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THE CHROMATID TYPE OF BREAKAGE - FUSION - BRIDGE CYCLE

MEIOSIS
Prophase synapsis (one type)

S
Crossover (one type)
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First meiotic anaphase

MICROSPORE OR MEGASPORE
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THE CHROMOSOME TYPE OF BREAKAGE - FUSION - BRIDGE CYCLE: SAME AS A FROM
MEIOSIS TO FORMATION OF EGG AND SPERM NUCLEI

Zygote nucleus
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Telophase of first division in embryo
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Lidské bunnky nejsou nesmrtelné ! .....

Po desdtém zdvojeni populace

Referenéni kultura Smisend kultura muzskych Referencni kultura
muzskvch bunék a zenskych bunék zenskych bunek

B. Human Foreskin Firoblasts passage 5 (control)
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Alexej Olovnikov — 1971-
Principle of marginotomy in
template synthesis of
polynucleotides.

James D. Watson — 1972

- Origin of concatemeric T7
DNA

= Formulace problému
neuplné replikace koncu
chromozomu (u opozd.

vlakna)

souvislost s Hyflickovym
limitem ? — Telomerova
hypotéza starnuti

—> renesance zajmu o
telomery

Rodi¢ovska DNA

Pocateéni faze
replikace

Replikace konéi,
RNA primery jsou
odbourany

a nahrazeny
rostoucimi fetézci
DNA, jednotlivé
Useky DNA jsou
spojeny ligazou

Vzniklé kopie
nejsou bez Gcasti
telomerazy uplne,
nejsou zreplikovany
koncové useky,
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Nastup molekularni biologie telomer

*DNA telomer je u prvoka Tetrahymena tvorena
kratkou opakujici se sekvenci DNA - [TTGGGG]
(E. Blackburn, J. Gall, 1978)

Syntézu telomer provadi Telomerova terminalni
transferaza, syntéza je citliva k proteinaze i RNaze
(C. Geider, E. Blackburn, 1985).

*Syntéza telomer probiha jako reverzni
transkripce, tj. prepisem sekvence RNA do
sekvence DNA. Provadi ji komplex RNA a
proteinu, zvany TELOMERAZA (Greider &
Blackburn, 1989)
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Cinnosti telomerazy
dochazi k prodlouzeni| & 5 \
3’ konct rodi¢ovskych 3] 5]
viaken DNA.

Nékolikrat se opakuje
cyklus nasednuti
telomerazy, syntézy
DNA (mechanismem <
reverzni transkripce g &’
templatové sekvence . "
telomerazové RNA)

a posunu telomerazy
na nové prodlouzeny
konec DNA 5’ g

‘L -
- 4 5’
Na prodlouzeny
konec telomery muze . .

nyni nasednout dalsi
RNA primer, z néhoz
DNA polymeraza
dokonéi syntézu - - e
vaznouciho viakna 3 5’ g 5
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Telomere end
-~ TTAGGGTTAGGGTTAG-

rAnchor site
& ""*-\

Active site—

Translocation

Mature Reviews | Cancer

Telomeraza je RNA-dependentni reverzni transkriptaza jejiz templatova RNA (telomerase
RNA component (TR)) je soucasti enzymu.



a MNormal somatic cells

Telomere

repeat sequences ‘

Senescence

b Cancer cells

=
a--

Immortal cancer cells

Regulation of telomere length in normal and cancer cells by telomerase

Expert Reviews in Molecular Medicine ©2002 Cambridge University Press




Zakladni poznatky na pocatku 90. let 20. stoleti:

1. Telomery = nukleoproteinove struktury na koncich
chromozomu, které odliSuji pfirozené konce chromozomu od
neopravenych chromozomovych zlomu, a chrani konce
chromozomu pred vzajemnym spojovanim (a naslednym
lamanim)

2. Telomery jsou tvoreny nekodujicimi sekvencemi; jejich

Caste€na ztrata v dusledku neuplné replikace neni proto pro
bunku (do urcité miry) kriticka, ani kdyz nefunguje telomeraza

3. Telomeraza je schopna telomery prodluzovat a tim zrusit
funkci telomer jako pocitadla bunécnych déleni
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2. cast — detaily ze zivota telomer

Struktura telomer: telomery, stejné jako ostatni Casti
chromozomu, jsou chromatinové, tedy
nukleoproteinove struktury.

Regulace udrzovani telomer: telomeraza, jeji aktivita
a exprese, pristupnost/struktura telomer aj. faktory

Telomery a odpovéd’ na poskozeni DNA: jak
rozpozna bunka pfirozené konce chromozomu od
neopravenych chromoz. zlomu? Co rozhoduje o tom,
zda je telomera ,funkcni”

Zajimavosti ze studia rostlinnych telomer




Nukleoproteinova struktura telomer



Schéma usporadani sekvenci DNA na koncich
chromozomu

RN RO RN £ RN B

l l

vhitrni oblasti

chromosomu TAS (telomere-assoc. Jednovlaknovy
sequences) = rozhrani prfesah sekvence
o . mezi telomerou a
SUbtelon,lera’ typlcka, vys.okym subtelomerou, typické 5-[TTAGGG]-3'
zastoupenim tandemovych i

vyskytem nepfesnych

dispergovanych repetitivnich . AP
kvenci a rRNA genu, avSaKk i telomerovych motivu | ivl4 : :
SeKkv gend, jedineénych sekvenci: Dvojvlaknova telomerova

pohatym vyskytem caisich nékdy neni rozlisitelné od || DNA: 5'-[TTAGGG]-3’
P yehg zbytku subtelomery. 3’-[AATCCC]-5’




Telomery tvori smycC€ky (t-smycCKky) J, Griffith, 1999
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Fig.1 The Guanine Tetrad Motif and It= Hydrogen Bonding
Center (Right).
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Fig. 2 Various Strand Stoichiometries of G-CQuadruplex Struc-
tures.
(A} A one-stranded structure yields a unimolecular G-quadru-
plex. (B) Two strands render a bimolecular G-quadruplex. {C)
Four separate strands produce a quadrimolecular G-quadru-
plex.
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Fig. 3 Different Strand Polarity Arrangements of G-Quadru-
plexes.
(&) All strands parallell. (B) Three parallell strands and one strand

antiparallell. (C) Two pairs of adjacent parallell strands. (D) Alter-
nating antiparallell strands. Arrows indicate 53" palarity.
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g RE Hetankyraza
TR:7 i o (s

vidkno DNA
[TTAGGG]n

C-bohaté

telomerova
smycka

Sekvence
asociované s
telomerou

TRF1- dimer

t-smycku netvofi in vivo
DNA, ale chromatin

Fajkus et al., 2001, 2002



(a) (b) (c)

Sloupcova struktura tel. chromatinu

Fajkus & Trifonov, 2001



Na zakladé jakych experimentalnich udaji bylo navrzeno sloupcové

usporadani telomerovych nukleozomui?
1. Extrémné kratka periodicita tel. chromatinu (pozorovana u telomer obratlovci

(Makarov et al. 1993, Lejnine et al. 1995, Tommerup et al.1994), rostlin (Fajkus et al.1995) i prvoku
(Cohen& Blackburn, 1998, Figueiredo et al.2000) - sloupcovy model nabizi usporadani

nukleozomu takové, aby spojovaci DNA méla minimalni délku

2. Pravidelnost struktury a jeji stabilita v pripadé dlouhych vilaken, zatimco
kratké oligonukleozomalni fragmenty nestabilni - dusledek absence specifické
rotacni a translacni polohy nukleozomu v pfipadé 6-8 bp telomerové sekvence a slabé
interakce mezi DNA a oktamerem histonU (pocitaGova predikce - Fajkus et al., 1995,
experimentalné Rosseti et al., 1998)

3. ,Staré”, nepravem pozapomenuté vysledky (Voordouw & Eisenberg, 1978, Eisenberg
& Felsenfeld, 1981) ukazujici tvorbu ,dimerd” nukleozomu interakci mezi H3/H4
tetramery; dale sloupcové struktury spontanné tvorené drenovymi Casticemi v

krystalech (Richmond et al. 1984) a tekutych krystalech (_eforestier & Livolant 1997
Livolant & Leforestier 2000)




Martinez & Blasco,
2011

Koncept shelterinu —
Titia de Lange, G&D,
2005

TERT-TERC

St T T A3 33 -3

Telomeric roles Extra-telomericroles

* Protection and recombination (TRFZ, TRF 1, TINZ, TPP 1| |* Subtelomeric silencing (RAP 11+
and RAP1f 4278 » Transcriptional regulation

= G-strand protection (POT1F27% (RLAP 1)

* Length regulationiTRFZ, TRF1, TINZ , TPP1and RAP 184235 | | NF < B signalling (RAP1)#
# |[nhibition DDR (TRF2, TRF1, POT1 and RAP 13354454 * Whtsignalling (TERT)E27
= Telomere replication (TRF1)77# = RNA polymerase (TERT-RMRF)ES
» Telomerase recruitrnent [TPP 144 » Sterm cell robilization (TERTEZZS
= Telomere lengthening (TERT-TERC)"




S. cerevisiae

Dyskerin
complex

TiBS

Porovnani komponent lidskych a kvasinkovych telomer (Lue, TIBS 2010)
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Subtelomeric (TTAGGG),
Sequence

Cell Division and
Progressive Shortening

Replicative

ﬁ-
Senescence

Telomery, které nejsou dostate¢né dlouhé pro tvorbu t-smyc¢ky prestavaji fungovat jako ochranné

CepiCky a v nepfritomnosti telomerazy jsou kontrolnimi mechanismy rozpoznany jako neopravené
chromosomailni zlomy

Podle vztahu k aktivité telomerazy mizeme rozlisit (dle Forsyth et al., 2002):

1. bunky ,,telomerase-silent- postradaji aktivitu telomerazy bez ohledu na proliferacni aktivitu
(napf. terminalné diferencované bunky vétSiny lids. tkani)

2. bunky ,,telomerase-competent® - postradaji tel. akt. v klidovém stavu, ale re-exprimuji j1 pti
proliferaci (napf. rostlinné bunky, u ¢lov€éka imunit. systém, bazalni vrstva kilize, spermatocyty...)



Jak je udrzba telomer rizena?

|. transkripce genu
pro hTR a hTERT

ll. sestrih
hTERT

lll. transport
MRNA hTERT
Z jadra do
cytoplasmy

V. translace
uplné a altern.
sestfizené
mMRNA

V1. sestavovani fcniho komplexu
telomerazy (hnTR+hTERT) za ucCasti
proteinovych a RNP faktor(

@ f‘j — H/ACA
La gproteins
o ‘n_ n ri Staufen hnRMF A17
others?
hnRNP C1/C2 %:{‘
/l IN \‘EE? vil T
-o.  Others Vi I, . mx
TEPH p23
hspat

Nucleus

Cytoplasm

Wild-type and splice
variants of hTERT

Current Qpinicn in Genetics & Development

V. import translac¢nich produktd do jadra

VIl. dimerizace

VIII. transport k
telomeram

|X. zpristupneni
telomer
(uvolnéni t-loop,
chromatinova
struktura)

dalsi vlivy: napr.
fosforylace
hTERT proteinu



Zi

ti poznatku z oblasti biologie telomer

1. Stanoveni aktivity - TRAP assay -
telomerazy - TRAP

Conventional telomerase assay:

S TTAGGETTAGGGET TAGGES

+[elomerase
32p 4GTP,dTTP,dATP

Y TTAGGGTTAGGETTAGGGTTAGGG TTAGGGTTAGG GTTAGGG TTAG

e
=
1-3 T

TEAF assay

Y A TG TR AR A TT

AL

e
fERTHIE

18

LTt

+Telomerase
32p4GTP,dTTP,dATP,dCTP

B e TR TR GG T T AGGGTTAGGE TTAG GG T TAGGGTTAG

%“mﬂ i 2 PCR amplfication i

B A I T AT AR A T T A GGG T TAGGGTTAGGETTAGS GTTAS
Y 4 TG TN AGAGTT —

* hﬁﬁm ﬁa@ H H H e H . AATCCOATTCCC)3

tel. akt. v bunkach MM

Fiure modified, from Carol Greider



Detekce / stanoveni exprese hTERT, event. hTR, tel-vazebnych protein...

RT-PCR, RQ-RT-PCR
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Problém! - alternativni sestrih hTERT
mRNA (varianta hTERT a-)

v pripadé rozporu s vysledkem TRAP je
nutné analyzovat sestrihové varianty!

Telomerase Genes

MPCR Kit Cat #: TEL-M050S, TEL-M010S
 hTER « RTERT « hTP-1 « IRT-1 «IRI-2 *c-myc

HI8S (554 bp)

TRE-1 (433 bp)

-mye (381 bp)

TRE-2 (334 bp)

hTP-1 (292 bp)
hTERT (254 bp)

hTER (191 bp})
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(Fajkus et al., Anticancer Res., 2003)
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Alternativni prodluzovani telomer (bez telomerazy) - ALT

a b i

DA polymerization é

primed within t-lcop

. o * Strand invasion of sister telomere (
|| Duplication of G-rich
H """"""" * sequence and putative - |
) cleavage of C-rich strand
* Break-induced replication and second strand
l synthesis resulting in net telomere elongation

Second strand synthesis ‘;
and net telomere elongation

c Chromosomal Linear extrachromosomal d Chromosomal 1
te:le:‘:rnem telomeric DMNA fragment tellornere Circular
[ —— - O \— + telomeric |
[t %
* Strand invasion and extension *
- - .
.:‘\f-‘— Annealing and rolling- [}

circle replication

D N oot - et |

* Second strand synthesis
and telomere elongation

[ =\ e e g i icEaE s |

Mature Reviews | Genetics



ALT objeven nejdfive u kvasinek s
vyfazenou telomerazou (1993) —
Lundblad a Blackburn, pozdéji u
lidskych (1997) — Bryan et al.,
1997, a rostlinnych bunék (2008) —
Ruckova et al.

Spolec€né rysy:

mechanismus zahrnuje homol.
rekombinaci

telomery takto prodlouzené se
vyznacuji délkovou a sekvencni
heterogenitou

v ALT bunkach obvykle pritomny
telomerové krouzky (telomeric
circles)

v savcich bunkach se vyskytuji tzv.
APB téliska (ALT-associated PML
bodies)

A Asynchronous

GM847

JFCF/6-T.1JD

GM639

H20o2

MNNG

- %APB-positive cells| %APB-positive cells|%APB-positive cells
Cell lines TMM Asynchronous 20, treated MNNG treated
Large | Small | Large | Small | Large | Small
GM847 ALT+ 11.7 521 323 83.5 26.5 75.0
JFCF/6-T.1J/1D ALT+ 21.5 64.7 33.9 86.6 60.3 | 84.6
GM639 Telomerase+ 0 0 0 0 0 0

Fasching et al., 2007. Telomere FISH -
zelené, PML-Ab — Cerveneé.




Telomery rostlin

» obvykle (TTTAGGG)n, ale existuje rada
vyjimek - rostliny s lidskym typem telomer
(TTAGGG)n, rostliny s dosud neznamym
typem telomer udrzovanym zrejme bez
telomerazy (Cestrum — Solanaceae, Allium
— Alliaceae)




A related group of plants - the Asparagales
synthesize different types of telomeres.

Loss of
human-type
of telomeric sequences

\

Replacement of
Arabidopsis-
type telomere

\

Y Group (iii)
[ . 4 27
[ s

Group (ii)
[TTAGGG]n

_‘—j Hyacinthaceae
Aphyllanthaceae
Themidaceae
sequence — —| Asparagaceae
—< Ruscaceae
aceae
a

“human”

Group (i)

omine | [FTTAGGG]N

“Arabidopsis”

maintenance
unknown, ALT?

telomerase

telomerase

Sykorova et al., 2003



Jak je tomu s délkou telomer u raznych rostlin, na rtiznych raménkach
chromozomli téze rostliny, béhem vyvoje rostliny...?

 délka telomer silné variabilni, a to i mezi pfibuznymi druhy - napf. Nicotiana

sylvestris - az 20-200kb, N. tomentosiformis - 20-50kb (Kovarik et al., Theor.
Annl (Genet 199A)

* délka telomer na jednotlivych koncich chromozomu téze rostliny se lisi vice,
nez mezidruhove (viz vysSe) a na daném chromozomalnim rameénku je
regulovana v uzkém rozmezi (cca 1kb - Riha et al., 2001, Riha et al., 2002) -
spektrum terminalnich restrikCnich fragmentd rostlin s dlouhymi telomerami
(napr. Nicotiana tabacum) je tudiz ,Carové” - vyhoda pro dalsi praci, rozdil od
lidskych telomer (Fajkus et al., Mol.Gen.Genet. 1995)

* Neexistuje zavislost mezi velikosti genomu nebo }"

o )4 v v )4 \}\‘\ h
chromozomu, a délkou telomer - napr. srovnatelne velke w
genomy S. /atifolia a N. tabacum maiji fradove rozdilneé

delky telomer (2.5-4.5kb  23-160 kb) (Riha et al., Plant Cell 1998;

Fajkus et al., Mol. Gen. Genet. 1995)
|

* V rostlinnych bunkach existuje (podobné jako v zivoCiSnych) enzym
telomeraza, ktery uskutec€riuje syntézu telomer mechanismem reverzni
transkripce Fajkus et al. FEBS Lett. 1996, Heller et al. MGG 1996, Fitzgerald et al. PNAS 1996



« Behem opak.
dediferenciace a
diferenciace rostl.
bunék se deélka
telomer vyrazné
nemeéni, zvySena
proliferace v kal.
Kulture je vyvazena
aktivaci telomerazy.

Fajkus et al., Mol.
Gen. Genet., 1998

-esné regulace

» Obdobné vysledky (stabilni délka telomer v riz. pletivech, aktivita telomerazy
umerna proliferacni aktivité) zjistény v nasi paralelni studii u Silene latifolia -
Riha et al., Plant Cell, 1998

plant Il callus Il

g
;
-
;

Zjisteni o stabilni délce telomer béhem proliferace a diferenciace

rostlinnych bunék je v souladu s tzv. totipotenci rostl. bunék. zatimco stavba
zivocCisného téla je zhruba dokoncena béhem embryonalniho vyvoje (gamety se tvofi jiz béhem
gastrulace - zarodeCna a somaticka draha se oddéluje), u rostlin vznikaji organy (i reprodukeni)
diferenciaci z apikalnich meristému (obdoba kmen. bunék) az béhem rustu rostliny a zména v
genomu meristémové nebo i somatické bunky (v€etné prip. zkraceni telomer) muze byt pfenasena
do gamet a nasledujiciho pohlavniho potomstval!! Rostlinné burnky jsou telomeraza-kompetentni




Jak je rostlinna telomeraza regulovana ?

» Regulace na urovni transkripce a alternativniho sestrihu - Fitzgerald et al., 1999,
Ogquchi et al., 1999, Heller-Uszynska et al., 2002

* Regulace fytohormony: pozitivné - auxin (podporuje buii. déleni), negativné -
abscisova kyselina (ABA) - aktivace je zavisla na fazi bun. cyklu (S-faze), Ize inhibovat
olomoucinem, staurosporinem (inhibitory Cdc2/Cdk2 kinaz kontrolujicich pfechod z G1 do S-faze
bun. cyklu)

aktivaci Ize prodlouzit inhibitory protein-fosfatazy 2A (PP2A), nebo naopak odstranit
pridanim exogenni PP2A

-<tivita je regulovana pomoci fosforylaéniho stavu katalytické podjednotky
telomerazy (Tamura et al., 1999; Yang et al., 2002)

* Regulace pomoci telomer-vazebnych proteint - v neproliferujicich tkanich je
pritomen protein (40 kDa), ktery se specificky vaze na jednovlaknoveé presahy G-vlakna
telomer a tim blokuje pristup telomerazy k jejimu substratu. Inhibice aktivity potvrzena in

vitro - 1. rostlinny telomer-vazebny protein s regulacni ulohou - Fulneckova a Fajkus, FEBS
Lett., 2000)

Existence G-presahu u rostlin prokazana na 50% telomer v délivych burfikach a na 35% v
nedélivych bufikach (Riha et al, 2000)

Regulace na urovni dostupnosti konce telomery pro telomerazu muze zprostfedkovat
hledany stupen zajistujici kvantitativné vyvazenou syntézu telomer



2009 Nobelova cena za fyziologii

2008 krystalova struktura celé TERT podjednotky
2007 @ «krystalova struktura Gasti TERT
2005 @ 'shelterin”

Aktivni misto

2000 ©  telomerové krouzky

1999 @ T-smycka vizualizovana elektronovym mikroskopem
telomeraza

1997 @ klonovani proteinové podjednotky telomerazy (TERT)

senescence . ; .
1993 alternativni mechanismy udrzovani telomer (ALT)

1992 @ telomeraza a nadorové bujeni

1989 @ kionovani RNA podjednotky telomerazy

= 100

K}

3 krize

S 50 -

o

At

D

0

o

o

0 v
cas

gen1 telomera gen 2 gen 3

1987 @ 3' presah G-fetezce je typickym znakem telomer

S
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1938 @ telomera jako konec chromosomu Fajkus a S_VkOI'OVé, 2010 ©  hlenka

modelové organizmy

1986 @ purifikace telomera-vazebného proteinu

@ rostliny
1985 @ telomerova terminaini transferaza @ ok
1982 P ochranna funkce telomery ® oo
1978 @ nukleotidova sekvence telomery
hmyz
1971-73 problém neliplné replikace konce chromosomu
kvasinky



Zaver
Telomery patri mezi nepostradatelné funkcni domeny
linearnich chromozomu

Tvoreny CHROMATINEM, nikoli pouze DNA

Proteinova slozka je vyznamna v regulaci udrzby
telomer

Kromé DNA a proteinu hraje vyznamnou roli i RNA
(jednak jako slozka telomerazy TR, jednak telomerove
transkripty TERRA, které ovlivauji heterochromatinizaci
telomer a jejich dostupnost pro telomerazu)

Nova temata ve studiu telomer: napf. netelomerové role
telomerazy



