Nejvyssi oceneni

NOBELOVA CENA

ZAFYZIOLOGH
AMEDICINU

koncum chromozoma

Ackoli v nékterych oborech vyvolalo zvefej-
néni letosnich laureatti Nobelovych cen zi-
vé diskuse o objektivité Nobelova vyboru,
netykalo se to Nobelovy ceny za fyziologii
a lékatstvi. Uznani se dockali Elizabeth H.
Blackburnova, Carol W. Greiderova a Jack W.
Szostak za objev toho, jak jsou chromozomy
chranény telomerami a telomerdzou. Zpra-
vodajské servery vydaly okamzité fadu zprav,
v nichz jsme se mohli docist, Ze ,,americti véd-
ci zjistili, pro¢ klony starnou rychleji“, nebo
Ze cena byla udélena ,,za objev podstaty star-
nuti“. To jsou jen okrajové a ponékud zava-
déjici postiehy, tato problematika si zaslouzi
trochu pfesnéjsi rozbor.

Konce chromozomii se chovaji jinak

Toho, Ze se konce chromozomii chovaji jinak
nez neopravené chromozomové zlomy vyvola-
né rentgenovym zafenim, si koncem tficatych
let minulého stoleti vimli nezavisle na sobé
Hermann J. Muller (u drozofily) a Barbara
McClintockova (u kukufice). Konce chromo-
zomu totiZ nejevily tendenci k vzajemnému
spojovani, tak jako tomu bylo v pfipadé neo-
pravenych zlomt. Muller proto vyslovil nazor,
ze ,koncové geny“ (v té dobé se predpokla-
dalo, ze cely chromozom je vyplnén geny) se
lisi od ,,vnitfnich gend® tim, Ze diky své speci-
fické strukture nepotiebuji pro svou stabilitu
sousedni geny z obou stran. Tehdejsi dostup-
né nastroje vSak jesté neumoznovaly analyzo-
vat strukturu koncti chromozomi na moleku-
larni drovni, a tak zstalo jen u zajimavych
hypotéz a pozorovani chromozomi poskoze-
nych zafenim. Tehdy také Muller zavedl pro
oznaceni koncti chromozomi termin telome-
ra z I. telos — koncovy, meros — ast.

Oba zminéni védci pozdéji ziskali Nobelo-
vu cenu — H. J. Muller r. 1946 za objev vzni-
ku mutaci ptisobenim rentgenovych paprs-
kit a B. McClintockova (viz Vesmir 80, 392,
2001/7) r. 1983 za objev mobilnich elemen-
tl a jevu zvaného geneticka transpozice (viz
Vesmir 79, 273, 2000/5).

1) J. D. Watson, F. Crick, M. Wilkins a R. Franklinova, prvni tii jmenovani ziskali
za tento objev r. 1962 Nobelovu cenu.

2) A. Kornberg a S. Ochoa, Nobelova cenar.1959.
3) F. Sanger, W. Gilbert a A. Maxam, Nobelova cena v r.1980.

4) To provedli nezavisle na sobé Alexej Olovnikov a James D. Watson v letech
1971-1973.

5) Viz napt: Ziva XL [LXXXVIII], 245-248, 2002/6.

6) Tehdy postdoktorandka v laboratofi Josepha Galla (predtim Ph.D. student-
ka v Sangerové laboratofi).

Telomery a telomerdza

Dalsim dtlezitym milnikem na cesté k po-
znani funkce telomer byl objev dvojice védct
Leonarda Hayflicka a Paula Moorheada, kte-
Iir. 1961 prokazali, Ze normalni lidské bunky
rostouci v kultufe se nemohou mnozit doneko-
ne¢na (na rozdil napt. od bakterif) a ze zasta-
va jejich riistu je naprosto piirozenym jevem,
vyplyvajicim ze samotné podstaty bunék
(nikoli diisledkem neschopnosti experimenta-
tort zajistit bunkam dostatecny pfisun zivin
a odvod zplodin metabolismu). Jednim z roz-
hodujicich pokusii bylo tehdy smichani riizné
starych bunék (tj. téch, které mély za sebou
rizny pocet déleni) muzského a zenského
pohlavi, aby bylo mozné ob¢é populace od se-
be odlisit. Ke 40. generaci muzskych bun¢k
pridali Zenské bunky, které prodélaly jen 10
bunéénych déleni. Jako kontroly si ponecha-
li obé ptivodni kultury nesmichané. Kdyz se
star$i kultura muzskych bunék pfestala délit,
analyzovali smichanou kulturu a nalezli v ni
pouze zenské bunky. Pokus samoziejmé opa-
kovali i v opa¢ném uspotadani — se starsi zen-
skou kulturou a mladsi muzskou. Opét po
nékolika délenich pfezily jen mladsi — v tom-
to pripadé¢ muzské — bunky. Tak tito védci
ukazali, Ze staré bunky si néjakym zptisobem
»pamatuji“, Ze jsou staré, i kdyz jsou obklope-
né mladymi, a Ze technické problémy nebo
virové infekce nejsou pfic¢inou selektivniho
vymfeni star$ich bunék.

Molekularni biologie nastupuje na scénu

Nastup molekuldrni biologie, nastartovany
popisem dvousroubovicové struktury DNA,!
nasledné objasnéni mechanismu replika-
ce DNA,? a zejména nastup technik sekven-
covani DNA v poloviné sedmdesatych let?
umoznil posunout vyzkum telomer na mole-
kularni Groven. Predev§im byl formulovan
problém netplné replikace (a nasledného
zkracovani) koncti linearnich chromozom.*
Problém s netplnou replikaci koncti chromo-
zomu vyplyva z toho, ze vSechny dosud zna-
mé DNA polymerazy provadéji syntézu ve
sméru od 5-konce k 3-konci, a syntéza DNA
zacina jako prodluzovani kratkého RNA pri-
meru, ktery je pozdéji odbouran.® Alexej
Olovnikov navic spojil problém replikativ-
niho zkracovani chromozomi s vySe zminé-
nym pozorovanim kone¢ného poctu moz-
nych déleni diferencovanych somatickych
bunék - s Hayflickovym limitem.

A v té chvili pfichazi na scénu Elizabeth
Blackburnova.b Jejim tikolem v Gallové labo-
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Abstract: The highest award
for chromosome ends by JiFi
Fajkus and Eva Sykorova. The
article maps briefly the history
of research of telomeres from its
beginning in fourties of the last
century up to the presence. The
story of research winning the
Nobel Prize for Physiology or
Medicine in 2009 is presented
inits wider context, trying to
emphasize important factors
that had contributed to the
breakthrough discoveries
awarded.

ratofi bylo objasnit molekuldrni strukturu
minichromozom® nesoucich geny kéduji-
ci ribozomalni RNA (rDNA geny) u prvoka
Tetrahymena thermophila. To byla velmi $tast-
na volba modelového systému, nebot pocet
kopii téchto gent v bunce je vysoky, tudiz
byl pristupny tehdej$im technikdm analyzy,’
a déle proto, Ze genom v somatickém jadfe
(makronukleu) prvoki je fragmentovan na
jednotlivé transkripéni jednotky, které tvo-
i minichromozomy. Elizabeth Blackburno-
vé tedy pracovala na optimalnim modelovém
systému, ve kterém méla k dispozici deseti-
tisice kopii jednoho typu minichromozomu
(rDNA), z nichz kazdy mél dva konce.

V dnesni dobé, kdy védec, ktery zrovna ne-
pracuje na lidskych nebo mysich buiikach,
musi trpélivé vysvétlovat grantovym agentu-
ram i kolegtim z oboru, Ze modelovych systé-
mi je vice a na spravné volbé modelového sys-
tému zavisi proveditelnost vyzkumu, je tento
ptiklad docela pou¢ny. Lze predpokladat, ze
pfi préci na lidskych bunkach bychom si na
objev sekvence DNA telomer museli tehdy
pockat jesté minimalné 10 let.

Dalsistastnouokolnostibylo,zZe Blackburnova
meéla tu nejlepsi moznou pripravu v sekven-
covani DNA piimo z laboratofe dvojnasob-
ného nobelisty F. Sangera. I to jisté pfispé-
lo k jejimu prilomovému zjisténi, ze konce
chromozomi u zminéného prvoka jsou tvo-
feny nékolikrat opakovanou sekvenci.? Stale
vSak nebylo jasné, jak se tato sekvence dopl-
nuje po své nedplné replikaci. Zjistit mecha-
nismus syntézy telomer bylo tkolem Carol
Greiderové, postgradualni studentky v labo-
ratofi E. Blackburnové.

Na scénu vstupuje telomeraza

O Vanocich roku 1984 vyvolavala Carol Grei-
derové film exponovany na sekvena¢nim gelu,
na némz byly smichany extrakt z Tetrahymena
thermophila, syntetické oligonukleotidy o telo-
merové sekvenci a substraty pro syntézu.’ Na
gelu nasla prouzky ukazujici na pfitomnost
ptvodnich oligonukleotidi, prodlouzenych
o celistvé nasobky sekvence TTGGGG. Fak-
tor, ktery byl za prodlouzeni odpovédny,
nazvaly jeho objevitelky nejprve telomerovd
termindini transferdza, protoze se domniva-
ly, Ze jde o obdobu tehdy jiz znamé terminal-
ni transferazy, ktera ale nepfipojuje na konce
chromozomii jednotlivé nukleotidy,”® nybrz
celé hexanukleotidy. Kdyz se vSak ukédzalo, ze
syntéza telomer je zablokovana nejen po ptiso-
beni proteinazy,!' nybrz i plisobenim RNazy,
zacaly se tvahy objevitelek ubirat jinym smé-
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rem: syntézu telomer zfejmé zajistuje komplex
proteinu a RNA (ribonukleoprotein), pficemz
RNA ziejmé poskytuje informaci o tom, jakou
sekvenci ma komplex syntetizovat, poptipadé
rozpoznava sekvenci, k jejimuz prodluzovani
ma dojit. Tuto RNA molekulu se jim skute¢né
podatilo izolovat v r. 1989 a skute¢né obsaho-
vala templatovou oblast pro syntézu telome-
rové sekvence. Pro cely komplex se vzil novy
nazev — telomeraza.

Myslenka o tcasti RNA v enzymatické ka-
talyze byla v té dobé velmi aktualni — vzdyt
pocatkem osmdesatych let byly publikovany
prace T. R. Cecha, ukazujici (rovnéz u prvo-
ka Tetrahymena) samosestiih intronu z pri-
marniho transkriptu ribozomalni RNA,
a prace S. Altmana, ktery zjistil, Ze katalytic-
ky aktivni slozkou RNazy P, ktera upravuje
primarni transkripty tRNA, je rovnéz RNA.
Oba dostali Nobelovu cenu r. 1989.

Posledni z trojice ocenénych byl Jack W.
Szostak, ktery ve spolupraci s E. Blackbur-
novou pfispél k poznani telomer jesté pred
objevem telomerdzy. Ziskal od Blackburno-
vé sekvence telomer z Tetrahymena thermo-
phila a ptipojil je k izolovanym kvasinkovym
minichromozomiéim. Na rozdil od minichro-
mozomd, které témito sekvencemi vybaveny
nebyly a byly degradovany, byly minichromo-
zomy vybavené telomerami z 7. thermophila
stabilni. Tyto pokusy ukdzaly na univerzalni
funkci telomer i mezi riznymi fiSemi euka-
ryot. Szostak rovnéz izoloval mutantni kva-
sinky se zkracujicimi se telomerami. Ukazalo
se, ze jde o mutanty v nékteré z podjednotek
telomerazy. Obdobné mutanty ziskala muta-
cemi v RNA podjednotce telomerazy Tetra-
hymena i E. Blackburnova. V obou ptipadech
se mutanti vyznacovali pred¢asnym starnu-
tim bunék (senescenct).

Telomeraza stfedem pozornosti

Nasledovaly poznatky o spojeni nadorovych
bunék s aktivaci telomerdzy, pozdéji o imor-
talizaci (,znesmrtelnéni“) normaélnich lid-
skych buné¢k!? telomerdzou a o specifickém
Ctyitetézcovém usporadani telomerové DNA.
Poté se vyzkum telomer a jejich syntézy stal
velmi atraktivnim.

Sepéti telomerdzy a nadorového bujeni se
stalo zaroven i polem pro tvorbu nékterych
dogmat o fungovani telomer a telomerdzy.
Telomeraza je enzym, ktery je v lidskych bun-
kach aktivni v ranych stadiich vyvoje orga-
nismu a poté jen v nediferencovanych bun-
kach (napf. v kmenovych bunkach kostni
difené), v ostatnich burnkach se po diferencia-
ci’® ,vypne“. MiZe se opét ,,zapnout” u nado-
rovych bunék, které se kviili aktivité telome-
razy mohou mnozit neomezené, stavaji se
nesmrtelnymi. Zdalo by se proto, Ze by staci-
lo najit 1€k, ktery znemozni opétnou aktiva-
ci telomerdzy nebo snizi jeji aktivitu. Védci
vSak skoro v kazdém jednoduchém schéma-
tu najdou néjaké ,ale”, v tomto pripadé jim
je zptsob, jakym se vyporadaly se ztratou
telomerazy kvasinky. U nich byl poprvé
pozorovan!* alternativni zptsob prodluzo-
van{ telomer (ALT). V pokusu s mutantnimi
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kvasinkami, kterym byla vyfazena telomera-
za a podle ocekavani vétSina bunék piestala
riist, se objevilo nékolik klont, které obnovi-
ly schopnost déleni a udrzovani telomer pro-
stfednictvim homologni rekombinace. To se
u prezivsich kolonii projevilo zmnozenim
usekl k telomeram piiléhajicich (subtelome-
rovych) repetic spole¢né s kratkym tsekem
telomerové repetice. Pfi jejich dalsi kultiva-
ci byl tento prvni typ piezivajicich kolonif
nahrazen jinym typem, u kterého se useky
telomer nahle prodlouzi na mnohonasobek.
Podobny mechanismus, charakteristic-
ky rovnéz vysokou frekvenci rekombinac-
nich udalosti na telomerach, byl posléze
pozorovan u nékterych linif lidskych nado-
rovych bunék. Ukazalo se bohuzel také, ze
po vypnuti ¢i potlaceni telomerdzy v pivod-
n¢ telomerdza-pozitivnich nadorovych bun-
kich byl nékdy aktivovan mechanismus
alternativniho prodluzovani. Je tedy tieba
zjistit, jak se s tim vyporadat. Ukazuje se, ze
udrzba telomer alternativnim prodluzova-
nim pravdépodobné z evolu¢niho hlediska
predchézela telomeraze — je totiz rozsifena
univerzalnéji a u nékterych organismt (napft.
u rostlin rodu Allium, jako jsou ¢esnek nebo
cibule) dosud zfejmé predstavuje jediny zpi-
sob prodluzovani telomer, zatimco u vétSiny
organismu pfevzal zalozni funkci.

Telomerové smycky a krouzky

Po objasnéni replikace koncti telomerové
DNA a souvztaznosti mezi telomerami, star-
nutim bunék a rakovinou teprve propukla
mohutna kampan. Zacalo zkoumani druhé
»slozky® telomer — proteinti, které na telome-
rach tvofi ochrannou strukturu, plni signal-
ni a regula¢ni tlohy nebo rozhoduji o umis-
téni telomer v bunééném jadre. Mezi badateli

vynikla zejména Titia de Lange z Rockefelle-
rovy univerzity v New Yorku. Krom toho, Ze
publikovala ptivodni védecké prace o protei-
nech telomer, shrnula poznatky do koncep-
tu shelterinu, komplexu nejméné 6 proteinti
nezbytnych pro ochrannou funkci telomer.
Ve spolupraci se specialistou na elektrono-
vou mikroskopii Jackem D. Griffithem z Uni-
verzity Severni Karoliny objevila na koncich
chromozomii smyckovité struktury DNA (te-
lomerové smycky), které jednak objasnuji,
jakym zptisobem je konec chromozomu sba-
len, jednak nabizeji jedno z moznych vysvét-
leni prodluzovani telomer i bez telomerazy.
Kromé smycek byly totiz v bunkach pouziva-
jicich alternativni prodluzovani pozorovany
kruznicové molekuly telomerové DNA (telo-
merové krouzky). U mitochondrialnich telo-
mer kvasinky Candida parapsilosis je nasel
tym Jozefa Noska a Lubomira Tomasky
z Univerzity Komenského v Bratislaveé.
Krouzky mohou byt produktem odstépova-
ni smycek u nadmérné prodlouzenych telomer
nebo predlohou (templitem) pro prodluzo-
vani zkracenych telomer mechanismem vali-
vé kruznice, popiipadé obojim najednou (viz
Vesmir 85, 542, 2006/9). Zajimavé jsou rovnéz
neddvné zpravy o regulacni roli telomerovych
RNA transkriptli (TERRA), které zfejmé plni
dosud ne zcela objasnéné strukturni i regu-
lacni funkce. Novou oblast oteviraji rovnéz
zpravy o netelomerovych funkcich telomerazy,
napftiklad o jeji tloze pii ochrané mitochond-
rialni DNA proti poskozeni kyslikovymi radi-
kaly. Prekvapivé je zjisténi, ze katalyticka pod-
jednotka telomerazy ptisobi jako transkrip¢ni
faktor v signalni draze, ktera je vyznamna pro
spravny embryonalni vyvoj. Piibéh o koncich
chromozom? tedy leto$nimi ,nobelovkami“
zdaleka nekondi. e

Schematické
zZnazornéni vyvoje
klicovych poznatkt

o biologii telomer

od jejich prvotniho
popisuvr.1938 aZ po
dnesni znalosti o jejich
strukture a funkci na
molekularni drovni.
Vedle letopoctu je

u jednotlivych objevu
rovnéz uvedeno, na
jakém modelovém
organismu byl
poznatek ziskan

(viz legendu uvnit¥
obrazku).

T) Bez moznosti pouziti klonovéni
nebo PCR.

8) (TTGGGG), / (CCCCAA),.
9) Cili dva
deoxynukleotidtrifosfaty -

dTTPadGTP, znichz dGTP byl
radioaktivné znaceny.

10) Tak jako ostatni terminélni
transferazy.

11) Jak by se dalo predpokladat
v pripadé jakéhokoli
proteinového enzymu.

12) Fibroblastd, stejné jako
v piipadé Hayflickovych pokusi.

13) Tj. jakémsi dokonceni vyvoje
bunék, které je predurcuje ke
specializované funkci, napr.
svalové nebo nervové burky.

14) Bylo to r.1993 a pozorovali jej
Victorie Lundbladové a Elizabeth
Blackburnova.
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