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Telomere, telomeraza in prezgodnja

odpoved jajénikov

Telomeres, telomerase and premature ovarian failure

Renata Kosir Pogacnik,! Nina Slabe,* Helena Meden Vrtovec?

Izvleéek

Telomere so posebne strukture na koncu kromo-
somov, ki so sestavljene iz $estih ponavljajoc¢ih
nukleotidov v zaporedju TTAGGG. Stabilnost
genoma je delno odvisna od zgradbe telomer in
se postopoma zmanj$uje zaradi krajsanja le-teh
ob vsaki celi¢ni delitvi. Ko je dolzina telomer kri-
ti¢no kratka, celi¢éni mehanizmi spoznajo DNK
kot okvarjeno in zaustavijo ciklus celi¢ne deli-
tve. Celica vstopi v fazo celi¢ne smrti oziroma
apoptoze. Telomere zato tudi imenujemo celi¢-
na mitoti¢na ura. Encim, ki preprecuje krajsanje
telomer z dodajanjem nukleotidov na 3’- konec
DNK verige, se imenuje telomeraza. Sestavljena
je iz podenote RNK (TR), ki je posebna oblika
informacijske RNK (mRNK), iz kataliti¢ne be-
ljakovinske podenote (TERT), ki deluje kot re-
verzna transkriptaza ter $tevilnih povezovalnih
beljakovin. Telomeraza je visoko aktivna v zaro-
dnih, epitelijskih in hematopoetskih celicah, ne-
aktivna pa v somatskih celicah. Dolzino telomer
v literaturi vedno bolj povezujemo s prezgodnjo
odpovedjo jajénikov (POF). O POF govorimo, ko
nastopi menopavza pri Zenski, ki $e ni dopolnila
40 let. Vzroki so lahko genetski, avtoimunski, ia-
trogeni ali ¢e ne ugotovimo vzroka — idiopatski.
V zadnjem ¢asu je mnogo raziskav, ki proucujejo
povezavo med idiopatsko obliko POEF, dolzino
telomer in telomerazno aktivnostjo. Ve¢inoma
so ugotavljali, da imajo Zenske s POF krajse telo-
mere in niZjo telomerazno aktivnost kot zdrave
zenske.

Abstract

Telomeres are specialized structures at the ends
of chromosomes, consisting of six repeated nu-
cleotides in TTAGGG sequence. Genome sta-
bility is partly maintained by the architecture
of telomeres and is gradually lost as telomeres
progressively shorten with each cell replication.
Critically shortened telomeres are recognized by
DNA repair mechanisms as DNA damage and
the cell replication cycle stops. The cell eventu-
ally dies or undergoes cell apoptosis. Telomere
represents a cellular marker of biological age and
are therefore also called cell mitotic clock. The
enzyme that counteracts telomere shortening by
adding nucleotides to the 3’ end of DNA strand
is called telomerase. It is composed of the RNA
subunit (TR), which is special type of messen-
ger RNA (mRNA), the catalytic protein subunit
(TERT), which works as a reverse transcriptase
and numerous additional proteins. Telomerase
is active in some germline, epithelial and hae-
mopoietic cells, but in most somatic cells the
activity is undetectable. In literature, the length
of telomeres is closely connected with premature
ovarian failure (POF). POF is generally defined
as the onset of menopause before the age of 4o0.
The causes of disease are genetical, autoimmune,
iatrogenic or if we cannot establish the cause -
idiopathic. A lot of studies examined correlation
between idiopathic POF, length of telomeres and
telomerase activity. The studies mostly show that
women with POF have shortened telomeres and
decreased activity of telomerase as compared to
healthy women.
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Uvod

Zivljenje je odvisno od sposobnosti celic,
da shranjujejo, obnavljajo in prevajajo ge-
netski material, ki je potreben za nastanek
in ohranjanje Zivih bitij. Dedna informacija
se prenasa z materinske na hcerinsko celico
ter iz ene generacije v drugo preko repro-
duktivnih celic organizma. Molekula DNK
je sestavljena iz dveh polinukleotidnih verig,
ki potekata antiparalelno in sta sestavljeni iz
4 razli¢nih nukleoitidnih podenot, purinov
in pirimidinov. Verigi med seboj povezuje-
jo vodikove vezi. Nukleotidne podenote na
vsaki verigi so med seboj povezane v doloce-
ni smeri, s ¢imer vija¢cnica DNK pridobi dva
razli¢na konca, in sicer 5’-konec ter 3’-ko-
nec. Podvajanje genetskih informacij poteka
tako, da se veriga DNK razpre, vsaka veriga
pa se porabi kot osnova za nastanek nove
komplementarne verige. Med nastajanjem
komplementarne verige se sistem za podva-
janje premika do konca vodilne verige, s ¢i-
mer zmanjka prostora za nastajanje zadnje-
ga zacetnika RNK, na osnovi katerega nato
nastane veriga DNK. V ¢loveskih celicah je
ta problem resen tako, da obstajajo znacil-
na nukleotidna zaporedja, ki so vgrajena v
strukture, ki se imenujejo telomere. Telome-
re so predeli DNK na koncih linearnih kro-
mosomov, za katere je znacilno, da so sesta-
vljeni iz znacilno ponavljajocih se zaporedij
nukleotidov. Njihova naloga je, da zaicitijo
konce kromosomov pred unic¢enjem.

Obstoj kon¢nih delov kromosomov je
prvi omenil Ze Miiller leta 1938." Leta 1961
je Hayflick prepricljivo dokazal, da somatske
celice niso nesmrtne, ampak imajo omejeno
Stevilo delitev. Stopnjo, ko celice preidejo v
obdobje staranja, imenujemo tudi Hayflick-
ova meja in ponazarja obstoj znotrajceli¢ne-
ga mehanizma Stetja delitev.” Prvi je leta 1971
prepoznal problem pri podvajanju genskega
materiala je bil Rus Olovnikov. Trdil je, da
se zaporedja DNK izgubijo v vsaki fazi pod-
vajanja, dokler izguba zaporedij ne postane
kriti¢na, delitev celice pa se ustavi.>* Leta
1972 je Watson pojav poimenoval »problem
podvajanja koncev«. Leta 1978 sta Blackburn
in Gall objavila, da imajo telomere preprosta
ponavljajoca se zaporedja DNK, ki sestavlja-
jo konce kromosomov. Za odkritje, kako so
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kromosomi za$¢iteni s telomerami, in od-
kritje telomeraze so bili leta 2009 Elizabeth
H. Blackburn, Carol W. Greider in Jack W.
Szostak nagrajeni z Nobelovo nagrado na
podroc¢ju medicine.

Sestavain naloga telomer

Telomere predstavljajo znacilno pona-
vljajoce se zaporedje nukleotidov na koncu
linearnih kromosomov (Slika 1). Pri ¢loveku
je zaporedje zgrajeno iz $estih nukleotidov,
TTAGGG, ki se ponavljajo na 3’-koncu mo-
lekule DNK. Dolzina telomer pri ¢loveku je
8-15 kilobaznih parov.>® Zaradi mehaniz-
ma dodajanja nukleotidov na 3’-konec je ta
konec DNK vedno daljsi kot 5’-konec. Tako
ostane enovija¢ni konec DNK na 3’-koncu,
ki se zaviha navzad in tvori t-zanko. T-zanka
predstavlja konec kromosoma z edinstveno
zgradbo. Na telomerna zaporedja se vezejo
razlicne regulatorne beljakovine, ki skupaj
s telomernimi zaporedji tvorijo telomer-
ni kompleks. 7**!° Telomerni kompleks
omogoca, da celi¢ni popravljalni mehaniz-
mi normalne konce linearnih kromosomov
lo¢ijo od koncev naklju¢no prelomljenih
molekul DNK.'"*? Telomerni kompleks za-
gotavlja stabilnost kromosomov, preprecuje
njihovo encimsko razgradnjo, medsebojno
zlepljanje koncev linearnih kromosomov,
omogoca pa tudi normalno loc¢evanje kro-
mosomov med procesom delitve celic.'*'*
Telomerna zaporedja sodelujejo tudi pri
vzdrzevanju pravilne strukture jedra, verje-
tno preko povezav z jedrnim matriksom.'?

SkrajSevanje telomer

Dolzino telomer pri ¢loveku merimo v
levkocitih periferne krvi in je oznacevalec
bioloskega staranja celic. Posameznikova
dolzina telomere je predhodno genetsko
dolocena, vendar je odvisna tudi od drugih
dejavnikov. Starejsi ljudje imajo krajse telo-
mere; starejsi kot je oce ob rojstvu otroka,
daljse so telomere pri otroku. Moski imajo
krajse telomere kot Zenske, verjetno zaradi
razliénih koncentracij estrogena.'®'” Tudi
oksidativni stres in vnetje hitreje skrajsujeta
telomere."®
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Slika 1: Telomere.
Telomere so ponavljajoce
se zaporedje nukleotidov
na koncu linearnih
kromosomov.

834

(=

&
Embrionalne 3 Zarodne
tarcdne £ celice pri
celice . odrasiem f&
Kromosom
Dolge Kratke -
telomere & telomere
Aktivna ‘.-:5-’
i e % Heaktivna ali
W "'l odsotns
t Iﬁ:': telomeraza

OOO-H>>
|
OOO>—H+H

Telomere somatskih celic se z vsako ce-
licno delitvijo skrajsajo za 30-200 baznih
parov.'>?® Vzrok za pojav kraj$anja telomer
je problem podvajanja koncev linearnih
kromosomov, ki ga je Olovnikov opisal Ze
leta 1973.* V replikaciji DNK sodeluje encim
DNK polimeraza, ki katalizira zdruzevanje
nukleotidov v polinukleotide in deluje le v
smeri od 5’-konca proti 3°-koncu. Na vodilni
strani DNK polimeraza naredi komplemen-
tarno verigo DNK brez tezav, saj deluje v
smeri od 5’-konca proti 3’-koncu, medtem
ko poteka replikacija na sledilni verigi v na-
sprotno smer. Na sledilno verigo se pripnejo
manjsi fragmenti RNK, ki delujejo kot zace-

tniki. Tako nastanejo Okazakijevi fragmen-
ti, ki jih DNK- polimeraza poveze in ustva-
ri novo verigo DNK. Ker pa pred zadnjim
fragmentom RNK zmanjka verige DNK, je
zadnja RNK unic¢ena z encimi, ki unicijo
vse ostanke RNK na DNK. Tako se del te-
lomere izgubi skozi vsak cikel replikacije na
5-koncu sledilne verige. Pri kraj$anju telo-
mer sodeluje tudi encim eksonukleaza 5’-3,
ki deluje sama ali kot sestavni del DNK- po-
limeraze in ima verjetno pomembno vlogo
pri razgradnji zacetnikov RNK na sledilni
verigi.?** Izguba telomernih zaporedij na
5-koncu sledilne verige je vecja, kot bi pri-
¢akovali, ¢e bi prislo do izgube telomernih
zaporedij le zaradi problema podvajanja
koncev linearnih kromosomov.?* Raziskave
in vitro so namre¢ pokazale, da so telomere
zelo obcutljive na oksidativni stres.**** Kraj-
$anje telomer zaradi prostih radikalov poja-
sni razliko med pri¢akovano izgubo dolzine
ob delitvi zaradi problema podvajanja kon-
cev linearnih kromosomov, kjer se izgubi
priblizno 20 baznih parov, in dejanskim
skrajSanjem telomere, ki predstavlja nekje
50—-100 baznih parov. Stopnja krajsanja telo-
mer je sorazmerna z dolzino 3’ previsa in ni
enaka v vseh celicah.?® Vedno ve¢ je doka-
zov, da dolzina telomer doloca proliferacijo
celic, zato telomere imenujemo tudi celi¢na
mitoti¢na ura.

Sestavain naloga telomeraze

Telomeraza je encim reverzna transkrip-
taza, ki ima klju¢no vlogo pri stabilnosti
genoma. Ima edinstveno zmoznost, da ka-
talizira $tevilne matricne kopije in doda
stotine nukleotidov na isti zacetnik DNK.
Z dodajanjem nukleotidnih zaporedij, ki
jih sintetizira s pomoc¢jo matrice RNK, po-
dalj$uje 3* konec verige DNK. *>”*® V na-
sprotnem primeru bi se konec kromosoma
skrajsal z vsako celi¢no delitvijo. Telomeraza
vsebuje svojo lastno matrico RNK, ki je del
encimskega kompleksa in je komplemen-
tarna telomernemu zaporedju nukleotidov
na vodilni verigi DNK. Uporaba te matrice
dovoljuje encimu, da naredi $tevilne kopije
telomernih ponavljajo¢ih se zaporedij in s
tem vzdrzuje nespremenjeno dolzino telo-
mer kljub odsotnosti obi¢ajne matrice DNK.
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Telomeraza je visoko aktivna pri zarodnih,
epitelnih in hematopoetskih celicah, zaradi
¢esar imajo te celice nespremenjeno dolzino
telomer. Pri zrelih somatskih celicah pa ak-
tivnost encima preneha, kar zagotovi ome-
jeno Stevilo mitoti¢nih delitev in povzroca
staranje celic. *»*>*° Skraj$anje telomer na
kriti¢no dolzino privede do aktiviranja po-
pravljalnih mehanizmov, ki ustavijo celi¢ni
cikel in sprozijo staranje celice ali pa proga-
mirano celi¢no smrt — apoptozo.*"** Stara-
nje celic je v povezavi s tumor supresorskimi
geni ps53 in pRb oz. z njihovimi beljakovina-
mi.>* Le ob inaktivaciji tumor supresorskih
genov ps3 in pRb se proliferacija celic lahko
nadaljuje.**

Telomeraza je zgrajena iz ve¢ podenot:
podenote RNK (TR), kataliticne beljako-
vinske podenote (telomerazna reverna tran-
skriptaza, TERT) in $tevilnih povezovalnih
beljakovin. ****

Vpletenost telomer pri
prezgodnji odpovedi
jajcénikov (POF)

Prezgodnjo odpoved jaj¢nikov (POF)
opredelimo kot trajno odsotnost menstru-
acijskega cikla pri zenskah pred 4o0. letom
starosti. Vzrokov za POF je ve¢, vendar gre
najpogosteje za idiopatsko POE** Merila za
postavitev diagnoze POF so amenoreja, ki
traja 4 mesece ali ve¢, ter dvakrat izmerjena
vrednost serumskega folikel stimulirajocega
hormona, ki je ve¢ja od 40 mIU/ml v razmi-
ku enega ali ve¢ mesecev pri Zenski, mlajsi
od 40 let. POF lahko glede na izvid biopsije
jajénikov razdelimo na dva tipa, in sicer na
tip z disfunkcijo foliklov ter tip z iz¢rpanimi
folkli.** Ceprav zmanj$anje Stevila jaj¢nih
foliklov z vi$anjem starosti Zenske pri¢aku-
jemo, pa natan¢nega vzroka za zmanj$ano
delovanje jaj¢nikov pri mladih zenskah ne
poznamo. Nepravilnosti v dolzini telomer
in aktivnosti telomeraze v celicah granuloze
jajénikov so lahko pokazatelji POE. Krajse
telomere omejujejo mitoti¢no aktivnost pri-
mordialnih zarodnih celic v obdobju fetal-
nega razvoja in s tem omejijo Stevilo vseh
folikov.*” Razli¢ne raziskave, v katerih so
preiskovali aktivnost telomeraze, dolzino
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telomer in reproduktivno staranje cloveka,
so pokazale pozitiven in negativen vpliv ak-
tivnosti telomeraze ter dolzine telomer na
reproduktivno staranje.*®**>** Nenormalna
homeostaza telomer je povezana s POF pri
mladih Zenskah.

Objavljenih je bilo kar nekaj raziskav, v
katerih so potrdili, da imajo Zenske s POF
krajde dolZine telomer ter razli¢no aktivnost
telomeraze.***»%* Leta 2000 je bila obja-
vljena raziskava, v kateri so pokazali, da je
telomeraza prisotna v Zenskem jajéniku in
da se aktivnost telomeraze z leti zmanjsuje.
Bolnice s POF z disfunkcijo foliklov so ime-
le visoko aktivnost telomeraze, medtem ko
so imele bolnice s POF z iz¢rpanimi folikli
zelo nizko aktivnost telomeraze. Na podla-
gi navedenih rezultatov so zaklju¢ili, da je
zmanj$ana aktivnost telomeraze v jaj¢nikih
povezana s pomanjkanjem primordialnih
foliklov, ki se pojavi ob staranju. Tako bi ak-
tivnost telomeraze lahko uporabili kot ozna-
Cevalec funkcionalne starosti jaj¢nikov.**

Vendar pa so leta 2009 objavili rezultate
raziskave, ki je pokazala, da so imele bolnice
s POF daljse telomere kot bolnice v kontrol-
ni skupini brez POE Ve¢ja dolzina telomer
pribolnicah s POF tako ne podpira hipoteze,
da gre pri teh Zenskah za pospeseno celi¢no
staranje. Ena izmed razlag povecane dolzi-
ne telomer je, da je posledica konstitucijsko
in genetsko dolocene pocasnejse delitve ce-
lic zaradi podaljsanega celicnega cikla. To
lahko privede do zmanj$ane zaloge foliklov
med zgodnjim embrionalnim razvojem,
manjsega Stevila celi¢nih delitev hematopo-
eti¢nih zarodnih celic ter tako do daljsih te-
lomer v celicah periferne krvi. Drug mozen
vzrok za daljSe telomere pri POF so avtoi-
munske bolezni pri teh Zenskah. Vendar je
zaradi pomanjkanja raziskav, ki bi dokazo-
vale vpliv avtoimunskih bolezni na dolzino
telomer pri POE to manj verjeten razlog.
*%33 Ker pa je bil vzorec preisovank v razi-
skavi iz leta 2000 majhen, razlika pa ni bila
statisticno znacilna, so avtorji navedli, da
raziskava ni dovolj povedna.®®

Zelimo si, da bi raziskave granuloznih
celic jaj¢énika pripeljale do boljsega razume-
vanja reproduktivnih motenj na molekular-
ni ravni. Z nadaljnjimi raziskavami zelimo
odkriti taréne molekularne poti v celicah
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granuloze jaj¢nika, ki bi lahko napovedale
tveganje neplodnosti zaradi POE

Zakljucek

Telomere so vpletene v biolosko stara-
nje in bolezenske procese. Raziskave kazejo,
da sta krajsanje telomer in celi¢no staranje
povezano s fenotipskim staranjem.>® Z iz¢r-
panjem mati¢nih celic in s kopicenjem sta-
rajoc¢ih se celic lahko razlozimo starostno
oslabljeno funkcijo organov. Da bi izvedeli
$e ve¢ o vlogi telomer pri staranju ¢loveka
in pesanju organov, potrebujemo vecje ko-
hortne raziskave populacij, pri katerih bi
veckrat merili dolzino telomer in aktivnost
telomeraz. Telomeraza je prisotna v celicah
jajénika, njena aktivnost pa se s starostjo
niZa. V nekaterih raziskavah so dokazali, da
imajo Zenske s prezgodnjo odpovedjo jaj¢-
nikov krajse telomere in niZjo telomerazno
aktivnost kot zdrave zenske. Sklepamo, da je
nizZja telomerazna aktivnost povezana s sta-
rostnim zmanj$anjem Stevila primordialnih
foliklov. Aktivnost telomeraze lahko upora-
bimo kot oznacevalec funkcionalne staro-
sti jajénika.*® Ce bi v prihodnosti dokazali,
da je biologija telomer vzro¢no povezana s
POF, bi ta lahko postala osnova za nove pri-
stope pri zdravljenju.
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