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1. UvOD

Jedna od karakteristika genoma eukariotskih organizama njegova je organizacija u
linearne kromosome. Na njihovim se krajevima nalaze se specifi¢ne strukture koje se sastoje
od kratkih uzastopnih ponavljanja DNA i asociranih proteina, a nazivaju se telomere. Zbog
problema replikacije krajeva kromosoma u kojoj dolazi do erozije 3' krajeva, njihovo je
odrzavanje neophodno za stanice koje neograni¢eno proliferiraju. U normalnim somatskim
stanicama dolazi do progresivnog skrac¢enja duzine telomera te se smatra da kriti¢na duzina
telomera inducira replikativnu senescencija ili apoptozu stanice onemogucéujuéi neograni¢enu

proliferaciju ¢ime djeluje kao vazan mehanizam supresije tumora.

Znacajka je vec¢ine tumora aktivacija mehanizma odrzavanja telomera te se sukladno
tome njegova inhibicija smatra vrlo vaznom potencijalnom metom antitumorskih tretmana. U
vecini ljudskih tumora aktivira se enzim telomeraza koji reverznom transkripcijom de novo na
krajeve kromosoma nadodaje nova telomerna ponavljanja, a normalno je aktivha samo u
embrionskim i adultnim mati¢nim stanicama. Medutim, 10-15% tumora produljuje telomere u
odsutsvu telomeraze mehanizmima alternativnog produzavanja telomera (ALT, engl.
alternative lengthening of telomeres) koji djeluju preko procesa vezanih uz popravak DNA i
rekombinaciju. Dokazi aktivnosti ALT pronadeni su samo u abnormalnim situacijama
(tumorskim stanicama i imortalnim stani¢nim linijama) te postoje dokazi da tretman tumora
telomeraznim inhibitorima moze djelovati selektivno na stanice tumorske populacije koje

prezivljavaju uz pomo¢ mehanizma ALT.

Bolje razumijevanje procesa vezanih uz ALT, njihovih molekularnih mehanizama te
uloga koje imaju u normalnoj biologiji telomera klju¢no je za identifikaciju tumora u kojima
je ALT aktivan, razvoj boljih prognosti¢kih markera i razvoj novih antitumorskih terapija

usmjerenih protiv ALT-a.

2. TELOMERE

Telomere su specijalne strukture na krajevima linearnih kromosoma koje se sastoje od
nekodirajuc¢ih ponavljanja DNA i proteina koji ih direktno vezu ili se asociraju s njima. U
normalnim Iljudskim stanicama mogu sadrzati do 15 kb uzastopnih ponavljanja
heksanukleotida bogatog gvaninima 5' TTAGGG 3' i ta se koli¢ina progresivno smanjuje za

prosjecno 50 do 150 baznih parova po stani¢nom ciklusu zbog nemoguénosti replikacije kraja
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tromog lanca. Naime, DNA polimeraza kod replikacije tromog lanca ne moze zamijeniti
najudaljeniju RNA klicu te nakon njezine razgradnje na tom mjestu ostaje praznina, odnosno
roditeljski lanac bogat gvaninom sadrzi 3' produzeni jednolancani kraj. Takoder, krajeve
dodatno skracuju endonukleaze uklju¢ene u njihovo procesiranje nakon replikacije. Osim §to
veliki broj telomernih ponavljanja sprje¢ava da se ovo troSenje krajeva prosiri u podrucja
genoma i dovede do gubitka genetske informacije, njihova sekvenca i struktura ¢ine platformu
za interakciju s proteinima koji na krajevima kromosoma formiraju zastitne ,kape* koje su
odgovorne za razlikovanje krajeva kromosoma od slobodnih krajeva DNA nastalih
dvolananim lomovima uzrokovanim oste¢enjem. Kako se krajevi kromosoma prepoznaju
kao ostecenja dolazi do pokretanja procesa popravka DNA i genomske nestabilnosti. Taj
proces ukljucuje egzonukleaznu degradaciju, rekombinaciju i NHEJ i moze dovesti do fuzije
kromosomskih krajeva. Osim proteinske kape zastiti pridonosi i sama telomerna DNA kroz

formaciju zastitnih struktura t-petlji i G kvarteta.

2.1. G-KVADRUPLEKSI

Kao i molekula RNA, molekula DNA ima sposobnost stvaranja kompleksnih
trodimenzionalnih struktura kada nije sputana ograni¢enjima baznog sparivanja u dvostrukom
heliksu. Takva je slobodna DNA prirodno prisutna u 3' produzenim G-bogatim krajevima
telomera. Gvaninske baze imaju sklonost medusobnom asociranju preko stabilnih vodikovih
veza u takozvane G-kvartete (Slika 1.) ¢ije slaganje moze dovesti do formacije razli¢itih
Cetverolanc¢anih kvadrupleksnih strukturalnih tipova. lako nema sigurnih dokaza da telomerna
DNA in vivo zaista formira G-kvadruplekse, smatra se da bi oni mogli biti iskoriSteni za
antitumorsku terapiju kao inhibitori telomeraze (Neidle i Parkinson, 2003). Indukcija
formacije G-kvadrupleksa na 3' produzenim krajevima telomera inhibirala bi prvi korak u
enzimatskom ciklusu kataliziranom telomerazom te se potencijalni ligandi koji stabiliziraju

takve strukture razmatraju za uporabu u klinickim studijama.
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Slika 1. Cetiri gvaninske baze vodikovim se vezama sparuju u strukturu G-kvarteta koji je

stabiliziran metalnim ionom u unutrasnjosti (primjerice K*), a njihovo slaganje stvara ¢vrstu

kvadrupleksnu strukturu. Slika je preuzeta s http://www.bss.phy.cam.ac.uk/~jlh29/

2.2. VISI STUPANJ ORGANIZACIJE TELOMERA

Stukturalne kape koje Stite krajeve DNA moraju biti dinami¢ne prirode da bi
omogucile dostupnost supstrata za sintezu DNA tijekom replikacije i produZzavanja telomera.
U fazi replikacije S posebno je vazno da linearni kromosomski krajevi budu razlikovani od
dvolan¢anih lomova kako ne bi poremetili stani¢ni ciklus aktivacijom kontrolnih tocaka i
onemogucili prelazak u fazu G2. Elektronskom mikroskopijom otkriveno je da telomere nisu
linearne ve¢ stvaraju tzv. t-omc¢e (Slika 2.) koje su rezultat invazije 3' produzenog kraja u
terminalni dio dvolanCane regije telomere. 3' produzeni kraj homologno se sparuje s lancem
bogatim citozinom u dvolan¢anoj regiji, a odmice drugi lanac ¢ime stvara D-om¢u Kkoja
ukljuuje regiju s umetnutnim 3' krajem. Moze ukljucivati Hollidayevu strukturu, G-
kvadrupleks ili trolanéanu strukturu. Tako je kraj kromosoma u t-oméi sakriven od
prepoznanja molekula uklju¢enih u odgovor na osteCenja DNA. ITako replikacija vodeceg
lanca DNA generira produkt tupih krajeva, t-omce su prisutne na oba kraja kromosoma. To

zna¢i da produkt vodeceg lanca mora biti procesiran 5' egzonukleazama da bi generirao



produzeni kraj bogat gvaninom koji ¢e mu omoguciti koriStenje istih regulatornih

mehanizama kao i kraj tromog lanca.

Proteini TRF1 i TRF2 koji veZzu dvolanc¢anu telomernu DNA klju¢ni su za formaciju i
stabilizaciju t-om¢i (Cervantes i Lundblad, 2002). TRF2 je prisutan na mjestu gdje 3'
produzeni kraj invadira dupleks i u njegovoj odsutnosti telomere, zbog nemoguénosti
stvaranja t-omce, gube 3' produZeni kraj. NezastiCeni kromosomski krajevi tada postaju
podlozni fuzijama procesom nehomolognog spajanja krajeva (NHEJ) uklju¢enim u odgovor
na dvolan¢ane lomove uzrokovane oSte¢enjem. Za formaciju t-om¢i vazan je i POT1 koji se
specificno veze na jednolancane telomerne sekvence, a takoder kontrolira njihovu duzinu.
Ova su tri proteina dio kompleksa specificnog za telomere koji se naziva ,Selterin® ili
,telosom®, a ukljucuje jo§ proteine TIN2, TPP1 i RAP1 koji se ne vezu izravno za telomernu
DNA. Osim tih proteina specifi¢nih jedino za telomerni kompleks, uz telomere su usko
povezani i proteini ukljueni u popravak DNA, npr. heterodimer Ku70/80 esencijalan za
NHEJ, ATM, BRCA1, BRCA2, sustav PARP/tankiraza, DNA PK te rekombinacijski
kompleks MRN (MRE11/RAD50/NBS1) koji takoder imaju uloge u formaciji i stabilizaciji t-
omce (Cesare i Reddel, 2008). Sekvestracija tih proteina u telomerno podrucje omogucava da
ih telomere koriste za vlastito strukturalno odrzavanje, a da u slucaju potrebe lokaliziraju u

oste¢enim podrucjima genoma.




Slika 2. Shematska reprezentacija pretpostavljene strukture t-omce sa proteinima koji se vezu
za nju. Jednolan¢ana DNA na kraju telomere invadira i prianja uz dio dvolanc¢ane DNA iste
telomere (odmicanjem jednog lanca dvolancane DNA formira se D-om¢a) ¢ime se formira t-
omc¢a. Odredeni proteini specificno vezu telomernu DNA i regrutiraju druge proteine na

kromosomske Kkrajeve. Preuzeto i prilagodeno prema Neumann i Reddel, 2002.

Kako kompleksna struktura telomera ne bi otezala replikaciju, telomerni proteini (npr.
TRF2) regrutiraju helikaze RecQ poput WRN i BLM i druge faktore koji mogu ukloniti ili
remodelirati telomerne strukture da bi mogle omogucile progresiju replikacijske viljuske
(Gilson i Géli, 2007). Stoga nakon svake replikacije obje novonastale telomere moraju iznova

stvoriti t-omce i zastitne kape.

2.3. SENESCENCIA

U normalnim somatskim stanice sa svakom diobom telomere postaju sve krace te kad
dosegnu kritiénu duzinu stanice postignu svoj replikacijski limit i ulaze u replikativnu
senescenciju. Ona ukljucuje aktivaciju puteva p53 i p16/Rb koji zaustavljaju proliferaciju
stanica. Dioba stanice s kritino skra¢enim telomerama mogucéa je jedino inaktivacijom
puteva p53 i pRb, amedutim, stanice koje se na taj na¢in nastavljaju replicirati ulaze u krizu
zbog velike genomske nestabilnosti kromosoma s prekratkim telomerama te ih veéina umire.
Iz populacije u krizi mogu se pojaviti prezivjele stanice koje su stekle sposobnost odrzavanja
telomera na stabilnoj duzini i mogu stvoriti klon imortalnih potomaka podlozan malignoj

transformaciji (Slika 3.).
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Slika 3. Normalne somatske stanice trajno izadu iz stani¢nog ciklusa (postanu senescentne)
nakon odredenog broja stani¢nih dioba. Stanice mogu pobjeci iz senescencije gubitkom

funkcije gena klju¢nih tumorskih supresora (posebno p53 i pRb), medutim vecina ih na kraju
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umire i za takvu se populaciju stanica kaze da je u krizi. Stanice mogu zaobiéi krizu i postati
imortalne (sposobne za neograni¢enu proliferaciju) ako aktiviraju mehanizam odrzavanja
telomera (telomerazom ili mehanizmom ALT). Takve imortalizirane stanice podlozne su
malignoj transformaciji aktiviranim onkogenom poput RAS-a. Preuzeto i prilagodeno prema
Neumann i Reddel, 2002.

Osim duZine telomera, senescencija moze neovisno biti uzrokovana i poremecajima u
funkciji asociranih proteina koji su ukljuceni u njihovu protekciju. Eksperimenti su pokazali
da stanice s mutiranim helikazama RecQ ili proteinima ATM mogu u¢i u senescenciju s
telomerama duZim nego u kontrolnim stanicama (Stewart 1 Weinberg, 2002). Moguce je da
kratke telomere aktiviraju senescenciju takoder kroz promjenu strukture uzrokovanom
nemoguc¢nos¢u formacije potpunog zastitnog kompleksa jednostavno zbog svoje kratkoce.
Kratke telomere koje uzrokuju senescenciju nisu posve nezasticene i U normalnim
senescentnim stanicama ne dolazi do genomske nestabilnosti i ne aktivira se popravak DNA.
S druge strane, ¢ini se da su telomere narusenih funkcija nezasti¢ene jer uzrokuju i aktivaciju
kontrolnih tocaka stani¢nog ciklusa i aberantne rekombinacijske dogadaje. (Stewart i

Weinberg, 2002).

3. TELOMERAZA

U mati¢nim stanicama od velike je vaznosti da se nekodirajuca telomerna DNA koja
se gubi kroz replikaciju nadomijesta, kako bi se sprijeCila smrt stanice ili gubitak genetske
informacije. Duzinu telomera odrzava ribonukleoproteinska reverzna transkriptaza telomeraza
u kasnoj S fazi stani¢nog ciklusa. Telomeraza je jedinstvena DNA polimeraza koja se vezZe na
3' jednolancani kraj telomere 1 produZava ga. Sastoji se od proteinske kataliticke komponente
s aktivno$¢u reverzne transkriptaze koja je kodirana genom hTERT i hTERC, RNA
komponente. Ovaj enzim dodaje heksanukleotidna telomerna ponavljanja TTAGGG koristeci
vlastiti endogeni RNA kalup (Reddel, 2002).

Kalup RNA u 11 je baza komplementaran telomernom jednolan¢anom produzetku te
tako pozicionira kataliticku podjedinicu i sluzi kao kalup za sintezu telomerne DNA na 3'
produzenom kraju koji ima ulogu pocetnice. Nakon dodatka Sest baza (jednog telomernog
ponavljanja), telomeraza translocira i sintetizira novo ponavljanje na procesivan nac¢in. Tako
se jednolancani kraj bogat gvaninom produzuje i tako omogucuje i dodatno produzenje lanca

bogatog citozinom stani¢nom replikacijskom masinerijom kompenziraju¢i eroziju krajeva.
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Aktivnost telomeraze u sprezi je s replikacijom genoma (djeluje u S fazi), dakle produzavanje
telomera dogada se neposredno nakon replikacije dok su 3' krajevi jo§ slobodni, odnosno nisu

zaSticeni strukturom t-omce (Gilson i Geli, 2007).

Telomeraza je eksprimirana u embrionskim stanicama, no normalno dolazi do
utiSavanja gena hTERT tijekom razvoja. Prisutna je u adultnim stanicama muske germinativne
linije, no nije eksprimirana u somatskim stanicama osim proliferativnim stanicama
obnovljivih tkiva gdje je njezina aktivnost regulirana, poput hematopoetskih mati¢nih stanica
ili aktiviranih limfocita. Aktivnost telomeraze u adultnim mati¢nim stanicama ne omogucuje
im da postanu imortalne jer je strogo regulirana. Dolazi do progresivnog skracenja telomera
usprkos produzavanju, no ono je usporeno. 85% ljudskih tumora i imortalnih stani¢nih linija

izbjegava senescenciju ponovnom aktivacijom ekspresije telomeraze (Reddel, 2002).
4. ALTERNATIVNO PRODUZAVANJE TELOMERA

Neki tumori produzuju telomere u odsutstvu telomeraze alternativnim putem
produzavanja telomera (ALT). Ekspresija telomeraze u ovim stanicama utiSana je metilacijom
CpG otoka njezine kataliticke podjedinice hTERT (Henson i sur. 2002). ALT, preko puteva
homologne rekombinacije i popravka DNA, omogucava replikaciju telomerne DNA, medutim
detalji mehanizma nisu poznati. Iako proteini uklju¢eni u homolognu rekombinaciju i
popravak DNA imaju vazne uloge u normalnoj biologiji telomera, ALT je detektiran samo u

nenormalnim situacijama: tumorskim stanicama i imortalnim stani¢nim linijama.

4.1. KARAKTERISTIKE STANICA S MEHANIZMOM ALT

ALT-pozitivne stanice ne mogu se prepoznati po aktivnosti nekog specifi¢nog proteina
kao stanice u kojima se eksprimira telomeraza, no obi¢no ih je moguée prepoznati po
karakteristi¢nim fenotipskim znac¢ajkama. Tako se mogu identificirati bez potrebe uzgoja kroz

dugo vremensko razdoblje da bi se dokazalo da odrzavaju telomere neovisno o telomerazi.

Distribucija duljine telomera takvih stanica izrazito je heterogena i varira od manje od
3 kb do iznad 50 kb, sa srednjom vrijednos¢u od oko 20 kb. Normalne somatske stanice, za
razliku od toga, imaju homogenu duzinu telomera od oko 15 kb koja progresivno opada na 5-
8 kb u senescenciji. Imortalne stanice s aktivnom telomerazom imaju relativho homogene

duzine telomera koje se odrzavaju na oko 10 kb (Slika 4. A, B). U stanicama koje in vitro



postaju imortalne aktivacijom ALT-a postoji vremenska korelacija izmedu imortalizacije i

nastanka karakteristicnog fenotipa duzine telomera (Henson i sur. 2002).

U jezgrama stanica s ALT mehanizmom jezgrena tjelesca PML (PML-NB, engl.
promyelocytic leukemia nuclear bodies) asociraju s pojedinim telomerama i ti se kompleksi
nazivaju jezgrena tjelesca PML asocirana s ALT, skraceno APB (Slika 4. C). Nisu prisutni u
preimortalnim stanicama, a moguée ih je detektirati u stanici koja prolazi imortalizaciju
istovremeno kad nastaje karakteristican uzorak duZzine telomera (Yeager i sur. 1999), pa se
smatraju jednim od najvaznijih dijagnostickih markera. Sadrze protein PML, telomernu DNA,
TRF1, TRF2, i faktore uklju¢ene u popravak i rekombinaciju DNA.

Slika 4. Karakteristicne fenotipske znacajke stanica s ALT mehanizmom. Telomerna su

ponavljanja obojana sondama obiljeZenim s Cy3. (A) Normalni limfociti pokazuju homogenu
distribuciju duzine telomernih ponavljanja. (B) Velika varijacija duzine telomernih
ponavljanja u stanicama U20S s mehanizmom ALT. Intenzivni signali nekih kromosomskih
krajeva ukazuju na velik broj telomernih ponavljanja, dok nedostatak signala na drugim
kromosomima indicira jako kratka telomerna ponavljanja. (C) Imunoflourescencija proteina
PML (zeleno) i proteina TRF2 (crveno) u stani¢noj jezgri stanica U20S s ALT mehanizmom
pokazuje prisutnost jezgrenih tjeleSsaca PML asociranih s ALT kod nekih telomera (ozna¢eno
strelicama). DNA je obojana bojom DAPI. Duzina skale je 10 um. Slika je preuzeta iz Chung
i sur. 2012.

U jezgri stanica s ALT mehanizmom mogucée je pronaci i nekoliko klasa
ekstrakromosomskih telomernih ponavljanja na koje su vezani telosomski proteini. To mogu
biti jednolancane ili dvolancane cirkularne molekule, linearna telomerna ponavljanja ili
razgranate molekule DNA visoke molekulske mase. Takve strukture mogu nastati rezolucijom

t-omce rekombinacijskim enzimima (Chung i sur. 2012).



Izmjena telomera sestrinskih kromatida generalno je ¢es¢a u ALT stanicama iako
frekvencija homologne rekombinacije za ne-telomerne sekvence nije izmijenjena. To znaci da
nema generalnih promjena u rekombinacijskoj masineriji ALT-pozitivnih stanica (Bechter i
sur. 2004, Londono-Vallejo i sur. 2004).

4.2. ALT | HOMOLOGNA REKOMBINACHA

Distribucija duZina telomera u stanicama s ALT mehanizmom je dinamicna, s
fluktucijama duzine individualnih telomera tijekom stani¢ne proliferacije. Moze do¢i do
naglih povecanja duzine telomernih ponavljanja kao 1 do naglih delecija Sto je u skladu s
teorijom da su promjene duljine telomera ovisne o rekombinacijskim procesima. Dokazano je
da u ljudskim stanicama s ALT mehanizmom dolazi do intertelomernih rekombinacija
uvodenjem markera u njihove telomere. Analizom klonalne kulture ustanovljeno je da se
marker s telomere jednog kromosoma detektirao i na drugim kromosomima S$to se nije
dogodilo kod stanica s telomerazom. Ti podaci ukazuju na mehanizam homologne replikacije
koji se naziva ,replikacija inducirana lomom*. U tom procesu, nakon dvolancanog loma, 3'
jednolan¢ani kraj kromosoma nastao procesiranjem nakon loma napada dvolancanu
homolognu regiju neoste¢enog lanca, a zatim DNA polimeraza 3' invadirajuci Kraj koristi kao
pocetnicu, a neosSteceni lanac kao kalup za replikaciju. Analogno, 3' kraj jednolananog
produzetka telomere moZze imati ulogu 3' kraja nastalog lomom, a lanac druge telomere
posluziti kao kalup i to bi rezultiralo pove¢anjem ukupne koli¢ine telomerne DNA u stanici.
Kao kalup za elongaciju 3' kraja telomere po istom principu takoder bi mogla posluziti
dvolan¢ana regija iste telomere nakon formiranja strukture t-omce (intratelomerna

rekombinacija).

Ekstrakromosomska telomerna ponavljanja takoder bi mogla sudjelovati u
rekombinaciji s telomerama, kruzne molekule se homolognom rekombinacijom mogu ubaciti
u telomernu sekvencu i tako ju produziti, a linearne razmijeniti dio sekvence s telomerom ili
posluziti kao kalup za replikaciju induciranu lomom. Posebno su zanimljive cirkularne
molekule koje se nazivaju jo$ i t-krugovi. Kod nekih vrsta eukariota mitohondriji sadrze
linearnu DNA koja na krajevima ima specijalne strukture analogne kromosomskim
telomerama. Medutim, u njima nije pronadena telomeraza, a uvijek se pojavljuju dvolancani t-
krugovi (cirkularne molekule koje su gradene od telomernih ponavljanja). Pronalaskom
intermedijera reaplikacije nastalik mehanizmom kotrljaju¢eg kruga dokazana je aktivna uloga

t-krugova u odrzavanju telomera (Tomaska i sur. 2004). Ovim procesom mogu se generirati
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duge linearne molekule uzastopnih telomernih ponavljanja koje homolognom
rekombinacijom s linearnom mitohondrijskom DNA mogu produziti njezine Kkrajeve.
Eksperimenti na K. lactis null-mutantu za telomerazu pokazali su da t-krugovi mogu posluziti
I kao kalup za direktnu sintezu telomera. Nakon rekombinacijske invazije 3' kraja telomere u
heliks t-kruga 3' kraj moze preuzeti ulogu pocetnice za replikaciju mehanizmom kotrljajuceg
kruga. Ovakva replikacija je kontinuirani proces te ¢ak i mali cirkularni kalupi mogu dovesti
do vrlo ucinkovitog i brzog produzenja telomera. Model ,kotrljanja i Sirenja“ predvida da
nakon §to se jedna telomera produzi na ovaj nacin, intertelomerna rekombinacija omogucuje
elongaciju ostalih telomera (Tomaska i sur. 2004). U humanim stanicama s ALT
mehanizmom, osim t-krugova Ceste su i jednolancane strukture ekstrakromosomske telomerne
DNA. Dok su jednolantane strukture bogate gvaninom naj¢eSée linearne, one bogate
citozinom stvaraju cirkularne molekule. C-krugovi su jedinstveni za stanice s ALT
mehanizmom te mogu kao i t-krugovi posluziti kao kalup u replikaciji kotrljajuceg kruga.
Jednolanc¢ane linearne molekule bogate gvaninom slice intermedijerima replikacije
kotrljaju¢eg kruga u mitohondrijimu. (Nabetani i Ishikawa, 2011). Proces nastanka t-krugova
nije poznat, no neki od predlozenih mehanizama ukljucuju rezoluciju t-om¢e, homolognu
rekombinaciju  unutar  dvolanCane regije telomere i cirkularizaciju linearne

ekstrakromosomske telomerne DNA (Tomaska i sur, 2004).

Mehanizmi replikacije inducirane lomom i kotrljaju¢eg kruga nisu znacajno razli¢iti
jedan od drugog: za oboje je potrebna invazija jednolancanog 3' kraja bogatog gvaninom u
dvolan¢anu homolognu regiju i njegovo prianjanje uz lanac bogat citozinom te inicijacija
sinteze DNA na mijestu njihova sparivanja (Slika 5). To implicira da oba mogu pridonositi
ALT mehanizmu (konzistentno s modelom ,kotrljanja i Sirenja*) 1 biti regulirani zajednickim

molekularnim mehanizmima.
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Slika 5. Modeli replikacijskih mehanizama produzavanja telomera ALT stanica temelje se na
razli¢itim rekombinacijskim dogadajima. (A) Rekombinacijska rezolucija t-om¢e moze
dovesti do znaCajnog skraCenja telomere i generacije t-kruga. (B) Intertelomerna
rekombinacija inicira replikaciju induciranu lomom. (C) Invazija t-kruga 3' G-produzenim
krajem aktivira replikaciju mehanizmom kotrljajueg kruga. Preuzeto 1 prilagodeno prema

Nabetani i Ishikawa, 2011.

PoviSena razina izmjene telomera sestrinskih kromatida ukazuje na jo$ jedan moguci
mehanizam produZzivanja telomera: velika je vjerojatnost da zbog repetitivne prirode
telomerne DNA kod izmjene kromatida dode do nejednolikog prekrizenja pri ¢emu ¢e jedna
telomera postati duza, a druga kra¢a. Moguce je da se kromosomi s produljenim telomerama
zatim preferentno tijekom mitoze segregiraju u jednu stanicu kcer ili da se duge telomere

prosire na ostale kromosome replikacijom na temelju intertelomerne rekombinacije.

4.3. JEZGRENA TJELESCA ALT-PML-NB

Jezgrena tjelesca PML (PML-NB) mobilne su strukture u jezgri stanice koje formiraju

tielesca promjera 0,2 do 1 um, a njihov broj u stanici varira izmedu 5-30, ovisno o tipu
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stanice, fazi stani¢nog ciklusa, stadiju diferencijacije 1 vanjskim podrazajima. Glavne
strukturalne komponente su proteini PML 1 SP100 koji grade sfericnu okosnicu s kojom se
dinami¢no asociraju drugi proteini. Pritom vaznu ulogu u stabilizaciji strukture i regrutiranju
proteina ima sumoilacija koja omogucava nekovalentno povezivanje s proteinima koji sadrze
domenu SIM (Chung i sur. 2012).

U normalnim stanicama PML-NB ne sadrze nukleinske kiseline, medutim, pokazano
je da u stanicama s ALT mehanizmom dio PML-NB kolokalizira s telomernom DNA (Yeager
i sur. 1999) i takve se strukture nazivaju PML-NB asocirana s ALT, skra¢eno APB. Sastoje se
od komponenata PML-NB poput PML, SP100 i SUMO te proteina specifi¢nih za telomere
poput TRF1, TRF2, POT1 i RAPL. Takoder sadrze faktore vezane za odgovor na oStecenje i
popravak DNA, poput komponenti kompleksa 9-1-1, fosforilirane histonske varijante H2A. X,
helikaze RecQ BLM, proteina SMC i proteina uklju¢enih u homolognu rekombinaciju:
MUS18, RPA, RAD51, RAD52, BRCAL i kompleksa MRN. Istrazivanja vecine ovih proteina
pokazala su da su potrebni za odrzavanje fenotipa 1 proliferativnog kapaciteta stanica S ALT

mehanizmom (Zhong i sur. 2007, Nabetani i Ishikawa, 2011).

Prema dosad poznatim informacijama o PMB-NB i APB moguce je da tvore
kataliticke povrSine kojima povecavaju efikasnost odredenih procesa. Pretpostavlja se da je
funkcija APB-a formacija platforme za aktivno produzivanja telomera osiguravanjem kalupa
za rekombinacijsku replikaciju i/ili regrutiranjem proteina koji omogucavaju te procese. APB
bi mogao osigurati kalup za produzivanje kroz nakupljanje ekstrakromosomskih telomernih
ponavljanja ili poticanjem okupljanja telomera, S§to bi omogucilo intertelomerne
rekombinacije (Chung i sur. 2012). Sposobnost formacije APB u tom bi slucaju bila
neophodna za moguénost aktivacije puteva ALT 1 jedan od mogucih ciljeva antitumorske
terapije malignih stanica s ALT mehanizmom. Takoder, univerzalna prisutnost APB mogla bi
pruziti osnovu za razvijanje jednostavnih dijagnostickih markera prisutsva aktivnosti ALT u

tumorskim stanicama.

4.4. ALT | DISFUNKCIJA TELOMERA

U normalnim stanicama nukleoproteinska struktura telomera $titi telomernu DNA od
procesa koji mogu uzrokovati genomsku nestabilnost, ukljucujuéi rekombinaciju. Jedno
moguce objasnjenje aktivacije ALT-a je poremecaj u kompleksnoj kontroli stvaranja

telomernih struktura. To je posljedica povisene razine homologne rekombinacije u podrucju
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telomera zbog nerazlikovanja telomera od lomova uzrokovanih oste¢enjem DNA. U
stanicama sisavaca neki od telomernih rekombinacijskin mehanizama vezanih uz ALT mogu
biti inducirani nakon eksperimentalnog narusavanja funkcija proteina koji ¢ine telosom. U
modelnim organizmima disfunkcija telomera takoder moze dovesti do poviSene razine
rekombinacije. Npr. kod mutanata K. lactis, kad telomere postanu kriticno skracene zbog
odsutnosti telomeraze, takoder se javlja povisena razina rekombinacije ¢iji uzrok bi mogla biti
nemoguénost vezanja dovoljno proteina, te je onemoguceno Stvaranje normalne telomerne

strukture koja sprjeCava rekombinaciju.

Stanice s ALT mehanizmom takoder pokazuju mnoge karakteristike koje su specifi¢ne
za stanice s disfunkcionalnim telomerama. Npr. na nekim krajevima kromosoma ne mogu se
detektirati telomerna ponavljanja, dok su u svim fazama stani¢nog ciklusa vidljivi fokusi
inducirani disfunkcijom telomera S§to ukazuje na prisutstvo nezaStiCenih kromosomskih
krajeva. Tumori koji koriste ALT mehanizam takoder pokazuju veliku kromosomsku
nestabilnost ¢iji bi uzrok mogla biti fuzija nezasti¢enih kromosomskih krajeva, tj. ponovljeni

ciklusi fuzije i lomova kromosoma tijekom stani¢nih dioba.

Veza izmedu poviSene rekombinacije i disfunkcije telomera ukazuje na to da je za
imortalizaciju putem ALT mehanizma potrebno da putevi koji u normalnoj stanici reagiraju
na disfunkcionalne telomere budu inhibirani (Cesare i Reddel, 2008). To je u skladu s
¢injenicom da je u ve¢ini ALT stani¢nih linija izgubljena funkcija puta p53 za koji se smatra
da odgovara na ostecenje DNA i disfunkcionalne telomere aktivacijom senescencije ili
apoptoze. Gubitak funkcije p53 s istovremenim pojavljivanjem fokusa induciranih
disfunkcijom telomera ukazuje da je u stanici poremeéeno prepoznavanje disfunkcionalnih
telomera. Ponovna indukcija puta p53 u stanicama s ALT mehanizmom dovodi do bloka

stani¢nog ciklusa i senescencije.

Mnogo je mogu¢ih mehanizama koji bi mogli objasniti kako disfunkcija telomera
dovodi do poviSene razine rekombinacije i ALT-a. Deregulacija nekog rekombinacijskog
koraka, odnosno proteina potrebnog za formiranje t-omc¢e mogla bi telomere ostaviti
nezasSticene 1 sklone rekombinaciji. S druge strane, rezolucija stvorene t-om¢e mogla bi
rezultirati skra¢enim telomerama sklonijim intertelomernoj rekombinaciji i t-krugovima koji
mogu sluziti kao kalup za replikaciju ,kotrljaju¢eg kruga®. Deregulacija procesa stvaranja t-
om¢e mogla bi umjesto invazije jednolancanog 3' produzetka u dvolancano podrucje iste

telomere promovirati invaziju u druga telomerna ponavljanja. Vjerojatno je da ne postoji
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jedan univerzalan ALT mehanizam, ve¢ on ovisi o specificnoj kombinaciji mutacija proteina

koji uzrokuju telomernu disfunkciju i tumor supresorskih gena.

Takoder je moguce da se aktivnost slicna ALT-u normalno dogada u stanicama
sisavaca kao mehanizam popravka slucajno skrac¢enih telomera, kao alternativa ili dodatak
telomeraznoj aktivnosti. Primjerice, telomere B-limfocita miSeva kojima je mutirana
telomeraza produzuju Se u germinativnim centrima, iako manje nego kod miseva divljeg tipa,
§to znaci da mora biti prisutan neki mehanizam produzavanja telomera. Fenotip tumorskih
stanica s ALT mehanizmom tom bi slucaju bio rezultat nepravilne regulacije tog mehanizma
(Cesare i Reddel, 2008).

Dakle, najvjerojatnije je da disfunkcija telomera u povezanosti s gubitkom funkcije
tumor supresorskih gena dovodi do trajnog ukljucivanja odgovora na osteéenje DNA Koji
djeluje na telomere i omogucuje im rekombinacije zabranjene u normalnim stanicama te
posljedicno produzavanje. Represija ALT-a u tome je slucaju intrinzi¢na osobina normalne
funkcije telomera i gubitak te funkcije dovodi do aktivnosti mehanizama ALT (Cesare i
Reddel, 2008).

5. TELOMERAZA ILI ALT?

Telomeraza je specificna za cukariotske stanice dok su rekombinacijski procesi
potrebni za ALT prisutni u svim carstvima zivog svijeta. Neki eukarioti koji nemaju
telomerazu odrzavaju telomere rekombinacijom, no veéina eukariota ipak ima telomerazu.
Postavlja se pitanje zaSto je u eukariotskom carstvu uopcée doslo do razvoja telomeraze s
obzirom da je ve¢ postojala evolucijski starija rekombinacijska masinerija. Odgovor se
vjerojatno krije u jednostavnijoj kontroli regulacije produzivanja telomera (Neumann i
Reddel, 2002). Telomeraza, za razliku od ALT, ima jasne funkcije u odredenim normalnim
uvjetima te njezina aktivnost ne kompromitira zaStitnu funkciju telomera. Prema tome,
njezina je pojava omogucila odvajanje funkcija zastite i produzivanja kromosomskih krajeva

¢ime je omogucena njihova zasebna regulacija i zaseban evolutivan put.

Tako i telomeraza i ALT omogucuju imortalizaciju stanica te maligni tumori mogu
koristiti oba mehanizma, oni nisu ekvivalentni. Primjerice, postoje dokazi da telomeraza
pridonosi tumorigenezi i nekim aktivnostima koje nisu vezane uz odrzavanje telomera.
Takoder, telomere koje nastaju telomeraznom aktivnoséu ili ALT-om nemaju ista svojstva.

Usprkos vecoj srednjoj duzini telomera, u vecini stanica S ALT mehanizmom mogu se
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pronacdi i vrlo kratke telomere koje su sklonije fuzijskim dogadajima zbog ¢ega bi ALT tumori
mogli biti genetski nestabilniji (Neumann i Reddel, 2002). Povezivanje osobina tumora s
tipom mehanizma moglo bi se pokazati korisnim za prognosticke svrhe. Tip mehanizma
odrzavanja telomera koji ¢e tumorska stanica razviti, dijelom ovisi o porijeklu tumora,
odnosno tipu tkiva iz kojeg se tumor razvio. ALT se naj¢eS¢e pojavljuje u tumorima
mezenhimskog porijekla, a pretpostavlja se da je uzrok tome ¢vr$éa regulacija telomeraze u
mezenhimu zbog sporijeg obnavljanja stanica i manjeg skracenja telomera (Henson i sur.
2002). Postoje dokazi da u nekim tumorima mogu biti aktivirani i ALT i telomeraza. U njima
se moze pronaci i telomerazna aktivnost 1 karakteristiCan uzorak duZine telomera za ALT.
Nije poznato je li to zbog heterogenosti tumora, koji moze u nekim stanicama koristiti
mehanizme ALT, a u drugima telomerazu ili oba mehanizma koegzistiraju u stanici (Reddel
2003). Postoji moguénost da je ALT, osim u tumorima bez telomeraze prisutan i u nekima od
tumora s telomerazom koji ¢ine 85% svih tumora. To znaci da bi njegova pojavnost mogla
biti mnogo ¢esc¢a, medutim, da bi se to utvrdilo potrebno je razviti bolje dijagnosti¢ke metode

za rutinsko odredivanje aktivnosti ALT.

Mehanizam odrzavanja telomera pogodan je cilj antitumorske terapije jer postoji u
svim tumorima, a zdrave ga stanice u pravilu ne koriste pa bi njegova inhibicija imala
minimalne nuspojave. Rezultati takvih terapija ne bi bili brzo vidljivi jer je nakon inaktivacije
produzenja telomera potreban odredeni broj udvostrucenja tumorske populacije, da bi se
telomere dovoljno skratile i inducirale senescenciju ili apoptozu tumorskih stanica. Nekoliko
je metoda razvijeno za inhibiciju telomerazne aktivnosti u tumorima s telomerazom te su
dosle do trece faze klini¢kih testiranja. Medutim, tretman tumora telomeraznim inhibitorima
mogao bi selekcijskim pritiskom dovesti do odabira stanica koje su aktivirale ALT, ¢ak i u
tumorima koji na pocetku nisu imali aktivne mehanizme ALT. To bi se u praksi manifestiralo
kao razvitak rezistencije na tretman, a moglo bi do¢i i do promjena drugih osobina tumora.
Vjerojatno vrijedi i obrnuto te bi tretman stanica s mehanizmima ALT inhibitorima za ALT
mogao selekcijski djelovati na telomeraznu aktivnost. Stoga je za uspjeSan razvoj
antitumorskih tretmana baziranih na mehanizmima odrzavanja telomera klju¢no uzeti u obzir

oba mehanizma.
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6. ZAKLJUCAK

Razvoj antitumorskih terapija usmjerenih protiv odrzavanja telomera, usprkos tome
Sto vec¢ina tumora koristi telomerazu, nece biti uspjesan ako se u obzir ne uzme i ALT. Bez
mogucnosti njegove inhibicije uspjesnost ¢e takvih tretmana biti znatno manja, a moglo bi
do¢i i do neZeljenih nuspojava poput evolucije tumora s nepredvidenim posljedicama. Kako bi
se razvili uspjesni inhibitori mehanizama ALT potrebno je mnogo bolje poznavanje njihovih
procesa. Zasad dostupne informacije o stanicama s mehanizmima ALT i normalnoj biologiji
telomera ukazuju na usku povezanost neodgovaraju¢eg odgovora takvih stanica na
disfunkciju telomera s rekombinacijskim procesima koji su posljedica aktivacije mehanizama
popravka DNA. Medutim, potrebna su jo§ mnoga istrazivanja koja ¢e direktno utvrditi to¢ne
molekularne mehanizme u pitanju te genetsku podlogu njihove aktivacije u tumorskim
stanicama. Takoder, neophodno je pronaci jednostavne dijagnosti¢ke markere za ALT kako bi
se rutinski mogli identificirati tumori u kojima je aktivan. To bi, osim za planiranje tretmana,
dalo vrijedne podatke za prognosticke implikacije ovisne 0 tome koristi li tumor telomerazu
ili ALT za odrzavanje svojih telomera. Idealna za univerzalnu antitumorsku terapiju bila bi
tvar koja bi istovremeno inhibirala 1 telomerazu 1 ALT, $§to znac¢i da bi morala djelovati na
strukturu krajeva kromosoma tako da istovremeno onemoguci i vezanje telomeraze i
rekombinacijske dogadaje. Potencijal za takvo djelovanje mogle bi imati tvari koje
stabiliziraju G-kvadruplekse: brza formacija G-kvadrupleksa na 3' produZzenom kraju odmah
nakon replikacije telomera mogla bi 3' kraj uciniti nedostupnim za vezanje telomeraze kao i
za invaziju homologne regije. Istrazivanja ALT-a takoder bi mogla dovesti do novih uvida u

funkcije telomera i procese popravka DNA.
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8. SAZETAK

Neograni¢en proliferativni kapacitet tumora i imortalnih stani¢nih linija ovisi o
sposobnosti odrzavanja duzine telomera i obi¢no se bazira na aktivaciji telomeraze, RNA-
ovisne DNA polimeraze koja reverznom transkripcijom endogenog RNA kalupa sintetizira
telomerna ponavljanja izravno na krajevima kromosoma. Medutim, znatan broj tumora moze
produzivati telomere i bez prisutsva telomeraze mehanizmima alternativnog produzavanja
telomera (ALT). Temelj ALT-a su replikacijski procesi ovisni o rekombinaciji kod kojih se
kao kalup za sintezu dodatnih telomernih ponavljanja mogu koristiti druge telomere ili
izvankromosomska telomerna ponavljanja, medutim molekularni procesi nisu razjaSnjeni.
Aktivnost ALT prepoznata je samo u nenormalnim stanicama i ¢ini se da je njezino
djelovanje usko povezano s poremecajem normalne funkcije telomera koja je primarno zastita
krajeva kromosoma kako ne bi bili zamijenjeni za dvolan¢ane lomove nastale oSteCenjem.
Sukladno tome, samo produzavanje telomera posljedica je stalnog djelovanja stani¢ne
masinerije za popravak na telomernu DNA. Mehanizmi odrZavanja telomera dobra su meta za
razvoj antitumorskih tretmana: pojavljuju se u svim tumorima, vecina zdravih stanica ih ne
koristi i o¢ekivane su nuspojave takvih tretmana minimalne. Veéina istrazivanja u tom smjeru
provodi se na telomeraznim inhibitorima, medutim, da bi takvi tretmani zaista bili uspjesni
neophodno je da se u obzir uzme i ALT te da se bolje istraze mehanizmi i genetska podloga

njegova djelovanja.
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9. SUMMARY

Unlimited proliferative capacity of tumor cells and immortal cell lines depends on
their ability to maintain their telomeres, usually by activating telomerase, an RNA-dependent
DNA polymerase that adds telomere repeats directly on the ends of chromosomes by reverse-
transcribing an endogenous RNA template. On the other side, a number of tumors can also
lengthen their telomeres without telomerase by means of alternative lengthening of telomeres
(ALT). ALT is based on recombination-dependent replication processes that can use other
telomeres or extrachromosomal telomeric repeats as templates for telomere elongation.
Molecular basis of these processes are not yet clear. ALT activity has only been detected in
abnormal cells and it seems that it is closely related to dysfunction in telomeres. These
telomere dysfunctions compromise the roles they normally play in chromosome end
protection and chromosomal ends are recognized as double stranded breaks caused by DNA
damage. The telomere elongation itself is, by that definition, a consequence of cell repair
machinery constantly acting on telomeric DNA. Telomere maintenance mechanisms could be
used as a good target for cancer treatment because they appear in all tumors but not in healthy
cells, so their inhibition should show minimal side-effects. Most research in that direction is
based on telomerase inhibitors but for most successful results ALT also needs to be taken in

consideration and its mechanisms and genetic background further investigated.
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