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TELOMERY — DUZA ROLA MALYCH SEKWENCJI

Badania genetyczne, szczegolnie w zakre-
sie nauk podstawowych, sa ukierunkowane
miedzy innymi na poznanie szczegdlowej
organizacji genomow oraz opisanie i okreSle-
nie funkcji struktur skladajacych si¢ na nie,
do ktorych zaliczamy takze telomery. Telo-
mery sa to wyspecjalizowane nukleoprote-
inowe struktury znajdujace si¢ na koncach
wszystkich liniowych chromosomoéw euka-
riotycznych. Nie zawieraja zadnych genow
i nie koduja zadnych biatek. Po raz pierw-
szy zostaly odkryte i opisane przez Miillera
w 1938 r., podczas jego badan dotyczacych
wplywu promieniowania jonizujacego na ge-
nom muszki owocowej (Drosophilla melano-
gaster) (BIESSMAN i MASON 1994). Wtedy tez
powstala nazwa zakoficzefi chromosomow od
greckich stow telo — koniec i mere — czesc.
Ich istnienie zostalo nastepnie potwierdzone

przez McClintock, prowadzaca badania na
kukurydzy (Zea mays) (BLACKBURN 2001).

Podczas ostatniej dekady biologia telo-
meréw przerodzila sie z pobocznej, aczkol-
wiek interesujacej dyscypliny wsrod nauk o
komorce, w dziedzine, ktora zajmuja si¢ la-
boratoria na calym Swiecie. Rozw6j nowych
technik pozwolil na blyskawiczne poznanie
struktury i funkcji telomerow. Dodatkowo,
znaczenie telomerow zwicksza ich powiaza-
nie ze starzeniem komorkowym i rakiem. W
celu uzyskania informacji dotyczacych tych
struktur badano rdézne organizmy modelowe
(np. drozdze, pierwotniaki, owady, kregowce
i roSliny), co umozliwito porownanie telo-
merowych sekwencji mi¢dzy oraz wewnatrz
roznych grup organizmow (FAJKUS i wspol-
aut. 2005).

STRUKTURA TELOMEROW

Badanie sekwencji telomerowych zapo-
czatkowala identyfikacja ciagu powtorzen
(TTAGGG), w zakonczeniach rDNA makro-
nukleusa (jadra wegetatywnego) urzesionego
pierwotniaka Tetrachymena termophila w
1978 r. (DRETS 2000). Rozpoczeto wtedy ba-
dania majace na celu wyjasnienie, czy jest to
sekwencja stala czy specyficzna gatunkowo.
Istnienie powtarzalnych sekwencji zostato
potwierdzone u innych organizmoéw, poczaw-
szy od jednokomoérkowych, a skonczywszy na

ssakach i roSlinach wyzszych. Dalsze prace
nad tym zagadnieniem pozwolily stwierdzic,
ze w wiekszoSci przypadkow telomery sktada-
ja sie z krotkich, tandemowo powtarzajacych
si¢ sekwencji dwuniciowego DNA, bogatego
w guaning na nici biegnacej w kierunku 5’-3’
i cytozyne na nici przeciwlegtej. Chromatyna
telomerowa zbudowana jest z nukleosomow,
ale rozni si¢ od wigkszosci chromatyny jadro-
wej tym, ze sa one o 30-40 pz krotsze (ToMm-
MERUP i wspotaut. 1994). Sekwencja telome-
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rowa, mimo ze wykazuje silny konserwatyzm,
jest zroznicowana zaleznie od gatunku (HAR-
LEY i VILLEPONTEAU 1995). Sekwencje powto-
rzen 5° TTAGGG 3’ po raz pierwszy zidenty-
fikowali na koncach ludzkich chromosomow
Moyzis i wspotaut.(1988); jest to sekwencja
charakterystyczna dla wszystkich kregowcow
(ZAKIAN 1989). Istnieja tez wyjatki od przyje-
tego za charakterystyczny dla danej grupy or-
ganizmoOw wzorca, np. wyst¢pujace u roslin
seckwencje (TTTAGGG), nie sa wszechobec-
ne. Przyktadem sa Alliacaeae, rodzina roSlin
jednoliSciennych, do ktorych nalezy cebula
(Allium cepa). PICH i wspOtaut.(1996), stosu-
jac metode¢ fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ przy wykorzystaniu sondy o sekwencji
(TTTAGGG), do roznych gatunkow cebuli,
nie uzyskali zadnego sygnatu sondy. Brak sy-
gnalow u Aliaceae jest zwiazany z zastapie-
niem sekwencji telomerowych sekwencjami
satelitarnymi lub rDNA.

DLUGOSC TELOMEROW

Telomery wykazuja silny konserwatyzm
gatunkowy pod wzgledem dlugosci sekwen-
cji. Jest ona jednak zalezna rowniez od fazy
cyklu komorkowego, wieku, rodzaju komorki
oraz od czynnikéw Srodowiskowych. U orze-
skow Oxytricha dwuniciowy telomerowy
DNA wynosi tylko 20 par zasad, u drozdzy
kilkaset, podczas gdy u kregowcow indywi-
dualne telomery moga wynosi¢ nawet ponad
100 kpz, np. w niektorych komorkach myszy
(ZAKIAN 1989). Srednia dlugos¢ ludzkich te-
lomeréw miesSci si¢ w przedziale 5-15 kpz
(Cross i wspotaut. 1989).

Ponadto badania dowiodly zréznicowanie
dlugosci powtorzen telomerowych na kon-
cach poszczegolnych chromosomow w danej
komorce cztowieka, jak i myszy, oraz uwa-
runkowanie genetyczne tej cechy (LONDONO-
VALLEJO 2004). Mysie chromosomy 2p i 11p
oraz kilka innych, maja krotkie telomery nie-
zaleznie od tkanki w jakiej wystepuja (SLJEP-
CEVIC 2001).

Badania kariotypu myszy dowiodly, ze na
dhugos¢ telomerow wplywa tez prawdopo-
dobnie efekt pozycyjny centromerow (ang.
centromere position effect, CPE). Te, ktore
sa potozone blizej centromeru (rami¢ p) sa
znaczaco krotsze niz te, polozone na kon-
cach ramion q. Myszy sa wyjatkowym mo-
delem w badaniach CPE, poniewaz na ich
kariotyp sktadaja si¢ prawie wylacznie chro-
mosomy akrocentryczne, w ktorych telome-
ry z ramienia p bezpoSrednio sasiaduja z
centromerami. Podobna sytuacja wystepuje

u bydia i koz. W komorkach czlowieka, jak
i innych organizmow charakteryzujacych
si¢ nieakrocentrycznymi chromosomami w
kariotypach ta zaleznoSc¢ jest stabsza (SLIJEP-
CEVIC i wspoOtaut. 1997, SLIJEPCEVIC 1998).
W genomie cztowieka najdtuzsze telomery
wystepuja na chromosomie 4, a najkrot-
sze na chromosomie 17 (BOLZAN i BIANCHI
2000).

BIALKA TELOMEROWE

Telomery ssakow tworza na koficach
duze dwuniciowe petle — petle T, za$ jed-
noniciowy DNA zawija si¢ i wnika do utwo-
rzonej petli tworzac mate petle D (Ryc. 1).
Dzieje sie¢ to przy udziale wymienionych po-
nizej bialek, ktore reorganizuja liniowa bu-
dowe telomerow (GRIFFITH i wspotaut. 1999,
STANSEL i wspotaut. 2001). Wystepujacy w
chromosomach ssakow kompleks szeSciu bia-
lek zwiazanych z telomerowym DNA zostat
okreSlony terminem ,shelterin” (Ryc. 2). Trzy
z nich bezposrednio rozpoznaja sekwencje
TTAGGG, sa to TRF1, TRF2 i POT1. S3 one
wzajemnie potaczone przez trzy dodatkowe
biatka TIN2, TPP1 i RAP1 (DE LANGE 2002,
2005). Z telomerowym DNA zwiazane sa tak-
ze biatka TANK, MRN i KU.

Biatka TRF1 i TRF2 s3a zwiazane z dwu-
niciowym DNA petli T i sa zaangazowane
w regulowanie dlugoSci telomerow in vivo.
Biatka TRF1 i TRF2 r6znig sic od siebie se-
kwencja kofica aminowego (N-koniec), ktora
w TRF1 ma charakter kwasny, natomiast w
TRF2 charakter zasadowy. AktywnoS¢ bialek
TRF jest wyzsza w telomerach o wigkszej
liczbie powtorzen podstawowej sekwencji
TTAGGG. Biatka TRF1 i TRF2 nie wptywaja
na aktywnoS$¢ telomerazy - enzymu odpo-
wiedzialnego za replikacje telomerow. Nade-
kspresja biatka TRF1 w komorkach z aktywna
telomeraza prowadzi do stopniowego skraca-
nia telomerOow, natomiast przy zahamowaniu
ekspresji TRF1 dochodzi do wydtuzania telo-
merow. Na podstawie tych obserwacji biatko
TRF1 jest traktowane jako negatywny regu-
lator dlugosci telomeréw (SMOGORZEWSKA i
wspotaut. 2000, CARLSEDER 2003).

W procesie regulowania dlugosci telome-
row z biatkiem TRF1 musi wspoldziata¢ biat-
ko TIN2, ktore oddziatywuje z TRF1 zarow-
no in vivo, jak i in vitro. Zmutowana forma
TIN2, nie posiadajaca sekwencji konca N,
moze wydhuzac telomery niezaleznie od telo-
merazy (SKORZYNSKA i wspotaut. 2003).

Biatko TRF2 jest podstawowym biatkiem
gwarantujacym stabilnoS¢ telomerow. Na-
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Ryc. 1. Schemat petli telomerowych u ssakow (wg BLASCO 2005).

dekspresja biatka TRF2 w komorkach z nie-
aktywna telomeraza przyspiesza skracanie
telomerow (BIANCHI i wspotaut. 1997). Zaha-
mowanie aktywnoSci tego bialka powoduje
utrate zdolnoSci komorki do rozrézniania na-
turalnych koficow DNA od pekniec i odcie-
cie jednoniciowego lancucha na koncu 3, i
w efekcie do dysfunkcji telomerow. Uszko-
dzone telomery szczegolnie tatwo rekombi-
nuja, co moze doprowadzi¢ do fuzji. Powsta-
ja chromosomy dicentryczne (fuzja ramion

p lub q dwoch niehomologicznych chromo-
somow) oraz translokacje robertsonowskie
(VAN STEENSEL i wspotaut. 1998).

Biatko POT1 jest zwiazane z jednonicio-
wym, bogatym w guaning, koficem telomeru.
Petni funkcje ochronna przed atakiem eg-
zonukleaz, a jego brak powoduje niehomo-
logiczna fuzje koncow chromosomow (DE
LANGE 2002, 2005). Bialku TPP1 poczatko-
wo przypisywano role partnera biatka POT1,
dzieki ktoremu mogt powstac szeSciobiatko-

TELOMERY

SHELRERIN

TELOMERAZA

Ryc. 2. Struktura telomeru ssakéw (wg Brasco 2007).
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Ryc. 3. Bialka telome-

Rapi Rapi MRN
R 3
DW\», @
Rif1 Rif1

rowe u czlowieka (a) i
drozdzy (b).

Zaznaczone na kolorowo
biatka biora udziat w two-
rzeniu kompleksu ochron-
nego. Bialka oznaczone
kolorem szarym pelnia
funkcje w regulacji diugo-
$ci telomeréw (wg FERRE-
IRY i wspotaut. 2004).

wy kompleks shelterin. Najnowsze badania
sugeruja, ze TPP1 jest podjednostka biatka
POT1 i oba biatka moga dziata¢ hamujaco na
telomeraze, w efekcie hamowac¢ wydhuzanie
telomerow (WANG i wspotaut. 2007).

Biatko RAP1 jest zwiazane z dwunicio-
wym DNA telomerow, moze wpltywa¢ na
strukture telomerow, co z kolei zapobiega
dolaczaniu telomerazy. RAP1 jest okreSlane
jako negatywny regulator telomerazy. Eks-
perymentalne wusuniecie RAP1 z komorki
powoduje drastyczne skracanie telomerow,
natomiast mutacje RAP1 powoduja gwaltow-
ne wydhuzanie telomerow (SZALATA i SEOMSKI
2000, O’CONNOR i wspotaut. 2004).

Biatko Ku jest zwiazane z dwuniciowym
DNA telomerow oraz subtelomerowa hetero-
chromatyna. Razem z biatkiem TRF2 wspot-
dziala w tworzeniu petli T. Tworzy takze
kompleks z biatkiem RAP1, ktOry uczestniczy
w mechanizmach naprawy dwuniciowych
uszkodzefn DNA (BIANCHI i DE LANGE 1999).

MRN jest witasciwie kompleksem trzech
biatek (Mrel1/Rad50/NBS1), ktore, podobnie
jak biatko Ku, wspoldzialaja z biatkami TRF2
i RAP1 w naprawie dwuniciowych pekniec
w DNA (DE LANGE 2002).

Biatko TANK1 wspotdziala z biatkiem
TRF1 i wchodzi w sktad biatkowego kom-
pleksu telomerow. Nadekspresja biatka
TANK1 powoduje nadmierne wydluzanie si¢
telomerow; bialko to przyczynia si¢ takze do
ochrony telomeréw przed niewlasciwymi
procesami naprawczymi. Bialko TANK1 wy-
stepuje na koncach telomerow tylko w ko-
morkach, ktore wykazuja nadekspresje biatka
TRF1. Biatko to przewaznie jest zlokalizowa-
ne w porach btony jadrowej, wokot jadra
komorkowego i w pecherzykach Golgiego
(SKORZYNSKA i wspotaut. 2003).

Biatko TANK2 wystepuje w cytoplazmie
okotojadrowej. Podobnie jak TANK1 wspot-
dziata z biatkiem TRF1. Nadekspresja TANK2
powoduje gwaltowna Smier¢ komorki w
wyniku naglej utraty potencjalu btony mito-
chondriow (SKORZYNSKA i wspotaut. 2003).

U drozdzy Saccharomyces sp. odpowied-
nikiem biatek TRF1 i TRF2 jest dwuskladni-
kowy kompleks biatkowy Tazl (Ryc. 3). Jego
brak prowadzi do przeorganizowania struk-
tury telomeru, wlaczajac wydtuzanie zarow-
no podwojnego, jak i pojedynczego tancucha
sekwencji powtarzalnych, oraz zaklocenia w
telomerowej chromatynie. W przypadku, kie-
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dy nastapi zahamowanie aktywnoSci Tazl,
kolejne zwiazane z telomerami biatko Ku ak-
tywuje proces niehomologicznego taczenia
koncow (COOPER i wspolaut. 1997). Glow-
nym bialkiem tworzacym u tych organizmow
chromatyne¢ telomerowa jest Rapl, wystepu-
jace np. u Saccharomyces cerevisiae. Muta-
cje tego biatka powoduja intensywny wzrost
dhugosci telomerow. Raplp prawdopodobnie

zapobiega takze tworzeniu petli T u drozdzy.
Oprocz niego wystepuja tez dwa kompleksy:
biatko Ku oraz Mrell/Rad50/Xrs2, biorace
udziat w laczeniu koncoéw chromosomow
oraz utrzymaniu telomerow. Z pojedynczym
fancuchem u drozdzy polaczone sa jeszcze
biatka Cdc13p i Estlp (MARCAND i wspotaut.
1997, FERREIRA i wspolaut. 2004).

REPLIKACJA TELOMEROW

Telomery musza by¢ takze w pelni re-
plikowane. W komorkach ssakow replikacja
telomerow zachodzi podczas fazy S cyklu ko-
morkowego, w charakterystycznym momen-
cie dla kazdej z tych struktur, tzn. telomery
wszystkich chromosomow nie replikuja sie
w tym samym czasie. Niektore telomery re-
plikuja podczas wczesnej fazy S i ramiona p
i q okreSlonego chromosomu nie robia tego
synchronicznie. Proces ten przebiega inaczej
u drozdzy, gdzie wszystkie telomery sa repli-
kowane w poznej fazie S i synchronicznie na
obu konficach chromosomu (BOLZAN i BIANCHI
2000).

Za proces replikacji DNA w gtownej
mierze odpowiada specjalny enzym — telo-
meraza. Telomeraza, czyli polimeraza DNA
zalezna od RNA, sklada si¢ z podjednostki
katalitycznej, bedacej telomerowa odwrotna
transkryptaza (ang. telomerase reverse trans-
kriptase, TERT), matrycowego RNA (ang.
template RNA, TR) oraz bialek potaczonych z
enzymem. Telomeraza zostala odkryta przez
Greider i Blacburn w 1985 r. u Tetrahyme-
na thermophila. Stwierdzono, ze moze ona

rekompensowaé niekompletna replikacje
i utrzymaé¢ dlugos¢ telomeréw (JENNINGS i
wspolaut. 2000). Dzieje sie¢ to dzicki wyko-
rzystaniu czeSci wlasnego RNA jako matry-
cy do tworzenia powtOrzefi telomerowych
(GREIDER i BLACKBURN 1989). Telomeraza ma
rowniez druga funkcje, jaka jest ,leczenie
chromosomow”, czyli dodawanie sekwencji
w miejscach ztaman i uszkodzefn chromoso-
mow. Zjawisko to zostalo po raz pierwszy
zauwazone u Tetrachymena thermophilus, a
nastepnie u drozdzy, pierwotniakow, roba-
kéw, roSlin oraz czlowieka (GREIDER 1994).
Telomeraza dziata wydajnie tylko na nici bie-
gnacej w kierunku 5’- 3. Wiec od momentu
rozplecenia DNA przez helikaze tylko jedna
ni¢ moze by¢ replikowana w sposOb ciagly,
tzw. ni¢ wiodaca, natomiast ni¢ opozniona
replikuje sie przez tworzenie licznych frag-
mentow Okazaki, wymagajacych krotkich
starterOw zbudowanych z RNA (okoto 8-12
pz). Po dotarciu widetek replikacyjnych do
konca chromosomu pojawia sie¢ problem
braku miejsca, w ktorym mogltby przylaczy¢
sie starter RNA do rozpoczecia syntezy frag-

dnmimm, s
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ni¢ opdZniona
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3’ 5
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nicl op6znionej b4

il
krotsza czasteczka DNA

ni¢ wiodaca odcinek telomerowy

czasteczka rodzicielska

5. plerwsze czasteczki potomne

37~ brakujacy fragment Okazaki

3" 5
S‘II mg; kolejna czasteczka potomna

Ryc. 4. Schemat repli-
kacji telomerowego
DNA (wg BROWNA
2001).
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mentu Okazaki. W wyniku takiej replikacji
kazda potomna czasteczka DNA zawiera nie-
sparowany koniec 5’°, czyli ni¢ opdzniona nie
jest catkowicie replikowana. Zjawisko to nosi
nazwe problemu replikacji kofica. Taki stan
rzeczy mogtby spowodowac utrate fragmen-
tu DNA na koncach chromosoméw po kaz-
dej replikacji, a wraz z nim wielu cennych
genow (Ryc. 4). Funkcje zabezpieczajaca ko-
morke przed skutkami utraty informacji ge-
netycznej pelnia sekwencje telomerowe. U
czlowieka tempo skracania si¢ telomerow w
komorkach somatycznych wynosi od 50-150
pz na jedna replikacje (HARLEY i wspotaut.
1990).

Aktywnos¢ telomerazy jest zroznicowana
w komorkach réznych tkanek. Nie stwierdzo-
no aktywnosci enzymu w komorkach soma-
tycznych, z wyjatkiem tkanek majacych zdol-
no$¢ do odnawiania sie, a mianowicie komo-
rek macierzystych skory, hematopoetycznych
komorek macierzystych, aktywnych limfocy-
tow, komorek krypt jelitowych. Aktywnos¢
telomerazy obserwuje si¢ w komorkach linii
ptciowej (od rozpoczecia mejozy, poprzez
dojrzewanie gamet, az do zaplodnienia) oraz

komorkach embrionalnych. AktywnoS¢ te-
lomerazowa jest relatywnie niska na tych
etapach embriogenezy, w ktorych liczba ko-
morek wynosi 2-4 oraz 8-16. Wysoki po-
ziom aktywnoSci enzymu obserwuje si¢ na
etapie moruli i osiaga on plateau na etapie
blastocysty. W pierwszym trymestrze rozwo-
ju ludzkiego embrionu aktywnoS¢ telomera-
zy jest bardzo wysoka w niemal wszystkich
tkankach. W miare uplywu czasu telomeraza
jest stopniowo hamowana na specyficznych
etapach, ktore zbiegaja si¢ z réznicowaniem
tkanek, np. aktywnos¢ telomerazy jest hamo-
wana w 12 tygodniu rozwoju osobniczego w
sercu, w 16 tygodniu w nerkach i mézgu a
w 21 tygodniu w watrobie, plucach i Sledzio-
nie. Po urodzeniu aktywnosSc¢ telomerazy jest
niewykrywalna w wigkszoSci normalnych ko-
morek somatycznych (SHAY i BACCHETTI 1997,
Nowis i GOrAB 2001, BEKAERT i wspotaut.
2004, DONG i wspotaut. 2005). Stwierdzono
takze rozna aktywnoSC¢ telomerazy u mez-
czyzn i u kobiet. Przypuszczalnie ma to zwia-
zek z roznym poziomem estrogenow, ktory
moze stymulowac telomeraze (Aviv 2002).

FUNKCJE TELOMEROW

Glowna rola telomerOw jest zapewnie-
nie integralnoSci chromosomoéw, czyli ich
ochrona przed degradacja, rekombinacja
oraz fuzja. Ponadto telomery uczestnicza
takze w przestrzennej organizacji jadra
komorkowego, segregacji chromosomow
podczas podzialow komorki oraz regula-
cji transkrypcji genow zlokalizowanych w
subtelomerowych rejonach chromosomow
(Nowis i GoraB 2001).

Telomery maja zdolnos¢ do dynamiczne-
go laczenia sie ze soba (MOLENAAR i wspOl-
aut. 2003). Ta tendencja moze byc¢ odpo-
wiedzialna za wysoka czestotliwos¢ chro-
mosomowych rearanzacji w sub- i telome-
rowych regionach komorek somatycznych
oraz wewnatrzchromosomowych wymian
DNA telomerowego w komorkach, ktore
utrzymuja telomery za pomoca mechani-
zmu niezaleznego od telomerazy (ALT).
Dowodem istnienia alternatywnego mecha-
nizmu wydtuzania telomeréw byly wyniki
badafn prowadzonych na fibroblastach po-
chodzacych od myszy z nieaktywnymi ge-
nami telomerazy. Mechanizm ALT opiera
sic prawdopodobnie na homologicznej re-

kombinacji miedzy siostrzanymi chromaty-
dami i moze wystepowaé w komorce row-
noczeSnie z aktywna telomeraza (DUNHAM
i wspotaut. 2000, MUNTONI i REDDEL 2005,
KOWALSKA i KOWALIK 2006).

Telomery posiadaja ciekawa wtaSciwosc,
jaka jest wyciszanie telomerowe wynikajace
z telomerowego efektu pozycyjnego Wyci-
szanie telomerowe polega na transkrypcyj-
nej represji genow znajdujacych sie w ob-
rebie lub w poblizu telomeréow. U drozdzy
TPE funkcjonuje dzieki potaczeniu biatka
telomerowego RAP1 z kompleksem bialek
Sir 2, 3 i 4. Jesli taki kompleks otoczy DNA,
to uniemozliwia jego transkrypcje, przez co
tworzy sie heterochromatyna — nieaktyw-
na forma chromatyny (KENNEDY i wspotaut.
1997). Bialko Sir2 jest enzymem o aktyw-
noSci deacetylazy histonow. Usuniecie grup
acetylowych z histonow powoduje, ze DNA
staje si¢ bardziej upakowane i tym samym
staje si¢ niedostepne dla enzymow biora-
cych udziat np. w rekombinacji i wycina-
niu fragmentow DNA (proces wyciszania
genow) (SHORE 2001, SKORZYNSKA i wspol-
aut. 2003).
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ZWIAZEK TELOMEROW ZE STARZENIEM
KOMORKOWYM

Do lat 60. XX w. istniala hipoteza, ze ko-
morki hodowane in vitro moga dzieli¢ sie w
nieskonczonos¢, jednak w 1961 r. podwazo-
no ja udowadniajac, ze fibroblasty wyizolo-
wane z ludzkiej skory moga dzieli¢ sie tylko
40-50 razy, a potem nast¢puje zahamowanie
podzialow komoérkowych i inicjowanie pro-
cesu starzenia si¢ komorki. Odkryto w ten
sposob, ze komorki maja zaprogramowana
pewna liczbe mozliwych podzialow, ktora
od nazwiska odkrywcy zostata okreSlona ter-
minem limit (lub liczba) Hayflicka (HAYFLICK
i MOORHEAD 1961, HAYFLICK 2003). Limit
Hayflicka jest typowy dla gatunku; gatunki
dluzej zyjace maja wyzsza liczbe Hayflicka
niz krotko zyjace. W latach 70. ubiegtego
stulecia Olovnikov powiazat problem skra-
cania telomerow z aktywnosScia replikacyjna
DNA komorki (OLOVNIKOV 1973). Dopiero
jednak HARLEY (1991) powiazat koncepcje
Olovnikova z wynikami badan nad struktura
i funkcja telomeroéw. Stopniowa utrata telo-
merowego DNA jest kluczowym mechani-
zmem odliczajacym wiek komorki — komor-
ki mlode maja dtuzisze telomery (wicksza
liczbe powtorzeni sekwencji podstawowej),
starsze komorki maja krotsze telomery (HAR-
LEY 1991, HARLEY i VILLEPONTEAU 1995, Mo-
RIN 1997).

W kolejnych badaniach okazato sie, ze
mozna powiazac trzy procesy, jakimi sa pro-
blem replikacji konca, skracanie telomerow i
starzenie komorkowe.

Model mechanizmu starzenia komorko-
wego zalezny od dlugosci telomerow i ak-
tywnosci telomerazy zaproponowali Wright i
Shay (Ryc. 5) (WRIGHT i SHAY 1992a, b; SHAY
i wspotaut. 1993).

W komorkach niezawierajacych telome-
razy nastepuje sukcesywne skracanie telome-
row. Teoria ta znana jest jako telomerowa
hipoteza starzenia komorek. Kiedy telomery
osiagna krytyczna dhlugoS¢, nastepuje kres
aktywnosci replikacyjnej i komorka wcho-
dzi w etap zwany starzeniem, w literaturze
okreSlany jako punkt M1 (ang. mortality sta-
ge 1) (HAYFLICK i MOORHEAD 1961). Niektore
komorki moga ominac¢ punkt M1, ale ich te-
lomery nadal si¢ skracaja do czasu osiagni¢-
cia punktu M2 (ang. mortality stage 2), okre-
Slanego jako punkt kryzysu, gdzie nast¢puje
masowa Smier¢ komorek. W fazie M2 krot-
kie telomery sa sygnalem do uruchomienia
mechanizmow naprawy DNA (rekombinacji
homologicznej lub niehomologicznego tacze-
nia koncow chromosomoéw), co powoduje
laczenie sie koncow roznych chromosomow
ze soba prowadzac do nieprawidlowych po-
dzialow mitotycznych, a w rezultacie do tzw.
katastrofy mitotycznej i komorka jest kiero-
wana na droge apoptozy (MORIN 1997). Nie
wszystkie komorki, ktore osiagna faze M2
gina. Niektore z nich, komorki nowotworo-
we, unikaja ograniczenia podzialow przez
aktywacje mechanizméw utrzymujacych dhu-
goS¢ telomer6ow (ang. telomere maintenance
mechanizm, TMM). Znaczna wickszoS¢ osiaga
to dzieki dziataniu telomerazy (85-90%) lub
mechanizmu ALT. Niektére nowotwory po-
siadaja obydwa mechanizmy utrzymywania
telomeréw (REDDEL 2003).

Skracanie telomerow moze byc¢ takze wy-
nikiem sporadycznych przypadkow, takich
jak nieprawidlowa naprawa uszkodzonego
DNA lub problemy powstale okazjonalnie
podczas replikacji, naprawy lub rekombi-
nacji. Udowodniono, ze telomerowa czeS¢
kwasu DNA bogata w guaning¢ jest 5-10 razy

KOMORKI LINI PLCIOWEJ

lelomeraza akdywna

KOMORKI SOMATYCZNE

telomeraza meakhywna

TRANSFORMACIA
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TRF (Kbp)

o
.
-

~2-4 4

KOMORKI NIESMIERTELNE
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Ryc. 5. Schemat mechanizmu

M1 M2

LIMIT HAYFLICKA FAZA KRYZYSU

starzenia komorkowego (wg

MORINA 1997).
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bardziej podatna na uszkodzenia spowodo-
wane stresem oksydacyjnym niz inne regiony
(KAWANISHI i OIKAWA 2004). Stata produkcja
wolnych rodnikow tlenowych, bedacych pro-
duktem tlenowego metabolizmu mitochon-
drialnego, moze rowniez powodowac uszko-
dzenia DNA, ktorych nagromadzenie powo-
duje starzenie i skraca zycie komorki. Bada-
nia wykazaly takze, ze w wyniku narazenia
na stres oksydacyjny wzrasta liczba przerw w
jednoniciowym telomerowym DNA (JENNINGS
i wspotaut. 2000). Odpowiedz komorki na
uszkodzenie DNA zalezy od stopnia uszko-
dzenia i rodzaju komorek. W przypadku lzej-
szych uszkodzen komorka zahamowuje swo-
je podzialy i uruchamia mechanizm naprawy
DNA. W przypadku ciezkich uszkodzen ko-
morka wchodzi na szlak apoptozy (BELLAMY
1997).

ROLA SEKWENCJI TELOMEROWYCH W MEJOZIE

Na podstawie badan cytologicznych do-
wiedziono, ze sekwencje telomerowe spel-
niaja takze wazna rol¢ podczas mejozy, a
szczegOlnie podczas profazy pierwszego po-
dzialu mejotycznego. Sekwencje telomerowe
sa zwiazane z procesem koniugacji chromo-
somOw homologicznych oraz rekombinacji
materiatu genetycznego komorki. Koniugacja
chromosomow homologicznych zachodzi z
udzialem kompleksow synaptonemalnych.
U ssakow formowanie kompleksow zawsze
rozpoczyna sie od regionow telomerowych i

jest zwiazane z sekwencjami TTAGGG (PEN-
KINA i wspotaut. 2002). Ponadto, sekwencje
telomerowe dzialaja jak gorace miejsca re-
kombinacji oraz sa skorelowane z wystepo-
waniem chiazm (ASHLEY i WARD 1993, NANDA
i wspotaut 2002). Molekularne badania chro-
mosomOw mejotycznych, przeprowadzone
na materiale pobranym od chomika amery-
kanskiego i kury domowej, wykazaly obec-
nos¢ sekwencji TTAGGG w innych, nie tylko
telomerowych rejonach chromosomoéw. Duza
czestotliwoSC tych sekwencji w chromoso-
mach ptakoéw, a szczegoOlnie w mikrochromo-
somach, thumaczy wysokie tempo rekombina-
¢ji ptasich chromosomow (RODIONOV 1996).
Zdolnos¢ sekwencji telomerowych do pobu-
dzania rekombinacji stwierdzono rowniez u
drozdzy (PLUTA i ZAKIAN 1989).

Badania lokalizacji powtorzen (TTAGGG),
w kariotypach znacznie rézniacych sie gatun-
kow ptakow moga doprowadzi¢ do odpowie-
dzi, czy wysoce zmienna liczba mikro- i ma-
krochromosomow jest spowodowana zmiana-
mi kariotypu zwiazanymi z telomerami. Telo-
mery moga by¢ gubione lub moga przyrastac¢
podczas powstawania nowych gatunkow w
trakcie ewolucji kariotypu. Silny konserwa-
tyzm sekwencji telomerowej i jej obecnosc
na telomerowych i nietelomerowych obsza-
rach moze by¢ narzedziem, ktore umozliwia
rekonstrukcje ewolucyjnych rearanzacji ka-
riotypowych dotyczacych telomerow (NANDA
i wspotaut. 2002).

METODY BADANIA TELOMEROW

Telomery okazaly si¢ bardzo ztozonymi i
interesujacymi strukturami, z tego powodu
stale rozwijane sa techniki umozliwiajace do-
ktadne ich badanie. Niektore ze stosowanych
metod to: analiza TRF, Q-PCR oraz FISH. Te-
lomery i niekodujacy obszar subtelomerowy
majacy niewielkie zmiany w typowej dla za-
konczen chromosomow sekwencji tworza
wspolnie tzw. koficowy fragment restrykcyj-
ny- (ang. terminal restriction fragment, TRF)
(DRETS 2000). Mierzenie Sredniej dlugoSci
terminalnego fragmentu restrykcyjnego nale-
zy do technik szeroko stosowanych, jednak
ma kilka wad, ktore zmniejszaja jej uzytecz-
nos¢. Glowna, to fakt, ze dlugos¢ TRF w roz-
nych komorkach oraz chromosomach jest
zroznicowana, poniewaz komorki moga byc¢
w roznym wieku, a chromosomy charaktery-
zuje polimorfizm miejsc restrykcyjnych. Poza
tym wymagana jest do$¢ duza iloS¢ materia-

lu genetycznego do badan (10 pg) oraz jest
to metoda czasochtonna (BAIRD i wspotaut.
1995). IloSciowa reakcja lancuchowa poli-
merazy (ang. quantitative polymerase chain
reaction, Q-PCR) unika wielu problemow
powstalych przy analizie TRF, dzieki uzyciu
odpowiednio zaprojektowanych primerow,
ktore hybrydyzuja komplementarnie do telo-
meréow kregowcow (BARID 2005).
Telomerowe powtorzenia wykrywa si¢
rOwniez dzieki zastosowaniu techniki flu-
orescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. flu-
orescence in situ hybridization, FISH), ktora
po raz pierwszy w identyfikacji sekwencji
telomerowych zastosowali MOYZIS i wspot-
aut. w 1988 r. Badania mozna prowadzi¢ na
chromosomach bedacych w stadium profa-
zy, metafazy lub interfazy. FISH opiera si¢ na
wykorzystaniu sond molekularnych komple-
mentarnych do badanego regionu chromo-
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somu. Konwencjonalne metody FISH zostaly
z sukcesem zaangazowane w proces detekcji
in situ powtorzen telomerowych w chromo-
somach réznych gatunkoéw kregowcoOw, przy
uzyciu syntetycznych, oligonukleotydowych
komplementarnych sond (TTAGGG lub CCC-
TAA). Wydajnos¢ tych badan nie byla jednak
wystarczajaca; uzycie konwencjonalnej me-
tody pozwolitlo na wykrycie jedynie 75-82%
telomerow w ludzkich limfocytach (Wu i
wspotaut. 1998).

Technika PRINS (ang. primed in situ la-
belling) oferuje szybka alternatywe. Polega na
przylaczaniu in situ syntetycznych oligonukle-
otydow (CCTAA), w celu detekgji telomerow.
PRINS jest takze metoda bardziej wydajna, po-
niewaz konwencjonalny FISH uzywajacy wy-
znakowanej fluorescencyjnie sondy do hybry-
dyzacji z (TTAGGG) generuje duzo niespecy-
ficznych potaczen, przez co rezultaty sa czasem
trudne do analizy (COULIN i wspotaut. 2002).

Technika FISH-PNA jest szeroko stosowana
w badaniach chromosomow cztowieka oraz
innych kregowcow, gdyz daje 100% detekcje
sekwengji telomerowej. Szczegolne stosowana
jest do oszacowania dlugosci telomeréw u roz-
nych gatunkéw ptakoéw i chomika chinskiego.
U tych zwierzat sekwencje telomerowe wyste-
puja rowniez w innych niz telomerowe regio-
nach chromosomow (BOLZAN i BIANCHI 2006).

Inne, ostatnio rozwinicte techniki analizo-
wania dhugosci telomeréw, to flow-FISH (po-
faczenie cytometrii przeptywowej i hybrydyza-
¢ji) (RUFER i wspolaut. 1998), analiza dhugosci
telomerow w indywidualnych chromosomach
(ang. single telomere length analysis, STELA)
oraz T-OLA (ang. telomeric- oligonucleotide li-
gation assays), technika pozwalajaca mierzyc
dlugos¢ pojedynczego tancucha bogatego w
G na kofncu 3’ przez przylaczanie hybrydyzuja-
cych powtorzen oligonukleotydowych (BAIRD
2005).

PODSUMOWANIE

Z. powyzszego przegladu wynika doniosta
rola telomeréw w wielu procesach zachodza-
cych w komorce. Dlatego obserwuje si¢ zna-
czacy postep w tworzeniu nowych technik
i ulepszaniu juz istniejacych, pozwalajacych
wykrywac i mierzy¢ telomery, a takze badac
zmiany w nich zachodzace. Wiedza aktualna
pozwala nam zrozumieC wiele procesow, ale
liczne jeszcze pozostaja do odkrycia. Bada-
jac telomery pod katem struktury ich DNA
nalezy zdawac sobie sprawe, ze to nie tylko
fizyczne konce chromosomow. Sekwencja

TTAGGG, okreSlana powszechnie jako ,telo-
merowa” u niektorych organizméw, wyste-
puje takze w innych niz terminalne rejonach
chromosomow. Jako powtarzalny, DNA staje
sie narzedziem w mapowaniu genomow i ba-
daniach ewolucyjnych.

Obecnie trudno uwierzyc, ze przed bada-
niami Barbary McClintock telomery uwazano
tylko za nic nie znaczace zakonczenia chro-
mosomow, a niekodujacy telomerowy DNA,
za tzw. Smieciowy DNA.

TELOMERES — A SIGNIFICANT ROLE OF SMALL SEQUENCES

Summary

Telomeres are distal structures of eukaryotic
chromosomes, which are responsible for their stabil-
ity and functioning. They assure complete replica-
tion of terminal fragments of chromosomes, prevent
degradation and fusion of chromosomes. Telomeres
of most chordates are comprised of tandem repeats
of the basic unit 5-(TTAGGG) 3. The number of
repeats of the basic telomeric sequence differs be-
tween the chromosomes of one and the same cell.
However, in remains within the strictly determined
range for a given species, for man it ranges from

2 to 30 th pairs of nucleotides. Younger cells have
got longer telomeres whereas the telomeres of older
cells are shorter. Cytogenetic studies on telomeric
regions of chromosomes have gained significance
since the moment of the discovery that this chromo-
somal fragment actively participates in the process
of cancer development, cell ageing and apoptosis.
Telomeres consist of non-coding DNA sequences.
They contain no genes and they code no proteins
but their role in medicine, genetics and evolution-
ary studies is becoming more and more significant.
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