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Zachowanie dtugosci telomeréw
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Telomery chronig korice chromosomdéw utrzymujac stabilno$é genomu. Diugo$¢ telomerdw
jest regulowana poprzez aktywno$¢ enzymatyczna telomerazy lub alternatywnie przez proces
rekombinacji. Brak tych mechanizméw powoduje, ze telomery ulegaja nadmiernemu skréce-
niu osiagajac krytyczng dtugo$é. Telomery o krytycznej dtugosci nie chronig chromosomdéw,
cykl podziatowy komérki ulega zatrzymaniu, a uspienie procesu replikacyjnego generuje
starzenie komérkowe lub wymusza $mier¢ komérki. Jednak nadmiernie skrécone telomery
sprzyjaja powstawaniu niestabilno$ci chromosomowych, ktérych utrwalenie moze prowadzi¢
do nowotworzenia. W procesie tym aktywno$¢ enzymatyczna telomerazy ulega reaktywacji.
W celu utrzymania ochrony koticéw chromosoméw telomery wiazg stabilizujacy kompleks
biatek ochronnych, ktérego obecno$¢ zapobiega wystapieniu niepozadanych uszkodzert DNA
i uruchomieniu szlaku systemdéw naprawczych. Wspétczesne technologie biologii molekular-
nej umozliwiajg ocene dlugosci telomeréw, pozwalaja na ocene aktywnosci i ekspresji telome-
razy oraz identyfikacje polimorfizméw, mutacji i zmian epigenetycznych genéw zwiazanych
z kompleksem telomer - biatka ochronne - telomeraza. Obecnie prowadzi si¢ badania majace
na celu opisanie mechanizméw regulujacych dtugosci telomeréw oraz okre$lenie ich wptywu
na pojawienie sie zaburzer zwigzanych z uszkodzeniem szpiku, rozwojem choréb rozrosto-
wych uktadu krwiotwérczego, choréb neurodegeneracyjnych oraz innych schorzeti zwigzanych
z niestabilnoécig chromosomowa. Model wspétczesnych terapii opartych na biologii telome-
réw wyjasnia znaczenie zachowania dtugosci telomeréw w procesie starzenia komérkowego
i nowotworzenia.

dtugosc telomerow - aktywnos¢ telomerazy - starzenie komérkowe - replikacja DNA - naprawa uszkodzen DNA

Summary

Telomeres protect the ends of chromosomes maintaining genome stability. The activity of
telomerase enzyme, or alternatively the process of recombination, regulates the length of
telomeres. In the absence of these mechanisms, excessive shortening of telomeres reach its
critical level. Excessively shortened telomeres do not protect chromosome ends, the cell divi-
sion cycle is stopped while the inactivity of replication process generates cellular senescence
and cell death. On the other hand, critically shortened telomeres may promote chromosomal
instability. These changes can lead to the development of carcinogenesis. In this process en-
zymatic activity of telomerase is reactivated. To maintain the protection of the chromosome
ends, telomeres bind the stabilizing protein complex (shelterin). The presence of these pro-
tective proteins prevents undesirable DNA damage and initiates the repair system pathways.
Molecular technologies enable the evaluation of telomere lengths, the analysis of telomerase
expression and activity, and detection of mutations, polymorphic and epigenetic changes in
telomere - shelterin - telomerase complex related genes. The purpose of research is to descri-
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be new mechanisms that affect the biology of telomere lengths, and to determine the impact
on bone marrow failures, development of haematological malignancies, neurodegenerative
diseases and others disorders associated with chromosomal instability. The model of modern
therapies based on telomere biology explains the significance of the maintenance of telomere
lengths in the process of cellular senescence and carcinogenesis.
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Wsrep

Genom organizméw Eucaryota to linearna struktura DNA,
ktéra wymaga mechanizméw zabezpieczajacych korice
chromosoméw przed uszkodzeniami oraz fuzja. Ochrone
koticowej sekwencji DNA chromosoméw przed wlaczeniem
mechanizméw naprawczych gwarantuja struktury zwane
telomerami [44]. U kregowcéw telomery zbudowane sg ze
zmiennej liczby powtarzajgcych sie sekwencji sze$ciu nukle-
otyddéw (5-TTAGGG-3")n, ktére wraz z grupa biatek ochron-
nych shelterin (shelter, schronienie) stabilizuja genom przed
wystgpieniem niepozadanych uszkodzeni. Sekwencje telo-
merowe wspomagaja zachowanie integralnos$ci informacji
genetycznej oraz gwarantujg odpowiednia dostepno$¢ dla
telomerazy, enzymu kontrolujacego liczbe powtdrzeri [69].
Dlugo$é powtdrzen telomerowych jest zalezna od rodzaju
chromosomu, typu komdrki oraz jej statusu biologicznego
[86]. Jesli brak aktywnosci telomerazy (np. w komérkach so-
matycznych) telomery ulegaja skréceniu [32,78]. Skracanie
dlugosci telomeréw nastepuje z kazdym cyklem podziato-
wym komérki i jest wyrazem postepujacego procesu starze-
nia komérkowego. Dysfunkcja telomeréw zwigzana z osig-
ganiem krytycznej liczby powtérzeni telomerowych (<100
powtdrzeri) ma zwigzek z limitem podziatowym Hayflic-
ka, ktéry wynosi okoto 80 podziatéw komérkowych [52,72].
Krytyczna dlugo$é telomeru generuje procesy starzenia
komdrkowego, wymusza replikacyjny stan spoczynkowy
lub apoptoze, stanowigc tym samym supresje dla procesu
nowotworzenia [96]. Aktywno$¢ telomerazy jest $cisle sko-
relowana z etapami zyciowymi komérek. Duza aktywno$é
telomerazy obserwowana jest w komérkach zarodkowych
i wielopotencjalnych o wysokim indeksie proliferacyjnym
oraz we frakcji komdrek aktywowanych. W wiekszosci komé-
rek somatycznych nie stwierdza sie aktywnosci telomerazy,
natomiast w komérkach nowotworowych obserwuje sie re-
aktywacje tej aktywnosci [5]. Poszczegdlne sktadowe kom-
pleksu telomer/biatka ochronne/telomeraza sa wzajemnie
powiazane czynno$ciowo. Obecnos$¢ zmian mutacyjnych wy-

stepujacych w poszczegdlnych podjednostkach telomerazy
lub kompleksie biatkowym moze mieé¢ wplyw na pojawienie
sie okreslonych zaburzeti zwigzanych z uszkodzeniem szpi-
ku, rozwojem chordb rozrostowych uktadu krwiotwércze-
g0, choréb neurodegeneracyjnych oraz licznych schorzeri
zwigzanych z niestabilno$cig chromosomowa [46,71]. Obec-
nie dazy sie do wyjasnienia roli telomeréw w patogenezie
wielu chordb np. choréb neurodegeneracyjnych, zwlaszcza
zwigzanych z podesztym wiekiem. W wielu przypadkach kli-
nicznych wykazano zwiazek miedzy dtugoécia telomerdw,
aktywnoscia telomerazy a wystgpieniem proceséw nowo-
tworowych [39,79]. Telomeropatie sa obecnie przyjetym ter-
minem do opisu choréb zwiazanych z dysfunkcja telomeréw
[3,4,98]. Znaczny postep wspbtczesnych technologii biome-
dycznych umozliwia opracowanie i wdrozenie nowatorskich
metod molekularnych i bioanalitycznych o wysokiej czu-
todci i rozdzielczosci, ktére pozwalaja ocenié¢ dhugos¢ telo-
merdw, wyznaczy¢ aktywno$¢ i ekspresje telomerazy oraz
zidentyfikowaé obecno$¢ mutacji i zmian polimorficznych
gendéw zwigzanych z kompleksem telomer/biatka ochron-
ne/telomeraza[7,95]. Prowadzone badania wykonywane na
poziomie genu, identyfikujg zmiany dotyczace regiondw te-
lomerowych i subtelomerowych na poziomie chromosomu,
w zmienionych chorobowo komérkach, tkankach lub pty-
nach ustrojowych uzupetniajac tym samym wiedze na temat
biologii telomeréw. Monitorowanie dtugos$ci telomeréw, oce-
na aktywnosci telomerazy i stabilno$ci kompleksu shelterin
moga by¢ pomocne w przewidywaniu ryzyka pojawienia sie
wielu choréb nowotworowych [6,64]. Waznym jest, aby ko-
morkom bedacym w fazie przednowotworowej z krytyczna
dlugoscig telomeréw umozliwi¢ wdrozenie nowych ukie-
runkowanych terapii opartych na zastosowaniu wasciwych
inhibitoréw enzymu telomerazy badZ innych nowatorskich
strategii leczniczych [23]. Wskazane nowe markery procesu
zwigzanego z dysfunkcja telomeréw beda miaty istotne zna-
czenie w ocenie klinicznej chorego oraz w charakterystyce
procesu starzenia komdrkowego. Proces starzenia zwigzany
jest ze stopniowym zmniejszaniem wydolnosci funkcjonal-

1320



Wysoczanska B. — Zachowanie dtugosci telomerdw

nej narzaddéw i tkanek. Dochodzi wéwczas do zmniejszenia
liczby komdrek spetniajacych okreslone funkcje. Limit Hay-
flicka jest wyznacznikiem starzenia sie komdrki [52]. Starze-
jace sie komdrki somatyczne wykazujgce mutacje zawierajg
potencjat transformacji nowotworowej, jednak procesy sta-
rzenia ostatecznie doprowadzajg do $mierci komérki, a nie
do jej zmian zwigzanych z nowotworzeniem. Starzejace sie
komérki, ktére nie dzielg sie pozostaja w dalszym ciagu me-
tabolicznie aktywne. Wytwarzaja wiele czynnikéw, ktére
moga stymulowaé lub hamowa¢ wzrost innych komdérek
i tkanek. Zmiany wystepujace w starzejacych sie komér-
kach wplywaja zaréwno na homeostaze, jak i na mozliwe
procesy nowotworzenia. Istnieje wiele danych wskazuja-
cych, ze dobrym markerem starzenia komérek sa skraca-
jace sie telomery [8,90]. Z wiekiem obnizaja sie zdolnosci
do regeneracji prawidlowych komdrek oraz pojawiaja sie
cechy degeneracji tkanek. Proces starzenia jest procesem
ztozonym, zwigzanym z licznymi zaburzeniami programu
genetycznego, czego wyrazem jest nadmierne kumulowanie
niekorzystnych zmian. Starzenie komérkowe charakteryzuje
sie zmniejszeniem metabolizmu komérkowego oraz zmniej-
szeniem zdolnosci do naprawy uszkodzeri DNA. Niektére
geny supresji nowotworowej nie tylko reguluja przebieg
cyklu komérkowego, ale sa konieczne do indukcji starzenia
komérki. Mutacja genu TP53 lub RB moze by¢ wystarczajgca
dla rozwoju komérek nowotworowych, ktére moga ulegaé
starzeniu lub apoptozie [12,42,47,88].

TELOMERY, STRUKTURA | FUNKUA

Liniowa struktura DNA u Eucaryota wymaga mechanizmdéw
zabezpieczajacych przed utratg informacji genetycznej.
Telomery zawarte na koricach chromosoméw spetniajg te
funkcje, a ponadto chronig przed niepozadanymi uszko-
dzeniami i wigczeniem systeméw naprawczych DSB (do-
uble-strand-breaks), ktérych dziatanie moze prowadzi¢ do
powstania licznych niestabilnosci genetycznych. Telomery
u ssakéw stanowig powtdrzenia heksametrowej sekwencji
(5’-TTAGGG-3")n o dtugosci ~5-15 tysiecy par zasad [73]. Po-
wtdrzenia te w naturalny sposéb chronia korice chromoso-
méw przed degradacja, modyfikacja i fuzja [37]. Sekwencja
powtdrzeni telomerowych zawarta jest w podwdjnej nici

DNA (dsDNA) o dtugosci okoto 10-20 tysiecy par zasad boga-
tychw cytozyne (C) oraz w nici pojedynczej (ssDNA) bogatej
w guanine (G). Ni¢ ssDNA jest fragmentem nici nadwieszo-
nej 3’ o dhugosci 50-300 nukleotydéw [8,9]. Ni¢ nadwieszona
zostaje wlaczona do homologicznego regionu dsDNA za-
mykajac sie w postaci swoistej petli (t-loop). Struktura ta
zapewnia niedostepno$¢ do DNA korica chromosoméw dla
niepozadanych czynnikéw mogacych spowodowaé trwate
uszkodzenia nici DNA [37,38]. Powtarzalne sekwencje te-
lomerowe zawarte w dsDNA i ssDNA wigza kompleks bia-
tek ochronnych, ktéry stabilizuje strukture telomeréw i re-
guluje dostepno$¢ telomerazy [31,36,71,75,86]. Na ryc. 1.
przedstawiono schemat budowy telomeru wraz z biatkowym
kompleksem ochronnym oraz kompleksem podjednostek
enzymu telomerazy. Opisano i scharakteryzowano wiele me-
tod pozwalajacych na okreslenie dtugosci telomerdw [7,95].
Wielu badaczy skupia swa uwage na okre$leniu dtugosci te-
lomeréw w réznych sytuacjach biologii i kliniki czlowieka.
Okreslenie dtugosci telomerdw jest pomocne w badaniach
nad procesem starzenia sie komérki, uwarunkowaniem roz-
woju choroby i okre$leniem biomarkeréw zwiazanych z pro-
cesem nowotworzenia[7,95]. Na przyktad badania Benetosa
iwsp. wykazaly, ze u kobiet dlugo$¢ telomerdw jest wieksza
niz u mezczyzn [13)]. Sadzi sie, ze na proces skracania dtu-
gosci telomeréw mogg mieé wptyw hormony plciowe [26].
Badania wykonane w zréznicowanych populacjach komdr-
kowych wykazaly, ze dlugo$¢ telomerdw ulega skrdéceniu
w wiekszym tempie w populacji limfocytéw w poréwnaniu
do populacji granulocytéw niezaleznie od wieku [6,81]. Prace
Auberta i wsp. dowiodly, Ze w odpowiednich grupach wieko-
wych u ludzi zdrowych mozna wykazaé okreslong dtugosé
telomeréw oraz wyznaczy¢ ich stopieni skracania [6]. Bada-
nia te wykonane w zréznicowanych populacjach komérko-
wych wykazaty, ze skrécenie dtugosci telomeréw przebiega
najbardziej dynamicznie w przedziale wiekowym 0-1 roku,
oraz ze skrécenie dhugo$é telomeréw przebiega w wiekszym
tempie w populacji limfocytéw w poréwnaniu do populaciji
granulocytéw niezaleznie od wieku [6,81]. Ta sama grupa
badawcza wykazata istotne réznice w zachowaniu dtugo$ci
telomerdw w populacji komérkowej limfocytéw o fenoty-
pie komdrki B, komérki T pamieci, komérki NK/T oraz ko-
mérki naiwnej w okreslonych przedziatach wiekowych [6].
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Ryc. 1. Telomer jest strukturg ztozong z powtdrzen heksamerowych (5'- TTAGGG - 3')n, chroniong przez kompleks biatek - shelterin i requlowana przez enzym telomeraze
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Badania innej grupy badawczej wykazaly istotne réznice
w zachowaniu dhugosci telomeréw dla komdrek B pamieci
i B dziewiczych [66].

Obecno$¢ telomerdw na koricach chromosoméw ma spetnié
dwa podstawowe zadania:

« ochroni¢ konice liniowego DNA od wigczenia niepozadanej
maszynerii sygnatowej uszkodzeri DNA - DSB oraz

« zachowac stabilno$¢, ciggtosé i integralno$¢ genomu, nie
podejmujac utraty informacji genetycznej.

Wypracowane enzymatyczne mechanizmy ochrony (telo-
meraza) i obecne struktury biatkowe (shelterin) zwigzane
ztelomerami sprzyjaja utrzymaniu stabilizacji kocéw chro-
mosomdw [75]. Skracanie dtugosci telomerdw jest procesem
dynamicznym, zachodzacym na poszczegdlnych etapach
zwigzanych z cyklem zyciowym komdrki [44]. W komérkach
somatycznych, dojrzatych i zréznicowanych obserwuje sie
sukcesywne skracanie dtugosci telomeréw zwigzane z cy-
klem podziatowym komdrki i zaawansowanym procesem
replikacyjnym. W razie braku aktywnosci telomerazy odby-
wa sie to w sposéb regularny i dotyczy kazdego procesu po-
dziatowego komdrki [44]. Proces skracania telomeréw moze
by¢ dodatkowo wzmozony przez dziatanie zewnetrznych
bodZcédw $rodowiskowych, takich jak stres genotoksyczny
i oksydacyjny komérki oraz obecno$¢ defektéw genetycz-
nych zwigzanych ze zmianami mutacyjnymi struktur to-
warzyszacych [63,76,84].

Telomery sa nazywane molekularnym zegarem, ktéry in-
formuje komérke o przekroczeniu krytycznej liczby po-
dzialéw (80x, limit Hayflicka) [52]. Skrécenie telomerdw
ponizej wartosci krytycznej (<100 powtdrzeri) uniemoz-
liwia utrzymanie wiasciwej struktury przestrzennej petli
(t-loop) oraz powoduje brak mozliwo$ci wigzania sie biatek
ochronnych do telomeréw [35,75]. Zbyt krétkie telome-
ry sa sygnalem informujgcym o starzeniu komdrkowym,
moga by¢ rozpoznawane przez mechanizmy regulujace
cykl komérkowy jako moment sygnalizujacy konieczno$é
wstrzymania dalszych podzialéw - komérka przechodzi
woéwczas do stanu spoczynkowego (senescence) lub moze
ulec apoptozie [44,72]. W procesie starzenia komérkowego
ustajg podzialy, przyspieszony zostaje proces degeneracyj-
ny komoérki, podatno$¢ organizmu na choroby wzrasta.
Starzenie komérkowe moze stanowi¢ bariere dla rozwoju
nowotworu. Komérki, ktére osiagnely stan trwatego za-
trzymania podziatéw nie muszg podda¢ sie transformacji
nowotworowej, jednak badania wskazujg, ze na tym etapie
moze dochodzi¢ do stymulacji i wzrostu komérek przed-
nowotworowych [55].

MECHANIZM REPLIKACJI TELOMEROW

Podczas procesu powielenia materiatu genetycznego rodzi-
cielska ni¢ DNA jest kopiowana tylko w jednym kierunku
poniewaz polimeraza DNA przesuwa sie w kierunku od 3" do
5" kotica, dobudowujac nowg ni¢ zawsze od 5’ do 3’ korica.
Wyjasnienie, dlaczego komérki tracg sekwencje telomero-
we w kazdym podziale komérkowym wymaga przyblizenia
szczegdtéw procesu replikaciji [75].

Replikacja telomeréw jest procesem semi-konserwatywnym.
Oznacza to, ze synteza nowych nici DNA moze sie odbywaé
tylko z udziatem nici rodzicielskich, stuzacych jako matryce.
Aby dobudowa¢ komplementarna ni¢ DNA musi zadziata¢
kompleks sktadowych enzyméw: helikaza, prymaza (syn-
teteza 10 nukleotydowych odcinkéw RNA - startery repli-
kacji), polimeraza DNA (dobudowa kolejnych nukleotydéw
w kierunku od 5” do 3" korica nici DNA). Nici DNA sg zwrdco-
ne do siebie przeciwréwnolegle, a replikacja DNA taricucha
wiodacego (5’-3") i opéznionego (3-5") przebiega w odmien-
ny sposéb. Ni¢ wiodaca jest rozbudowywana w sposdb cia-
gly, druga ni¢ opézniona jest dobudowywana fragmentami
Okazaki [75,82]. W czasie podziatu komdrkowego polimera-
za DNA nie replikuje korica faricucha opéznionego. Jest to
tzw. ,,problem replikacji korica” (end replication problem).
Brak replikacji korica faticucha opdznionego powoduje za-
tem skracanie telomeréw. Po zakoriczeniu dobudowy nici
przez polimeraze DNA, nastepuje usuwanie niepotrzebnych
starteréw przez nukleaze, nastepnie ligaza faczy powstate
fragmenty DNA, umozliwiajac w ten sposéb zachowanie cig-
glosci nici potomnej. Podczas procesu replikacji dochodzi do
skrécenia sekwencji DNA, formowana jest nadwieszona nié
3, ktéra wymaga dziatania wielu egzonukleaz np. Apollo,
EXo1, MRE11 [82]. Maszyneria replikacyjna dziata wedlug
opisanego wyzej schematu, a z powodu braku mozliwosci
odtworzenia odcinkéw DNA w miejscu wycietego starte-
ra nastepuje skracanie dhugosci telomeréw przy kazdym
podziale komérkowym. Chromosomy myszy i cztowieka
skracaja sie 0 50-150 par zasad podczas jednego podziatu.
Skracanie dtugosci DNA chromosoméw podczas replikacji
to tylko jeden z probleméw wynikajacych z istnienia wol-
nych koficéw DNA. Inne procesy zwigzane z replikacja to
rozpoznawanie koicéw nici DNA jako miejsc objetych uszko-
dzeniami, degradacja koicéw DNA przez nukleazy, a takze
taczenie sie koricéw ze soba i tworzenie fuzji chromosoméw.
Skracanie chromosomdéw ogranicza liczbe podziatéw komér-
kowych [14]. Tylko aktywno$é telomerazy lub alternatywny
mechanizm wydtuzania telomeru ALT moze mie¢ wplyw na
regulacje i zachowanie dtugosci telomeru [61,96]. Nadmierne
skracanie dtugosci telomeréw oraz wydtuzanie telomeréw
przez telomeraze w okreslonych sytuacjach cyklu komdér-
kowego ma znaczenie kliniczne dla cztowieka. Proces ge-
nerowania nici-G i jej nadwieszenia odbywa sie niezaleznie
od ekspresji telomerazy. Niezbedne jest trawienie nukleaz,
aby zostaly wygenerowane nadwieszenia. Ze wzgledu na po-
wtarzalno$¢ sekwencji telomerowego DNA proces replikacji
jest utrudniony i wymaga dziatania wspomagajacego wielu
dodatkowych biatek, np. TRF1, RecQ helikaza, BML, WRN,
FANCJ, RTEL, FEN1 [86]. Rekrutacja telomerazy do miejsca
wydluzania telomeru przebiega z udzialem ciatek Cajala oraz
interakgcji z TPP1 (sktadowa kompleksu sheltherin). Kazdy
telomer jest wydtuzany o 50-60 nukleotydéw (nt), podob-
nie jak wydtuzanie nici DNA in vitro przez telomeraze RNP
wspomagane przez sktadowe POT1/TPP1 [86].

KOMPLEKS BIALEK OCHRONNYCH — SHELTERIN

Kompleks biatek ochronnych shelterin to ztozona wielobiat-
kowa struktura zwigzana z telomerami. Biatka te rozpoznaja
organizacje korica chromosomdw i zwigzane z nimi sekwen-
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cje telomerowe. Biatka shelterin chronig przed niepozadany-
mi aktywnosciami szlakéw naprawczych, a swoja obecnoscig
zapewniajg stabilno$¢ genomu [34,35,36]. W sktad komplek-
su shelterin wchodza nastepujace biatka: TRF1, TRF2, RAP1,
TIN2 , TPP1 oraz POT1 [41,75,90]. Biatka shelterin wigza sie
wzajemnie wigzaniem biatko-biatko: RAP1-TRF2, TPP1-POT1,
TIN2-TRF1-TFR2-TPP1 oraz wigzaniem biatko-DNA. Shelte-
rin przytwierdzajg sie do podwdjnej nici dsDNA telomerdw
poprzez TRF1iTRF2 lub do nici pojedynczej ssDNA poprzez
sktadowq POT1[11]. Shelterin tworza stabilng i zwartg struk-
ture, promujac formowanie petli t-loop zabezpieczajac w ten
sposéb genom przed wlaczaniem niepozadanych szlakéw
naprawczych [74]. Wykazano, ze brak TRF2 wplywa desta-
bilizujaco na nadwieszona nié-G, aktywujac szlak naprawy
DNA poprzez ATM/P53 [86]. Natomiast brak podjednostki
POT1 uruchamia szlak naprawy poprzez ATR (ataxia telan-
giectasia) [37]. Udokumentowano, ze rekrutacja enzymu te-
lomerazy jest zalezna od sktadowych kompleksu shelterin:
POT1, TPP1, TIN2 [35,36]. Struktura telomerdw oraz biatek
ochronnych moze wystepowaé w postaciach ,,zamkniete;”
niedostepnej dla telomerazy oraz ,,otwartej” umozliwiajac
w ten sposéb dostep enzymu, celem wydhuzania i dobudo-
wywania powtarzalnych sekwengji telomerowych [8].

MECHANIZMY NAPRAWCZE USZKODZEN DNA

Uszkodzenia obu nici DNA, gdy oba taricuchy nukleotydo-
we w podwdjnej helisie zostajg przerwane sa szczeg6lnie
niebezpieczne dla komérki, gdyz moga prowadzi¢ do nie-
odwracalnych zmian w genomie. Wyréznia sie trzy szlaki
naprawy uszkodzeti DNA: HRR (homologous recombination
repair), C-NHEJ (classical nonhomologous end joining) oraz
A-NHE]J (alternative NHE]) [71]. Powodzenie naprawy DNA
zalezy od wielu czynnikéw, np. typu i wieku komérki oraz
$rodowiska pozakomdrkowego. W komdree, w ktérej duza
ilo$¢ DNA ulegta uszkodzeniu lub w ktérej mechanizmy na-
prawy DNA nie sg wystarczajaco efektywne, moze doj$¢ do
nieodwracalnego stanu wygasniecia aktywnosci komdrki
(starzenie komérkowe), apoptozy oraz do uruchomienia nie-
kontrolowanych podzialéw komérkowych, prowadzacych
do powstania nowotworu. Nadmiernie skrécona dtugo$é
telomerdw lub brak jednego z komponentéw biatkowych
shelterin spowodowany np. zmiana mutacyjna, prowadzi do
odstoniecia korica chromosomu, utatwiajac mozliwos¢ roz-
poznania uszkodzen genomu [72]. Wiaczenie odpowiednie-
go mechanizmu naprawczego wywotanego zmiana dtugosci
telomerdw moze prowadzi¢ do propagacji nowotworzenia
[96]. Proces naprawy uszkodzet odbywa sie z udziatem bia-
tek ATM/ATR (ataxia telangiectasia mutated protein/ataxia
telangiectasia) i regulowany jest czynnikami cyklu komér-
kowego z udziatem szlaku p53, p16/Rb [12,32,42,47,88]. Je-
§li naprawa uszkodzeti DNA wiedzie poprzez typowe szlaki
naprawcze np. NHE] moga powstawa¢ liczne niestabilnosci
chromosomowe zwigzane z fuzjami genéw oraz licznymi
translokacjami charakterystycznymi dla zmian nowotworo-
wych [34]. Zmiany mutacyjne w poszczegdlnych sktadowych
kompleksu biatek shelterin odgrywaja réwniez znaczaca
role w przebiegu utrzymania réwnowagi miedzy supresja
nowotworowa a propagacja nowotworzenia [34]. Zaburzenia
TRF2 aktywuja biatko ATM, ktdre jest zaangazowane w na-

prawe uszkodzeni DNA, zwigzane z fuzjg telomeréw, a takze
z homologiczng rekombinacjg HRR [71]. Gdy stwierdza sie
brak sktadowej POT1, komérki odpowiadaja poprzez me-
chanizm zwiazany ze szlakiem naprawy wiodacym poprzez
biatko ATR [38].

TeLoMeRAZA

Telomeraza jest holoenzymem o aktywnosci odwrotne;j
transkryptazy odpowiedzialnym za wydtuzanie sekwencji
telomerowych [78]. Aktywno$¢ tego wysoce wyspecjalizo-
wanego enzymu rekompensuje ubytek sekwencji DNA te-
lomeréw [86]. W komdrkach somatycznych nie stwierdza
sie obecnosci telomerazy. Komérki o wysokim potencjale
proliferacyjnym i komérki zarodkowe, macierzyste, proge-
nitorowe uktadu krwiotwdrczego, skéry i krypt jelitowych
charakteryzuja sie duza aktywnoscia telomerazy [19]. Ta
aktywno$¢ stwierdzana jest ponownie w komérkach zmie-
nionych nowotworowo [32]. Telomeraza jest rybonukle-
oproteing zbudowana z podjednostki katalitycznej TERT
o aktywno$ci odwrotnej transkryptazy (telomerase reverse
transcriptase), podjednostki RNA - TERC stanowigcej swoisty
wzorzec telomerowego DNA oraz wielu innych sktadowych,
w tym biatka dyskeriny [33].

Kompleks telomerazy zawiera wiec polimeraze i wiasng
matryce. Trzy podjednostki telomerazy kodowane sa przez
oddzielne geny zlokalizowane na réznych chromosomach.
TERT kodowana jest przez gen zlokalizowany na chromo-
somie 5p15.33, TERC na chromosomie 3g21-28, a TP1 na
chromosomie 14q11.12. Podtoze molekularne regulujace
aktywno$¢ telomerazy jest ztozone i stanowi wielopoziomo-
wy system nadzorujacy [32]. Regulacja aktywnosci enzymu
moze przebiegaé na poziomie transkrypcji, potranskryp-
cyjnie oraz potranslacyjnie [32]. Rekrutacja telomerazy do
miejsca koricowego chromosomu jest modulowana przez
biatka ochronne shelterin zwigzane z telomerami. Rojas
i wsp. opisali zalezno$ci miedzy sktadowymi poszczegdl-
nych podjednostek i domen shelterin oraz enzymu telo-
merazy np. TEN1, TPP1, POT1 [32,75]. Opisano szczegStowo
procesy regulacji telomerazy poprzez RAP (repeat addition
processivity) oraz TERRA (transcript term telomeric repe-
at containing RNA) [32,77]. Poszczegdlne sktadowe biatek
shelterin stanowig swoista gwardie dla fundamentalnej roli
telomerdéw i telomerazy [34, 35,36]. Dostepne metody biolo-
gii molekularnej pozwalaja na badanie genetycznego pod-
toza aktywnosci telomerazy, co ma znaczenie szczegélnie
w przypadkach nowotworzenia, kiedy to ponownie stwier-
dza sie aktywno$¢ tego kompleksu [40,45,54,99]. Dotyczy to
zaréwno rozrostu uktadu krwiotwdrczego, jak i innych no-
wotwordw [5,39,65]. Obecnie identyfikuje sie mutacje oraz
polimorfizmy jednonukleotydowe SNP (single nucleotide
polymorphism) w poszczegdlnych podjednostkach telome-
razy [60,67]. W badaniach dotyczacych wystgpienia nowo-
twordw uktadu nerwowego, ptuc oraz pecherza wykazano,
ze obecnos$¢ zmian polimorficznych w podjednostkach telo-
merazy hTERT oraz hTERC ma wptyw na dlugo$¢ telomeréw
[50,67,91]. Niektdre ze wspdtczesnych terapii znajdujace sie
obecnie w zaawansowanej fazie klinicznej oparte sa na in-
hibitorach telomerazy [20,23,58,65,97]. Reekspresja aktyw-
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nosci enzymatycznej telomerazy jest uznawana za krytycz-
ny czynnik w procesie nowotworzenia. Wykazano, ze tylko
w 10-15% przypadkéw nowotwordéw stwierdza sie brak te-
lomerazy, ale wéwczas prawdopodobnie dziata mechanizm
alternatywnego wydhuzania telomeréw (ALT). Totez dla pra-
wie wszystkich nowotworéw telomeraza jest uniwersalnym
markerem diagnostycznym. Aktywno$¢ telomerazy wykaza-
no zaréwno w nowotworach narzadowych (rak piersi, ptuc,
krtani, jelita grubego, zotadka, pecherza moczowego), jak
réwniezw schorzeniach uktadu krwiotwérczego, chorobach
limfoproliferacyjnych (biataczkach i chioniakach). Badanie
ekspresji i aktywno$ci telomerazy moze mieé znaczenie dla
stratyfikacji i oceny efektywnosci leczenia i prognozowania
choroby nowotworowej. Nieprawidlowa ekspresja telome-
razy jest zapewne jednym z wielu czynnikéw wplywajacych
na pojawienie sie zmian prowadzacych do transformacji
nowotworowej.

TELOMER JAKO STRUKTURA EPIGENETYCZNA

Telomery chronia informacje genetyczna, nie maja wptywu
nakodowanie swoistych biatek. Petniac role gwardii genomu,
jednocze$nie wymagaja dodatkowych mechanizméw regu-
lujacych ich dlugo$é zwigzanych ze zmianami epigenetycz-
nymi [16,59,96]. Zmiany te warunkujg stopieri dostepnosci
telomerazy do struktury heterochromatynowej telomeru.
W stadium zwartej struktury (telomery dtugie, petla t-loop)
brak jest dostepnosci dla telomerazy i procesu rekombi-
nacji, natomiast rozluznienie struktury (telomery krétkie)
sprzyja i zwieksza dostepno$¢ dla telomerazy i rekombina-
cji celem wydltuzenia telomeru [96]. Opisane struktury nu-
kleosomu i heterochromatyny sa niezbedne w utrzymaniu
funkgji telomeréw, np. zmiany zwiazane z metylotransfe-
raza sa nastepstwem zmian konformacyjnych i powoduja
bardziej ,,otwarta” strukture podatng na procesy rekom-
binacji [48]. Epigenetyczny status telomeréw jest wiec ko-
lejnym waznym elementem wptywajacym na zachowanie
integralnoéci genomu korica chromosomu [16]. Skracanie
telomerdw ma istotny wptyw na ekspresje genéw. Skraca-
niu telomeréw towarzyszy reaktywacja gendéw, ktére weze-
$niej nie ulegaly ekspresji. Efekt pozycji telomeru ttumaczy
modyfikacje ekspresji genéw obserwowanych w starzeja-
cych sie komérkach, totez nie bez znaczenia jest badanie
zmian w regionie subtelomerowym. Innym mechanizmem
prowadzacym do zatrzymania podziatléw komérkowych
moze by¢ sygnat z uszkodzonego telomerowego DNA. Sy-
gnat ten jest odpowiedzialny za wytwarzanie fosforylowa-
nych wariantéw histonu 2A (gamma H2AX), zwigzanych
z miejscami uszkodzeni obu nici DNA. Fosforylowane histo-
ny umieszczone dookota miejsc uszkodzeti DNA powodujg
akumulacje czynnikéw naprawczych, bedacych produkta-
mi genéw BRCA1, NBS1, MDC1, MRE11, RAD50 [34,75]. Wyniki
wielu badan wskazuja na korelacje miedzy skracaniem te-
lomeréw a stopniowym uposledzeniem zdolnosci prolife-
racyjnej komérek. Wraz z kolejnymi podziatami komérek
oprécz skracania telomeréw mozna zaobserwowa¢ zmiany
w biatkach. W fibroblastach dochodzi do zwiekszenia synte-
zy prokolagenazy, aktywatora plazminogenu, stromelizyny
zjednoczesnym obnizeniem syntezy prokolagenu i tkanko-
wych inhibitoréw metaloproteaz.

TELOMERY A NOWOTWORZENIE

0d czasu, kiedy w 2009 roku w dziedzinie fizjologii i medy-
cyny przyznano Nagrode Nobla dla Elizabeth H. Blackburn,
Jacka W. Szostaka i Carol W. Greider za badania nad telome-
rami i telomerazg, obszar zainteresowania badaczy zostat
uznany za znaczacy dla wielu dziedzin nauki. Zakres badati
dotyczy okreslenia dysfunkgji telomeréw szczegdlnie w kon-
tekscie nowotworzenia, na wybranych modelowo liniach
komérkowych mysich lub tkankach ludzkich [28,40,80]. Re-
zultaty tych badan wskazuja jednoznacznie, iz biologia te-
lomeréw odgrywa role w supresji nowotworu prowadzac
komdérke w stan apoptozy lub uspienia (senescence), a takze
pod wptywem aktywnosci telomerazy promuje procesy no-
wotworzenia. Wyniki wielu prac badawczych wskazuja na
znaczenie diugosci telomeréw zwiazanych z ryzykiem roz-
woju choroby nowotworowej [50,79]. Wspdtczesne badania
w tej dziedzinie dotycza obecnie roli jakg petni telomeraza
w mechanizmie niezaleznym od telomeréw w proliferacji
komorkowej i w rozwoju nowotworu [96]. Ponadto, badacze
skupiajg swoja uwage na roli czynnikéw epigenetycznych
i szlaku ALT (niezaleznym od telomerazy) w promowaniu
nowych szlakéw kojarzonych z nowotworzeniem [53].

Aktywacja onkogendw, obecnosé recesywnych zmian w ge-
nach supresorowych oraz postepujaca klonalna ekspansja
komdérkowa moga stanowié ryzyko wystapienia niestabilno-
$ci genomu. Akumulacja licznych mutacji i zwiazane z proli-
feracja utrwalenie zmian prowadzi do stadium przed- i/lub
nowotworowego. Aby doszto do transformacji nowotworo-
wej w komdrce musi zaj$¢ co najmniej 4-6 mutacji. Po wysta-
pieniu mutacji dochodzi do ekspansji zmutowanego klonu
komérek, w ktdérych po kilkunastu lub kilkudziesieciu podzia-
tach moze zaj$¢ kolejna mutacja. Przyjmuje sie, ze komérka
musi sie podzieli¢ 80-200 razy, zeby powstata zmutowana
komérka nowotworowa. Wiadomo jednak, ze 80 podziatéw
stanowi gérng granice liczby podziatléw komérki (limit Hy-
flicka), totez cze$¢ komdrek z mutacjami musi ulec starzeniu
replikacyjnemu i apoptozie [5,8,16]. Komdrki nowotworowe
w przeciwienstwie do prawidlowych nie skracajg telomeréw
w kolejnych podziatach, co sugeruje, ze stabilno$¢ telome-
réw moze by¢é wymagana w rozwoju procesu nowotworo-
wego i unikniecia starzenia i Smierci komdrki. Pojawienie sie
reekspresji telomerazy i jej zwiekszona aktywno$é moze
by¢ krytycznym czynnikiem w procesie nowotworzenia
[19,43,78]. Na rozwdj procesu nowotworzenia majg wptyw
czynniki genetyczne oraz epigenetyczne, ktére nie zalezg
od pierwotnej sekwencji DNA. Telomery sg wlasnie takimi
strukturami spetniajacymi poérednio oba te kryteria [16].
Sekwencje telomerowe, mimo iz zwigzane z genomem nie
majg cech genu, nie kodujg produktu biatkowego. Ich cechg
znamienng jest zwigzana z cyklem proliferacyjnym zmiana
dtugosci wplywajaca na funkcjonalno$¢ komérki, a osiagnie-
cie krytycznej dtugo$ci prowadzi do pojawienia sie wielu
zaburzen biologii komérki [53]. Badania ludzkich fibrobla-
stéw wskazujag na starzenie komdrkowe, kiedy niechronio-
ne korice chromosoméw s rozpoznawalne przez DSB [68].
W komdérkach nowotworowych utrzymanie dtugosci telo-
meréw przebiega z udziatem telomerazy, jedynie w 10%
jest zaangazowany niezalezny od telomerazy szlak ALT [61].
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Wysoczanska B. — Zachowanie dtugosci telomerdw

W przewleklej biataczce limfatycznej (CLL), wraz z progre-
sja choroby obserwuje sie skracanie telomeréw, natomiast
aktywno$¢ telomerazy nie odzwierciedla tego procesu [87].
Mechanizm pojawiania sie niestabilnosci chromosoméw
nastepuje, kiedy dochodzi np. do B/F/B (breakage-fusion-
-bridge) i pojawiajg sie 2 centromery na skutek fuzji dwéch
chromosoméw lub chromatyd siostrzanych [72]. Obecnoéé
DSB w poblizu telomeréw, w ludzkich komdrkach nowo-
tworowych (np. linia komérkowa EJ-30) powoduje starzenie
komérkowe. Wykazano, ze odpowiednia dtugo$¢ telome-
ru ma znaczenie w procesie pojawiania sie wielu choréb,
w tym hematologicznych [39]. Obecnie zaburzenia zwigza-
ne z destrukcja telomeréw zwane sg ogélnie syndromem
telomeréw (telomere syndrome) [3,4]. Telomery przez swa
dlugos¢ i aktywny mechanizm ochronny shelterin stanowig
swoisty mechanizm regulacji supresji pojawiania sie sta-
nu przednowotworowego. W komérkach nowotworowych
akumulacja mutacji w protoonkogenach i w genach prze-
ciwnowotworowych (supresji nowotworowej) prowadzi do
zablokowania sygnatéw hamujacych podziaty komérkowe.
W rozwoju nowotworu komérka najpierw starzeje sie, na-
stepnie tatwiej niz mtoda ulega transformacji nowotworo-
wej. Krytyczna liczba powtdrzen telomerycznych zwigksza
podatnos$é chromosoméw do fuzji i ich famliwosci [29,43].
Brak aktywnosci genéw supresorowych szlaku p53, p16/
Rb sprzyja genetycznym zmianom prowadzac do procesu
nowotworzenia [43,44]. Jezeli dochodzi do uruchomienia
proceséw naprawczych nadmiernie skrécone telomery nie
zabezpieczaja DNA przed rearanzacjami prowadzacymi do
niestabilno$ci genomu i nieprawidlowos$ciami w kariotypie,
nie chronigc chromosoméw przed zmiang struktury oraz fu-
7j3[29,62]. Brak telomerazy (komérki somatyczne) prowadzi
do osiagania krytycznej dugosci telomerdéw i uruchomienia
dwéch punktéw kontrolnych M1 (starzenie komérkowe,
spoczynek) oraz M2 (katastrofa mitotyczna, apoptoza) [23].
Na etapie M1 dochodzi do zatrzymania podziatéw komér-
kowych mediowanych poprzez biatka kodowane przez geny
supresorowe TP16, RB i TP53. W przypadku zablokowania
dziatania wymienionych genéw, poprzez mutacje lub biat-
ka wirusowe, komérki dziela sie nadal skracajac telome-
ry (stadium M2). Telomery staja sie na tyle krétkie, ze nie
stanowig juz zabezpieczenia koricéw chromosoméw przed
uszkodzeniami. Stadium M2 charakteryzuje sie niestabilno-
$cig genomu, degradacjg DNA i fuzja koricéw chromosoméw.
W warunkach in vitro w$rdd czesci obumierajacych komérek
mozna napotka¢ skupiska dzielacych sie komérek, w ktérych
stwierdza sie reaktywacje telomerazy pozwalajaca na odbu-
dowe telomeréw i unie$miertelnienie komdrek, ktére wyka-
zuja cechy charakterystyczne dla komérek nowotworowych.

TELOMERY A CHOROBY ROZROSTOWE UKLADU KRWIOTWORCZEGO

W ostrych biataczkach limfatycznych i szpikowych (ALL,
AML) stwierdza sie obecno$¢ wielu zmian chromosomal-
nych (abberacje delecje, duplikacje). Zmiany te sa w wielu
przypadkach swoiste, totez stanowia dogodny marker dia-
gnostyczny i prognostyczny [70]. Mechanizm powodujacy
niestabilno$¢ genomowa prowadzacy do selekc;ji klonalnej
i rozrostu komdrek biataczkowych nie jest do korica wyja-
$niony i poznany. Oba typy biataczek réznig sie zmieniong

linig komérkowg oraz liczba i specyfika rozrastajacych sie
komérek, jednak w wielu przypadkach stwierdza sie zmia-
ne w dlugosci telomeréw i zwigzang z tym ich dysfunk-
cje [39,57]. Zmiany w dtugosci telomeréw moga stanowié
mechanizm wptywajacy na niestabilno$¢ chromosomowa
obserwowana w przypadku ostrych biataczek. Podczas gdy
u55% pacjentéw z AML w czasie rozpoznania wykrywa sie
zmiany cytogenetyczne, to u pozostatych 45% stwierdza sie
kariotyp niezmieniony [70]. Bardziej szczegStowa analiza
zwykorzystaniem sond subtelomerowych u 50% pacjentéw
zkariotypem prawidtowym wykazuje obecno$¢ utraty lub
duplikacji regionéw DNA subtelomerowych wielko$ci ok.
600 kb [49]. Subtelomerowe delecje moga by¢ konsekwen-
cja ztaman chromosomalnych (subtelomeric DBS), kté-
re wynikajg z podatno$ci danego regionu na uszkodzenia
lub z zaburzer zwiazanych z obecnoscig krétkich telome-
réw generowanych podczas replikacji lub stochastycznego
telomerowego usuniecia [68]. Subtelomerowe ztamania
mogg by¢ usuniete jedynie przez dodanie motywu TTAGGG
przez telomeraze, kreujaca nowy telomer, stabilny i nie-
podatny na delecje [9]. Obecnie dobrze udokumentowa-
no, iz u pacjentéw z ostra biataczkg obserwuje sie znaczne
skrécenie dtugo$ci telomeréw w poréwnaniu z kontrola-
mi zdrowych [30]. Ponadto oprécz skracania telomeréw
utych pacjentéw obserwuje sie wzrost aktywnosci telome-
razy [30,92]. Z badari wynika, ze aktywno$¢ telomerazy jest
wieksza u pacjentéw z ostra biataczkg mieloidalng (AML)
w poréwnaniu do pacjentéw z ostra biataczka limfocytarng
(ALL), jest to konsekwencja metylacji genu TERT w regio-
nie promotorowym [17,30]. Dtugo$¢ telomeréw oznacza-
na podczas rozpoznania choroby jest zréznicowana u pa-
gjentéw z ALL. U pacjentédw z B-ALL telomery sg krétsze
w poréwnaniu do pacjentédw z rozpoznaniem biataczki li-
nii T (T-ALL). Aktywno$¢ telomerazy towarzyszaca krét-
kim telomerom jest duza u pacjentéw ze wznowa choroby
[92]. Swiadczy to o doéé pdznym procesie zwigzanym z pa-
tologia choroby i potwierdza teorie zwigzku klonalno$ci
komérek biataczkowych z bardzo krétkimi telomerami.
Dlugosé telomerdw jest zréznicowana u pacjentéw z AML,
kiedy uwzgledni sie podziat na podtypy choroby French-
-American-British (FAB) i u pacjentéw w stadium choroby
M5, u pacjentdw z mutacjag w genie FLT3, u pacjentéw ze
zmianami w kariotypie [51]. Zmiany genetyczne w podjed-
nostce TERT sg uznawane za czynnik limitujacy aktywno$¢
telomerazy [30]. Zmiana w locus TERT wigze sie ze zwiek-
szonym ryzykiem wystapienia wielu typéw nowotworéw
[10]. Wystapienie wielu wariantéw w linii zarodkowej TERT
i TERC zwigzane jest z ryzykiem wystgpienia AML [25].
Niektére z nich okazaly sie specyficzne do odréznienia
zespotu mielodysplastycznego, ktéry nastepnie rozwija
sie w AML [60]. Wykazano zwiazek zmian ekspresji innych
biatek z kompleksu biatek ochronnych w ostrych biatacz-
kach. Na przyktad ekspresja ACD, TERF2IP, XRCC6 i PINX1
jest zwiekszona u pacjentéw B-ALL w poréwnaniu z T-ALL
i AML, ma to réwniez znaczenie i wplywa na przezycie tych
pacjentéw [30]. Obserwacje te moga mie¢ wplyw na terapie
oparte na wybranych czasteczkach lub genach kodujacych.
Ma to znaczenie w utrzymaniu réwnowagi miedzy telome-
raza a kompleksem shelterin. Krétsze telomery zwigzane
z deregulacja telomerazy maja zwiazek z patologiag ostrej
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biataczki. Istotnym jest zauwazenie, ze ubytki w sekwen-
cjach telomeréw zwigzane sg z ich dysfunkcja i przyczy-
niaja sie do niestabilno$ci genomu, klonalnosci komérek
swoistych dla ostrych biataczek, sa znacznikiem proliferacji
komdérkowej i petnig role w rozwoju nowotworu. Wyniki
badani dotyczace przewleklej biataczki szpikowej (CML),
choroby o rozro$cie komérek linii mieloidalnej ze znacz-
nikiem obecno$ci chromosomu Ph+ réwniez potwierdzaja
role telomeréw w zmienionej populacji blastéw. Dtugo$é
telomerdw koreluje ze stadium choroby oraz z obecno-
$cig chromosomu Philadelfia [18]. Aktywno$¢ telomera-
zy jest wieksza u pacjentéw w stadium kryzy blastycznej,
wskazuje to na progresje choroby i wplywa na krétszy czas
przezycia [87]. Aktywno$¢ telomerazy zwigzana jest z cy-
klem komérkowym. W stadium G0 aktywno$¢ enzymu jest
mniejsza w poréwnaniu do fazy S/G2/M. Ekspresja TERT
jest mniejsza w populacji komdrek CD34"u pacjentéw CML
w poréwnaniu do zdrowych komdrek z grupy kontrolne;.
Campbell i wsp. wskazal na zwigzek choroby CML ze zmia-
nami czynnikéw zwigzanych z telomerami [28].

TELOMEROPATIE

Telomeropatie sa chorobami zwigzanymi z dysfunkcja te-
lomeréw [3,4,98]. Zachowanie odpowiedniej dtugosci te-
lomeru TMM (telomere maintenance mechanisms) ma
na celu zapobiezenie utraty informacji genetycznej [33].
Zmiany zwiazane z obecnymi mutacjami w sktadowych
telomerazy niosg za soba konsekwencje rozwoju wielu cho-
réb zwanych ,,chorobami telomerowymi” [2,3,4,24,27,89].
Niektdre z choréb powodujgce przedwczesne starzenie
komérek, np. zespét Wernera lub inne choroby zwiazane
z uszkodzeniem szpiku, charakteryzuja sie nadmiernym
skréceniem diugosci telomerdw [21]. Wykazano zalezno$é
miedzy dtugo$cia telomeréw a wystapieniem wielu choréb
zwigzanych z wiekiem, w tym choréb hematologicznych
oraz choréb neurodegeneracyjnych [16,53,54,57,94]. Opisa-
no wplyw bodzca $rodowiskowego, takiego jak stres, dieta,
styl zycia, uzaleznienia na dtugo$¢ telomeréw [63,76,83,85].
Choroba genetyczna dyskeratosis congenita (DC - dyskeratoza
wrodzona) jest chorobg spowodowana defektem elemen-
téw systemu ochrony telomerdéw [89]. Podloze genetyczne
prawie potowy przypadkéw z DC stanowia mutacje 6 ge-
néw, o réznym typie dziedziczenia. W sposéb autosomalny
dziedziczone sa mutacje gendw: TERC (3g26) kodujacego nie
biatko, lecz RNA - sktadnik telomerazy, TERT (5p15) kodu-
jacego odwrotna transkryptaze - enzymatyczny sktadnik
kompleksu telomerazy oraz TINF2 (14q12) kodujace biatko
TIN2, ktére przytacza sie do telomerdw i jest niezbedne do
prawidtowej regulacji ich dtugos$ci. Mutacje tych genéw
zaburzaja funkcje telomerazy, czego skutkiem jest szybsze
skracanie telomerdéw [4]. Kolejng przyczyna choroby sa
recesywne mutacje potozonego na chromosomie X (Xq28)
genu DKC1 kodujacego dyskeryne - biatko odpowiedzialne
za stabilno$¢ réznych czasteczek RNA w tym RNA telomera-
zy. Mutacja tego genu powoduje najciezsza postaé choroby
zwigzang z dysfunkcja rybosoméw oraz telomerazy. Obser-
wuje sie to w tkankach o cechach intensywnej proliferacji:
nabtonki bton §luzowych, naskérek, uktad krwiotwérezy.
Objawami fenotypowymi DC sg m.in. dysplastyczne pa-

znokcie i leukoplakia btony $luzowej jamy ustnej, niski
wzrost, zwezenie przetyku, wady uktadu moczowego, weze-
sne siwienie, wypadanie wloséw, osteoporoza oraz mar-
sko$¢ watroby. U okoto 10% chorych pierwszym objawem
jest niedokrwisto$¢ aplastyczna. Badaniem przydatnym
w wykrywaniu DC jest ocena dtugosci telomeréw w leu-
kocytach metodg FISH [1]. Dyskeratoza wrodzona kojarzy
sie ze zwiekszonym ryzykiem wystapienia nowotwordw
litych, zwlaszcza raka kolczystokomdérkowego skéry oraz
z ryzykiem wystgpienia biataczek.

Inne choroby zwigzane z uszkodzeniem szpiku, takie jak
anemia Fanconiego oraz syndrom Shwachmana-Diamonda
objawiaja sie skréceniem telomeréw oraz zwiekszonym ry-
zykiem pojawienia sie chordb rozrostowych uktadu krwio-
twdrczego MDS i AML [30]. Do chordb zwigzanych z zabu-
rzeniem diugosci telomeréw nalezy réwniez IPF (idiopatic
pulmonary fibrosis), anemia aplastyczna oraz choroby ukta-
du sercowo-naczyniowego, w ktérych telomery sa nadmier-
nie skrécone [3,4]. Za czynniki sprzyjajace skracaniu dtugosci
telomerdw uznaje sie liczne stany zapalne, stres oksydacyjny,
zaburzenia mitochondrialne, styl zycia oraz czynniki $ro-
dowiskowe [63,83]. Zmiany zwigzane z dtugo$cia telome-
réw oraz wystgpienie mutacji w genach odpowiedzialnych
za prawidlowosci w biatkach shelterin i innych stabilizuja-
cych sekwencje telomerowego DNA sg stwierdzane u pacjen-
téw z chorobami zwigzanymi z uszkodzeniem szpiku BMF
(inherited and acquired bone marrow failure syndromes)
[1,83]. Zespoty telomerowe predysponujg zatem do rozro-
stu komdrkowego. Przykladem tego moze by¢ niedokrwi-
sto$¢ aplastyczna (FA, anemia Fanconiego), wrodzony zesp6t
aplastyczny spowodowany niestabilno$cia chromosoméw,
ktéremu towarzysza nieprawidlowo$ci anatomiczne z ten-
dencja do rozwoju nowotwordw, w tym chordb rozrosto-
wych ukfadu krwiotwérczego. Do najistotniejszych badari
diagnostycznych u pacjentéw z FA nalezy ocena nadwraz-
liwoéci na klastogenny (famanie chromosoméw) wpltyw
diepoksybutanu (DEB). Limfocyty chorego z FA wykazuja
3-10-krotnie wiecej ztaman chromosoméw niz limfocyty
kontrolne. Obserwuje sie u nich przyspieszone skracanie
dtugosci telomerdw in vitro oraz zwiekszona fuzje wolnych
koricéw chromosomdw. Dla tych pacjentéw znamienne sa
réwniez inne nieprawidtowosci komdrkowe, takie jak: wraz-
liwo$¢ na tlen, bezposrednie defekty w naprawie DNA oraz
defekty komdrek macierzystych i szpiku.

WsPOKCZESNE STRATEGIE TERAPEUTYCZNE

Poznanie biologii kompleksu telomeréw/biatek ochron-
nych/telomerazy pozwoli wykorzystaé poszczeglne szlaki
istotne dla wykorzystania we wspdlczesnej terapii nowo-
twordw [15,20]. Wykorzystanie wspdtczesnych technolo-
gii do badani okreslajacych dtugo$¢ telomeréw, wsparte
dodatkowa analiza obecnych mutacji i réznic w ekspre-
sji gendw dotyczacych biatek shelterin i telomerazy po-
zwalaja na dogtebne zrozumienie mechanizméw przed-
wczesnego starzenia komérkowego, etapu osiagania stanu
spoczynkowego komérki, apoptozy oraz procesu nowo-
tworzenia, Fundamentalng cechg komérki nowotworo-
wej jest jej nieograniczona mozliwo$¢ do replikacji; jest
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to mozliwe z udziatem telomerazy, ktéra utrzymuje odpo-
wiednia dtugo$¢ telomeréw. Wykazana dtugo$é telomeru
nie musi wplywaé na rozpoznanie i prognozowanie cho-
roby, ale moze by¢ pomocna w zrozumieniu biologii ko-
mdrki narazonej na stres srodowiskowy oraz na bodziec
genotoksyczny. OdpowiedZ na zadane pytania wzbogaci
wiedze o biologii telomerdw, nie tylko na poziomie komér-
kowym, ale moze poméc w podjeciu decyzji dotyczacych
zmian stylu zycia danego organizmu. Wspdtczesne donie-
sienia literaturowe wskazuja na mozliwosci terapeutyczne
uwzgledniajgce sktadowe kompleksu telomerowego np.
terapie z udziatem sktadowych telomerazy [93]. Stosowa-
ny inhibitor telomerazy oparty na oligonukleotydowych
sekwencjach GRN163L (Imetelstat) osiggnat juz kolejna faze
kliniczng [23]. Immunoterapia z wykorzystaniem szcze-
pionek (GV10001 i GRNVAC1) jest obecnie w I/11 fazie kli-
nicznej w leczeniu raka pluca [22]. Prowadzi sie réwniez
badania nad nowymi technologiami opartymi na anty-
sensownych oligonukleotydach wigzacych sie specyficz-
nie z matrycowym RNA telomerazy TERC, z matrycowym
RNA dla TERT i/lub RNA dla biatek kompleksu telomerazy,
czyli technologie antysensowne oligonukleotydéw, mogty-
by by¢ pomocne w zwalczaniu komdrek nowotworowych
pozostatych po zakoticzeniu konwencjonalnego leczenia.

PobsumowaNIE

Prowadzone badania naukowe pozwolily wyjasnié role telo-
meréw w oparciu o ich biologie w wielu sytuacjach klinicz-
nych czlowieka. Wyniki tych prac odpowiedziaty na wiele
pytari zwigzanych z mechanizmami utrzymywania dtugo$ci
telomeréw na okre$lonym poziomie [56]. Wiele zagadniet
pozostaje nadal otwartymi: dlaczego mimo obecnosci bia-
tek ochronnych i telomerazy telomery ulegajg sukcesywne-
mu skréceniu? Dlaczego dotad nie udato sie powstrzymaé
powstawania krytycznej dhugosci telomeréw? Czy w ogdle

PismiennicTwo

istnieje taka mozliwo$¢? Odpowiedzi na te pytania sg nie-
ustannie uzupetniane o nowe elementy [91]. Dwa oblicza
telomerdw z jednej strony prowokujg do procesu u$pienia
replikacji, starzenia komérkowego i apoptozy, aby chronié
komérke przed nowotworzeniem. Z drugiej za$ strony stale
otwarta mozliwo$¢ reaktywacji telomerazy w komdrkach
prawidtowych, ktéra nie umozliwia im ,,wiecznej mtodosci”,
ale przy braku supresji via geny P53, RB prowadzi do rozwoju
procesu rozrostu nowotworowego.

Badania dtugoéci telomerdw, aktywnosci telomerazy oraz
kompleksu biatek ochronnych sg szeroko omawiane, dotycza
réwniez badari nad zmienng dtugoscia telomeréw. Pomiar
aktywnosci telomerazy w kontekscie zaobserwowanych mu-
tacji, zmian polimorficznych i ich wptywu na rozwdj chordb
rozrostowych, w tym uktadu hematopoetycznego stwarza
mozliwosci diagnostyczne i prognostyczne. Wiele donie-
siert dotyczy badari oséb bedacych w podesztym wieku, 13-
czac zaobserwowane zmiany dhugosci telomeréw ze znaczna
podatnoscig na choroby np. neurodegeneracyjne. W bada-
niach na grupie pacjentéw z depresja potwierdzone zosta-
ly wezeéniejsze doniesienia dotyczace wpltywu na dlugo$é
telomerdw przewlektych proceséw zapalnych, zwiazanych
ze stresem oksydacyjnym komérki [94].

Opisano wplyw skracania telomeréw na powstawanie wielu
choréb, w tym nowotworowych. Nagroda Nobla w dziedzinie
medycyny i fizjologii przyznana w roku 2009, kt6rg otrzy-
mali: Elizabeth Blackburn, Carol Greider i Jack Szostak za
opisanie telomerdw u pierwotnika Tetrahymena termophila,
telomerazy oraz za wykazanie niestabilno$ci liniowych cza-
steczek DNA w komdérkach pozbawionych telomerdw stata
sie wyjatkowo mobilizujacym tematem dla wspétczesnych
badar naukowych, ktére sg kontynuowane. Mysla przewod-
nig tych badant moze by¢ tytut publikacji M. Einseinstein
,,All's well that ends well” [44].
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