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1. Uvod

Telomere su specijalizirane strukture na krajevima eukariotskih kromosoma koje
pomazu u stabilizaciji i zastiti krajeva linearnih krajeva DNA od degradacije. Cijela struktura
na krajevima kromosoma obuhvaca tzv. subtelomerni, heterokromatinski dio i telomerni dio s
uzastopnim ponavljanjem heksanukleotidne sekvence koja oblikuje omcastu strukturu uz
pomo¢ specificnih proteina.

Osim zaStitne uloge, telomere imaju bitnu ulogu u samoj regulaciji stani¢nog Zivota i
smrti. Naime, krajevi se kromosoma tijekom svakog stani¢nog ciklusa skracuju, zbog prirode
mehanizma djelovanja DNA polimeraze. Budu¢i da polimeraza djeluje u smjeru 5'-3', sinteza
zaostajuceg lanca na replikacijskoj viljusci te¢e diskontinuirano, povezivanjem kratkin DNA
fragmenata Cija polimerizacija zahtijeva nastanak kratkih RNA klica. Na krajevima linearnih
kromosoma nema mjesta za kratku RNA klicu potrebnu za zadnji Okazakijev fragment, pa ¢e
ostati mala jednolan¢ana sekvenca nereplicirana. Nakon niza generacija, telomere skra¢ene na
oko 3 kb uzrokuju trajno zaustavljanje ciklusa i tzv. replikativno starenje. Ovaj mehanizam
predstavlja zastitu od nekontrolirane stani¢ne proliferacije i karcinogeneze. Ujedno, duljina
telomere je u takvim stanicama «mjerilo» duljine zivotnog vijeka i «broja¢» stani¢nih dioba.

Za razliku od somatskih stanica koje stare skrac¢ivanjem telomera, postoje stanice koje
mogu produzavati svoje telomere i tako izbjeci proces Starenja te postati besmrtne. To su
mati¢ne i tumorske stanice koje eksprimiraju enzim telomerazu. Telomeraza prepoznaje 3'
kraj jednolancane telomerne sekvence i produzuje ga, koriste¢i RNA kalup koji je njen
sastavni dio. Na dovoljno produzenoj jednolan¢anoj DNA bit ¢e moguca sinteza odsjecka
zaostajuce niti pomo¢u DNA polimeraze. Po mehanizmu djelovanja telomeraza je reverzna

transkriptaza, RNA ovisna DNA polimeraza, a njena je ekspresija u stanici strogo regulirana.

2. Struktura telomera

Da bi mogle vrsiti svoju ulogu, te da ih stanica ne bi prepoznala kao dvolan¢ani lom,
telomere imaju specifican oblik i strukturu. Po svom sastavu su nukleoproteinski kompleks
sastavljen od DNA i specifi¢nih proteina. Kod sisavaca za telomere su karakteristicna
TTAGGG ponavljanja (Slika 1.) (Karlseder i sur., 2002.). Kod ljudi duljina je takvih
telomernih sljedova od 3 do 20 kb, dok kod miSa moze biti duljine do 150 kb. Ukupna duljina
telomerne DNA je promjenjiva, ali i specificna za svaku vrstu. Ponavljajuéi sljedovi

dvolan¢ane DNA zavr$avaju tako jednolancanim produzetkom 3' lanca bogatog gvaninom



dugim 75-300 kb nukleotida. Takav kraj stvara petlju invazijom u podrucje telomerne DNA te
nastaje tzv. T petlja (Slika 2.). Velicina petlji varira, od 0.3 kb kod tripanosome do 30 kb u
misjim stanicama (Griffith i sur., 1999.; Munoz- Jordan i sur., 2001.; Murti i Prescott, 1999.).
Jo$ nije poznata toCna struktura pri bazi T petlje, ali se zna da postoji kratki segment
jednolancane DNA vjerojatno predstavljajuci D petlju TTAGGG ponavljanja koja su istisnuta
prilikom invazije 3' kraja (de Lange i Petrini, 2000.; Griffith i sur., 1999.). Cijela struktura
pokazuje sli¢nost strukturama nastalim mehanizmom homologne rekombinacije. Telomerni
proteini stabiliziraju T petlju telomera specificno se vezuci za dvolan¢anu ili jednolancanu
telomernu sekvencu. Osim specifi¢nih telomernih proteina, ovdje se nalaze i mnogi proteini
ukljuceni u popravak dvolan¢anih lomova. Danas se intenzivno istrazuju mehanizmi koji Stite

neoStecene telomere od aktivacije puteva popravka.
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Slika 1. Shematski prikaz humanih telomera. (Karlseder i sur., 2002.).
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Slika 2. Shematski prikaz T petlje (van Steensel i sur., 1998.)




Slika 3. Elektronsko mikroskopska snimka T petlje. (Griffith i sur., 1999.)

U somatskim humanim stanicama telomere se skracuju prilikom svake diobe stanice.
Kad se telomere ljudi skrate na duljinu od oko 3 kb, Salju signal za prestanak diobi i
replikativno starenje, te prestaje stani¢na proliferacija. Medutim, mati¢ne stanice, kao i
tumorske, imaju sposobnost produzivanja telomera i time besmrtnosti i upravo je u njima
eksprimirana telomeraza. Sam proces replikativnog starenja bi se mogao tako protumaciti kao
potencijalni mehanizam supresije tumorigeneze buduci da se stanice starenjem prestaju dijeliti
(Karlseder i sur., 2002.).

U slucaju da je funkcija telomera poremecena, moze uslijediti potencijalno letalan
odgovor na oSteCenje DNA, ili, s druge strane, aktivnosti povezane s popravkom DNA mogu
ugroziti integritet kromosomskih krajeva i postoji moguénost velike nestabilnosti genoma. Za
sada nije u potpunosti poznato kako se struktura telomernih krajeva razlikuje od mjesta
oSte¢enja DNA 1 kako telomere $tite krajeve kromosoma od aktivnosti DNA popravka.

Zastita kromosomskih krajeva kod ljudi primarno ovisi o telomernom proteinu TRF2,

te stvaranje telomerne kape ukljucuje formaciju telomerne petlje ili T petlje.
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TTAGGG ponavljanja, koja dodaje telomeraza, odreduju krajeve humanih
kromosoma. Proteinski kompleks koji se sastoji od Sest proteina specificnih za telomere
udruzuje se zajedno s takvom sekvencom i §titi krajeve kromosoma, te je nazvan Selterin. Tri
od Sest podjedinica kompleksa direktno prepoznaje TTAGGG ponavljanja, a to su TRFL,
TRF2 i POT1. Oni su medusobno povezani pomocu tri dodatna proteina TIN2, TPP1 i Rapl
pri ¢emu nastaje kompleks. Kako su svi proteini kompleksa medusobno povezani protein-
protein interakcijama, Selterin ima sposobnost prepoznavanja telomerne DNA s najmanje pet
domena koje vezu DNA (jedna u POTL1, te u dimerima TRF1 i TRF2). Upravo kao posljedica
toga, Selterin ima jedinstvenu sposobnost da prepozna telomere izmedu svih drugih krajeva
DNA. Bez zastitne uloge Selterina, telomere vise nisu sakrivene od nadzora ostecenja DNA i
krajevi kromosoma se nepravilno procesiraju putevima popravka DNA. Podaci istraZivanja
pokazuju da Selterin nije stati¢na strukturalna komponenta telomere, nego proteinski

kompleks koji ima remodelirajuéu ulogu DNA 1 reagira s proteinima popravka.

3. 1. Podjedinice shelterina: TRF1, TRF2, TIN2, Rapl, TPP1i POT1
3.1.1. TRF1

Humani TRF1 protein je izoliran na temelju njegove specifi¢nosti in vitro za
dvolancana TTAGGG ponavljanja karakteristi¢na za telomere vertebrata (Zhong i sur., 1992,
Chong i sur.,, 1995.). Prilikom vezanja za TTAGGG ponavljanja ne pokazuje jaku
kooperativnost (Bianchi i sur., 1997.). Za nastanak homodimera, odgovorna je velika
konzervirana domena blizu N-kraja proteina. Kao i TRF2, zajedno se s drugim proteinima
veze za telomernu DNA, a otkriveno je da veze Tin2, tankirazu 1 i 2, PINX1. U in vitro
uvjetima, moZe savinuti za oko 120°, zaokruziti i spariti telomerna ponavljanja Sto moze
potaknuti pakiranje telomera in vivo (Bianchi i sur. 1997.; Griffith i sur. 1998.). Takoder se

ponasSa kao negativni regulator odrzavanja telomera sprje¢avajuéi pristup telomerazi.

3.1.2. TRF2

TRF2 je identificiran kao paralog TRF1 (Bilaud i sur., 1997.; Broccoli i sur., 1997.).
Smatra se glavnim faktorom u telomernoj zastiti. Omata sve humane telomere u svim
stadijima stani¢nog ciklusa (Slika 4.) (Bilaud i sur., 1997.; Broccoli i sur., 1997.). Smatra se

da je takav mali, svugdje eksprimiran protein, prisutan u viSe od 100 kopija po
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kromosomskom kraju, te se veze direktno na tandemski raspored TTAGGG ponavljanja.
Vaznost TRF2 u zastiti telomera pokazana je eksperimentom u kojem je mutirana telomeraza
dodavala sekvence na kromosomske krajeve bez veznih mjesta za TRF2, sto je rezultiralo

fenotipom slicnom onom kao kod TRF2 inhibicije.

A TRF2%E.1:5°
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Slika 4. Shematski prikaz telomera sisavaca koje sadrze TRF2 kompleks. (Huffman i
sur., 2000. ; Makarov i sur., 1997.; McElligott i Wellinger, 1997.; Wright i sur.,
1997.).

Inhibicija TRF2 se postiZe koriste¢i dominantni negativni alel TRF2***™ | Ovaj alel se
veze za endogeni TRF2 i formira inaktivni heterodimer koji nema moguénost vezanja za
DNA (Slika 5.) (van Steensel i sur., 1998.). Da bi mogle vrsiti svoju ulogu, te da ih stanica ne
bi prepoznala kao dvolandani lom, telomere imaju specifian oblik i strukturu. TRF24%4M
blokira akumulaciju TRF2 na krajevima kromosoma i uspjesno uklanja TRF2 i proteine koji s
njim reagiraju s telomere (Li i sur., 2000.; van Steensel i sur., 1998.; Zhu i sur., 2000.), ali ne

utjeCe na druge telomerne faktore koji se vezu za DNA kao §to je to TRF1.
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Slika 5. Inhibicija TRF2 uzrokovana dominantnim negativnim alelom kojem
nedostaje N- terminalna domena i DNA vezuju¢a domena na C- terminalnom dijelu.

(van Steensel i sur., 1998.).



Nedostatak TRF2 ne dovodi samo do drasticnih molekularnith 1 kromosomskih
defekata, nego utjeCe i na rast stanice. Ovisno o tipu stanica, odgovor moze biti apoptoza ili

starenje (Karlseder i sur. 1999.).

Disfunkcija telomera
Stani¢ne posljedice disfunkcije telomera: apoptoza i starenje

Kod vecine stani¢nih tipova, ukljucujuci primarne limfocite, inhibicija TRF2 dovodi
do direktne indukcije apoptoze (Slika 6.) (Karlseder i sur., 1999.). Apoptoza je popracena
stabilizacijom i aktivacijom proteina p53 rezultirajuci ekspresijom njegovih nizvodnih meta
p21 i Bax. Osim p53, u proces prepoznavanja telomera kao dvolanc¢anog loma, kao inicijator
ukljucena je i ATM kinaza. Ukoliko se inhibicija TRF2 dogodi u stanicama u G1 fazi ciklusa,

apoptoza se odvija prije sinteze DNA i replikacije telomera.

TRF24BAM jn T- or B-cells
M5BT —— ATMkinase —> p53 —> apoptosis

TRF24BAM jn, fibroblasts o p53/p21

ATM? ~a

s DN&TEE ) senescence
- Cs:
~ p16/Rb ™

Slika 6. Posljedice inhibicije TRF2 i gubitka zastite telomera (Karlseder i
sur., 1999.).

Kod humanih fibroblasta, s druge strane, inhibicija TRF2 rezultira ¢es¢e starenjem
nego apoptozom (Slika 6.) (Karlseder i sur., 1999.). Takve stanice pokazuju sve morfoloske i
molekularne znakove starenja, ukljucujuci velike i plosnate stani¢ne oblike, Ceste pojave vise
jezgara, 2n ili 4n sadrzaj DNA, te se bojaju markerom za starenje tzv. SA-B-gal. Put koji

dovodi do takvog odgovora sli¢i indukciji starenja uzrokovane skra¢ivanjem telomera.



Posljedice na molekulalrnoj razini: gubitak 3' telomerne jednolanéane DNA i NHEJ

Jedna od posljedica inhibicije TRF2 je i fuzija telomera dvaju kromosoma (van
Steensel 1 sur., 1998.). Takve fuzionirane telomere se mogu detektirati u genomskim
blotovima kao novoformirani DNA fragmenti dvostruko veée molekularne tezine od
originalnih telomera. Fuzije nastaju ligacijom DNA, pretpostavlja se nehomolognim
sparivanjem krajeva (NHEJ). To je dokazano eksperimentom u kojem je nedostatak ligaze IV
u misjim stanicama smanjio postotak fuzioniranih telomera (Smogorzewska i sur., 2002.).
Fuzija kromosoma nastala kao posljedica nefunkcionalnog TRF2 pokazala je da stanica
ostaje i bez jednolancane 3' telomerne sekvence, pa bi tako bila bolji supstrat za NHEJ
(Huffman i sur., 2000.; Makarov i sur., 1997.; McElligott i Wellinger, 1997.; Wright i sur.,
1997.).

Kromosomske posljedice: fuzija kromosomskih krajeva i odgovarajuce aberacije

Telomere koje u stanicama eksprimiraju TRF24P*M

postaju fuzogene i omogucéuju
povezivanje krajeva kromosoma koji se mogu detektirati kao dicentri¢ni ili multicentri¢ni
kromosomi u metafaznoj ploc¢i (van Steensel i sur., 1998.). Fuzija telomera se moZe dogoditi
prije i poslije sinteze DNA (Slika 7.). Ukoliko se fuzija kromosoma odvije prije duplikacije
kromosoma, obje kromatide metafaznog kromosoma ¢e se povezati s drugim kromosomom
rezultirajuéi tzv. dicentikom kromosomskog tipa, dok dicentrik kromatidskog tipa nastaje
kada se fuzija odvije nakon sinteze DNA i samo se jedna od dvije kromatide spaja s drugom
telomerom. S obzirom da se mnoge stanice s disfunkcionalnim telomerama zaustave prije
mitoze, samo se dio fuzija moze detektirati analizom metafaznih kromosoma. | doista,
molekularne analize pokazuju da i do 20% telomera fuzionira nakon uklanjanja TRF2, dok je
tek oko 1% kromosomskih krajeva, promatranih u metafaznim stanicama, fuzionirano (van

Steensel i sur., 1998.).
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Slika 7. Kromosomske posljedice inhibicije TRF2 (van Steensel i sur., 1998.).

Dicenti¢ni kromosomi su obi¢no nestabilni prilikom mitoze. Ukoliko se centromere,
koje su dio kromosoma fuzioniranih preko krajeva, vezu za suprotne polove, nastat ce
anafazni most (Slika 7.), te da bi se stani¢na dioba nastavila, potreban je lom u kromosomu ili
pukotina u povezuju¢im mikrotubulima.

S obzirom da je TRF2 stabilizator T petlji, manjak telomernog TRF2 dovodi do
otvaranja T petlji Sto moze potaknuti starenje. Ukoliko se na krajevima telomera nalazi veca
koli¢ina TRF2 zbog prekomjerne ekspresije proteina, kratke telomere mogu biti zasti¢enije i

odgoditi starenje (Karlseder i sur. 1999.).

Uloga interakcije TRF2 s drugim proteinima
lako TRF2 mozZe samostalno stvarati T petlje in vitro, vrlo je vjerojatno da su za
njegovu ulogu na telomerama u uvjetima in vivo potrebne interakcije s drugim proteinima.

Poznato je nekoliko TRF2 vezujuéih proteina (Slika 4.).



Humani Rapl pridonosi regulaciji duljine telomera (Li i sur., 2000.) pri ¢emu se ne
veze za DNA vec¢ za TRF2 protein.

Drugi protein koji interagira s TRF2 je Mrell kompleks koji se sastoji od proteina
Mrell, Rad50 i Nbsl (zZhu i sur., 2000.). Moguce je da Mrell kompleks sudjeluje u
formiranju jednolancanog telomernog produzetka (de Lange i Petrini, 2000.; Diede 1
Gottschling, 2001.) i time u nastajanju, odrzavanju i procesiranju T petlji, iako njegova

nukleazna aktivnost ima 3'- 5' polarnost in vitro (Paull i Gellert, 1998.).

3.1.3. TIN2iRapl

TIN2 1 Rap 1 su sastavni dio Selterina telomera. Nadeni su u kompleksu s TRFI i
TRF2 (Kim i sur., 1999.; Li i sur., 2000.). Za TIN2 se kaZe da je zakovica Selterina jer veze
TPP1/ POT1 za TRF1 i TRF2. Njegova sposobnost da veze TRF1 i TRF2 omogucuje da
nastane veza koja pridonosi stabilnosti telomere (Liu i sur., 2004a.; Ye i sur., 2004a.).

Takoder moze i pojacati neke efekte TRF1 vezane uz strukturu telomere (Kim i sur. 2003.).

3.1.4.TPP1
Ovaj je protein ranije nosio nazive TINT1, PTOP, PIP1 (Houghtaling i sur. 2004.; Liu
i sur. 2004.; Ye i sur. 2004.) i ima ulogu u povezivanju POT1 s TINT1- TRF1 kompleksom.

Djeluje kao negativni regulator duljine telomere ¢ije uklanjanje olakSava njeno produZzivanje.

3.1.5.POT1

POT1 protein je najviSe konzervirana komponenta Selterina, a identificiran je na
temelju homologije sekvence s faktorima koji se vezu na krajeve telomera kod jednostani¢nih
eukariota. Ima jaku specificnost za jednolancanu 5'-(T)TAGGGTTAG-3' sekvencu,
jednolanc¢ani produzetak telomerne sekvence, a preko ostalih se proteina kompleksa (TPP1)
specificno lokalizira na telomerama (Slika 8.) (Lei i1 sur., 2004.; Loayza i sur., 2004.).
Njegovo bi vezanje moglo stabilizirati T petlju i sprijeiti pocetak rekombinacije ili

prepoznavanje DNA enzimima popravka (Hockemeyer i sur., 2005.).



A 5-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA-3’
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Slika 8. Selterin. (A) Prikaz $est podjedinica Selterina, njihove glavne strukture,
proteinskih interakcija i DNA vezujuéih mjesta. POT1 se moze vezati za 3' kraj i na
unutarnjim mjestima. (B) Shematski prikaz 3elterina na telomernoj DNA. lako se
POTL1 veZe i za 3' kraj, zbog jednostavnosti je prikazano samo njegovo vezanje za
mjesto bliZze dvolanc¢anoj telomernoj DNA. (Lei i sur., 2004.; Loayza i sur., 2004.).

Selterin je u izobilju na krajevima kromosoma, ali se ne akumulira na drugim
mjestima, te je i njegova funkcija ograni¢ena na podrucje telomera. Prisutan je na telomerama
tijekom stani¢nog ciklusa. S druge strane, postoje funkcionalno vazni proteini na telomerama
koji nisu dio Selterina (Tablica 1.).
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Tablica 1. Primjeri proteina koji nisu dio Selterina na humanim telomerama.

(napravljeno prema de Lange 2005.).

Proteinski kompleksi | Netelomerna funkcija | Efekti na telomerama | Interakcije
Mrell/ Rad50/ Nbsl | rekombinacijski homologna povezan sa
popravak rekombinacija Selterinom
senzor oSte¢enja
DNA
ERCC1/ XPF NER, unakrsni procesiranje povezan sa
popravak jednolanc¢anog kraja | Selterinom
3" endonukleaza nakon gubitka TRF2
helikaza WRN migracija ogranka deficijencija rezultira | TRF2
gubitkom telomerne
vodece niti
helikaza BLM migracija ogranka nastanak/ rezolucija | TRF2
represija prekrizenja | T petlji
DNA- PK NHEJ deficijencija uzrokuje | povezan sa
fuziju krajeva Selterinom
PARP- 2 BER nepoznato TRF2
tankiraza uloga u mitozi pozitivni regulator TRF1
telomerne duljine
preko inhibicije
TRF1
Rad51D nepoznato, mozda deficijencija dovodi | nepoznato

HR

do fuzijskog fenotipa

3. 2. Uloga Selterina

Uloga Selterina je visestruka: determinira strukturu kraja telomera, utje¢e na nastajanje

T petlji, te kontrolira sintezu telomerne DNA pomocu telomeraze (Slika 9.).
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Slika 9. Selterin regulira pristup telomeraze telomeri (preuzeto iz de Lange 2005.)

Nacin za koji se smatra da Selterin utjeCe na strukturu telomerne DNA je stvaranje T
petlji (Slika 9.) (Griffith i sur., 1999.; Stansel i sur., 2001.). Telomere posjeduju jednolancana
ponavljanja TTAGGG na 3' kraju (Makarov 1 sur., 1997.). Za tu se sekvencu smatra da
napada dvolan¢anu telomernu DNA pri ¢emu se baze sparuju s C lancem i G lanac se istisne.
Rezultat invazije je dvolancana larijatna struktura, odnosno T petlja (Slika 9.). In vitro je
pokazano da TRF2 moze remodelirati umjetne telomerne supstrate u T petlje (Griffith i sur.,
1999.; Stansel i sur., 2001.). Pretpostavlja se da su u in vivo uvjetima uz TRF2 potrebni i
drugi faktori, moguce oni koji su ukljuceni u rekombinacijski popravak (Tablica 1.) (de Lange
i Petrini 2000.).

Glavno svojstvo T petlje je Sto je njezin krajnji dio uvucen. Veli¢ina kruznog dijela
vjerojatno nije toliko bitna s obzirom da su u humanim stanicama pronadene i velike i male T
petlje. Selterin utje¢e na strukturu 3' kraja. Kada je inhibiran TRF2 ili POT1, ukupna koli¢ina
jednolanc¢anih TTAGGG ponavljanja se smanji za 30%-50% (van Steensel i sur., 1998.;
Hochmeyer i sur., 2005.). U slucaju inhibicije TRF2, gubitak jednolancane TTAGGG DNA
posredovan je nukleazom ERCC1/ XPF (Zhu i sur., 2003.). Vezanje POT1 za jednolancanu

DNA moze sprijeciti njenu nukleoliticku degradaciju (Hockmeyer i sur. 2005.; Lei i sur,
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2005.; Yang i sur. 2005.).

Jednolan€ani 3' krajevi telomera nastaju kao posljedica potrebe za RNA klicom pri
DNA polimeriziranju. Medutim, na telomeri dolazi do dodatnog nukleolitickog procesiranja 5'
kraja. Dok je 3' kraj viSe ili manje nasumicno pozicioniran unutar TTAGGG ponavljanja, 5'
kraj je precizno smjesten (Slika 9. A). Gotovo svi humani kromosomi sadrze sekvencu 3'-
AATCCCAATC-5' sto dokazuje da je nukleoliticko procesiranje regulirano. Kada je POT1
inhibiran, 5' krajevi gube svoju homogenost i tada su im zavrSni nukleotidi slucajni
(Hockemeyer i sur., 2005.).

Selterin oblikuje telomere i na na¢in da odrzava duljinu telomere (Slika 9. D). Kod
kvasaca i sisavaca telomere se odrzavaju negativhom povratnom spregom koja blokira
aktivnost telomeraze na individualnim krajevima kromosoma. Pretpostavlja se da kod dugih
telomera, takav cis- djeluju¢i mehanizam onemogucéava djelovanje telomeraze. POT1 bi
mogao imati ulogu u regulaciji pristupa telomeraze. Mutant POT1 Kkoji se ne veZe za
jednolan¢anu DNA dovodi do nastanka vrlo dugackih telomera (Loazya i de Lange 2003.).

Selterin bi morao imati i mehanizam za sprje¢avanje detekcije telomera od strane
nadzora za oSte¢enje DNA. Zanimljiva je mogucénost da telomere stvaraju nukleosomalnu
organizaciju koja sakriva krajeve kromosoma.

Podjedinica Selterina TRF2 moze reagirati s ATM kinazom (Karlseder i sur., 2004.).
TRF2 se veze za regiju na ATM koja sadrzi Ser 1981 koji se autofosforilira kao odgovor na
ostecenje DNA (Bakkenist i Kastan 2003.). Moguce je da je Selterin, tj. TRF2, inhibitor

aktivacije ATM na telomerema (Karlseder i sur., 2004.).

4. Nespecific¢ni telomerni proteini

Niz proteina popravka oSte¢enja DNA postoji na telomerama, medutim su neaktivni i
ne okidaju odgovor stanice i zaustavljanje ciklusa. Tu se nalaze enzimi homologne
rekombinacije (NMR, Rad51) i NHEJ (DNA PK sa svoja tri dijela), ATM, PARP- 1 i dr.

Telomere se trebaju Stititi kako od NHEJ, tako i od homologne rekombinacije.

5. Represija homologne rekombinacije
Prvi tip homologne rekombinacije je rekombinacija izmedu sestrinskih telomera
nazvana T-SCE (Telomere Sister Chromatid Exchange). T-SCE moze biti Stetna za stanice

ukoliko izmjenjujuée sekvence nisu jednake po duljini. Jedna se sestrinska telomera moze
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produljiti na racun druge sestrinske telomere.

Druga reakcija homologne rekombinacije za koju se smatra da prijeti telomerama je
nazvana T petlja homologne rekombinacije (Wang i sur., 2004.). T petlje su ugrozene kod
razrjeSavanja Hollidayeve veze pomocu rezolvaze ukoliko se baze 5' kraja telomere spare S
istisnutom petljom (D petlja). Pomicanjem ukriZzenja u smjeru centromere moZe nastati
dvostuka Hollidayeva veza i razrjeSenje takve strukture krosoverom dovelo bi do delecije
cijelog segmenta petlje ostavljajuci drasticno skrac¢enu telomeru na kraju kromosoma.

Moguce postoji 1 tre¢i tip homologne rekombinacije koja ima Stetne posljedice na
krajeve kromosoma, rekombinacija izmedu telomere 1 intersticijske telomerne DNA.
Kromosomska unutraSnja DNA nije ¢esta u humanim stanicama, ali se u stanicama drugih
vertebrata takve sekvence nalaze u izobilju duz kromosoma. Rekombinacija izmedu telomera
i takvih elemenata moze dovesti do terminalnih delecija, ekstrakromosomskih fragmenata,

inverzija i translokacija.

6. Funkcija poli (ADP- riboze) polimeraze u kontroli duljine telomera i stabilnosti kromosoma

Poli ADP ribozilacija je proces dodavanja jedinica ADP- riboze na supstrat, kataliziran
enzimima iz obitelji poli (ADP- riboza) polimeraza (PARP). Jedan je dio ¢lanova te obitelji
ukljucen u modifikaciju histona i regrutaciju enzima popravka DNA kod oste¢enja. S druge
strane, specificne PARP polimeraze sudjeluju u regulaciji duljine telomere. Smatra se da
tankiraza, PAR polimeraza, modificira TRF1, smanjuje njegov afinitet prema telomeri i
omogucava pristup telomerazi i produzavanje telomera (Smith i sur., 1998.). PARP-1 je
medutim ukljucen u procese popravka i odrzavanje integriteta genoma, ali takoder i u procese

odrzavanja telomera.

7. TERRA

Najnovija istrazivanja su dokazala da na telomerama postoji TERRA (telomeric repeat
containing RNA), velika heterogena nekodirajuéa RNA koja stvara cjelovitu komponentu
telomernog heterokromatina, a sastoji se od subtelomernih i telomernih sekvenci. Sve
testirane individualne telomere sisavaca imaju sposobnost i doista proizvode transkripte
TERRA, te je TERRA cksprimirana u vecini tkiva (Azzalin i sur., 2007.; Azzalin i Lingner
2008.; Schoeftner i Blasco 2008.). Transkripcija TERRA se odvija na vecini ili na svim

krajevima kromosoma kao odgovor na promjene u duljini telomera, te je regulirana pomoc¢u
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RNA nadzornih faktora. Nalazi se u jezgri i transkribira u smjeru od centromere prema
telomeri pokazujuéi da se mjesto pocetka transkripcije nalazi unutar subtelomerne sekvence.
Transkripcija se odvija pomo¢u RNA polimeraze I (RNAPII). lako RNAPII ima znacajnu
funkciju u poticanju transkripcije TERRA, rezultati pokazuju da mozda postoji druga RNA
polimeraza (RNAPI ili RNAPIII) koja bi potencijalno mogla imati funkciju u telomernoj
transkripciji kod sisavaca. Kao i1 vec¢ina produkata transkripcije pomo¢u RNAPII, TERRA je
takoder poliadenilirana na 3' kraju (Azzalin i Lingner 2008.; Luke i sur., 2008.; Schoeftner i
Blasco 2008.). Humana TERRA je poliadenilirana u samo 7% (Azzalin i Lingner 2008.), dok
kod kvasca vecina ili sva TERRA nosi poliA rep (Luke i sur., 2008.). Iako specifi¢ni
transkripcijski faktori koji su odgovorni za regulaciju transkripcije TERRA joS nisu
razjaSnjeni, postoji pretpostavka da su neki od telomernih proteina regulatori
heterokromatinizacije. Funkcije TERRA ukazuju da je takva RNA ukljuena u regulaciju
enzima telomeraze i remodeliranje kromatina tijekom razvoja i diferencijacije stanice.
TERRA je, s druge strane, u humanim stanicama istisnuta ili degradirana na telomerama
pomoc¢u NMD faktora (nonsense-mediated RNA decay (Azzalin i sur., 2007.)). Neki od tih
faktora fiziCki reagiraju s telomerazom, stoga se pretpostavlja da bi njihovo uklanjanje
TERRA sekvence s telomere moglo regulirati telomerazu. Velike nuklearne RNA mogu
sudjelovati u epigenetskim promjenama privlace¢i remodeliraju¢e kromatinske komplekse.
Moguce je i da TERRA djeluje tako Sto regrutira modificirajuée faktore na telomerama kako
bi uspostavile ili stabilizirale heterokromatinsko stanje. Moguca je i uloga u procesima
diferencijacije. Medutim, prekomjerno nakupljanje TERRA na telomerama bi moglo
poremetiti normalnu replikaciju telomere i dovesti do njezinog iznenadnog gubitka.

Ogroman je broj saznanja sakupljen posljednja dva desetlje¢a o telomerama, iako je
sloZzen mehanizam njihove regulacije joS uvijek dijelom nepoznat. Svakodnevno se medutim
ta slika upotpunjuje, a njeno poznavanje omogucilo bi 1 neke odgovore vezane za procese
starenja, kako stanice, tako i organizma, imortalnosti, nastanka i lijeCenja raka i drugih
bolesti.
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9. Sazetak

Telomere su zastitne strukture na krajevima linearnih kromosoma koje su nuzne na
stani¢noj razini za stabilnost genoma, dok na razini organizma sudjeluju u procesu starenja
koji ima funkciju tumorske supresije. Telomere mogu regulirati duljinu Zivotnog vijeka
stanica i Stite prirodne krajeve kromosoma od neZeljenih aktivnosti popravka DNA kao $to su
nehomologno spajanje krajeva DNA i homologna rekombinacija. Kromosomi imaju na
svojim krajevima telomernu DNA s uzastopnim ponavljanjem heksanukleotidne sekvence
koja oblikuje omé&astu strukturu uz pomoé specifi¢nih proteina, tzv. T petlju. Selterin, zatitni
proteinski kompleks, sastoji se od Sest proteina: TRF1, TRF2, TIN2, Rapl, TPP1 i POTL1 koji
su medusobno povezani i vezu telomernu sekvencu. Inhibicija TRF2 rezultira poremecajem
telomernih struktura, aktivacijom p53 i procesima apoptoze ili starenja, odnosno fuzijom
krajeva kromosoma, ovisno o tipu stanica. Najnovijim je istrazivanjima dokazano da se na
telomerama nalazi i velika nekodiraju¢a RNA koja stvara cjelovitu komponentu telomernog
heterokromatina, TERRA. Na temelju njene funkcije, zakljueno je da je takva RNA
ukljucena u regulaciju enzima telomeraze i remodeliranje kromatina tijekom razvoja i

diferencijacije stanice.

10. Summary

Telomeres are protective structures at the ends of linear chromosomes. They are
critical at the cellular level for maintenance of the genome stability. At the organismal level
they may contribute to ageing, which is considered to be tumor supressing mechanism. They
can regulate the lifespan of cells and protect natural chromosome ends from unwanted DNA
repair activities, such as non-homologous end joining and homologous recombination. The
chromosomes end in telomeric DNA containing tandem hexanucleotid repeats in specific loop
structure. The complex of specific proteins, named Shelterin, takes part in the maintenance of
the T loop and telomere function. Shelterin consists of six proteins: TRF1, TRF2, TIN2,
Rapl, TPP1 and POT1. The complex has a high affinity toward telomeric sequence. TRF2
inhibition compromises the structure of the telomeres and can cause p53 activation, apoptosis
or cell senescence as well as chromosome end fusion, depending on the cell type. The recent
investigations had identified telomeric repeat containing RNA, TERRA, a large noncoding
RNA forming an integral component of telomeric heterochromatin. TERRA functions suggest

important roles in the regulation of telomerase and in orchestrating chromatin remodelling
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throughout development and cellular differentiation.
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