 9,176 

0,1953125 0,017066 65,487 3,945 

0,048828125 0,206807 70,148 1,487 

0,012207031 0,593696 72,641 3,843 

S5 

50 0,002556 38,172 6,385 

12,5 0,030273 60,191 12,175 

3,125 0,658165 68,347 4,168 

0,78125 0,057930 74,814 14,647 

0,1953125 0,111949 70,443 0,981 

0,048828125 0,213708 71,473 3,895 

0,012207031 0,327535 75,914 9,189 

kontrola 0   72,595 5,205 

Červeně jsou zvýrazněny p hodnoty značící statisticky signifikantní rozdíl mezi počtem senescentních 

buněk po ošetření konkrétní látkou a buňkami neošetřenými/kontrolními. 
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Tabulka 12: Přehled velmi významných výsledků senolytické aktivity vybraných látek (pokračování).  

U2OS 

látka koncentrace (uM) p hodnota 
 průměrné zastoupení 

senescentních buněk (%) 
SD (%) 

S1 

50 0,003082 6,514 2,038 

12,5 0,005377 1,872 0,748 

3,125 0,005855 1,917 0,247 

0,78125 0,004730 1,190 0,087 

0,195313 0,016086 1,038 0,444 

0,048828 0,007452 2,148 0,364 

0,012207 0,008730 2,474 0,947 

S2 

50 0,001457 25,622 24,921 

12,5 0,001601 19,704 14,179 

3,125 0,002962 13,345 6,017 

0,78125 0,005468 2,986 1,171 

0,195313 0,827744 81,926 10,994 

0,048828 0,070743 74,033 13,162 

0,012207 0,537054 79,372 8,343 

S3 

50 0,000006 1,765 0,789 

12,5 0,000009 1,798 1,008 

3,125 0,000011 1,991 0,901 

0,78125 0,000086 2,647 1,027 

0,195313 0,006305 3,648 1,174 

0,048828 0,018850 9,745 5,546 

0,012207 0,310185 81,382 12,530 

S4 

50 0,003641 15,178 5,774 

12,5 0,999976 82,169 7,150 

3,125 0,893034 78,647 12,144 

0,78125 0,999981 80,749 10,255 

0,195313 0,987144 86,318 11,647 

0,048828 0,999959 81,566 3,565 

0,012207 0,999560 80,657 6,644 

S5 

50 0,107428 79,565 1,554 

12,5 0,999990 82,387 4,185 

3,125 0,429491 81,567 10,113 

0,78125 0,975231 83,675 7,576 

0,195313 0,674721 80,647 3,588 

0,048828 0,998879 78,659 3,565 

0,012207 0,987962 79,447 2,579 

kontrola 0   79,091 4,897 

Červeně jsou zvýrazněny p hodnoty značící statisticky signifikantní rozdíl mezi počtem senescentních 

buněk po ošetření konkrétní látkou a buňkami neošetřenými/kontrolními. 
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Tabulka 12: Přehled velmi významných výsledků senolytické aktivity vybraných látek (pokračování).  

HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota 
 průměrné zastoupení 

senescentních buněk (%) 
SD (%) 

S1 

50 0,000167 1,956 1,004 

12,5 0,000593 1,354 0,351 

3,125 0,001214 9,710 3,213 

0,78125 0,002175 6,332 4,644 

0,195313 0,999986 78,746 5,618 

0,048828 0,895252 77,325 12,258 

0,012207 0,989488 86,448 1,201 

S2 

50 0,012864 9,836 7,518 

12,5 0,012980 6,375 1,332 

3,125 0,013879 10,044 2,497 

0,78125 0,016453 5,819 0,450 

0,195313 0,171052 42,437 34,871 

0,048828 0,485049 79,598 6,083 

0,012207 0,999916 71,103 7,633 

S3 

50 0,000787 2,983 2,047 

12,5 0,009339 6,318 1,041 

3,125 0,026143 5,485 1,972 

0,78125 0,012883 6,624 0,553 

0,195313 0,851701 76,783 6,262 

0,048828 0,602493 78,259 6,835 

0,012207 0,974621 77,240 3,501 

S4 

50 0,005702 3,125 1,085 

12,5 0,913653 83,542 7,766 

3,125 0,686022 76,846 5,953 

0,78125 0,999594 72,240 9,118 

0,195313 0,996184 77,741 6,160 

0,048828 0,999964 72,325 13,115 

0,012207 0,951382 87,433 1,721 

S5 

50 0,005161 2,456480 0,917 

12,5 0,982069 75,741 6,597 

3,125 0,281655 80,539 7,065 

0,78125 0,983853 80,746 6,982 

0,195313 0,999998 77,123 11,115 

0,048828 0,996569 85,325 1,221 

0,012207 1,000000 86,250 1,129 

kontrola 0   73,396 21,437 

Červeně jsou zvýrazněny p hodnoty značící statisticky signifikantní rozdíl mezi počtem senescentních 

buněk po ošetření konkrétní látkou a buňkami neošetřenými/kontrolními. 
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Tabulka 13:  Shody výsledků β-gal + SER spot testu u 3 buněčných linií.  

  buněčná linie 

látka koncentrace (uM) MRC5 U2OS HCT116 

S1 

50 ⁺ ⁺ ⁺ 

12,5 ⁺ ⁺ ⁺ 

3,125 ⁺ ⁺ ⁺ 

0,78125 ⁺ ⁺ ⁺ 

0,1953125 ⁺ ⁺ ⁻ 

0,048828125 ⁺ ⁺ ⁻ 

0,012207031 ⁻ ⁺ ⁻ 

S2 

50 ⁺ ⁺ ⁺ 

12,5 ⁺ ⁺ ⁺ 

3,125 ⁺ ⁺ ⁺ 

0,78125 ⁺ ⁺ ⁺ 

0,1953125 ⁺ ⁻ ⁻ 

0,048828125 ⁺ ⁻ ⁻ 

0,012207031 ⁻ ⁻ ⁻ 

S3 

50 ⁺ ⁺ ⁺ 

12,5 ⁺ ⁺ ⁺ 

3,125 ⁺ ⁺ ⁺ 

0,78125 ⁺ ⁺ ⁺ 

0,1953125 ⁺ ⁺ ⁻ 

0,048828125 ⁺ ⁺ ⁻ 

0,012207031 ⁺ ⁻ ⁻ 

S4 

50 ⁺ ⁺ ⁺ 

12,5 ⁺ ⁻ ⁻ 

3,125 ⁺ ⁻ ⁻ 

0,78125 ⁺ ⁻ ⁻ 

0,1953125 ⁺ ⁻ ⁻ 

0,048828125 ⁻ ⁻ ⁻ 

0,012207031 ⁻ ⁻ ⁻ 

S5 

50 ⁺ ⁻ ⁺ 

12,5 ⁺ ⁻ ⁻ 

3,125 ⁻ ⁻ ⁻ 

0,78125 ⁻ ⁻ ⁻ 

0,1953125 ⁻ ⁻ ⁻ 

0,048828125 ⁻ ⁻ ⁻ 

0,012207031 ⁻ ⁻ ⁻ 

Zeleně jsou vyznačeny shody pozitivních výsledků u všech 3 linií, oranžově jsou vyznačeny shody 

negativních výsledků. 
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4.1.7. Potvrzení senolytického účinku na modelu replikativní senescence 

I pro tento model senescence byla nejprve otestována funkčnost SER spot analýzy - bylo 

vypočítáno procentuální zastoupení buněk v senescenci v kultuře buněk MRC5 ve 3 různých 

pasážích (p.), získaná data korespondují s očekávaným výsledkem. Zastoupení senescentních 

buněk v kultuře MRC5 p. 16 = 4,12±0,94 %, MRC5 p. 34 = 12,96±4,28 % a MRC5 p. 46 = 

86,35±1,61 %.  

K ověření senolytického efektu byly vybrány nejlépe hodnocené látky z předchozího kroku a 

to: S1-S5; následně otestovány v paralelní kultivaci MRC5 p. 46 versus p. 16. Získané velmi 

konzistentní výsledky jsou shrnuty pomocí p hodnoty a rozdílu v počtu senescentních buněk 

(%) s a bez ošetření určitou látkou (Tabulka 14). 

Vzhledem ke všem uvedeným výsledkům SER spot analýz byly látky S1, S2 a S3 vybrány 

pro další testování a pokračování v experimentu in vivo. 
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Tabulka 14: Výsledky β-gal + SER spot analýzy na modelu replikativní senescence.  

látka koncentrace (μM) p hodnota 
průměrné zastoupení 

senescentních buněk (%) 
SD (%) 

S1 

50 0,000300 21,852 2,619 

12,5 0,019388 31,465 3,651 

3,125 0,011652 30,264 4,670 

0,78125 0,020808 41,634 14,403 

0,1953125 0,511681 60,727 6,600 

0,048828125 0,139393 66,490 3,257 

0,012207031 1,000000 78,503 7,673 

S2 

50 0,000223 21,020 1,443 

12,5 0,014638 20,721 2,970 

3,125 0,010814 30,007 8,177 

0,78125 0,010632 29,968 0,719 

0,1953125 0,026774 32,167 9,506 

0,048828125 0,039749 33,138 0,639 

0,012207031 0,321035 76,983 13,085 

S3 

50 0,000241 8,775 0,101 

12,5 0,004025 39,669 2,796 

3,125 0,001930 38,142 3,307 

0,78125 0,014202 42,326 0,017 

0,1953125 0,000728 36,112 0,427 

0,048828125 0,034521 44,264 8,738 

0,012207031 0,322767 79,889 8,681 

S4 

50 0,000641 43,315 0,648 

12,5 0,009590 47,221 5,094 

3,125 0,435196 5,564 6,214 

0,78125 0,976268 71,716 2,426 

0,1953125 0,292370 78,603 1,713 

0,048828125 0,055825 73,890 5,812 

0,012207031 0,143838 76,441 9,108 

S5 

50 0,001704 30,694 0,982 

12,5 0,029832 38,871 12,545 

3,125 0,199959 65,052 17,997 

0,78125 0,520644 67,753 9,877 

0,1953125 0,929009 63,492 8,702 

0,048828125 0,310684 76,749 8,993 

0,012207031 0,706761 80,802 8,415 

kontrola 0   78,407 6,278 

Červeně jsou zvýrazněny p hodnoty značící statisticky signifikantní rozdíl mezi počtem senescentních 

buněk po ošetření konkrétní látkou a buňkami neošetřenými/kontrolními. 
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4.2. Cíl 2 

Obsahem této části práce byla demonstrace odběru myších chlupů a následně i uvedení 

možností jejich uplatnění ve výzkumu jako velmi slibného biologického materiálu mimo jiné i 

ve studiu senescence. 

4.2.1. Úspěšnost odběru myších chlupů 

Po nasátí trsu myších chlupů mezi menší a větší špičku zařízení bylo možné stisknutím spouště 

získat chlupy uchycené mezi špičkami, lehkým trhnutím bylo jednoduše možné chlupy 

vytrhnout z kůže. Zhruba 200 myších chlupů lze získat jedním odběrem provedeným tímto 

způsobem. Každý myší chlup obsahuje cca 50 folikulárních buněk. Jednorázové kleště tvořené 

plastovými špičkami umožňují jednoduchou manipulaci a okamžité zpracování vzorků fixací 

nebo lýzou. Celý proces je jednoduchý a rychlý, svým provedením zamezuje kontaminaci 

vzorků mezi sebou nebo přenosem z rukou manipulátora. Velkou výhodou této metody odběru 

je její neinvazivnost, možnost mnoha opakovaných odběrů, odběrů z více míst na těle zvířete a 

především způsobení minimálního stresu experimentálním zvířatům. Metoda je použitelná i pro 

odběr vlasových/chlupových folikulů u jiných zvířat a také u lidí.  

4.2.2. Výtěžnost izolace DNA a RNA z myších chlupů 

Chlupové folikuly jsou morfologicky intaktní a mohou být jednoduše rozpoznány a 

vyšetřovány pomocí mikroskopie (ilustrační Obrázek 28). 

Odebrané vzorky chlupových folikulů je možné skladovat v suchém stavu nebo v příslušném 

médiu. Izolací RNA z trsů chlupových folikulů (n=100) bylo získáno průměrně 275 ng v 30μl 

roztoku, tzn. 9,16 ng/μl.  Extrakce DNA z chlupů (n=152) byla také úspěšná, bylo izolováno 

průměrně 486 ng, tzn. 16,2 ng/μl, což je sice méně než poskytuje izolace z klasicky odebraného 

materiálu (biopsie ocásků, n= 152) 846 ng, tzn. 28,2 ng/μl, ale stále izolace RNA i DNA 

poskytla dostatečný výtěžek k dalšímu úspěšnému použití. Kvalita izolovaných nukleových 

kyselin byla zjištěna pomocí poměrů absorbance A260/280. Kvalita RNA byla navíc doplněna 

měřením integrity (RIN) na Agilent Bioanalyzer 2100, zjištěná RIN hodnota byla vždy nad 8, 

což indikuje přítomnost RNA o vysoké kvalitě bez známek degradace. Proto je možné hodnotit 

kvalitu i kvantitu izolovaných nukleových kyselin jako velmi úspěšnou, jak je uvedeno 

na Obrázku 29, a vhodnou pro další experimenty. Navíc není potřeba pro zpracování vzorků 

zařazovat žádné speciální kroky jako homogenizace materiálu pro účely izolace nebo krájení 
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řezů pro mikroskopickou analýzu. Materiál může být sbírán a zpracován opakovaně během 

krátkého časového intervalu a ve velkém množství.  

 

Obrázek 28: Reprezentativní obrázky chlupů po barvení dle Giemsy (zvětšení uvedeno) ilustrující 

intaktní morfologii po odběru zařízením napojeným na vakuum (převzato a upraveno z Přílohy 2).  
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Obrázek 29: Porovnání úspěšnosti izolace DNA z biopsií ocásků a myších chlupů získaných 

neinvazivním odběrovým zařízením; a výtěžek z izolace RNA z myších chlupů. Množství a kvalita 

nukleových kyselin byla změřena na spektrofotometru ND 1000. Výsledná data jsou vizualizována 

formou boxplotů prezentujících medián naměřených hodnot, maximální a minimální hodnoty, jejich 

rozložení kvartilů a interkvartilový rozsah a hodnoty odlehlé (převzato a upraveno z Přílohy 2). 
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4.2.3. Genotypizace pokusných zvířat  

Genotypizace pokusných GMO je jedním z běžných důvodů pro biopsii měkké tkáně zvířat 

ve výzkumu i komerční sféře. Většinou se pro účely izolace DNA zkoumaným zvířatům 

odebere špička ocásku nebo výřez z ucha. Aby se minimalizoval stres a bolest těchto zvířat, 

etické standardy mnoha zemí vyžadují před samotným odběrem anestézii zvířat, což celý proces 

prodlužuje a komplikuje, obzvlášť v případě potřeby odběru velkého množství vzorků.  

Z experimentů uvedených v této práci vyplývá, že myší chlupové folikuly odebrané výše 

popsaným způsobem mohou plně nahradit biopsie tkáně za účelem izolace DNA a např. 

následné genotypizace, nebo dalších pozorování. K demonstraci možnosti užití myších chlupů 

pro genotypizaci bylo vybráno 152 potomků z křížení samců myšího modelu 5XFAD a samic 

C57Bl/6. Takový model je užíván ke studiu Alzheimerovy choroby a nemocí spojených 

se senescencí  [231,232]. DNA ze 152 vzorků ocásků a 152 vzorků chlupových folikulů z týchž 

zvířat podstoupilo PCR amplifikaci a následnou vizualizaci na gelu dvou transgenů: APP 

(APP695, kódující amyloid-beta [A4] myší/lidský chimérický prekurzorový protein) a PST 

(PSEN1, kódující lidský presenilin 1). Výsledky amplifikace z chlupových folikulů byly 

naprosto konzistentní, shodovaly se s výsledky z ocásků ve všech 152 vzorcích (přítomnost 

obou transgenů nebo absence obou transgenů, žádný vzorek neukázal přítomnost pouze 

jednoho z transgenů). Z toho vyplývá, že chlupové folikuly by mohly plně nahradit biopsie 

měkkých tkání minimálně pro účely genotypizace a to bez ztráty přesnosti výsledků. Příklad 

výsledků elektroforetické separace demonstrující přítomnost nebo absenci cílových transgenů 

je na Obrázku 30.  
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Obrázek 30: Demonstrace genotypizace využívající myší chlupové folikuly jako startovací biologický 

materiál. Výsledky elektroforetické separace PCR amplikonů vyjadřující přítomnost nebo absenci 

transgenů APP a PST (reprezentativní vzorky z myší č. 111 - 119) v obou testovaných biologických 

materiálech - chlupy i ocásky. Na levé straně je zobrazen i velikostní marker 1 kb GeneRuler DNA 

ladder (Thermo Fisher Scientific, USA), převzato a upraveno z Přílohy 2. 

4.2.4. Barvení jaderných a cytoplazmatických proteinů ve folikulech 

Obrázky v této podkapitole obecně dokazují, že myší chlupové folikulární buňky je možné 

barvit pomocí IF a vizualizovat tak proteiny jaderné i cytoplazmatické, stejně jako by se jednalo 

o monovrstvu buněk na sklíčku nebo v panelu. Tento fakt velmi rozšiřuje možnost uplatnění 

tohoto biologického materiálu ve výzkumu. Na Obrázku 31 jsou uvedeny reprezentativní 

snímky chlupových folikulů po IF barvení jaderných proteinů. Obrázek 32 pak vizualizuje IF 

barvení proteinů lokalizovaných v cytoplazmě.  
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Obrázek 31: Imunofluorescenční detekce MDM2 a p53 jaderných proteinů v myších chlupových 

folikulech. Autofluorescence chlupu je viditelná v zeleném i červeném kanálu. Jádra jsou podbarvená 

DAPI. A) jaderný protein MDM2 je vizualizovány zeleným kanálem a p53 červeným, B) zde nebyla 

použita žádná primární protilátka proti p53 k prokázání rozdílu mezi autofluorescencí chlupu a 

skutečným signálem z červeném kanálu ve folikulárních buňkách. Snímky pocházejí z konfokálního 

mikroskopu s rotujícím (z angl. spinning) diskem (Zeiss Cell Observer SD, Zeiss, Německo) a jsou 

zobrazeny s projekcí maximální intenzity po propojení více obrázků snímaných v jiných ohniskových 

vzdálenostech (z angl. z-stack scanning). Zvětšení 60x s olejovou imerzí (převzato a upraveno z Přílohy 

2).  
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Obrázek 32: Příklad imunofluorescenční detekce cytoplazmatických proteinů - ribozomálních proteinů 

RPS6 a RPL5 v myších chlupových folikulech. Jádra jsou obarvena Hoechst 33342 a prezentována 

v modrém kanálu, ribozomální proteiny v zeleném. Reprezentativní snímky byly pořízeny složením více 

obrázků (z angl. z-stack) z konfokálního mikroskopu s rotujícím (z angl. spinning) diskem. Zvětšení 60x 

s olejovou imerzí (převzato a upraveno z Přílohy 2). 

4.2.5. Vliv topicky aplikovaných klastogenů na marker poškození DNA 

Dále byla otestována možnost získat relevantní informace z myších chlupových folikulů 

po topickém podání látek způsobujících DDR. Chemické klastogeny cis-platina a bleomycin 

rozpuštěné v DMSO byly aplikovány v malém množství přímo na kůži testovaných zvířat. 

Buňky myších chlupů odebraných z exponovaných oblastí skutečně vykazovaly zvýšenou 

detekci γ-H2AX po IF barvení v jádrech v porovnání s kontrolou (Obrázek 33). Tedy lokální 

aplikace různých chemických látek a následné zhodnocení jejich účinků na folikulární buňky 

in vivo je realizovatelné a tento fakt velmi obohacuje portfolio aplikací testovaného 

biologického matriálu. 
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Obrázek 33: Imunofluorescenční detekce γ-H2AX v myších chlupových folikulech po topické aplikaci 

klastogenů bleomycin a cis-platina (upraveno z Přílohy 2). 
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4.3. Cíl 3 

Náplní této části předkládané práce bylo otestování potenciálně senolytických látek vybraných 

v rámci Cíle 1 in vivo. Jako model byl uplatněn myší model replikativní senescence, který je 

založený na použití přirozeně zestárlých myší. Jako biologický materiál posloužily myší 

chlupové folikuly, které lze opakovaně odebírat bezbolestně a neinvazivně, jak bylo potvrzeno 

v Cíli 2. Pomocí markerů p16 a p21 byly demonstrovány změny senescentního stavu buněk. 

Následně byl optimalizován a validován postup indukce akcelerovaného modelu in vivo pomocí 

radiace. I v tomto modelu byly otestovány vybrané látky. 

4.3.1. Změny senescentních markerů v in vivo replikativním modelu 

Alterace v expresi vybraných senescentních markerů (p16 a p21) reflektují biologický věk 

testovaných zvířat a to dokonce i v myších chlupových folikulech. Senescentní buňky jsou 

většinou identifikovány zvýšenou aktivitou SA-β-gal [233–235], ale jak již bylo zmíněno, i 

tento oblíbený marker má své limity [45]. Naproti tomu u markerů p16 a p21 jsou známé 

funkce, které jsou spojené se senescencí [236–238] a jejich exprese je podstatně zvýšená 

v široké škále lidských i myších senescentních buněk [239–241]. 

Analýza exprese p16 a p21 pomocí qPCR prokázala signifikantní změny exprese obou 

sledovaných markerů v myším modelu replikativní senescence. Logicky nejmarkantnější 

rozdíly byly potvrzeny mezi skupinou mladých (6 měsíců) a starých (2,5 - 3 roky) myší 

(p< 0,05, p < 0,01 nebo p < 0,001 v závislosti na genu použitém k normalizaci dat a na 

samotném cílovém genu). Na Obrázku 34 jsou v boxplot grafickém vyjádření uvedeny ΔCt 

hodnoty obou sledovaných skupin, rozdíly v mRNA expresi daného markeru mezi skupinami 

je vyjádřen FC hodnotou, při jejímž výpočtu sloužila jako kontrola skupina mladých zvířat 

oproti experimentální skupině starých.  Pro marker p16 byly vypočítány FC hodnoty 8,03 a 

9,59 (p < 0,001), pro p21 3,15 (p < 0,01) a 3,76 (p< 0,05). Rozdíly mezi expresí sledovaných 

markerů senescence nebyly prokázány mezi skupinou mladých a dospělých, jejichž věkový 

rozdíl byl pouze 4 měsíce (data neuvedena). K potvrzení výsledků z qPCR dat, byly vzorky 

chlupových folikulů staré (2,5 roku) a mladé (6 měsíců) myši porovnány z hlediska změny 

proteinové hladiny markeru p16 i p21 barvením IF (Obrázek 35). Buňky pocházející ze staršího 

zvířete vykazovaly vyšší hladinu proteinů p16 i p21.  
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Obrázek 34: Analýza exprese markerů senescence. Hladina mRNA p16 a p21 analyzovaná z myších 

chlupových folikulů pocházejících z mladé a staré myši je vyobrazena v boxplot grafech, ze kterých 

jsou patrné mediány, maximální a minimální hodnoty a hodnoty ΔCt (normalizovány geny GAPDH 

nebo ACTB). Výsledky t-testu jsou rovněž uvedeny (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Obrázek byl 

převzat a upraven z Přílohy 2. 

 
Obrázek 35: Reprezentativní obrázky prokazující vyšší hladinu proteinů p16 a p21 v myších chlupových 

folikulech starého zvířete (stará) ve srovnání s mladým jedincem (mladá). Jádra podbarvená DAPI jsou 

zobrazena v modrém kanálu a signál p16, resp. P21 v zeleném. V samotném chlupu můžeme sledovat 

autofluorescenci. Obrázky byly pořízeny konfokálním mikroskopem s rotujícím (z angl. spinning) 

diskem (Zeiss, Německo) a poskládány z více snímku (z angl. z-stack). Zvětšení 60x s olejovou imerzí. 

Obrázek byl upraven z Přílohy 2 a částečně doplněn. 
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Obrázek 35 (pokračování): Reprezentativní obrázky prokazující vyšší hladinu proteinů p16 a p21 

v myších chlupových folikulech starého zvířete (stará) ve srovnání s mladým jedincem (mladá). Jádra 

podbarvená DAPI jsou zobrazena v modrém kanálu a signál p16, resp. p21 v zeleném. V samotném 

chlupu můžeme sledovat autofluorescenci. Obrázky byly pořízeny konfokálním mikroskopem 

s rotujícím (z angl. spinning) diskem (Zeiss, Německo) a poskládány z více snímku (z angl. z-stack). 

Zvětšení 60x s olejovou imerzí. Obrázek byl upraven z Přílohy 2 a částečně doplněn. 

4.3.2. Změny senescentních markerů po aplikaci látek v replikativním modelu 

Systémová aplikace potenciálně senolytických látek (pozn. nově nasyntetizované anebo dosud 

neznámé látky jsou anonymizovány pod číselnými kódy z důvodu plánované ochrany 

duševního vlastnictví), které byly v tomto ohledu aktivní při experimentech in vitro na 

vybraných buněčných liniích (viz Cíl 1), vedla v myším modelu replikativní senescence 

k downregulaci sledovaných senescentních markerů p16 a p21. Konzistentních výsledků bylo 

dosaženo především podáním látky S1, jejíž administrace vedla ke snížení exprese obou genů 

a to ve všech 3 sledovaných časových bodech v porovnání se vzorky odebranými před začátkem 

aplikace látky. Snížení exprese bylo stabilní a statisticky signifikantní (p<0,01 nebo p<0,05). 

FC hodnoty pro p16 u skupiny S1 byly 0,43 v D8, 0,77 v D15 a 0,43 v D21. V případě marker 

p21 byly vypočítány hodnoty 0,72 v D8, 0,72 v D15 a 0,74 v D21. Aplikace látky S2 i S3 vedla 

u obou cílových markerů k statisticky významnému snížení v D15, tedy 5 dní od ukončení léčby 
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(p<0,05). Tento rozdíl ale nebyl statisticky významný před ukončením podávání látky (D8), ani 

delší dobu po ukončení podávání (D21). Hodnoty FC pro skupinu S2 v D15 byly u p16 0,70 a 

u p21 0,77. V případě testované látky S3 v D15 byly FC hodnoty pro p16 0,41 a pro p21 0,58. 

V kontrolní skupině (K-) ke změnám nedošlo. Data byla normalizována pomocí měření exprese 

genu GAPDH. Obrázek 36 graficky shrnuje tato pozorování. 

 

 

 

 

Obrázek 36: Analýza exprese senescentních markerů po aplikaci vybraných látek in vivo v replikativním 

modelu (uvedeny hodnoty FC). Hladina mRNA p16 a p21 byla měřena ze vzorků myších chlupových 

folikulů zvířat ošetřených vybranými látkami a srovnáván byl každý časový odběr (D8, D15 a D21) se 

stavem před začátkem aplikace látek (D1). Naměřené hodnoty byly normalizovány expresí GAPDH. 

Výsledky t-testu jsou rovněž uvedeny (*p<0,05, **p<0,01). 
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4.3.3. Změny senescentních markerů v in vivo IR modelu 

Počet senescentních buněk ve tkáních může být kromě fyziologického procesu stárnutí také 

artificiálně zvýšen a to například expozicí nejrůznějším faktorům poškozujícím DNA. Záření 

gamma je známým induktorem senescence, dokonce i při podání nižších dávek - 

u experimentálních zvířat může dojít k demonstraci detekovatelných znaků senescence 

[242,243]. Navíc bylo dokázáno, že pacienti, kteří podstoupili protinádorovou terapii (chemo- 

a/nebo radio-) mají vyšší počet senescentních buněk než neléčení pacienti stejného věku 

[244,245]. Tímto experimentem je jasně prokázána možnost indukce senescence v závislosti 

na IR v myším modelu: měkké tkáně v ozářené pravé zadní končetině jasně vykazují znaky 

senescence (zvýšena exprese p16 a p21) v porovnání s neozářenými kontrolními končetinami. 

Chlupové folikuly byly odebrány v 7 časových bodech (první ještě před IR) z obou studovaných 

končetin 10 myší. Signifikantní navýšení exprese vybraných senescentních markerů p16 a p21 

v ozářených končetinách byla pozorována od 21., resp. 28. dne po IR v porovnání se vzorky 

odebranými ještě před ozářením. Oba markery zůstaly upregulované až do konce pozorování 

(D35), což jasně dokazuje indukci senescence v dané tkáni. Kvantitativní navýšení exprese 

markerů na úrovni mRNA nebylo příliš vysoké, nejvyšší průměrná FC hodnota byla 2,26 u p16 

21 dní po IR. Druhý marker p21 vykazoval slabší potenciál rozlišit senescentní od normálních 

buněk v myší tkáni a to s FC hodnotou na maximu 1,25 (D28). Nicméně změny byly velmi 

významné, v případě p16 během posledních 3 pozorování (p<0,001), u p21 během posledních 

2 pozorování (p<0,05). Exprese obou markerů v kontrolních (neozářených) vzorcích zůstala 

během experimentu neměnná. Výsledek je graficky znázorněn na Obrázku 37. Tato zjištění 

samozřejmě nabádají k myšlence použít IR model akcelerovaného stárnutí v kombinaci 

s myšími chlupovými folikuly ke studiu senescentních markerů, stárnutí a k identifikaci 

senolytických látek in vivo.  
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Obrázek 37: Změny v expresi genů p16 a p21 v čase v myších chlupových folikulech po aplikaci 

frakcionované dávky 3 x 8 Gy in vivo (pravá zadní končetina ozářena, levá zadní končetina sloužila 

jako kontrola). Data jsou vyjádřena jako hodnoty fold change, které byly vztaženy ke vzorkům z odběru 

D0 (krátce před prvním IR) a normalizovány pomocí hladin mRNA genu GAPDH. V grafu jsou 

zobrazeny průměry hodnot a směrodatné odchylky. ΔCt hodnoty z každého časového bodu byly 

porovnány pomocí párového testu a výsledné p hodnoty jsou vyznačeny na křivkách pomocí hvězdiček 

* p<0,05, ** p<0,01 a ***p<0,001 (převzato a upraveno z Přílohy 2). 

4.3.4. Změny senescentních markerů po aplikaci senolytických látek v IR modelu 

Všechny 4 skupiny (n =10) myší podstoupily ozáření pravé zadní končetiny frakcionovanou 

dávkou záření (IR), která dle předchozích výsledků měla vést k navýšení exprese senescentních 
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markerů p16 a p21. Tyto výsledky byly potvrzeny (Obrázek 38), v den D30 došlo k indukci 

senescence ve všech 4 skupinách pokusných zvířat, resp. ve vzorcích chlupových folikulů 

odebíraných z ozářených částí těla. Marker p16 všeobecně vykazoval vyšší FC hodnoty: 

K = 3,44, S1 = 3,32, S2 = 2,88 a S3 = 2,83. Navýšení exprese v případě markeru p21 bylo nižší, 

ale i tak statisticky signifikantní: K- = 1,94, S1 = 1,88, S2 = 1,70 a S3 = 1,50. Statistická 

průkaznost rozdílů mezi sledovanými odběrovými body byla potvrzena u všech skupin pomocí 

p hodnoty (* p<0,05, ** p<0,01 a ***p<0,001), která je také součástí grafů. Tímto způsobem 

byl tedy úspěšně připraven in vivo IR model akcelerovaného stárnutí, který následně posloužil 

k aplikaci testovaných látek.  

 

 

Obrázek 38: Analýza exprese senescentních markerů 30 dní po začátku experimentu (tzn. 30 dní 

po začátku IR 3 x 8 Gy) in vivo na indukci senescence v akcelerovaném modelu stárnutí. Hladina mRNA 

p16 a p21 byla měřena ze vzorků myších chlupových folikulů zvířat před (D0) a po (D30) začátku 

ozáření. Hodnoty ΔCt byly normalizovány expresí GAPDH a použity k výpočtu FC. Výsledky t-testu 

jsou rovněž uvedeny (*p<0,05, **p<0,01). 
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Systémová aplikace potenciálně senolytických látek (pozn. názvy anonymizovány), které byly 

v tomto ohledu aktivní při experimentech in vitro na vybraných buněčných liniích (viz Cíl 1) a 

následně se ukázaly být senolytické i in vivo v myším modelu replikativní senescence (viz Cíl 

3), demonstrovaly svůj efekt i v IR modelu akcelerované senescence. Hladiny markerů p16 a 

p21 byly i v tomto případě sledovány pomocí qPCR metody s následným statistickým 

vyhodnocením a jako biologický materiál byly použity odebrané myší chlupové folikuly. 

Kontrolní skupina zvířat, u nichž byla úspěšně indukována senescence v ozářené části těla, 

následně neprojevila změnu exprese ani v jednom z odběrových bodů celého experimentu. 

Exprese markerů zůstala tedy statisticky srovnatelná se stavem po indukci senescence pomocí 

IR (v D30). Srovnání exprese markerů u všech testovaných skupin v dalším průběhu 

experimentu je graficky znázorněna na Obrázku 39, který demonstruje rozdíly v expresi mezi 

počátečním odběrem 2 (D30) s artificiálně navýšenou mRNA hladinou p16 a p21 po IR vs. 

odběry 3, 4, 5 a 6. Konzistentních výsledků po aplikaci látek bylo dosaženo především podáním 

látky S1, jejíž administrace vedla ke snížení exprese obou genů asociovaných se senescencí. 

Sledovaný marker p16 byl aplikací S1 downregulován ve 3 (odběr 3,4 a 5) ze 4 odběrových 

bodů, vypočítané FC hodnoty byly 0,74 v D30+7, 0,51 v D30+14, 0,84 v D30+21, poslední 

odběrový den (D30+30, odběr 6) bohužel neprokázal stabilitu efektu podané látky. FC hodnoty 

pro měření druhého markeru p21 vykazující statisticky signifikantní rozdíly byly naměřeny 

v D30+7 0,57 a D30+14 0,57. Látky S2 a S3 prokázaly podobný vzorec působení u obou 

sledovaných genů. Podání obou látek totiž vedlo ke snížení exprese při odběru v D30+7 a 

D30+14. FC hodnoty pro skupinu S2 při sledování p16 byly 0,69 a 0,71, u p21 byly 0,46 a 0,61. 

Systémové podání S3 vedlo ke snížení exprese cílových markerů, měřeno hodnotami FC: pro 

p16 0,51 a 0,47 a pro p21 0,68 a 0,79. Statistická hladina významnosti byla popsána p 

hodnotami jako u předešlých výpočtů *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001. Všechny tři sledované 

látky prokázaly svůj senolytický účinek i v akcelerovaném IR modelu senescence a to v D30+7 

a D30+14 se silnou statistkou průkazností především v případě markeru p16. Oba odběry byly 

provedeny těsně po ukončení prvního, resp. druhého kola aplikace testovaných látek, z čehož 

vyplývá, že látky zřejmě nemají dlouhodobý senolytický účinek a pro udržení jejich efektu je 

nutné stabilně tyto látky podávat v adekvátním množství opakovaně.  

 



 

103 
 

 

 

Obrázek 39: Analýza exprese senescentních markerů po aplikaci vybraných látek in vivo v IR modelu. 

Hladina mRNA p16 a p21 byla měřena ze vzorků myších chlupových folikulů zvířat ošetřených 

vybranými látkami a srovnáván byl každý časový odběr (odběr 3, 4, 5, 6) se stavem před začátkem 

aplikace látek (odběr 2, D30). Hodnoty ΔCt byly normalizovány podle exprese GAPDH. Výsledky 

t- testu jsou rovněž uvedeny (*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001). 
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5. Diskuze 

Senescence a stárnutí jsou v posledních několika letech velmi diskutovaným tématem na poli 

biologie i medicíny a každý den jsou publikovány další nové poznatky, které osvětlují tuto 

problematiku. I přes veškeré úsilí a velké objemy dat, které jsou nyní zveřejňovány, existuje 

spousta nezodpovězených otázek, nesrovnalostí a nejasností ohledně molekulární podstaty 

senescence, způsobu identifikace senescentních buněk, univerzálnosti jednotlivých 

biomarkerů, využitelnosti modelů senescence in vitro a/nebo in vivo a v neposlední řadě i 

identifikace a aplikace senolytických látek. Významnou překážkou na cestě k lepšímu 

pochopení buněčného stárnutí je zejména heterogenita jeho fenotypu [246]. Ať už se jedná 

o složení SASP, stabilitu a rychlost indukce stárnutí a tvorbu SAHF, to vše je dnes intenzivně 

diskutováno v literatuře, ale všeobecně lze říci, že tyto rozdíly můžeme připsat zejména 

zvolenému typu buněk a/nebo činidlu indukujícímu senescenci. Z tohoto důvodu potom 

sledujeme rozdíly mezi primární a sekundární senescencí [31], dále rozdíly v rámci různých 

tkání nebo v kontextu konkrétního onemocnění [247], a v neposlední řadě rozdíly v odpovědi 

na senescentní terapii, ať už se jedná o pro-senescentní nebo anti-senescentní přístup [248,249]. 

Všechny zmíněné faktory významně komplikují rozpoznávání a hodnocení buněčné 

senescence, zejména pak v komplexních tkáních a živých organizmech.  

V této práci byly použity dva modely senescence, jak v in vitro, tak v in vivo experimentech, a 

to replikativní model senescence vycházející z přirozeného stárnutí tkání, resp. organizmu, a 

jako druhý model byl využit akcelerovaný model senescence založený na indukci senescentního 

stavu pomocí ionizujícího záření. U lidských primárních fibroblastových linií byla zjištěna 

konvergence mezi replikativní a radiací indukovanou senescencí a to na základě identifikace 

exprese konzervovaných genů a některých drah [250], proto byly v předkládané práci vybrány 

právě tyto dva zmíněné modely.  

(a) in vitro replikativní a radiační model senescence: výběr vhodných buněčných linií 

pro tento typ studie je velmi obtížný a ovlivněný velkým množstvím faktorů. V podstatě 

se nedá říct, že by některá linie byla vhodnější nebo lepší v obecném slova smyslu, resp. 

pokud se podíváme do literatury, najdeme obrovskou škálu linií, které byly užity 

jako buněčný model senescence. V případě replikativního modelu se může na první 

pohled zdát, že zkracování telomer v důsledku buněčného dělení, které indukuje právě 

replikativní senescenci, je jednoznačný a dobře popsaný proces, ale i přesto může vést 

k určitému stupni heterogenity, pokud srovnáváme reakci různých buněčných linií. 
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Zatímco replikativní senescence je řízena hlavně délkou telomer a expresí telomerázy, 

heterogenita jejího indukce není stále dobře pochopena. Na základě výše zmíněných 

limitujících faktorů byla nejprve vybrána lidská buněčná linie MRC5, která velmi dobře 

reflektuje nástup senescence v závislosti na buněčné pasáži [251]. Následně byly do in 

vitro experimentů doplněny i další dvě linie, a to nádorové U2OS a HCT116, které 

reprezentují nádory mesenchymální i epiteliální tkáně, u kterých je radioterapie běžně 

užívaným způsobem léčby, s čímž souvisí i možnost indukce senescence terapeutickou 

dávkou IR [252]. Tyto tři linie byly vybrány na základě literatury a doplněny o další 

potenciálně vhodné buněčné linie. Při optimalizaci IR indukované senescence bylo 

otestováno více linií, avšak pro další experimenty byly využity právě tyto 3 zmíněné. 

Testování účinku potenciálních senolytik na buněčných liniích v obou modelech bylo 

založeno na sledování nejčastěji užívaného senescentního markeru - β-galaktosidázové 

aktivity. Jelikož většina buněk exprimuje endogenní enzymaticky aktivní β-gal při pH 

4,0, SA-β-gal je testována barvením při neoptimálním pH 6,0, což zlepšuje schopnost 

rozlišit normální a senescentní buňky [253]. Testování SA-β-gal jako senescentního 

markeru je ale, i přes jeho rozsáhlé užívání, nutné optimalizovat pro každou buněčnou 

linii. Pro urychlení a zefektivnění testování SA-β-gal v obou modelech byla 

optimalizována SER spot analýza obrazu a kombinována s automatickým skríningem a 

užitím 384-jamkových panelů. Toto nastavení je inovativní, pracuje s dlouhou dobu 

známým markerem, avšak zařazeným do nového pracovního postupu, díky čemuž 

poskytuje v krátkém čase velké objemy dat, která jsou generována automaticky. SER 

spot analýza obrazu pomocí softwaru Columbus prozatím nebyla k těmto účelům užita, 

s výjimkou publikovaného spoluautorského článku (Příloha 3), kde postup analýzy 

obrazu při identifikaci senescentních buněk vycházel z nastavení optimalizovaného pro 

tuto práci. Všechny látky testované pro jejich potenciální senolytický účinek v rámci 

této práce byly již dříve zařazeny do širšího bloku testování jejich různých účinků a 

biologických vlastností. V této práci jsou zahrnuta pouze data týkající se senescence a 

senolytického efektu. Prozatím nebyla publikována data popisující látky S1, S2 ani S3 

jako senolytika. Všechny tři látky jsou deriváty nukleosidů, prokázaly svůj senolytický 

účinek u všech 3 linií v IR modelu, což bylo následně potvrzeno v modelu replikativní 

senescence na přirozeně zestárlých MRC5 buňkách. Chemickou strukturu těchto 

kandidátních senolytik zatím nezveřejňujeme z důvodu přípravy patentové přihlášky.   
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(b) in vivo replikativní a radiačně indukovaný model stárnutí: pro udržení způsobu testování 

potenciálně senolytických látek na replikativním a IR modelu, byly modely 

optimalizovány také v in vivo nastavení. Akcelerovaná indukce senescence 

u laboratorních zvířat je celkem běžně užívaným postupem [100], avšak v této práci 

bylo z etických důvodu přistoupeno k cílené minimalizaci plochy těla určené k ozáření 

a každému zvířeti byla aplikována frakcionovaná dávka IR (3 x 8 Gy) pouze na jednu 

zadní končetinu, zbytek těla byl ukryt pod olověným štítem. Takové experimentální 

uspořádání pak umožnilo současnou párovou analýzu chlupů z ozářené (senescentní) a 

neozářené (kontrolní) části těla. Použití frakcionované dávky záření k indukci 

senescence byla zvolena na základě recentní literatury [100,254], klinických zkušeností 

a vlastních předchozích poznatcích a optimalizacích. Jednorázová vysoká dávka záření 

nebyla aplikována, jako tomu je v jiných studiích [255], aby se zabránilo vzniku 

postiradiačních kožních lézí, které se při podání frakcionované dávky vůbec neobjevily. 

V případě replikativního modelu se pracovalo se zvířaty ve věku 2 - 2,5 roku, což 

koresponduje s průměrnou délkou života laboratorní myši [256]. Pro otestování 

potenciálně senolyticky aktivních látek byly vybrány markery p16 a p21, jejichž změny 

exprese na úrovní mRNA v obou in vivo modelech byly stěžejním výsledkem této práce. 

Všeobecně lze říci, že v reakci na poškození buňka aktivuje řadu molekulárních 

signalizačních drah včetně supresorových drah p16/pRb a p53/p21 (Obrázek 40), které 

vedou k tranzientní zástavě buněčného cyklu, aby buňka získala dostatek času 

na stresovou odpověď a opravy zářením poškozených makromolekul. Pokud se 

poškození podaří opravit, dojde k reaktivaci buněčného cyklu. Pokud si ovšem buňka 

s poškozením poradit nedokáže, nastávají dvě možnosti, buď dojde k apoptóze, nebo 

k senescenci, která je typická upregulací inhibitorů cyklin-dependentních kináz (p16, 

p21), dále SAHF, Bcl-2 proteiny, SA-β-gal, SASP atd. [257]. Změny exprese obou 

použitých markerů (p16 a p21) se lišily u různých vzorků, modelů a časových odběrů, 

jelikož jsou tyto indikátory senescence součástí různých signálních drah a nástup jejich 

exprese tedy může kolísat a to především po aplikaci testovaných látek.  Náš přístup 

otevírá nové možnosti hledání nových senolytických látek a navíc monitorování hladin 

mRNA markerů p16 a p21 ve chlupových folikulech může nahradit jiné pracnější a 

méně přesné metody [258].  
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Obrázek 40: Proces indukce senescence v reakci na poškození buňky. Převzato a upraveno 

z  [257]. 

Použití markeru p16 pro studium senescence je také podpořeno faktem, že p16INK4a je velmi 

často užívaným indikátorem tumorigeneze a/nebo stárnutí in vivo v myším modelu p16LUC. 

V reakci na vysoce dynamickou indukci p16 při stárnutí, byl vytvořen myší model 

s reportérovým systémem p16LUC [97]. Pro naše účely byl sice postup užití tohoto modelu 

optimalizován (Obrázek 41), ale nakonec pro testování látek použit nebyl. Tento model s sebou 

přináší i nevýhody a komplikace, v našem případě především fakt, že pozitivní luminiscenční 

signál je pozorován v místech hojících se ran [97] (Obrázek 42) a/nebo zánětu [239]. Některá 

zvířata po ozáření trpěla post-iradiačním syndromem a ojediněle se objevily léze na kůži zvířat, 

tato místa pak vykazovala pozitivní signál a narušila by tak celkovou analýzu stavu senescence. 
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Obrázek 41: Validace p16LUC reportérového systému. A) reprezentativní obrázek spojení snímání 

reflektance a 5-minutové luminiscence roztoků buněčných lyzátů z p16LUC homozygotní myši (biopsie 

špičky ocásku) s/bez přídavku luciferinu a roztoku luciferinu bez lyzátu. Nejvyšší luminiscenční signál 

byl naměřen v případě pozitivní kontroly. B) porovnání luminiscenčního signálu mezi starými a 

mladými zvířaty v kombinaci se sledováním sestavení alel p16LUC (homozygot vs. heterozygot). 

Nejvyšší signál byl naměřen u starého homozygotního zvířete, podobný signál byl zjištěn u starého 

heterozygota a mladého homozygota a nejnižší signál byl naměřen u mladého heterozygota. Zvířatům 

v celkové anestézii (inhalace izofluranu) byl 8 minut před měřením injikován i.p. roztok luciferinu 

(15 mg/ml DPBS, v poměru 10 μl/1 g váhy zvířete). U všech měření byl počítán průměrný signál z ROI 

(z angl. region of interest). 
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Obrázek 42: Reprezentativní fotografické a luminiscenční (2-minutový sběr signálu) obrázky p16LUC 

myši s hojícími se kožními defekty. Převzato a upraveno z [97]. 

 

Senolytický efekt 3 stěžejních látek byl pozorován in vivo v obou myších modelech. 

Replikativní model senescence prokázal efekt všech 3 testovaných látek na p16 i p21 expresi, 

ale až po provedení obou sérií aplikace látek (odběr v D15). Látky byly podávány ve dvou 

sériích v D1-D5 a D8-D12. V předcházejícím odběru (D8) došlo ke snížení exprese markerů 

p16 a p21 pouze po podání látky S1, tzn. po aplikaci první série. Při posledním odběru (D21) 

byl pozorován opět pouze efekt S1. Podle těchto výsledků se zdá, že nástup efektu S1 je 

rychlejší než v případě ostatních testovaných látek a její účinek navíc přetrvává nejdéle. 

Z čehož také vyplývá, že pro dlouhodobé působení S2 a S3 je zřejmě potřeba jejich 

opakovaného podávání. V IR modelu akcelerované senescence byl pozorován efekt všech 

3 testovaných látek již po podání první série (D30+7) a také po podání druhé série (D30+14). 

Při následujícím odběru (D30+21) přetrval efekt pouze u p16 markeru v S1 skupině, látky S2 a 

S3 svůj účinek neudržely stejně jako v předchozím modelu a v posledním odběru D30+30 již 

nebyl pozorován účinek žádné z látek. Všechny tři testované látky sdílejí nukleosidovou 

strukturu a patří k potenciálním protinádorovým léčivům. Jsou to modifikované nukleosidy, 

tzn.  nukleobáze s cukernou jednotkou a nepřírodní modifikací.  

Potenciálně senolytická látka s nukleosidovým základem v chemické struktuře se již v literatuře 

objevila. Jedná se o látku 5FURGal, která je 5'-O-β-D-galaktopyranosylovou modifikací 

toxického nukleosidu 5-fluoruridin (5FUR). V tomto případě bylo využito značně zvýšené 

exprese hydrolázy β-galaktosidáza v senescentních buňkách jako nástroje k enzymatické 

přeměně prekurzoru látky na svou aktivní parentální formu (Obrázek 43). Tento prekurzor byl 

testován pro své pancytotoxické účinky, byla pozorována redukce vedlejších účinků v případě 



 

110 
 

geriatrických myší a navíc se podařilo prokázat senolytickou aktivitu. Jak u mladých, starých i 

geriatrických myší bylo léčivo dobře snášeno a prokázalo senolytický účinek v mnoha tkáních 

a to bez zjevné toxicity [259].  

 

Obrázek 43: Látka 5FURGal cílí senescenci, aniž by ovlivnila proliferující nebo quiescentní buňky 

in vitro i in vivo. Molekulární struktura prekurzoru a parentální látky. Převzato a upraveno z [259].  

Samozřejmě nelze s jistotou říci, že všechny obdobně modifikované nukleosidy budou mít 

senolytický účinek, ale určitě tato zjištění stojí za další prozkoumání a otestování i dalších 

strukturně podobných molekul. Je tedy možné, že jisté formy některých nukleosidů mohou hrát 

významnou roli na poli senoterapie. Je však nutné dodat, že velká část známých senolyticky 

aktivních látek patří mezi polyfenoly, které jsou od nukleosidů strukturně odlišné. 

Použití myších chlupových folikulů jako biologického materiálu a inovativního zdroje 

informací je v oblasti práce s laboratorními zvířaty známo již delší dobu. Myší chlupy se 

využívají především ke genotypizaci GMO zvířat nebo zkrátka jako zdroj genomické DNA 

pro PCR. O možnostech využití chlupů jako iniciálního materiálu pro PCR se píše jak 

v publikacích [260], tak na konferencích (posterech) [261] a dokonce už i v návodech výrobců 

různých kitů sloužících k těmto účelům (př. Direct PCR on Hair: A New Animal-Friendly 

Genotyping Method, ThermoFisher Scientific). Ve všech publikacích je ale odběr prováděn 

pomocí pinzety, součástí této práce je neinvazivní rychlý a jednoduchý způsob odběru myších 

chlupů pomocí speciálního nástroje, který extrémně snižuje možnost kontaminace vzorků tím, 

že svazek chlupů pevně drží u sebe po celou dobu manipulace. Velmi důležitým faktorem 

při vývoji tohoto nástroje a jeho implementaci do plánovaných experimentů bylo dodržení 

pravidel 3R, humánnost při práci se zvířaty a co možná nejvyšší stupeň pohody 

experimentálních zvířat. Myší chlupy jsou tedy užívány ke genotypizaci, také na nich bylo 

provedeno i např. IF barvení nebo TUNEL metoda, ale všechny experimenty vždy souvisely 

s růstem chlupů, zkoumáním různých fází růstu chlupů, atd. [262]. Navíc je z předložených 
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výsledků patrné, že z myších chlupů je možné získat dostatečné množství nukleových kyselin 

v dobré kvalitě. Věříme, že tento způsob odběru chlupů inspiruje a motivuje další vědce k jeho 

širokému uplatnění v praxi. V této práci jsou myší chlupy použity i jako regulérní biologický 

materiál sloužící ke studiu senescence (Cíl 3), což je navíc doloženo několika základními 

metodickými příklady (Cíl 2). Významnou výhodou tohoto mikroorgánu (chlupových folikulů) 

je přítomnost velkého počtu buněk na malé ploše (i různé typy), které lze snadno odlišit . 

Nejzajímavější a pro výzkum biomarkerů velmi vhodné jsou zejména buňky epiteliální, protože 

např. většina neoplázií má také epiteliální původ. Posouzení korelace markeru p16 a stárnutí 

(senescence) in vivo bylo také provedeno na vzorcích odebrané kůže [263] - tkáně ze které 

chlupy vyrůstají. Tento fakt úzce souvisí s metodickým postupem, který byl v práci použit. 

V neposlední řadě může být tato metoda jednoduše adaptována na odběry vzorků chlupů/srsti 

jiných laboratorních zvířat jako jsou potkani, králíci, psi nebo opice a dokonce je možné odebrat 

i chlupy lidské, což otevírá řadu možností pro budoucí biomedicínské aplikace.  
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6. Závěr 

Senescence, neboli stárnutí na buněčné úrovni, je proces postihující prakticky všechny 

organismy. Senescence doprovází přirozený proces stárnutí a souvisí s řadou patologických 

procesů, které postihují organizmus v průběhu přirozeného anebo nemocí či léčbou navozeného 

akcelerovaného stárnutí.  S ohledem na rychle stárnoucí populaci vzniká naléhavá potřeba 

rychle, jednoduše a efektivně detekovat senescentní markery a následně identifikovat látky, 

které zlepší stav našeho zdraví i během stárnutí a umožní delší anebo kvalitnější život. 

V důsledku toho roste zájem o studium buněčné senescence a vývoj senolytických látek, které 

mohou eliminovat senescentní buňky anebo stárnutí pozastavit/zvrátit jinými mechanismy.  

Tato práce poskytuje detailní informace o možnosti použití známého senescentního markeru 

SA-β-galaktosidázy v novém metodickém nastavení k detekci senescentních buněk v buněčné 

kultuře - kombinuje se zde totiž použití metody pro identifikaci aktivity SA-β-gal, vysoko-

kapacitního skríningu v 384-jamkových panelech pomocí automatického mikroskopu a 

optimalizované SER spot analýzy obrazu. Toto nastavení umožňuje rychlou a přesnou metodu 

kvantifikace senescentních buněk s možností optimalizace na konkrétní buněčnou linii během 

krátkého času. Předložené výsledky dokazují možnost "recyklace" již dlouho známého a 

používaného markeru a jeho využití v novém přístupu, který byl uplatněn ve dvou modelech 

senescence (replikativním a radiací indukovaném). Díky tomuto postupu byly in vitro 

identifikovány senolyticky působící látky a jejich úzký výběr byl následně zahrnut i 

do experimentů provedených na zvířatech in vivo.  

Testování 3 vybraných látek - S1, S2 a S3 - v replikativním a artificiálním IR modelu na myších 

potvrdil jejich preferenční cytotoxický efekt vůči stárnoucím buňkám, což je další úspěšný krok 

k identifikaci nového senolytika. Studium senescence a potenciálních senolytik v této práci 

bylo navíc doplněno o potvrzení možnosti užít nový typ biologického materiálu - myší 

chlupové folikuly - jako zdroj cenných informací. Folikuly nemusí sloužit jen k účelům PCR a 

navíc byl do rutinního pracovního postupu odběru vzorků zařazen specializovaný nástroj, 

odběrová pistole, umožňující rychlý a reprodukovatelný odběr folikulů bez rizika zkřížené 

kontaminace vzorků.  Předkládaná práce je první, ve které se kombinuje neinvazivní odběr 

biologického materiálu a jeho následné užití s experimenty zaměřenými na studium senescence 

a identifikaci potenciálních senolytik, a věřím, že bude přínosem pro výzkum i klinické aplikace 

biomarkerů a léčiv v oblasti nemocí spojených se stářím.   
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7. Seznam zkratek 

17DMAG  17-Dimethylaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin 

3R   The 3Rs Rule - replace, reduce, refine 

53BP1   Tumor Protein P53 Binding Protein 1 

5FUR   5-fluoruridin 

5FURGal  5'-O-β-D-galaktopyranosylová modifikace 5FUR 

ACTB   aktin beta 

AHGa   2-fotonová próba (naphthalimide-based two-photon probe)  

Akt   AKT serin/threonin kináza 

ALL   akutní lymfoblastická leukémie 

APH   afidikolin 

APP   proteinový prekurzor amyloidu beta 

ATM   Ataxia Telangiectasia Mutated, serin/threonin kináza 

ATR   Ataxia Telangiectasia And Rad3 Related, serin/threonin kináza 

AZA   5-azacytidin 

BCL-2   B-Cell CLL/Lymphoma 2, regulátor apoptózy 

Bcl-W   BCL2 Like 2, regulátor apoptózy 

Bcl-X, Bcl-XL BCL2 Like 1, regulátor apoptózy 

BF   světelné pole (z angl. bright field) 

BH4   Bcl-2 homology 4 domain 

Bp   páry bazí (z angl. base pair) 

BrdU   bromodeoxyuridin 

BSA   hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumin)  

BSL-2   biohazard úrovně 2 (z angl. biosafety level 2) 

Bub1b   serin/threonin kináza B mitotického kontrolního bodu 

CAR T   Chimeric Antigen Receptor T cells 

CD9   člen proteinové transmembránové rodiny 4 (rodina tetraspaninů) 

CDC25B  Cell Division Cycle 25B 

CDC25C  Cell Division Cycle 25C 

CDK4/6  cyklin dependentní kináza 4/6 
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CDK, CDKs  cyklin dependentní kináza/kinázy 

Cdkn1a  p21, inhibitor 1A cyklin-dependentní kinázy 

Cdkn2a  p16, inhibitor 2A cyklin-dependentní kinázy 

cDNA   komplementární DNA (z angl. complementary DNA) 

C/EBPβ  CCAAT-enhancer-binding protein β 

Chk1   Checkpoint Kinase 1 

Chk2   Checkpoint Kinase 2 

CML   chronická myeloidní leukémie 

D17, D30,…  den 17, den 30,… 

D   dasatinib 

DAC    5-aza-2′-deoxycytidine 

DDR   odpověď na poškození DNA (z angl. DNA-damage response)  

DEC1   deleted in esophageal cancer 1 protein 

DEP1   phosphatidylethanolamine Binding Protein 1 

DMSO   dimethylsulfoxid 

dNTP   deoxyribonukleotid trifosfát 

DOX   doxycyklin 

DPBS   Dulbecco's phosphate-buffered saline 

DRI-FOXO  D-retro inverso isoform of Fork head box O 

DSB, DSBs  dvouvláknový zlom/zlomy 

E2F   E2F transkripční faktor 

E2F-4   E2F transkripční faktor 4 

EdU   5-ethynyl-2′-deoxyuridine 

ELFO   elektroforetická separace 

ELISA   Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

Ercc   Excision Repair Endonuclease Non-Catalytic Subunit 

EtOH   ethanol 

FCy   průtoková cytometrie (z angl. flow cytometry) 

FC   fold change 

FISH   fluorescenční in situ hybridizace (z angl. fluorescence in situ  

   hybridization) 
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FOXO   Fork head box O 

Gal   galaktosidáza 

Gal-Pro  próba na detekci aktivity (z angl. galaktosidázy galactosidase probe)  

GAPDH  glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza 

GATA4  GATA Binding Protein 4, transkripční faktor 

GFP   zelený fluorescenční protein (z angl. green fluorescent protein) 

GL13   analog SBB 

GMO   geneticky modifikované organizmy 

Gos, GosNČ  galakto-oligosacharidy, galakto-oligosacharidové nanočástice 

Gsk3a   Glycogen Synthase Kinase 3 Alpha 

H3K9, H3K9Me2 histon H3K9/methylovaný 

H2AX   H2A histone family member X 

HGPS   Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome 

HP1   Heterochromatin protein 1 

HRASv12  HRas proto-onkogen, GTPáza, na 12 pozici změna glycin→valin 

HSP90   heat shock protein 90 

hTERT  human telomerase reverse transcriptase, 

HTS   High throughput screening 

IC50   koncentrace látky inhibující buněčný růst z 50 % (z angl. The half-

   maximal inhibitory concentration) 

ICAM-1  Intercellular Adhesion Molecule 1 

IF   imunofluorescence 

IHC   imunohistochemie 

IL-1α, IL-6, IL-8 interleukin 1α, 6, 8 

IR   ozáření (z angl. irradiation) 

JAK/STAT  Janus Kinase/ Signal Transducer And Activator Of Transcription 

Ki67   proliferační marker  

lacZ   gen pro β-galaktosidázu z Lac operonu u Escherichia coli 

Lmna   lamin A/C 

LOPAC  knihovna farmakologicky aktivních látek (z angl. Library of  

   Pharmacologically Active Compounds) 
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MAPK   mitogeny aktivovaná protein kináza (z angl. Mitogen-Activated Protein 

   Kinase) 

MCM-41  Mobil Composition of Matter No. 41, mezoporézní materiál s  

   hierarchickou strukturou z rodiny silikátových látek 

MDC1   Mediator Of DNA Damage Checkpoint 1 

Mdm2   proto-onkogen 

MEF   myší embryonální fibroblasty (z angl. mouse embryonic fibroblast) 

mH2A   histon makro H2A 

MILES  The Metformin in Longevity Study 

Mre11   MRE11 Homolog, reparační nukleáza dvouvláknových zlomů DNA 

MRI   magnetická resonance (z angl. magnetic resonance imaging) 

MRN   komplex z proteinů Mre11, Rad50 a Nbs1 

mRNA   messengerová RNA 

mTOR   Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase 

MTS   kolorimetrická metoda na stanovení buněčné viability 

Nav-Gal  galakto-konjugovaný navitoclax 

NČ   nanočástice 

NF-κB   nukleární faktor kappa B 

NIR-BG  near infrared - β-galactosidase 

NK buňky  přirozený zabiják (z angl. natural killers cells) 

NKG2D  killer cell lektin like receptor K1 

NOP   nociceptinový opioidní peptidový receptor 

NSB1   Nijmegen breakage syndrome 1 protein 

OIS   onkogenem aktivovaná senescence 

OXR1   oxidation resistence 1 

p16, p16INK4a  inhibitor 2A cyklin-dependentní kinázy 

p16LUC   gen p16 pod luciferázovým promotorem 

p21   inhibitor 1A cyklin-dependentní kinázy 

p53   tumor protein P53 

p.   pasáž 

PBS   fosfátový pufr (z angl. Phosphate Buffered Saline) 
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PCR   polymerázová řetězová reakce (z angl. polymerase chain reaction)  

PEG   polyethylenglykol 

PET   pozitronová emisní tomografie (z angl. Positron emission tomography)  

PI3K   fosfatidylinositol-3-kináza 

PL   piperlongumin 

PML   promyelotická leukémie  

PMS   fenazin methosulfát (z angl. Phenazine methosulfate) 

Polg   katalytická podjednotka DNA polymerázy gamma 

PPP1A , PP1α  katalytická subjednotka α proteinové fosfatázy 1 

pRb   protein spojený s retinoblastomem  

PST   presenilin 1 

Q   quercetin 

qPCR   kvantitativní polymerázová řetězová reakce (z angl. quantitative  

   polymerase chain reaction) 

Rad17   checkpoint clamp loader component Rad17 

Rad50   reparační protein dvouvláknových zlomů Rad50 

Ras   proto-onkogen Ras 

RIN   RNA integrity number 

ROI    cílová oblast (z angl. region of interest) 

ROS   volné kyslíkové radikály (z angl. reactive oxygen species)  

Rpm   otáčky za minutu (z angl. rotates per minute) 

RPS6   ribozomální protein malé podjednotky 6 

RPL5   ribozomální protein velké podjednotky 5 

RT-PCR  reverzně transkriptázová PCR (z angl. reverse transcription PCR)  

SAHF, SAHFs heterochromatinová ohniska spojená se senescencí (z angl. senescence-

   associated heterochromatin foci) 

SASP   sekreční fenotyp spojený se senescencí (z angl. senescence-associated 

   secretory phenotype) 

SA-β-gal  β-galaktosidáza spojená se senescencí (z angl. senescence-associated β-

   galactosidase)  

SB   senescentní buňky 

SBB   Súdánská čerň B (z angl. Sudan Black B) 
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SCAP/SCAPs  anti-apoptické dráhy spojené se senescencí (z angl. senescent cell anti-

   apoptotic pathway/s) 

SCARS  segmenty DNA s chromatinovými změnami posilujícími senescenci 

   (z angl. DNA segments with chromatin alterations reinforcing  

   senescence) 

SD   směrodatná odchylka (z angl. standard deviation) 

SER   analýza obrazu Saddle-Edges-Ridges 

Sod2   Superoxide dismutase 2 

Terc   Telomerase RNA component 

TGF-β   transforming growth factor β 

TIF, TIFs  místa postižená dysfunkcí telomer (z angl. telomere dysfunction- 

   induced focus) 

TUNEL  Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick-End Labeling 

WB   western blot 

β-gal    beta galaktosidáza 

γH2AX  fosforylovaný člen X z H2A histonové rodiny 
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11. Suplement 

Tabulka S1: Přehled p hodnot látek testovaných SER spot analýzou po SA-β-gal barvení kitem. 

  MRC5   U2OS   HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota   p hodnota   p hodnota 

výběr látek z MTS             

quercetin 

50 0,94681  0,000014  0,126959 

12,5 0,30617  0,03899  0,999995 

3,125 0,69299  0,542252  0,998899 

0,781 0,65393  0,712389  0,982356 

0,195 0,33774  0,169048  0,992906 

0,048 0,91502  0,41448  0,157353 

0,012 0,50394   0,999931   0,999999 

dasatinib 

50 0,5702  0,002278  0,000027 

12,5 0,92053  0,780104  0,000499 

3,125 1  0,000703  0,000103 

0,781 0,38977  0,126569  0,000034 

0,195 0,99899  0,006142  0,000169 

0,048 1  0,996308  0,164586 

0,012 1   0,888723   0,23838 

D+Q 

50 0,68275  0,036397  0,000429 

12,5 0,45131  1  0,000208 

3,125 1  0,005075  0,000164 

0,781 0,99963  0,086085  0,000073 

0,195 0,99995  0,486281  0,000032 

0,048 0,98745  0,627207  0,985948 

0,012 0,99913   0,941281   0,999952 

 decyltrimethylammonium 

bromid 

50 0,99944  0,000006  0,015428 

12,5 0,98387  0,000112  0,004111 

3,125 0,64843  0,256551  0,971382 

0,781 0,61457  0,004103  0,121796 

0,195 0,27299  0,016922  0,394054 

0,048 0,81671  0,007092  0,962326 

0,012 0,38132   0,019597   0,076112 

 9-aminoakridin 

hydrochlorid monohydrát 

50 0,03621  0,000045  0,000041 

12,5 0,06716  0,000042  0,000072 

3,125 0,80873  0,000108  0,071659 

0,781 0,9896  0,999799  0,945512 

0,195 0,99956  0,958628  0,999608 

0,048 0,99817  0,671211  0,151982 

0,012 1   0,753497   0,985065 
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Tabulka S1: Přehled p hodnot látek testovaných SER spot analýzou po SA-β-gal barvení kitem (pokrač). 

  MRC5   U2OS   HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota   p hodnota   p hodnota 

výběr látek z MTS             

valspodar 

50 0,584  0,0000067  0,010791 

12,5 0,50822  0,0000106  0,066673 

3,125 0,65469  0,0457531  0,800674 

0,781 0,98243  0,1912127  0,144254 

0,195 0,27321  0,0066792  0,960706 

0,048 0,99994  0,1709271  0,916829 

0,012 0,99996   0,1551175   0,999931 

BMH-21 

50 0,03519  0,0000056  0,000322 

12,5 0,05499  0,0000057  0,028621 

3,125 0,04726  0,5352815  0,999986 

0,781 0,07222  0,0000057  0,000053 

0,195 0,21868  0,0000062  0,999916 

0,048 0,9352  0,0230906  0,72577 

0,012 1   0,1373594   0,922489 

1-hexyl-4-amino-2-

methylquinolinium 

50 0,08018  0,0000056  0,000228 

12,5 0,25761  0,0000061  0,000075 

3,125 0,79264  0,0000073  0,335725 

0,781 0,99954  0,0000057  0,999999 

0,195 1  0,0000865  0,503857 

0,048 0,99934  0,0540133  0,984825 

0,012 0,99998   0,0607434   0,697099 

C1 

50 0,27109  0,0000057  0,040378 

12,5 0,73747  0,0434437  0,108369 

3,125 0,98666  0,0431746  0,244187 

0,781 1  0,0583479  0,354889 

0,195 0,96322  0,1261959  0,15972 

0,048 0,98666  0,1874854  0,182034 

0,012 0,99961   0,1283268   0,282683 

loperamid hydrochlorid 

50 0,2409  0,0000056  0,000281 

12,5 0,92034  0,0000439  0,006482 

3,125 0,95092  0,026388  0,995173 

0,781 0,93938  0,0344273  0,859721 

0,195 0,73324  0,2658099  0,886827 

0,048 0,68804  0,8132826  1 

0,012 0,90103   0,8195226   0,677029 

Pozn. nově nasyntetizované látky a některé další látky jsou anonymizovány pod číselnými kódy. 
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Tabulka S1: Přehled p hodnot látek testovaných SER spot analýzou po SA-β-gal barvení kitem (pokrač). 

  MRC5   U2OS   HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota   p hodnota   p hodnota 

výběr látek z MTS             

C2 

50 0,67298  0,000152  0,000016 

12,5 0,27998  0,000836  0,01322 

3,125 0,9187  0,006212  0,01565 

0,781 0,98593  0,001585  0,120479 

0,195 1  0,000773  0,999991 

0,048 1  0,16998  0,494562 

0,012 0,59579   0,331468   0,998636 

opioidy             

DAMGO 

50 0,707074  0,006791  0,999993 

12,5 0,898644  0,999967  0,938599 

3,125 1  0,999982  0,889906 

0,781 0,999244  1  0,999997 

0,195 0,999939  0,999229  0,928117 

0,048 0,998364  1  0,87992 

0,012 0,932544   1   0,634925 

(±)-metadon 

hydrochlorid 

50 0,985596  0,00458  0,138737 

12,5 0,999994  0,995329  0,829567 

3,125 0,11932  0,715065  0,999957 

0,781 0,918799  0,926126  0,949092 

0,195 0,998671  0,269521  1 

0,048 0,893167  0,997126  0,999791 

0,012 0,99746   0,999934   0,839393 

levorfanol (+)-

tartratová sůl 

dihydrát 

50 0,957009  0,308986  0,283189 

12,5 0,956566  0,882573  0,998552 

3,125 0,966548  0,953275  0,99644 

0,781 1  0,463165  0,982778 

0,195 0,378651  0,117893  0,999999 

0,048 0,543579  0,793104  0,999153 

0,012 0,919777   0,947219   0,806698 

oxykodon 

hydrochlorid 

50 0,530398  0,676057  0,526642 

12,5 0,997267  0,999914  0,997488 

3,125 1  0,985827  0,998761 

0,781 0,501661  0,997343  1 

0,195 1  0,99996  1 

0,048 0,999953  0,938311  1 

0,012 0,980553   0,999577   0,996865 

Pozn. nově nasyntetizované látky a některé další látky jsou anonymizovány pod číselnými kódy.  
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Tabulka S1: Přehled p hodnot látek testovaných SER spot analýzou po SA-β-gal barvení kitem (pokrač). 

  MRC5   U2OS   HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota   p hodnota   p hodnota 

opioidy             

hydromorfon 

hydrochlorid 

50 0,901539  0,047117  0,351699 

12,5 0,94943  0,999965  0,672858 

3,125 0,465358  0,999987  0,974874 

0,781 0,999938  1  0,985239 

0,195 0,736651  0,999979  0,874586 

0,048 0,991476  0,9963  0,890411 

0,012 0,999995   0,998793   0,999727 

butorfanol (+)-

tartratová sůl 

50 0,994551  0,952182  0,748643 

12,5 0,992184  0,999996  0,703515 

3,125 0,990839  0,99392  0,790572 

0,781 0,881405  0,999655  0,979783 

0,195 1  1  0,996893 

0,048 0,850027  0,136614  0,586704 

0,012 0,969307   0,943936   0,669823 

[Leu5]-enkefalin 

50 0,963183  0,983837  0,999688 

12,5 1  0,95814  0,600782 

3,125 0,999999  0,982445  0,964611 

0,781 0,999986  0,397643  0,542125 

0,195 1  0,992103  0,998987 

0,048 0,996656  0,997447  0,917993 

0,012 0,999928   0,999695   0,999996 

nalbufin 

50 1  0,024152  0,998639 

12,5 0,996412  0,999745  0,790058 

3,125 0,857642  0,967815  0,880783 

0,781 0,990557  0,999997  0,999993 

0,195 1  0,966524  0,999995 

0,048 0,989196  0,998291  0,907109 

0,012 0,997739   0,931401   0,951072 

mabron 

50 1  0,551651  0,457191 

12,5 0,999436  0,306067  0,866986 

3,125 0,835263  0,940408  1 

0,781 0,931602  0,648287  0,999993 

0,195 0,469821  0,290233  0,98074 

0,048 0,999996  0,996659  0,93403 

0,012 0,584111   1   0,993706 
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Tabulka S1: Přehled p hodnot látek testovaných SER spot analýzou po SA-β-gal barvení kitem (pokrač). 

  MRC5   U2OS   HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota   p hodnota   p hodnota 

opioidy             

dipidolor 

50 0,911473  0,531946  0,748 

12,5 0,999961  0,98281  1 

3,125 0,999998  0,031544  0,995172 

0,781 0,983955  0,999983  0,999269 

0,195 0,999452  0,999304  0,474298 

0,048 0,182189  0,961467  0,708079 

0,012 0,873004   0,999699   0,998846 

remifentanyl 

50 0,991943  0,014616  0,999658 

12,5 0,813158  0,999418  0,283166 

3,125 0,923237  0,999927  0,449571 

0,781 0,646455  0,976825  0,714245 

0,195 0,960092  1  0,398084 

0,048 0,5192  0,999164  0,575857 

0,012 0,110367   0,987111   0,256318 

kodein 

50 0,492818  0,212285  0,840874 

12,5 0,999118  0,410585  0,978408 

3,125 0,635228  0,962314  0,728747 

0,781 1  0,053879  0,70741 

0,195 0,931407  0,472173  0,958563 

0,048 0,999821  0,615368  0,291297 

0,012 0,237576   0,20966   0,022583 

sufentanyl 

50 0,882374  0,011964  0,999984 

12,5 0,995821  0,987937  0,697762 

3,125 1  0,999998  0,996309 

0,781 0,765989  0,996352  0,406094 

0,195 0,818581  0,999369  0,990172 

0,048 0,490488  0,917777  0,241723 

0,012 0,119253   0,122754   0,100349 

fentanyl 

50 0,345256  0,002594  0,014031 

12,5 0,949073  0,68274  0,976128 

3,125 0,656108  0,390871  0,9086 

0,781 0,999056  0,994969  0,994373 

0,195 0,965951  0,859599  0,517371 

0,048 0,614937  0,492982  0,0617 

0,012 0,194176   0,057216   1 
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Tabulka S1: Přehled p hodnot látek testovaných SER spot analýzou po SA-β-gal barvení kitem (pokrač). 

  MRC5   U2OS   HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota   p hodnota   p hodnota 

opioidy             

dolsin 

50 0,952973  0,57281  0,959644 

12,5 0,704405  0,614699  0,997647 

3,125 0,971662  0,688491  1 

0,781 1  0,770328  1 

0,195 0,96476  0,972913  0,509471 

0,048 0,527348  0,928051  0,465369 

0,012 0,040323   0,150644   0,26546 

morfin 

50 0,37214  1  0,231534 

12,5 0,365866  1  0,958291 

3,125 0,769617  0,999306  0,999999 

0,781 0,436255  0,574524  0,556504 

0,195 0,420205  0,999959  0,999992 

0,048 0,927992  0,621933  0,960606 

0,012 0,819605   0,510114   0,996826 

kokain 

50 0,961561  0,025604  0,999263 

12,5 0,819423  0,007567  0,988593 

3,125 0,884267  0,999987  0,135591 

0,781 0,84546  0,083163  0,999999 

0,195 0,925755  1  1 

0,048 0,297618  0,884465  0,828341 

0,012 0,578484   0,999659   0,999928 

U-50488 

50 0,144099  0,004763  0,123673 

12,5 0,914148  0,006579  0,631792 

3,125 0,901123  0,454824  0,960121 

0,781 0,976211  0,228875  0,991355 

0,195 0,996868  0,608114  0,929693 

0,048 0,957582  0,38102  0,847693 

0,012 0,956093   0,836719   0,989271 

GR 89696 

50 0,659724  0,986627  0,012872 

12,5 0,99739  0,998888  0,999932 

3,125 0,999217  0,998674  0,99941 

0,781 0,999444  0,596099  0,957659 

0,195 0,997252  1  1 

0,048 0,948501  1  0,934825 

0,012 0,999956   0,851355   0,556522 
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Tabulka S1: Přehled p hodnot látek testovaných SER spot analýzou po SA-β-gal barvení kitem (pokrač). 

  MRC5   U2OS   HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota   p hodnota   p hodnota 

opioidy             

U-69593 

50 0,992418  0,761437  0,517728 

12,5 0,95655  0,487298  0,962276 

3,125 0,999994  0,429676  0,994834 

0,781 0,941756  1  0,910932 

0,195 0,451497  0,999999  1 

0,048 1  0,955929  0,965975 

0,012 0,999785   0,999999   1 

pentazocin 

50 0,301342  0,929262  0,515443 

12,5 0,994472  0,372508  0,931638 

3,125 0,289546  0,165993  0,998784 

0,781 0,682635  0,788018  0,668489 

0,195 0,230699  0,504845  0,927897 

0,048 0,556237  0,877168  0,99439 

0,012 0,59037   0,998347   0,76686 

buprenorfin 

hydrochlorid 

50 0,003422  0,026987  0,006842 

12,5 1  0,173105  0,984007 

3,125 0,977771  0,559771  0,831775 

0,781 0,999147  0,640245  0,593316 

0,195 0,757059  0,999999  0,591788 

0,048 1  0,991742  1 

0,012 0,938631   0,927999   0,987463 

SCH 221510 

50 0,169274  0,861596  0,008641 

12,5 1  0,420735  0,142753 

3,125 0,467215  0,675541  0,305816 

0,781 0,999154  0,675541  0,793305 

0,195 0,557117  0,906647  0,720154 

0,048 0,999976  1  0,999987 

0,012 0,982621   0,999983   0,86773 

naloxon 

50 0,049014  0,759599  1 

12,5 0,997629  1  0,999275 

3,125 0,99812  0,928157  0,999646 

0,781 0,975464  0,778385  0,999765 

0,195 0,999913  1  0,874885 

0,048 1  0,759599  0,894155 

0,012 1   0,999999   0,982133 
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Tabulka S1: Přehled p hodnot látek testovaných SER spot analýzou po SA-β-gal barvení kitem (pokrač). 

  MRC5   U2OS   HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota   p hodnota   p hodnota 

opioidy             

naltrexon 

50 0,930608  0,373223  0,96168 

12,5 0,431827  0,831041  0,738365 

3,125 0,974334  0,979752  0,74498 

0,781 0,999586  0,721118  0,999921 

0,195 1  0,999796  0,856137 

0,048 1  0,881881  0,997765 

0,012 0,69916   1   0,999937 

nalmefen 

50 0,043133  0,001481  0,024605 

12,5 0,519869  0,015694  0,994197 

3,125 0,87805  0,770356  0,999979 

0,781 0,852967  0,999999  0,956572 

0,195 0,999771  0,993069  0,999958 

0,048 1  0,954877  0,624225 

0,012 1   0,504276   0,999991 

methylnaltrexon bromid 

50 0,999994  0,047662  0,235212 

12,5 1  0,206073  0,289173 

3,125 0,999773  1  0,400882 

0,781 0,999465  0,999999  1 

0,195 0,99646  0,732105  1 

0,048 0,731067  0,365767  0,973079 

0,012 0,347904   0,111627   1 

nor-binaltorfimin 

50 0,914918  0,038374  0,016039 

12,5 0,091912  0,9133  0,890482 

3,125 0,998723  1  0,501653 

0,781 0,973234  0,213711  0,597453 

0,195 1  0,943075  0,964647 

0,048 0,979199  0,997203  0,837939 

0,012 0,70845   0,172915   1 

guanidinonaltrindol 

50 0,004778  0,017932  0,031167 

12,5 0,217471  0,002779  0,028867 

3,125 0,236531  0,876237  0,898267 

0,781 0,997886  0,695053  0,793365 

0,195 0,999978  0,997264  0,731489 

0,048 0,385169  0,627554  0,638673 

0,012 0,293651   0,945471   0,999628 
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Tabulka S1: Přehled p hodnot látek testovaných SER spot analýzou po SA-β-gal barvení kitem (pokrač). 

  MRC5   U2OS   HCT116 

látka koncentrace (uM) p hodnota   p hodnota   p hodnota 

opioidy             

BAN ORL 24 

50 0,038017  0,000303  0,014858 

12,5 0,441872  0,990282  0,961407 

3,125 0,999977  0,999995  0,999584 

0,781 0,996652  0,999986  0,999991 

0,195 0,814541  1  0,90149 

0,048 0,999993  0,988022  0,777023 

0,012 0,055692   0,996611   0,31576 

 

 

Tabulka S2: Srovnání výsledků látek analyzovaných v obou testech (MTS vs. SA-β-gal). 

 

 srovnání MTS a SA-β-gal výsledků 

 MRC5 U2OS HCT116 

látka MTS β-gal MTS β-gal MTS β-gal 

quercetin ⁺ ⁻ ⁺ ⁺ ⁺ ⁻ 

dasatinib ⁻ ⁻ ⁺ ⁺ ⁺ ⁺ 

D+Q ⁻ ⁻ ⁺ ⁺ ⁺ ⁺ 

decyltrimethylammonium bromid ⁻ ⁻ ⁺ ⁺ ⁻ ⁺ 

9-aminoacridine hydrochlorid 

monohydrát 
⁻ ⁺ ⁻ ⁺ ⁻ ⁺ 

valspodar ⁻ ⁻ ⁺ ⁺ ⁺ ⁺ 

BMH-21 ⁻ ⁺ ⁺ ⁺ ⁻ ⁺ 

haq iodid ⁻ ⁻ ⁺ ⁺ ⁺ ⁺ 

C1 ⁻ ⁻ ⁻ ⁺ ⁻ ⁺ 

loperamide hydrochlorid ⁻ ⁻ ⁺ ⁺ ⁺ ⁺ 

C2 ⁺ ⁻ ⁺ ⁺ ⁺ ⁺ 

S1 ⁺ ⁺ ⁻ ⁺ ⁻ ⁺ 

S3 ⁺ ⁻ ⁻ ⁺ ⁻ ⁺ 

       
shoda testů (%) 61,5 69,2 46,1 

Zeleně jsou vyznačeny shody pozitivních výsledků u obou testů, oranžově shody negativních výsledků. 

Pozn. nově nasyntetizované látky a některé další látky jsou anonymizovány pod číselnými kódy. 

 


