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Souhrn

Telomery jsou specifické nukleoproteinové struktury na koncich eukaryontnich chromozomd.
Zabezpecuji stabilitu konct linearnich chromozomi tim, Ze fe$i koncovy replikaéni problém
a maskuji konce chromozomi pfed bunéénymi mechanismy opravy dvouvlaknovych zlomu
DNA. Kli¢ovou roli vudrzbé telomer hraje enzym telomerdza. Tento enzym syntetizuje
telomerickou DNA sestdvajici z kratkych tandemovych repetic a ovliviiuje tak jejich délku.
Dostatecna délka telomer je zakladnim predpokladem jejich spravné funkce, piicemz zkraceni
pod kritickou délku zptsobi bunéfnou senescenci a smrt buiiky. V poslednich letech byly
ovSem objeveny 1 takzvané netelomerické funkce tohoto enzymu, které ovliviuji regulaci
bunééné smrti, mohou regulovat transkripci a hraji i roli pfi odpovédi na poSkozeni DNA.
Tyto alternativni funkce by mohly byt v budoucnu vyuzity pfi genové terapii a mit dilezitou
roli ptfi 1é¢be rakoviny. Jednou ztéchto alternativnich funkci je zapojeni katalytické
podjednotky telomerazy — TERT do signalni drahy Wnt, kterd mlZze za ptfitomnosti
specifického proteinu B-kateninu regulovat genovou transkripci a zpétnou vazbou regulovat
expresi TERT. Soucésti experimentdlni Casti je pozorovéani sensitivity telomerizovanych
bunéénych linii na specifické inhibitory enzyml zrodiny poly (ADP-rib6za) polymeraz
(PARP), zejména na inhibitor KU- 58948, ktery ptsobi jako inhibitor PARP1. Cilem bylo
prozkoumat podil Wnt drahy indukované ektopickou expresi TERT na rezistenci vici

inhibitoram PARP.



Summary

Telomeres are specific nucleoprotein structures at the ends of eukaryotic chromosomes. They
maintain the stability of the ends of linear chromosomes by providing solution to the end
replication problem and masking the ends of chromosomes from the cellular DNA repair
mechanisms. A key role in telomere maintenance is played by the enzyme telomerase.
Telomerase synthesizes telomeric DNA consisting of short tandem repeats and thus affects
their length. Sufficient telomere length is an essential prerequisite for their proper function
while shortening below a critical length causes cellular senescence and cell death.
Interestingly, novel non - telomeric function of the telomerase enzyme have been discovered -
which affect the regulation of cell death, transcription of specific genes and DNA damage
response. These alternative functions could be used in the future for gene therapy and
treatment of cancer. One of the newly discovered alternative functions is the involvement of
telomerase catalytic subunit — TERT in the Wnt signaling pathway. Along with the key
regulator of the pathway — B-catenin TERT regulates transcription of Wnt genes and creates
feedback look that in turn regulates TERT expression via the Wnt pathway. The aim of the
experimental part of the work is to test the sensitivity of certain cell lines ectopically
expressing telomerase to the specific inhibitor of the poly (ADP ribose) polymerase (PARP1)
enzyme. In particular, we wanted to assess the role of TERT induced Wnt signalling in

resistence to PARP inhibitors.
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1 Uvod

Vroce 1932 védci Barbara McClintock a Hermann Miiller poprvé definovali ptirozené
zakon€eni chromozomu, v jejich ptipadé u kukutice (McClintock, 1931; Miiller, 1938). Tato
zakonCeni byla oznac¢ena pojmem telomery, coz jsou specifické nukleoproteinové struktury
lokalizované na koncich eukaryotickych chromozomti (de Lange, 2009). Prvotfadou funkci
téchto struktur je chranit konce linearnich chromozomi pfed degradaci a fuzi. Konec
chromozomu totiz ptedstavuje piirozeny dvouvlaknovy zlom, jehoz oprava by vSak, na rozdil
od zlomi jinde vgenomu, mohla mit fatdlni nasledky napt. v podobé fize celych
chromozomu. Telomery jsou tedy nepostradatelné pro stabilizaci eukaryotnich linearnich
genoml (de Lange, 2009). Dalsi velmi daleZitou funkci telomer je feSeni tzv. koncového
replikacniho problému (the end replication problem), tj. umoZnit kompletni replikaci linedrni
chromozomalni DNA bez ztraty 5” koncovych bazi (Blackburn, 1991). V brzkych 70. letech
minulého stoleti, rusky teoretik Alexei Olovnikov poprvé rozpoznal, ze chromozomy
nemohou uplné replikovat jejich konce (Olovnikov, 1973). Konvencni DNA polymeraza ma
schopnost replikace pouze ve sméru 5’3", mize prodlouzit jen existujici polynukleotidové
fetézce a potiebuje komplementarni vldkno poskytujici templat. Ztoho davodu je
5">3’vlakno replikovano diskontinualné ve formé tzv. Okazakiho fragmentd syntetizovanych
z kratkych RNA primert, které jsou posléze odstranény (viz Obr. 1). Tudiz DNA polymeraza
nemuze dosyntetizovat nejzazsi 5° konce tupého konce DNA molekuly. Dokonce, i kdyz je
RNA primer parovan s nejzaz$im bodem 3” konce DNA templatu a je po iniciaci syntézy
odstranén, vznikaji dcefiné molekuly s 5 terminalni mezerou. Koncovy replikaéni problém je
tak mozné povazovat za problém neuplné syntézy opozd’ujiciho se vldkna diky odstranéni

termindlniho RNA primeru (Lingner a kol., 1995).
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Obr. 1: Koncovy replikacni problém (upraveno dle Lingner a kol., 1995)

DNA polymeréazy nemohou replikovat chromozomy az k uplnému konci, proto ¢ast vlakna na 5 'konci zdstava

nedosyntetizovana. (Lingner a kol., 1995).

V navaznosti na objev Alexeje Olovnikova, Leonard Hayflick zacal premyslet o omezeném

limitu buné¢¢ného deleni. Pti zkracovani telomer tedy dochazi k tzv. Hayflickovu limitu. Podle

této teorie, kterou Dr. Hayflick publikoval v roce 1961, je bunka schopna se rozdélit pouze

cca 50x, poté se déleni uplné zastavi (Hayflick a Moorhead, 1961). Jak ukazal pozdéjsi

vyzkum, buiika se poté dostava do stavu senescence, nasledné dochazi ke krizi a dojde
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k masivni bunééné smrti neboli apoptdze, a to z divodu uplného zkraceni telomer na konci
chromozomu. Frakce bun€k umi tento stav obejit reaktivaci telomerazy, coZ je prvni krok

k transformaci na nadorové buiiky (viz Obr. 2) (Rubtsova a kol., 2012).
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Obr. 2: Dusledky zkracovani telomer na koncich chromozomti pfi bunééném  déleni

(http://telomereinformation.com/nobelprizel 12.php?user=admin). A) Pokud se telomera zkrati pod limit,
prestava byt chranéna, chromozomy jsou v genomu nestabilni a buiika se dostava do apoptozy, B) Nékteré

bunky vsSak reaktivuji telomerazu a tim se stavaji nesmrtelné a potencialné i nadorové.

Pfi nepfitomnosti telomerazy, kterd byla pozorovana u vétSiny lidskych somatickych bungk,
dochazi pti kazdém bunéfném déleni ke ztraté 50-200 part bazi (Harley a kol., 1990; Cong
a Shay, 2008). Soucasti feSeni koncového replika¢niho problému je vSak 1 enzym telomeraza,

ktery telomery syntetizuje (Rubtsova a kol., 2012).

Aktivita telomerazy byla poprvé pozorovana vroce 1985 Elizabeth Blackburn a jeji
studentkou Carol Greider (v laboratofi Josepha Galla) zabyvajicich se v té dobé praci na
obrvenych prvocich Tetrahymena thermophila. Ve svych experimentech detekovaly aktivitu
terminalni transferazy, kterd byla specificka pro telomerické substraty, tedy enzym, ktery
pfidava telomerické repetice na konce chromozomi. Dalsi vyzkum ukazal, Ze telomeraza je
specificka reverzni transkriptdza asociovana s RNA templatem, ktery je enzymem kopirovan

na konec chromozomu. Telomeraza tak ptedstavuje nedilnou soucast feSeni koncového
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replikaéniho problému a stabilizace eukaryotnich linearnich chromozomi (Greider
a Blackburn, 1985; Kang a kol., 2004; Masutomi a kol., 2003). Tento objev vynesl Elizabeth
Blackburn i1 Carol Greider v roce 2009 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. U ¢loveka je
telomeraza aktivovana v pribéhu zéarodecného vyvoje, v dospélych zarodecnych tkanich
au veétSiny nadort (Ulaner a kol., 1998). Pii vzniku vétSiny nddord hraje klicovou roli
reaktivace telomerdzy umoznujici obejit replikativni senescenci a tedy 1 neomezené déleni
nadorovych bunék (Blackburn, 2005). V embryonalnich kmenovych buiikach je telomerdza
aktivovana, ale pouze na velice nizké tirovni (Hiyama a Hiyama, 2007). Vzhledem k tomu, ze
telomeraza je reaktivovana u 90 % nadori, ptedstavuje atraktivni cil pro protinadorova Ié€iva.
Dosud bylo vyvinuto nékolik inhibitort, pfi¢emz ¢ast z nich je jiz ve fazi klinického testovani

(viz nize) (Smiraldo a kol., 2012).
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2 Soucéasny stav resSené problematiky

2.1 Telomeraza reverzni transkriptaza

Lidska telomerdza reverzni transkriptdza (dale jen hTERT) je katalytickou podjednotkou
holoenzymu telomerazy (Skordalakes a Lue, 2012). TERT vykazuje vyznamnou podobnost
s jinymi reverznimi transkriptdzami napf. s reverzni transkriptazou (RT) retrovirového
pluvodu nebo retrotranspozomalni RT (Skordalakes a Lue, 2012). Struktura TERTu vS8ak také
vykazuje rysy charakteristické pro tento enzym, které jsou zodpovédné za jedinecné
enzymatické vlastnosti telomerdzy (Autexier a Lue, 2006). U lidskych diploidnich bunék je
gen katalytické podjednotky pfitomen jako jedina kopie vzdalend 2 Mb od telomery (Bryce
a kol., 2000). hTERT gen se sklada z 16 exonti, 15 intronl a jeho velikost je vy$si nez 40 kb
(Cong a kol., 1999). hTERT ma né€kolik transkripcnich variant, nékteré se projevuji v prubéhu
lidského vyvoje ve tkdnich, nicméné za katalytickou aktivitu telomerdzy zodpovida pouze

transkript plné délky (Ulaner a kol., 1998).
2.1.1 Struktura TERT

Struktura TERT ma nejblize k retrovirdlnim reverznim transkriptazdm, nicméné sdili
podobnost s virovymi RNA polymerdzami i B - rodinou DNA polymerdz bakteriofaga.
hTERT obsahuje tfi hlavni prvky ptfedpokladané linearni struktury (viz Obr. 3): 1) N-
terminalni ¢ast, ktera zahrnuje konzervované DNA a RNA vazebné domény; ii) centralni
katalyticka doména RT; 1i1) kratka C- terminalni ¢ast (Wyatt a kol., 2010). N-terminalni ¢ast
TERT zahrnuje dvé konzervované domény, TEN a RNA vazebnou doménu telomerazy
(TRBD). Mezi obéma doménami je dlouhd a nestrukturovand ,,/inker oblast, kterd mize byt
dilezitd pro konformacni flexibilitu celého holoenzymu. TRBD doména lokalizovana mezi
TEN a RT doménou, je obecné¢ konzervovana a je nezbytna pro funkci telomerdzy (Bosoy
a kol.,, 2003; Lai a kol.,, 2001). N- terminalni ¢ast obsahuje 1 n¢kolik konzervovanych
specifickych motivii telomerazy véetné CP, GFP a TS. Tyto oblasti jsou diilezité zejména pro
rychlost kopirovani templatu béhem syntézy na telomerach. Katalytickda doména TERT
obsahuje sedm evolu¢né konzervovanych motiviit RT nezbytnych pro enzymatickou aktivitu

(Wyatt a kol., 2010).
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Obr. 3: Piedpokladana linearni struktura lidské telomerazy (upraveno dle Wyatt a kol., 2010). Struktura lidské

telomerazy se sklada ze tfi subdomén a to ze subdomény prsty (fingers), dlan (palm) a palec (thumb)

Telomerazova RT doména (viz Obr. 4) je tvofena dvéma subdoménama piipominajici prsty
(fingers) a dlan (palm). Oblasti jsou propojeny smyckou zahrnujici konzervovanou
,,primergrip* oblast motivu E (Wyatt a kol., 2010). Doména prstu je potiebna pro navazani
nukleotidl a nukleovych kyselin stejné tak jako pro regulaci procesivity (Bosoy a Lue, 2001,
Miller a kol., 2000). C- terminalni ¢ast TERT vykazuje pouze slabou konzervovanost
sekvence naznaclujici, ze muze mit specifické funkce pro dany druh, nebo Ze se rtzné
aminokyselinové sekvence vyvinuly ke sloZzeni v podobné strukturni domény. Tato oblast
predstavuje palec (thumb) doménu telomerazy (Wyat a kol., 2010). Doména palce je zasadni
pro navazani nukleotidti a nukleovych kyselin pfi procesu elongace (Skordalakes a Lue 2012).
Na rozdil od jinych polymeraz, telomeraza existuje ve stabilnim komplexu RNP
(ribonucleoprotein-ribonukleoprotein), ktery vznika vazbou RNA podjednotky RNA vazebné
domény (TRBD) (Mitchell a kol., 2010).

DNA
@ RNA

Obr. 4: TERT komplex asociovan s DNA a RNA (upraveno dle Mitchell a kol., 2010)
Modra barva oznacuje TRBD, oranzova doménu prsty (fingers), vinova doménu palec (thumb) a bézova doménu

dlané (palm).
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2.1.2 Katalyticky cyklus TERT

Telomerdaza ma roli reverzni transkriptazy a kopirovanim templdtu vytvaii telomerické
opakovéani. Templat je poskytnut RNA podjednotkou telomerdzy (Greider a Blackburn,
1989). Pii tomto procesu dochazi k tomu, Ze telomeraza se navaze na 3 ’konec telomery, ktery
je komplementarni s RNA templatem, pomoci n¢hoz jsou na zakladé komplementarity
pfidavany na opacné vladkno baze, aZ do okamziku, dokud neprodlouzi 3’konec. DNA
polymeraza poté dosyntetizovava opozdujici se vldkno (Tzfati a Chen, 2012). Bylo
prokéazano, ze telomerdza postupné syntetizuje mnohondsobné repetice, kde hraje podstatnou
roli translokacni krok (viz Obr. 5) (Greider, 1991).

1 4
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Obr. 5: Katalyticky cyklus telomerazy u Tetrahymena thermophila (upraveno dle Collins, 2006). Cervené je
znazornéna templatova sekvence, Zluté konce telomerazové RNA 1)+2) Nasednuti substratu do aktivniho mista
telomerazy 3) Dochazi k prodlouzeni substratu 4) Disociace pfed 5'koncem templatu 5) Uvolnéni produktu od

templatu. Produkt se miize parovat s 3 ’koncem templatu a k celé syntéze dochazi znova.

2.1.3 Proteiny asociujici s TERT

TERT asociujici proteiny p43, p65, p23, Hsp90 a TEP1 hraji dilezitou roli pfi katalytické
aktivité telomerdzy. Purifikace telomerazy u Euplotes vedla k identifikaci proteinu p43, jehoZ
homolog, La protein je asociovan se sav¢i telomerazou (Harrington a kol., 1997; Le a kol.,

2000). Protein p43 je stechiometricky s TERT a TERC. Ma strukturni funkci, ale zaroven se
15



podili na ukotveni enzymatického komplexu telomerazy pii replikaci telomer (Mollenbeck
a kol., 2003). La protein se vyskytuje na 3" konci transkripti RNA polymerazy 111, stabilizuje
histony mRNA, chrani 3 konce pfed §t€penim exonukledzou a je klicovy pi1 metabolismu,
maturaci, zpracovani, skladdni a subcelularni lokalizaci regulac¢nich nekodujicich RNA
prekurzori (McLaren a kol., 1997; Le a kol., 2000; Martino a kol., 2012). Protein p65
napomaha vazbé TERT na TERC (Richards a kol., 2006). Chaperony p23 a Hsp90 jsou
asociovany s aktivni hTERT (Le a kol., 2000). Dyskerin je esencidlni, 58 kDa velky,
nukleolarni RNA protein dileZity pfi biogenezi telomerdzy. Tvoti zakladni komplex, ktery se
vaze na nekodujici H/ACA RNA, véetné telomerdzové RNA a podjednotky malé nukleolarni
RNA (snoRNA) a RNA Cajalovych télisek. Ztratou funkce dyskerinu dochazi ke snizeni
telomerazové aktivity, ktera vede k pfed€asnému zkracovani telomer (Alawi a Lin, 2011).
Onemocnéni z nedostatku dyskerinu se nazyva Dyskeratosis congenita projevujici se trojici
klasickych, nikoliv vSak charakteristickych, ptiznak jako dystrofie nehtl, nepravidelna
retikularni pigmentace kiize a sliznicni leukoplakie (Savage a Alter, 2009). Dyskerin hraje
1 dtilezitou roli pii ribozomalni biogenezi, jeho vazba na H/ACA snoRNA nepostradatelna pro
posttranskripéni zpracovani prekurzoru rRNA (Alawi a Lin, 2011). Evolu¢né konzervované
dyskerin vazebné proteiny NHP2, NOP10 a GAR1 byly identifikovany jako faktory potiebné

pro slozeni H/ACA ribonukleoproteinti véetné telomerazy (Venteicher a kol., 2009).

2.2 Telomerazova RNA

Integralni soucasti telomerdzy je telomerdzovda RNA (dale jen TERC — Telomerase RNA
component). TERC se u raznych druht 1i8i svou velikosti 1 primarni strukturou (Liu a kol.,
2012). Navzdory témto rozdilim, si TERC v prib&hu evoluce zachovala sekundarni
a terciarni strukturu, ktera je kli¢ova pro katalytickou aktivitu. TERC obsahuje konzervované
motivy, jako tteba RNA- templating oblast nezbytnou pro selektivitu a navazani nukleotid.
Tyto konzervované prvky jsou dikazem pro existenci spoleénych mechanisml replikace
telomer u rtznych fylogenetickych skupin (Mitchell a kol, 2010). Vroce 1987 Greider
a Blackburn objevily moZné vlastnosti TERC, které zahrnuji zejména strukturni ulohy pii
tvorbé aktivniho enzymatického komplexu, poskytnuti templatu pro syntézu telomer,
rozpoznani substratu telomerdzy — 3’konec telomery a ucast vlastni polymeracni reakce
(Tzfati a Chen, 2012). V roce 1987 bylo témito védkynémi zjiSténo, Ze telomerazova RNA
obsahuje sekvenci CAACCCCAA u T.thermophyla, kterd je komplementarni s kopiemi
telomerického opakovani (Greider a Blackburn, 1989). Timto objevem bylo poskytnuto
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vysvétleni, ze TERC slouzi jako templat pro syntézu telomerického opakovani. Konec
templatu je kopirovan na konec telomery, konec telomery se rozvolni, translokuje, premisti na
zaCatek templatu a je znova prodlouzen pomoci kopirovani zbytku templatu. TERC ma
u vSech druht stejné jadro pojmenované jako pseudouzel templatova doména (pseudoknot-

template domain), které je nezbytné pro katalytickou funkci telomerdzy (Tzfati a Chen, 2012).
2.2.1 Sekundarni struktura

Jak jiz bylo zminéno, délka TERC a jeji primarni sekvence je velmi proménliva v porovnani
s jinymi nekodujicimi RNA, avSak jeji sekundarni struktura je evolucné konzervovana, coz je
klicové pro funkci TERC (Zaug a Cech, 1995; Tzfati a Chen, 2012; Chen a kol., 2000).
Sekundarni struktura TERC obsahuje ¢tyfi Sroubovice oznacené I-IV (viz Obr. 6), z nichzZ
kazda ma svou vlastni specifickou funkci pfi aktivité telomerazy. Sroubovice I je dilleZita pro
vysoce afinitni vazbu na katalytickou podjednotku TERT (Tzfati a Chen, 2012). Sroubovice I
obsahuje ¢ast motivu, oznacované¢ho jako TBE, ktery je potfebny pro lokalizaci 5" templatu.
Mezi Sroubovicemi II a III je jednovlaknové oblast obsahujici templat 5'- CAACCCCAA —
3’. Sroubovice IV je dilezita pro procesivitu holoenzymu, interaguje s N — terminalni oblasti
TERT a umoziuje kontakt s rozpozndvaci ¢asti 3” templatu. Dale vaze protein p65, ktery

asociuje s telomerazou a pomaha pi1 vazbé TERT na TERC (Richards a kol., 2006).

Obr. 6: Sekundarni konzervovana struktura TERC znazornéna se ¢tyimi Sroubovicemi a templatem (upraveno

dle Bhattacharyya a Blackburn, 1994)
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2.3 Telomeraza v nadorovych onemocnénich

Zvysena aktivita telomerazy je snadno detekovatelna ve vétSin€ lidskych nadorovych tkanich
(Zhou a Lu, 2001). Po absolvovani jistého poctu déleni (viz Hayflickv limit vySe) se
telomery somatickych bun€k zkrati natolik, Ze jiz nedovedou zabezpecit stabilitu
chromozomu. Konec chromozomu je rozpoznéan jako dvouvlaknovy zlom a jsou aktivovany
mechanismy odpovédi na poSkozeni DNA, které spusti senescencni program vedouci az
k apoptoze takovychto bun¢k (de Lange, 2009). V bod¢, kdy dochazi ke zkraceni telomer pod
limit, pokracuje bunécnéd proliferace a chromosomy jsou nestabilni. Tento jev se nazyva
buné¢na krize (Pruzan a kol., 2002). Pravé v této fazi mize v disledku nestability genomu
dojit k pfestavbam v genomu reaktivujicim telomerdzu, coZ buniku C¢ini nesmrtelnou.
Ptekonani replikacni bariéry je jednim ze zékladnich predpokladi nddorové transformace a je
nevyhnutelny 1 pro dalsi proliferaci nddoru (Hahn a kol., 1999; Hanahan a Weinberg, 2011).
Tim se telomeraza ukdzala jako univerzalni cil pro lécbu rakoviny. Navic, vhledem k tomu, ze
ve vetSing lidskych somatickych bunck je telomeraza nepfitomna, by byla takova terapie
cilena, mén¢ toxicka a ve srovnani s béznymi chemoterapeutickymi ptistupy by méla méné
vedlejSich u¢inkd (Smiraldo a kol., 2012). Genova terapie ma za cil iniciovat apoptdzu bunck
exprimujicich telomerazu nebo zabit tyto bunky pomoci adenovira (Shay a Keith, 2008).
Imunoterapie vyuziva ptistupu zptlisobujici regresi nadoru (Vonderheide, 2002) a inhibitory
telomerazy ve form¢ malych molekul nebo oligonukleotid zabraniuji telomeraze prodluzovat

a udrzovat délku telomer (Harley, 2008).
2.3.1 Imunoterapie a genova terapie

Mezi obecné strategie jak zasdhnout telomerazu patii imunoterapie, jejimz cilem je proteinova
podjednotka telomerdzy hTERT (Smiraldo a kol.,, 2012). Imunoterapeutické ptistupy
zpusobuji regresi nadoru. Co se vysvétluje tim, ze vétSina, ne-li vSechny nadory exprimuji
antigeny rozpoznatelné T-lymfocyty, které zplsobi lyzi bunék exprimujicich dany antigen
(Vonderheide, 2002). Vyhodou imunoterapeutické strategie je, Ze smrt nddorovych bunck
muze byt okamzita. Jednou z hlavni ptekazek je identifikovat antigeny, které jsou specifické
pro rakovinné buiiky a pouzitelné pro Sirokou Skalu typt nddort (Smiraldo a kol., 2012).
Telomeraza je nezbytnd pro dlouhodoby rist nddorovych bungk, proto je hTERT slibnym
cilem vnadorové imunoterapii. Peptidy odvozené od hTERT jsou pfirozené zpracovany

nadorovymi buiikami, pfitomny jako epitopy hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC-
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Major histocompatibility complex) a slouzi jako cil antigen-specifickych cytotoxickych T-
lymfocyt (Minev a kol., 2000; Vonderheide a kol., 1999). Jsou dva pfiistupy, které pokrocily
do klinickych testl (Smiraldo a kol., 2012). Prvni je ex vivo proces, pifi kterém jsou
pacientovi z krve izolovany nezralé¢ dendritické bunky, které jsou vystaveny pulzu TERT
mRNA. Nasledn¢ jsou vraceny zpét do téla, kde aktivuji cytotoxické T-lymfocyty, které zabiji
nadorové bunky exprimujici telomerdzu a vystavujici epitopy telomerazy (Su a kol., 2005).
Druha mozZnost vyuziva injekéni ptipravek ze Siroké Skaly peptidli odvozenych z aktivniho
mista hTERT. Po imunizaci, imunitni systém rozpoznd hTERT peptidy jako cizorodé
antigeny a zacne niCit telomeraza pozitivni nadorové bunky, které jsou piedstaveny jako
epitop (Smiraldo a kol., 2012). Pokud se prokaze, ze telomerazova imunoterapie je U¢innd pri
1é¢beé rakoviny, mohlo by se v budoucnu zacit s preventivni imunoterapii. Vzhledem k tomu,
ze ptiblizné 90% nadort exprimuje hTERT gen, vakcina by mohla byt vyuzitelna pro zdravé
pacienty s vysokym rizikem vyvoje rakoviny na zdklad¢ genetickych faktorti nebo na zaklad¢
I¢katskeé anamnézy (Shay a Keith, 2008).

Ptistupy genové terapie, pii 1écbé rakoviny, se snazi vyuzit specifickych faktori, které jsou
rizné exprimovany v nadorovych buiikach, ve srovnani s normdlnimi bunkami. Nadorové
buiiky exprimuji telomerdzu, a proto potencidlni strategii je kontrolovat molekularni
mechanismy odpovédné za regulaci exprese telomerdzy a pouzit je ktizené expresi
sebevrazedného (suicide) genu nebo k replikaci komponentu adenoviru, a tim rychle zabit
buiikky exprimujici telomerazu. Popsanych strategii vyuzivajicich sebevrazedné geny
v nddorovych buiikich je vice (Smiraldo a kol., 2012). Jednim z pfistupll je vyuZiti
transkripcnich regulacnich sekvenci hTERT a genli hTR k regulaci exprese bakteridlniho
enzymu nitroreduktdzy v kombinaci s pro-1é¢ivem CB1954 pii strategii genové sebevrazdy
v genove terapil. Jen bunky, které exprimuji telomerdzu, exprimuji gen nitroreduktdzy, ktery
prevadi pro-1é¢ivo CB1954 do cytotoxické formy, a tak zabiji nadorové bunky (Plumb a kol.,
2001). Pro klinické testy jsou vyhodné pouze nadory, které exprimuji vysoké hladiny
telomerazy, protoze jsou dostatecné citlivé pro lécbu touto strategii (Smiraldo a kol., 2012).
Alternativni strategii genové terapie mize byt vyuziti adenovirt, které byly manipulovany,
aby selektivné oznacily a zniCily telomerazové-pozitivni nadorové bunky. Specificnost
pfistupu vici nddorovym bunkam se provadi pomoci vyuziti promotorové oblasti genu
hTERT k regulaci replikace adenoviru. Nadorové bunky exprimujici telomerazu infikované

timto upravenym adenovirem budou replikovat virus, lyzuji a Sifi virus dal. Kdyz stejné
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upravené buiiky infikuji somatické buiiky, které neexprimuji telomerazu, nedojde k zadné

nasledné replikaci viru nebo smrti buiiky (Smiraldo a kol., 2012).
2.3.2 Inhibitory telomerazy

Cilem pouziti malych molekul a oligonukleotidii, jako inhibitorii telomerazy pii 1écbé
rakoviny, je naruseni schopnosti telomerazy prodluzovat a udrzovat délku telomer (Harley,
2008). Pokud je vnadorovych bunkdch aktivita telomerazy inhibovdna, dochazi
k postupnému zkracovani telomer, coZz vede ke krizi a ndsledné smrti buniky. Telomeraza je
vhodnym cilem pro inhibitory na bazi oligonukleotidii, protoze pro funkci telomerazy je
dalezita schopnost hTERC vytvafet pary bazi dle Watsona a Cricka s telomerickym
substratem (Corey, 2002).

Jednim z oligonukleotidovych inhibitora telomerdzy, ktery je v klinickych testech, je
Imetelstat (GRN163L) firmy Geron. Jedna se o antisense oligonukleotid s chemickymi
modifikacemi zabezpecujicimi snazsi prechod buné€nou membranou a zvySenou odolnost
proti nukleolytické degradaci. GRN163L se vaze na aktivni misto a pfimo blokuje schopnost
telomerazy prodluzovat telomerické substraty. Studie i¢innosti GRN163L byly provadény na
mysSich xenograftovych modelech, se Sirokou Skalou typi rakoviny vcetné rakoviny plic, prsu,
prostaty, mozku, mocového méchyie a rakoviny krvetvorby. Déle vstoupil GRN163L do
klinickych testi u chronické lymfatické leukémie, mnohocetného myelomu a riznych
solidnich nadort, jako nemalobunécny karcinom plic a karcinom prsu (Smiraldo a kol., 2012).
Vyuzivanym oligonukleotidem je Fomivirsen, ktery byl schvalen jako lé¢ivo CMV retinitidy
a je podéavan intraokularni injekci (Corey, 2002). Piehled dalSich oligonukleotidl je uveden
v Tab. I. Jednim z problému je, Ze terapie pomoci inhibice telomerdzy, by mohla mit vliv na
normalni reproduk¢ni bunky a také na proliferujici buiiky obnovujici tkané. Oba typy totiz
exprimuji teomerazu (Smiraldo a kol., 2012). Dalsi z ptekazek miize byt fenotypova prodleva
nebo opozdéni bunécné smrti, rakovinné buniky tak musi podstoupit n€kolik délicich cykla,

aby se telomery staly dostatecné kratkymi, a aby doslo k bunééné krizi (Shay a Wright, 2005).

20



Tab. I: Oligonukleotidy inhibujici telomerazu (Corey, 2002; Cheson, 2007; http://news.cancerconnect.com)

Oligonukleotid Typ tumoru

Oblimersen (Genasense) chronicka lymfocyticka leukémie

ISIS 3521 jatra

ISIS 5132 vajecniky (faze II klinického testu)
ISIS 2503 slinivka biisni (faze II klinického testu)
Gem 231 pevné tumory (faze II klinického testu)

2.4 Netelomerické funkce

Nedavné studie ukazuji, Ze hTERT ma roli pti zdkladnich bunéénych procesech nezavislych
na telomerach (Cong a Shay, 2008). Podstatou je, zda maji rizné¢ sestfihané hTERT
transkripty 1 netelomerickou funkci (Bryce a kol., 2000). Specifickd exprese jednotlivych
forem sestfihu béhem vyvoje naznacuje, ze pfipady sestfihu nejsou ndhodné a mohou mit
fyziologické funkce v buiikdch (Cong a Shay, 2008). V poslednich letech byly tyto funkce
zaznamenany pii Wnt signalizaci, opravé DNA, v mitochondriich a u RNA dependentni

polymerazy (Martinez a Blasco, 2011; Maida a kol., 2009).
2.4.1 RNA dependentni RNA polymeraza

Vroce 2009 Maida a kol. popsali schopnost TERT wvytvafet komplex s nekodujici
mitochondridlni RNA RMRP. Komplex vykazoval aktivitu RNA dependentni RNA
polymerdzy (RdRP) (Masutomi a Hahn, 2012). Podobné jako jiné RdARP syntetizuje
i1komplex hTERT-RMRP dvouvldknovou RNA, kterd se podili na posttranskripénim
genovém umlcovani mechanismem RNA interference. Timto zpisobem je zpétnou vazbou
regulovana hladina samotné RMRP. K iniciaci syntézy dsDNA dochdzi pravdépodobné tak,
ze templat vytvoii strukturu s volnym 3’- OH koncem, ktery ndsledné slouZzi jako primer.
Ukazuje se, ze defekt v komplexu hTERT-RMRP by mohl hrat roli v patogenezi nékterych
onemocnéni. U hypoplasmie chrupavek a vlast byly totiz objeveny mutace v RMRP, které by
mohly zptisobovat rozpad komplexu (Maida a kol., 2009).

2.4.2 DNA opravy

Senescence lidské bunky dokazuji aktivaci signalni drahy, kterd odpovida na poskozeni DNA
(Masutomi a kol.,, 2005). hTERT interaguje stelomerami a ovliviluje interakce telomer

s jadernou matrix. To vede k transkripénim zméndm spolu se zvySenou stabilitou G1
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chromozomu a zvySenymi DNA opravami (Sharma a kol., 2003). Konstitutivni nadmérna
exprese hTERT usnadiiuje maligni transformaci nezavisle na vlivu celkové délky telomer
a ¢ini bunky vice rezistentni k apoptdze. Lidskd TERT mtize ptispét k bunééné odpovédi na
genotoxické poSkozeni. Masutomi a kol. ukdzali, Ze v diploidnich fibroblastech pii absenci
hTERT nedochazi k fadné¢ odpovédi na DNA poskozeni po vystaveni bunck ionizujicimu
zéfeni. Po ozafeni absentovala fosforylace nekterych klicovych komponent odpovédi na DNA
poskozeni (DDR) v¢etné histonu H2A a Chk1 kinazy. Zda se tedy, Ze telomeraza je dilezitym
hra¢em v pfenosu DDR signdlu, stale vSak nebyl objasnén piesny mechanismus této funkce

telomerazy (Masutomi a kol., 2005).
2.4.3 Mitochondrialni funkce

Dalsi netelomerickou funkci je 1 ochrana mitochondrii pfed oxidativnim stresem (Ahmed
a kol.,, 2008). Exogenn¢ 1 endogenné¢ indukovany oxidativni stres vede k translokaci
endogenniho 1 nadmérné exprimovaného hTERT z jadra do mitochondrii (Haendeler a kol.,
2003). Exprese TERT, pii plisobeni oxidativniho stresu, snizuje poSkozeni mitochondridlni
DNA a zlepSuje mitochondridlni funkci. Ochrana mitochondrii je dilezita funkce telomerazy
pro prezivani bun¢k (Ahmed a kol., 2008). V jiné praci byla zjiSténa korelace mezi jaderné
lokalizovanou telomerdzou a vysokym mnozstvim poskozené jaderné DNA. Na druhé stran¢
buniky, exprimujici telomerdzu, ktera byla vyloucena z jadra, neukézaly zadné nebo velmi
nizké poskozeni jaderné DNA (Singhapol a kol.,, 2013). Singhapol a kol. poukazuji na

moznost ochrany nddorovych bunck pted apoptdzou pravé diky mitochondrialni telomeraze.
2.5 TERT a Wnt/B-katenin signalni draha

Wnt signalni drédha hraje dtleZitou roli v regulaci pluripotence v embryonalnich i dospélich
kmenovych bunikach v rtiznych typech tkdni (Hoffmeyer a kol., 2012). Abnormalni aktivace
Wnt signalni drahy miize vést k rozvoji kolorektalnich tumori. Hlavni efektor této dréhy je
dvojdilni transkripéni faktor B-katenin/T-bunécény faktor (Jin, 2008). V letech 2009 a 2012 se
objevily dv€ zasadni prace poukazujici na funkci TERT ve Wnt signalni dradze. Zatim co jedna
hovoti o regulaci drahy prostfednictvim TERT (Park a kol., 2009), druhd naopak tvrdi, Ze
hladina TERT je regulovana ptes -katenin a Wnt drahu (Hoffmeyer a kol., 2012).

Whnt signalni draha je zapojena ve fyziologickych a patofyziologickych aktivitach (Jin,
2008). Na bunécné urovni, tato draha reguluje proliferaci, morfologii, motilitu a smrt

(Kikuchi, 1999). Poprvé byla rozpoznana v builkdch rakoviny stfeva a ve studiich
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embryondlniho vyvoje Drosophily melanogaster a zadby Xenopus laevis. Intracelularni
signalizace Wnt drahy se rozvétvuje na nejméné tfi odvétvi:

1) B-katenin draha

- kanonickd Wnt draha, ktera aktivuje cilové genu v jadie

i1) Draha rovinné bunécné polarity

- zapojuje Jun N-koncovou kindzu (JNK) a cytoskeletalni presmyky

iii) Wnt/Ca*" draha

1) Wnt jsou sekretované glykoproteiny, které se vazou k frizzled proteintim, obsahujicim sedm
transmembranovych domén (Huelsken a Behrens, 2002). Tyto proteiny mohou byt
asociovany heterotrimernimi G- proteiny. Pro aktivaci Wnt signalni drdhy je podstatna
interakce Wnt proteinu (G-proteiny) a frizzled proteint, jako je interakce mezi LRP,
receptorem tyrosinkindzy a ROR2. Aktivované Dishvelled proteiny modulované kinazou
PARI1, umoznuji Wnt aktivaci B-kateninové drahy (Huelsken a Behrens, 2002). Stabilizovany
B-katenin vstupuje do bunécného jadra a spojuje LEF/TCF transkripéni faktory, coz vede
k transkripci Wnt cilovych gent. Transkripcni aktivace je zprostfedkovana interakci [-
kateninu s histon acetyl transferdzou, SWI/SNF komplexem a Bcl9 vazanym na protein
Pygopus. Riizné sekretované faktory jako jsou Cerberus (Cer) a FrzB se vadzou na Wnt
receptory a blokuji interakci s frizzled proteiny. Dickkopf (Dkk) je antagonistou Wnt
signalingu blokovanim pfistupu k LRP koreceptoru a iniciaci LRP endocytozy ve spolupraci
s kremenem. Intraceluldrné, Wnt signalizace vede ke stabilizaci cytosolického B-kateninu. Pti
absenci Wnt signalizace je f-katenin fosforylovan kasein kinazou la (CKla), anebo CKle na
Serd5. Fosforylace poslednich dvou zminénych zbytkli spousti ubikvitinaci B-kateninu
anaslednou  degradaci v proteazomu. Degradace B-kateninu je = modulovana
multipodjednotkovou serin/treonin fosfatdzou (Huelsken a Behrens, 2002). i) V draze
rovinné bunéfné polarity frizzled aktivuje JNK a usmérnuje asymetrické cytoskeletalni
organizace a koordinuje polarizaci bun€k v roviné epitelidlnich listid. Produkt Wnt cilového
genu naked byl identifikovan jako antagonista Wnt signalizace, ktery se navazuje na Dsh
a blokuje B-katenin, ale stimuluje JNK drahu (Huelsken a Behrens, 2002). iii) Wnt/Ca®" draha
uvoliiuje intraceluldrni vapnik nejspiSe prosttednictvim G-proteinii. Tato drédha zahrnuje
aktivaci fosfolipizy C a protein kinazy C. ZvySeni Ca’" iontt miZe aktivovat fosfatdzu
kalcineurin, coz vede k defosforylaci transkripniho faktoru NF-AT a jeho akumulaci v jadie

(Huelsken a Behrens, 2002).

2.5.1 B — katenin
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B- katenin patii do rodiny kateninovych proteini, které byly izolovany v roce 1980 u bunék
zéavislych na vapnik, jako proteiny asociované s E-kadherinem. Spolu s - kateninem byly
izolovany a-katenin a y-katenin/plakoblobin (viz Obr. 7). B-katenin ma dvé odlisné hlavni
funkce — strukturni a signdlni. Strukturni funkce je dileZitd pro schopnost mezibunécné
adheze. Signélni funkce byla objevena u Drozophily ve spojeni s Wnt signalni drahou
(Valenta a kol., 2012). B- katenin je klicovy komponent této signalni drahy, pti€emz vytvaii
komplex se ¢leny TCF rodiny, které patii mezi jaderné, kontrolujici transkripci cilovych genti

(Hoffmeyer, 2012).

Obr. 7: Struktura kateninovych proteint. Zluté B-katenin, zelené a-katenin, ervené E-kadhezin a modie y-

katenin (upraveno dle jcs.biologist.org).
2.5.2 Regulace Wnt/B-katenin signalni drahy TERT

TERT ptimo reguluje Wnt/B-katenin signalni drahu na tGrovni transkripce tim, Ze slouzi jako
kofaktor v transkripénim komplexu zahrnujicim B-katenin (viz Obr. 8). Imunoprecipitacni
experimenty ukézaly, Ze TERT interaguje s BRGI1, ktery slouzi jako aktivator transkripce
Wnt genll. Navic bylo ukazano, Ze TERT spolecné¢ s BRG1 aktivuje Wnt reportéry (Park
a kol., 2009). Experimenty s katalyticky inaktivni verzi telomerdzy ukazaly, Ze k aktivaci Wnt
promotort neni potfebna katalyticka aktivita telomerazy. TERT™ mysi vykazovaly vyvojoveé
defekty somiti vzhledem k defektni aktivaci Wnt drahy pi1 vyvoji plodu (Park a kol., 2009).
Wnt signalizace ma rozhodujici roli pti vyvoji, proliferaci tkané progenitorovych bunék a pti
nadorové trasnformaci. V nepifitomnosti Wnt signdlu dochdzi k utlumeni exprese Wnt
regulovanych genti v disledku vazby represorti do oblasti promotorii téchto gent. -katenin
vytlacuje tyto represory a zprostfedkuje vazbu proteint, které pomahaji v transkripcni aktivaci
na TCF (transkripéni faktory) vazebnych mistech. Je pravdépodobné, Ze nékteré kofaktory

mohou byt kontextové specifické a vysvétlit jak Wnt signalizace vede k bunécné krizi,
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proliferaci a diferenciaci bunck. Telomeraza ptedstavuje v progenitorovych buiikach jeden
takovy kofaktor, ktery usnadnuje regulaci Wnt pii sebeobnové, proliferaci nebo prezivani

(Park a kol., 2009).

Plazmaticka membrana

Cytoplazma

Jadro

Wt cilové geny

Regulace transkripce

Obr. 8: Regulace Wnt/p — katenin drahy TERT (upraveno dle Martinez a Blasco, 2011) Pfitomnost Wnt signalu
ma za nasledek akumulaci -kateninu v cytoplazmé. B-katenin interaguje s transkripcnimi faktory rodiny TCF,

s BRGI a s TERT podjednotkou telomerazy coz ma za nasledek ovlivnéni expresi Wnt cilovych genti.
2.5.3 Wnt/B-kateninova draha reguluje expresi TERT

Hoffmeyer a kol. ukézali, Ze Wnt/B-kateninova drdha reguluje hladinu exprese TERT

v mySich kmenovych buiikach (viz Obr. 9). Zatimco v buiikdch neexprimujicich B-katenin (-
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cat -/-) byla hladina TERT mRNA vyznamné redukovana, kmenové bunky exprimujici

. . . E. +
aktivovanou verzi [-kateninu (p-cat X3/

) vykazovaly vyrazné¢ zvySenou hladinu TERT
mRNA. TudiZ zmény v mnoZstvi hladiny B-kateninu mohou ovlivnit expresi TERT a vést
k odliSnostem v aktivité telomerazy. Aktivita telomerdzy vyznamné roste u bunck s aktivnim
B-kateninem v porovnani s normalnimi bunkami a je redukovéana u B-cat'/ . Zmény v expresi
TERT a néasledn¢ v aktivité telomerdzy maji za nasledek odlisSnou délku telomer u bunék
s riznymi verzemi B-kateninu. Regulace exprese TERT prostfednictvim Wnt/B-kateninové
drdhy hraje vyznamnou roli u lidskych nador. Ob¢é zkoumané nddorové linie (embryonalni
karcinom NTera2 a kolorektalni karcinom SW40) vykazovaly zvySenou hladinu B-kateninu
v disledku defektniho proteinu APC, ktery reguluje hladinu B-kateninu. Navic knock-out -
kateninu v uvedenych bunécnych liniich pomoci malych interferujicich RNA (siRNA) snizuje
expresi TERT a aktivitu telomerdzy. B- katenin reguluje expresi TERT piimo, vazbou na
TERT promotor. V misté pocatku transkripce TERT bylo po expresi konstitutivné aktivniho
B-kateninu resp. po aktivaci Wnt drahy zaznamenano signifikantni zvySeni hladiny RNA
polymerdzy Il (aktivované fosforylaci na Ser5) a nékterych specifickych transkripénich
faktort. Zaroven byly v misté startu transkripce zvySeny hladiny nékterych proteint
odpovédnych za modifikaci chromatinu. Byli to pfedev§im dva Clenové trithorax skupiny
protein, Ash21 a Setd la, které vykazuji aktivitu histonmethyltransferdz (HMT). HMT
aktivované B-kateninem reguluji modifikace chromatinu potfebné k iniciaci TERT transkripce

(Hoffmeyer a kol., 2012).
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Obr. 9: Wnt/B-katenin zprostiedkovana regulace TERT transkripce (upraveno dle Martinez a Blasco, 2011) B-
katenin aktivované signalem z Wnt drahy je potiebny pro aktivaci ¢lenti TrxG proteint, a to konkrétné Ash 1

a Setd la proteint. Ash 1 a Setd la jsou lokalizovany v promotoru TERT a aktivuji histonmetyltransferazu

potiebnou pro regulaci modifikace chromatinu.
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3 Cil prace

Ptedchozi vyzkum ukazal, Ze telomerizované linie vykazuji rezistenci na inhibitory PARPI.
Jednim z moznych mechanismi této rezistence je telomerazou zprostiedkovana aktivace Wnt
drahy, ktera vSeobecné zvySuje piezivani bunc¢k. Druhou moznosti je, Ze mechanismus
rezistence na PARP inhibitory pfimo souvisi s udrzbou telomer a katalytickou aktivitou
telomerdzy. Pro odliSeni téchto dvou moZnosti byl testovan panel linii exprimujici rtizné
katalyticky aktivni i1 neaktivni verze telomerazy na citlivost vi¢i PARP inhibitorim. Protoze
aktivace Wnt signdlni drahy pomoci TERT nezavisi na katalytické aktivit¢ enzymu, je na
zaklad¢ citlivosti testovanych linii moZno usoudit zda ma na rezistenci podil aktivace Wnt

drahy nebo katalyticka aktivita telomerézy.
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4 Material a metody

4.1 Pristroje

Analyzator bunécné viability Vi-Cell XR (Beckman Coulter)
Blotovaci aparatura Trans-Blot SD (BioRad)

Centrifuga (Hanil)

CO; inkubator HeraCell (Thermoscientific)

Flow box s horizontalnim proudénim vzduch (Thermoscientific)
ChemiDoc (BioRad)

Komirka pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN (BioRad)
Laboratorni vahy (KERN)

Svételny mikroskop (Zeiss)

Ttepacka (BioSan)

4.2 Chemikalie

90% ethanol
Akrylamid (BioRad)
Amonium persulfat (Sigma)
Dimetylsulfoxid (Sigma)
Dodecylsiran sodny (Sigma)
Doxycyklin (Calbiochem)
EDTA (Sigma)
Chemiluminiscencni substrat West Pico luminal (Thermo Fisher)
Chemiluminiscenéni substrat West Pico stable peroxide solution (Thermo Fisher)
Inhibitor Ku 58948 (Astra Zeneca)
Krystalova violet’ (Sigma)
Médium DMEM (GE Healthcare)
PONCEAU (Sigma)
Puromycin (Sigma)
TEMED (Sigma)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma)
TrypLe (Invitrogen)
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Susené mléko (Laktimo)

4.2.1 Protilatky

Tab. IL.: Pouzité protilatky

Nazev protilatky Typ protilatky Redéni
Protilatka GAPDH (GeneTex) primarni 1:500
Protilatka hTERT (Rockland) primarni 1:500
Protilatka  Anti-rabbit  (GE | sekundérni 1:1000
Healthcare)

Protilatka  Anti-mouse  (GE | sekundérni 1:1000
Healthcare)

4.3 Roztoky

Blokovaci roztok — 5% (w/v) susené mléko v 1x TBS

LSB — Laemmli sample buffer - 60 mmol/l Tris-Cl pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v)
glycerol, 5% (v/v) B-merkaptoethanol, 0.01% (w/v) bromfenolova modf

PBS - 3.2 mmol/l Na2HPO4, 0.5 mmol/l KH2PO4, 1.3 mmol/l KCl, 135 mmol/l NaCl (pH
7,2)

TBS - 25 mmol/l Tris-HCI1 pH 7.4, 150 mmol/l NaCl, pH 7,4

PBST/TBST — 1x TBS/PBS s 0,5% (v/v) Tween 20

4.4 Bunécné linie

U20S — adherentni bunécna linie izolovana z lidského osteosarkomu

U20S TERT - Stabilni bunéfna linie odvozend od U20S konstitutivné exprimujici
proteinovou podjednotku lidské telomerazy TERT

U20S TERT DN - stabilni bunétna linie odvozend od U20S konstitutivné exprimujici
dominantné negativni verzi proteinové podjednotky lidské telomerazy

HCT 116 pBabe Puro — adherentni bunécnd linie izolovand z lidského kolorektalniho
karcinomu stabiln¢ transdukované prazdnym vektorem pBabe Puro

HCT 116 shTERT — bunécna linie odvozend od HCT 116 stabilné transdukovand vektorem
pro inducibilni expresi TERT shRNA (tet-pLKO systém)
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HCT 116 TERT DN - stabiln¢ transdukovana bunécnd linie odvozena od HCT 116
exprimujici dominantné negativni verzi proteinové podjednotky lidské telomerazy
HCT 116 NT - stabiln€ transdukovand bunééna linie dvozend od HCT116 exprimujici

kontrolni (non-targeting, NT) shRNA
4.5 Kultivace bunék

Buiky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich, pti 37 °C, 5 % CO; a pfti vlhkosti 90 %. Byly
kultivovany v DMEM (Dulbecco’s Eangle’s Medium) doplnénym o 100 U/ml penicilinu,
streptomycinu a 10% (v/v) fetdlnim bovinnim sérem (FBS). Pasdz bunck byla provadéna

kratce pfed koncem exponencidlni faze rlstu.
4.6 Kolonyformni esej

Do 6 jamkového panelu bylo vysazeno 200 bunck/jamka. Druhy den bylo riisto¢ médium
vyménéno za médium s inhibitorem resp. rozpoustédlem. Po 10 dnech byly bunky zafixovany
6 ml 70 % ledového etanolu (30-45 min) a barveny 6 ml krystalové violeti (30 min). Cela esej
byla vyhodnocena spocitanim vzniklych kolonii v ovlivnéné casti panelu a v kontrole

s naslednym zpriimérovanim a odectenim.
4.7 Méreni viability (Survival test)

Na Petriho misky, o priméru 6 cm, bylo vysazeno 100 000 (200 000 pro HCT 116) bun¢k
v piipad¢ kratkodobého experimentu a 10 000 bunék pro dlouhodoby experiment. Po uplynuti
jednoho dne byly buniky ovlivnény inhibitorem resp. rozpoustédlem. Po 48 hod. byly bunky
trypsinizovany a spocitany na pfistroji ViCell (BeckmanCoulter). U dlouhodobého
experimentu byla doba kultivace bun¢k pouze prodlouzena na 10 dni, s vyménou média

s erstvym inhibitorem v plilce experimentu.
4.8 Tvorba klonu

Pro vytvofeni klonl bylo na Petriho misku o priméru 10 cm vysazeno cca 1000 bunék. Po 14
dnech byly vzniklé kolonie promyty roztokem 5 mmol/l EDTA v PBS po dobu 10
s a nasledné¢ pomoci plastové Spicky ptfeneseny do 12 jamkového panelu s 1 ml kultiva¢niho

média se selekénim antibiotikem.
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4.9 SDS PAGE a Western blotting (semi-dry)

Polyakrylamidovy gel byl ptipraven podle niZze uvedené¢ho rozpisu (viz Tab. III) v aparatuie

Mini Protean II (Bio-Rad).
Tab. III. : Roztoky pro ptipravu 10% polyakrylamidového gelu

Délici gel

roztoky objem [ml]
30% 5
Akrylamid/bisakrylamid

29:1

destilovana voda 5,9
1,5g/ml Tris (pH=8,8) | 3.8

10% SDS 0,15

10% APS 0,15
TEMED 0,006

Zaostrovaci gel

destilovana voda 2,7
30% 0,67
Akrylamid/bisakrylamid

29:1

0,5 g/ml Tris (pH=6,8) | 0,5
10% SDS 0,04
10% APS 0,04
TEMED 0,004

Proteiny byly separovany pii napéti 250 V po dobu 60 min. Za pouZiti pfistroje Trans- Blot
SD (Bio-Rad) pro ptenos proteinli byl proveden pienos proteinti z elektroforetické separace
na nitrocelulézovou membranu. Pfenos proteini probihal pifi konstantnim napéti 12 V po
dobu 60 min. Po pfenosu proteini byla membrana obarvena roztokem barvy Ponceau,
obarvend membrana byla nastfihana a zalita blokovacim roztokem. Po 30 minutové inkubaci
s blokovacim roztokem byly na membranu naneseny primarni protilatky. Po 1 hodiné byla
membrana promyta na tfepacce v roztoku TBST. Na membranu byly naneseny sekundarni

protilaitky fedéné 1:1000 v blokovacim roztoku. Inkubace probihala po dobu 30 min.
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Membréana byla nasledné¢ promyta na tfepacce v roztoku TBST po dobu 5 min ve Ctyfech
opakovénich. Pro chemiluminiscen¢ni detekci byly pouzity West Pro Luminol a West Pico

Stable Peroxid Solution dle doporuceni vyrobce. Signaly byly nasledné¢ odecitany ptistrojem
ChemiDoc.
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5 Vysledky

5.1 Mira exprese TERT u klont linie U20S TERT a U20S TERT DN

Pted testovanim rezistence U20S linii a katalyticky aktivni a neaktivni verzi telomerazy byly
pouzité linie rozklonovany za ucelem ziskani klond sriznou expresi telomerdzy. Klony
s podobnou expresi bylo mozné navzajem porovnat a zaroven korelovat miru exprese TERT
a rezistenci na PARP1 U vytvofenych kloni bunééné linie U20S TERT (katalyticky aktivni)
a U20S TERT DN (katalyticky neaktivni) byla mira exprese stanovena, pomoci Western
blottingu. Protein byl exprimovan u klonu 2, klonu 3 a klonu 5 linie U20S TERT a u klonu 1,
klonu 2 a klonu 3 linie U20S TERT DN. U zbylych klonti nebyla zaznamenana zadna nebo
velmi nizkd exprese proteinu (viz Obr. 10, Obr. 11). Klony s vysokou expresi proteinu byly

poté pouzity pro metodu méfeni viability.
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Obr. 10: Exprese TERT u klont linie U20S TERT
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Obr. 11: Exprese TERT DN u klonti linie U20S TERT DN

5.2 Viabilita bunéénych linii U20S

Bunééné linie U20S prokazaly odliSnou rezistenci vici inhibitoru PARP 1, v zavislosti na
exprimované verzi telomerazy. Linie U20S TERT obsahujici wild type TERT se ve
vysledcich ukazala rezistentn€j$i vic¢i inhibitoru nez je tomu u kontroly bez telomerazy
(U20S), a U20S TERT DN exprimujici katalyticky neaktivni verzi TERT. Na zaklad¢ téchto
dat se tedy zda, ze rezistence telomerizovanych bunéénych linii tedy nezavisi na aktivaci Wnt

signalni drahy, ale na katalytické aktivité telomerdzy (viz Graf €. 1 a Graf €. 2).
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Graf ¢. 1: Viabilita linii U20S a U20S TERT, ovlivnénych inhibitorem Ku 58948 v koncentracich 1 pmol/l

a 10 pmol/l, naméfena po 48 hodinach
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Graf €. 2: Viabilita linii U20S, U20S TERT a U20S TERT DN ovlivnénych inhibitorem Ku 58948

v koncentracich inhibitoru 1 umol/l a 10 umol/l po desetidennim méfeni
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5.3 Viabilita bunéénych linii HCT 116

Experimenty s bunéénymi liniemi odvozenymi od U20S byly zopakovany u linie HCT 116.
Tato linie odvozend od kolorektdlniho karcinomu vykazuje piirozené vysokou hladinu
exprese TERT. Bunécné linie HCT 116 také prokazaly, pii méfeni, odliSnou viabilitu po
ovlivnéni inhibitorem PARP - 1. Pfi kratkodobém experimentu byla zaznamendna rezistence
linie HCT 116 pBabe Puro vic¢i inhibitoru PARP (viz Graf ¢. 3). Naproti tomu, HCT 116
TERT DN se ukézala byt vyrazné citlivd. Exprese dominantné negativni verze telomerazy
TERT DN interferuje s endogenni telomerdzou a rusi jeji katalytickou aktivitu, TERT DN je
vS8ak schopna aktivovat Wnt signalni drahu. To by opétovné naznacovalo, Ze sledovany
fenotyp rezistence je zavisly na katalytické aktivité¢ telomerdzy. Dlouhodobé experimenty
vSak neprokézaly odliSnost v pfezivani obou linii (viz Graf €. 4). Rozdily v dlouhodobém
pfeZivani se navic neprokézaly ani u linie HCT 116 sh - TERT s inducibilnim knock-downem
TERT (vysledky neuvedeny). Méfeni pieZivani kolonyformni eseji ovSem naznacilo, ze
pokud je telomerdaza ,knock-outovana“ dochazi k vyraznému poklesu rlastu bunék
ovlivnénych inhibitorem (viz Graf €. 5). Dlouhodobé experimenty tedy zcela neprokézaly,
jestli rezistence telomerizovanych bunéénych linii zavisi na katalytické aktivité¢ podjednotky

telomerazy.
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Graf ¢. 3: Viabilita linii HCT 116 pBabe Puro a HCT 116 TERT DN, ovlivnénych inhibitorem Ku 58948

v koncentracich 1 umol/l a 10 umol/l, zaznamenana po 48 hodinach.
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Graf ¢. 4: Naméiena viabilita u linii HCT 116 pBabe Puro a HCT 116 TERT DN, ovlivnénych inhibitorem Ku
58948 v koncentracich 1 umol/l a 10 umol/l, po 10 dnech.
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Graf €. 5: Viabilita vzniklych kolonii bunéénych linii HCT 116 pBabe Puro, HCT 116 shTERT, HCT 116 TERT

DN a HCT 116 NT ovlivnénych inhibitorem Ku v koncentraci 1 pmol/l méfena kolonyformni eseji.
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6 Diskuze

Cilem bakalaiské prace bylo zjistit jakou roli hraje pii prezivani bunéénych linii aktivace Wnt
signalni drahy a zda rezistence telomerizovanych bunéénych linii zavisi pravé na Wnt signalni
draze nebo na katalytické aktivité telomerazy. Z toho divodu je experimentédlni Cast prace
zalozena knockdownu resp. expresi katalyticky neaktivni verze telomerazy u bunéénych linii.
Katalyticky neaktivni verze je schopna aktivovat Wnt, coz mélo umoznit odliSeni
zkoumanych mechanismil rezistence (Park a kol., 2009). U bunéénych linii U20S TERT
aU20S TERT DN je pozorovatelny rozdil ve wviabilit¢ bunck (viz Graf ¢. 2). Pii
dlouhodobém experimentu byla zaznamenéna zvysend rezistence bunécné linie U20S TERT
majici katalytickou aktivitu telomerazy. Naproti tomu bunécna linie U20S TERT DN
neprokdzala Zadnou rezistenci na inhibitor PARP pfi tomto experimentu. Dominantné
negativni verze katalytické podjednotky telomerazy méla prokéazat, zda opravdu rezistence
linii ovlivnénych inhibitorem PARP zavisi na katalytické aktivit¢ nebo na aktivaci Wnt
signalni drahy. Kratkodoby experiment prokdzal, ze bunécénd linie U20S neexprimujici
telomerazu nevykazuje Zadnou rezistenci vii¢i inhibitoru Ku 58948 (viz Graf €. 1).

Bunééné linie odvozené od HCT 116 prokdzaly urcité odliSnosti v naméfené viabilité
v zavislosti od délky provadéného experimentu. Pi1 kratkodobém experimentu linie HCT 116
pBabe Puro prokazala jistou rezistenci oproti linit HCT 116 TERT DN, kterd exprimuje
dominantné negativni verzi telomerazy (viz Graf €. 3). Tyto data naznacily, Ze linie HCT 116
pBabe Puro byla ziejmé rezistentnéj$i z divodu zapojeni katalytické aktivity telomerazy.
Avsak dlouhodoby experiment prokazal opacny efekt. tj. vétsi rezistenci bunééné linie HCT
116 TERT DN (viz Graf ¢. 4). Divodem by mohla byt pozdéjsi aktivace Wnt signalni drahy,
kterd se pti kratkodobém experimentu neprojevila. Dal§i moznosti tohoto rozdilu miize byt
1doba ptisobeni inhibitoru Ku 58948, ktery byl vyménén v polovin€ experimentu, coz
nemuselo byt dostacujici. Stejné tak jako kratkodoby experiment i1 vysledky kolonyformni
eseje, po desetidennim meéteni, ukédzaly, Zze bunéc¢nd linie HCT 116 pBabe Puro je vice
rezistentni na inhibitor PARP1 Ku 58948 nez buné¢na linie HCT 116 TERT DN. To by
mohlo znamenat, ze protichidné vysledky kratko- a dlouhodobych experimentii skute¢né
zpusobilo vy€erpani inhibitoru v ptipad¢ dlouhodobého experimentu. U kolonyformnich eseji
je totiz kli¢ovy pocatecni efekt inhibitoru na vysazené bunky, ktery urci finalni pocet kolonii
a to nezavisle na vycCerpani inhibitoru v pozdéjsi fazi inkubace. Naopak u klasického méfeni
viability je potfebny neustaly u€inek inhibitoru na délici se buiiky.
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Hypotézu o tucasti katalytické aktivity telomerdzy na rezistenci vi¢i PARP inhibitoru
potvrdily 1 experimenty s inducibilnim Anock-outem TERT. Pti knock-outu telomerazy
v bunéénych liniich HCT 116 shTERT je totiz pozorovatelny jasny pokles viability bun¢k
ovlivnénych inhibitorem (viz Graf €. 5). Bunécna linie U20S TERT v experimentu prokazala
zvySenou rezistenci na inhibitor PARP. Tento jev byl pozorovatelny i pii kratkodobém
experimentu pro linie HCT 116 a potvrzen desetidennim experimentem provedenym
technikou kolonyformni eseje u stejného typu linie. Linie s knock-outem telomerazy vSak
stejnou rezistenci jako linie konstitutivné exprimujici podjednotku lidské TERT neprojevuyji,
proto zavisi rezistence nejspise od katalytické aktivity telomerazy. Naopak linie s dominantné
negativni verzi proteinové podjednotky telomerazy (bez katalytické aktivity) nevykazovaly
rezistenci na inhibitor PARP1. Za rezistenci na PARP inhibitor tedy nejspiSe nestoji aktivace
Wnt drahy, ale katalytickd aktivita telomerazy. Dal$i moznosti ovéfeni, zda rezistence
telomerizovanych linii zavisi na aktivaci Wnt signalni drdhy, nebo je zavisld na katalytické
aktivit¢ telomerdzy, je soucasné pouziti inhibitort PARP a Wnt. Tato kombinace by
v ptipad¢, Ze je rezistence na inhibitor PARP zavisld na Wnt, méla vyrazné ovlivnit piezivani
bun¢k. Komplex TRF1 nachéazejici se na konci chromozomi, jehoZ akumulace omezuje
¢innost telomerazy v prodluzovani telomer, mize byt zainhibovan pravé pomoci inhibitoru

PARP. Tento inhibitor miize mit tedy urcity vliv na replikaci telomer (Ye a kol., 2004).
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7 Zaveér

Prvotnim cilem prace bylo zjiSténi, zda rezistence telomerizovanych bunécnych linii na
inhibitor PARP1 zéavisi na aktivaci Wnt signdlni drdhy nebo na katalytické¢ aktivité
telomerazy. Bunécné linie U20S exprimujici verzi U20S TERT prokazaly rezistenci vici
tomuto inhibitoru oproti bunééné linii U20S TERT DN. Stejné vysledky byly zjistény 1 u linii
odvozenych od HCT 116. Rezistence viici inhibitoru PARP tedy nejspiSe zavisi na katalytické
aktivité¢ telomerazy. Dal$i moZnosti v budoucnu, pro zjisténi na ¢em tedy tato rezistence
zavisi, by mohlo byt otestovani dalSich inhibitori, poptipadé¢ kombinace inhibitora

s inhibitorem PARP1 a déle nasledné zainhibovani Wnt signélni drahy.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolii

ADP- Adenosine diphosphate
bp- base pair
BRG] - Brahma-related gene 1
Cer — Cerberus
CKI- Casein kinase 1
CMV- Cytomegalovirus
DDR - DNA Damage Response
Dish — Dishvelled
Dkk — Dickkopf
DMEM - Dulbecco’s Eangle’s Medium
DNA — Deoxyribonucleic acid
dsDNA — Double — stranded DNA
EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid
FrzB - Frizzled-related protein
HMT — Histonmethyltransferase
Hsp90 - Heat shock protein 90
hTERC — Human telomerase RNA component
hTERT - Human telomerase reverse transcriptase
hTR - Human telomerase RNA
IFD - Insertion in fingers domain
INK- Jun N-terminal kinase
kb- kilobase
LRP- Low-density lipoprotein receptor-related proteins
LSB- Laemmli sample buffer
Mb - Megabase
MHC- Major histocompatibility komplex
mMRNA- Messenger RNA
NF — AT - Nuclear factor of activated T-cells
PARI1- Protease-activated receptor
PARP - Poly (ADP-ribose) polymerase
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PBS- Phosphate-buffered saline

PBST - Phosphate Buffered Saline with Tween
RdARP — RNA dependent RNA polymerase
RMRP - RNA component of mitochondrial RNA processing endoribonuclease
RNA — Ribonucleic acid

RNP — Ribonucleoprotein

ROR2 - Receptor-related 2

RT — Reverse trancriptase

siRNA - Small interfering RNA

snoRNA - Small nucleolar RNA

SWI/SNF - Switch/sucrose nonfermentable
TBS- Tris-buffered saline

TBST - Tris Buffered Saline with Tween

TCF — Trascription factors

TCF/ LEF - T-cell factor/lymphocyte enhancer factor
TEN - Telomerase N-terminal domain

TEP1 — Telomerase protein component 1
TERC — Telomerase RNA component

TERT — Telomerase reverse transcriptase
TRBD - Telomerase RNA Binding Domain
Tris- Tris(hydroxymethyle) aminomethane
TrxG - Trithorax Group

Wnt — Wingless type protein
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