Petr Fajkus

Nové genomy odhaluji neznamé
mechanismy tdrZby telomer

Telomery jsou specifické struktury na koncich chromozomii, které hraji klico-
vou roli v ochraneé naseho genetického materialu. Tvori je sekvence nukleotidii
v opakujicich se motivech, repeticich (napi. [TTAGGG], u ¢lovéka, T - thymin,
A - adenin, G - guanin), které se vaZou a interaguji s riznymi proteiny, a dohro-
mady tak tvori ochranny kryt zabranujici, aby se nase koncova DNA posko-
dila, ztratila nebo doslo k nechténému spojovani s jinymi chromozomy. Kazdé
kopirovani DNA, které predchazi déleni buriky, vede k malému zkraceni telo-
mer, coZ je prirozenou soucasti procesu. Jde o disledek toho, ze DNA polyme-
rdza, enzym zajistujici kopirovani DNA, neni schopna syntetizovat dceriné
vlakno DNA na konci mateiského vlakna (vice Ziva 2002, 6: 245-248). Tento
fenomén tzv. netplné replikace koncu je spolecny pro vSechny organismy
s genomovou DNA uloZenou v linearnich chromozomech, tedy predevsim pro
eukaryota. Kritické zkraceni telomer nebo jejich iplna ztrata znamena ztratu
jimi zprostfedkované ochranné funkce, coz je dilezitym signalem pro kontrolni
mechanismy, které nedovoli burice dalsi déleni. Takova bunka prechazi do
stadia senescence, nebo je pfimo odsouzena k bunécné smrti.

Podobné jako vyvoj cytoskeletu a bunéc-
nych organel, i feen{ problému netplného
kopirovani linedrnich chromozomi hralo
a hraje v evoluci eukaryot dtleZitou roli.
Postupné zkracovani linedrni DNA bez na-
lezité kompenzace by hypoteticky vedlo
az ke ztraté geni a ostatni genomové DNA.
Nejrozsitenéjsim a velmi prastarym fese-
nim, jak ,nedokoncéenou praci po DNA
polymeréze dotdhnout”, je najmout na to
jiny enzym — telomerdzu, ktera umi zkra-
cené konce dcefiné DNA prodlouZit pfida-
nim novych telomerovych repetic. V pribé-
hu asi dvou miliard let vyvoje rozmanitych
eukaryotickych organismi vznikaji rizné
dalsi strategie, jak se vyporadat s netiplnou
replikaci konctt DNA a jak zajistit idrzbu
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a funkci telomer. Tyto strategie, kli¢ové pro
preziti eukaryot, jsou svédectvim iZasné, na
prvni pohled skryté diverzity, kterou p¥i-
roda oplyva. Mnozi{ z nas radi obdivujeme
pfirodni krasy, rozmanitost a provdzanost
jevi béZnym pozorovanim na prochéz-
kach. A neméné oslnivy je Zivot i v daleko
mensim, molekuldarnim mé¥itku. Biologie
telomer je skvélym ndhledem do evoluce
a schopnosti Zivota pfizptisobit se a prospi-
vat i v ménicim se prostfedi.

Zkracovani telomer funguje jako jakési
pocitadlo bunéénych déleni a telomeraza
jako enzym schopny poéitadlo vynulo-
vat/resetovat. Tim poskytuje butice neome-
zeny potenciél kopirovat svou DNA a délit
se. Z téchto dtivodi je funkce telomer a te-

lomerazy sttedem mnoha védeckych vy-
zkumti. Z velké ¢asti se orientuji na hlubsi
pochopeni procesi starnuti, rakoviny a dal-
$ich onemocnéni souvisejicich se stabili-
tou chromozomu. Detailni klinicky a apli-
kovany vyzkum telomer a telomerazy se
dnes celkem logicky sousttedi pfedeviim
na ¢lovéka. Pralomové objevy viak pfisly
z evolu¢né vzdalenych organismu, dokon-
ce od jednobunéénych prvoki, konkrétné
nélevnika rodu vejcovka (Tetrahymena),
u kterého byly viibec poprvé sekvence telo-
merové DNA a telomeraza charakterizova-
ny. PfestoZe vyzkum u ¢lovéka, vejcovky
a dalsich modelovych druhti, napf. kvasi-
nek, pokrocil do nejmensich detaili veetné
atomarniho rozliseni struktury telomero-
vych komplexti a nejriznéjsich regulacné-
-funkénich souvislosti, pfedstavuji ziskané
poznatky v kontextu evoluéniho stromu
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1 Vysledek fluorescen¢ni hybridizace
in situ (FISH) chromozomii cibule ku-
chyniské (Allium cepa) obarvené Gervené
se zelenymi signély telomerové sondy se
sekvenci nukleotidd CTCGGTTATGGG.
Foto V. Peska

2a3 Organismy, u nichz byly koncem
30. let 20. stoleti viibec poprvé pozorova-
ny telomery a jejich ochranné funkce —
octomilka Drosophila melanogaster

(obr. 2) a kukufice setd (Zea mays, 3).
Foto V. Moty¢ka (obr. 2 a 3)

4 Model telomerového systému u ¢lové-
ka a nélevnika vejcovky (Tetrahymena).
Porovnani klicovych slozek telomer

a telomerdzy mezi ¢lovékem a vejcovkou
ukazuje jednak konzervované proteiny
jako TERT, POT1 ¢i komplex CST, které
maji spole¢ny evoluc¢ni ptivod, a dale sloz-
ky specifické, které si svou telomerovou
dlohu osvojily jen u nékterych druht.
Upraveno podle: Y. He a J. Feigon (2022)
5 Model struktury lidské telomerazy uka-
zuje telomerazovou RNA (hTR) jako leseni
pro vazbu telomerazové reverzni tran-
skriptazy (TERT) a dalsich podjednotek
enzymu, ktery dokaZe prodluzovat konce
chromozomt a kompenzovat ,nedokon-
¢enou praci DNA polymerazy*“. Upraveno
podle: G. E. Ghanim a kol. (2024)

6 Telomeraza nese ve své RNA informa-
ci o sekvenci telomerové DNA, jez ma byt
pfidavana na prodluZované konce chro-
mozomu. Aktivita telomerazy (pfipadné
alternativniho mechanismu, ALT) se pak
stard o patfi¢nou délku telomerové DNA.
Konkrétni sekvence telomerové DNA
umoziuje specifickou vazbu telomera-
-vazebnych proteint, které spole¢né
tvofi ochrannou ¢epicku chromozomu.
Telomerové proteiny jsou dilezité i pro
zachyceni telomerdzy na telomerach

a umoznuji tak prodluZzovani telomer.
BliZe v textu. Orig. P. Fajkus

vsech eukaryot jen jednotlivé kaminky
rozséhlé mozaiky (obr. 4 a 5).

Ackoli kompletni obraz zatim neméme,
jiz zndme celou fadu proteinti rozdilného
puavodu, které si osvojily funkci v idrzbé
a stabilité telomer. Aby byl enzymovy kom-
plex telomerazy funkéni, potfebuje v prin-
cipu dvé zdkladni podjednotky, i kdyz ve
skute¢nosti jich m4 mnohem vice (obr. 5).
Prvni zdkladni podjednotkou je vykonna
slozka — katalytick4 podjednotka s nazvem
telomerdzova reverzni transkriptaza (TERT),
kterd je z biochemického hlediska protei-
nem. Druhou nezbytnou podjednotkou je
telomerdazova RNA (TR), obsahujici kratky
motiv jako pfedlohu (templat) pro tvorbu
telomerovych repetic reverzni transkripta-
zou (nap¥. Ziva 2017, 3: LXVI-LXVII). Aby
tento enzym mohl v burice fungovat oprav-
du spravng, vyzaduje telomeraza pro své
sestaveni, praci a bunéénou lokalizaci fadu
dalsich pomocnych proteinti, které se za-
sadni mérou podileji na biogenezi celého
enzymového komplexu. Navzdory evoluc-
né konzervované funkci telomerazy v pro-
dluZovani telomer je sloZeni téchto pomoc-
nych proteinti mezi vzdalené p¥ibuznymi
organismy znac¢né variabilni. Z dostupnych
struktur telomerazovych komplext ¢lové-
ka a vejcovky vime (obr. 4 a 5), Ze pravé TR
slouzi mimo jiné jako vnitfni leSeni celé-
ho komplexu, na které je upevnén TERT
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a dalsi ,,pomocné” proteiny. Jinymi slovy,
struktura TR ma z4sadn{ vliv na umisténi
a interakci pomocnych proteint, a tim i na
vyslednou strukturu, funkci a evoluci telo-
merazy vubec. Na rozdil od katalytickych
podjednotek TERT, které se nap¥i¢ eukaryo-
tickou evoluci méni pomérné maélo (jejich
sekvence je evoluéné konzervovand, dalo
by se Fici aZ ,,nudna“ po strance své roz-
manitosti), podjednotky TR jsou extrémné
variabilni v mnoha ohledech, konkrétné
délkéch molekuly (150 az 2 200 nukleoti-
dt), primérnich sekvencich a také typech
promotorti a RNA polymeraz, které ¥idi
a pfepisuji jejich geny. Dale se TR pod-
jednotky z riznych evolucénich vétvi lisi
iv pfitomnosti strukturné-funkénich moti-
vl RNA, jako jsou H/ACA box, C/D box,
SM-site a dalsi, zodpovédnych praveé za
interakce se specifickymi proteiny (napf.
dyskerin u ¢lovéka nebo protein ,,.La“ unéa-
levnik). Dvody, pro¢ ma tato klicova
eukaryoticka nekédujici RNA tak promén-
livy charakter, 1ze dlouho diskutovat, nic-
méné jednim z praktickych dusledki uve-
dené diverzity je, Ze u vétsiny eukaryot
tuto RNA vibec nezname a t&zko se hleda.

Odhalenim téchto nezndamych RNA zis-
kédme jedinecny vhled do evoluce, struktu-
ry a funkce telomerovych systémi. Samo-
statnou kapitolu pak tvofi organismy, jez
nepotfebuji k tidrzbé telomer telomerazu.
Typickym pfikladem je octomilka Droso-
phila melanogaster (obr. 2), kterd podobné
jako jiné druhy dvoukfidlého hmyzu (Di-
ptera) ztratila telomerdzu uz ddvno v né-
kterém ze svych piedkt. Telomery octo-
milky (mimochodem organismu, u néhoz
byly konce chromozomi takto poprvé po-
jmenovany v r. 1938 americkym genetikem
Hermannem J. Mullerem) pfedstavuji zaji-
mavy pfipad v molekularni biologii, kde
funkci obvyklych telomer a telomeréazy
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plni retrotranspozony — mobiln{ elementy
do zna¢né miry podobné retroviram. Tyto
retrotranspozony se do koncti chromozomui
vkladaji skrze reverzni transkripci a tim
tam pridavaji nové repetice, ¢imz nahra-
zuji a ¢astecné také napodobuji tradi¢ni
telomerdzu. Systémi prodluzovani telo-
mer nezavislych na telomeraze (z anglicti-
ny Alternative Lengthening of Telomeres,
ALT) v8ak bylo u dal$ich organismu po-
pséno vice (o nékterych bylo pojednano
v Zive 2017, 2: 53-57), a to vietns cloveka,
u kterého je ALT intenzivné zkouméan kvuli
souvislosti s nékterymi typy nédor.

Cesta k odhaleni rostlinnych
telomerazovych RNA
Nas tym z Oddéleni bunécné biologie a ra-
diobiologie Biofyzikalntho tstavu AV CR se
ve spolupraci s tuzemskymi a zahrani¢ni-
mi kolegy systematicky vénuje pravé odha-
lovani evoluénich souvislosti ve svété telo-
mer a telomerazy. Po¢étky tohoto vyzkumu
na Biofyzik4lnim tstavu AV CR v Brné sa-
hajf do r. 1993, kdy autor tohoto ¢lanku
navstévoval matefskou skolu. Ptivodné se
brnénsky vyzkum telomer a telomerazy sou-
sttedoval pouze na cévnaté rostliny, véetné
nemodelovych druhti, u nichz se ztratila
telomerova sekvence typicka pro rostliny
[TTTAGGG], (Pich a kol. 1996, Sykorova
a kol. 2003). Konkrétné rodt kladivnik
(Cestrum sp.) z ¢eledi lilkovitych (Solana-
ceae) a Cesnek (Allium sp.) z ¢eledi amaryl-
kovitych (Amaryllidaceae), u nichZ se na-
vic mylné pfedpoklddala ztrata telomerazy
a pfitomnost sekvenci s nahradni telome-
rovou roli (napt. satelitnich sekvenci nebo
retrotranspozond, jako je tomu u zastupct
dvoukiidlého hmyzu). Identifikace nezna-
mé telomerové DNA se nemusi zdat z dnes-
niho pohledu, kdy jsou vefejné dostupné
vysoce kvalitn{ celé genomy ,,0d telomery
k telomete” (v anglictiné telomere-to-telo-
mere, zkrdcené T2T) ze stovek druhi, jako
zavratny tkol. Pro brnénsky tym, jehoZ jsem
se stal diky Vratislavu Peskovi a Evé Syko-
rové soucdsti jako diplomant a nasledné
doktorand, vsak 8lo v té dobé o prilomovy
objev, k jehoZ dosaZeni jsme jako autofi
museli optimalizovat fadu didmyslnych
vypocetnich a experimentalnich pfistupt.
U obou rostlinnych vyjimek jsme v letech
2015-16 charakterizovali nové telomerové
repetice — [TTTTTTAGGG]  u kladivnika
a [CTCGGTTATGGG]  u cibuli a ¢esneki
(C—cytozin) — a prokézali jsme jejich udrzo-
vani telomerazou (podrobnéji v Zivé 2017,
3:101-107). Dnes jiZ vime, Ze takovych vy-
jimek se zménénou telomerovou sekvenci
existuje fada, véetné hospodafsky vyznam-
nych plodin, napf. pohanky, maku a lilku.
Jak ilustruje obr. 6, telomerovd DNA,
telomerové proteiny a telomeraza jsou
klicovymi spoluhraci ve spravné funkci
telomer, kdy zména v kterékoli z téchto
slozek muZe jejich citlivou souhru narusit,
coz muze mit pro jedince a jeho potomstvo
fatalni nasledky. Fenomén zmén telomero-
vych sekvenci se zdél byt velmi zajimavy
z hlediska evoluce jak pro své p¥iginy, tak
disledky pro telomerové proteiny (jejich
adaptabilitu), které jsou jednim z vyzkum-
nych smért laboratote Jittho Fajkuse na
CEITEC Masarykovy univerzity. P¥i¢inou
zmény telomerové sekvence je nejspise
¢isté ndhodna zmeéna v templatové casti
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TR, ktera nese informaci, jakou sekvenci
bude telomeraza syntetizovat.

Zkoumat pfi¢iny zmén v telomerovych
motivech znamenalo nejprve odhalit t&zko
polapitelné podjednotky TR. V té dobé
jedina zndma rostlinnd TR, publikovana
americkymi kolegy v prestiZznim ¢asopise
PNAS (Cifuentes-Rojas a kol. 2011), byla
popsédna u modelového druhu husenitku
rolniho (Arabidopsis thaliana) z ¢eledi
brukvovitych (Brassicaceae). Ve skute¢nos-
ti 8lo o dvojici paralognich gent, nazva-
nych TER1 a TER2. Homologické sekven-
ce TER z ptibuznych brukvovitych rostlin
ale ¢asto nemohly slouzit jako RNA pod-
jednotky, protoZe postradaly templatovou
¢ast odpovidajici sekvenci jejich telomer.
Védecka obec, a zejména autofi zminéné
studie, tedy méli za to, Ze TR rostlin jsou
zfejmé& natolik rtiznorodé molekuly RNA,
Ze dokonce ani nemaji spole¢ny ptivod —
néjaky gen, ktery bychom mohli oznacit za
spoletného piedka vsech rostlinnych TR.

Do té doby zndmé TR obratlovcti, kvasi-
nek a nékterych prvoki byly vzdy charakte-
rizovany biochemickou cestou, ,,vychyta-
nim“ a obohacenim telomerazy z bunétného
extraktu. To ale v pfipadé ,nemodelovych“
cibuli a ¢esnekt s ptirozené velmi nizkou
hladinou telomerazy, omezenou jen na dé-
liva pletiva, a vysokou hladinou sulfoxidd,
nebylo myslitelné. Pro identifikaci TR proto
nas tym optimalizoval originalnf{ strategii
zaloZenou na bioinformatické identifikaci
kandidatnich TR de novo v transkriptomic-
kych datech (produktech sekvenace hypote-
ticky kompletni sestavy viech RNA) z 6 dru-
hti rostlin nap¥ic¢ fylogenez{ rodu cesnek.
Jediny zndmy/piedpovéditelny znak zcela
neznamé TR je pravé templatova oblast,
ktera musi byt komplementarni k sekvenci
telomerového motivu DNA. Diky neobvyklé
délce motivu u rodu ¢esnek (12 nukleotidii)
nebyly kandidétnich transkriptd desetitisi-
ce, nybrz jen nékolik desitek. Navic jediny
kandid4t ukdzal homology (podobné nuk-
leotidové sekvence) ve v8ech analyzovanych
druzich rodu ¢esnek a posléze i homology
napfi¢ fylogenezi cévnatych rostlin, véetné
kladivniku nadherného (C. elegans), a také
skutec¢nych TR z modelového husenicku.
S vyuzitim genovych ntizek CRISPR/Cas9
(blize Ziva 2017, 2: 70-72 a XLVII-XLIX),
které cilené odstranily dfive publikované
udajné telomerazové RNA, se podatilo vy-
vratit jejich telomerdzovou funkci, jelikoz
na rozdil od nové charakterizovanych TR
neméla ztrata vliv na délku telomer ani na
telomerdzovou aktivitu. Blizs{ pohled na
nové popsané rostlinné RNA ukéazal hned
nékolik zajimavych vlastnosti — zejména
pritomnost promotoru typu 3, typického
pro fadu malych nekédujicich RNA (ma-
lych jadernych RNA — small nuclear RNA,
snRNA). Promotor je regula¢ni oblast genu,
ktera do zna¢né miry urcuje, kdy a jakym
typem RNA polymerézy se bude dany gen
piepisovat z DNA do RNA. V ptipadé rost-
linnych TR jde o transkripty RNA polyme-
razy III. Praveé zptisob transkripce do zna¢né
miry pfedurcuje bunéény osud RNA.

Spolecny puvod telomerazové RNA
nalevniki a rostlin

Na prvné popsané TR u vejcovky a piibuz-
nych druht nalevnikd, které maji stejny
typ promotoru a jsou rovnéz prepisovany
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RNA polymeréazou I, se diive hledélo jako
na jakési vyjimky ve srovnani s ostatnimi
v té dob& zndmymi TR (obvykle del§imi
a pfepisovanymi RNA polymerédzou II).
Nové popsané TR u rostlin nabouraly tyto
dosavadni interpretace evoluce TR.

Typ promotoru a transkripce RNA je
obecné evoluéné velmi konzervovany, ce-
hoZ jsme vyuzili pfi testovani hypotézy, zda
maji TR kvetoucich rostlin a nélevniki
spole¢ny evolu¢ni ptvod, ¢i zda jde jen
o nahodnou podobnost. Spole¢ny pfedek
rostlin a nélevnikd existoval pfed vice nez
miliardou let a dal vzniknout Siroké skupi-
né primarné fotosyntetizujicich eukaryot.
Samotné sekvence TR jsou viak extrémné
variabilni a jejich identifikace na zakladé
sekvencéni podobnosti mezi vzdalenymi
druhy je taktka nemoZné. N4a3 tym navrhl
novou strategii, jak tyto nezndmé RNA
nalézt na zdkladé pfitomnosti promotoru
typu 3 a pfedpokladané templatové casti
kandidatni TR (obr. 7). Prvni informaci
o struktufe promotoru lze dovodit na zakla-
dé struktury promotorid vysoce konzervo-
vanych snRNA, jako jsou U6, Ubatac, SRP
(Signal Recognition Particle), MRP (Mito-
chondrial RNA Processing), jeZ 1ze pomérné
snadno najit nap¥i¢ genomy, a tedy zjistit,
jak u jednotlivych druhi tento promotor vy-
padé. V pfipadé znalosti hledané templato-
vé Césti jsme pak jiZz pouzili optimalizované
piistupy (ze studii telomer u rostlin rodu
Allium a Cestrum) k predikci telomerovych
motivi z dostupnych genomovych dat. Vy-
sledkem byl dosud nejsirsi soubor dat nové
mi, jako jsou zelené fasy, mechorosty, ale
i néktera heterokonta nebo bazalni vétve
néalevniki z f4du Heterotrichea. T{m se po-
dafilo prokazat, Ze podobny typ RNA pod-
jednotek telomerazy ma patrné ptivod jiz
u spole¢ného pfedka prvokt a rostlin.

Neobvyklé telomerazy u hmyzu

Paralelné s nasim odhalenim téchto telo-
merdzovych RNA u fady fotosyntetizuji-
cich eukaryot publikovali ameri¢ti védci
studii zabyvajici se charakterizaci a evoluci
této RNA u Zivoc¢icht (Logeswaran a kol.
2020). Zatimco u ¢lovéka a jinych obratlov-
ct byly tyto molekuly jiz pomérné dlouho
znamsé, jejich znalost byla omezena pouze
na odvozenou vétev — druhotstych (Deu-
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7 Identifikace telomerdazové RNA (TR)
na zdkladé pfedpokladd, Ze u rostlin

a nalevniki mohou mit spole¢ny evolu¢ni
ptvod. Abychom tuto hypotézu podpoti-
li, ¢i vyvratili, bylo nutné identifikovat
TR napfi¢ organismy 8iroké skupiny
eukaryot oznacovanych jako Diaphore-
tickes, zahrnujici primarné fotosyntetizu-
jici organismy. TR byla v genomech pre-
dikovana na zakladé znalosti sekvence
promotorového elementu USE (ktery lze
zjistit z promotort jinych a daleko kon-
zervovaneéj$ich strukturnich nekédujicich
RNA, ncRNA) a mozného templatového
mista (které musi nutné odpovidat sekven-
ci telomerového motivu v daném organis-
mu). Takto predikovanych kandidéatnich
TR byly pro kazdy genom desitky az tisice,
avsak jen jediny kandidat ukazal vyznam-
nou strukturné-sekvencéni konzervovanost
napfic evoluci zkoumanych organismi.
Upraveno podle: P. Fajkus a kol. (2021)

8 Prehled skupin se zndmou TR napfic¢
fylogenezi eukaryot s naznacenym typem
promotoru a pfepisujici RNA polymerazy
a typem RNA molekuly. Ndmi odhalené
RNA podjednotky u rostlin a zelenych fas
(Viridiplantae), fady prvoki a zdstupct
¢lenovct (Arthropoda) z fad blanokiidlé-
ho hmyzu (Hymenoptera) a posléze

i u motylt (Lepidoptera) podstatné méni
pohled na spletitou evoluci telomerazové
RNA a telomerazy viibec. Upraveno
podle: P. Fajkus a kol. (2023)

9 0Odlisné telomerové motivy u ¢meléka
zemniho (Bombus terrestris) a ¢. lesniho
(B. sylvestris) umoznily identifikaci jejich
TR na zakladé sekvence templatového
mista TR, které odpovida néjaké cyklické
permutaci sekvence telomerového motivu.
Jednonukleotidové zamény jsou vyznace-
ny malymi pismeny. Foto P. Sipek

terostomia). Ta kromé& obratlovct zahrnuje
napt. ostnokoZce, tedy jeZovky a hvézdice,
anékolik dalsich skupin. Nic se v8ak nevé-
délo o druhové nejpesttejsi skupiné euka-
ryot — prvoustych (Protostomia, zahrnuji-
cich mékkyse, lenovce atd.) a jinych rané
odvozenych skupinach, jako jsou Zahavci
a houbovci. Vyse uvedenym americkym
autorim se podafilo ukazat, Ze RNA pod-
jednotky nap¥i¢ evolu¢nim stromem Zivo-
¢ichi jsou podobného typu jako ty zndmé
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TSAR — oznaceni pro superskupinu eukaryot zahrnujici Telonemia, Stramenopiles, Alveolata a Rhizaria

u ¢lovéka. Typickymi znaky téchto RNA je
transkripce RNA polymerazou II, strukturni
motiv oznacovany jako CR4/5, ktery tvoii
pérujici se ribonukleotidy, a pfedevsim
strukturné-funkéni doména oznacovana
jako H/ACA box, kli¢ova pro interakci s pro-
teiny dyskerinového komplexu, jehoz poru-
chy vedou u ¢lovéka k zdvaznym dédiénym
onemocnénim souhrnné ozna¢ovanym jako
dyskerat6za (poruchy ukladani keratinu).

Navzdory robustnim bioinformatickym
a experimentalnim p¥istupim a rozsahlé
dostupnosti sekvenovanych genomu ze
stovek druht se v8ak americkym autorim
nepodafilo odhalit homology TR u hlistic,
a pfedevsim u druhové nejpestiejsi a evo-
novctl. Zfejmé se jejich RNA podjednotky
natolik li8i, Ze ani uvedené nastroje nebyly
schopny najit kandidatni RNA, nebo tyto
RNA zcela zménily charakter, jako napf.
konzervovany CR4/5 region ¢i H/ACA box.

V té dobé se jiz nase skupina nesoustfe-
dila jen na vyzkum telomer a telomeraz
rostlin. ZkuSenosti z identifikace nezna-
mych telomerovych motivi u rostlin jsme
v8ak dobfe zirodili. Jejich aplikace nap¥ic¢
dostupnymi genomovymi daty eukaryot
dala vzniknout nejsirsi databazi telomero-
vych motivii — TeloBase (Lycka a kol. 2024).
Vedle organismu s typickym telomerovym
motivem se ndm podaftilo odhalit fadu vy-
jimek s nezvyklou telomerovou sekvenci.
Podobné jako v ptipadé neobvyklych telo-
mer u ¢esnekl a nésledné identifikace
TR nap¥i¢ ostatnimi rostlinami se studium
vyjimek neddvno osvédcilo i u blanok¥id-

lého hmyzu (Hymenoptera, obr. 8). Rad
Hymenoptera je jednou z nejrozsifenéjsich
a druhové nejrozmanitéjsich skupin hmy-
zu, zahrnujic{ mimo jiné vcely, ¢melaky,
mravence a vosy. Rozmanitost blanokiid-
lych se odrazi i v oblasti biologie telomer.
U hmyzu, potaZzmo ¢lenovct je zfejmé
pivodni telomerovy motiv TTAGG, typic-
ky i pro rané divergovanou skupinu blano-
kiidlych — siropasych (Symphyta).
Variabilita telomerovych motiva u od-
vozengjsich skupin byla aZ pfekvapivé
pestra, u zivo¢icht dosud nevidana. Pfe-
devsim genomy ¢melédki, kde jsme obje-
vili v telomerové DNA neobvykly motiv
TTAGGTTGGGG u ¢melédka zemniho (Bom-
bus terrestris) a TTAGGTTGGGC u ¢melé-
ka lesniho (B. sylvestris), ndm umoznily
odhalit pti¢iny evoluénich zmén v telome-
rach u blanok#idlych (obr. 9). Tkvi zfejmé
v templatovych oblastech jejich TR. Po-
dobng, jako jsme predpokladali TR v tran-
skriptomickych datech cibuli a ¢esnekii,
jsme vyuZili data z p¥iblizné 20 druht ¢me-
14k, kde jsme ocekéavali kandidatni mista
na genomu (lokusy) na zédkladé p¥itomnos-
ti moZného templatového mista. Pro kazdy
z genomu jsme takto dostali stovky kandi-
déatnich TR. Druhou podminkou, kromé pii-
tomnosti templatového mista, bylo, Ze tato
sekvence je alespoil mezi ¢melaky evoluc-
né konzervovana. Diky jednonukleotidové
zdméné v telomerovém motivu z guaninu
u ¢meldka zemniho na cytozin u &. lesniho
(a tedy i odpovidajici zméné v templatu
TR, obr. 9) bylo filtrovéni kandidatd TR na
zéakladé sekven¢éni homologie mezi druhy

[TTAGGTTGGGg],
TR templat (AACCTAACCCCcAA)

émeldk zemni
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velmi efektivni a nabidlo v podstaté jedi-
nou moznou TR. Detailni charakterizace
kandidatni TR odhalujici jeji transkripéni
aktivitu a homology TR u evolutng vzdale-
néjsich veel, mravenct a vos objasnila nejen
pficiny evolu¢nich zmén telomer u blano-
k¥idlych, ale pfedevsim pfinesla vhled do
struktury, funkce a evoluce telomerazy
u hmyzu. Na rozdil od typickych TR jinych
zivocicht postrddaly hmyzi TR jakykoli
konzervovany H/ACA box ¢i CR4/5 oblast.
Navic, oproti viem dosud zndmym gentm
pro Zivocisné TR analyza promotort hmy-
zich TR odhalila pfitomnost promotort
typu 3, tedy typu, s nimZ se setkdvame
u rostlin ¢i nalevniki. Tento evoluéni zvrat
v oblasti biogeneze TR uvnitf Zivo¢icht na-
bourdvé dosavadni pfedstavy o monofyle-
tickém piivodu Zivocisnych TR a je unikat-
nim svédectvim plasticity telomerédzovych
systémi, pfinasejicim nové otdzky ohledné
koevoluce slozek telomer a telomerazy.
Genomy blanok#idlych vsak ukryvaly
i dalsi tajemstvi z oblasti biologie telomer
a telomerazy. U skupiny cynipoidnich vosi-
¢ek (napt. u zlabatky zptisobujici na listech
dubu tvorbu hélek — dubének) se nam ne-
podaftilo najit ani kratké telomerové moti-
vy, ani jejich RNA podjednotky. Divodem
zdanlivého netspéchu ale nebyla zfejmé
nase neschopnost, nybrz absence telomera-
zového systému, véetné konzervovaného
genu pro TERT, jak jsme zjistili pozdé&ji.
Dosud znédmé organismy, které béhem evo-
luce ztratily klasické telomery a s nimi
spojenou udrzbu telomerdzou, jsou sou-
sttedény pfedevsim do fadu dvoukiidlych,
zahrnujictho napf. mouchy a koméry. Nové
genomy vsak odhaluji, Ze takovych vyji-
mek je v evoluci eukaryot cela fada a jen
¢ekaji na objeveni. Ztrata telomerazy a jeji
nahrazeni alternativnim mechanismem
byla neddvno popséna i u nékterych hlis-
tic, a dokonce u obojZzivelnika Zebrovnika
Waltlova (Pleurodeles waltl) z ¢eledi mlo-
koviti (Salamandridae). Absence telomeréa-
zy se rovnéZz pfedpoklada u pavouki nebo
améb z rodu meénavka (Entamoeba).
Vysledky naseho vyzkumu zaméfeného
na cilenou identifikaci evolu¢nich vyjimek
prinési zatim spise vic otdzek nez odpovédi.
Pokud nés ale skute¢ng zajima4, jak to bylo
s evoluci telomerézy, je nutné badat tam,
kde se né&jaka evolu¢ni zména vyskytuje,
a je tedy ur¢itym zpisobem uchopitelna.
Z tohoto pohledu jsou identifikace TR, ne-
obvyklych telomerovych motivii a systémut
bez telomerazy, odrazovym muistkem v ba-
dén{ s cilem pochopit, jak tyto systémy
v danych organismech funguji. Jeden ne-
jmenovany odbornik na telomery se kdysi
zeptal kolegyné na konferenci v Singapu-
ru, jestli rostliny maji také telomery... — coz
ilustruje vzajemnou informovanost mezi
védci v tomto oboru, ktefi jsou nékdy az
prilis Gzce zaméfeni na svij oblibeny mo-
delovy organismus. Nam se snad podatilo
vzdalené svéty rostlin, prvokt, kvasinek
a zivocichid propojit nebo alespori trochu
obrousit hranice az p¥ili§ schematickych
predstav o evoluci telomer a telomerazy.

Vyzkum biogeneze a evoluce telomerdz je
financovdn projektem GACR-EXPRO 20-
-01331X a SYMBIT ERDF.

Pouzita literatura uvedena na webu Zivy.
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