Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni biologicko-chemické obory

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismu

o
3

S eAVAN Y % 6
o v.,%

__,,_
J& oa %

Alena Naprstkova

Strukturni a funkéni komponenty telomer u rostlin

Structural and functional components of telomeres in plants

Bakalatska prace

Skolitel: RNDr. David Honys, Ph.D.

v

Praha, 2014



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
informac¢ni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla piedlozena k ziskani jiného

nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 14. 8. 2014

Alena Naprstkova



Podékovani

Chtéla bych podekovat Skoliteli RNDr. Davidu Honysovi, Ph.D. za cenné rady a pfipominky
pii zpracovani bakalaiské prace a Mgr. Pavlu Bokvajovi za ziskani prvnich zkuSenosti v laboratorni
praxi. Za konzultace, objasnéni problémi pii studovani materiald a zauceni v Laboratofi biologie pylu

dékuji Mgr. Rajivu Ranovi.



Abstrakt

Telomery jsou esencialni oblasti na koncich linearnich chromozomi eukaryotnich organismu.
Jsou tvotfeny souborem proteind interagujicich s telomerickou DNA a slouzi k ochrané chromozomu
pred rozeznanim poskozujicimi enzymy, kterymi mohou byt nukledzy a rekombinazy. Pro jejich
spravnou funkci je u rostlin a jinych organismil vyzadovana c¢innost telomerazy a pritomnost
rozlicnych proteinovych struktur, jez se Uc€astni ochrany konct, spousténi signalnich kaskad pfti
poskozeni a nasledujicich oprav DNA.

Pro zivo€isné organismy je vyzkum struktury, tvorby a dynamiky na vysoké trovni, zatimco
rostlinny vyzkum za nimi zaostava. Piedlozena prace shrnuje soucasné poznatky o telomerickych
komponentach u modelovych rostlin a tfidi je do funkénich celkd, které mohou byt pro rostliny
specifické, zmnozené o jednotlivé proteiny s rozriznénymi funkcemi nebo funkéné i strukturné
homologni s zivo¢isnymi. Dale jsou zde tyto proteiny popsany na trovnich sekvenci, sekundarnich a

terciarnich struktur, interakénich partnert a funkci, ¢imz je dokreslen stavajici model telomer.

Kli¢ova slova: telomery, telomeraza, telomerické proteiny, rostliny, huseni¢ek rolni

Abstract

Telomeres are essential structures at the ends of linear chromosomes in eucaryotes. They are
made up of DNA-binding protein composition and serves to protect the chromosomes against
nucleolytic enzymes recognition, which may be nucleases and recombinases. Telomerase aktivity and
the presence of different protein structures participating on the ends protection are required for correct
function of telomeres in plants and other organisms, they start the signaling cascades induced by DNA
damage and DNA repair.

For animals, knowledge is in this field at high level, while plant research remainds behind.
This work summarizes the current knowledge of telomeric components in model plants and sorts them
into functional units that can be plant-specific, multiplied by the unicate proteins with different
functions or functionally and structurally diversified animal homologs. Furthermore, these proteins are
described here in the sequence level, secondary and tertiary structures, interaction partners and

functions, so they ilustrate the current model of telomeres.
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1. Uvod

Predkladana prace pojednava o koncovych oblastech eukaryotnich chromozomi,
tzv. telomerach, o jejich struktufe, dynamice a procesech, které jsou nezbytné pro jejich funkci
urostlin, a zejména u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) jako dosud nejprozkoumanéjsiho
modelového druhu. VSech téchto funkci se UCastni proteiny a jejich komplexy, jeZ jsou spole¢né
schopné zajistovat homeostazu telomerickych koncl a pfi vyfazeni své Cinnosti aktivuji pfislusné
drahy signalizujici poskozeni. Telomery jsou esencialni nukleoproteinové struktury na koncich
linearnich chromozomi, tvofené jednovlaknovymi a dvouvlaknovymi useky DNA a proteiny, které se
na né vazou. Stabilizaci jejich struktury a funkce je zajisténa ochrana chromozomu pted degradacni
aktivitou exonukleaz. Na zachovani oblasti telomer se nejvice podili enzymaticky komplex telomerazy
(RNA-dependent DNA polymerase) reverzni transkriptazy, ktery je ochrafuje a prodluzuje.
Holoenzym telomerazy je vysoce konzervovany v zakladnich komponentach i mezi evolu¢né velmi
vzdalenymi organismy jako jsou kvasinky, obratlovci a rostliny. Neménna je zejména jeho funkce
v obnové telomer. Telomerazy riznych organismu jsou vSak rozdilné v zakladnich rysech
sekundarnich struktur podjednotek a jejich primarnich sekvencich (Greider and Blackburn, 1989;
Lin et al., 2004; Chen and Greider, 2004). Potencial riznorodosti je nejpatrnéjsi u husenicku,
unéhoz doslo kduplikaci genu pro jednu podjednotku, ¢imz vznikla unikatni $kala regulaci
(Cifuentes-Rojas et al., 2011).

Ne vSechny organismy vSak vyuZzivaji aktivitu telomerazy. U nékterych byla jeji funkce
zastoupena proteinovymi komplexy, které umoznuji prodluzovani telomer alternativni drahou.
Struktura telomerazového komplexu a dalSich komponent zajist'ujicich integritu chromozomu je
nejlépe popsana v ZivoCiSné fisi, zejména u clovéka (Pollard et al., 2007). Tim se povédomi
0 ochrannych procesech telomer ostatnich organismi stava informa¢né znaéné chudsim. Tento trend je
nejviditelngjsi u rostlin, véetné huseni¢ku, u kterého zatim neni mozné urcit piesné pusobeni a
interakce jednotlivych komplexti ani celkovy proces ochrany a udrzovani telomerickych oblasti.
Dosud ziskané poznatky z huseni¢ku a nékolika dalSich modelovych rostlin poukazuji na jisté
odlisnosti v ptitomnych proteinech, proteinovych komplexech a jejich funkcich (Karamysheva et al.,
2004). Proto se studium procest v okoli telomer potiebuje nutné rozsitit o dalsi modelové organismy
z rostlinné fiSe a zjistit $ifi variability, jez se skryva v zajisténi, udrzeni a obnové aktivniho modelu

telomerickych struktur.

2. Problém replikace

Replikace DNA probihda vzdy jen ve sméru od 5° konce k 3’ konci nové syntetizovaného
vlakna. Vedouci vlakno syntetizované v této orientaci je tvofeno bez pieruseni aktivity katalytického
enzymu DNA-dependentni DNA polymerazy. Naopak zpozd'ujici se vlakno, kde neni 3’ oc¢ko nutné

pro iniciaci replikace, je syntetizovano s vyuzitim aktivity DNA primazy (DNA-dependent RNA



polymerase) tvorici kratké tiseky RNA primerd, které jsou rozezndvany DNA polymerdzami.
Prodluzovanim primerd DNA polymerazou vznikaji tzv. Okazakiho fragmenty, jejichz elongace
probiha az do rozpoznani piedchoziho nasyntetizovaného useku DNA. Mezi tim jsou kratké sekvence
RNA odbourany a pravé V odstranéni posledni spocivad cely replikaéni problém zkracovani
chromozomt, ktery je zptisoben absenci 3’ocka pro iniciaci syntézy (Pollard et al., 2007).

V kazdém kole replikace by takto dochazelo ke zkracovani chromozomového konce, a tak se
u organismt Vvyvinul zpusob, jak tomu zabranit. Bylo popsano nékolik uspésnych feSeni, avSak
nejrozsitenéjSim je vyuziti enzymatické funkce telomerazy s vlastnim primerem (viz Obrazek 1).
Tento primer CasteCné paruje se stavajicim 3’ koncem chromozomu a umoziuje prodluzovani

jednovlaknového ptesahu (Pollard et al., 2007).

Telomere end
--TTAGGGTTAGGGTTAG-3
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Obrazek 1: Mechanismus telomerazové aktivity

Na obrazku je znazornéno jadro telomerazového komplexu, ktery se sklada z nejvétdi proteinové
podjednotky TERT, podjednotky TER tvofené RNA a dyskerinu, jenz se vaze do jeji 3'oblasti. Na tento
komplex dale nasedaji regulacni proteiny nutné pro kontrolu aktivity telomerazy. Telomerazovy cyklus je
tvofen tfremi fazemi: 1. Iniciace. Telomeraza se vaze na 3’ vlakno za pouziti viastniho primeru CCCUAAA,
podle kterého prodluzuje stavajici viakno bohaté na guanin. 2. Elongace. Po ¢aste€ném sparovani primeru
a stavajici DNA je nasyntetizovan jeden telomericky motiv TTTAGGG. 3. Translokace. Po ukon&eni
syntézy od sebe heteroduplexni vldkna disociuji a telomeraza se po pravé dokonéeném vlakné posouva

dal. Upraveno podle (Harley, 2008).

3. Struktura telomer

Struktura a velikost telomer predstavuji velmi variabilni a dynamické znaky, které mohou byt
pro urcity druh typické. Mezi zivocichy se rozsah délek telomerickych repetic pohybuje od nékolika
stovek parti bazi po vice nez 50 kb (Mason et al., 2008). Znaéné rozpéti telomerickych sekvenci bylo

pozorovano také mezi jedinci a mezi jednotlivymi tkanémi stejného organismu (Friedrich et al., 2000).



Rostliny z tohoto hlediska predstavuji vice heterogenni skupinu nez Zivo¢ichové. Zminéna divergence
se mize velmi liSit mezi rostlinnymi druhy, ale i na urovni jediné buiiky, kde byla popsana nestejna
délka telomer dokonce mezi jednotlivymi raménky chromozomu. Vzhledem ke stabilni délce telomer
v pribéhu vyvoje rostliny Ize tento fakt dale uplatnit pro identifikaci chromozomovych ramének (Riha
et al., 1998; Sykorova et al., 2003).

Tabakové telomery (Nicotiana tobacum) se se svoji velikosti pohybuji v Sir§im rozpéti nez
zivoc¢isné, a to mezi 20 kb a 160 kb (Fajkus et al., 1995). Naopak huseni¢ek ve srovnani s tabakem
patfi k rostlindm s men$im genomem a také mensSimi telomerickymi strukturami, z nichz nejkratsi se
pohybuji na hrané 1,6 kb a nejdelsi az kolem 5,5 kb (Shakirov and Shippen, 2004). Mohlo by se zdat,
ze s takto kratkymi telomerami je husenicek znacn¢ znevyhodnén, avsak celkova velikost telomer neni
hlavnim kritériem pro posouzeni jejich spravné funkce. Kvalitativni funkCnost telomer je zavisla
na jejich spolupraci piedevsim s funkénim komplexem telomerazy a dal$imi proteiny a proteinovymi
komplexy (Heacock et al., 2007).

Telomerické proteiny se tak podileji na ustaveni a nasledném udrzovani homeostazy telomer.
Modulacemi pozic a vazbou riznych proteini mize dochazet ke zménam konformaci telomer (Pisano
et al., 2007). Dusledkem je vysoka strukturni dynamika telomerického chromatinu fizena hlavné
epigenetickymi znackami a telomerickymi proteiny vazajicimi jednovlaknové i dvouvldknové tuseky

DNA (Fitzgerald et al., 1996; Peska et al., 2011).

3.1 Telomerické sekvence

V koncovych strukturach linearnich chromozomua se mohou vyskytovat vlasenky s kovalentné
vazanymi proteiny nalezenymi u vird. Dale mohou byt tvofeny vysoce repetitivnimi sekvencemi
S navazanymi proteiny, které jsou typické pro telomerické oblasti eukaryot. V zivoc¢isnych telomerach
byly popsany retrotranspozony a palindromy, u nékterych jsou dokonce hlavnimi telomerickymi
sekvencemi (Nosek et al., 2006; Tomaska et al., 2009). Nejcastéji jsou vSak telomery vysSich

eukaryotnich organismu tvofeny nukleoproteinovym komplexem tandemovych repetic DNA bohatych

na guanin a telomerickych | Tabulka 1: Variabilita telomerickych sekvenci u riznych
proteint (ViZ Tabulka 1)_ Tyto organismU. Citovano z (Petracek et al., 1990)
.. t 1t ’ t. . Telomere G+Cin G+Cin
minisatelitni repetce Jjsou Organism repeat (ref.) telomere,* % genome, % (ref.)
Ve Ve o v - Dictyostelium AG, 3 (4) 83 22 (5)
u zivoCichl tvofeny sekvencemi | Teqahymena TTGGGG () 7 25 ()
X Sa. cerevisiae (TG)1-3[TGG(G)] (7, 8) 62 39 (5)
hexanukleotidiT  TTAGGG & | Plasmodium berghei TTYAGGG (9) 52 415
Homo sapiens TTAGGG (10) 50 40 (11)
H N Mo r Physarum TTAGGG (12) 50 42 (5)
urostlin  nejcast€ji  sekvenci | ,Zn00, TTTTGGGG (13) 50 214
C o Trypanosoma TTAGGG (15) 50 50 (5)
heptanukleotida TTTAGGG | Neurospora TTAGGG (16) 50 54.(5)
A. thaliana TTTAGRG (17) 42 41 (18)
. % Lysopersicum esculentum TTWAGGG! 42 37%
(Adams et al ” 2001 ’ Peska et al ” Ch. reinhardtii TTTTAGGG 37.5 64 (5)
2011) Y, thymine or cytosine; R, guanine or adenine; W, thymine or adenine.
) *When sequences varied, G+C content was calculated from the available published telomere
L, . sequences.
Telomerické repetice M. Ganal, personal communication.
R. Messeguer, personal cc ication.




nékterych rostlin vykazuji rizné odchylky od kanonickych sekvenci. U rodu Chlamydomonas tato
divergence spociva v navySeni opakované sekvence o jeden nukleotid na oktanukleotidové repetice
TTTTAGGG (Petracek et al., 1990). N&které druhy fadu Asparagales disponuji savéi konsensualni
sekvenci TTAGGG, ktera pravdépodobné vznikla mutaci telomerazové RNA podjednotky (Adams et
al., 2001).

A
I *
3.2 Sekvence podobné telomeram 8
Telomerické sekvence byly nalezeny také g S —
mimo oblasti telomer (viz Obrazek 2). Ukézalo se, " ——

Chromosome
-
-

ze nejsou lokalizovany vyhradné jen na koncich

chromozomi, ale i v oblastech centromer, jejich okoli R
a na riznych mistech chromozomovych ramének | | e — —(r ————
(Bernatavichute et al., 2008; Fajkus et al., 2005). Zde TTTAGGG repeats ; CCCTAAA repeats

se vyskytuji roztrousen¢ a predstavuji, vzhledem | Obrazek 2: Rozmisténi ITS na péti

ke své Eetnosti, mista Gastych rekombina¢nich udalosti | chromozomech husenicku rolniho

(Vannier et al., 2009). Tyto sekvence, tzv. teloboxy Diagram zazhamenava distribuci

intersticialnich telomerickych sekvenci (ITS)

TTTAGGG modfe a AAATGGG rhzové.

(oznaceni pro kratké telomerické motivy) byly popsany

roli v regulaci transkripce (Trémousaygue et al., 1999). | telomerickymi repeticemi, ale i jejich

Do této skupiny genii s teloboxy Vv promotorech patyi | Varantami  na - péti - chromozomech.

Upraveno podle (Vannier et al., 2009).

také ty, které koduji nékteré enzymy patrné
exprimované V délicich se buitkach a v pylu (Trémousaygue et al., 2003), (Solcova a Honys,
nepublikovana data). Teloboxy byly popsany také v oblastech proti proudu gent pro ribozomalni
proteiny a v genech pro faktory ucastnici se zrani pre-rRNA. Dale se uplatiiuji pfi spousténi
transkripce ve spolupraci se sekvencemi dalSich cis-elementd (Trémousaygue et al., 2003).

Popsané sekvenéni motivy obecné spadaji do skupiny intersticialnich telomerickych sekvenci
(ITS) (Vaquero-Sedas et al. 2011), jez jsou tandemovymi repeticemi kanonickych telomerickych
sekvenci a jejich variaci, které mohou vznikat substitucemi, delecemi nebo inzercemi a také
fazovanim chromozomu. Podle délky, sekvence a lokalizace se rozdé€luji do étyt tiid: kratké ITS,
dlouhé subtelomerické ITS, fuzni ITS a pericentromerické ITS. Dale se na jejich Sifeni mohou podilet
DNA polymerazy pti opravach dvouvlaknovych zlomG (Azzalin et al.,, 2001). Intersticialni
telomerické sekvence u husenicku mohou tvofit regiony, které se prednostné podileji
na rekombinacich a nasledném vzniku chromozomovych aberaci. Proto se nachazeji hlavné v mistech
konstitutivniho heterochromatinu, mezi ktera patii telomery, subtelomery a centromery (Balajee et al.,
1994). Dokonce vykazuji vyssi stupenn kondenzace heterochromatinu a pevnéjsi shaleni nez samotné

kanonické telomerické sekvence (Vaquero-Sedas et al., 2012).



3.3 Konformace telomerického chromatinu

Nejcastéji se na koncich telomer vyskytuji piesahujici jednovlaknové tiseky DNA vznikajici

Cinnosti telomerazy. Tyto pfesahy
Obrazek 3: Sekundarni

jsou svoji velikosti velmi riznorodé,
struktury

délka vlaken bohatych na guanin se telomerického

pohybuje mezi 16 a 200 nukleotidy chromatinu
(Riha et al., 2000; Kazda et al.,
2012). Ztéchto vlaken mohou

vznikat rozdilné struktury podle

Zobrazeni  konformaci
telomer, mezi které patfi
G kvadruplexy (A),

t-smycky (B), i-motiv

jejich  sekvence a  schopnosti | tvoreny vlaknem
interakce jednotlivych nukleotidd bohatym na cytosin (C)
(viz Obrizek 3). Invitro byl (ﬂ)@(”\% @ viasenky © a G visken
(D). Citovano z (Giraud-
popsana tvorba vlasenek 5 Panis et al., 2013)

z jednovlaknovych regiont bohatych D@@@@

na guanin a také zkoncovych
sekvenci bohatych na cytosin (Laporte and Thomas, 1998; Ahmed and Henderson, 1992). Z G-ptesaht

také vznikaji G-kvadruplexy, coz jsou planarni struktury étyf guanint, stabilizované kladné nabitym
kovovym iontem. Nukleotidové konformace kvadruplexi mohou mit vyrazny vliv na aktivitu
telomerazy a vést az k jeji inhibici (Zahler et al., 1991).

Vyse popsana uroven sbaleni v§ak neni dostateéné pevna pro zprostiedkovani ochrany Koncu.
Telomery zaujimajici tyto konformace mohou byt chybné rozpoznany faktory vazajicimi
dvouvlaknové zlomy, které spousti drahu signalizujici toto poSkozeni (Jazayeri et al., 2006). Uvedené
sekundarni struktury DNA mohou byt také velmi snadno rozvolnény aktivitou helikaz katalyzujicich
rozmotavani DNA, ¢imz je usnadnén piistup pro nukleazy (Sun et al., 1999). Tento problém linearity
koncd a jejich ochrany pfed degradaci je vyfeSen zménou konformace a jejim udrzenim DNA-
vazebnymi proteiny, stabilizaci protein-proteinovymi interakcemi a umoznénim vzniku t-smycky. T-
smyc¢ka vznika invazi jednovlaknovych fetézct (bohatych na cytidin i guanidin) do dvouvlaknovych
useki telomer za tvorby cyklického zakonéeni (Verdun and Karlseder, 2006). Struktura t-smycky vsak
u rostlin neni jedinym ochrannym mechanismem chromozomovych konct pied degradaci. Piekvapiveé,
narozdil od nejvice popsanych modelovych zivo€ichti, nekteré telomery huseniC¢ku nepodléhaji
nukleolytické degradaci. Po dosyntetizovani zpozd'ujiciho vlakna DNA polymerazou zlstavaji konce
tupé, neupravené exonukleazou (Chow et al., 2012; Kazda et al., 2012). Nasledn¢ jsou rozeznany
heterodimerem Ku70/80 a jeho vazbou ochranény pied degradaci vlakna bohatého na cytosin
(viz Obrazek 4). Nicméné ani proteinové komplexy Ku nemusi byt uplné spolehlivé. Jejich
sklouznutim po DNA mlze dojit k odhaleni koncti telomer, které jsou nasledné piistupné

pro nukleazy. Degradacni nukleolytické enzymy upravuji tupa zakonceni pii inaktivaci komplexu CST
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(CTC1, STN1, TEN1) odbouranim

e , 3:z=g 3:::

nukleotidd, a proto by se mohly podilet | ° | 5 |

Ku
také na  tvorbé  kratkych  1- —e——

EXO1

3 nukleotidovych  G-presahdi.  Tato Ku l N

@ g Telomeraza
jednovldknova  zakon¢eni  vznikaji &Y. %

.. Neznama nukledza W | l&/

nezavisle na enzymech Am

rozpoznavajicich neupravené konce,

exonukleazach EXOl1 a MRELL

Inaktivaci proteind Ku je umoznén Obrazek 4: Aktivity telomerickych koncu

o , T .. Proteiny Ku se vazaji na tupé konce telomer ihned
pristup pro nukledzy, jejichz aktivitu
po replikaci a ochrafiuji je pfed neZadoucimi aktivitami.

mohou nasledovat homologni Jejich  sklouznutim jsou odkryty konce, jez podléhaji
rekombinace, nebo telomerazou Upravam zatim neznamych nukleaz. Umi¢enim proteini Ku
prodluzované G-piesahy (Lingner and jsou telomerické konce odbourany EXO1 a dalSimi
Cech, 1996; Kazda et al., 2012). nukleazami. Vzniklé jednovlaknové pfesahy mohou podléhat

5 Lo . homologni rekombinaci. Dale mohou byt rozeznany a
Zde ptedlozenymi mechanismy § . ) . .

prodlouzeny telomerazou. Zatim nebyla vyvracena hypotéza
vznikaji ~ minimaln¢ dvé  skupiny | pritomnosti CST komplexu pii syntéze komplementarniho

telomer. Prvnimi se stavaji mezi C vlakna. Jednovlaknové piesahy pfi umlGeni proteind Ku

organismy velmi rozsifené telomerické mohou invadovat do dvouvlaknové DNA za tvorby

, . . , . stabilizaéni  t-smycky & t-kruhG  vznikajicich  jejim
struktury s dlouhymi guanosinovymi
odstépenim. Upraveno podle (Kazda et al., 2012).

presahy Syntetizovanymi telomerazou.
Tento typ telomer je u huseni¢ku nasledovan nedavno popsanymi telomerami s tupymi konci a
3’ pfesahy nékolika nukleotidt, které jsou pfili§ kratké pro tvorbu t-smyc¢ky ¢&i vazbu oligonukleotid-
vazebnych (OB)-fold proteina (Murzin, 1993; Kazda et al., 2012). Navic zatim neni vyvracena ani
ucast Ku heterodimeru na tomto ojedin€lém zpasobu uspofadani telomer u rostlin. Popsany typ
chromozomové ochrany se tak muaze stait novym modelem nezavislym na jednovlaknovém

mechanismu (Kazda et al., 2012).

3.4  Struktura chromatinu

Chromatin se vbun&ném jadfe vyskytuje ve dvou zakladnich formach, euchromatinu
a heterochromatinu, které se liSi stupném kondenzace a s nim souvisejici transkripéni aktivitou
(Fischer et al. 2006). Telomerické oblasti jsou obecné tvoreny specializovanym heterochromatinem.
Nicméné se ukazalo, Ze tento stav neplati pro vSechny organismy. Analyza telomerickych znacek
histont U husenicku pfinesla v tomto sméru velice zajimavé vysledky (Vaquero-Sedas et al., 2011).

Telomericky heterochromatin husenicku vykazuje nizsi stupent kondenzace nez centromericky.
Téz zde bylo identifikovano vys$§i mnozstvi histonu H3 oproti centromerickym oblastem. Z tohoto
poznatku vyplyva mozny podil H3 na odliSném uspofadani telomer, které se na rozdil od ostatniho

chromatinu vyznacuji mensimi vzdalenostmi mezi nukleozomy, které jsou zkracené o 10 az 35 bazi
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z priblizné 180 bp na 157 bp (Sykorova et al., 2001; Pisano et al., 2008; Vaguero-Sedas et al., 2012).
Histon H3 je nejvice modifikovanym histonem, mize byt nékolikastupiiové metylovan, acetylovan
nebo naptiklad ubikvitinylovan. Podle histonovych modifikaci popsanych v oblastech telomer se
ukazalo, Ze telomerické histony nemaji jen heterochromatinové modifikace, ale i typické znacky
pro euchromatin. Podle dvanacti epigenetickych znacek byly definovany ¢tyfi hlavni chromatinové
stavy (CS1 — CS4). Pro telomery se stal nejvice charakterizujicim stav CS2, ve kterém se nachazi také
23% gent, vétSinou umlcenych nebo slabé exprimovanych (Roudier et al., 2011). Telomericky
chromatin husenicku lze na zékladé téchto vysledkii povazovat spiSe za piechodny nez konstitutivni
typ heterochromatinu (Habu et al., 2006).

Dalsim stupném procesu uml¢ovani chromatinu je metylace DNA, kterou v tomto piipade
vykonava pro rostliny unikatni enzym. Je jim RADM (RNA-dependent DNA methylase), ktera
zodpovida za asymetrickou metylaci cytosinu u rostlin (Matzke et al., 2009). U telomerického
chromatinu je zminénou metylazou modifikovan cytosin na tieti pozici sekvence CCCTAAA. Enzym
RADM ke své Cinnosti vyzaduje siRNA (small interfering RNA), ktera je schopna za pomoci
proteinovych komplext vazat komplementarni iseky DNA a spolu s metylazou se podili na uml¢ovani

chromatinu (Pikaard et al., 2008; Vrbsky et al., 2010).

Telomery jako ochranné struktury chromozomi jsou velice dynamické délkou a primarni
sekvenci. Od téchto parametriit se dale odviji jejich sekundarni struktury, afinita proteinovych
komplexti a celkova dynamika v Case. Charakter telomerické DNA ma zasadni vliv na celkovou
strukturu telomer, pficemz odchylky od konsenzu hraji roli v nasledujicim alternativnim uspotadani
chromozomovych koncti, a proto je lze povazovat za jedine¢né struktury s unikatni regulaci a

aktivitou.

4. Komplex telomerazy

Enzymaticky komplex telomerdzy se sklada ze dvou hlavnich sloZek, kterymi jsou RNA
podjednotka stelomerickym motivem (TER) a proteinova podjednotka (TERT) s katalytickou
aktivitou reverzni transkriptazy. Telomerazova RNA je vyuzivana jako templat pro syntézu 3’ vlakna,
a sice jejim CasteCnym parovanim se stavajici sekvenci. Telomerazova katalyticka podjednotka
vaze TER a vytvari nové vlakno podle jeji predlohy. Jadro komplexu telomerazového holoenzymu se
sklada z centralnich podjednotek TERT, TER a dyskerinu, ktery se in vitro vaze do oblasti 3* konce
podjednotky TER (Kannan et al., 2008). S telomerazou reaguji i dalsi faktory, jez zajistuji jeji
spravnou aktivitu a vicestupiiovou regulaci.

V literatute je nejlépe popsana struktura podjednotky TERT u ryZe. Ma jedenact intront a
dvanact exond, z nichz nejstudovanéj$im a nejbohat$im na epigenetické znaceni je exon 5 (Heller-

Uszynska et al., 2002). Pro usnadnéni interakce s kyselou kostrou DNA ma proteinova podjednotka
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obecné bazicky charakter (Lingner, 1997). U huseni¢ku se na N-konci nachazi funkéné dulezity motiv
a jaderny lokaliza¢ni signal (Rossignol et al., 2007), ktery je rozpoznavan transportnim systémem a
umoznuje prichod pies jaderné pory do jadra. Tato podjednotka je u riznych organismi regulovana
na mnoha stupnich, napiiklad alternativnim sestfihem, sbalenim pomoci chaperonti, vazbou riznych
TER podjednotek a fosforylaci indukovanou fytohormony (Zachova et al., 2013).

RNA podjednotka telomerazy se u husenic¢ku, na rozdil od vsech ostatnich dosud popsanych
organismtl, Vyskytuje ve dvou kopiich TER1 a TER2 (Cifuentes-Rojas et al., 2011). Z tohoto poznatku
1ze usoudit, Ze jeji evoluéni vyvoj byl jiny nez u kvasinek, ¢i obratlovel. K jejimu zdvojeni doslo
pravdépodobné béhem duplikace genomu, piestaveb a redukce poctu chromozomi (Lysak et al.,
2009). Sekvenéné jsou si obé tyto podjednotky podobné v konzervovanych oblastech CR1 a CR2,
které jsou u kazdé TER odlisné lokalizované a usporadané, ale nejméné z 85% identické. V obou
podjednotkach se nachazi desetinukleotidova sekvence se 1,5 opakovanim kanonické repetice
Vv konzervovanych oblastech. Oba transkripty TERL i TER2 jsou in vitro vazany podjednotkou TERT,
avSak pro pln¢ funkéni komplex telomerazy je nutna jen podjednotka TER1 s dal$imi faktory. Vybér
podjednotky muize byt zavisly na unikatnich oblastech a lokalizaci kodujiciho regionu (Cifuentes-
Rojas et al., 2011; Beilstein et al., 2012).

Kédujici region TERL je u huseni¢ku lokalizovan na chromozomu 1. Nachazi se v sekvenci
otevieného CEteciho ramce huseni¢kového homologu RAD52. S timto lokusem se ¢aste¢né piekryva
také v oblastech konzervovanych regiond. Podjednotka TER1 po své maturaci interaguje s faktorem
POT1la. Nicmén¢ se zatim nepodafilo zjistit nic o specifit€¢ této vazby, a proto se uvazuje o tvorbé
TER1-POT1a dimeru na zakladé konzervované sekundarni struktury. Gen pro druhou podjednotku

TER2 se nachazi na chromozomu 5. Sekvence je piepisovana v opa¢né orientaci pirekryvajici 5" UTR

oblast genu  pro tRNA-

. ) TER1 5 — 3 M Unique to TER1 CR1
adenosindeamindzu 3 | tero 5!,{_/ \_\;_ 5 ®Uniqueto TER2  WCR2
(Cifuentes-Rojas et al., | "ERéSmmmmmmmm——

2011). Podjednotka TER2

o s 4 . _— C—— ) TER2
zistava po své transkripci [CGICTGTTG.... CAACATCGTC,... CTTCAGGAATCAGT
_________ s b=
BN e | T —— p .-
vplné délce ncRNA nebo Terz, 5 (EINCRIID 3
miize byt sestfizena 5-150- ‘TCGTC -679-3" 5'-735-CTTCAGGAATCAGT -752-3'
do izoformy TER2s splice site (10/10) 7112 412 112

(viz Obrazek 5). Zminéné | oprazek 5: Podjednotky TER u huseni¢ku rolniho

alternativni podjednotky | Na obrazku jsou znazornény zmnoZené TER podjednotky husenicku
TER2 a TER2s se ve vysoké rolniho, konzervované regiony (zelené) a unikatni sekvence pro TER1

iy cr e L (Cervené) a pro TER2 (modfe). U sestfihové varianty TER2s jsou dale
mife vyskytuji pti signalizaci

poskozeni DNA.  Vyssi
afinita RNA podjednotky

oznacena sestfihova mista. Upraveno podle (Cifuentes-Rojas et al.,
2012).
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TER2 k TERT miZe branit interakci proteinové podjednotky s TER1 a aktivaci komplexu telomerazy
(Cifuentes-Rojas et al., 2012).

U dalSich druhti celedi Brassicaceae byly popsany homology TER, které se sekvenéné blizi
AtTER1. Podobné, jako u této podjednotky, u nich byly identifikovany domény CR1 a CR2
a i podobny piesah ¢teciho ramce s kodujici sekvenci homologu RADS52. Avsak u nékterych z téchto
rostlin doslo k mutacim v templatové sekvenci a podjednotka se tak stala nefunkéni. Muselo tedy dojit
k rychlému zastoupeni jinym genem, protoze tyto rostliny maji kanonickou telomerickou sekvenci
(Beilstein et al., 2012).

Dyskerin je konzervovany RNA-vazebny protein schopny vazby s podjednotkami TER1
i TER2 a specifické interakce s POT1a. Jeho mutaci, ktera ma u ¢lovéka vazné nasledky, dochazi
ke snizeni aktivity reverzni transkriptazy in vitro (Kannan et al., 2008). V dusledku vyfazeni
telomerazy nejsou telomery prodluzovany, a tak postupné dochazi k jejich zkracovani (Pollard et al.,

2007).

4.1 Regulace telomerazy na Girovni organismu

Rostlinné telomery se v disledku neaktivity telomerazy béhem ontogeneze zkracuji jako
u ¢loveka. Na rozdil od lidi v§ak u rostlin mtize byt jeji enzymaticka ¢innost za specifickych podminek
reaktivovana, coz umoziuje udrzeni buné¢né totipotence. V rostlinach je tento enzym &inny
v meristémech a v reprodukcénich organech; jeho aktivita vsak nebyla detekovana Vv diferencovanych
vegetativnich Castech rostliny (Fitzgerald et al., 1996; Tamura et al., 1999; Ren et al., 2004).
Vzhledem Kk totipotenci rostlinnych bunék muze byt zpétna aktivace telomerazy stimulovana
v dediferencovanych pletivech. Z hlediska vyvoje jedince je proto regulace rostlinné telomerazy velmi
dynamickym procesem (Fajkus et al., 1998).

U tabakovych kultur se na zménach aktivity telomerazového holoenzymu navic podili nékteré
bunécného cyklu za mozného spoluptisobeni cyklindependentni kinazy 2 (Tamura et al., 1999).
Vzhledem k signalizaci auxinu pies degradaci v proteazomu je mozné, ze se tento nevratny zpusob
modifikace uplatiiuje v regulaci telomerazy na urovni transkripénich faktorti u huseni¢ku (Ren et al.,
2004). Pridanim exogenniho auxinu k transgennim rostlinam muze dojit k aktivaci telomerazy
v listech (Tamura et al., 1999). Antagonista auxinu Vv tabakovych kulturach, kyselina abscisova,
naopak snizuje aktivitu TERT (Yang et al., 2001). Dusledkem jejiho pusobeni je zastaveni

prodluzovani telomer pii bunééném déleni, coz vede k jejich zkracovani (Pollard et al., 2007).

4.2  Regulace epigenetickym zna¢enim genu TERT
Regulace telomerazy na epigenetické urovni zahrnuje velké mnozstvi histonovych modifikaci,
na které navazuji modifikace deoxyribonukleové kyseliny. Obecné se u konstitutivné piepisovanych

gentl husenicku vyskytuji symetrické CG metylace v exprimovanych oblastech, které jsou pfitomné,
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i pfes vyvojovou regulaci, také v kodujicim regionu AtTERT (Aceituno et al., 2008; Ogrocka et al.,
2012). Naproti tomu metylace v promotoru, které se u proteinové podjednotky nevyskytuji, jsou
charakteristické pro geny, jez jsou tkanoveé vice specifické (Zhang et al., 2006). Z téchto pozorovani
vyplyva velmi komplexni histonovy modifikacni model, ktery se podili na regulaci telomerazy.

Na zaklad¢ pozorovani byly stanoveny kombinace dvanacti epigenetickych znacek, které
charakterizuji aktivné transkribované geny, reprimované geny, interchromozomalni oblasti a umlcené
elementy u husenicku, podle kterych byl popsan modifika¢ni motiv genu pro TERT (Roudier et al.,
2011). Velmi heterogenni epigenetické znaceni sekvence TERT bylo nalezeno v oblasti proti proudu a
v exonu 5. Béhem ontogeneze se v téchto oblastech vyskytuji modifikace charakteristické pro umlcené
transponovatelné elementy a konstitutivni heterochromatin, ale i znacky typické pro euchromatin.
Ostatni modifikace téchto tseku byly srovnatelné v tkanich pozitivnich i negativnich na aktivitu
telomerazy (Ogrocka et al., 2012).

Se zvySujici se pfitomnosti represivni znacky H3K27me3 vyvojové umlceného
heterochromatinu v oblasti proti proudu TERT regionu a exonu 5 klesala aktivita telomerazy
v dtsledku zvySujici se metylace cytosinu na tieti pozici. Pfima spojitost mezi H3K27me3 a metylaci
DNA vsak nebyla prokdzana a také vyznam symetrické metylace exonu 5 zlistava zatim neobjasnén
z divodu vyvojové regulace telomerazy. Navzdory tomuto metylaénimu motivu a vyvojové deregulaci

si chromatin v kodujici oblasti AtTERT zachovava euchromatinové modifikace (Ogrocka et al., 2012).

4.3 Regulace telomerazy transkripénimi faktory

Telomerazovy komplex je u rostlin regulovan na mnoha urovnich, od transkripce
a posttranskripénich modifikaci TERT pfes translaci az po interakce s regulaénimi proteiny. Aktivita
telomerazy U husenic¢ku odpovida hladiné transkriptu TERT (Fitzgerald et al., 1999). Hlavnim
regulaénim bodem se tak stava exprese reverzni transkriptizy, na jejiz aktivaci se v listech
transgennich rostlin podili dvoukomponentni draha proteintt TAC1 a BT2. V dusledku této signalizace
byla pozorovatelna ¢innost telomerazy i v pletivech, ktera u rostlin divokého typu nejevi znamky jeji
aktivity (Ren et al., 2004; Ren et al., 2007). TAC1 (Telomerase activator 1) z rodiny Superman-like je
transkripéni faktor s DNA-vazebnym motivem zinkového prstu (Ren et al., 2004). In vitro byla
prokazana jeho vazba do promotoru genu BT2, ktera je velmi specificka a citlivd k mutacim
centralniho tripletu bazi v konzervované oblasti. Cinnosti TAC1 vzriista mnozstvi transkripti BT2
V cytoplazmé jeho piimou interakci s promotorovou oblasti nebo nepfimo aktivaci pfisluSnych
transkripénich faktort (Ren et al., 2007). Nadmérnou expresi transkripéniho faktoru TAC1 je
naruseno vnimani auxinu a dochazi k aktivaci telomerazy V diferencovanych pletivech
transformovanych rostlin. Naopak uplné vytazeni tohoto faktoru nemé pozorovatelny vliv na ¢innost
telomerazy. Proto se uvazuje mimo jiné o zastoupeni funkce jinym proteinem z rodiny Superman-like

(Ren et al., 2004).
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Protein BT2 ma né&kolik protein-interakénich domén, jednou z nich je kalmodulin-vazebna
doména, ktera pfes vazbu kalmodulinu vychytava vapnikové ionty (Du and Poovaiah, 2004). Jejich
koncentrace pravdépodobné mize regulovat ¢innost telomerazy. Dale byla potvrzena schopnost BT2
rozpoznat hormon auxin in vitro. In vivo snejvétsi pravdépodobnosti interaguje s proteiny
s bromodoménami, které jsou typické pro transkrip¢ni faktory, coz by znamenalo i schopnost kontroly
exprese regulatord telomerazy. Konstitutivni exprese proteinu BT2 v transformovanych rostlinach
vede kaktivaci reverzni transkriptazy v listech. Celkovy mechanismus vySe popsané regulace a
transkripéni faktory vazajici se do oblasti promotoru TERT zGstavaji zatim neznamé (Ren et al., 2007;
Zeng and Zhou, 2002).

4.4  Posttranskripcni a posttranslaéni regulace

Podobna regulace exprese jako u huseni¢ku byla popsana u ryze, u niz v8ak hraji hlavni roli
modifikace na posttranskripéni trovni. Sestfihem mulze vznikat mnozstvi variant, které soutézi
0 vazbu TER a vazebnych proteint (Oguchi et al., 2004). U huseni¢ku byla popsana interakce faktoru
POT1a s transkripéni variantou AtTERT V(I8), a proto se ocekava prokazani biologické role
alternativnich transkripti také u ostatnich rostlin (Rossignol et al., 2007). Piepisy riznych exont a
delSich sestfihovych variant byly identifikovany u transgennich rostlin (Fojtova et al., 2011).
V tabakovych kulturaich byla popsana regulace telomerazy hlavné na twrovni posttranslacnich
modifikaci. Enzym zlstava neaktivni bez specifické fosforylace dosud neznamou kinazou, jejiz
aktivita je v pribéhu S-faze snizena inhibitorem (Yang et al., 2001). Nejvyssi aktivita kinazy byla
zaznamenana v pozdni S-fazi buné¢ného cyklu, kdy dochazi k replikaci chromozomové DNA (Tamura
et al., 1999). Naopak specificka inaktivace telomerazy je zajiSténa pusobenim protein-fosfatazy 2A,
ktera ji zpétné defosforyluje. U bunék ryze byla zjisténa podobna regulace fosforylaci dvou mist AKT-
kinazou, avSak jejich po¢et se mize liit v zavislosti na alternativnim sestiihu (Oguchi et al., 2004).

O transportu telomerazy na telomery u rostlin neni V literatufe mnoho dostupnych informaci.
Homolog faktoru EST1, ktery se ucastni jejiho vychytavani u kvasinek, se na ném u vysSich eukaryot
nepodili (Conti and lzaurralde, 2005). Rostliny disponuji ziejmé jinym zpisobem vychytavani
telomerdzy a jeji vazbou na telomery, jenz je pravdépodobné zprostiedkovan faktorem POTla
interagujicim s telomerazou (Surovtseva et al., 2007). Pronavazani reverzni transkriptazy
na telomerické konce je vyzadovana jejich spravna lokalni konformace, ktera mtize usnadnit nebo

zamezit interakci enzymu s DNA (Majerova et al., 2011).

4.5 Regulace TERRA transkripty

Pti hypometylaci telomer mtize dojit k rozvolnéni chromatinu a zptistupnéni DNA enzymtim
jako jsou RNA polymerazy (Majerova et al., 2011). Nejdiive byl objev telomerickych transkriptt
popsan u zvifat, pozdé€ji nasledoval také v rostlinné #isi (Vrbsky et al., 2010). U savcl vznikaji

nekodujici transkripty TERRA (telomeric repeat-containing RNA) z telomerickych vlaken bohatych
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na cytosin prepisem RNA polymerazou Il ve velikostnim rozpéti 100 bp az 9 kb. Dale jsou jako pre-
mRNA upravovany pifidanim 7-metylguanosinové cepicky a cast ztéchto transkriptd je
i polyadenylovana. Vazby s chromatinem se vSak Gi¢astni jen vlakna -RNA bez poly(A) fetézce (Porro
et al., 2010).

U rostlin se TERRA ucastni metylace DNA ve formé malych interferenénich RNA (Vrbsky et
al., 2010). Transkripce TERRA je iniciovana v oblastech subtelomer, které slouzi jako promotory a
RNA polymeraza se z nich postupné procita az do telomer. Lze ptedpokladat, ze se v tomto piipadée
jedna o RNA polymerazu V, jez se ucastni syntézy dlouhych nekodujicich RNA (IncRNA) u rostlin
(Vagquero-Sedas and Vega-Palas, 2011). Pro doplnéni pfislusné hypotézy byly nalezeny sekvence
TERRA (UUUAGGG) i ARRET (CCCUAAA) pouze u rostlin (Vrbsky et al., 2010). U husenic¢ku byly
popsany dva typy velikostn€¢ velmi heterogennich TERRA transkriptl, jejichz délka se pohybuje
od nékolika stovek nukleotidd po produkty mnohondsobné delsi. Tato rtznorodost vSak neni
pozorovana jen v jejich velikosti, ale iv expresi. Frekvence transkripce se muze li§it na Grovni
organismu mezi tkdnémi a v ramci jedné buitkky mezi raménky chromozomt. Néktera chromozomova
raménka davaji vzniknout jen TERRA nebo ARRET, jina jsou piepisovana v obou smérech, ale existuji
i trvale umléena (Vrbsky et al., 2010). Transkripty TERRA mohou vznikat nejen z telomerickych a
subtelomerickych regiont, ale i z oblasti centromer, kde se vyskytuji sekvence podobné telomeram
(Prochazkova Schrumpfova et al., 2011).

Vzhledem k tomu, Ze TERRA a ARRET jsou antiparalelni vlakna, mohou mezi sebou parovat a
vytvaiet dvouvlaknové fragmenty. Tyto dvouvlaknové RNA vaze komplex AGOA4, ktery je schopen je
od sebe odlisit a pfednostné vybirat transkripty bohaté na guanin. Zatimco zuseku bohatého
na cytosin, ktery ptresahne délku 14 nukleotidl, vznika produkt o 24 az 25 nukleotidech, z produktu
bohatého na guanin vznika pouze 23 az 24 nukleotidova siRNA. Po vzniku malych interferenénich
RNA tupravou Dicerem neni mozné odlisit transkripty pochazejici z centromerickych a telomerickych
oblasti. Zralé produkty TERRA jsou dale vyuzity jako guide RNA pro navedeni RNA-dependentni
DNA metyltransferazy na komplementarni sekvence a jejich asymetrickou metylaci cytosinu na pozici
3 CCCUAAA (Vrbsky et al., 2010; Matzke et al., 2009; Cokus et al., 2008).

Regulace aktivity telomerazy je velmi komplexni proces kontrolovany mnoha zpasoby.
Konzervovana struktura jadra telomerazy podléha zménam, které jsou zajistény interakcemi s riznymi
proteiny. Neméné dilezitou roli maji jeji modulace na trovni transkripce a posttranskripénich
modifikaci. Zde popsanymi mechanismy byla nastinéna variabilita dtlezitosti jednotlivych kroku, a
Vtéto oblasti neni na takové urovni, aby byly zfejmé regulacni drahy, a proto ani celkovy

mechanismus puisobeni telomerazy.
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5. Ochrana telomer

Telomery je nutné chranit pred rozpoznanim degrada¢nimi enzymy a rekombina¢nimi faktory,
dale musi byt zajisténo jejich prodluzovani po kazdém bunécném déleni ptred ztratou poslednich
nukleotidi. Navic vyfazenim téchto primarnich ochrannych komponent musi byt aktivovany dalsi
signalni kaskady, jez nahrazuji jejich funkci. Telomerické proteiny maji esencialni Glohu pii tvorbé a
udrzovani architektury telomer, jejimz ustavenim zabranuji interchromozomalnim rekombinacim (Lee
and Kim, 2010). U savci se na ochrané telomerickych konct podili komplex Sesti proteinti, shelterin
(Liu et al., 2004). Jeho komponenty preventivné vazou replikacni protein A (RPA), ktery ma
redundantni funkci s nékterymi telomerickymi komponentami a spousti drahu signalizujici
dvouvlaknové zlomy (Denchi and de Lange, 2007). Pro identifikaci proteini interagujicich
s telomerami bylo u rostlin pouzito nékolik piistupt, které odhalily napiiklad huseni¢kové proteiny
STEP1 (Kwon and Chung, 2003), homolog PURa (White et al., 2010), proteinovou rodinu podobnou
SMH (Marian et al., 2003) a homology savéiho POT1 (Surovtseva et al., 2007).

K dysfunkci telomer dochazi po zkraceni telomerickych repetic az na kritickou délku, pii které
jiz nefunguji ochranné mechanismy zabrafujici nezadoucim aktivitam telomerickych koncti (Riha and
Shippen, 2003). Zjisténim tohoto problému zprostiedkovaného signalizaci telomer se aktivuji
ptislusné drahy, které vedou az k pieruseni bunééného cyklu. Uplny rozsah u&inku se naslednd
projevuje zastavenim déleni meristematickych tkani, ktery vSak neni patrny u somatickych bunék.
Pti¢inou kritického zkraceni telomer se mohou stat fyzikalni faktory, mezi které patii také ionizacni
zareni. Jeho pisobeni ma vliv jen na aktivni meristémy na rozdil od diferencovanych bunék (Hefner et
al., 2006).

U transgennich rostlin husenicku vede zkracovani telomer k tvorbé chromozomovych mostl
v anafazi a po té i k fiizim chromozom, ¢imzZ vznikaji dicentrické chromozomy spojené svymi konci
v oblasti telomer (Vespa et al., 2005). Popsanym zptisobem mize dochazet k masivnim reorganizacim
chromozomil a celého genomu. Na sekvencni urovni tyto procesy prispivaji k tvorbé intersticialnich
telomerickych sekvenci (ITS), jeZjsou generovany také ¢Cinnosti telomerazy, opravami
dvouvlaknovych zlomt a pravdépodobné i rekombinacemi (Azzalin et al., 2001).

K dal$im zptsobtim studia se vyuZziva vyfazeni telomerazy, jehoz nasledkem se neobnovuje
délka telomer pii bunécném déleni. Pti sledovani deseti generaci transgennich rostlin bez telomerdzy
se u poslednich péti vyskytly vyvojové vady vegetativnich a generativnich organti. Mutantni rostliny
byly rozdéleny do Ctyft tfid podle fenotypu. Do prvni tfidy byly zatazeny rostliny podobné divokému
typu. Skupinu I tvotily jedinci s mirnymi vadami v morfologii listd prevazné z 6. a 7. generace.
Skupina Il byla zastoupena rostlinami se stfedné zavaznymi az zdvaznymi negativnimi zménami
v morfologii listl, Struktufe stonku a sniZenou kli¢ivosti v generacich 8 a 9. Posledni skupina T,
rostliny s prerusenym vegetativnim ristem nebo s abortovanymi semeny, byla pozorovana u 9. a 10.

generace bez aktivni telomerazy. V kazdé generaci bunky pfichazely jen o 250 az 500 nukleotidl
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(Fitzgerald et al., 1996; Riha et al., 2001). Pavodni velké ztrata bazi je zredukovana na toto rozpéti

¢innosti alternativni drahy prodluzujici telomery (Ruckova et al., 2008).

5.1 Proteinové komplexy ucastnici se ochrany telomer

Bilkovinnou slozku, jez ma vliv na spravnou funkci telomer a interaguje s jejich upravenymi
i neupravenymi konci, tvoii nékolik komplexi nezbytnych pro spravnou cinnost telomerickych
oblasti. Tyto komponenty lze rozdélit do téi skupin sekvenéné ptibuznych proteind. Mohou jimi byt
proteiny podobné Zivoéisnému shelterinovému heterohexameru, urostlin zastoupené rodinami
proteintt TRB, TRFL a POT. Druha skupina zahrnuje faktory, které se podili na opravach zlomi DNA:
proteiny Ku a komplex MRN, a drahy zavislé na proteinkinazach ATM a ATR. Poslednim funkénim
seskupenim se stava heterotrimerni komplex CST (Watson and Riha, 2010).

5.2 Proteiny podobné shelterinu

Prvni skupina proteint je zastoupena dvéma rodinami proteinii podobnych SMH (Single-Myb-
histone). Maji obdobné vazebné charakteristiky jako lidské TRF (Terminal restriction fragments)
podjednotky shelterinu (Palm & de Lange, 2008b), a disponuji také typickou sekundarni strukturou
vV podobé teloboxové Myb domény na N-konci, pies kterou jsou schopny vazat jednovlaknové
i dvouvlaknové tseky telomer (Schrumpfova et al., 2004). Tyto struktury jsou dale charakteristické
centralni globularni histonovou (H1/5) doménou, pies kterou mohou interagovat se Sirokou skalou
proteinti (naptiklad s oligosacharid/oligonukleotid-vazebnymi (OB-fold) doménami AtPOTI1b) a
nespecificky se vazat na dvouvlaknovou telomerickou DNA (Schrumpfova et al., 2004; Prochazkova
Schrumpfova et al., 2008). Mezi SMH-like proteiny patfi rodina proteint TRB (telomere-repeat-
binding factor) (Marian et al., 2003).

U husenicku bylo dosud popsano pét proteini TRB, které mohou vytvaret komplexy
homodimert, heterodimerti a dokonce i multimera interakcemi histonovych domén (Hofr et al., 2009;
Kuchat and Fajkus, 2004). Na dvouvlaknovou a jednovlaknovou DNA se vazou specificky N-
terminalni doménou, pfi¢emz jejich regulace zavisi na struktufe chromatinu (Schrumpfova et al.,
2004). TRB1 (telomere-repeat-binding factor 1) interaguje piimo s jednou hexanukleotidovou
jednotkou telomerickych repetic (Hofr et al., 2009) a proteinem POT1b (Protection of telomeres 1b),
jez by mohl byt prostfednikem interakce proteinu TRB1 stelomerazovou podjednotkou TERT
(Prochazkova Schrumpfova et al., 2008; Prochazkova Schrumpfova et al., 2014). Na druhou stranu
TRBI1 je schopen fyzické interakce s N-koncem TERT. Transgenni rostliny bez TRB1 maji telomery
zkracené, coz ma také vliv na specifitu vazby TRB1 a TRB3, jez vyzaduji minimalné dvé vazebna
mista pro asociaci dvou dimert TRB (Hofr et al., 2009; Prochazkova Schrumpfova et al., 2014).
Podminka vétsiho mnozstvi telomerickych repetic také omezuje jejich vazbu na kratké sekvence

podobné telomeram rizné roztrousené po genomu (Hofr et al., 2009). Vzhledem k ucasti téchto
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faktorti v ochrané telomer jsou povazovany za kandidatni proteiny rostlinného komplexu podobného
shelterinu (Prochazkova Schrumpfova et al., 2014).

Dalsimi popsanymi faktory jsou ortology lidskych proteintt TRF, dvé pro rostliny specifické
rodiny TRF-like 1 (TRFL1) a TRF-like 2 (TRFL2). Dosud bylo identifikovano dvanact proteini
TRFL, které sdili sekvenci prodlouzené domény Myb pro vazbu dvouvlaknové DNA, ktera je u rostlin
specificky umisténa na C-konci (Myb-ext doména) a je téZ nejkonzervovangj$i oblasti s vysokou
sekvenéni podobnosti k shelterinovym komponentim hTRF1 a hTRF2 (viz Obrazek 6). Proteiny
rodiny TRFL1 se mohou seskupovat in vitro v heterodimery u kukufice a v homodimery specificky
vazajici telomery U husenicku. Do této tfidy u husenicku patii Sest proteintl, v jejichz sekvenci se
nachazi vysoce konzervované domény Myb-ext a centralni doména (Karamysheva et al., 2004).
Jednim z ¢lent této rodiny je i TRP1 (Telomeric repeat-binding protein 1), ktery ma redundantni
funkci s telomerickymi Myb-podobnymi proteiny, spoleéné se podilejici na negativni regulaci telomer
(Karamysheva et al., 2004; Peska et al., 2011).

Dals$im popsanym proteinem této rodiny je protein TBP1 (Telomeric DNA-binding protein 1),
ktery vaze jednovaknovou i dvouvlaknovou DNA a mohl by byt homologem proteintt hTRF (Chen et
al., 2001; Karamysheva et al., 2004). Vyfazenim proteini TBP1 — u huseni¢ku AtTBP1 (Hwang and
Cho, 2007), ryZze RTBP1 (Rice telomere binding protein 1) (Yang et al., 2004) a tabaku (Nicotiana
glutinosa) NgTRF1 (Tobacco Telomere-Binding Protein) (Yang et al., 2004) — se telomery téchto
rostlin prodluzuji. U tbpl mutantnich rostlin huseni¢ku bylo pozorovano prodluzovani telomer az na

10 kb (Hwang and Cho, 2007) a u ryze navic anomalie v ristovém vyvoji vedouci ke snizeni fertility

hTRF2 [oasichREE [ Wb ]501aa
27% ID (66% Sim)I 56% ID (80% Sim) I
hTRF1 IR [Wb ] 439aa
29% ID (40% Sim)

TRP1 | | CD [ [ Wb TWESN |578aa

74% ID (85% Sim)I 96% ID (98% Sim)I I 90% ID (97% Sim)
TRFLO | | CD [ [Tvyb el  1619aa

17%ID, 33 %Sim to hPot1 11%ID, 22% Sim to hPot1
AtPot1 467aa
I 31%ID, 47 %Sim I 39%ID, 55 %Sim

AtPot2 [ IIINNNCEINNN DNCEPN A W [454aa

17%ID, 29% Sim to hPot1 10%ID, 22% Sim to hPot1

Obrazek 6: Strukturni porovnani vybranych proteint
Porovnani domén proteind hTRF1, hTRF2 s AtTRP1 a AtTRFL9 a dvou POT na zakladé alignmentu.

ID = identické, Sim = podobné. Upraveno podle: (Karamysheva et al., 2004; Shakirov et al., 2005)
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(Hong et al., 2007). Narozdil od Zivodichi nemaji mutace téchto proteinti u huseni¢ku takové
nasledky jako umysi, ziejmé¢ zdlvodu mozné redundance s dosud nepopsanymi proteiny
(Karamysheva et al., 2004).

Proteiny druhé podrodiny maji na C-konci Myb-like doménu bez prodlouzeni, a proto nejsou
schopné in vitro dimerizace ani vazby na DNA. Obé& skupiny protein TRFL jsou si sekven¢né
podobné jen v Myb doméné, coz napovida rozriznéni jejich funkci. U rostlin mutovanych vzdy v genu
pro jeden protein nebyly pozorovany zadné riistové ani vyvojové anomalie, a ani na Urovni buiiky se
neprojevil patrny vliv na délku telomer a stabilitu genomu (Karamysheva et al., 2004).

Posledni skupinou rostlinného komplexu podobného shelterinu se staly proteiny sekvenéné
velmi podobné zivo¢isnému POT1 (Protection of telomeres 1). Pi hledani rostlinnych homolognich
proteint tvoficich u Zivoc¢icht shelterinovy komplex bylo nalezeno nejméné Sest proteint ptibuznych
proteinim Myb schopnych vazby k dvouvlaknové DNA in vitro (Karamysheva et al., 2004). Jednim
Znich je pravé protein POTI, ktery se vaze najednovlaknové konce (Surovtseva et al., 2007).
U husenic¢ku byly posléze nalezeny jeho hlavni homology POT1a a POT1b (Shakirov et al., 2005).
Tyto dva rostlinné POT proteiny se podileji na kontrole délky telomer a pfimé ochran¢ koncd. | ptes to
nejsou povazovany za hlavni telomerické proteiny vazajici jednovlaknovou DNA, a to z divodu jejich
nespecifické vazby (Shakirov et al., 2009). Obecné se podileji na represi ATR drahy, ktera je
indukovana vazbou proteini RPA na dvouvlaknové zlomy, jez mohou telomery mimikovat pti
disociaci POT1 z DNA (Denchi and de Lange, 2007). Huseni¢ek disponuje tfemi paralogy POT1, jez
se vSechny funkéné vztahuji k telomeram, avSak ne vSechny se na né€ vazou jako sav¢éi POTI1
(Shakirov et al., 2005; Rossignol et al., 2007).

Zmnozené proteiny POT1 vznikly pravdépodobné duplikaci genomu a v disledku velmi
rychlé evoluce se jejich funkce stihly znaéné rozruznit (Lee and Kim, 2010). V literatufe nejvice
popsané POT1a a POT1b jsou strukturné velmi podobné homologu POT1 obratlovca ve dvou OB-fold
doménach a doméné na C konci (Nelson and Shippen, 2013). AtPOTl1a se vaze na telomery jen
velmi kratce v pribéhu S-faze, coz je v souladu s teorii 0 jeho funkci ve vychytavani telomerazy na G-
pfesahy. Také ma pozitivni G¢inek na aktivni telomerazovy komplex, jehoz vazbou se zvysuje
uéinnost enzymu. Ur¢ity vliv POT1a na udrzeni homeostazy telomer je ocividny u mutantnich rostlin
potla, u kterych dochazi ke zkracovani telomer v dusledku inaktivace telomerazy (Surovtseva et al.,
2007). Jeho paralog AtPOTI1b ochranuje telomerické konce pted rozpoznanim exonukledzami a
naslednou resekci C-konce (Shakirov et al., 2005). U mutantnich rostlin potlb byly pozorovany eroze
telomer a chromozomové fuze nasledované morfologickymi anomaliemi (Shakirov et al., 2005).

Poslednim popsanym paralogem POT1 u rostlin je maly zkraceny POT 1c obsahujici jen jednu
OB-fold doménu. I pfes tuto nezanedbatelnou zménu struktury si alespoit minimalné zachoval ptivodni

funkci v ochrané telomer av§ak mechanismus jeho puisobeni a konkrétni poznatky o ném zatim nejsou
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znamy. Jednou zjeho predpokladanych moznych funkci by mohlo byt vychytavani POT1b
na telomery (Rossignol et al., 2007; Nelson and Shippen, 2013).

5.3  Proteiny DNA oprav

Mezi hlavni komplexy ucastnici se ochrany telomerickych koncd patii proteinovy dimer
Ku70/80, ktery ma vyznamnou funkci vudrzovani stabilni délky telomer. Vaze se piimo
na dvouvlaknové konce a zajistuje jejich nerozeznatelnost pro nukleolytické enzymy a rekombina¢ni
faktory. Mutacemi jednotlivych podjednotek dochazi k jeho vytazeni z funkce (Gallego et al., 2013).
Absence Ku70 vede u husenicku k odbourani tupych koncti exonukleazou EXOI1 a dalSimi
nukleazami. Tyto enzymy generuji jednovlaknové presahy, jez jsou schopny invaze
do dvouvlaknovych oblasti, ¢imz umoznuji rekombinaci nebo odstépeni t-kruht. Ku80 ptisobi ziejmé
proti aktivité¢ telomerazy a piimo ji inhibuje. U pozdé&jsich generaci mutantd ku80/tert byly
pozorovany chromozomové fuze a defekty ve vyvoji vegetativnich organt. Dvojiti mutanti ku70/80
disponuji prodlouzenymi telomerami takto zpiistupnénymi pro telomerazu Ve srovnani s divokym
typem rostlin. Heterodimer ma tedy pozitivni vliv na délku telomer a udrZeni homeostazy
pii dysfunkci telomerdzy. Stabilizuje telomery a zajistuje jejich prodluzovani usnadnénim
nehomologniho parovani konct, které je ptimo znemoznéno ¢innosti telomerazy u kvetoucich rostlin.
Telomeraza svoji pfimou vazbou na telomery zamezuje navazani rekombinaz (Kazda et al., 2012).
Proteiny Ku u rostlin asociuji s telomerazou, konkrétné s jeji RNA podjednotkou TER2 (Cifuentes-
Rojas et al., 2012). Z vysledkd je ziejma velka flexibilita v oblasti ochrany rostlinnych telomer (Kazda
etal., 2012).

Na rozpoznani dvouvlaknovych zlomi a spusténi signaliza¢ni drahy se u riznych organismi
vyznamné podili komplex MRN (Vannier et al., 2006). Tento enzymaticky aktivni proteinovy trimer
je nezbytny pro opravy DNA, rekombinace, replikaci DNA, t¢astni se také aktivace kontrolnich bodt
a udrzovani telomer (Lamarche et al., 2011). Jeho nefunkénost neni pro husenicek letalni, nicméné
u téchto rostlin byla pozorovatelna nestabilita genomu fizovanim chromozomd. Komplex MRN
tvoii protein NBS1 vazajici dvé dimerni podjednotky MRE11 a RAD50 (Vannier et al., 2006). Tyto
homodimery s doménami vazajicimi DNA tvoii dvé na sob&é nezavisla mista pfemosténa NBS1
(Najdekrovda and Siroky, 2012). Piivyfazeni DNA-vazebnych proteind z funkce dochézi
ke zkracovani telomer, které je kompenzovano fizemi chromozomovych koncd. Rostlinna NBS1
podjednotka je mensi nez zivocisna, ale ma vsechny dulezité domény, doménu pro vazbu s replikacni
vidlici, MRE11-vazebnou doménu, ATM-interagujici doménu a dalsi. Pfi samoopylovani mutantQ
tert/nbsl byly pozorovany vyvojové vady rostlin, které¢ vedly azkjejich uplné sterilité v Sesté
generaci. V anafazi samcich meiocytt husenicku byly identifikovany chromozomové mosty
mezi bivalenty v anafizi I a univalenty v anafazi II (Najdekrova and Siroky, 2012). Spolu s proteiny

RPA se komplex MRN vyznamné podili na aktivaci signalizace kinazami (Amiard et al., 2010).
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Posledni skupinou proteinti ucastnicich se oprav DNA jsou dvé dfive zminéné proteinkinazy
a na nich zavislé fosforyla¢ni kaskady. U rostlin existuji dvé hlavni signalizacni drahy rozpoznavajici
jednovlaknova a dvouvlaknova poskozeni. Vyfazeni i jen jedné z nich ma vyrazny vliv na vyvoj a
stabilitu genomu v zarode¢nych bunkach s nefunkénimi telomerickymi proteiny. Signalizaci
0 poskozeni telomer se spousti odpovéd’ na rozeznani DNA zlomi. Primarnimi enzymy se V téchto
kaskadach stavaji dvé kinazy podobné fosfatidylinozitol-3 kinazam; ATM (Ataxia telangiectasia
mutated) a ATR (ATM and Rad3 related). Jejich aktivaci proteiny, jako napiiklad RPA, se spousti
draha signalni transdukce, ktera konci zastavenim bun&éného déleni a naslednou opravou DNA. Jejich
ucinkem jsou fosforylovany histonové varianty H2A.x v okoli zlomu, coz vede k hromadéni dalSich
faktort. V disledku ptsobeni kindz mulze byt zastaven bunéény cyklus kontrolnim bodem
rozeznavajicim poskozeni DNA a néasledné spousténa programovand bunécnd smrt. Timto
mechanismem pod kontrolou obou kinaz mohou byt selektovany bunky S poskozenou genetickou
informaci (Amiard et al., 2010; Amiard et al., 2011).

Ke spusténi drah ATM a ATR muze dojit funkénim vytazenim proteint zajist'ujicich ochranu
telomer. ATM draha je aktivovana signalizaci dvouvlaknovych zlomu a pii deaktivaci telomerazy,
atak se uplatiuje v ochrané pied nahodnymi rekombinacemi. Mutace komponent ochranného
komplexu CST také aktivuji tuto alternativni drahu udrzujici telomery. Poskozenim podjednotky
CTCI1 jsou telomery zpiistupnény pro vazbu proteinu RPA, jenz aktivuje ATR kinadzu. Nésledna
fosforylace histonové varianty H2A.x je rozpoznavana opravnymi faktory (Amiard et al., 2011; Vespa
et al., 2007; Boltz et al., 2012). Uml¢enim ATM kinazy je aktivovana ATR odpovéd. Vytazenim
telomerazy a naslednym zkracovanim telomer jsou aktivovany obé drahy podilejici se na udrzeni
stability chromozomi pfi vyfazeni funkce ochrannych mechanismit (Amiard et al., 2011). Jejich
inhibice neni pro rostliny letalni (Garcia et al., 2003), na rozdil od savci (Brown and Baltimore,

2000), a poukazuje na vzajemnou ¢asteénou zastupitelnost jinymi mechanismy (Heacock et al., 2007).

54 Komplex CST

Poslednim funkénim uskupenim proteind, které se podili zejména na zabezpeceni
telomerickych konct je komplex CST. Tento evoluéné velmi konzervovany trimer se t¢astni ochrany
telomer pied rozeznanim a spu$ténim drahy rozpoznavajici dvouvlaknové zlomy (Amiard et al.,
2011). Vaze se nespecificky na jednovlaknové useky DNA a je schopen zajistit jejich ochranu
ptred navazanim proteini RPA. Také je mozné, ze se komplex CST u huseni¢ku podili na replikaci
DNA vazbou na DNA polymerazu o (Price et al.,, 2010; Gong and de Lange, 2011). Tento
heterotrimericky proteinovy komplex je tvofen podjednotkami CTC1 (Conserved Telomere
maintenance Component 1), STN1 a TEN1 (Song et al., 2008; Surovtseva et al., 2010). Protein CTC1
se pfimo vaze na podjednotku STN1, ktera asociuje s TEN1 (Bianchi and Shore, 2008). U proteint
RPA70 a CTC1 byla zaznamenana podobnost ve struktufe, ve vysokém poctu interakénich partnerd a

ptitomnosti nékolika DNA-vazebnych OB-fold motivii (Price et al. 2010). U transgennich rostlin ctcl
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a stnl byla pozorovana nestabilita genomu, ktera se projevovala zkracovanim telomer, prodluZovanim
G-piesahtl, rekombinacemi a fizemi konctl, a na Grovni organismu také defekty ve fenotypu. Komplex
CST neni uplné€ nezbytny pro preziti rostliny na rozdil od savci, patrné z divodu ¢aste¢né redundance
funkce s RPA (Surovtseva et al., 2010).

Podjednotka STN1 je konzervovanou komponentou komplexu CST mezi eukaryotnimi
organismy (Song et al., 2008). Jeji funkce v oblasti telomer muze byt spojena se syntézou
zpozd'ujiciho se vlakna, pfi které se vaze pravé na DNA polymerazu o a plsobi jako jeji stimulacni
faktor (Grossi et al., 2004). Inaktivaci STN1 dochazi ke ztraté ochrany telomer, zkraceni
telomerickych repetic, fuzovani chromozomi a zvétSovani G-presahtl. Témito aberacemi jsou vSak
postizeny jen konce nékterych chromozomii, konkrétné se jedna pouze o telomery s G-ptesahy (Song
et al., 2008). Navic byla popsana mozna paralelni ochrana a udrzovani telomer proteiny Ku.
Tato teorie je podpofena vétsimi defekty pfii vyfazeni proteinu Ku z funkce zaroven s podjednotkou
STN1 (Kazda et al., 2012). Snizenim aktivity CTC1 a STNI dochazi ke zkracovani telomer a
generovani dlouhych G-ptesahti, chromozomovym fuzim a aberantnim telomerickym rekombinacim
(Surovtseva et al., 2010). V dasledku téchto zmén se zainaji tvofit nestandardni struktury

extrachromozomalnich telomerickych t-kruht (Zellinger et al., 2007).

Ochrany telomerické DNA u rostlin se tcastni velké mnozstvi proteini. Né&které jsou
univerzalni, konzervované i mezi evoluéné vzdalenymi organismy, jiné jsou zcela unikatni.
Pfi objasnéni problému ochrany telomer byly pouzity metody, které odhalily homology jiz znamych
proteini. AvSak popis celého souboru telomerickych proteini u rostlin neni jednoduchy praveé
pro jedine¢nost mnohych z nich. Je pravdépodobné, e vzhledem k absenci zakladniho ochranného
komplexu shelterinu se u nich vyvinulo nekolik paralelnich zptisobti ochrany chromozomii. Navic jiz
znamé drahy jesté nejsou u rostlin Gplné popsany, a proto jejich propojeni s unikatnimi mechanismy

zatim neni mozné objasnit.
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6. Zavér

V predlozené praci jsou popsany skupiny proteint, které se vyskytuji v oblastech telomer a
zfejm¢ se podileji na jejich biologické funkci. Nekteré z téchto proteinit jsou u rostlin (pfevazné
huseni¢ku, ryze a tabaku) popsany jen na zakladé pocitatovych analyz a strukturniho modelovani in
silico (Oguchi et al., 2004), u jinych byly dokonce potvrzeny piimé interakce s telomerami nebo
telomerazou (Rossignol et al., 2007; Hofr et al., 2009). Vétsina znamych telomerickych faktort (jako
napiiklad TAC1), jejich G€inkl a vazebnych aktivit je zndma ptedevsim in vitro (Ren et al., 2007).
Funkce a vazebni partnefi jiz byli studovani napft. u telomerazové podjednotky TER1, ktera je nutna
pro udrzeni telomer in vivo, av§ak ne u vSech (TER2) byla potvrzena funkce in vitro (Cifuentes-Rojas
et al., 2011). Mutantni rostliny n€kterych proteinit homolognich s zivo¢isnymi jiz byly kultivovany a
pozorovany v nékolika generacich (Najdekrova and Siroky, 2012). Na druhou stranu zde byly popsany
proteiny unikatni pro rostlinnou #i$i S podobnymi vazebnymi charakteristikami chybéjicich sav¢ich
homologt (Karamysheva et al., 2004).

U husenicku je pozorovatelny jiny vyvoj telomerickych komponent poukazujici na evolu¢ni
diverzitu a dulezitost zachovani funkénich celkt telomer (Beilstein et al., 2012). Nové popsané
specifické faktory lze rozélenit do nékolika t¥id podle jejich homologie a funkce. Zivo&i§né homologni
proteiny mohou postradat nékteré funkce, jez jsou zajistény jinak nebo nemusi byt zatim vibec
popsany (Najdekrova and Siroky, 2012). Navic se mohou velmi lisit v sekvenéni a strukturni
organizaci (Nelson and Shippen, 2013).

Z dosavadnich vysledkd vyplyva nedostate¢na znalost telomerickych struktur a jejich
komponent u rostlin, jez nelze pievzit z dosavadnich zdroji pfevazné savéi biologie telomer. Pro plné
porozuméni zde probihajicim procesiim a jejich mechanismiim, je nutné nashromazdit vice informaci

o této problematice a objasnit dilezité reakeni drahy u dalsi skupiny organismd, rostlin.
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