Medicinski
podmladak

Mini review article

Medical
Youth

SENESCENCE: DEFINITION, MECHANISMS OF OCCURENCE AND

DETECTION IN TISSUES

SENESCENCIJA: DEFINICIJA, MEHANIZMI NASTANKA I

DETEKCIJA U TKIVIMA

Vladimir Mijajlovi¢!, Silvio De Luka?, Emilija Manojlovi¢ Gaci¢’

"Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Beograd, Srbija

2 Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Institut za patolosku fiziologiju ,,Ljubodrag Buba Mihailovi¢*,
Beograd, Srbija
? Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Institut za patologiju "Dr Porde Joannovi¢", Beograd, Srbija

Correspondence: md.vladapath@gmail.com

Keywords:
senescence,

aging,

senescence associated
secretory phenotype,
tumorigenesis

Abstract

A cellular senescence represents a state, which is defined as a stable blockage of the
cellular cycle in the G1 phase, as an answer to multiple triggers and their qualitative and
quantitative characteristics. Alongside the blockage of the cellular cycle, the cellular senescence
process is very dynamic. The process includes different morphological and intracellular
changes, gene expression changes, epigenetic modification, macromolecular damages,
cellular metabolism deregulation and the appearance of complex proinflammation secretory
phenotype, which is a powerful modulator and contributor in many biochemical processes,
not only in senescent cells but also in their neighboring areas. Cellular senescence may have,
next to the already mentioned autocrine, also a paracrine effect on the close and more distant
surroundings. In past decades, in both in vivo and in vitro experiments, physiological and
pathological influences of cellular senescence, on numerous processes in the human body,
have been proven and documented. In particular, oncogene-induced cellular senescence
(under in vitro conditions), has shown significant influence of this process on the suppression
of tumorigenesis. Cellular senescence does not only suppress proliferation and promotion
of tumour cells, but it also facilitates their removal through the process of immunological
surveillance. In case immunological surveillance is not successful, senescent cells may lead to
the state of chronic inflammation of the microenvironment (through different biochemical
processes), which leads to the initiation of tumor formation, and later migration, angiogenesis,
and final metastasis and implementation of tumor cells in remote parts of the human body.
Next to all mentioned, cellular senescence may be initiated as an answer to a genotoxic stress,
caused by the received therapy. Therefore, detection of senescence cells after the therapy,
together with their monitoring is a key step to early detection of premalignant events, as well
as to the application of adequate preventive and early therapeutic protocols.
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Sazetak

Senescencija predstavlja stanje koje se definise kao stabilno zaustavljanje celijskog
ciklusa, u njegovoj G1 fazi, a kao odgovor na delovanje pregrst razlicitih okidaca i njiho-
vih kvantitativnih i kvalitativnih karakteristika. Osim samog ¢ina zaustavljanja celijskog
ciklusa, proces senescencije je vrlo dinamican, ukljucuje pratece i razli¢ite morfoloske i
intracelularne promene, promene u ekspresiji gena, epigenetske modifikacije, makromo-
lekularna ostecenja, deregulaciju celijskog metabolizma i pojavu slozenog proinflamator-
nog sekretornog fenotipa, mo¢nog modulatora i aktera brojnih biohemijskih desavanja
kako unutar samih senescentnih celija, tako i u njihovom okruzenju. Osim pomenutog
autokrinog, senescencija ima i parakrina dejstva na blizu i dalju okolinu. Decenijama
unazad, u in vivo i in vitro uslovima, dokazani su i dokumentovani brojni, kako fiziolos-
ki, tako i patoloski uticaji senescencije na mnogobrojne procese u ljudskom telu. Upravo
je onkogenima izazvan proces senescencije u in vitro uslovima pokazao znacajan uticaj
ovog procesa na supresiju tumorogeneze. Senescencija ne samo da zaustavlja proliferaciju
i promociju tumorskih celija ve¢ i znacajno olaksava njihovo uklanjanje putem procesa
imunoloskog nadzora. Ukoliko imunoloski nadzor dozivi neuspeh, senescentne celije pu-
tem brojnih biohemijskih procesa dovode do stanja hroni¢ne inflamacije, mikrookruze-
nja koje favorizuje inicijaciju nastanka tumora, kasnije migraciju i angiogenezu i, na kraju,
metastaziranje i implantaciju tumorskih celija na udaljena mesta u ljudskom telu. Pored
svega do sada navedenog, senescencija se moze inicirati i kao odgovor na genotoksi¢ni
stres nakon primenjene terapije. Upravo ovaj momenat, pojava senescentnih ¢elija nakon
primenjene terapije i njihovo pracenje, kljucan je za otkrivanje potencijalnih premalignih

tumorogeneza

dogadaja, kao i za primenu adekvatnih preventivnih i ranih terapijskih protokola.

Uvod i kratak istorijat senescencije

Senescencija je ireverzibilno zaustavljanje proli-
feracije u o$te¢enim normalnim celijama koje su izasle
iz celijskog ciklusa. Ove celije pokazuju visoku metabo-
licku aktivnost, ostaju samoodrzive i odolevaju apopto-
zi. Senescentne Celije poseduju jedinstvene morfoloske i
molekularne karakteristike i funkcije koje ih razlikuju od
drugih populacija celija koje se ne dele, kao sto su ¢elije u
fazi mirovanja i terminalno diferencirane celije (1).

Hajflik (Haiflick) i Murhed (Moorhead) prvi put su
opisali proces senescencije in vitro u sojevima ljudskih
fetalnih diploidnih ¢elija 1961. godine, da bi objasnili ko-
nacnost zZivotnog veka normalnih ljudskih celija jer se one
ne razmnozavaju beskona¢no. Ovaj fenomen je ranije bio
povezan sa malignom transformacijom, posto maligne ce-
lije poseduju potencijal za neogranic¢enu celijsku deobu i
beskonacan Zivotni vek. Tokom narednih decenija i kroz
niz studija, hipoteza da senescencija predstavlja evolutivni
homeostatski mehanizam, zaduzen da nepovratno ogra-
nici Celijsku proliferaciju ostecenih ¢elija koje su na korak
od maligne transformacije, postala je $ire prihvacena (2, 3).

Cilj ovog rada je sagledavanje najnovijih nau¢nih
saznanja iz oblasti senescencije, kao i njihove primene u
terapiji pacijenata sa oboljenjima u kojima je detektovana
senescencija.

Mehanzimi senescencije i regulacija procesa

Osnovna obelezja senescencije uklju¢uju: produze-
no zaustavljanje celijskog ciklusa, promene na nivou pro-
cesa transkripcije, sticanje bioaktivnog sekretoma, pozna-
tog kao sekretorni fenotip povezan sa senescencijom (engl.

senescence associated secretory phenotype - SASP), makro-
molekularna o$tecenja i deregulisani metabolizam (4).
Brojna istrazivanja ukazuju da postoji nekoliko ti-
pova senescencije. Replikativna senescencija (engl. repli-
cative senescence - RS) prvi je opisani podtip senescencije.
Indukuje se nakon serijskog razmnozavanja normalnih
ljudskih ¢elija u kulturi i uzrokovana je skra¢ivanjem te-
lomera i posledi¢nim nagomilavanjem lezija DNK (5). Na
ograniceni zivotni vek kultivisanih primarnih celija uticu
vrsta i tip tkiva iz koga su potekle. Osim pomenute repli-
kativne senescencije, senescencija moze biti pokrenuta i
mnogim drugim, kako endogenim, tako i egzogenim fak-
torima, posebno oksidativhim ostecenjima, poremecaji-
ma metabolizma, citokinima, aktivacijom onkogena - on-
kogenima idukovana senescencija (engl. oncogene induced
senescence - OIS), stresom indukovana senescencija (engl.
stress induced senescence - SIS) i senescencija indukovana
hemioterapijskim agensima (engl. therapy induced senes-
cence - TIS). Svi pomenuti faktori mogu dovesti do ostece-
nja DNK i indukcije procesa senescencije, kako u normal-
nim celijama, tako i u ¢elijama koje su vec¢ oste¢ene (npr.
u (pre)malignim celijama). Senescencija je proces koji se
desava ne samo in vitro (tj. u modelima celijskih kultu-
ra) ve¢ i u razli¢itim tkivima in vivo (1,6). Vazan je fak-
tor koji doprinosi malignoj transformaciji celija i starenju,
na taj nacin ukrstajuci i povezujuci puteve dva bioloska
procesa koje karakteriSu vremenski zavisna akumulacija
ostecenja i posledi¢na disfunkcija celija (7). Proliferativni
zastoj predstavlja ranu barijeru u malignoj transformaciji
Celija, sprecavajuci propagaciju oste¢ene DNK na sledec¢u
generaciju Celija. Iz pomenutog se namece zakljucak da je
zaobilazenje aktivacije procesa senescencije korak neop-
hodan za malignu transformaciju (8). Senescentne celije
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mogu uticati na svoje lokalno okruzenje putem proinfla-
matornih sposobnosti, ¢ime mogu da podsti¢u rast tran-
sformisanih i/ili (pre)malignih susednih ¢elija u kulturi i
in vivo (9). Akumulacija senescentnih celija u razli¢itim
tkivima promovise inflamatorno okruzenje, koje doprino-
si odrzavanju i ubrzavanju procesa povezanih sa starenjem.
StaviSe, senescencija uzrokovana skradivanjem telomera
moze negativno da utice na homeostazu i regeneraciju tki-
va. Vazno je napomenuti da eliminacija senescentnih celija
moze da podstakne proliferaciju mati¢nih celija i odlozi
procese vezane za starenje. Problem je u tome $to se senes-
centne Celije ne uklanjaju efikasno u tkivima koja stare ili
se, i ako se uklanjaju, to desava izuzetno sporo i moze uti-
cati na opadanje imunoloskih funkcija povezanih sa stare-
njem (9-11). Senescentne Celije su primecene u razli¢itim
tizioloskim procesima tokom Zzivota. Za razliku od hronic-
ne senescencije (tj. akumulacije $tetnih senescentnih celija
sa starenjem), akutna indukcija senescencije predstavlja
prolazni fizioloski odgovor tokom embrionalnog razvoja i
homeostaze tkiva odraslih (npr. da bi se olaksala popravka
tkiva nakon ostecenja jetre, kod fibroze koze i zarastanja
rana (12).

Teorija da senescencija ima samo pozitivan, tumor
supresorski efekat, pobijena je rezultatima mnogih studija,
koji pokazuju da senescentne maligne, kao i senescentne
nemaligne Celije imaju podjednaku sposobnost da podsta-
knu malignu transformaciju i odrzavaju protumorogeno,
tj. maligno okruzenje (13). Senescentne celije ostaju me-
tabolicki aktivne i mogu da lu¢e mnostvo u velikoj meri
proinflamatornih citokina, hemokina, faktora rasta i pro-
teaza za remodelovanje matriksa, zajednicki poznatih kao
SASP, sposobnih da stvore protumorogeno mikrookru-
zenje i pokrenu malignu transformaciju (14). Zbog svoje
genomske nestabilnosti i mogucnosti sticanja dodatnih
mutacija, (pre)maligne Celije imaju sposobnost da prevazi-
du zaustavljanje celijskog ciklusa povezano sa senescenci-
jom i na taj nacin izbegnu proliferativni zastoj (15). Dakle,
ireverzibilno zaustavljanje celijskog ciklusa povezano sa
senescencijom nije neophodan korak za senescentne (pre)
maligne celije. Pored toga, koli¢ina i nemalignih senescen-
tnih celija i (pre)malignih celija akumulira se starenjem
zbog neefikasnog odstranjivanja senescentnih celija od
strane imunog sistema tokom vremena i akumulacije on-
kogenih mutacija ste¢enih tokom zivota. Kumulativni efe-
kat pomenutih desavanja nam govori da SASP nemalignih
senescentnih celija moze pokrenuti malignu transforma-
ciju predisponiranih premalignih celija, suprotstavljajuci
se pozitivnom efektu senescentnih celija kao regulatora
homeostaze tkiva i supresora tumora, $to paradoksalno
doprinosi razvoju tumora (16, 17). Pored uloge tumorskog
supresora, senescencija se kod pacijenata sa malignom bo-
led¢u sve vise prepoznaje kao in vivo odgovor na primenje-
ne razlicite terapijske protokole (senescencija indukovana
terapijom) (18,19).

Vazna karakteristika senescentnih celija je da je nji-
hov rast zaustavljen, ali one ostaju izuzetno metabolicki
aktivne. Iako je proliferacija celija inhibirana, senescen-
tne Celije aktivno proizvode i lu¢e mnoge vrste proteina

(20,21). Senescenetne celije eksprimiraju interlekin 6 (IL-
6) i IL-8, koji su inflamatorni citokini, kao i hemokini koji
privlace inflamatorne celije. Ekspresija matriksnih metalo-
proteinaza (engl. matrix metalloproteinases - MMPs), koje
menjaju ekstracelularni matriks, visoka je u senescentnim
¢elijama. Sekrecija pomenutih razlicitih proteina moze uti-
cati na okolne susedne celije i/ili izazvati promene u tkiv-
nom mikrookruzenju. Ovaj fenomen se naziva SASP (22).
Ekspresija SASP-a je vrlo razlicita, u zavisnosti od porekla
¢elija. Obrazac ekspresije SASP-a se razlikuje izmedu epi-
telnih i mezenhimalnih (celija, $to podrzava teoriju da je
uticaj SASP-a na celijsko mikrookruzenje svakog tkiva ra-
zlicit. Heterogena ekspresija SASP-a ide u prilog nalazima
da su senescentne celije aktivno ukljucene kako u fiziolos-
ke, tako i u mnogobrojne patoloske procese. Inflamacija je,
na primer, sveprisutan proces u razli¢itim tkivima tokom
starenja, a bez dokaza o patogenoj infekciji, sto sugerise
da su senescentne Celije ukljucene u inflamatorni odgovor
putem ekspresije SASP-a (20,23). Ekspresija SASP-a, osim
$to zavisi od porekla i vrste Celija koje podlezu procesu se-
nescencije, zavisi i od vrste delujuceg stimulansa, dok efek-
ti SASP-a na mikrookruzenje senescentnih celija u tkivima
takode mogu biti razliciti, pozitivni i negativni (20).

Pozitivni efekti senescencije ukljucuju lokalno zara-
stanje rana, regeneraciju tkiva iz o$tecenih celija i inhibi-
ciju imunologkih reakcija u oste¢enim celijama, kao pro-
cese koji pomazu procesu zarastanja (20,23). Sekretorni
fenotip povezan sa senescencijom takode moze da pojaca
ekspresiju MMP u patoloskim stanjima, kao $to je fibro-
za jetre ili koze, sprecavajuci fibrozu tokom procesa zara-
stanja ostecenja jetre ili povreda na kozi. Citokini SASP-a,
IL-6 i IL-8, takode pojacavaju proliferativni zastoj u senes-
centnim celijama (24,25). Negativni efekti ukljucuju po-
vecan inflamatorni odgovor, stimulisanje rasta obliznjih
(pre)malignih celija i promociju metastaza malignih celija.
Primeceno je i da SASP moze da izazove fenomen epitel-
ne mezenhimalne tranzicije (engl. epithelial mesenchymal
transition - EMT) (7,13).

Smatra se da se zaustavljanje rasta senescentnih ce-
lija desava blokadom ¢elijskog ciklusa u G1 fazi, da bi se
sprecilo pokretanje replikacije DNK u o$te¢enim celijama.
Senescentne celije se mogu zaustaviti i u G2 fazi Celijskog
ciklusa da bi se blokirale mitoze u prisustvu ve¢ postojecih
ostecenja DNK (1,26). Posto se zaustavljanje celijskog ci-
klusa, tj. proces senescencije pokrece kako bi se osiguralo
da ostecene ili transformisane Celije ne propagiraju muta-
cije, njegovo zapocinjanje i sledstveno odrzavanje mora
biti strogo kontrolisano. Istrazivanja potvrduju da su po-
Cetak i odrzavanje senescencije kontrolisani putem supre-
sora tumora p53/p21Cip 1 i proteina retinoblastoma (pRb/
pl6lnk4a). Aktivacija jednog i/ili oba pomenuta puta
moze da pokrene proces senescencije. Genetske mutacije
ili epigenetska utiSavanja na nivou pomenutih puteva one-
mogucavaju ulazak ¢elija u senescentno stanje (27,28).

Detekcija senescencije u tkivima

Najpoznatiji i naj¢e$ce koris¢eni marker senescencije
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je pojacana aktivnost kisele lizozomalne beta galaktozida-
ze (SA-B-Gal) u senescentnim celijama, posto se lizozomi
povecavaju u broju i veli¢ini kada celije postanu senescen-
tne. Aktivnost beta galaktozidaze povezana sa senescenci-
jom Cesto se smatra zlatnim standardom za identifikaciju
senescentnih celija. Iako je odsutna u ve¢ini proliferisucih
i mirujucih Celija, aktivnost SA-B-Gal je izrazena u odre-
denim tipovima celija kao $to su makrofagi, celije kostane
srzi, melanociti i Celije lojnih i ekrinih zlezda. Takode, SA-
B-Gal nije patognomoni¢an marker senescencije jer celije
mogu postati senescentne i bez ekspresije ovog markera
(slika 1) (29,30).

Slika 1. Imunohistohemijska detekcija beta galaktozidaze u
sluzokozi debelog creva (A), u meningiomu stepena 1 CNS SZO
(B) i somatotrofnom neuroendokrinom tumoru hipofize (C).

Da bi se prevazisli nedostaci SA-B-Gal kao markera
senescencije, biotinom vezan Sudan Black B (SBB) omo-
gucava detekciju akumulacije lipofuscina u senescentnim
c¢elijama. Lipofuscin je nerazgradivi agregat oksidisanih
lipida i proteina, koji se akumuliraju u lizozomima senes-
centnih celija zbog disfunkcije lizozoma indukovane se-
nescencijom i smatra se jednim od obelezja senescencije.
Za razliku od enzimske aktivnosti SA-B-Gal lipofuscin je

ocuvan u fiksiranim materijalima. Shodno tome, detekci-
ja senescentnih celija je izvodljiva u arhivskim uzorcima
tkiva fiksiranog u parafinskim kalupima (engl. formalin
fixed paraffin embedded - FFPE) koris¢enjem SSB histohe-
mijskog bojenja. Tumacenje testa zahteva odredeno isku-
stvo, posto agregati lipofuscina mogu biti veoma mali, dok
kontaminacija tkiva moze biti pogresno protumacena kao
pozitivni SBB - pozitivni agregati lipofuscina (29,31).

Drugi ¢esto koris¢eni markeri Celijskog starenja su
inhibitori celijskog ciklusa p16INK4ai p21/WAF1/CIP1/
CDKNI1A (slika 2), posto vecina pokretaca koji indukuju
senescenciju dovodi do aktivacije puteva inhibitora celij-
skog ciklusa p53/p21/WAF1/CIP1/CDKN1A i/ili p16IN-
K4a. Dok se ekspresija p21/WAF1/CIP1/CDKNI1A javlja
rano nakon indukcije senescencije i reverzibilna je nakon
inaktivacije tumor supresorskog proteina p53, ekspresija
p16INK4A se uglavnom eksprimira kasno, nakon induk-
cije senescencije i ireverzibilna je, ¢ak i nakon inaktivacije
p53. Smatra se da ekspresija p21/WAF1/CIP1/CDKN1A
predstavlja ranu fazu aktivacije senescencije, dok ekspre-
sija p16INK4a predstavlja kasni, stabilniji odgovor na ak-
tivaciju senescencije. Takode je poznato da p21/WAF1/
CIP1/CDKN1A moze biti eksprimiran i od strane nesenes-
centnih ¢elija u slucaju oste¢enja DNK i gena koji kodiraju
za p21/WAF1/CIP1/CDKNI1A i p16INK4a (tj. CDKNIA i
CDKN2A) (29,32).

TTTIORE 0. Tm et
P -
% v;.".. W T
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Slika 2. Pozitivna imunohistohemijska detekcija za p21
kod meningioma stepena 1 CNS SZO (A) i somatotrofnog
neuroendokrinog tumora hipofize (B), pozitivnost P16 otkrivena
imunohistohemijom kod meningioma stepena 1 CNS SZO (C) i
gonadotropnog tumora hipofize (D).

Zakljuc¢ak

Iako informacije date u ovom tekstu ¢ine razume-
vanje senescencije naizgled veoma komplikovanim, one
su u isto vreme veoma korisne za razumevanje doprinosa
procesa senescencije savremenoj medicini, sa vaznim na-
ucnim i klinickim implikacijama i smernicama za njeno
dalje razumevanje i prakti¢nu upotrebu.
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