Prof. Jifi Draho$ pfi pfedavani medaile
ocenil obdobi od okamziku, kdy Jana Sudu
poznal — p¥i udélovani cen dasopisu Ziva
v akademické vile Lanna, kdy tehdy cerst-
vé nastoupivsi docent do role predsedy
redakéni rady s vehemenci a se zvu¢nym

hlasem, s energii sobé vlastni, provedl pii-
tomné zahdjenim slavnostniho aktu. Poté
se setkavali i p¥i dalsich pFileZitostech.

Jan Suda ztélestiuje vzacny dar a odhod-
lanost biologii poutavé ptiblizovat laickym,
le¢ vzdélanym zajemctim.

Vratislav Peska

Vylet na konec genomu
1. Jak se kopiruji telomery

Na prvni pohled nés v krajiné fascinuji atraktivni scenérie, rozmanité tvary,
barvy a viné, a tak bychom mohli pokracovat dlouho. Prvni a hlavné prijem-
ny esteticky dojem budi kladné emoce a zajem o hlubsi poznani. Pfiroda ma ale
péknou i druhou, skrytou tvar, tu vidime az p¥i nahliZzeni pod povrch, hledéani
souvislosti a pricin, rozmanitosti pri feSeni problémii, s nimiz se Zivot vyporada-
va a vyviji se. Riizna feSeni jedné vyzvy, ktera vznika pri replikaci koncu linear-
ni DNA, mohou byt ukazkou pestrosti molekularnich variaci na jediné téma, jez
nazyvame problém replikace konct (End-Replication Problem — ERP). Nasledu-
jici text by mél tuto pestrost ptiblizit, navazat na predchozi ¢lanek v Zivé o telo-
merach, tedy terminalnich ¢astech chromozomti (2002, 6: 245-248), a pripravit
teoreticky podklad pro dalsi dil, vénovany rostlinnym telomeram.

Replikace DNA

Jde o efektivni, i kdyZ nikoli jedinou moz-
nost kopirovani dédi¢ného materiélu, kte-
ry méa byt pfedan z rodi¢d do potomstva
a pfi déleni bunék. Zatim nebyl objeven
bunéény organismus nezavisly na repli-
kaci DNA. V pfipadé nékterych nebunéc-
nych forem Zivota (akaryot) — RNA virg,
retroviri a retrotranspozont nedochézi
ke zmnozeni jejich dédi¢né informace po-
moci replikace DNA, ale replikaci RNA
nebo reverzni transkripci (prepisem z RNA
do DNA; viz nap¥. Ziva 20086, 6: 242-244).
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Je zajimavé, Ze na principu reverzni tran-
skripce funguje i samotna telomeraza, en-
zym, jenZ dokaze prodluzovat telomero-
vou sekvenci a kompenzovat ztratu DNA
v dtisledku netiplné replikace konct. Telo-
meraza pfedstavuje sama o sobé akaryotni
formu. U octomilky Drosophila melanogas-
ter jeji funkci zcela nahrazuji retrotrans-
pozony. To otevira diskuzi, zda se nevyvi-
nula z retroelementu. Za povsimnuti také
stoji, Ze nejvétsi nezdvislost pro komplet-
ni replikaci genomu vykazuji prokaryota
s kruznicovym (cirkuldrnim) genomem.
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Z laudatia Petra Raba

V leto$nim roce slavi Ziva 164 let od zalo-
Zeni a 64 let nepfetrzitého vydavéani. Vznik
Casopisu pffrodnického znamenal v prostie-
di probouzejictho se narodniho povédomi
malého néroda uprostfed Evropy vyznam-
ny pocin a svédéil o svétovém rozhledu
svého zakladatele J. E. Purkyné. Na konci
predlouhé stafety generaci autorti a redak-
torti Zivy stoji nase laureatka.

RNDr. Jana Srotova vystudovala na ka-
tedfe obecné biologie a fyziologie Zivoci-
chi P¥irodovédecké fakulty UK v Praze.
Dlouhodobé a tispésné ptisobi v Zivé, od
1. 2000 jako odborné redaktorka, od r. 2006
je $éfredaktorkou. Pod jejim vedenim se Ziva
stala modernim popularné-nau¢nym perio-
dikem, sdruzujicim autory z dstavi Aka-
demie véd, univerzit i dalsich odbornych
instituci, pfitom okruh témat i autort je nyni
vyrazné $irsi, nez byval v minulosti.

Cetné jeji aktivity smé&fuji k formovani
dals{ generace biologt, velmi kladny ohlas
zaznamenalo napf. zavedeni monotema-
tickych ¢isel. Maji zna¢ny eduka¢ni poten-
cial a jako vyukovy material jsou jiz vyuZi-
véna. Ze Zivy a velkého kolektivu autorti
a piiznivct tak vzniklo dilo, které je vice
nez distojnym odkazem svého zakladatele.

Vice na www.avcr.cz

Eukaryota a akaryota v tomto smyslu na
sobé zaviseji.

Model replikace DNA — obecny, ale po-
mérné detailni popis vzniku dvou dcefi-
nych molekul DNA z jedné matei'ské, jehoz
dstfednim hracem je enzym DNA polyme-
rdza zavisla na DNA templatu — byl inten-
zivné zpiesiiovan na konci 60. let 20. stol.
Jeho zjednoduené schéma v podstaté pla-
ti i pro tak vzdalené zivotni formy, jakymi
jsou bakterie a lidské buiiky. Zaroveri vak
dodejme, Ze evolu¢né osvédcéeny replikac-
ni mechanismus dokaZe sice vytvorit kom-
pletni kopii z celé kruznicové molekuly —
tfeba bakteridlniho genomu Escherichia
coli, ale na tplnych koncich linedrnich
molekul DNA — napf. u lidskych chromo-
zom, zustavd DNA polymeraza bezradna.
Replikace linearnich molekul totiz zane-
chava dcefiné molekuly o nékolik desitek
az stovek nukleotidi kratsi (obr. 4). Kdyby
nevznikl jesté dalsi mechanismus, ktery
toto zkracovani kompenzuje, linedrni geno-
my by tak, jak je zndme dnes, véetné lid-
ského, neexistovaly.

Replikace konct linearni DNA

Problém replikace konct je mimo jiné
zajimavy i tim, Ze byl formulovan témér
soucasné a nezavisle na obou stranach
Zelezné opony. Poprvé tento nedostatek
v replika¢nim modelu publikoval r. 1971
v rusting sovétsky védec Alexej Olovnikov.
Nezavisle na ném, ale o rok pozdéji, bylo
na nedostatek upozornéno také v anglicky
psané publikaci, a to jednim z objeviteld
struktury DNA Jamesem D. Watsonem.
nikov, ktery pfedlozil hned nékolik teore-
tickych konstrukci o zkracovani moleku-
ly DNA a jeho pfi¢inach, z nichZ jedna
zohlediiuje RNA primer potiebny pro start
aktivni DNA polymerazy a nakonec se
i prakticky potvrdila. Logickym propojenim
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zkracovani konci DNA pfi replikaci a star-
nuti somatickych bunék, které po nékolika
desitkach déleni dosahuji tzv. Hayflickova
limitu a jiZ se dale nedéli, Olovnikov své
soucasniky rozhodné pfedbé&hl. Leonard
Hayflick a Paul S. Moorhead v r. 1961 kon-
krétné pozorovali, Ze lidské buriky kultivo-
vané in vitro mohou prodélat jen omeze-
ny pocet déleni — nazvano Hayflickovym
limitem — a pak uz neproliferuji, starnou
az nakonec umiraji.

Do znaéné miry se realité priblizila
v fadé ohledt sice nepfesnd, ale spravnéa
piedpovéd existence specialni DNA poly-
merazy, kterd je u ¢lovéka pfitomna jen
v embryonélnich, kmenovych a rakovin-
nych burikdch a dokaze replika¢ni problém
na koncich linedrnich molekul fesit. Jde
o telomerazu, jez umi zkracovani konct
napravit, ale kterd byla objevena aZ o 14 let
pozdéji. V r. 2009 za objasnéni zptsobu,
jak telomericka DNA a telomeraza chrani
konce molekul DNA, ziskali Nobelovu cenu
Elizabeth Blackburnové, Carol Greiderova
a Jack Szostak (viz napi. Vesmir 2010, 6:
357-359). Dnes je Olovnikov ve spojeni
s telomerami citovan b&zné a celosvétove.
Nejveétsi prekazkou pro rychlé rozsiteni
jeho myslenek byl ztejmé fakt, Ze ptivodni
prace nevysla v angli¢tiné. Nabizi se zaji-
mava otdzka, jaka ¢ast informaci ztstava
v soucasnosti nesdilena mezi anglicky,

[y

ziva.aver.cz

rusky anebo napt. ¢insky mluvici védeckou
komunitou. Druhym dtvodem, pro¢ Olov-
nikov zistal stranou, je, Ze v biologickych
védach maji vétsi kredit aZ experimental-
né ,,ovéfené hypotézy“, tedy dukazy.

Starsi cirkularni

a mladsi linearni genomy?
Nejjednodussim feSenim problematické
replikace konct linedrni DNA je konce
tedy nemit. Tuto strategii nalézdme nej-
Castéji u kruznicovych genomu proka-
ryotického typu (nikoli v8ak bez vyjimek
a jesté se k nim pozdéji vratime) véetné
téch, které se staly soucasti eukaryotic-
kych bunék, tedy mitochondrialn{ a chlo-
roplastové DNA (mtDNA a cpDNA). Re-
plikaci dvoufetézcové DNA uzaviené do
kruznicové formy bezpochyby nekompli-
kuje dilema posledniho RNA primeru, ale
vlastné neni Gplné jisté, zda se dnesni
zivotni formy s cirkularnimi genomy pra-
starého problému zbavily tim, Ze se jejich
DNA stala cirkularni, nebo zda se linear-
ni genomy z cirkuldrnich forem vyvinuly
s , vyndlezem* telomer. Telomery pted-
stavuji funkéni komplexy bilkovin, DNA
a RNA na koncich linedrnich chromo-
zomu, a byvaji pfirovnavany ke konctim
tkanic¢ek opatfenych navleckami. Kdyz
se tkanice s koncovymi navleckami pfte-
trhne, je jasné, kde se mé svazat — opravit.
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1 Jihoamericky ket kladivnik Cestrum
elegans. Dlouhou dobu byl mezi dvoudg-
loZnymi rostlinami spolu s jeho dvéma
blizce pfibuznymi rody z ¢eledi lilkovi-
tych (Solanaceae) — Vestia a Sessea —
jedinou zndmou vyjimkou, u které

jsme nevédéli, jakéd sekvence tvoii jeho
telomery a zda ji udrzuje telomeraza.
Foto M. Studnicka

2 Detail kvétd ¢esneku ozdobného
(Allium cristophii) — sttedoasijského,

u nds ale ¢asto péstovaného druhu.
Mezi jednodéloznymi jsme od r. 1995
védéli o nezndmych telomerédch v rodu
Allium. Tento hospodétsky vyznamny
rod se stovkami druht patif do fadu
chirestotvarych (Asparagales — zajimavy
jesté tim, ze zahrnuje zastupce s klasicky-
mi rostlinnymi telomerami a telomerami
se sekvenci vyskytujici se u ¢lovéka —
napi. Aloe spp.). Foto V. Motytka

3 Chromozomy kladivniku C. elegans
se signaly telomerové sondy
TTTTTTAGGG. Na obr. vidime vysledek
fluorescen¢ni hybridizace in situ (FISH).
Mitotické chromozomy jsou pfipraveny
z roztlaku kofenovych $picek na podloz-
nim skle a obarveny pomoci fluorescen-
¢ni barvy specifické pro veskerou DNA
(Cerveny signdl). Nezavisle na tom

je telomerova sekvence zmnoZena

a oznacena ve zkumavce pomoci
polymerézové fetézové reakce (PCR)

a napi. zelené fluoreskujici znacky.

Pti aplikaci takto p¥ipravené telomerové
sondy na roztlaky dochazi za urcitych
podminek (teplota, koncentrace soli, pH
atd.) k sekvencné specifické interakci
mezi sondou a chromozomy. Sonda tak
oznac¢i komplementéarni tseky a ziistane
na nich navazané. V mikroskopu pak
muZeme pozorovat mista na chromozo-
mech, kde se sonda véze, tedy kde se
nachézi dana sekvence. Foto V. Pegka

4 Replikace DNA. Matetské fetézce

(a, ¢erné) jsou usporddany antiparalelné.
V misté pocatku replikace se oddéluji (b)
a vznikd misto pro nasedani prvnich
RNA primertd (modfe). Replikace, tedy
vznik antiparalelnich dcefinych fetézct
(c, cervens), probihd na kazdém matef-
ském fetézci DNA v jednom sméru.
Pokud se novy fetézec prodluzuje

po sméru syntézy od 5" k 3’ konci

(napf. horni ¢ervené vlakno smérem
vlevo), probiha vse spojité z prvniho
RNA primeru. JestliZze se nova DNA pro-
dluZuje v opa¢ném sméru (napf. dolni cer-
vené fragmenty smérem vpravo), proces
je nespojity (pokracuje pferusovansé),
protoZe polymeréza dokaZze prodluZzovat
jen 3’ konec, a tudiZ je nutné nasedani
novych RNA primert s tim, jak se
replika¢ni bublina rozsifuje. Nakonec se
replikace dostane k obéma koncim (d),
téméf celd molekula je semikonzervativ-
nim zptisobem replikovana (vysledné
novou molekulu tvoii jedno nové —
dcefiné a jedno staré — mateiské vlakno).
Zbyva odbourat RNA primery a nahradit
je useky DNA (e), a to vzdy od 3’ konce
jiz nasyntetizovaného fragmentu DNA.
Nakonec se ¢ésti novych fetézct synté-
zou spoji (f), ale novy fetézec je zkracen
na 5" konci, protoZe zde DNA polymera-
za nemeéla k dispozici Zzddny primer.
Toto zkrdceni mtZe byt kompenzovano
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telomerazou (g, zluté), ktera prodlouzi

3" konec templéatu podle vlastni RNA
pfedlohy (zakfivend modra Sipka). Tim
vznika pfesah pro nasedani dalsich RNA
primerti (h). Uplny konec molekuly DNA
sice opét neni tvofen dvéma Fetézci, ale
celkové byla linearni DNA prodlouzena
a neztratila Zddnou informaci (i).

5 Terminalni protein — proteinovy
priming u bakteriofaga ®29. Fadgem kédo-
vand DNA polymeréaza (Pol) se ti¢astni
vytvéreni kovalentni vazby (a)

mezi prvnim nukleotidem (dAMP)

a serinem 232 koncového proteinu (TP).
Proteinovy komplex s dAMP specificky
vaze thymin na druhé pozici 3" konce
templatové virové DNA (b). Potom se
takto vytvofreny primer posune na prvni
pozici 3" konce templatové virové DNA,
kde se rovnéz nachazi thymin, aby byla
zachovana informace na tplném konci
3" templatu. DNA polymeraza pak
kopiruje cely templatovy retézec

z tohoto nukleoproteinového primeru (c)
a piiblizné po 6 vloZzenych nukleotidech
se z TP uvoliiuje. Primer-proteinova
iniciace replikace probiha na koncich
obou fetézcti DNA. Ve chvili, kdy se
polymerazy potkévaji, dochézi k oddéle-
ni dcefinych molekul dvoutetézcové
DNA (double-stranded, dsDNA),

obou replikovanych syntézou vedouciho
fetézce. Vysledkem jsou linearni dsDNA
s TP kovalentné vazanym na 5’ koncich.
Telomery ®29 maji tupé konce o sekvenci
5-TACTTT-3'. Stejny princip udrzovani
konct DNA je pravdépodobné vyuzivan
u telomer chromozomi a plazmidi
aktinomyecet, atkoli cely proces zde neni
prostudovén tak detailné jako u faga ®29.
Dalsi modely vysveétlujici pfitomnost TP
a palindromickych sekvenci (ptikladem
velmi kratkého palindromu je sekvence
TTAA — komplementarni vldkno, které
kdyz se ¢te z druhé strany ve sméru 5'-3’,
dava opét TTAA) byly navrZeny

jesté u plazmidu pSLA2 izolovaného

z bakterie Streptomyces lividans.

6 Schéma rtizného uspotfadani telome-
rovych sekvenci u linearnich mitochon-
dridlnich molekul DNA. Cervené gipky
vymezuji jednotky telomerovych repetic
a jejich 53’ smér v linearnim mito-
chondridlnim genomu, ktery je naznacen
¢ernou barvou. Velikost ¢ervenych Sipek
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a ¢ernych tsekt neodpovida redlnému
pomeéru telomerové DNA vici zbytku
genomu. Podle typu uspotddéni l1ze telo-
merovou mtDNA rozdélit do 6 variant.
U trepky lu¢ni (Paramecium aurelia, a)
jeden z konci tvori kovalentné uzaviena
jednofetézcova (single-stranded), tedy
ssDNA smycka, ale druhy konec molekuly
je otevieny s nezndmym mechanismem
udrzovani délky. U nalevnikt rodu
vejcovka (Tetrahymena, b) byly nalezeny
tandemové uspofadané koncové repetice
se zakladni jednotkou o velikosti 31-53
pért bazi (bp) a jako hlavni mechanis-
mus udrzovani{ délky koncové DNA
jsou zde predpoklddany rekombinacni
udélosti. Zelena fasa Chlamydomonas
reinhardtii (c) ma na koncich mtDNA
unikétni strukturu s 3’ pfesahy, jez ne-
umoznuji recirkularizaci, protoZe nejsou
komplementarni. Tato mtDNA nese
jesté interni kopii koncovych sekvenci,
nejspis klicovou pro obnovovani délky
konct pti replikaci. Dalsi tfi varianty
linearni mtDNA byly popsany hlavné

u kvasinek. Jako kvasinkovy linedrni
typ I (d) nalezeny u rodd Pichia

a Williopsis ozna¢ujeme obracené termi-
nélni repetice s kovalentné uzavienou
vlasenkovou smyc¢kou, podobnou
poxvirové DNA, chromozomtim borelii
a kvasinkovym typtm ze skupiny II.
Kvasinkovy linearni typ II (e) je tvofen
obracenymi koncovymi repeticemi,
které se skladaji z tandemové uspotfada-
nych subrepetic s dlouhou zakladni
jednotkou (napf. 738 bp u Candida
parapsilosis), véetné 5’ ssDNA piesaht
a struktury pfipominajici telomerickou
smycku (t-smycku), umoziiujici amplifi-
kaci DNA otéc¢ivou kruznici; t-smycka
(viz Ziva 2002, 6: 245-248) je lasovita
struktura na konci telomer, kterd vznika
zanofenim jednoretézcového presahu

do dvoufetézcové oblasti. Kvasinkovy
linearni typ III (f) je reprezentovan mtDNA
plazmidem pPK2 u Pichia kluyveri, jenz
nese na 5" koncich kovalentné navézany
TP a podoba se tak adenovirové DNA,
linearnim chromozomum streptomycet
a fagu ®29. Podobné je tomu u mito-
chondrialnich plazmida S1 a S2 kukufti-
ce seté (Zea mays), které se vyznacuji
linedrni dsDNA a nesou kovalentng
navazané TP. V8echny orig. V. Peska
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Je také ziejmé, které konce maji ztstat vol-
né. Navlecky tak funguji jako znacky pfiro-
zenych konct, ale navic zajistuji, aby se
material netfepil (podrobnéji ve zmiilo-
vané Zivé 2002, 6: 245-248). K pretrzen{
DNA (dvoufetézcovému zlomu) dochéazi
v burikach ¢astéji, nez bychom si mysleli.
Udava se, Ze denné dojde v kazdé lidské
burice ke statisicim poskozeni DNA pii
replikaci — vlivem metabolické aktivity
samotnych bunék a pisobenim vnéjsich
faktorti, napt. ionizujiciho zafeni. Dvoute-
tézcové zlomy tvori jen ¢ast téchto poskoze-
ni, ale nejspis jde o pomérné casty a hlav-
né nebezpecny jev, s nimz se kazda burika
denné vyporadava. Tim, Ze se od zlomt od-
lisuji, fesi telomery tzv. problém ochrany
konct DNA (End-Protection Problem).
Nicméné zistatime zatim jen u toho, jak
se konce replikuji. Na 5’ konci nové vzni-
kajiciho fetézce DNA je replikace v kon-
cich, protoZe bez posledniho RNA primeru
nedokaze vytvorit iplnou kopii. JiZ jsme
uvedli, Ze chromozomy se tak s kazdym re-
plikaénim cyklem zkracuji (obr. 4a aZ 4g),
dokud na scénu nevstoupi telomerédza (na-
znaceno na obr. 4f a 4g vpravo, telomeraza
znédzornéna jako zluté vybarvena elipsa).
V piipadé udrZovani délky telomer pomoci

ziva.avcr.cz

2017. Pretisk ¢lanku véetné obrazkd se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.



telomerazy se prodlouzi 3' konec templa-
tového vlakna (pfedlohy) na principu re-
verzni transkripce pomoci telomerazy
(DNA polymerazy zavislé na RNA templa-
tu), jejiz proteinova podjednotka cyklicky
syntetizuje kratky telomerovy motiv po-
dle templatové oblasti ve své vlastni RNA
podjednotce. Prodlouzeny fetézec potom
slouzi jako pfedloha pro syntézu komple-
mentarniho dseku za tcasti polymerazy
zavislé na DNA (viz obr. 4h a 4i). Z tohoto
divodu telomerovou DNA eukaryot nej-
Castéji tvoii tandemova sekvence odvo-
zend od konven¢niho motivu TxAsz (T -
thymin, A — adenin, G — guanin), pfi-
¢emz telomerdzou prodluzované vlakno
mé bohaté zastoupeni G. Komplementarni
C-bohaté vlakno (C — cytozin) je synteti-
zované za Ucasti RNA primerd. U obrat-
lovcet, veetné ¢lovéka, byl v telomerach
nalezen zatim vyhradné Sestinukleotido-
vy motiv TTAGGG a u vétsiny rostlin vel-
mi podobné sedminukleotidova repetice
TTTAGGG, u vétsiny hmyzu TTAGG atd.
Kombinaci rizného poc¢tu T, A a G a moz-
nych bodovych zdmén v konvenénim mo-
tivu mtzeme odvodit viechny (tj. nékolik
desitek) telomerovych motivi identifiko-
vanych u eukaryotickych organismt.

Jako jednodussi a ptivodné&jsi zptisob
kompletni replikace se jevi (podle princi-
pu Ockhamovy bfitvy, tedy Ze nejjedno-
dussi mozné vysvétleni ma byt povazova-
no za spravné) mensi kruznicové genomy
s obsahem fadové jednotek miliont part
bazi. Nutno dodat, ze existuji pokusy na
kvasinkach Schizosaccharomyces pombe
naznacujici opacnou cestu vyvoje, od li-
neérnich k cirkuldrnim genomtm (nikoli
od eukaryot k prokaryottim). Kvasinky jsou
jednobuné¢né mikroorganismy s typickymi
genomy eukaryotického typu o velikosti
v fadech desitek miliont part bazi, maji
linedrni chromozomy opatiené telomera-
mi, jejichZ ddrzbu zajistuje telomeraza.
Dojde-li u kvasinky ke ztraté telomerézové
aktivity kvili mutaci v genu pro telome-
razu, jeji potomstvo se po nékolika gene-
racich nedokaZze déle délit a celd bunééna
linie s touto mutaci vymird. Vzacné tomu-
to osudu néktery jedinec unikne pomoci
néjakého vylepseni, kterym ztratu telo-
merazové aktivity dokdZze kompenzovat
a da vzniknout novému pieziviimu kme-
nu kvasinek. Jednim z takovych postupt
je cirkularizace pomoci fize obou konct
puvodné linedrnich chromozomti, které
se v dalsich generacich replikuji celé bez
ztraty koncové DNA, protoze Zadné kon-
ce nenesou.

T icastnici ve hte

o eukaryotické konce

Opacny proces k cirkularizaci, tedy vznik
linearni formy DNA z kruZnicové mole-
kuly, byl v laboratoti pozorovan dokonce
u mnohobunéénych eukaryot. Konkrétné
u octomilky D. melanogaster, kterd ma v ge-
nomu ¢ty pary linedrnich chromozom.
V ur¢itém laboratornim kmenu byl nejpr-
ve nalezen neobvykly cirkularni chromo-
zom, jenz vznikl fazi obou konct a byl
dale prenédseny nékolik let z generace na
generaci, az v jisté fazi doslo k jeho rozlo-
meni — ,,otevieni“ do linearni formy. Nové
vzniklé konce byly opateny specifickymi
retrotranspozony, které se znovu a znovu
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do chromozomovych konct kopirovaly
a vkladaly. Retrotranspozony (napt. Ziva
2011, 4: 151-154) tvoii soucast eukaryo-
tickych genomt, ptredstavuji ,,mobilni*
DNA sekvence dlouhé stovky para bazi
az nékolik kilobazi a z¢éasti se podobaji
retrovirim. Jsou schopné se amplifikovat
(mnozit) pomoci RNA meziproduktu a re-
verzni transkripce a v¢leriovat se do no-
vych mist v genomu. Nékdy byvaji pova-
zovany za genomové symbionty virového
pavodu (pfipadné parazity).

Mechanismus otevieni nezndme. Moh-
lo jit o ¢isté ndhodné poskozeni, ale také
mozna nastalo v disledku opakované re-
trotranspozice do stejné oblasti kruznico-
vého chromozomu tim, Ze integrace retro-
transpozoni zpusobi v cillové DNA zlomy.
Zminéné retrotranspozony se nazyvaji
Het-A, TART a TAHRE a mozn4 ,,oteviely”
vySe popsany cirkularni chromozom. Tyto
retrotranspozony funkéné nahrazuji telo-
merazu a jeji produkty, kratké tandemové
repetice, u viech chromozomovych konci
octomilek. Reverzni transkriptazy dnes-
nich retrotranspozonti a telomerazy jsou si
v mnohém sekvencné a funkéné podobné
a maji s velkou pravdépodobnosti spolec-
ného predka, ktery pfipominal spiSe jedno-
duchy retrotranspozon a ktery svou cilenou
retrotranspozici oteviel praddvny cirku-
larni genom a zacal udrzovat jeho konce.
V tomto smyslu bychom telomerdzu mohli
oznadit za genom ochoceného parazita ¢i
genomového symbionta. Pokud to tak oprav-
du je, u octomilky jde patrné o navrat telo-
merovych retroelementti, protoze se k nim
tento hmyz zfejmé vratil sekundéarné az po
ztraté telomerazy.

Na dalsi moznost ukazuje situace u bour-
ce morusového (Bombyx mori). M4 typic-
ky hmyzi telomerovou DNA, obsahujici
tandemové repetice TTAGG, které jsou
ale tu a tam pferusovéany retrotranspozony
TRAS1 a SART1. Gen pro samotnou telo-
merazu se v genomu bource sice nachézi,
ale na rozdil od telomeraz cvrcki a $vabi
se nedafi detekovat jeji enzymatickou akti-
vitu. Je tedy mozné, Ze telomerové retro-
elementy a telomerédza se ptivodné spo-
le¢né podilely na udrzovani telomer, pak
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7 Aloe pulcherrima — endemit stfedni
a severni ¢asti Etiopie, kde roste na
¢edicovych skaldch a strmych svazich

s nezapojenou vegetaci. Lalibela

v severni Etiopii (2 995 m n. m.).

Aloe patii k zastupctim Fadu chrestotva-
rych, u nichz byla nalezena lidska telo-
merova sekvence (viz také text k obr. 2).
Tato skute¢nost ale nemé nejspise
zadnou souvislost s blahodarnymi
ucinky jejich extraktd pouzivanych

v kosmetice a l1écitelstvi. Foto A. Horacek
8 Detailni pohled na ¢ast kolonie
divokého kmene kvasinky Saccharo-
myces cerevisiae. Divoké kmeny této
kvasinky se od téch laboratornich
tvoficich hladké kolonie lisi mimo jiné
pfitomnosti extraceluldrni mezibunécné
hmoty, ale i riznou expresi fady gent.
Zda se, Ze Gést téchto gent je regulovana
strukturou chromatinu v blizkosti
telomer. Foto M. Kuthan

se ale zacaly navzdjem vytlacovat, u octo-
milky zvitézily retrotranspozony, zatimco
u vétsiny ostatniho hmyzu a zbytku euka-
ryot pfevzala Zezlo telomeraza. Fylogene-
tické studie v8ak tuto moznost spise vy-
vraceji. V drtivé vétsiné prostudovanych
eukaryotickych druhti ztistava totiz telo-
merdza Ustfednim hracem pii feSeni ERP
(viz vy3e v textu), retroelementy se na fe-
Seni tohoto problému nepodileji.

Do udrzovéni délky telomerové DNA
promlouva, jako $eda eminence v poza-
di, tfeti icastnik. Tim je alternativni pro-
dluzovéni telomer (ALT, Alternative Leng-
thening of Telomeres). Jde o komplexni
mechanismus, zavisly na homologni re-
kombinaci. ALT dominuje u pfiblizné
15 % nadorovych linif bez aktivni telo-
merazy. Podobnym zptisobem jsou udrzo-
vany konce DNA u dvoukfidlého hmyzu —
pakomart rodu Chironomus a komaru
rodu Anopheles. Homologni rekombinace
vychazi z pfedpokladu, Ze v genomu exis-
tuji nejméné dvé kopie tiseku DNA, ktery
mé rekombinovat. Tyto kopie se k sobé
dokazou fyzicky ptibliZit, rozpojit své fe-
tézce DNA a prohodit si je. Rozpojeny feté-
zec muze byt ndstrojem pro opravu posko-
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zeného nebo chybéjictho mista v druhé
kopii. Telomerova DNA je tvofena desitka-
mi tisic kratkych kopii, ale za normalni-
ho stavu je na ni homologni{ rekombinace
spiSe potlacovana. V pfipadé, Ze se tato
regulace vymkne kontrole, muZe se stat,
Ze v zéavislosti na rekombinaci za¢ne syn-
téza v kone¢ném dutsledku prodluzovat
kratké telomery.

Retrotranspozony, rekombinujici sateli-
ty a dokonce geny pro ribozomovou RNA
byly pomérné dlouho povazovany za moz-
né telomerové sekvence u tfi pfibuznych
rodt jihoamerickych krasné kvetoucich
ket — tedy kladivnikd (Cestrum spp., viz
obr. 1 a 3), rodt Sessea a Vestia z ¢eledi
lilkovitych (Solanaceae), a také u hospo-
darsky vyznamného rodu ¢esnek (Allium)
na vrcholu fylogenetického stromu fadu
chiestotvarych (Asparagales; Vesmir 2006,
9: 542-546). Spoletné s masoZravymi rost-
linami Genlisea hispidula a G. subglabra
se u v8ech v pribéhu let 2015 a 2016 uka-
zalo, Ze doslo ke zméné telomerové sek-
vence na novy, alternativni motiv, ale stéle
jde o telomerdzovy systém. Nyné&jsi poznat-
ky ukazuji, ze v udrzovani telomer u rost-
lin se uplatiiuji telomerazy, a to na pozadi
paralelné existujictho ALT, tcast retro-
transpozont neni doloZena. O evoluci telo-
merové sekvence u rostlin se dozvite vice
v druhém dilu tohoto seridlu v pFistim
&isle Zivy.

Konce linearni virové DNA

a prokaryotické telomery

Oprostime-li se od pfistupu zaméfeného
na eukaryota a vratime se ke genomtim
prokaryotického typu, plastidové DNA,
plazmiddm a virtim, zjistime, Ze ERP muze
byt feSen dalsimi alternativami, a to cas-
t&ji, nez se predpoklddalo. Konce linear-
nich genomt u prokaryot sice nazyvame
telomery, nejsou ale eukaryotickym jader-
nym telomerdm pfibuzné. Znédme dva za-
kladni odlisné zptsoby udrzovani konct
line4drni DNA u ,,skute¢nych® prokaryot,
mtDNA a vira.

e Prvnim zptisobem FeSeni problému re-
plikace koncti u nékterych prokaryot, virti
a mtDNA je zah4jeni replikace za tucasti
proteinového primeru (PP — protein pri-
ming) u chromozom? a plazmidt bakterif
rodu Streptomyces, nékterych kvasinko-
vych mitochondrialnich plazmidt a bakte-
riofaglh ®29, B103, GA-1 (u druhu Bacillus
subtilis), Cp-1 (u Streptococcus pneumo-
niae) a PRD1 (u E. coli). RovnéZ adeno-
viry, které napadaji i ¢lovéka a zptsobuji
u néj pomérné bézné infekce dychaciho
a traviciho traktu, vyuzivaji PP. Zatimco
napft. u lidskych telomer je ERP spjat s vy-
tvafenim posledniho RNA primeru, PP
umoziiuje replikaci celé molekuly od za-
¢atku do konce. Utast proteinového prime-
ru tak pfedstavuje vhodny zptisob zahéje-
ni replikace malych genom?, naproti tomu
obrovské genomy v fddu nékolika miliard
bézi je z tasovych dtivodl nutné replikovat
pomoci RNA primerti z mnoha riznych
pocatkt zéroven. Dobie mame PP prostu-
dovan u fagi z B. subtilis (obr. 5).

e Druhy zasadni zptsob udrzovéani konct
linearni DNA u nékterych prokaryot, vira
a mtDNA piedstavuje jejich opatieni kova-
lentné& uzavienou vlasenkou, v niz se je-
den Tetézec ot4ci a prechédzi v komplemen-
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tarni. Molekula je replikovédna z vnitiniho
pocatku replikace a vznikly meziprodukt,
dvoutetézcova kruznicovda DNA, se stava
substrdtem pro tzv. protelomerazu. Tento
enzym oddéluje dcefiné molekuly za vy-
tvofeni uzavienych vladsenek na koncich
linearnich produktt a s eukaryotickou telo-
merdzou nemé kromé podobného nazvu
nic spole¢ného. Tento systém nachazime
u v8ech linedrnich genofort (plazmidi
i chromozom?; genofor — souhrnné ozna-
¢eni pro molekuly nukleovych kyselin riz-
ného typu, které nesou geny a jsou schop-
ny se replikovat) rodu Borrelia a dale u t¥{
temperovanych bakteriofagti N15 (E. coli),
YO54 (Yersinia enterolitica), KO2 (Kleb-
siella oxytoca), u kterych nezac¢lenény pro-
fag existuje jako linedrni plazmid s uzav-
Ffenymi vlasenkami (temperované neboli
mirné bakteriofdgy jsou schopné existen-
ce v hostitelské buiice v podobé profagu
integrovaného do jejtho chromozomu). Pro-
telomerdazové homology byly nalezeny
u ptvodce kravskych nestovic — Vaccinia
virus a virt z ¢eledi Phycodnaviridae infi-
kujicich sladkovodni i mofské fasy. Dale
systém uzaviené vlasenky funguje u bak-
terie Agrobacterium tumefaciens, ktera
dokéze vnutit ¢ast své DNA rostlindm.

e Kromé PP a kovalentné uzaviené vla-
senky s jednofetézcovou smyckou byly
objeveny jesté dalsi principy feSeni ERP
u linedrnich mitochondridlnich genomu
(obr. 6a az 6f). Linearni mtDNA jsou tak
doslova lekci pro feSeni ERP (viz napf.
Vesmir 2001, 7 a 8). Prvni linedrni mtDNA
byla popsédna u nélevnika vejcovky hrusko-
vité (Tetrahymena pyriformis) uz v 60. le-
tech 20. stol., tedy jesté pred objevem prvni
telomerové sekvence. V r. 1978 byl linear-
ni mtDNA genom identifikovan u fotosyn-
tetizujici fasy Chlamydomonas reinhard-
tii, dale v hlenkach, u oomycot, kvasinek
a Zahavcu. Jak se okruh zéstupct s linear-
ni mtDNA rozsifuje, ukazuje se také, ze
mitochondridlni telomery nesdileji jed-
notnou konsenzuélni sekvenci nebo struk-
turu. Rekombinujici tandemové repetice
mtDNA vejcovky hrugkovité a C. reinhard-
tii pfipominaji netelomerdzovy alternativ-
ni mechanismus prodluZzovéni telomerové
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DNA u pakomart rodu Chironomus a ko-
mart Anopheles. Ostatni mitochondrial-
ni , libistky“ nebyly u jadernych telomer
eukaryot nalezeny, coz ale neznamen, Ze
tam nejsou. Jen o nich moZna nevime nebo
je neumime najit.

Telomery v ramci endosymbidzy
Jednobunécéné skryténky Guillardia theta,
eukaryota s nejasnou systematickou pozici
(bliZe Ziva 2016, 1: 27-30) obsahuji &ty¥i
genomy rizného ptivodu — dva prokaryo-
tického typu (mtDNA a cpDNA) a dva
eukaryotického typu (jejich vlastni geno-
mova DNA a nukleomorf — redukované
anesobéstacné jadro eukaryotického typu).
Nukleomorf a cpDNA ziskaly skryténky
diky endosymbiéze pohlcenim ruduchy.
Z pohledu telomerové biologie tak nastala
zajimava situace, protoze G. theta udrzu-
je dva sekvencéné odlisné typy telomerické
DNA. Sekvenci telomer ve svém piivodnim
jadie, TTTAGGG, se podobaji rostlindm,
ale nukleomorf mé odliny jednotkovy
motiv o délce 23 bp — (AG),AAG,A. Euka-
ryoticka burika uvnitt jiné eukaryotické
bunky byla jesté nalezena u jednobuné¢-
nych, fotosyntetizujicich améboidnich or-
ganismu ze superskupiny SAR — Chlor-
arachniophyta. Tentokrat doslo k pohlceni
zelené jednobunécéné fasy. Jadro chlorarach-
niofyt ma telomery s motivem TTAGGG
a nukleomorf, pivodné jadro pohlcené
zelené fasy, TCTAGGG.

Snad vés predlozeny vycet strategii pro
feeni problému replikace koncti v tomto
¢lanku pfesvédcil, Ze telomerovou DNA
mohou tvofit rizné motivy, ackoli pfitom-
nost telomerdzy téméf u viech eukaryot
muZe vzbudit pfesné opa¢ny dojem. O této
telomerazové ,totalité* pojedname v pris-
tim dilu, a jak jsme jiz uvedli, zaméfime se
v ném vsak pfimo na rostliny.

Vyzkum byl finan¢né podpoien Minister-
stvem gkolstvi, mladeze a télovychovy CR
v ramci projektu CEITEC 2020 (LQ1601).

Seznam doporucené literatury najdete
na webové strance Zivy.
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