Jak zacinaji a kon¢i chromozomy
Rub a lic bunééné nesmrtelnosti

Jifi Fajkus

Geneticka informace je ulozena v molekulich deoxyribonukleové kyseliny
(DNA). Vétsina této informace je u eukaryotické bunky uloZena v jejim jadre ve
formé chromozomii, mensi ¢ast v DNA mitochondrii a v pfipadé rostlinnych
bunék téz v DNA chloroplastii. Zatimco DNA mitochondrii a chloroplasti je,
podobné jako bakterialni DNA, obvykle tvofena kruhovymi molekulami, jaderné
chromozomy jsou linearni, a proto ma kazdy z nich svij zacatek a konec, nebo
spiSe dva okraje. Témto terminalnim ¢astem chromozomu se fika telomery.

Telomery jsou podobné jako vnitrni ob-
lasti chromozomu tvofeny kromé DNA
fadou proteint vizanych k DNA i navzijem
mezi sebou. Pojem telomera vytvoril gene-
tik Herman Muller v r. 1938 z reckych slov
telos (konec) a meros (Cast) a pouzil jej pri
studiu chovani chromozomu musky octo-
milky Drosophila melanogaster. Zjistil, ze
telomery jsou funk¢éné nepostradatelné,
nebot chrani a stabilizuji konce chromozo-
mi. U rostlinnych chromozomu si nezbyt-
nosti telomer vsimla v r. 1941 Barbara
McClintockova pfi studiu chromozomal-
nich zlomu v bunkach kukufice.

Podstata funkce telomer vsak zacala byt
chapana teprve v 70. letech 20. stol., kdy

byl objeven mechanismus zdvojeni (repli-
kace) DNA prostrednictvim syntézy vedou-
ctho a vaznouciho retézce (obr. 1). Pro
pochopeni mechanismu replikace je dule-
zité predeslat, ze vlakno DNA ma svoji che-
mickou polaritu, protoze jeho dva konce
jsou strukturné odliSné: na konci oznaco-
vaném jako 3" konec je volna hydroxylova
(-OH) skupina na uhliku deoxyribozy
v poloze 3, na 5" konci je volna fosfatova
skupina pfipojena na 5 uhlik deoxyribozy.
Komplementirni fetézce v dvojSroubovici
DNA maji navzijem opacnou polaritu.
V souvislosti s objevem mechanismu repli-
kace DNA si jeden z jeho autorii, James
Watson, v r. 1972 uvédomil, Ze syntéza 3’
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konce vaznouciho fetézce (jeho syntéza
postupuje proti sméru Sifeni replikacni
vidlice, a proto se opozduje, viz obr. 1)
timto mechanismem predstavuje u linearni
DNA problém: pfi replikaci by dochiazelo
k jeho postupnému zkracoviani. Nezivisle
na ném publikoval pfedstavu o zkracoviani
chromozomi s kazdym cyklem replikace
DNA Alexej Olovnikov (1973) a navic
spravné rozpoznal, Ze toto replikativni
zkracovani by mohlo byt podstatou tzv.
Hayflickova limitu. Hayflick a Moorhead
v r. 1961 pozorovali, Ze lidske bunky pésto-
vané in vitro mohou prodélat jen omezeny
pocet déleni, pak se jejich rist zastavuje
(stadium starnuti — senescence) a posléze
umiraji. Prelom ve studiu telomer a v feseni
problému s replikaci konci chromozomu
znamenal objev telomerové DNA sekvence
prvoka rodu Tetrabymena, ktery v labora-
tofi J. Galla ucinila Elizabeth Blackburnovi
vr. 1978. Zjistila, Ze telomerovou DNA u to-
hoto prvoka tvofi mnohocetna opakovani
sekvence thymin-guanin [TTGGGG]. Na
tento objev naviazala jeji studentka Carol
Greiderova v r. 1985 objevem mechanismu,
jakym telomerova DNA vznikd. Bylo zjisté-
no, ze syntézu uskutecnuje ribonukleo-
proteinovy enzymovy komplex puvodné
nazvany telomerova terminalni transferaza,
pozdéji kratce telomeraza. Syntéza probiha
na principu reverzni transkripce RNA,
ktera je soucasti telomerazy (obr. 2). Nisle-
doval bez nadsazky prekotny rozvoj mole-
kularni biologie telomer, ktery se z pocho-
pitelnych divodi soustredil predevsim na
biologii lidskych telomer. Rada vyznam-
nych impulzi (véetné vyse zminénych pri-
lomovych objevii) viak vysla ze studia telo-
mer jinych organismul.

Struktura a funkce
telomer

Telomerova DNA je u vétsiny eukaryot
tvofena (podobné jako u zminénc¢ho prvo-
ka) opakovanim kratk¢e sekvence nukleoti-
di (napf. [TTAGGG], u vsech obratlovch
véetne cloveéka, [TTTAGGG], u vetsiny
rostlinnych druhi). Typickym rysem telo-
merové DNA je asymetrie v zastoupeni gua-
ninu a cytosinu v komplementarnich retéz-
cich DNA. Vlikno bohaté na guanin tvori
na konci telomery presah, na ktery se vaze
telomeraza (obr. 2). VEétsi ¢ast telomerove
DNA se vyskytuje ve formé dvojretézce,
jehoz délka se lisi u raznych druht organis-
mu az o nékolik fadu (10? part bazi u kva-

Obr. 1 Schéma replikace 3 koncit linedrnich
chromozomii. DNA polymerdzy uskutecriuji
syntézu DNA (rodicovské Fetézce cerné, nové
syntetizované cervené) z kmt&jad: RNA primerii
(modré stpky) pouze ve sméru 5—3 (3 konec
je lgtzrmcen upkou) Protoze polarita vliken
DNA je opacnd, pri pohybu replikacni vidlice
roste jedno vldkno (vedouci) jako souvisly reté-
zec ve sméru 5§ — 3, zatimco drubé (viznouci)
ve sméru 3 —5 (proti sméru polymerace). Viz-
nouct fetézec je tedy syntetizovin jako série
krdtkych (Okazakiho) fragmentii (ve sméru
5—3), které se po odbourdni RNA primerii
a jej:'c‘b nahrazeni nové syntetizovanou DNA
spojuji do souvislého Fetézce. Zatimco syntéza
vedouctha vldkna je dplnd, ve viznoucim retéz-
ci zbyvd na konci chromozomu nezreplikovany
tisek na misté nasednuti posledniho RNA pri-
meru a za nim (RNA primer nedosedd presné
na konec telomery). To je pricinou replikativni-
ho zkracovdni chromozomit
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sinek Saccharomyces cerevisiae, prvoku
a jednobunéénych fas, az 10° bp napf.
u mysi, tabaku nebo ryze). Rozdily v dél-
kiach telomer existuji ale také uvnitf druhu
(napf. u riiznych kultivart kulturnich rost-
lin), mezi riznymi typy tkani t¢hoz jedince
a predevsim mezi jednotlivymi telomerami
v ramci téze bunky. Na tomto misté je
vhodné zminit, Ze specifickd regulace
délky telomer na jednotlivych raménkach
chromozomu téze bunky patfi mezi dosud
nevyresené problémy biologie telomer.
Pro funkci telomery vsak neni zcela
zasadni délka telomerove DNA (pokud
dosahuje alespon jakési minimalni kriticke
delky), ale spise celkova struktura, které
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nabyva telomerovia DNA v komplexu s pro-
teiny. Svou roli zde plni jednak obecné se
vyskytujici histonové a nehistonove protei-
ny, kter¢ pomahaji (stejné jako v pripadé
vnitinich ¢asti chromozomu) sbalovat telo-
merovou DNA do nukleozomt a vyssich
urovni kondenzované chromatinove struk-
tury (jinak by se pfiblizné 2 m genomove
DNA ¢lovéka viibec nevesly do bunécéného
jadra o rozmérech v desitkich mikromet-
ri), jednak specifické telomer-vazebne
proteiny, které spole¢né s telomerovou
DNA vytvareji charakteristickou c¢epicku.
Priavé tato Cepicka umoznuje kontrolnim
mechanismim buiiky rozpoznat telomery
jako prirozené konce chromozomu od ne-

Obr. 2 Schéma Cinnosti telomerdzy. Telome-
rdza, sklddajici se z proteinové (katalytické)
podjednotky s aktivitou reverzni transkriptdzy
(zeleny ovdl) a templdtové RNA podjednotky
(oranzové vlikno, templitovd sekvence zvyraz-
néna zuté), prodluzuje 3 konec rodicovského
vldkna DNA (sekvence vyznacend cervené).
Takto prodlouzeny konec vytvdri misto pro
doplnéni vdznouciho fetézce o dalsi Okazakiho
fragment. Replikativni zhkracovini je pritom
podle aktivity telomerdzy kompenzovino bud'
dstecné nebo dplné, event. miize dojit i k pro-
dlouzeni telomery (jak je zndzornéno zde) &
Obr. 3 Soucasnd predstava struktury lidské
telomery. Vétiina dvojvldknové telomerové
DNA tvoi't nukleozomy (N) ve spojent s histony.
Ohybem chromatinového vldkna telomery (za
sicasti  telomer—vazebnych proteinii TRFI
a TRF2) vznikd telomerovd smycka. Jedno-
vldknovy presah G-vldkna vnikd do dvojvldk-
nové oblasti telomerové DNA za ticasti proteinu
TRF2. Na tento jednovldknovy presah se vize
ochranny protein Potl. Vazba proteinu TRFI
miige byt ovlivnéna bud negativné jeho
poly-ADP—-vribosylaci (PAR) prostrednictvim
enzymu tankyrdzy, nebo pozitivné vazbou pro-
teinu TIN2. Orig. J. Fajkuse

opravenych chromozomalnich zlomu, kte-
ré vznikaji napf. ucinkem mutagennich fak-
toru (ionizujici zareni aj.).

Telomerové proteiny je mozno rozdélit
na ty, které se vazou na jednovliknové pre-
sahy G-bohatého vlakna telomerové DNA,
proteiny s vazbou na dvojvlaknovou oblast
telomerové DNA a dalsi proteiny, které
s témito proteiny interaguji. Vysledkem je
vznik slozitého nukleoproteinového kom-
plexu, ve kterém je telomerova DNA sbale-
na do stabilni cryfretézcove struktury
(napf. u prvokt Oxytricha nova a Euplotes
crassus, ale tuto schopnost ma vétsina telo-
merovych sekvenci véetné lidské), nebo —
v pfipadé delsich telomer (typicky u mno-
hobunécnych eukaryot véetné clovéka) do
tzv. telomerové smycky (obr. 3). V ni je
dvojvlaknova oblast telomerové DNA za
ucasti proteinti (TRF1, TRF2) ohnuta zpét
a zanorenim svého jednovliknového presa-
hu (za ucasti proteinu TRF2) do dvojvlak-
nové casti telomerové DNA tvofi lasovitou
strukturu. Takto je konec telomery nejen
odlisen od neopravenych chromozomal-
nich zlomu, ale soucasné uzavren pro pfi-
stup telomerazy. To predstavuje dulezity
kontrolni bod v regulaci syntézy telomer
(viz dale). Dojde-li vlivem neuplné replika-
ce v nepritomnosti telomerazy k takovému
zkraceni telomer, kdy jiz tvorba telomerové
smycky neni mozna, zastavuje se bunécné
déleni a buiika prechazi do stavu senescen-
ce, Cili bunééného starnuti. Tento stav je
charakteristicky zménou v zastoupeni bu-
nécnych proteint, ktera vede k naslednym
porucham metabolismu burky a zastaveni
rustu. Ackoli role telomer jako ,pocitadla
replikaci* byla navrzena jiz pred 30 lety,
primy dikaz ucasti telomer v bunééném
starnuti byl ziskan teprve v r. 1998, kdy
bylo vnesenim genu kodujictho katalytic-
kou podjednotku lidské telomerazy uméle
dosazeno prodluzovani telomer a nasled-
né i neomezencho déleni bunék; podarilo
se tak obejit bunécné starnuti.

V normalnich bunkach dochazi k zasta-
veni déleni kvili zkracovini telomer ve
dvou fazich. Prvni stadium M1 (mortality
stage 1) nastava v dob¢, kdy na vétSiné
chromozomu zbyva jesté nékolik kilobazi
telomerové DNA a je zfejmé zahajeno sig-
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Obr. 4 Oznacent telomer na )’i{.(\'i{}?(‘b chromozo-
mech pomoci fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH). Chromozomy jsou barveny propidium-
jodidem (Cervend), telomery s navdzanou son-
dou (znacenou fluoresceinem) se jevi jako Zluté

tecky. Foto M. Sklenickovd

nalizaci poskozen¢ DNA z jedné nebo
nc¢kolika nejkratSich telomer. Zastaveni
rustu je zpusobeno tumor-supresorovymi
proteiny pl6/pRB a p53 (Ziva 2001, 5:
197-200). Je-li uc¢inek téchto faktoru blo-
kovan, bunka pokracuje v déleni a zkraco-
vani telomer se prohlubuje, dokud nezacne
stadium M2. V t¢to fazi telomery jiz zcela
ztratily svoji ochrannou funkci a jsou roz-
poznavany jako neopravené chromozomal-
ni zlomy. Dalsi degradace telomer a pokusy
opravit kratke telomery pak maji za nasle-
dek spojovani a preusporadani chromozo-
mu a rozsahlou nestabilitu genomu. V této
fazi muze nékdy dojit k aktivaci telomera-
zy nebo v extrémné vzacnych pripadech
k alternativhimu (na telomeraze nezavisle-
mu) prodluzovani telomer (ALT). Zaklad-
nim mechanismem syntézy telomer v lid-
skych bunkich je vsak telomeriza.

Lidska telomeraza
a jeji regulace

U clovéka je telomeraza aktival v embryo-
nalnich tkanich, v zarode¢nych bunkach
a v bunkach nadorovych. Nizsi aktivity jsou
kromé toho pfitomny v obnovujicich se
tkanich s vysokou schopnosti rustu a rege-
nerace. Aktivita telomerizy je regulovana
béhem vyvoje organismu a ve veétsiné so-
matickych tkani dospélého clovéka je
potlacena na témér nedetekovatelnou uro-
ven. Nepritomnost telomerazy v somatic-
kych bunkach ma za nasledek jejich starnu-
ti, coz nasledné prispiva ke starnuti tkani,
organu a téla. Naproti tomu jeji vysoka akti-
vita v nadorovych bunkich zajistuje témto
bunkam nesmrtelnost. Proto neni divu, ze
se telomeraza stala Zadoucim objektem ve
vyzkumu starnuti a rakoviny.

Telomeraza je enzymovy komplex tvore-
ny proteinovou katalytickou podjednotkou
(hTERT) s aktivitou reverzni transkriptazy
(tj. provadi syntézu retézce DNA podle RNA
predlohy) a RNA podjednotkou (W'TR), jejiz
cast slouzi jako vzor pro synt¢zu telomero-
ve sekvence (obr. 2). Kromé téchto nepo-
stradatelnych podjednotek tvort komplex
telomerazy jesté dalsi asociované faktory,
které se podileji na sestavovani komplexu
a moduluji jeho aktivitu, avsak pro samot-
nou reakci nejsou na rozdil od hTERT a hTR
nezbytné. Obé nepostradatelne podjednot-
ky telomerazy jsou regulovany predevsim
na urovni pfepisu svych gent do RNA. Pri-
tom, podobné jako u jinych genu, hraje kli-
covou roli tzv. promotorova sekvence, z niz
prepis genu zacina. Uroven prepisu je pak
vysledkem soutéze o obsazeni vazebnych
mist pro transkrip¢ni faktory na promoto-
roveé sekvenci. Zatimco RNA podjednotka
se vyskytuje, byt ve snizen€é mire i v bun-
kach bez aktivity telomerazy, gen pro kata-
lytickou podjednotku je ve vétsiné somatic-
kych bunék potlacen a podjednotka hTERT
je proto povazovana za limitujict pro aktivi-
tu telomerazy. Kromé regulace na urovni
promotoru se u genu ATERT uplatnuje
i regulace na drovni sestrihu primarniho
transkriptu (hnRNA) do vysledné mRNA.
Dalsimi regulacnimi kroky na cest¢ od genu
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hTERT k aktivni telomeraze jsou transport-
ni déje, posttranslacni upravy (fosforylace)
a sestavovini celého komplexu telomerazy.
Avsak i v pritomnosti aktivni telomerazy
muze byt jeji ¢innost dale omezena snize-
nou dostupnosti konce telomery, napr. ve
ctyrretézeove strukture nebo v telomerové
smycce (obr. 3), jak jiz bylo uvedeno. Tvor-
bu a stabilitu téchto struktur spoluurcuji
telomer-vazebné proteiny. Je tedy ziejmé,
ze biologie telomer je atraktivnim, ale sou-
casné i velmi komplexnim problémem,
jehoz postupne feseni odhaluje mozné apli-
kace v mediciné.

Telomery a telomeraza pri mnoZeni,
diferenciaci, starnuti bunék a pfi vzniku
rakoviny

Kromé ulohy telomer v casomire bunéc-
n¢ho starnuti byla nedivno potvrzena
i moznost ,vynulovani® tohoto pocitadla.
Bylo napf. ukazino, ze telomery somatic-
kych buné¢k jsou kratsi nez telomery zaro-
dec¢nych bunék a zkracuji se s vékem jedin-
ce. U déti s vrozenym syndromem c¢asncého
starnuti (progerie) jsou telomery podstatné
kratSt nez u stejné starych zdravych jedin-
cu. Pokud je do takovych bunék v kulture
viesen konstrukt kodujici  katalytickou
podjednotku telomerazy, dojde k prodlou-
zeni telomer a zvysem rustove kapacity
buné¢k, aniz by doslo k jejich nekontrolova-
telnému nadorovému rastu. Tyto vysledky
tak nejen ukazuji silnou vazbu mezi aktivi-
tou telomerazy a bunécnym rustem, ale
soucasné i to, ze aktivace telomerazy pozo-
rovand u vétsiny nadoru (viz nize) neni
sama pri¢inou maligniho zvrhnuti.

Oproti puvodnim ocekavanim byla telo-
meraza nalezena i v nékterych normalnich
mnozicich se (proliferujicich) somatickych
bunkach: napr. mitogenni stimulace lymfo-
cytu zpusobuje aktivaci telomerazy; telo-
meraza byla dale odhalena v bunkach bazal-

ni vrstvy kuze, délozni a strevni sliznice.
Naopak rada primarnich bunéc¢nych typu,
jako jsou fibroblasty, bunky prsniho epitelu
nebo embryonalni bunky ledvin neexpri-
muje telomerazu, ani kdyz se mnozi.

Pri diferenciaci dochazi k utlumu telo-
merazy, coz lze pozorovat na urovni tkani
i u riznych bun¢cnych linit pri navozeni
diferenciace chemickymi ¢inidly; to ukazu-
je protikladny vztah hladiny telomerazy
k procesum bujen a diferenciace.

Hlavni ulohou telomerazy v nadorovych
bunkach je navozen jejich nesmrtelnosti
(imortalizace), ktera umoznuje jednak hro-
madént  dalsich  mutact  prohlubujicich
zhoubny charakter bunék, jednak neome-
zeny rust nadoroveho klonu. Reaktivace
nebo zvyseni hladiny telomerazy mohou
byt zpusobeny mutacemi faktort podileji-
cich se na jejim potlaceni. Bylo vsak jasné
prokazano, ze ackoli exprese telomerazy
a nasledna imortalizace je jednim ze znaku
malignich bunc¢k, nezpusobuje exprese
telomerazy v normilnich bunkach jejich
preménu ve zhoubné nadorove bunky
s typickymi projevy, jako jsou ztrata kon-
taktni inhibice (inhibice pohybu a mnozeni
bunék v tkanove kulture, jez vyplyva z kon-
taktu s bunkami stejncho typu), ztrata kon-
troly bunéc¢ncho cyklu, nizke pozadavky na
rustove faktory nebo zmény v karyotypu.

Aktivace telomerazy v nadorovych bun-
kach je v soucasne dobé zikladem moleku-
larni  diagnostiky nadoru —  dosavadni
vyzkum u priblizné 30 typa nadort ukazal
u jednotlivych typt vyskyt telomeriazy
v rozmezi 70-96 % pripadu, coz z telome-
razy ¢im nejuniverzalnéjsi znamy nadorovy
marker, V praxi se pouziva nejcastéji stano-
veni aktivity telomerazy technikou TRAP
(Telomere Repeat Amplification Protocol)
v bunéc¢nych extraktech. Jeji princip spoci-
va v prodluzovani kratkeho fetézce DNA ve
zkoumaném extraktu a nasledném pomno-
zeni produktu pomoct polymerazove rete-
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zove reakce. Aktivita se zjisti z mnoZstvi
a délky vznikajicich produkt(i. Kromé akti-
vity telomerdzy je mozné analyzovat také
hladinu jejich podjednotek v bunécnych
extraktech nebo pfimo v bunkaich a na tka-
novych rezech. V nékterych pripadech je
zidouci analyza délky telomer, ktera se pro-
vadi bézné na izolované DNA. Informativnéj-
§i je ovSem analyza telomer pfimo na jedno-
tlivych chromozomech (in situ, obr. 4),
ktera umoziuje detekci i priblizné vyhod-
noceni délky jednotlivych telomer, zejména
pro zjisténi pripadt jejich extrémniho pro-
dluzovani mechanismem alternativniho pro-
dluzovini (ALT). Vedle toho analyza délky
telomer u vétsiny typl nadort ukazuje pfi-
tomnost stabilnich telomer zkricenych na
zlomek jejich puvodni délky. To svédéi
o tom, Ze k aktivaci telomerizy dochazi
zpravidla ve stadiu M2 (viz kapitola Struktu-
ra a funkce telomer). Primarni pricinou
maligniho zvrhnuti tedy byva mutace v kon-
trolnich systémech zajistujicich jinak repli-
kacni blok jiz ve stadiu M1, takze klon
bunék pokracuje v bujeni az do kritického
zkriceni telomer, a teprve v této fazi docha-
zi v nékterych bunkach k aktivaci telomera-
zy a imortalizaci.

Protinadorova terapie
zaloZena na inhibici telomerazy

Vzhledem k tomu, zZe telomeraza je
témér univerzalnim znakem a faktorem
navozujicim nesmrielnost nadorovych bu-
nék, stala se Zidoucim cilem nejen v onko-
logické diagnostice, ale t€éz v hledani no-
vych lécebnych pristupt v onkologii, které
by mohly prinést pozadovany terapeuticky
efekt s minimalnimi vedlej$imi ucinky.
Nicmené fakt, Ze telomeraza neni pritom-
na pouze v nadorovych bunkach, ale je
potfebna v regenerujicich se tkanich, kme-
novych bunkich a v zarodec¢nych bunkach,
vede k nutnosti fesit otizky nechténych
ucinki protitelomerazové terapie.

Pro kmenové bunky je vyhodou, Ze
jejich telomery jsou nékolikanasobné delsi
nez telomery nadorovych bunék. Tento
rozdil by mohl pfedstavovat dostatec¢ny
prostor pro pouziti protitelomerazové
Iécby. Navic kmenové bunky proliferuji
s dlouhymi prestavkami a béhem klidové-
ho obdobi jsou jejich pozadavky na syntézu
telomer minimalni.

Dal$im moznym problémem je prodleva
v ucinku této terapie: jeji vysledek se dosta-
vi aZ pri uplné ztraté funkcénich telomer.
Proto se predpoklada aplikace protitelome-
rizove terapie spise na mala mnozstvi
bunék (pro zabranéni metastazam), zatim-
co u vyvinutych nadoru je zadouct jejich
predchozi chirurgické nebo chemoterapeu-
tické odstranéni.

Snad poslednim zatim uvazovanym pro-
blémem je existence nadord vyuZivajicich
na telomerize nezavisly ALT mechanismus
(asi 10 % pripadt), které by byly k protite-
lomerazové terapii rezistentni; fesenim je
hledani ucinnych inhibitor ALT pro dosa-
zeni uplné inhibice syntézy telomer.

Strategii pro utlum telomerazy, rozpraco-
vavanych alespon v experimentech na
bunéénych kulturich a experimentilnich
zviratech, je v soucasné dobé cela rada.
Prvni skupina téchto pristupti je zamérena
proti katalytick¢ podjednotce telomerizy
WTERT. Patii sem v prvé fadé aplikace inhi-
bitorti reverzni transkripce, jako je ddGTP
nebo azidothymidin (AZT), které se pouzi-
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vaji i pro lécbu AIDS. U téchto ¢inidel lze
vsak stézi hovorit o specifickém ucinku.
Dalsi moznosti je pfeména bunék kon-
strukty (cilené upravenymi nebo uméle pfi-
pravenymi useky DNA, které po vneseni do
cilovych bunék zabezpecuji — zpravidla
kontrolovatelnou — syntézu pozadované-
ho produktu, RNA nebo proteinu) expri-
mujicimi dominantné-negativni (mutant-
ni) hTERT, ktera postrada katalytickou
aktivitu, avsak vaze hTR podjednotku a ta
se pak nedostiva pro sestaveni funkcni
telomerazy. Katalytickou podjednotku
nebo ¢asti jeji aminokyselinové sekvence
je také mozno pouzit jako antigen pro
vyvolani imunitni reakce proti bunkiam
niadort, kde je hTERT pfitomna. Moznym
problémem této imunoterapie zalozené na
vakcinaci hTERT-peptidy je autoimunni
odpovéd proti vlastnim kmenovym a zaro-
decnym bunkiam. V dosud zvefejnénych
studiich k ni vsak nedoslo. Zna¢nou vyho-
dou tohoto pfistupu je okamzity ucinek.
Dalsi moznosti je vyuzit jako cile promotor
genu ATERT, ktery je pro expresi telomeri-
zy rozhodujici. Na tomto poli se testuje
genova terapie pomoci konstrukti, v nichz
je umistén sebevrazedny gen pod kontrolu
bTERT promotoru. V nadorovych buiikach
dojde k aktivaci tohoto promotoru a k vyja-
dreni sebevrazedného genu. Vysledkem je
specificka smrt nadorovych bunék. Jinou
variantou tohoto pfistupu je pouZiti
thymidinkindzy jako sebevrazedného genu
pod kontrolou promotoru ATERT. Expri-
mujici bunky se v tomto pfipadé pfimo
nelyzuji, ale stavaji se citlivymi na lécivo
gancyklovir.

Dalsi velka skupina protitelomerizovych
strategii je zamérena proti RNA podjednot-
ce telomerazy (hTR). Do ni patfi konstruk-
ty exprimujici tzv. hammerhead ribozymy.
Jsou to malé molekuly RNA vykazujici
endoribonukleizovou  aktivitu  (Stépeni
uvnitf retézce RNA) pritomnou ve své kata-
lytické doméné, a rozpoznavaci sekvenci
pro cilovou RNA — v tomto pripadé pro
cast hTR — ve zbytku své molekuly. Jinym,
velmi pfimocarym pristupem jsou nejriiz-
néjsi antisense strategie (protismyslove),
pri nichz se vyuZziva bud' konstrukti kodu-
jicich tvorbu antisense RNA (komplemen-
tarni RNA) k hTR podjednotce v burce,
nebo pfimé vniaseni antisense oligonukleo-
tidu, event. PNA (peptide-nucleic acids)
do bunék. [PNA jsou molekuly o struktufe
podobné nukleovym kyselinim, avSak na
rozdil od nich je cukr-fosfitova piter
retézce nahrazena patefi peptidovou. Diky
tomu jsou odolné k enzymim Stépicim
nukleové kyseliny.]

Nadéjnym smérem je vyuziti nizkomole-
kularnich latek interagujicich s telomera-
mi, zejména Cinidel stabilizujicich ¢tyf-
retézcovou strukturu G-presahu telomerové
DNA (derivaty antrachinonu, porfyriny, akri-
diny a fluorenony) a tim inhibujicich ¢in-
nost telomerazy. Bohuzel vsak dosud testo-
vané latky vykazuji rovnéz urcitou miru
nespecifické vazby na DNA a RNA.

U fady jinych nizkomolekularnich latek,
napf. katechinu z ¢aje nebo berberinu a jeho
derivatu syntetizovanych cilené ke zvySeni
inhibi¢niho efektu neni mechanismus zcela
objasnén, avSak zfejmé interaguji pfimo
s komplexem telomerazy. Vysledky jsou
natolik povzbudive, Ze nékter¢ z téchto deri-
vatu jsou jiz ve stadiu klinickych zkousSek.

Lze predpokladat, ze kromé uvedenych
interven¢nich strategii je snad optimalni

moznosti vyuzit primo bunécné faktory
ucastnici se prirozenc regulace syntézy
telomer v bunce.

MoiZnosti bunééného
a tkanového inZenyrstvi

Ackoli by se z predchoziho textu mohlo
zdat, ze telomeraza predstavuje obavaného
nepritele, proti némuz je tieba bojovat,
muze byt naopak obnova jeji aktivity velmi
uzitecna v fadé medicinskych aplikaci.
Diikaz, ze navozena exprese Katalytické
podjednotky (hTERT) postacuje k obnove
aktivity telomerazy (urciti nizka exprese
hTR zpravidla v bunce je) a zvyseni prolife-
racni kapacity bunék, umoznil imortalizo-
vat normalni bunky rady tkiani, aniz by
doslo k jejich zhoubné transformaci. Je tak
mozné vyvijet lepsi bunééné modely riaz-
nych lidskych onemocnéni a produkovat
v neomezené mife normalni lidské bunky
nejruznéjsich tkanovych typu. MozZnost
omlazeni darcovskych bunék nebo piimo
bunék pacienta muZe byt nesmirné
vyznamna na poli genovych terapii a trans-
plantaci.

Ukazalo se, Ze nizka exprese hTERT sta-
bilizuje pfednostné kritké telomery. Vne-
seni hTERT do bun¢k nema za nasledek
maligni transformaci — kontrola bunécné-
ho cyklu a dalsi charakteristiky jsou u téch-
to bunék srovnatelné s kontrolnimi bun-
kami, a tyto bunky nezpusobuji nadory
u my$i s cilené potlacenou imunitou. Pro
transplantacni ucely byl vyvinut systém pro
prechodnou expresi hTERT. Kritkodoba
exprese hTERT s vyuzitim tohoto systému
v lidskych fibroblastech je dostate¢na pro
zachovani funkcnich telomer a pokryva
zvyseni jejich proliferacni kapacity o 50 %.
Byly jiz provedeny uspésné transplantacni
pokusy, pfi nichz byly takto upravené
hovézi bunky z kiry nadledvinek trans-
plantovany mysim s potla¢enou imunitou.
7 transplantovanych bunék se u mysi vy-
tvofila tkan produkujici hormon kortizol,
a tato tkan nevykazovala mahgni znaky.

Tyto vysledky odrazeji soucasny stav
bunéc¢neho a tkanoveho inzenyrstvi zaloze-
n¢ho na vneseni hTERT genu. Jeho budou-
ci perspektivy zahrnuji pripravu medicin-
sky a komer¢éné vyznamnych proteini,
oddaleni ¢i zpomaleni starnuti urcitych
tkani, omlazovani hematopoetickych kme-
novych bunék pro zlepseni transplantaci
kostni dfené nebo zvyseni imunity starsich
pacientl. Tato technologie muze byt dale
vyuzita ke zvySeni proliferacni kapacity
bunék pfi chronickych koznich vredech,
k navozeni nesmrtelnosti bunék tvoricich
chrupavku (chondrocyti) pri naprave
poskozenych kolennich kloubu, k priprave
bunék pro kostni $tépy a endotelialnich
bunék pro tvorbu cévnich nahrad. Telome-
rizované buiky o¢ni sitnice by mohly byt
pouzity pro napravu jejich degenerativnich
nebo potrazovych zmén. Obecnou vyho-
dou téchto pfistupt by bylo pouziti vlast-
nich bunék pacienta, a tim odstranéni pro-
blémii s odvrzenim Stépu.

Naplnéni perspektiv bunééného a tka-
noveho inzenyrstvi, stejné jako ucinné tera-
pie nadort na bazi utlumu telomerazy zavi-
si predevSim na detailnim porozuméni
biologii telomer. Pokroky dosazené na
tomto poli v pomérné kratké dobé od obje-
vu telomer a telomerazy opraviuji i pres
mnozstvi zbyvajici price prinejmensim
k opatrnému optimismu.
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