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Starnuti bunék

Normalni diploidni bunky se nemohou v kulture délit donekonecna.
Maji naprogramovany (tzn. vnitfrnimi faktory urCeny) kone¢ny pocet
bunéénych deéleni, kterymi mohou projit (Leonard Hayflick, 1961).
Pro lidské diploidni fibroblasty (HDF) je to asi 50-60 cyklu.

Po dosazeni tohoto pocCtu déleni se u bunék vyvine senescentni
fenotyp (M1 — ,mortality stage 1“): bunky zmeni morfologii, jsou
nadale metabolicky aktivni, ale nedeli se. Blok bunécného cyklu je
udrzovan signalizaci pres proteiny p53/p21 a p16/RB.

Jsou-li vyfazeny tyto drahy, burnky se dale (20 az 30x) déli, az
dosahnou krize (M2 — ,mortality stage 2“). | potom se mohou délit,
ale diky velkym chromozomalnim aberacim vstupuji Casto do
apoptozy.

Vzacné (s pravdépodobnosti asi 10-°) mohou buriky uniknout krizi a
stat se nesmrtelnymi.




» 1elomerova hypotéza*“

Telomery jsou repetitivni sekvence DNA na koncich linearnich
chromozomu, na které se vazi proteinové komplexy. Jejich
hlavni funkci je ochrana koncu linearnich chromozomdu.

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

Telomeraza je ribonukleoproteinovy enzym, ktery je nutny pro
kompletni replikaci koncu DNA, tj. pro udrZovani stabilni délky
telomer.

« Veétsina bunék neexprimuje telomerazu a telomery se proto
progresivneé zkracuji pri kazdém buneécnéem déleni. To souvisi s
problémem neuplné replikace chromozomu:




Problém neuplné replikace
chromozomu

DNA polymeraza katalyzuje prodluzovani retézce jen ve smeru 5 — 3°

proto se jedno vlakno uvnitr replikacni vidlice syntetizuje kontinualne a
jedno diskontinualneé po Okazakiho fragmentech z RNA primeru

RNA primery jsou potom odstranény a nahrazeny sekvenci DNA

jen na 5°- koncich dcefiného vlakna zustava nedosyntetizovana cast
vlakna = zkraceni pfi kazdé replikaci
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Telomerova hypoteéza

Zkracovani telomer funguje jako mitotické pocitadlo, které urcCuje
proliferativni kapacitu vSech bunécnych typu, které nemaiji

telomerazovou aktivitu.

Mathon NF and Lloyd AC, Nat Rev Cancer 1 (2001) 203-213
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Senescence nezavisla na
délce telomer

» senescenci mohou navodit i jiné (externi) podnéty nez kritické zkraceni
telomer (pfedéasna senescence X replikativni senescence):.

» latky poSkozujici DNA

» oxidativni stres

« aktivace mitogennich signalnich drah (napf. aktivace Ras)

* kumulativni trauma in vitro kultur (,culture shock® - kultivacni Sok) - nahla
zmena kultivacnich podminek
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Typy bunécné senescence:
co ji indukuje

» replikativni senescence
« kratkeé telomery

» ,predéasna“ senescence

 aktivace (i inaktivace) nékterych onkogenu (oncogene-induced
senescence - OIS) (napf. K-Ras, B-Raf, MYC)

 inaktivace (i up-regulace) nékterych nadorovych supresoru (napf.
PTEN, TSC2, NF1, VHL)

« cytokiny

 reaktivni kyslikové radikaly

« poskozena DNA (genotoxicky stres)
« nedostatek nukleotidu

« metabolicky Sok

... kultivacni sok



Co indukuje bunec¢nou
senescenci

» replikativni senescence
« kratkeé telomery

» ,predcasna“ senescence

« onkogenni stres (OIS), cytokiny, reaktivni kyslikoveé radikaly,
genotoxicky stres, metabolicky Sok, ...

» fyziologicka senescence
« embryogeneze

* remodelace tkani

* hojeni ran

» terapii indukovana senescence (TIS)



Bunéecna senescence

ireverzibilni, nevratna ztrata moznosti bunécného
déleni

senescentni bunky se ale liSi od jinych nedélicich se bunek,
napfiklad quiescentnich nebo terminalné diferencovanych, maji
sve specifické znaky :

exprimuji proteiny, které navozuji senescentni fenotyp a blokuji
bunécéné déleni (p16)

produkuji a secernuiji latky, ktere stimuluji zanéetlivou reakci;
intenzita a sestava téchto faktort je pro senescentni buriky tak
charakteristicka, ze se oznacuje jako SASP - sekreéni fenotyp
spojeny se senescenci (,senescence-associated secretory
phenotype®)
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» bunécna senescence muze byt

indukovana oxidativhim stresem,
poSkozenim DNA nebo telomer

senescentni bunky maji
permanentni blok bunecného deleni,
zvySenou expresi inhibitoru
bunécneého cyklu a zmeneneé
bunécéné struktury a expresi proteinu

senescence muze byt autokrinné
posilovana a miuze se parakrinné
Sirit na sousedni bunky
prostfednictvim SASP a SMS
(senescence-messaging secretome)

Calcinotto et al, Physiol Rev 99 (2019) 1047-1078




Ukoly buné&éné senescence -
SASP

SASP:

» stimulace imunitniho systému (— odklizeni)

» udrzovani integrity tkani (napf. prepnuti fibronektického do
fibrolytického rezimu (ochrana proti fibroze)

» bariéra proti vzniku iPSC

pomaha udrzovat SC niche

A\

» stimulace vyvoje nadoru!! SASP stimuluje:
« vaskularizaci

« EMT

* invazivitu

* bunécnou plasticitu



Senescence a starnuti
organismu

> UcGelem senescence je predejit mnozeni poskozenych bunék a
indukovat jejich odstranéni imunitnim systémem. Senescence je tak
uziteCnou kompenzacni odpovedi, ktera pomaha tkanim zbavit se
poskozenych a potencialneé onkogennich bunek. Tento kontrolni
mechanismus ale vyzaduje efektivni nahrazovani bunék, které je
podminéno odstranénim senescentnich bunek a mobilizaci
progenitoru, které zajisti znovunastaveni poctu bunék.

» To zajisteno zavrsenim celé sekvence udalosti: ,senescence-
odklizeni-regenerace".



~Zivotni cyklus“ senescence
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Senescence a starnuti
organismu

» S pribyvajicim vékem roste pravdepodobnost, ze retezec
,senescence-odklizeni-regenerace” nebude efektivné dokoncen a
bude dochazet k akumulaci senescentnich bunék. Ty pak mohou
zhorsovat poSkozeni a tim prispivat ke starnuti organismu namisto
toho, aby pomahaly starnuti predchazet (< SASP).

» Proc prirodni selekce, ktera optimalizuje prezivani a reprodukc¢ni
uspéch, umoznila pfenos senescence na potomky??

» Jako vysledek této duality je senescence povazovana za priklad tzv.
antagonisticke pleiotropie.

» Podle hypotézy antagonistickeé pleiotropie mohou geny nebo
procesy, které se vyvinuly, protoze podporuji zdravi nebo
zdatnost mladého organismu, mit zhoubny efekt u starsiho
organismu, a tak prispivat ke starnuti. Nékdy se senescence
oznacuje jako antagonisticky znak starnuti.
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Bunky s aktivni telomerazou

zarodecné bunky
kmenoveé bunky
nékteré somatickeé bunky za urcitych fyziologickych podminek:

- bunky endometria ve vztahu k proliferaci behem menstruacniho
cyklu

- mitogenné stimulované lymfocyty

- bunky v proliferativni zone strevnich krypt

- bunky proliferativni bazalni vrstvy kuze

- bunky lobularniho endotelia prsu behem téhotenstvi

nadorove bunky: 85-90% vsech nadorovych bunék ma aktivni
telomerazu!
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Telomerova hypoteéza:
nesmrtelné bunky
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Telomery

« Telomery jsou tvoreny DNA a proteiny.

DNA.:
« tandemove sekvence (TTAGGG), (Moyzis 1988)

» pfi kazdé replikaci dochazi ke zkraceni telomery v dusledku
problému neuplné replikace chromozomu (pfi kazdém déleni asi
0 50 az 200 pb)

* podstatna Cast telomer (az 15 kb) je tvorena dvouretézcovou
DNA, samotny konec telomer tvori 3°-vlakno DNA, bohaté na G,
zakoncCené Casto 2 az 4 G (,G-presah”): konec telomery musi
tvofrit spravnou strukturu tak, aby nebyl zaménén za
dvouretézcové zlomy DNA!!




Struktura konce telomery

5 . TTAGGG. - . - TTAGGGTTAGGGTTAGGG. . - . TTAGGG 3’
3'|~\//\\//\'\//\“AATCCC- . . .AATCCC S’ |

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 '-jednovlaknovy konec telomery:

G-bohaté vlakno telomerické DNA prfesahuje C-bohaté viakno a
tak je vytvoren tzv. 3’'presah/G-presah. Ten je dlouhy nékolik set

nukleotidu (délka dvouretézcového useku telomery je asi 5 az 10
kb).



Struktura konce telomery

+ ’\//\"\/)\"\/&\/f\'\//\’XCZZ telomeric
( 3’ (_D p— 4  dsDNA
body of / r{)) body of -rich stran . S
chromosome * OO XEAGPVINANRNOS chromosome G i " trand -

displacement loop
3’ overhanging

displacement loop end

3’-jednovilaknovy konec telomery se bali dovnitf, hybridizuje v
dvouretézcové oblasti s pfisluSnou sekvenci, ze které vytlacuje pavodni
vlakno a to tvofi D-smy€ku; dvouretézcova Cast konce telomery tvori
strukturu T-smyc€ky; struktura je stabilizovana vazbou specifickych
proteinu

Mathon NF, Lloyd AC, Nat Rev Cancer 1 (2001) 203-213




Struktura konce telomery

3 presah:
* po ,zanofreni‘ do dvouvlaknové struktury nevyvolava
odpovéd/signal jako jednofetézcovy zlom DNA

Proteinovy komplex

« tzv. shelterin (telosom); 6 proteint: TRF1, TRF2, RAP1, TIN2,
TPP1, Potl

* vaze se v mnoha kopiich (100 — 1000) na telomerové ,repeaty”
« funkce: ochrana chromozomu a regulace délky telomer
Nukleosomy

» s modifikacemi histonu typickymi pro heterochromatin




Proteiny shelterinu

TRF1 a TRF2 (,telomere repeat factor*)

prvni identifikované faktory vazajici se na telomery
podileji se na tvorbé spravné struktury telomer
vaze se na dvouretézcovou Cast telomer

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

Kooperace TRF1 a 2 podobna spolupraci dvou rukou pfi zavazovani
tkaniCek: TRF1 tvori smyCku a TRF2 ji utahuje a zabezpecuje.

TINZ interaguje s TRF1 a 2

(jeho identifikace vedla ke konceptu multiproteinovych komplexu na
telomerach, kdy je obtizné urcit efekt jediného proteinu bez
souvislosti s ostatnimi proteiny komplexu)



Proteiny shelterinu

Potl

* (,protection of telomeres®) se vaze na G-presah (SsSDNA) a tim chrani
konce telomer; chrani telomery pfed ATM- a ATR-dependentni reakci
na poskozeni DNA

Tankyraza
« interaguje s TRF1, ale ma i dalSi ,netelomerické” funkce

« muze ADP-ribozylovat TRF1; TRF1 je po ADP-ribozylaci rychle
ubikvitinovan a degradovan

« predevsim cytoplasmaticky protein, ktery se do jadra dostava
prostfednictvim interakce s TRF1 béhem S faze bunécného cyklu

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



Struktura telomer
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Telomery

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

« Telomera zkracena na kritickou deélku je signalem k aktivaci
signalnich drah, které vedou k bloku bunecného cyklu:

— signalizuje nejkratsi telomera
— telomeraza ma afinitu k nejkratsi telomere

signalizace se ucastni napf. Ku (ucCast v NHEJ),
RADS50/MRE11/NBS1, ATM




Telomeraza: podjednotka hTR

« slozena ze dvou podjednotek: hnTERT a hTR

hTR: RNA podjednotka, ktera slouzi jako templat pro syntézu
telomerovych sekvenci
* Je 451 nt dlouha, bez polyadenylace

« templatova oblast je tvofena 11 nt sekvenci 5'-CUAACCCUAAC-3" (1
kompletni a 1 CasteCna sekvence telomerového ,repeatu”)

* gen je lokalizovan v oblasti 3¢g26.3
« v promotoru CpG ostruvky (u ALT+ bunék metylovan)

Mewly acdded [TERT Newly acded
telomera repeat telomers rapeat
Temphte
reposiioning
HGGETTAGGSETTAG AGGGTTASGETIAG 5 GGTmﬂﬂm TAGGGTTAG AGGGTTAGGGTTAG
SR T LA T CAALICCCAALIC " VYCCAATOCOAATS CAALIGCOCAALGC
and tdl::mﬂre
IE -\-\_"‘-\—\.._________..,—-""'r- [eatatal] aeddition
F 5
_Talnr':ams-a|

Mathon NF and Lloyd AC, Nat Rev Cancer 1 (2001) 203-213




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 spravne fungovani telomerazy.

* Nepritomnost nebo poskozeni dyskerinu je jednou z pficin
vzacneho vrozeneho onemocneni Dyskeratosis congenita:
kfehké kosti, nepfitomnost vlasul, progresivni dystrofie nehtd,
nedostatecné vyvinuté genitalie, abnormality traviciho traktu,
plicni fibréza, imunitni dysfunkce a zvysSené riziko nadoru kuze.




Telomeraza: podjednotka
hTERT

hTERT: katalyticka podjednotka s aktivitou reverzni transkriptazy
« 127kDa protein, 1132 AA, limitujici soucast telomerazy:
aktivita < exprese (hTERT) telomerazy

* gen je lokalizovan v oblasti 5p15.33*
« promotor muze byt metylovan

 fizeni transkripce se ucCastni: c-Mye, Sp1 a estrogen (pozitivni
regulace), MZF-2 a Mad (negativni regulace); nepfimo se
ucCastni také IFN-a (pfes downregulaci c-Myc) a p53 (inhibuje
vyvazanim faktoru Sp1)

* holoenzym telomeraza potrebuje ke spravnému sbaleni in vivo
chaperony: p23, hsp90



* Model ,,telomere position
effect"

« gen pro hTERT lokalizovan v pozici

5p15.33 — jeden z nejdistalnéji
lokalizovanych genu na y 1
v . QLN [ | i

chromozomu 5 (pouze nékolik set O (LSS
kb Od telomer) = prOtO OtéZka, Zda | heterochromatir
exprese hTERT neni regulovana B

. " Midklife § Leaky
mechanismem ,telomere position
effect” (TPE) v

« jak buriky starnou a telomery se " 7 .
.y o , Old ﬂ Active |

zkracuji, muze dochazet k de- —
represi genu v blizkosti telomer
nebo naopak k reaktivaci puvodné Telomere position effects

utlumenych genu

Shay JW and Wright WE, Carcinogenesis 26 (2005) 867-874




» relomere position effect
(TPE)

 Vliv (silent) konformace telomerového chromatinu na expresi
genu lokalizovanych v tésné blizkosti telomer (okolo 1 Mb)

» Telomere position effect over long distances (TPE-OLD) - vliv
konformace telomerového chromatinu na expresi genu
lokalizovanych az ve vzdalenosti 10 Mb

» mozna i regulace transkripce v zavislosti na délce telomer
nékterych genu po celém genomu



F

Mechanismus fungovani
telomerazy

=TTAGGGTTAGGGTTAG-3'
+

anchor site PRRT ppp(dA)

catalytic site ppp(dG) -

_—
telomere binding

'Aation

"~ dissociation

procassive
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_—

translocation

vazba telomery —» elongace — translokace - — disociace

Harley CB, Oncogene 21 (2002) 495-502




Nadory, telomery a aktivni
telomeraza

« 85 az 90% nadoru ma aktivni telomerazu

« k aktivaci telomerazy dochazi v pozdnich stadiich
kancerogeneze

« ektopicka exprese telomerazy nema transformacni
ucinek



Ektopicka exprese telomerazy
nema transformacni ucinek

Normal Cells Transformed or
Tumor Cells
Growth Control J—

Mutations
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Harley CB, Oncogene 21 (2002) 495-502
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Zkracovani telomer bran
vzhniku nadoru

Zkracovani telomer v burikach bez aktivni telomerazy suprimuje
tvorbu nadoru tim, Ze limituje, kolikrat se burika maze rozdélit;
omezenim replikacni kapacity snizuje Sanci na ,,uspesnou,
dokonanou kancerogenezi®.

Je tezke urcit, kolikrat se bunka musi byt schopna rozdéelit, aby
mela dostateCnou kapacitu k vyvoji nadoru!

Stabilizace telomer je nutnou podminkou vyvoje nadoru.

Telomery nadorovych bunék jsou Casto kratsi nez telomery
ostatnich bunék (= ke stabilizaci telomer dochazi az v nékteré
pokro ilejsi fazi vyvoje nadoru).

Napfr. mys ,knock-out“pouze v Cdkn2a (p16, Arf) ma vySSi vyskyt nadoru
a v mladsim véku nez mys knock-out v Cdkn2a a s kratkymi telomerami
(podobné mys ApcMin - pouze adenomy).



1.

Brani zkracovani telomer vzniku
nadoru?

nadory jsou klonalni, vznikaji z
jediné bunky

1 cm3 tkané obsahuje asi 10°
bunek

prumeérny zivot ohrozujici nador
je velky asi 10 cm3, tj. asi 1012
bunék

tj. 40 cyklu exponencialniho
rustu a déleni, tedy 40 generaci
bunek

In vitro je moznych 50-60 cyklu,
to by vyslo!!
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Weinberg RA: The Biology of Cancer. GS, 2007




Tak brani zkracovani telomer vzniku
nadoru nebo ne?

v
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fpphaienhinadn

< toto je idealni

realita vypada takto —

v mnohobunéfném organismu existuji ochrannée
bariéry a mnoho bunék zemre (nedostatek
ristovych faktord, kysliku, pfitomnost odpadd,
atd.)

realné je treba mnohem vice bunék, aby uspély
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Weinberg RA: The Biology of Cancer. GS, 2007




Mozné dopady zkracovani
telomer

Subtelomeric
Sequence

DNA Damage Signal %

T-loop \‘

(TTAGGG),

Telomerase inhibitor

Single stranded 3’ overhang

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

~ > Apoptosis

TG

Genomic Instability

Shay JW, Clin Cancer Res 9 (2003) 3521-3525




Dusledky kritického zkraceni
telomer

Erosion lDamage

2 ? v,
e

Intact p53 p53
Checkpoints: pRB

Senescence Apoptosis Genomic Instability

l l

Aging? Cancer




Zkracovani telomer prispiva
vzniku nadoru

« Zkracovani telomer zvysuje
genetickou nestabilitu, a
tim pfispiva k tvorbé nadoru.

* Typickym projevem kriticky
zkracenych telomer je vznik
,end-to-end" fuzi a tvorba
multicentrickych
chromozomd, které se potom
lamou béhem mitdzy
(Barbara McClintock, 1941!).
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Chromotripse

« Jeden, pfipadné dva chromozomy ,exploduji“ a rozpadnou se na
bezpocet malych kousku; nasledné jsou znovu slozeny, ale nékteré
kousky chybeji, nekteré jsou Spatné usporadany.

Normal chromosome
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Chromotripse

jednou z pric¢in chromotripse muze byt pravdépodobné mutace
TP53: mohlo by to souviset s nespravnou funkci telomer:
chromozomy jsou do sebe ,zaklesnuté® a béhem mitdzy jsou
roztrzeny jako koralky

pri snaze opravit chromozomy chybi diky mutaci TP53 patficna
kontrola

pfi znamkach chromotripse je tfeba hledat vrozenou mutaci
TP53

odhaduje se, Ze asi 2 az 3% pfipadu rakoviny je vyvolano
chromotripsi



Chromotripse a neuroblastomy

celogenomovym sekvenovanim studovano 87 primarnich
neuroblastomu (a lymfocytu — jako negativnich kontrol)

18% neuroblastomu (10/55) vysokého stadia (3 a 4) mélo
lokalni poskozeni chromozomu — chromotrypsi; ani jeden pfipad
stadiala?2

u dvou pfipadu nalezena mutace postihujici geny typu FAN
(FANCM a FANY)

b o Wy W Molenaar J.J. et al.: Nature 483 (2012) 589-593




Dvoji role telomerazy a telomerove &3
dysfunkce v genetické nestabilité a £
rustu nadoru !

Telomere Shortening Ir—————Tclomerase Activation

Genomic Instability

Tumor Growth

Hackett and Greide CW, Oncogene 21 (2002) 619-626




Telomerova rovnovaha

—

/

\c - Jf Telnmereaxx

\ / shortening ) R L Lo \ / shortening :’

Low mutation rate/reduced
ability to respond to damage.
e.g. po3 loss

High mutation rate/reducad
mutation requiremant

Replicative senescence/crisis Genetic instability
(p53-dependent and p53-independent promotes tumorigenesis
mechanisms) protects against

tumorigenesis

Zkracovani telomer muze procesu kancerogeneze jak prispivat, tak
jej brzdit — zda se, ze uloha zkracovani telomer je v procesu

kancerogeneze vybalancovana.

Mathon NF and Lloyd AC, Nat Rev Cancer 1 (2001) 203-213




N

Telomery a telomeraza v ruznych 7 1

stadiich kancerogeneze  #:

Buiiky bez aktivni telomerazy:

» zkracovani telomer bud navodi genetickou nestabilitu nebo
inhibuje rust nadoru senescenci a/nebo apoptézou

> aktivace telomerazy muze v dalSi fazi omezit genetickou nestabilitu
a umoznit rust nadoru

» spojeni bunék s aktivni telomerazou s pozdéjsSimi agresivnejSimi
stadii muze souviset se selekci vyrazné proliferujicich bunék
(klonalni expanze)



Model ulohy telomer a
telomerazy ve vyvoji nadoru

A Early B Late
Telomere Shortening Telomerase Activation

R’m}%

—»3—»

Abnormal Growth Genomic Instability Tumor Growth

Hackett and Greide CW, Oncogene 21 (2002) 619-626




Regulace telomerazy behem
kancerogeneze

e Buiiky s aktivni telomerazou:
Telomerase-
Unlimited proliferation negative cell
of mutatons | - vypnuti telomerazy muZe byt
§ omems = o ] jednim mechanismem, jak
wnregulation (7) : ;
' ") indukovat genetickou
l Telomerase upregulation l neStabilitu
} ——— cnescence
! l iﬁ';ﬁc“p"‘“‘  alternativni ochranou buriky
Oncogene- | o proti kancerogenezi mize
premature netic in ili , v v y
sencsconce ¥ and ncreased byt pfeddasna senescence
mutation rate “ A
‘ } | nebo apoptdza navozena
Telomen - - , c
Cresipont | | stabilzation napf. aktivovanymi onkogeny
035
L = —
|
Progressive telomerase upregulation

Mathon NF and Lloyd AC, Nat Rev Cancer 1 (2001) 203-213




Dvoji role senescence pfri
vyvoji nadoru

» Na jedné strane senescence funguje jako proces, ktery
suprimuje vyvoj nadoru. Prostfednictvim SASP indukuje
parakrinneé senescenci v sousednich (nadorovych i
nenadorovych) bunkach. Stimuluje bunky imunitniho systemu k
odklizeni senescentnich i proliferujicich nadorovych bunék.

» Na druhé strané, prostfednictvim SASP stimuluje progresi
nadoru stimulaci proliferace, angiogeneze,..

Chan a Narita, Genes Develop 33 (2019) 127-143




Telomery a telomeraza v ruznych
stadiich kancerogeneze

Komparativni analyza premalignich a malignich lozisek v lidském
prsu:

Premaligni léze:

* neexprimovaly aktivni telomerazu

« telomery se zkracovaly

« vykazovaly neklonalni chromozomalni aberace

Karcinomy:

« aktivni telomeraza

« stabilni delka telomer

» stabilni aberantni karyotyp (pravdépodobné klonalni selekce)



Souvislosti: funkce p53 a délka
telomer

Telomerase™ \_
P33 /¥ Cell death

Viability Intolerable
threshold ~
Tolerable

Telomerase
p53*—>p537/ %

Normality _,[————

‘Cancer

(P53~
1
\ Telomeraset

) Premalignant stages

\i

-

Cancer threshold

arcinogenesis

Malignant stages

genetické nestability

kancerogeneze je provazena akumulaci chyb v genomu v dasledku zvySené

(1) prah preziti: po jeho prekroCeni nejsou bunky zivotaschopné
(2) prah kancerogeneze: po jeho prekroCeni se nadory vyvijeji expanzivné

,2uspesné”“ nadory: telomeraza je ,aktivovana“ zhruba ve fazi dosazeni (2), coz

stabilizuje telomery a umozni expanzivni proliferaci nadorovych bunék

Hanahan D, Nature 406 (2000) 573-574




Souvislosti: funkce p53, deéelka
telomer, typ nadoru?

mysi s deleci TP53 rychle vyvijeji sarkomy a lymfomy, jen vzacné
epitelialni nadory (karcinomy)

asi 90% lidskych nadoru jsou karcinomy a velmi €asto postradaji
funkci p53

mysSi maji mnohem delsi telomery nez Clovék
k dosazeni ,human-like® délky telomer je nutna inaktivace
telomerazy a nasledné sest generaci mysi

mysi s kratkymi telomerami, neaktivni telomerazou a heterozygotni
p53*: s vékem asi polovina mysi vyvinula sarkom nebo lymfom, ale
polovina vyvinula epitelialni nador!

Hanahan D, Nature 406 (2000) 573-574




Souvislosti: funkce p53, délka
telomer, kancerogeneze

« CIN souvisejici s kratkymi telomerami pohani epitelialni
karcinogenezi, pokud selzou odpovidajici kontrolni body:

* mySi bunky jsou v tomto zavislé na funkci p53

« u lidskych bunék musi byt inaktivovany jak draha p53, tak RB

Frias C et al, Front Bioscience 17 (2012) 2181-2196




Klinické vyuziti poznatku o
telomeraze

Asi 85 az 90% nadoru ma aktivni telomerazu =
klinické vyuziti?

Aktivni telomerazou se bunky nadoroveé lisi od vetsiny
somatickych bunék = vyuziti v diagnostice:

Inaktivace telomerazy muze omezit rust nadorovych
bunék, zatimco vetSina ,normalnich” bunek
telomerazu nepotrebuje = vyuziti pro terapii:




Vyuziti telomer v diagnostice

TRAP assay

« vyuziva PCR k amplifikaci produktt prodluzovani telomerazou

« velmi citliva: detekuje 0.01% pozitivnhich bunéek

» tam kde tkan/histologické prostredi nadoru prirozene obsahuje
aktivni telomerazu (strevni epitel) se za pozitivni povazuje
pouze hladina telomerazy vyssi nez u odpovidajici kontrolni
tkané



Vyuziti telomer v diagnostice

Nervous System

Marrmal retina/brain (0%)

Ratinoblastoma (50%)

Glioblastoma multiforme (75%)
Dligodendroglioma (100%)
Anaplastic astrocytoma (109%)

Meningioma
Crdiinary {17%)
Alypical (82%)
Malignant {100%)
Adrenal, neonate {0%)
Gangligneuroma (0%)
Meuvroblastoma (94%)

Mormal tissue adjacent to tumor (%)

Telomerase in Human Cancer

;\‘i_’“\. Lung

Head and Neck

Normal oral mucosa (3% L
Squamos cell carcinoma (86%)
Normal adjacent tissue (4%)

Small cell lung carcinoma {100%)
Mon-small cell carcinoma (78%)
Narmal tissue adjacent 1o tumor (49%)

Hepatic

Mormal tissus [0%)

Liver Disease, nonmalignant (29%)
Hepatoceliular carcinoma (B6%)

Normal tissue adjacent to tumor (2%)

Fetal ovary {100%)
Adult ovary (33%)

Leiomyoma [(0%)
Lelomyosarcoma (1

Reproductive Tract - Female

Hormal endomeatrium (0%)

0% )

Endomaetrial adenocarcinoma (100%)
Cervical carcinoma {100%)

Vaginal carcinoma {100%)

Crvarian Carcinoma (21%)

Testis (100%)

Reproductive Tract - male

Mature spermatozoa (0%)
Mormal prostate (0%)
BPH without carcinoma {5%)
BPH with carcinoma (11%)
High grade PIN (60%)
Prostate carcinoma (90%)

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

Fibroadenoma {258%)
Carcinoma in situ {75%)

FMA benign lesions [9%:)
FHA malignant lesions (81%)

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

Gastrointestinal

Gastric adenoma {27%)

Gastric carcinoma (85%)

Normal fissue adjacent o tumor (5%)
Colorectal adenoma {45%)

Colorectal carcinoma (89%:)

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

Skin

Normal epidermis (44%)
Squamous cell carcinoma [83%)
Baszal cell carcinoma {95%)
Melamoma {B6%)

Urinary Tract
Narmal bladder endothelivm (0%)
Dysplastic bladder endothelium (43%)
Bladder carcinoma (92%:)

washings (73%)

voided urine (29%)
Renal carcinoma (83%)
Mormal tissue adjacent to tumor (%)
Wilm's tumer (100%)
MNormal tissue adjacent to tumor (33%)

Granger MP et al, Crit Rev Oncol Hematol 41 (2002) 29-40




Vyuziti telomer v diagnostice

(A) (B)
1.0 _ 1
TA ti < 1.0
5 i 0.9 low TA
0.8 > 0
(] * v
3> o 0.7
g 00 g o6
3 0.5 “
: : 005
s 04 TA positive 2 04
g 03 a 0.3
3 o0y v o :
. 8, 0.2 high TA
0:1 neuroblastoma = 91 Ewing’s sarcoma
0.0 2 0.0
0 2 4 6 8 10 0 20 40 60 80 100 120140160
years since diagnosis months since diagnosis

U nékterych détskych nadoru mize aktivita telomerazy slouzit jako
prognosticky marker. Z Kaplan-Meierovych kfivek preziti vyplyva, ze
napf. u neuroblastomu (A) nebo Ewingova sarkomu (B) je aktivni
telomeraza vyrazné negativnim prognostickym faktorem.

Weinberg RA: The Biology of Cancer. GS, 2007




Aktivni telomeraza a neuroblastomy

Neuroblastomy déti (nadory perifernich nervl) maji obecné velmi
variabilni vyhled vyvoje: nékteré spontanne regreduiji, zatimco
jiné jsou agresivni, metastazujici... fatalni.

Spatna progndza silné souvisi s amplifikaci genu N-mye.
Spatna progndza silné souvisi s aktivni telomerazou.

Podle nékterych patologu jsou neuroblastomy u déti velmi bézné,
ale vétsina spontanné eroduje a zanikne (<= nemaji aktivni
telomerazu a tak buriky progreduji do senescence/krize a
spontanné zaniknou).



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjb6YicgNnKAhWCtBQKHUSCAKUQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fradiopaedia.org%2Farticles%2Fneuroblastoma-vs-wilms-tumour-1&psig=AFQjCNGkHkAk2amc5YSxrj3GpZqpKncgNA&ust=1454499796379307

Telomeraza jako terapeuticky cil

 inhibice telomerazy v kultivovanych nadorovych bunkach indukuje
Krizi a apoptozu = inhibitory telomerazy jsou potencialne ucinné
protinadoroveé latky

? kmenoveé a dalSi buriky s fyziologicky aktivni telomerazou ?
- maji delSi telomery nez nadorové bunky
- déli se pomaleji nez nadorove bunky, tj. zkracuji se jim telomery
pomaleji nez nadorovym bunkam

— dostatecCné terapeutické okno

* napf. antisense oligonukleotidy komplementarni k hTR (stabilizované
/proti pusobeni nukleaz/ chemickymi modifikacemi napf. 2°-0-methyl
RNA)

« prenosem dominantné negativniho genu hTERT

« pouzitim inhibitort reverzni transkriptazy, napfr. AZT (pouzivanych pfi
lécbé HIV; zidovudine, BIBR1532, GRN163L,...)



Telomeraza jako terapeuticky cil

« diky komplexité telomerazoveho kemplexu mohou néktera
terapeutika mifit i na dalsi proteinové slozky

« vedle mnozstvi aktivni telomerazy jesté mnoho dalSich faktoru
rozhoduje o efektivité, s jakou je telomeraza pfivadéena k
telomeram

Tankyraza
« muze ADP-ribozylovat TRF1; TRF1 je po ADP-ribozylaci rychle
ubikvitinovan a degradovan

= vytvafi se otevienéjSi konfigurace proteinového komplexu na
telomere a zpfistupnuje se G-presah pro telomerazu



Tankyraza a pristup telomerazy k
telomeram

Ubiquitination ADP-ribosy
and
degradation

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

Shay JW and Wright WE, Cancer Cell 7 (2005) 1-2




Tankyraza jako cil terapie

» vysoka exprese tankyrazy vede k prodluzovani telomer u bunék
exprimujicich aktivni telomerazu

e vyrazné snizena aktivita telomerazy (o 80%) muze zajistit
stabilizaci telomer

— kombinace inhibitoru telomerazy a tankyrazy je velmi uéinna a
umoznuje vyhnout se toxickym davkam pouze jednoho nebo
druhého inhibitoru




Alternativni zpusob
prodluzovani telomer

Aktivni telomeraza detekovana “jen* u 85-90% nadorovych bunék
- co téch zbylych 10 az 15%?

ALT - ,Alternative Telomere Lengthening”“ — vyménou telomericke
DNA mezi chromozomy

« zalozen na rekombinaci DNA
« ALT je spojen s velice heterogenni délkou telomer

 mechanismy ALT a telomeraza koexistuji v bunce vedle sebe,
aktivni telomeraza (exprese telomerazy) zfejme reprimuje
mechanismy ALT (nezda se ale, ze by tim represorem byla
primo telomeraza)



Alternativni zpUsob prodluZovani/z&)
telomer u kvasinek >

Popsany dva typy prodluzovani telomer:

* |. Rekombinaci subtelomerickych Y elementu, kdy G-konec
zustava kratky. Spojeno s poZzadavkem na funkéni RAD51. To vede
k tvorbé velice dlouhych telomer, které mohou byt pfi¢inou rastové
nevyhody takovych bunek. —» Mohou konvertovat na typ II.

« Il. Rekombinaci G-bohatych koncu telomer. Spojeno s
pozadavkem na funkéni RADSO0.

= Telomery v nepfitomnosti telomerazy mohou byt substratem pro
ruzné typy rekombinaci.




Modely ALT

Navrzeny 4 modely udrzovani déelky telomer rekombinaci:
» replikace indukovana zlomy (BIR)

* Integrace extrachromozomalni DNA

» replikace otacCivou kruznici

« elongace t-smycCky

> genetické zmény, které potencuji rekombinaci (napf. defekty v
MMR), potencuji také prodluzovani delky telomer mechanismy
ALT



Prodluzovani telomer rekombinaci

early passage cells 40 population doublings later

Dukaz o rekombinaci jako mechanismu ALT: do jedné telomery
jednoho chromozomu byla vloZena specificka znaCka detekovatelna
fluorescencni sondou. Po opakovanych délenich byla znaCka
detekovana v péti riznych chromozomech.

Weinberg RA: The Biology of Cancer. GS, 2007




Telomery a starnuti

Délku telomer (a moznost predCasného umrti) negativné ovliviuje:
* Kkoureni

* Obezita

e dlouhodoby stres

« socioekonomicky status

Kratke telomery disponuji k:
« demenci
« poskozeni kognitivhich schopnosti



Telomery - starnuti - nadory

Werneruv syndrom

« predcasne starnuti vCetné vaskularnich nemoci, diabetes
mellitus, katarakta (Sedy oCni zakal), atrofie kuze, Sedivé viasy,
nadory, prumérna délka zivota 47 let

Trisomie 21 — Downuv syndrom
« zrychlené starnuti

« deélka telomer lymfocytu se zkracuje 3x rychleji nez u zdravych
jedincu

Hutchison-Gilford progeria



Telomery - starnuti - nadory

Hutchison-Gilford progeria

zrychlené starnuti jiz od 2 let; kratSi postava, abnormalni drzeni
téla, typicky fenotyp starnuti: holohlavost, ztuhlost kloubu, atroficka
a vrascita kuze, aterosklerdza, stav cév — angina pectoris, infarkt
myokardu...

fibroblasty téchto pacientd maiji kratSi telomery nez fibroblasty
kontrol, vstupuji do faze senescence rychleji; po transfekci genu
hTERT se stavaji nesmrtelnymi

V roce 2003 byly jako priCina zjiSteny mutace genu pro protein
jadernych filament lamin A (LMNA). Dusledkem je porucha
prekurzoroveho Stépeni prelaminu A se vznikem patologického
progerinu a s naslednou poruchou jaderneho obalu, nukleoskeletu
a chromosomalni architektury.



Telomery - starnuti - nadory

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

» Dyskeratosis congenita. Mutace bud primo v TERT nebo TERC
(— telomeraza), nebo v DKC1 (— interagujici protein souvisejici
se stabilitou telomerazy): mala postava, hypogonadismus,
infertilita, defekty kize a hematopoietického systému, selhani
kostni drene, predCasna smrt, zvySena geneticka nestabilita,
zvySena incidence nadorl; anticipace onemocnéni

* Aplasticka anemie: mutace TERC a TERT: predCasna smrt

» |diopaticka pulmonarni fibrosa: respiracni selhavani



