Telomeraza - enzym
nieSmiertelnosci?
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Jak wiadomo, w jadrze komérkowym Eukaryota znajdujg sig
chromosomy zawierajace materiat dziedziczny pod postacig
swoistego DNA. Do niedawna przypuszczano, ze struktura
fancucha DNA na koncach chromosoméw ma charakter sta-
tyczny i nie zmienia sig w zwiazku z podziatami mitotycznymi.
Od kilku lat jednak wiadomo, ze owe ,zakohczenia” ulegajg
swoistym przeobrazeniom, przede wszystkim poprzez skraca-
nie.

Jeszcze w latach czterdziestych, pracujaca nad tzw. ska-
czacymi genami laureatka Nagrody Nobla Barbara McClintock
z USA (1940) i Hermann Miller (pracujacy takze w USA
i rdwniez laureat tej nagrody) odkryli, ze chromosomy komo-
rek ssakéw, a takze niektérych pozostatych gromad $wiata
zwierzgcego, majg na swych koncach jakby specjalne ,usz-
tywniacze”, co§ w rodzaju zaciskéw na koncach sznurowadet.
To wiaénie Miller-nazwat je telomerami, postugujac sie grec-
kim stownictwem sktadajgcym wyrazy telos — koniec i mores
— czg$¢. Pani McClintock szybko zauwazyta, ze bez owych
telomeréw chromosomy nie majg ostrych wyraznych zakon-
czen, sa lepkie, nie doprowadzajg podczas podziatow do
kompletnego rozdzielania si¢ komérki i utrudniaja prawidtowa
jej replikacje.

Dopiero jednak w 1978 roku, a wiec prawie czterdziesci lat
pozniej, Elizabeth Blackburn (1991) i Joseph Gall z uniwersy-
tetu w Yale (USA) stwierdzili, ze telomery to nic innego tylko
specyficzne, zawsze krotkie sekwencje nukleotydowe —
TTGGGG, powtorzone wielokrotnie na koficach chromosomo-
wego DNA. Ich modelem badawczym byt jednokomoérkowy
orzgsek Tetrahymena thermophila, zyjacy w stodkich wo-
dach. Tak wigc, telomer to nukleotydowy zestaw w nitce DNA
— kolejno tymina — tymina — guanozyna — guanozyna — gua-
nozyna — guanozyna. U réznych innych gatunkéw, np.
u zwyktej myszy czy Homo sapiens telomery mogg mieé inng
sekwencje, np. TTAGGG, a u oblencow TTAGGC.

Telomery sg obszarem heterochromatyny na koncach ra-
mion chromosomoéw, a ich DNA stanowi specyficzne komp-
leksy z odpowiednimi biatkami, ktére jakby usztywniajg te
konce. Jak widaé DNA telomeréw charakteryzuje sie duza
zawartoscig guaniny, zwtaszcza w nici usytuowanej w kierun-
ku 5— 3. | chociaz tandemowo powtarzajg sig¢ tam sekwen-
cje, jak wspomniano na przyktad u cziowieka TTAGGG, to
rzecz dziwna, nie majg tych sekwencji w telomerach szkar-
tupnie, migczaki, a takze stawonogi.

inny zdobywca Nagrody Nobla i odkrywca kodowej struktu-
ry kwasu deoksyrybonukleinowego James Watson, zauwazyt
jeszcze w 1972 roku (pracujgc na Uniwersytecie Harwarda),
ze enzymy syntetyzujace nowe czgsteczki DNA, tzw. polime-
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razy DNA, nie tworza nowych kopii chromosoméw do samego
ich liniowego konca. Na tym koncu pozostaje jakby ,niedotwo-
rzony” odcinek, bedacy, fak juz dzisiaj wiemy, wtasnie kawat-
kiem telomeru.

Od dawna sadzono, ze aby podziat komoérki byt adekwatny
musi ona bardzo doktadnie zreplikowa¢ swoje geny, odtwa-
rzajac je co do jednego z wielka precyzjg. Aby tak sie stato,
komérka powinna zadbaé¢ réwniez o doktadng replikacje nie
tylko $rodkowej, zasadniczej czesci ,ciata” chromosoméw,
ale takze ich koncéw. Dopiero wtedy komoérka potomna moze
otrzymac caly zestaw genéw komorki macierzystej. Wiadomo
tez od 1914 roku, a wiec od czaséw Thomasa Morgana (zno-
wu noblisty), ze geny umieszczone sa, jako specyficzne jed-
nostki substancji dziedzicznej, nie gdzie indziej, a w chromo-
somach. A chromosomy zakonczone sg wiasnie telomerami!

Tak wiec profesor James Watson bardzo zadziwit sie swym
odkryciem, gdyz wynikato z niego, iz technologia replikowania
komorki, zostawiajac na koncu chromosomu niewielki, niesko-
piowany odcinek, nie jest precyzyjna. Tym nieskopiowanym
odcinkiem bytby albo caty, albo tylko kawatek telomeru. Gdy-
by to zjawisko byto tylko tak proste, wynikatoby stad spost-
rzezenie, ze za kazdym kolejnym podziatem komorki jej chro-
mosomy si¢ skracajg! Kazdemu wiec kolejnemu podziatowi
komérkowemu danej linii komérkowej towarzyszytaby utrata
niewielkiego koncowego odcinka kazdego chromosomu, owe-
go telomeru, az komérka osiggnetaby taki stan, w ktérym nie
mogtaby sie skutecznie dzieli¢, bo nie miataby juz telomeréw.
Im dalej, po kazdym podziale, skracatyby sie chromosomy,
tym szybciej komérka starzataby sie, az dosztaby do momen-
tu zupetnej starosci, nie majgc telomeréw! Musiataby wtedy
zatrzymaé program podziatow na komérki potomne. Na tej
kanwie powstata tzw. hipoteza telomerowa starzenia sie ko-
morek i catych organizméw, zyskujaca sobie od kilku lat coraz
wigcej zwolennikéw.

Przy okazji badan nad starzeniem sie komorki wykryto, ze
komérki rozrodcze, a takze komérki nowotworowe, nie starze-
ja sie, gdyz wiasnie one majg mechanizmy zapobiegajace
utratom telomeréw. Duza liczba badaczy sktania sie ku takiej
hipotezie. Zagadnienie to jest tym bardziej ciekawe, iz w da-
nych komoérkach zauwazono wystepowanie pewnych istot-
nych zaleznosci miedzy diugoscig telomeréw a liczba podzia-
t6w komérkowych.

Z powyzszych spostrzezen wynika fakt, ze komorki powin-
ny posiadac jaki§ mechanizm kompensacyjny, zapobiegajacy
skracaniu sie ich chromosoméw za kazdym podziatem, gdyz
eliminacja telomeréw to wszak eliminacja takze niektorych ge-
néw. Przy ktérym$ kolejnym podziale, w odpowiednim poko-
leniu, mogtoby sie zdarzyé, ze komérki macierzyste musiatyby
umrzeé nie wytwarzajac np. danej linii komérkowej. Dotyczy-
foby to przede wszystkim jednokomérkowcéw, ktére rozmna-
zaja sie poprzez kolejne podziaty. Dotyczytoby to tez komérek
ptciowych, bedacych prekursorami jaj i plemnikéw, ktére prze-
ciez sg odpowiedzialne za ewolucyjne przetrwanie swoich ga-
tunkéw. Muszg one po prostu chronié swoje telomery! Jak to
czynig?

Otéz, rzeczywiscie telomery skracajg sie w czasie danego
podziatu komérkowego, ale w nastepnym etapie popodziato-
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wym moga odbudowacé swojg dtugosc¢, poprzez synteze i przy-
faczanie nowych podjednostek telomerowych. Dzieje sie tak
dzieki enzymowi telomerazie, ktéry jest zdolny do przedtuza-
nia pojedynczych nici DNA bez matrycy istniejacego DNA, nie-
jako na zasadzie ,logicznej improwizacji”. Telomeraza nie jest
wiec typowg, znana od lat normalng polimerazg DNA — DNA
zalezna. Jest to terminalna transferaza telomerowa o aktyw-
nosci odwrotnej transkryptazy. Wydtuza ona ,wystepujacy” ko-
niec 3’ nici DNA na kanwie swojej wewnetrznej matrycy RNA
(Harley i wsp., 1992). Z badan wspomnianej profesor Black-
burn (1991) wynika, ze jest to enzym bardzo specyficzny, gdyz
oprécz biatka w swojej molekule zawiera pojedyncza czas-
teczke RNA. Ta czasteczka RNA stuzy jako matryca nukleo-
tydowa do odbudowywania podjednostek telomerowych. Jej
dziatanie jest dos¢ ,chytre”, bo polega na ,inteligentnym” pos-
tepowaniu kombinacyjnym. Otéz umieszcza ona koRAce jednej
nici DNA na swojej wlasnej nici RNA tak ,manipulujac”, by ni¢
DNA $&ciéle do niej przylegata, a gdy to nastagpi dodaje, jakby
kolejno do ,tkanej” catosci na zasadzie fastrygowania, po jed-
nym nukleotydzie, az odbuduje\peing podjednostkg telomero-
wg. Gdy zbuduje podjednostke, moze przytaczyé nastepng
i tak przesuwaé si¢ wzdtuz odtwarzanego chromosomu.

Badania nad telomeraza udowodnity, ze normalne, standar-
dowe sposoby replikacji chromosoméw nie potrafig odtworzyé
ich do kofica na catej dlugosci. Klasyczne polimerazy DNA
kopiujg wprawdzie obie oryginalne matryce rodzicielskie, ale
jakby nie byty zdolne wykonaé swej pracy do samego konica
i dzieki tej ,niedbatosci” kazda ni¢ potomna DNA jest skrécona
na swoim koncu. Telomeraza naprawia ten ,brak rzetélnoéci”,
ale jak to sie dzieje, mimo przedstawionych sugestii, do dzisiaj
tak doktadnie nie wiadomo.

Chociaz telomeraze wykryto w 1984 roku, wtasnie w labo-
ratorium Elizabeth Blackburm w Berkeley, to dopiero w 1989
roku odszukano ja w ludzkiej linii komérek nowotworowych.
W tych latach wykryto tez telomeraze u wielu innych orzes-
kéw, poza Tetrahymena, a takze u drozdzy, zab i myszy. O-
becnie wysuwa sie przekonanie, ze telomeraza jest syntety-
zowana prawie przez wszystkie organizmy, ktérych komorki
majg jadra. | chociaz jej struktura przestrzenna zmienia sie
w zaleznosci od gatunku, to wszystkie jej rodzaje zawierajg
gatunkowo specyficzne matryce RNA, na podstawie ktérych
odbudowywana jest podjednostka telomeru.

Dzigki telomerazie mozemy méwi¢ o wszystkich jednoko-
moérkowcach, ze sg nieSmiertelne, gdyz mogg dzieli¢ sie
w nieskonczono$¢. Wykazano tez, ze gdy telomeraza, np. u
Tetrahymena jest mutacyjnie zmieniona, telomery nie odbudo-
wuja sie i w efekcie po kilku podziatach komérka umiera. Po-
dobnie dzieje sie u drozdzy.

Ku zdumieniu wielu badaczy okazato sie, ze liczne komorki
Homo sapiens nie zawierajg telomerazy. Odkrycie to interpre-
towano poczatkowo na tle doniesienia Leonarda Hayflicka,
ktéry w latach 1961-1965 (Hayflick, 1965; Hayflick i Moorehe-
ad, 1961) wprowadzit ciekawe pojecie tzw. limitu podziatowe-
go. Méwi ono, ze normalnie zbudowana komérka, a wiec pra-
widtowa, ma ograniczong zdolno$é do podziatéw, np. linie
ludzkich fibroblastéw ptodowych dziela sie okoto 50 razy, po
czym umierajg nie dzielac sig¢ juz dalej. Mozna je hodowaé
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najwyzej do 2 lat. Komérki ptakéw oraz niektérych gryzoni
takze umierajg w hodowli po okreslonej liczbie podziatéw. Do-
tyczy to komérek nabtonka, mieéni gtadkich, soczewki, a takze
limfocytéw..Hayflick wysunat hipoteze, ze liczba podziatéw da-
nych linii komérkowych jest wprost proporcjonalna do $redniej
dtugosci zycia osobnika danego gatunku, od ktérego pocho-
dzg, a co jest tez bardzo wazne — odwrotnie proporcjonalna
do wieku tego osobnika. Tylko komoérki nowotworowe i tzw.
unie$miertelnione dziela sie w sposéb nieograniczony i nie
wykazujg objawdw starzenia. Na tym tle nowotworzenie nazy-
wamy czesto ‘uciecqu od starzenia, co oczywiscie jest marng
pociecha!

Mimo wczeséniejszych sugestii, dopiero w ostatnich kitku la-
tach postanowiono doktadnie sprawdzi¢, czy w komérkach
cztowieka telomery rzeczywiscie skracajg sie po kolejnych
podziatach. Oczekiwania si¢ speinity — w normalnych soma-
tycznych komérkach, podczas hodowli tkankowej, po podzia-
tach telomery skracaja sie rzeczywiscie. Stato sie to jednym
z dowodéw, ze komorki te nie majg telomerazy. Odkryto tez,
ze telomery sag tym krétsze, im dzielace sie komorki sg star-
sze. Jedynie komérki linii ptciowych mialy nienaruszone telo-
mery po podziatach. Czy te zjawiska moga by¢ przyczyna sta-
rzenia si¢ ludzi nie zostato jeszcze udowodnione. Przyktady
miazdzycy czy gojenia sie ran zdaja sie $wiadczy¢, ze tak.

W latach 1990-1994 zaproponowano poglad, ze funkcja te-
lomerazy jest istotna dla proceséw powstawania raka, bo o ile
nie majg jej prawidtowe komoérki somatyczne, to majg jg ko-
morki nowotworowe. Dzigki temu moga dzielic sie¢ w nieskon-
czonoé¢ i niesé ze soba niebezpieczenstwo guza i przerzu-
tow, a w konsekwencji $mierci. Moze tu wtasnie nalezy doszu-
kiwaé sie punktu zaczepienia lekow przeciwnowotworowych?

Tak wiec, dzieki tego rodzaju faktom okazato sig, ze stara,
bo pochodzaca az z 1912 roku hipoteza Carrela o niesmier-
telnosci komoérek w sztucznych hodowlach, nie jest prawdzi-
wa. Sprobujmy przypatrzeé sie nowym spostrzezeniom na ten
temat. v

Jest juz wiadomo, ze komédrka starzejac sie istotnie zmniej-
sza tempo syntezy swego DNA, a diugos¢ zycia komérki ho-
dowane;j in vitro mozna oceni¢ na podstawie liczby jej podzia-
téw. Greider i Harley w 1996 roku ostatecznie stwierdzili, ze
zjawisko skracania telomeréw ujawnia sie tempie 50-150 par
zasad podczas jednej ,zasztoéci” replikacyjnej, czyli jednego
podziatu. W 1992 roku Harley i wsp. (1992) ujawnili, ze w ko-
moérkach jajowych znajduje sie telomeraza, a wiec ich potom-
ne komorki nie skracajg swych telomeréw i w ten sposéb u-
mozliwiajg przekazywanie catosci zasob6w informacji gene-
tycznej, komorki somatyczne zas po wykorzystaniu limitu Hay-
flicka skracajg swe chromosomy, gdyz wtasnie nie maja telo-
merazy. )

Obecnie istnieje kilka pogladéw na regulacje szybkosci pro-
liferacji komoérek, zapewne wartych odrebnego oméwienia, po-
czawszy od samego sygnatu do podziatu (skad komédrka ma
~wiedzie¢”, kiedy zacza¢ sig¢ dzieli¢), az do momentu jego za-
konczenia, a nawet do samousmiercania sie komérki na dro-
dze apoptozy. Powtérzmy, ze telomery chronig komoérke przed
zlepianiem sig koncéw chromosomoéw, przed ich zlaniem, czyli
fuzja, przed ich degradacja, utatwiajg ich umiejscowienie sie
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w obszarze jadra komérkowego, utatwiaja tez podczas po-
dziatéw ich segregacje i wedréwke. Ostatnio wypowiedzieli
sie obszemiej na ten temat Kurenowa i Mason (1997). Ale
rodzi sie tez pytanie, skad komoérka ,dowiaduje sie” o skréce-
niu swoich chromosoméw, a wigc o dtugoéci swoich telome-
réw? Wright i Shay (1995) sadza, ze mozna zatrzymac w ko-
morce podzialy przez skracajace sig telomery dzigki informac-
jom o uszkodzeniu samej komorki lub gdy telomery skrécity
sie juz tak dalece, ze osiggnety wiasnie krytyczng dtugosé.
Utatwiajg to obserwacje starzenia si¢ komoérek in vitro, inter-
pretowanego jako proces nieliniowy lub liniowy. Model Pardee
sugeruje, ze komorki ,na co dzien” znajduja sie zwykle w fazie
spoczynkowej, tzw. Go, a ich podziat jest zjawiskiem przejs-
ciowym, inicjowanym jakimi§ mitogenami. Konsekwencja tej
hipotezy jest przypuszczenie, ze starzenie si¢ komérki oparte
jest na wstrzymaniu cyklu w punkcie G1/S (gap — przer-
wai/synteza) nawet wtedy, gdy w komérkowej pozywce znaj-
duje sie pobudzajacy do podziatow mitogen. Shackney
i Shankey (1999) sadzg jednak, ze mozna przyjaé tez od-
mienny model cyklu komérkowego (Baischa i Otto, 1993), ze
podziat komérki, a wlasciwie jej proliferacja, jest procesem
ciagtym, tylko w miare starzenia wydiuzaja sig fazy komérko-
we — Gi, Si Gz, az w koncu komérka juz stara dochodzi do
fazy Go, a wigc zupetnie §poczynkowej.

Jak wspomniano, starzejgca sie komérka ma mniejsze
tempo syntezy swego DNA. Ustality to cytometryczne analizy.
Okazato sie, ze zasadniczym elementem decydujacym o roz-
poczeciu proliferacji w komérce jest specyficzne biatko Rb.
Jest to biatko sprzezone w swym dziataniu z szeregiem kinaz
i tzw. cyklin D. Na szersze ich oméwienie nie ma tu miejsca.
Dzieki szeregom etapow_ych reakcji biatko Rb ulega fosfory-
lacji, uzaleznionej od mitogenu i uruchamia wlasciwg trans-
krypcje gendw. Ale cykl komoérkowy, oprécz czynnika Rb, jest
takze uzalezniony od tzw. systemu biatka p53. System ten
stoi na strazy jakby cafosci komérkowego genomu, zwlasz-
cza wtedy, gdy np. DNA zostat uszkodzony i w interesie ko-
morki nie lezy jego synteza, wrecz przeciwnie ,pojawienie sig”
go daje wskazania do zatrzymania proliferacji i uruchomienia
dziatania uktadu naprawczego. Ciekawe jest to, ze gdy me-
chanizmy naprawcze okaza sie niemozliwe do wigczenia, ko-
morka moze by¢ skazana na $mieré przez apoptoze, czyli
zaprogramowanie swego wiasnego unicestwienia. Normalnie,
gdy w komobrce jest wszystko ,w porzadku”, poziom czynnika
transkrypcyjnego jest bardzo niski, a gwattownie wzrasta
wtaénie wtedy, gdy DNA staje si¢ uszkodzony. Zwigksza sie
tez w tych okolicznosciach jego zdolnosé wigzania DNA.
I znowu wigcza sie cata kaskada reakcji powigzania biatka
p53 z innymi biatkami, np. biatkiem Cip1, ktére inhibuje od-
powiednie kinazy, czy biatkiem p16. Jest ciekawe tez i to, ze
stare komérki majg podwyzszong koncentracje biatka p53 o-
raz biatek p21 i p16 (Robles i Adami, 1998; Sekiguchi i Hun-
ter, 1998), a podwyzszenie ich poziomu moze zachodzié nie-
réwnoczes$nie. Miedzy innymi na tej podstawie niektérzy ba-
dacze wysnuwajg wniosek, ze starzenie replrikacyjne normal-
nych komérek in vitro jest po prostu nieodwracalnym zatrzy-
maniem podziatéw, czemu towarzyszy wtasnie podwyzszenie

zawarto$ci biatek p53, p21 i p16. Czy te wszystkie zjawiska
majg zwigzek ze skracaniem sie telomeréw? Czy sygnat
0 zmianie ich dtugosci doprowadza do wzrostu poziomu np.
biatka p53? Otdz wydaje sie, ze zwigzek taki wiaénie istnieje,
ale nie jest jeszcze jasne jakie elementy molekularne ,lezg na
trasie” pomiedzy uszkodzeniem DNA, poprzez wiaénie skro-
cenie telomeru, a biatkiem p53. Znaleziono tu wprawdzie dal-
sze biatka poéredniczace — ATM i PARP, ktére wystepuja
w jadrach komérek Eukaryota, z wyjatkiem drozdzy (ktére a-
kurat nie majg PARP!), ale proces tego ,poérednictwa” jest
znowu skomplikowany i wychodzi poza ramy naszych rozwa-
zan. Opisuja go dokiadniej Bertuch i Lundblad (1997), Shore
(1998) oraz Vaziri i wsp. (1997). W proces ten moga by¢ tak-
ze zaangazowane biatka histonowe jadra komérkowego
(Grundstein, 1997; Marcand i wsp., 1997) oraz zmiany w sa-
mej strukturze chromatyny. Wywotane poprzez skracanie sie
telomeru rozluznienie chromatyny w subtelomerowej okolicy
chromosomu (gdzie jest ona zwykle transkrypcyjnie nieaktyw-
na), moze doprowadzaé do uaktywnienia ,drzemigcych”, czyli
wyciszonych dotychczas genéw. Moga one kodowa¢ pewne
fosfatazy i kinazy odpowiednich biatek regulatorowych, nad-
zorujacych cykl komadrkowy (Kurenowa i Mason, 1997; Kiy-
szejko-Stefanowicz, 1995; Tsukamoto i wsp., 1997).

Nie ulega zatem watpliwosci, ze na regulacjg podziatu ko-
mérki wptywa swoisty system przemian biatka telomeréw,
zwigzany specyficznie z aktywnoscia telomerazy. Aby bar-
dziej skomplikowac interpretacje nalezy doda¢, ze diugie te-
lomery, ktére ujawniajg sie w prawidtowych mtodych komor-
kach somatycznych, zawieraja jeszcze specyficzne biatko
TRF1, hamujace aktywno$é telomerazy, podobnie jak
wspomniane juz biatko Rb. Tak sadzg Steensen i Lange
(1997) oraz Xu i wsp.(1997). Ale zawsze, gdy aktywnosc te-
lomerazy ulega represji, synteza normalnego DNA przesuwa
sie w kierunku skracania telomeréw!

Podczas proliferacji komérkowej rozgrywaja sie ciekawe
,zawody”. Na ten temat istnieje juz obszerna literatura, jednak
w doéé skomplikowany sposob je opisujaca (Luo i wsp. 1998;
Shikama i wsp. 1997; Giles i Harley., 1996, Robles i Adami,
1998). Gdy skracajg sie telomery to wszak zmienia sig¢ do-
tychczasowy sposéb umiejscowienia czy zakotwiczenia chro-
mosoméw w blaszce jqdrowejqaz ulega zaburzeniu struktu-
ra telomerowej heterochromatyny. Moze dochodzi¢ do licz-
nych aberacji chromosomowych, gdyz skrécone konce telo-
meréw moga uzaleznia¢ od siebie nieprawidtowa segregacje
chromosoméw w przebiegu mitotycznego podziatu. DzigkKi te-
mu moze wzrasta¢ $miertelnos¢ komoérek (Kiyono i wsp.,
1998). Dodajmy, ze ostatnio odkryto (Pennisi 1998; Smith
i wsp. 1998) specyficzny enzym — tankyraze, zaangazowany
w proces umozliwiajacy telomerazie wydtuzanie korica 3’ te-
lomerowego DNA, przed rozpoczeciem replikacji. Czy dzigki
temu bedziemy wkrotce o przystowiowy krok blizej do lepsze-
go zrozumienia dziatania aktywnej telomerazy, a tym samym
do przyblizenia zrozumienia ,tego czego$”, co moze spra-
wiaé, ze komoérka ma szansg na nieSmiertelno$¢?
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