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7. Telomery, telomeraza

a nadory



Sest ziskanych vlastnosti maligniho

4
nadoru

ziskana schopnost priklad
Sobéstacnost v produkci ristovych signdli aktivace H-ras
Necitlivost k signdlim zastavujicim b.c. ztrata RB
poskozeni apoptdzy produkce IGF
Neomezeny replikacni potencial aktivace telomerazy
Posileni angiogeneze produkce VEGF
Tvorba metastaz inaktivace E-kadherinu

Nestabilita genomu jako podminka akumulace véech nutnych zmén.



Starnuti bunék

Normadlni diploidni burfiky se nemohou v kulture délit nekonecné,
ale naopak maji naprogramovany (+zn. uréeny vnitrnimi faktory)
konecny pocet bunécnych déleni, kterymi mohou projit (L.
Hayflick, 1961). Pro lidské diploidni fibroblasty (HDF) je to asi
50-60 cykKild.

Po dosazeni tohoto poctu déleni se u bunék vyvine senescentni
fenotyp: buiky zméni morfologii, jsou naddle metabolicky
aktivni, ale nedéli se. S tim souvisi jiné expresni profily. Blok
bunécného cyklu je ve starnoucich bunkdch udrzovdn signalizaci
pres proteiny p53/p21 a p16/RB.

Jsou-li vyrazeny tyto drdhy, bunky se dale (20 az 30x) déli, az
dosdhnou krize. I potom se buriky mohou délit, ale diky velkym
chromozomalnim aberacim vstupuji ¢asto do apoptdzy.

Vzdacné (1 x 10-7) mohou buriky uniknout krizi a stat se
nesmrtelnymi.




. Telomerova hypotéza™

Telomery jsou repetitivni sekvence na koncich linedrnich
chromozomd, na které se vazi proteinove komplexy. Jejich
hlavni funkci je ochrana konct linedrnich chromozom
(poprvé pozorovdno 1938).

telos = konec (end)
meros = Cast (part)

Telomerdza je ribonukleoproteinovy enzym, ktery je nutny pro
kompletni replikaci koncl DNA, tj. pro udrzovani stabilni
délky telomer.

Vétsina bunek neexprimuje telomerdzu a telomery se proto

progresivne zkracuji pri kazdém bunécnem déleni. To souvisi
s problémem nelplné replikace chromozomda:




Problém nedplné replikace chromozomu

DNA polymerdza katalyzuje prodluZzovani retézce jen ve sméru 5" —
3.

Proto se jedno vldkno uvnitr replikaéni vidlice syntetizuje
kontinudlné a jedno diskontinudlné po Okazakiho fragmentech z
RNA primeru.

RNA primery jsou potom odstranény a nahrazeny sekvenci DNA.

Jen na 5" -koncich dcerinného vldkna zlstdva nedosyntetizovand
¢ast vldkna = zkraceni pri kazdé replikaci.

lagging strand parental
synthesis strand
\ ‘ / 5’
helicase U WP —————
M\/ \ RNA prm(ers

5 _,
e 3

leading strand I_I_I

synthesis parental strand



Telomerova hypotéza

Pri dosazeni kritické délky telomer jsou indukovdny signdly,
které navodi stav senescence (M1 - .mortality stage 1"). Pri
dalsim déleni (inaktivace p53 a RB) se telomery ddle zkracuji
a zpUsobuji chromozomadlni nestabilitu, kterd vyvola krizi (M2
- .mortality stage 2").

— Zkracovani telomer funguje jako mitotické pocitadlo, které
uréuje proliferativni kapacitu véech bunéénych typt, které
nemaji felomerdzovou akfivitu.




Délka telomer urcuje replikativni
potencial HDFs

Telomere shortening Telr_:lr?ere
maintenance



Senescence nezavisla na délce
telomer

Senescenci mohou navodit i jiné (externi) podnéty nez kritické
zkraceni telomer (predcasna senescence X replikativni
senhescence):

» latky poskozujici DNA
+ oxidativni stres
» aktivace mitogennich signdlnich drah (napr. aktivace Ras)

» kumulativni trauma /7 vitro kultur (.culture shock" - kultivaéni sok)

- ndhld zména kultiva¢nich podminek
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Typy senescence
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Telomerova hypotéza: smrtelné bunky

Mean Telomere Length
A

Transforming Or Cell-
Specific Event

Replicative Senescence
Checkpoint
Minor Telomere Dysfunction

Crisis
Apoptosis
Major Telomere Dysfunction

...
Trauma or . ,
11} LE] HﬂYﬂle Limlt
Culture Shock A . v
Checkpoint Checkpoint Time (Divisions)

Telomere Independent Telomere Dependent



Bunky s aktivni telomerazou

Zarodecné buriky

Nékteré kmenové burky

Nékteré somatické buriky za urcitych fyziologickych
podminek:

- buriky endometria ve vztahu k proliferaci béhem
menstruacniho cyklu

- mitogenné stimulované lymfocyty

- buriky v proliferativni zoné strevnich krypt

- buriky proliferativni bazdlni vrstvy kize

- buriky lobuldrniho endotelia prsu béhem téhotenstvi

Nddorové bunky: 85-90% vsech nddorovych bunék ma aktivni
telomerdzul



Oblasti aktivni telomerdzy
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Telomerova hypotéza: nesmrtelné bunky

Mean Telomere Length
A

(a) Germline, Embryonic Stem Cells

(b) hTERT Transduced Cells
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Telomery

Telomery jsou tvoreny DNA a proteiny.

DNA:
*  tandemové sekvence (TTAGGG), (Moyzis 1988)
pri kazdé replikaci dochazi ke zkrdceni telomery v dusledku

problému nedplné replikace chromozomu (pri kazdém déleni
asi 0 50 az 200 pb)

podstatnd ¢dst telomer (az 15 kb) je tvorena dvouretézcovou
DNA, samotny konec telomer tvori 3" -vldkno DNA, bohaté na
G, zakoncené Casto 2 az 4 G (.G-presahovdk™): konec
telomery musi tvorit spravnou strukturu tak, aby nebyl
zaménén za dvouretézcové zlomy DNA!



Struktura konce telomery

5 ,TTAGGG. - - - TTAGGGTTAGGGTTAGGG- - - - TTAGGG 3’
3'|~\//\'\0\'\-//\IAATCCC- . - -AATCCC 8

non-telomeric double-stranded single-stranded
DNA of region of 3’ overhang of
chromosome telomeric DNA G-rich strand of
(many megabase (5-10 kbp long) telomeric DNA
pairs long) (several hundred
bases long)

3" -jednovldknovy konec telomery:

G-bohaté viakno telomerické DNA presahuje C-bohaté vidkno a
tak je vytvoren tzv. 3” presah/G-presah. Ten je dlouhy nékolik
set nukleotidl (délka dvouretézcového Useku telomery je asi 5
az 10 kb).




Struktura konce telomery

SR,
S

body of

chromosome /\¢’\//\.,’\//\.,’\//\, /"\,\//\,‘\//\,’\//\//\/\//’\J\\_))

displacement loop

C-rich strand

telomeric
dsDNA
S

chromosome G 7"t and

displacement loop
3’ overhanging
end

37 -jednovldknovy konec telomery se bali dovnitr, hybridizuje v
dvouretézcové oblasti s prislusnou sekvenci, ze které vytlacuje
plvodni vldkno a tvori D-smycku. Dvouretézcova ¢dst konce telomery
tvori strukturu T-smycky. Struktura je stabilizovdna vazbou

nékterych proteint, napr. TRF2,



Struktura konce telomery

3’ presah:
zatim se nevi, jak presné se - postreplikacné - jednovldknovy
konec tvori

jeho vyznam spociva v tom, Ze po ..zanoreni" do dvouvldknové
struktury nevyvolava odpovéd'/signdl jako jednoretézcovy
zlom DNA

Proteinovy komplex
tzv. shelterin (telosom)

vaze se v mnoha kopiich (100 - 1000) na telomerové
.repeaty”

funkce: ochrana chromozomt a regulace délky telomer
Nukleosomy
s modifikacemi histonl typickymi pro heterochromatin




Telomery

Proteiny:

TRF1 a TRF2 (.telomere repeat factor")

»prvni identifikované faktory vdzajici se na telomery
+ podileji se na tvorbé sprdvné struktury telomer

» vdze se ha dvouretézcovou ¢ast telomer

- funguje jako represor telomerazy (overexprese
TRF1 vede ke zkracovani telomer i v pritomnosti
aktivni telomerazy)

Kooperace TRF1 a 2 podobnd spoluprdci dvou rukou pri zavazovani
tkani¢ek: TRF1 tvori smycku a TRF2 ji utahuje a zabezpeluje.

TINZ2 interaguje s TRF1 a2

(jeho identifikace vedla ke konceptu mul’npro’removych
komplext na telomerdch, kdy je obtizné urlit efekt jediného
proteinu bez souvislosti s ostatnimi proteiny komplexu)




Telomery

Proteiny:
Tankyraza

+ interaguje s TRF1, ale ma i dalsi netelomerické
funkce

- muze ADP-ribozylovat TRF1 - TRF1 je po ADP-
ribozylaci rychle ubikvitinovan a degradovdn

+predevsim cytoplasmaticky protein, ktery se do jadra
dostdva prostrednictvim inetarakce s TRF1 béhem S
faze b.c.

Potl (, Jprotection of telomeres") se vaze na G-
presahovdk a tim chrani konce telomer.

Na telomerdch se vyskytuji také proteiny, které se
ucastni oprav a rekombinace DNA: Rad50, Rad51,
Rad52, Ku70/Ku86, NBS1, MRE11 a dalsi.




Struktura telomer




Struktura telomer

telomere telomere
length control protection
TRF1 complex TRF2 complex
tankyrase 1/2 WRN
\
€ Mre11
Rad50 TRF2
Nbs1 ERCC1/XPF
TIN2 Pot1
T-loop
@)

TTAGGG
AATCCC

TRF2 TRF1
complex complex



Telomery

» Blok bunééného cyklu je ve starnoucich bunikach
udrzovan signalizaci pres proteiny p53/p21 a
p16/RB.

+ Telomera zkrdcend na kritickou délku je signdlem
ke spusténi signdlnich drah, které vedou k bloku
bunééného cyklu:

- signalizuje nejkratsi telomera

- telomerdza ma afinitu k nejkratsi telomere

Signalizace se Uc¢astni napr. Ku (U¢ast v NHEJ),
RADS50/MRE11/NBS1, ATM



Mozné dopady zkracovani telomer

T-loop \‘_“
Subtelomeric (TTAGGG),
Sequence

Single stranded 3" overhang
Telomerase inhibitor

e Stasis (premature senescence)
—P Telomere-based senescence

DMA Damage Signal % ‘\\:' Apopltosis
Ganomic Instability



Telomeraza: podjednotka hTR

SloZena ze dvou podjednotek: hTERT a hTR.

hTR: RNA podjednotka, kterad slouzi jako templdt pro
syntézu telomerovych sekvenci.

+ Je 451 nt dlouhd, bez polyadenylace.

+ Templdatova oblast je tvorena 11 nt sekvenci 5” -
CUAACCCUAAC-3’ (1 kompletnia 1l ¢astecna
sekvence telomerového .repeatu")

* Gen je lokalizovan v oblasti 3¢q26.3

-V promotoru CpG ostrivky (u ALT+ bunék
metylovan)




Telomeraza: podjednotka hTR

Na rizeni transkripce se podileji: Nf-Y (esencialni),
Spl a RB (aktivatory), Sp3 (represor).

Dyskerin™ - protein, ktery interaguje s hTR a je
nutny pro spravné fungovani telomerazy.

*Nepritomnost nebo poskozeni dyskerinu je jednou z pFigin
vzdcného vrozeného onemocnéni Dyskeratosis congenita.
krehké kosti, nepritomnost vlasl, progresivni dystrofie
nehtl, nedostatedné vyvinuté genitdlie, abnormality traviciho
traktu, plicni fibroza, imunitni dysfunkce a zvysené riziko
nadort kize.



Podjednotka hTR slouzi jako templat
pri prodluzovani telomer telomerazou

5'GGTTAGGGTTAGGETTAGGGTTA
FCCAATOCCAATC (I CAY

TR




Telomeraza: podjednotka hTERT

hTERT: katalytickd podjednotka s aktivitou reverzni
transkriptazy

+ 127kDa protein, 1132 AA, limitujici soucdst
telomerazy.

Aktivita < exprese (hTERT) telomerazy.

* Gen je lokalizovan v oblasti 5p15.33*.

+ Promotor miZe byt metylovdn.

+Rizeni transkripce se U¢astni: c-Myc, Spl a
estrogen (pozitivni r'e[\?ulac,e), MZF-2 a Mad
(negativni reqgulace). Neprimo se ucastni take
IFN-o (pres downregulaci c-Myc) a p53 (inhibuje
vyvazanim faktoru Spl).

* Holoenzym telomerdza potrebuje ke sprdavnému
foldingu /n vivo chaperony: p23, hsp90




Telomeraza

+ Aktivita telomeradzy ddle kontrolovdna na
posttranskripéni a posttranslaéni drovni
(fosforylace - role i p16, p1b).

Funkéni domény podjednotky hTERT:
+,anchor” doména - vdaze konec telomery

+ katalyticka doména - vlastni polymerace
nukleotidt



Mechanismus fungovani telomerazy

ppp{dA)

I'-'PPTQH

Ta
e elongation
“*\
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" dissociation
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vazba telomery — elongace — translokace — — disociace



Nadory, telomery a aktivni
telomeraza

- 85 az 90% nddort mad aktivni telomerdzu.

K aktivaci telomerdzy dochazi v pozdnich stadiich
kancerogeneze.

Ektopickd exprese telomerdzy nema transformacni
ucinek.




Ektopicka exprese telomerdzy nema
transformacni ucinek

Normal Cells Transformed or
Tumor Cells
Growth:Control s
Mutations £ 7N
Mortal Cells i »
¢ Endogenous
hTERT Telomerase
Transduction Activation
v or ALT
GrowthiControl '
Mutations,
Immortal Cells Viral Oncoproteins ya
SEE _JCTTTT TRRH ST - -
Growth- Growth-
Controlled Deregulated
Cells Cells




Zkracovani telomer brani vzniku
nadord

Zkracovdni telomer v burikach bez aktivni telomerdzy suprimuje
tvorbu nddort tim, Ze limituje, kolikrat se bunika mize rozdélit;
omezenim replikacni kapacity snizuje Sanci na ..dspésnou,
dokonanou kancerogenezi®.

Je tézké urcit, kolikrat se burnka musi byt schopna rozdélit,
aby méla dostatecnou kapacitu k vyvoji nadoru!

Stabilizace telomer je nutnou podminkou vyvoje nddoru.

Telomery nddorovych bunék jsou ¢asto kratSi nez telomery
ostatnich bunék (= ke stabilizaci telomer dochazi az v nékteré
pokrocilejsi fdazi vyvoje nddoru).

Napr. mys .. knock-out"pouze v Cdkn2a (p16, Arf) ma vyssi vyskyt
ndadorl a v mladsim véku nez mys knock-out v Cdkn2a a s kratkymi
telomerami (podobné mys Apc"” - pouze adenomy).



Brani zkracovani telomer vzniku
nadoru?

nddory jsou klondlni, vznikaji z

jediné bunky

1 cm3 tkdné obsahuje asi 10°

bunek
primérny Zivot ohroZzujici

nador je velky asi 103 cm3, 1.

asi 1012 bunék

tj. 40 cyklu exponencidlniho
rdstu a déleni, tedy 40
generaci bunék

in vitro je moznych 50-60
cykld, to by vysloll

100 /

10 death of

patient

‘(1012 cells)

tumor first
palpable
(102 cells)

tumor first
visible on X-ray
(108 cells)

diameter of tumor (mm)

0.1

1 10 20 30 40
tumor cell population doublings



Tak brani zkracovani telomer vzniku
nadord nebo ne?
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Dusledky kritického zkrdaceni

telomer
/\J
Erosion lDamage
—— “*ﬂfw

Intact ps3 p53
Checkpoints: pRB

Senescence Apoptosis Genomic Instability

l i

Aging? Cancer



Zkracovani telomer prispiva
vzniku nadoru

Zkracovdni telomer zvysuje
genetickou nestabilitu, a
tim prispiva k tvorbé
nadord.

Typickym projevem kriticky
zkrdacenych telomer je
vznik ,end-to-end" flzi a
tvorba multicentrickych
chromozomi, které se
potom ldmou béhem mitdzy
(Barbara McClintock,
1941)).
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Dvoji role telomerazy a telomerove
dysfunkce v genetické nestabilité a rustu

' 4
nadoru
Telomere Shortening Ir—————Tglomerase Activation

N

Tumor Growth



Telomerova rovnovaha

) f i
/ A /
;"f Telomere |, o Jf Telomere '\\
[shontening \ J ==~---c..__ e / shortening

High mutation rate/reduced
mutation requirement

Low mutation rate/reduced
ability to respond to damage.

e.g. p53 loss
Replicative senescence/crisis Genetic instability
[p53-dependent and p53-independent promotes tun'ln:.-.r'igisn-me«siaE
mechanisms) protects against
tumorigenesis

MNature Reviews | Cancer

Zda se, ze Uloha zkracovdni telomer v kancerogenezi je nakonec
vybalancovdna: podle genetického kontextu zkracovani telomer
bud’ prispiva nebo brzdi kancerogenezi.



Mysi modely dlohy telomer v
kancerogenezi

mTR-/-
zvysend frekvence spontdnnich ndadord (hlavné v proliferativnich
tkanich) ve srovnani s wt.

Cdkn2a-/- mTR-/-
snizend frekvence mutageny indukovanych nddort ve srovndni s
mTR-/-

ApcMin/mTR-/-
zvy$end frekvence iniciace nadord (mikroskopické adenomy)
shizend frekvence a velikost makroskopickych adenomt ve
srovndni s ApcMin

p53-/- mTR-/-
zvy$end frekvence tvorby nddort ve srovnadni s p53-/-. Zména

spektra nddort - krdtké telomery by mohly souviset s tvorbou

epitelidlnich nddort (souvislost s vyskytem nddort u stdrnoucich
lidi).




Telomery a telomerdza v ruznych
stadiich kancerogeneze

Buriky bez aktivni telomerdzy:

Zkracovani telomer bud’ navodi genetickou nestabilitu nebo
inhibuje rust nadoru senescenci®* a/nebo apoptézou. Neni zcela
jasné, co rozhoduje, kterd z moznosti se uplatni.

Aktivace telomerdzy muze v dal$i fazi omezit genetickou
nestabilitu a umoznit rust nadoru.

Spojeni bunek s aktivni telomerdzou s pozdéjsimi agresivnéjsimi
stadii muze souviset se selekci vyrazneé proliferujicich bunek
(klondlni expanze).

* Senescentni fibroblasty stimuluji proliferaci neoplastickych a
preneoplastickych bunék (rustove faktory, mezibunécny kontakt)



Model dlohy telomer a telomerdzy ve vyvoji

nadoru
A Early B Late
Telomere Shortening Telomerase Activation
Apoptc:Sls

Abnormal Growth Genomic Instability Tumor Growth



Telomery a telomerdza v rdznych
stadiich kancerogeneze

Buriky s aktivni telomerdzou:

Vypnuti telomerdzy mize byt jednim
mechanismem, jak indukovat genetickou
nestabilitu.

» Alternativni ochranou buriky proti kancerogenezi
muze byt pred¢asnd senescence nebo apoptéza
navozend napr. aktivovanymi onkogeny.



Regulace telomerazy béhem kancerogeneze

Unlimited proliferation

allows accumulation
of mutations

l Telomerase l
downregulation (?)
|

l:TeIomerase upregulation 1

l ______ Peyplicative
senescence
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premature l genetic instability
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Klinické vyuziti poznatku o telomerdze

Asi 85 az 90% nddorld ma aktivni telomerdzu =
klinické vyuziti?

Aktivni telomerdzou se buniky nddorové lisi od vétsiny
somatickych bunék = vyuziti v diagnostice:

Inaktivace telomerdzy muze omezit rist nddorovych
bunék, zatimco vétsina ..normdlnich" bunék
telomerdzu nepotrebuje = vyuziti pro terapii:




Vyuziti telomer v diagnostice

TRAP assay

» vyuzivd PCR k amplifikaci produktt prodluzovani
telomerdzou

+ velmi citliva: detekuje 0.01% pozitivnich bunék

» tam kde tkan/histologické prostredi nadoru
prirozené obsahuje aktivni telomerdzu (strevni
epitel) se za pozitivni povazuje pouze hladina
telomerdzy vyssi nez u odpovidajici kontrolni tkane



Vyuziti telomer v diagnostice

Nervous System

Marmal retinabrain (0%}
Ratinoblastoma (50%)
Glioblastoma multiforme (75%)

Telomerase in Human Cancer

Dligodendroglioma (100%)
Anaplastic astrocytoma (10%)
Mening loma

Crdiinary (17%)

Alymical (929%)

‘\L’:—.—h\: LUI'IQ

Small cell lung carcinoma {100%)
Mon-small cell carcinoma [T8%)
MNormal tissue adjacent to tumor (49%)

Head and Neck

MNormal oral mucosa {(3%) h
Squamos cell carcinoma (86%) k)
Mommal adjacent tissue (4%)

Malignant {100%)
Adrenal, neonate {(0%)
Ganglioneuroma (0%
Neuroblastoma (943%)
Mormal tissue adjacent to tumor (0%)

Hepatic
Mermal tissus (09)

Liver Disease, nonmalignant (29%)
Hepatocellular carcinoma (BE%)
Nermal tissue adjacent to tumor {2%)

Reproductive Tract - Female

Fetal ovary {100%:)

Adult gvary (33%)

Mormal endomeatrium (0%%)
Leiomyoma (0%

Lelomyosarcoma (100%)
Endometrial adenocarcinoma (100%)
Cervical carcinoma (100%)

Vaginal carcinoma (100%)

Ovarian Carcinoma (91%)

Testis (100%)

BFH without carci

Repraductive Tract - male

Malture spermatozoa (0%)
Normal prostate (0%)

noma {5%)

BPH with carcinama (11%)
High grade PIM (60%)
Prostate carcinoma (90%)

Breast
Mormal breast tissue (0%)
Fibrocystic disease {0%)

Fibroadenoma {28%)
Carginoma in situ {T5%)

FMA benign lesions (99%)
FMA malignant lesions (81%)

Carcinoma, ductal and lobular (88%)
Mormal tissue adjacent to tumor (5%)

Gastrointestinal

Gastric adenoma (27%)

Gastric carcinoma (85%)

Hormal lissue adjacent to tumor (5%)
Colorectal adenoma (45%)

Colorectal carcinoma (89%)

Normal tissue adjacent to tumor (25%)
Pancreatic carcinoma (95%)

Skin

Mormal epidermis (44%)
Squamous call carcinoma (B3%)
Basal cell carcinoma (95%)
Melanoma (B6%)

Urinary Tract

Bladder carcinoma (92%)
washings (T3%)
voided urine (28%)

Renal carcinoma (B3%)

Wilm's tumer (100%)

Narmal bladder endothalicem (0%)
Dysplastic bladder endothelium (43%)

Mormal tissue adjacent to tumor (0%:)

Mormal tissue adjacent to tumor (33%)




Vyuziti telomer v diagnostice
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U nékterych détskych nadori mize aktivita telomerdzy slouZit jako
prognosticky marker. Z Kaplan-Meierovych krivek preziti vyplyvd,
Ze napr. u neuroblastomt nebo Ewingova sarkomu je aktivni
telomerdza vyrazné negativnim prognostickym faktorem.




Aktivni telomeraza a neuroblastomy

Neuroblastomy déti (nddory perifernich nervi) maji obecné
velmi variabilni vyhled vyvoje: nékteré spontdnné regreduji,
zatimco jiné jsou agresivni, metastdazujici... fatdlni.

Spatnd prognéza silné souvisi s amplifikaci genu N-myc.
Spatnd prgndza silné souvisi s aktivni telomerazou.

Podle nékterych patologt jsou neuroblastomy u déti velmi
bézné, ale vétsina spontdnné eroduje a zanikne (< nemaji
aktivni telomerdzu a tak burky progreduji do
senescence/krize a spontdnné zaniknou).



Telomeraza jako terapeuticky cil

» inhibice telomerazy v kultivovanych nddorovych
bunkdch indukuje krizi a apoptézu = inhibitory
telomerdzy jsou potencidlné dcinné protinddorové
latky

? kmenové a dalsi buniky s fyziologicky aktivni
telomerdzou ?

- maji delsi telomery nez nadorové bunky
- déli se pomaleji nez nddorové bunky, tj. zkracuji
se jim telomery pomaleji nez nadorovym bunkdm

— dostatecné terapeutické okno



Telomeraza jako terapeuticky cil

* hapr. antisense oligonukleotidy komplementdarni k
hTR (stabilizované /proti pusobeni nukleaz/
chemickymi modifikacemi napr. 2” -0-methyl RNA)
* prenosem dominantné negativniho genu hTERT

- pouzitim inhibitort reverzni transkriptdzy, napf.
AZT (pouzivanych pri lée¢bé HIV)



Telomeraza jako terapeuticky cil

+ Vedle mnozstvi aktivni telomerdzy jesté mnoho
daldich faktort rozhoduje o efektivité, s jakou je
telomerdza privddéna k telomerdm

Tankyrdaza

- mlZe ADP-ribozylovat TRF1 - TRF1 je po ADP-
ribozylaci rychle ubikvitinovdn a degradovan

— vytvdri se otevrenéjsi konfigurace proteinového
komplexu na telomere a zpristupruje se G-presah
pro telomerdzu



Tankyraza a pristup telomerazy k
telomeram

Ubiquitination ADP-ribosylate

and —
degradation

Well packaged telomere Open telomere
Less accessible to telomerase More accessible to telomerase



Vsuvka: Tankyraza jako cil terapie

+ overexprese tankyrdzy vede k prodluzovani
telomer u bunék exprimujicich aktivni telomerdzu

i vyrazné snizend aktivita telomerdzy (o 80%)
muze zajistit stabilizaci telomer (nejkratsi
telomera ma nejvyssi afinitu pro telomerdzu -
pravdépodobné kvlli snizené schopnosti vazat
multiproteinovy komplex)

— kombinace inhibitort telomerdzy a tankyrdzy je
velmi U¢innd a umoznuje vyhnout se toxickym
ddvkdam pouze jednoho nebo druhého inhibitoru




Alternativni zpusob prodluZovani
telomer

Aktivni telomerdza detekovdna "jen" u 85-90%
nddorovych bunék - co téch zbylych 10 az 15%?

ALT - ,Alternative Telomere Lengthening" - zalozen
na rekombinaci DNA

*+ ALT je spojen s velice heterogenni délkou telomer.

* Mechanismy ALT a telomerdza koexistuji v burice
vedle sebe, ale aktivni telomerdza (exprese

telomerdzy) reprimuje mechanismy ALT (nezdd se
ale, Ze by tim represorem byla primo telomeraza).

* poprvé popsdn u kvasinek




Alternativni zpusob prodluzovani
telomer u kvasinek

Popsdny dva typy prodluzovani telomer:

- I. Rekombinaci subtelomerickych Y’ elementu, kdy
G-konec zlstava kratky. Spojeno s pozadavkem ha
funkcni RAD51. To vede k tvorbé velice dlouhych
telomer, které mohou byt pric¢inou ristové nevyhody
takovych bunék. —» Mohou konvertovat na typ II.

- II. Rekombinaci 6-bohatych koncu telomer. Spojeno
s pozadavkem na funkéni RAD50.

— Telomery v nepritomnosti telomerdzy mohou byt
substratem pro ruzné typy rekombinaci.




Modely ALT

NavrZzeny 4 modely udrzovani délky telomer
rekombinaci:

» Replikace indukovana zlomy (BIR)

+ Integrace extrachromozomalni DNA
» Replikace otdcivou kruznici

» Elongace t-smycky

Genetické zmeny, které potencuji rekombinaci (hapr.
defekty v MMR), potencuji také prodluzovani délky
telomer mechanismy ALT.



Prodluzovani telomer rekombinaci

early passage cells 40 population doublings later

Dikaz o rekombinaci jako mechanismu ALT: do jedné telomery
jednoho chromozomu byla vloZena specifickd znacka
detekovatelnd fluorescenéni sondou. Po opakovanych délenich byla
znacka detekovdna v péti ruznych chromozomech.



Telomery a starnuti
Hufchlson Gilford pr'oger'la

zrychlené stdrnuti jiZ od 2 let; kratsi postava, abnormdlni
drZeni téla, typicky fenotyp stdrnuti: holohlavost, ztuhlost
kloub{l, atrofickd a vrds¢itd kiize, aterosklerdza, stav cév -
angina pec’roms infarkt myokardu

fibroblasty téchto pacnen’ru maji kratsi telomery nez
fibroblasty kontrol, vstupuji do fdze senescence rychleji; po
transfekci genu hTERT se stdvaj ji nesmrtelnymi

Werneriv syndrom

predCasné stdrnuti véetné vaskuldrnich nemoci, diabetes
mellitus, ka’rar'ak‘ra (sed ochi zakal) atrofie kuze Sedivé
viasy, nadory primeérnad delka zivota 47 let

Trisomie 21 - Downuv syndrom
zrychlené stdrnuti

délka telomer IymfocyTu se zkracuje 3x rychleji nez u
zdravych jedinct



Telomery a starnuti

Délku telomer (a moznost predéasného dmrti) negativné
ovliviuje:
koureni
obezita
dlouhodoby stres
socioekonomicky status

Kratké telomery disponuji k:
demenci
poskozeni kognitivnich schopnosti



Telomery a starnuti

Syndromy charakteristické mutacemi v telomerovych genech a v
dusledku toho zrychlenym zkracovdnim telomer:

Dyskeratosis congenita. Mutace bud’ primo v TER T nebo
TERC (— telomerdza), nebo v DKCI (— interagujici protein
souvisejici se stabilitou telomerdzy): mald postava,
hypogonadismus, infertilita, defekty kize a
hematopoietického systému, selhani kostni drené, predcasna
smrt, zvySend genetickd nestabilita, zvySend incidence
nddorl; anticipace onemocnéni

Aplastickd anemie. Mutace TERCa TERT: predcasnd smrt

Idiopaticka pulmonadrni fibrosa: respiracni selhavani






