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POVZETEK

Staranje predstavija klju¢ni dejavnik tveganja za razvoj
vecine kroni¢nih bolezni. Slednje pogosto zahtevajo
neprekinjeno farmakoloSko zdravljenje, negativno
vplivajo na kakovost Zivlienja posameznika ter pred-
stavljajo Sirsi izziv sodobne druzbe, Se posebej kot
znatno breme za zdravstveni sistem. Trenutno pote-
kajo intenzivne raziskave na podrodju staranja, ki bi
v prihodnosti lahko omogocile razvoj novih terapevt-
skih pristopov. Slednji ciligjo na biokemijske poti,
udelezene v procesu staranja. Na ta nacin bi lahko
bolj vzrocno zdravili ve€ s starostjo povezanih kroni-
¢nih bolezni. Eden izmed pomembnih pojavov v pro-
cesu staranja je celi¢na senescenca, kiima pomem-
bno viogo pri Stevilnih s starostjo povezanih boleznih
in posledic¢no predstavija perspektivno tar¢o. Prve
obetavne spojine, ki ciligjo na senescentne celice,
so tudi e vstopile v klinina preskusanja. V prispevku
predstavliamo razliéne poti nastanka senescence,
obravnavamo nekaj kljucnih lastnosti senescentnih
celic ter opiSemo trenutno poznane pristope njihove
detekcije in modulacije v terapevtske namene.

KLJUCNE BESEDE:
oznadevalci, senescentne celice, senolitiki, seno-
morfiki, staranje

ABSTRACT

Aging is a key risk factor for the development of
most chronic diseases. The latter frequently require
continuous pharmacological interventions, which
affect the individual’s quality of life and pose a major
challenge for modern society, as a significant burden
on its health system. Currently, intensive research
is conducted in the field of aging, which could
eventually enable the development of novel
therapeutic approaches targeting the biochemical
pathways involved in this process, resulting in a
more causal treatment of the age-related chronic
diseases. Among the hallmarks of aging, cellular
senescence plays a significant role in the
development of many age-related diseases, and it
thus represents a promising target. The first
promising compounds targeting these cells have
already entered clinical trials. Here, we present the
mechanisms leading to senescence, outline some
of the key properties of senescent cells, and
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describe current approaches of their detection and
targeting for therapeutic purposes.

KEY WORDS:
aging, biomarkers, senolytics, senomorphics, se-
nescent cells

STARANJE

Zaradi daljSe Zivlienjske dobe, kot posledice visje stopnje pre-
zivetja v zgodniih letih, ter soCasnega upada rodnosti se delez
ostarelega prebivalstva nenehno povecuje. Poleg tega demo-
grafski kohort prebivalstva, znan kot »baby boomerji«, ki zajema
posameznike, rojene med letoma 1946 in 1964, pocasi do-
sega obdobje starosti. Slednje napoveduje velik svetovni de-
mografski premik, imenovan tudi »srebrni cunami (silver tsu-
nami)«, ki bo prinesel mnoge izzive na Stevilnih socialnih in
ekonomskih podrogjih, vklju¢no z zdravstvom. S staranjem

se namreC veca dovzetnost za s starostjo povezane bolezni.
Nekatere najpomembnejSe so sréno-ziine bolezni, mozganska
kap, kroni¢ne pliucne bolezni, rak, diabetes, osteoartroza ter
demenca. S starostjo se poveca tudi tveganje za multimor-
bidnost — tj. so¢asno prisotnost vec bolezenskin stanj (1).
Staranje definiramo kot proces ¢asovno odvisnega upa-
danja funkcionalnega delovanja organizma, ki vodi do vecje
ranljivosti in na koncu smrti. Odvija se hitro (npr. pri kva-
sovkah, ogorcici, sadni musici), postopno (npr. pri misih in
Cloveku), lahko pa poteka tudi zelo po&asi (npr. pri kamniti
ribi, Zelvi, bristlekonskem boru) (2). Tako je staranje kom-
pleksen vecdimenzionalen proces, katerega celoten potek
Se slabo razumemo in je zelo odvisen od posamezne vrste
organizma. Vedno ve¢ raziskav se ukvarja z mehanisticnim
razumevanjem staranja in raziskovalci so definirali nekatere
splosne znadilnosti staranja, ki so med seboj povezane in
znacilne za vecino organizmov, predvsem pa za sesalce,
torej tudi Eloveka. Te so: genomska nestabilnost, krajSanje
telomer, epigenetske spremembe, izguba proteostaze, de-
regulirano zaznavanje hranil, mitohondrijska disfunkcija,
celicna senescenca, izCrpanost matic¢nih celic ter spreme-
njena medceli¢na komunikacija (slika 1) (3, 4).
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Slika 1: Shematski prikaz splosnih znacilnosti staranja (prirejeno po (3)).
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Figure 1: Schematic representation of the hallmarks of aging (adapted from (3)).
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S trenutno uveljavljenimi terapijami se prvenstveno osre-
doto¢amo na zdravljenje posamezne bolezni. Zdravilne
ucinkovine praviloma blazijo simptome ali pa se ukvarjajo
z odpravljanjem posledic teh bolezni. V- mnogih primerih
zal to le malo prispeva k izboljSanju celotnega zdravstve-
nega stanja, saj so v poznejsih letih Zivlienja navadno pri-
sotne Se Stevilne druge zdravstvene tezave in komorbid-
nosti. Proces staranja tako predstavlja gonilo zdravstvenih
tezav v poznejSem Zivlienjskem obdobju, zato predstavija
pomembno tarCo za zdravila prihodnosti. Poleg tega so
raziskave pokazale, da je daljSa Zivlienjska doba povezana
tudi z daljsSim obdobjem odsotnosti s starostjo povezanih
bolezni (5). To mlado podrocje raziskav se je zacelo inten-
zivneje razvijati v novem tisodletju. Zelja, da bi z mehanisti-
énim poznavanjem procesov staranja omogocili tudi ucin-
kovitejSe zdravljenje, predstavija eno izmed velikih
raziskovalnih prioritet in izzivov 21. stoletja.

CELICNA SENESCENCA

2.1 OPREDELITEV

Celitna senescenca je eden splosnih znakov staranja. Gre
za stanje trajne ustavitve celi¢nega cikla, ki sta ga Hayflick
in Moorhead prvi¢ opisala ze leta 1961 na kulturi Cloveskih
fibroblastnih celic (6). Senescentne celice se ustavijo v fazi
celiénega cikla G1 (ali tudi v fazi G2) kot odgovor na kraj-
Sanje telomer, genotoksicni stres ter prekomerno izrazanje
ali inaktivacijo nekaterih genov, kot sta npr. gena RAS in
PTEN. Senescenca je vklju¢ena tudi v fizioloSke procese,
kot so celjenje ran, fibroza, preoblikovanje tkiv in embrio-
nalni razvoj, in ima tako pomembno vlogo za organizem.
Senescentne celice so podvrzene Stevilnim spremembam,
ki so odvisne od vrste celice in stresnega dejavnika. S po-
mocjo komponent imunskega sistema omogocajo tudi la-
stno odstranjevanje, vendar se s starostjo zacnejo kopiciti
(1, 7). Senescentne celice so opredelili kot vzroCni dejavnik
pri staranju sesalcev, saj njihova odstranitev upocasni sta-
ranje pri misih (8-10). Ena izmed njihovih klju¢nih lastnosti
je s senescenco povezan sekretorni fenotip (senescence-
associated secretory phenotype, SASP), ki ga sestavlja
veC dejavnikov, vkljucno s kemokini, citokini, rastnimi de-
javniki in proteazami, in ga bomo natancneje opisali v na-
daljevanju. Posledi¢no so tesno povezane z vnetiem, ki
prav tako predstavlja pomembno znadilnost staranja (11).

Kopi¢enje senescentnih celic je povezano tudi z razvojem
s starostjo povezanih bolezni, predvsem z aterosklerozo,
osteoartrozo, osteoporozo, nevrodegeneracijo, rakom, kro-
ni¢no ledvi¢no boleznijo, sladkorno boleznijo tipa ena in
tipa dva. Prav tako imajo te celice domnevno vliogo pri
AIDS-u, idiopatski pljucni fibrozi, jetrni steatozi in benigni
hiperplaziji prostate (1). Kot zanimivost omenimo Se, da so
med pandemijo covida-19 raziskave nakazale, da SARS-
CoV-2 prednostno cilia senescentne celice v pljucih, ki
prekomerno izrazajo dve predlagani tarci — dipeptidil pep-
tidazo 4 (DPP4, znana tudi kot CD26) in angiotenzin kon-
vertazo 2 (ACE-2) (12).

2.2 MEHANIZMI NASTANKA
SENESCENTNIH CELIC

V sploSnem poznamo tri mehanizme, ki vodijo do senes-
centnih celic (slika 2). Senescenco, ki omogoca pravilen
potek nekaterih fizioloSkih procesov, kot so celienje ran
(13), preoblikovanje tkiv in embrionalni razvoj (14), imenu-
jemo senescenca V fizioloskih procesih. Preostala mehan-
izma povzrocCajo razliéni stresorji. Replikativha senescenca
se pojavlja zaradi progresivnega krajSanja telomer (15),
prezgodnja senescenca (1) pa nastane kot celi¢ni odziv
na drazljaje, ki povzrocajo nepopravijive poskodbe (npr.
oksidativni stres, ionizirajoCe sevanje, nekatere terapije) ali
prekomerno/pomanijkljivo izrazanje/aktivnost nekaterih ge-
nov (16).

2.2.1 Replikativna in prezgodnja senescenca
Replikativha senescenca je povezana s podvajanjem mo-
lekule DNA. Telomere so ponovljive sekvence nukleotidov
TTAGGG na koncih kromosomoyv, ki 8¢itijo genetsko infor-
macijo. Ker po vsaki celi¢ni delitvi pride do skrajSanja ne-
podvojene DNA, so telomere krajSe v hitro delecih se tkivih,
kot so adipociti, levkociti in fibroblasti (17).

Obicajno po priblizno 50 celi¢nih delitvah (6) krajSanje telomer
prepoznamo kot poskodbo DNA, ki izzove specifien odziv,
imenovan tudi DDR (DNA damage response) (18). Domne-
vamo, da poSkodba DNA najprej aktivira kinazi ATM
(ataxia-telangiectasia mutated) in ATR (ataxia-telangiectasia
and Rad3-related protein), ki nato aktivirata Sirok spekter
beljakovin, vklju€no s kinazo kontrolne tocke 2 (Chk2). Sled-
nja posreduije signalizacijo poSkodbe DNA razlicnim dejav-
nikom, ki sodelujejo pri zaustavijanju celicnega cikla, apoptozi
in popravijanju DNA. Ti vkljuCujejo fosforilacijo ter posledicno
stabilizacijo in aktivacijo proteina p53, kar vodi do transkrip-
cije proteina p21. Sledniji inhibira od ciklina odvisno kinazo
2 (CDK?2) in tako prepreci fosforilacijo proteina retinoblastoma
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Slika 2: Celicno senescenco, udelezeno v mnogih bolezenskih stanjih, izzovejo razlicni dejavniki in jo razdelimo na replikativno in prezgodnjo
senescenco ter senescenco, udelezeno v fizioloskih procesih. Glede na tip celice in induktor imajo senescentne celice razlicne znacilnosti.
Figure 2: Cellular senescence, involved in many disease states, is triggered by various factors, and is divided into replicative and premature
senescence and senescence involved in physiological processes. Depending on the cell type and inductor, senescent cells possess different

characteristics.

(Rb). Prepisovanje beljakovin, potrebnih za napredovanje
celiénega cikla v naslednjo stopnjo (faza S), je zato ustaviieno,
kar vodi v zaustavitev celicnega cikla v fazi G1 (1, 19, 20).
Prezgodnja senescenca predstavlja Siroko in raznoliko sku-
pino tvorbe senescentnih celic, katerih mehanizmi nastanka
so Se vedno slabo opredeljeni. Navadno je povezana z ra-
zlicnimi stresorii, ki senescenco sprozijo preko od DDR
odvisnih ali neodvisnih poti. Dejavniki, ki so se v dosedanjih
raziskavah izkazali za pomembne, vkljucuijejo protein p194T
(protein iz lokusa CDKN2a, ARF) ali p16"™“2, prekomerno
izrazanje dejavnika transkripcije faze S E2F3 in prekomerno
izrazanje ali znizanje izrazanja nekaterih genov (npr. RAS,
BRAF, MYC, PTEN) (19).

2.3 URAVNAVANJE KOLICINE
SENESCENTNIH CELIC S
POMOCJO IMUNSKEGA SISTEMA

V uravnavanje koli¢ine senescentnih celic je udelezen tudi
imunski sistem. Le-ta jih odstrani s trenutno Se slabo ra-

zumljenim procesom, ki vklju€uje prirojen in pridobljen
imunski odziv. Pri odstranjevanju so vklju¢ene razlicne vrste
imunskih celic, vklju¢no z makrofagi, nevtrofilci, celicami
naravnimi ubijalkami (NK) in T-limfociti CD4+. Prav tako naj
bi bile vklju¢ene tudi komponente SASP (kemokini in cito-
kini), ki sluzijo kot kemoatraktanti za NK in druge imunske
celice, ter nekateri izrazeni adhezijski (npr. ICAM-1, VCAM-
1) in drugi proteini (npr. MICA (MHC class | polypeptide—
related sequence A), UL16 vezodi protein 2 (ULBP2) in
malondialdehid (MDA)-vimentin) (1).

Prav tako Se vedno ne razumemo popolnoma, zakaj se
senescentne celice pri¢nejo kopiCiti v poznejSem zivljenj-
skem obdobju. Nedavno so ugotovili, da senescentni der-
malni fibroblasti izrazajo molekulo glavnega histokompati-
bilnega kompleksa (MHC) razreda Ib, HLA-E. HLA-E je v
vecdji meri izrazen pri starejSih posameznikih. Interagira z
zaviralnim receptorjiem NKG2A, ki je prisoten na celicah
NK in visoko diferenciranih T-limfocitih CD8* (21, 22). Inte-
rakcija med NKG2A in HLA-E zavira oCistek senescentnih
celic s celicami NK in CD8*, ki imajo izrazen receptor
NKG2A. In vitro zaviranje interakcije HLA-E/NKG2A krepi
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imunski odziv proti senescentnim celicam, kar kaze na
vlogo HLA-E pri njihovem kopicenju (23)."

ZNACILNOSTI
SENESCENTNIH CELIC

Poleg trajne zaustavitve celi¢nega cikla imajo senescentne
celice Se nekaj znacilnosti, ki jih lo€ijo od drugih celic. Naj-
prej kazejo spremembe v morfologiji in delovanju, kar vodi
v moteno celicno komunikacijo z okoliskimi celicami (24).
Senescentne celice lahko prostorsko prerazporedijo hete-
rokromatin v t. i. s senescenco povezana heterokromatin-
ska zariSCa (senescence-associated heterochromatin foci,
SAHF), kar lahko vodi v spremenjeno izrazanje genov (25).
Kot odgovor na posSkodbo DNA se v senescentnih celicah
lahko pojavijo tudi segmenti DNA s spremembami v kro-
matinu, ki ojacajo senescenco (DNA segments with chro-
matin alterations reinforcing senescence, DNA-SCARS)
(26). Te in Se nekatere druge modifikacije, ki spremljajo ce-
liéno senescenco, so izpostavljene na sliki 2.

Razli¢ne senescentne celice se v svojih znacilnostih lahko
tudi mocno razlikujejo, zato je razvoj ustreznih oznacevalcev
za njihovo prepoznavanje in nadaljnje nacrtovanje ucinko-
vitin terapevtikov precej otezen (27). Dosedaniji pristopi de-
tekcije in terapije v vecini temeljijo na poznavanju klju¢nih
znacilnosti senescentnih celic, kot so: (i) s senescenco po-
vezan sekretorni fenotip, (i) specifi¢ne poti, ki omogocajo
prezivetje teh celic in prepredijo apoptozo, in (i) s senes-
cenco povezana B-galaktozidazna aktivnost.

3.1 S SENESCENCO POVEZAN
SEKRETORNI FENOTIP — SASP

Kot smo omenili, senescentne celice razvijejo edinstven
sekretorni fenotip, imenovan SASP (senescence-associa-
ted secretory phenotype), ki ga sestavljajo raznoliki citokini,
kemokini, rastni dejavniki, proteaze, lipidi in nemakromo-
lekularni elementi (npr. dusikov oksid, reaktivne kisikove
zvrsti). Nekatere komponente SASP so pogostejSe od dru-
gih, vendar se razlikujejo med razli¢nimi senescentnimi ce-
licami, odvisno od induktorjev senescence in tipa celic (1).
Pri nastanku SASP v posamezni senescentni celici sodelujejo
razliéni dejavniki, med katerimi so najpomembnejSo viogo
izkazali jedrni faktor kB (NF-kB), protein p53, CCAAT/oja-
Cevalno-vezavni protein in protein GATA4. Nastanek SASP
poteka v treh fazah: najprej se zgodi hitra z DDR povezana

faza, ki ji sledi zgodnja faza samoojacanija, kjer se pricnejo
sproscati dejavniki SASP. V zadniji, zreli fazi pride do popol-
nega izrazanja posameznega fenotipa SASP. Nekateri de-
javniki, kot sta interlevkina 1ain B (IL-1a, IL-10), se izrazijo
prej kot drugi in vplivajo na nadaljnjo strukturo SASP (1).
Senescentne celice lahko preko SASP delujejo na parakrini
ali avtokrini nacin ter povzrocajo provnetno mikrookolje ter
tako spodbujajo lastno odstranjevanje z aktivacijo in re-
krutiranjem imunskih celic. V nekaterih primerih povzro€ajo
odpornost na zdravila (npr. protirakave ucinkovine) in an-
giogenezo. Preko teh mehanizmov lahko SASP vzdrzuje
senescenco in jo povzro&a v sosednijin celicah (28). Ceprav
je senescenca v osnovi obrambni mehanizem pri raku,
lahko senescentne celice prek SASP tudi spodbujajo kan-
cerogenost. SASP ima torej preko spodbujanja vaskulari-
zacije in celicne proliferacije tako tumor promotorske kot
tudi protitumorne lastnosti (spodbujanje senescence in
imunskega ocCistka) (29). Prav zato je za stabilnost orga-
nizma klju¢no pravilino ravnotezje.

3.2 POTI, KI OMOGOCAJO PREZIVETJE
SENESCENTNIH CELIC

Podobno kot rakave tudi senescentne celice razvijejo me-
hanizme, ki jim omogocajo njihovo dolgoro¢no prezivetje
in izognitev programirani celi¢ni smrti — apoptozi. Senes-
centne celice se apoptozi lahko izognejo z aktivacijo pro-
teinov iz druzine Bcl (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xl, Mcl-1 in Bfl-1) ali
preko vpliva na p53-p21-serpin in fosfoinozitid-3-kinazno
(PIBK)/AKT pot. Pri odpornosti proti apoptozi sodelujejo
tudi od efrina odvisna receptorska liganda, efrina B1 in
B3, zaviralec aktivatorja plazminogena tipa 1 (PAI-1) (27),
s hipoksijo inducirani dejavnik 1a (HIF-1q) ter proteini vro-
Cinskega Soka (HSP90) (30). Pri teh se izrazanje pro- in
antiapoptoti¢nih proteinov lahko razlikuje glede na vrsto
celice (27). To pomeni, da se posamezna vrsta senescen-
tnih celic lahko razlicno odzove na moduliranje izbrane
»poti prezivetja«, kar posledicno omogoca tudi specificno
cilianje na posamezen tip senescentnih celic.

3.3 S SENESCENCO POVEZANA B-
GALAKTOZIDAZNA AKTIVNOST

Encim B-D-galaktozidaza (3-Gal) je evkariontska hidrolaza,
ki cepi koncne B-galaktozne ostanke iz naravnih substratoy,
kot so gangliozidi, glikoproteini in glikozaminoglikani. Je li-
zosomalni encim, ki optimalno deluje pri pH, ki je blizu na-
ravnemu okolju lizosoma (pH 4,0-4,5) (31).

farm vestn 2022; 73



Leta 1995 so Dimri in sod. v senescentnih loveskih fibro-
blastnih celicah odkrili s senescenco povezano 3-galakto-
zidazno aktivnost pri pH 6. Detekcija encimske aktivnosti
pri pH 6 se je v primerjavi z drugimi celicami izkazala kot
specificna za senescentne celice (32) in je posledica po-
vecane koncentracije lizosomalnega encima in njegove re-
zidualne aktivnosti pri suboptimalnem pH, kar so potrdili
tudi na nivoju izrazanja genov (33).

OZNACEVALCI ZA DETEKCIJO
SENESCENTNIH CELIC

Za uspeSen studij senescentnih celic je klju¢na njihova
udinkovita identifikacija. Ravno ta korak predstavlja po-
memben izziv pri proucevanju celicne senescence, saj tre-
nutno Se ne poznamo dovolj obcutljivega in specificnega
oznacCevalca. Tezavo predstavija dejstvo, da prej opisane

znacilnosti senescentnih celic niso prisotne v enakem ob-
segu v vseh vrstah senescentnih celic, medtem ko nekatere
od njih sploh niso specifitne za senescentne celice. Zato
za detekcijo senescentnih celic vecinoma uporabliamo
kombinacije njihovih znacilnosti (27). Najpogosteje po vi-
zualni in rastni analizi celic celi€ne kulture testiramo Se na
vsaj dva od naslednjih potencialnin oznaCevalcev: s se-
nescenco povezana -galaktozidazna aktivnost, povecana
prisotnost proteina p16, SAHF in DNA-SCARS (oznacevalci
poskodb DNA) (34) (preglednica 1).

SENESCENTNE CELICE KOT
TERAPEVTSKE TARCE

Senescentne celice so vzrocno povezane s staranjem in
imajo pomembno vlogo pri nastanku vec¢ s starostjo pove-
zanih bolezni (29). Zato predstavljajo nove potencialne te-

Preglednica 1: Pregled najpomembnejsih oznacevalcev senescentnih celic (1, 35).
Table 1: Overview of most important biomarkers of senescent cells (1, 35).

kemiluminiscencnega substrata (Galacton)

OZNACEVALEC METODA ZA DOLOCANJE REFERENCA
Morfoloske spremembe (velikost jedra in barvanje DNA s fluorescentnimi barvili
. . X ) . . ) 34
oblika) vizualni pregled za velikost in obliko celice
Ustavljena replikacija I?rdp/Edp test 34
Stetje celic
Prlgvotnost protelnov, znacilnih za ustavitev metoda, osnovana na imunskem odtisu 34
celicnega cikla
uporaba kromogenega (X-Gal),
B-galaktozidazna aktivnost pri pH = 6,0 fluorescentnega (C,,FDG) ali 34, 36

Komponente SASP

sendvi¢ ELISA
kvantitativha proteomika na osnovi SILAC 34
profiliranje MRNA

S senescenco povezana heterokromatinska
goris¢a (SAHF) in njihovi oznacevalci

barvanje DAPI-imunofluorescenca 34

DDR (zaris€a poskodb DNA in teles PML)

PML

oznacevanje zariS¢ poskodovane DNA/teles PML,
pregled Stevila, velikosti zariS¢ in kolokalizacije teles 34

DAPI - 4’,6-diamidino-2-fenilindol, BrdU — bromodeoksiuridin, EQU — 5-etinil-2’-deoksiuridin, X-Gal — 5-bromo-4-kloro-3-indolil-3-D-
galaktopiranozid, C12FDG - 5-dodekanoilaminofiuorescein di-B-D-galaktopiranozid, SASP — s senescenco povezan sekretorni fenotip,
ELISA — encimskoimunski test, SILAC — stabilno oznacevanje izotopa z aminokislino v celicni kulturi, telesa PML — promielocitska levkemicna
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telesa, DDR - odziv na poskodbe DNA.
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Slika 3: Povezava staranja, kopicenja senescentnih celic in s starostjo povezanih bolezni ter strategije ciljanja senescentnih celic s

potencialnimi zdravilnimi ucinkovinami.

Figure 3: Relationship between aging, accumulation of senescent cells and age-related diseases along with existing strategies of targeting

senescent cells with potential drugs.

rapeviske tarCe za zdravljenje teh bolezni. Locimo dve
strategiji za regulacijo Skodljivih ucinkov senescentnih celic:
(i) specificno odstranjevanje senescentnih celic ali (i) mo-
dulacija njihove funkcije in morfologije oz. upoCasnitev nji-
hovega nastanka (slika 3) (1).

Senolitiki so spojine, ki povzro¢ajo specificno odstranjeva-
nje senescentnih celic. To dosezemo z delovanjem na v
senescentnih celicah aktivirane poti, zlasti tiste, ki sodelujejo
pri njihovi odpornosti proti apoptozi. Sem sodijo tarce, kot
S0 proteini iz druzine Bcel, p53, p21, PI3K, AKT in HSP9O.
Poznamo tudi nekatere druge tarCe, kot so FOXO4 (fork-
head box protein O) in histonske deacetilaze (1).
Senomorfiki, redkeje imenovani tudi senostatiki, so spojine,
ki delujejo na fenotip senescentnih celic in tako zmanjsajo
njihove Skodljive ucinke na okolisko tkivo ali zakasnijo na-
stop senescence in pri tem ne povzrocajo apoptoze se-
nescentnih celic. Izraz je pomanikljiv, saj se prekriva z dru-
gimi izrazi v literaturi, kot sta inhibitorji SASP (37) in
geroprotektoriji (38). Ker obe omenjeni skupini delujeta na
fenotip senescentnih celic, ju tu uvrSamo med senomorfike.
Senomorfiki torej zavirajo tvorbo SASP. Kot terapevtske
tarCe so v uporabi sirtuin 1 (SIRT1), mehanisti¢na tarca ra-
pamicina (MTOR), NF-kB, p38-mitogen aktivirana protein-

ska kinaza (P38MAPK), s kinazo aktivirana protein kinaza
2 (MK2), MDM2, glukokortikoidni receptoriji in IL-1a. Izraz
senomorfiki lahko nadalje razsirimo in vanj vklju¢imo spo-
jine, ki modulirajo delovanje in morfologijo senescentnih
celic in zavirajo njihovo tvorbo. Te spojine lahko modulirajo
telomerazno aktivnost, spreminjajo razmerja nekaterih ok-
sidantov in antioksidantov, ki so pomembni za nastanek
senescence, ali vplivajo na celi¢ne organele, kot so lizosomi
in mitohondriji (1).

Poleg senalitikov in senomorfikov uporabliamo tudi druge
pristope, s katerimi vplivamo na senescentne celice, npr. na
njihovo odstranjevanje s komponentami imunskega sistema,
ki temelji na specificnih proteinih, izrazenih na povrsini teh
celic. Novejse raziskave so pokazale, da na koli¢ino senes-
centnih celic vpliva tudi mikrobiota (39). Nekateri senomorfiki
S0 predstavijeni v preglednici 2, medtem ko so strukture iz-
branih predstavnikov obeh skupin podane na sliki 4.
Ceprav so raziskave vpliva na senescentne celice v tera-
pevtske namene vecinoma Se v zacetnih stopnjah, so ne-
katere spojine Ze vstopile v razlicne faze klini¢nih raziskav;
nekatere od njih so predstavljene v preglednici 3.

Razvoj optimalnega dostavnega sistema se obi¢ajno zacne
po identifikaciji potencialne ucinkovine, ko ze poznamo
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Preglednica 2: Pregled identificiranih spojin z aktivnostjo na senescentnih celicah.
Table 2: Overview of identified compounds with activity on senescent cells.

SENOLITIKI

TARCA/TARCNE POTI

SENOMOREFIKI

TARCA/TARCNE POTI

Navitoclax (ABT-263) (40),
ABT-737 (41)

Bcl-2, Bal-xI, Bel-w

metformin (42)

ni natanéno znano

Piperlongumin in analogi
(50)

Bcl-2, Bel-xI, Bel-w, Mcl-1,
Bfl-1

metilensko modrilo (52)

resveralogi (53)

ekspresija »splicing«

Panobinostat (65)

histonska deacitilaza

Kortizol, kortikosteron (66)

glukokortikoidni receptor

MitoTam (67)

dihalna veriga

17-B-estradiol (68), danazol
(69)

telomeraza

2-deoksi-D-glukoza (70)

GLUTs

UMK57 (71)

kinezin-13

nanodelci MoS, (72)

avtofagicni fluks lizosomov

pinitol (73)

Nrf2 pot

saksagliptin (74)

DPP4

GLUTs — glukozni transporterji, Nrf2 — jedrnemu dejavniku eritroid 2 soroden dejavnik 2, IKK — kinaza IkB

faktorjev
- S SB203580 (55), UR-13756 _
Dasatinib (54) tirozin kinaza (56), BIRB-796 (23) P38MAPK é
<
Kvercetin (54), fisetin (45, Sferp|n|, PI3K in druge PF-3644022, MK2.1l (56) MK2 =
57) kinaze g
Iy : nutilin 3A, MI-63 (59) MDM2 2
Kardiotonidni glikozidi (58) | N2 /K"transportna ATP-aza £
(podenota ), NOXA pot | p 171 (60) SIRT3 N
pd
FOXO4-DRI (61) FOXO4-p53 interakcija ginsenozid F1 (62) P38MAPK &
—
Geldanamicin, 17-DMAG razlicne poti, vkljucno s Q
63) HSP-90 resveratrol (64) SIRTH i

Venetoclax (ABT-199) (41) | Bcl-2 rapamicin (43) mTOR
NEMO vezo¢a domena
WEHI-539 (+ABT-199) (44), Son (NBD), vezana na domeno | IKK
A1331852, A1155463 (45) 8K (46)
melatonin (47) Stevilne poti
SCIC2, SCIC2.1 (48),
TW-37 (40) Bcl-2, Bel-xI, Mcl-1 omentin-1 (49) SIRT1 ‘%?
platikodin D (51), T el ?

njene fizikalno-kemijske, farmakokinetske in farmakodi-
namske lastnosti, taréno mesto delovanja ter potencialna
zunajtaréna mesta. Ceprav $e nobene uginkovine s tem
mehanizmom delovanja niso vpeljali v terapijo, najdemo v

literaturi Ze nekaj poskusov razvoja dostavnih sistemov, ki
bi omogodili specificno cilianje senescentnih celic in tako
zmanjSali tveganje za nezelene ucCinke. Tako npr. nanodelci
iz poroznega ogrodija iz silicijevega dioksida, obdani z ga-
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Slika 4: Izbrane spojine, ki delujejo kot senolitiki ali senomorfiki (75).

Figure 4: Representative compounds that act as either senolytics or senomorphics (75).




Preglednica 3: Pregled izbranih Klinicnih raziskav s senolitiki in senomorfiki (1).
Table 3: Overview of selected clinical studies with senolytics and senomorphics (1).

NASLOV KLINICNE RAZISKAVE

BOLEZEN

FAZA

UCINKOVINA

KODA RAZISKAVE

Senescenca, krhkost in delovanje
mezenhimskih mati¢nih celic pri
kroni¢ni bolezni ledvic: ucinek
senolitiénih uginkovin

kroni¢na ledvi¢na
bolezen

faza 2

dasatinib + kvercetin

NCT02848131

Cilianje senescentnih celic s
senolitiki za izboljSanje zdravja
okostja pri starejsSih ljudeh

faza 2

dasatinib + kvercetin
fisetin

NCT04313634

Pilotna raziskava za proucevanje
varnosti in izvedljivosti senoliticne
terapije za modulacijo
napredovanja Alzheimerjeve
bolezni (stomp-ad)

Alzheimerjeva bolezen

faza 1, faza 2

dasatinib + kvercetin

NCT04063124

Senolitiéna zdravila zmanjsujejo z
osteoartritisom povezano
degeneracijo artikularnega
hrustanca: klinicno preskusanje

osteoartroza, koleno

faza 1, faza 2

fisetin

NCT04210986

Dvojno slepo, s placebom
kontrolirano preskusanije »anti-
aging«, proavtofagijskih ucinkov
metformina pri odraslih s
prediabetesom

prediabetes

faza 3

metformin

NCT03309007

Metformin v raziskavah
dolgozivosti (MILES)

faza 4
(zakljucena)

metformin

NCT02432287

Vpliv zaviralcev mTOR in druge
intervencije metabolnih procesov
pri ostarelih: imunske, kognitivne
in funkcionalne posledice

faza 2
(zakljucena)

rapamicin

NCT02874924

laktooligosaharidi, omogocajo specificno dostavo v senes-
centne celice, pri Cemer izkoris¢amo povisano aktivnost
lizosomske [B-galaktozidaze v senescentnih celicah (76,
77). Se en primer specifiéne dostave so nanodelci iz kalci-
jevega karbonata, obdani z laktozo (Lac-PEG-COOH), ko-

IZZIVI IN NADALJNJI RAZVOJ
PODROCJA

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI

Senescenca je razmeroma mlado, hitro razvijajoce se razi-
skovalno podrogje. Se zlasti to velja za podrogje poten-
cialnih terapevtikov. Se vedno je prisotnih mnogo neznank,
na katere moramo z raziskavami poiskati ustrezne odgo-
vore. Najprej omenimo potrebo po natanénejSem pozna-
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njugirano z monoklonskimi protitelesi proti v senescentnih
celicah prekomerno izrazenem proteinu CD9 (78). Ned-
vomno bo imel primeren dostavni sistem za uspeh terapije,
usmerjene na senescentne celice, klju¢no vlogo zaradi po-
trebe po zagotavljanju specificnega delovanja.



CELICNA SENESCENCA: NOVA TERAPEVTSKA TARCA PRI ZDRAVLJENJU S STAROSTJO POVEZANIH BOLEZNI

vanju mehanizmov tvorbe senescentnih celic ter njihovih
znacilnosti. Prav tako moramo pojasniti razloge za njihovo
kopiCenje ter odkriti mehanizme, ki omogocajo njihovo
ucinkovito odstranjevanje pri mlajSih posameznikin. Potre-
ben bo tudi nadaljnji razvoj obcutljivih oznadevalcev za nji-
hovo detekcijo (slika 5).

Eden izmed klju¢nih izzivov pri raziskovanju celi¢ne se-
nescence je odsotnost specificnega oznacevalca za de-
tekcijo senescentnih celic. ObstojeCe strategije sicer
omogocajo uspesSno identifikacijo senescentnih celic,
vendar zahtevajo uporabo kombinacije razmeroma ne-
specificnih oznacevalcev, kar pomeni ve¢ Casa in sred-
stev, potrebnih za raziskave. Pomemben korak je bil stor-
jen z nedavno predstavljenim »Atlasom SASP« (79),
obsezno proteomsko bazo topnih beljakovin in ekso-
somskih dejavnikov SASP, pridobljenih iz razli¢nih tipov
celic, ki so bile podvrzene senescenci preko razli¢nih in-
duktorjev (79).

Ustrezni zivalski modeli so naslednji raziskovalni izziv, saj
rezultatov, pridobljenih iz teh modelov (identificirani poten-
cialni terapevtiki, mehanizmi), ni vedno mogoce nepo-
sredno prenesti na Cloveka. MiSi so najpogosteje upora-
bljani testni zivalski modeli, Ceprav med njimi in lovekom
obstaja precej razlik med procesi staranja in izrazanjem
bolezni. S prilagoditvijo njihovega genskega zapisa je mo-
goce zagotoviti ustreznejSe in natancnejSe misje modele.
TakSen primer so »humanizirane« misi, ki so imunsko osla-
bliene in imajo prisotne funkcionalne ¢loveske hematopo-
etske in imunske celice ter tkiva (npr. ksenografti). Z vidika
vecdje sorodnosti je v raziskavah staranja smiselna uporaba
necloveskih primatov. Uporaba slednijih je zelo zahtevna,
saj je povezana s Stevilnimi etiénimi vprasanji, zahtevnim
vzdrzevanjem, dolgozivostjo ter majhnim Stevilom potom-
cev. Podobno kot pri mi§jih modelih pa bi v prihodnosti
mogocCe lahko razvili tudi modele necloveskih primatov s
pospesenim staranjem (1).

NADALINJE

U§trezni
ozr_lacevalg:i za
diagnostiko

RAZISKAVE
NA PODROCJIU
CELICNE
Razvoj zdravii SENESCENCE
/\‘ \L/ \J,
¢ ) Natan¢ni mehanizmi nastanka

Karakteristike
Mehanizmi za
kopicenje/odtranjevanje

Slika 5: Ponazoritev nekaterih bodocih izzivov raziskav na podrodju celicne senescence.
Figure 5: lllustration of future research challenges in the field of cellular senescence.
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Senescentne celice so ena izmed klju¢nih znadilnosti sta-
ranja, zato predstavijajo potencialno novo terapevtsko tarco.
Vse ve¢ raziskav potrjuje vzro¢no povezavo med kopiCe-
njem senescentnih celic in vecjo pojavnostjo razli¢nih s sta-
rostjo-povezanih bolezni. V vecini primerov njihovo vplete-
nost potrdi tudi izboljSanje simptomov po njihovi odstranitvi
ali utiSanju dela SASP, ki je z njimi povezan. Ta opazanja
nakazujejo, da bi morda Ze preprosto odstranjevanje se-
nescentnih celic ali manipulacija z njihovim fenotipom s se-
nolitiki ali senomorfiki lahko vodila k podaljSanju obdobja
odsotnosti s starostjo povezanih bolezni in tako izboljSala
potek nekaterih bolezni (npr. idiopatska pliu¢na fibroza, rak,
genetske bolezni, povezane s kratkimi telomerami).

V nekaterih primerih (npr. celienje ran, embrionalni razvoj)
so senescentne celice tudi koristne za organizem, zato bo
pravilna terapevtska uporaba nedvomno zelo zahtevna in
povezana z mnogimi izzivi. Toda zaradi Stevilnih mehaniz-
mov njihovega nastanka in posledic¢no raznolikin znacilnosti
senescentnih celic predvidevamo, da bo mogoce doseci
tudi selektivno odstranitev 0z. modulacijo zgolj posameznih
tipov teh celic. To bo omogocilo, da se bomo izognili mo-
rebitnim negativnim posledicam in nezelenim ucinkom tak-
Sne terapije.

Na podrocju celi€ne senescence se torej srecujemo z mno-
gimi izzivi, vklju€no z izostankom specificnega oznacevalca
za enostavno odkrivanje senescentnih celic, neustreznimi
zivalskimi modeli in nezadostnim razumevanjem temeljnin
konceptov celi¢ne senescence. Rezultati intenzivnih raziskav
trenutno nakazujejo, da jih lahko smatramo kot obetavne
tarCe za razvoj novih orodij in paradigem za bolj vzro¢no
zdravljenje bolezni, povezanih s starostjo. Pomen in objek-
tivni domet delovanja na senescentne celice bo seveda
pokazala prihodnost. Ze rezultati trenutno potekajodih kii-
ni¢nih raziskav bodo kmalu postregli s prvimi podatki o po-
tencialu tega pristopa za bodoco terapevtsko uporabo.
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