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Starnutie organizmov je komplexny proces, ktory dodnes nie je uplne preStudovany. Podl'a
sucasnych poznatkov moze istii tlohu v starnuti organizmov zohravat stav a funkc¢nost’ telomér
(koncov chromozomov) a takisto aj funkcnost’ mitochondrii.

Teloméry su Struktury na koncoch eukaryotickych chromozémov. Ide o repetitivne oblasti
DNA, u stavovcov moézu byt dlhé niekolko desiatok kilobdz, kde sa mnohokrat opakuje t4 ista
sekvencia (u cicavcov je to hexanukleotid TTAGGG). DNA polymerazy, ktoré v bunkach
Zabezpecuju kopirovanie DNA pocas replikacie, nie su schopné kopirovat chromozomy az do
uplného konca, takZe teloméry sa prirodzene skracujii s kazdym bunkovym delenim. Teloméry
predlzuje Specidlny enzym — telomerdza. Somatické bunky cloveka vé¢Sinou nemaju telomerazu,
ich teloméry sa teda progresivne skracujii az na kritickli troven, kedy dochadza k zastaveniu
bunkového delenia. Niektoré bunky — somatické aj embryonalne kmefiové bunky — vSak maji
telomerdzu pritomna. Na zaciatku Studia telomér v 80. rokoch minulého storoCia nebolo jasné,
akym mechanizmom st teloméry skutocne predlzované. Dnes vieme, ze telomeraza je enzym,
ktorého katalytickl funkciu vykonava proteinova podjednotka, no ako templét pre syntézu telomér
sluzi RNA podjednotka (Obr. 1).
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Nhraznle 1- TolnmorAzn

Obe podjednotky st esencialne pre funkciu tohto enzymu. V ranych stadiach bioldgie telomér bol
na odhalenie podstaty telomerdzy vykonany experiment opisany v ulohe 1.

1. uloha: Z jednobunkovca Tetrahymena thermophila bol ziskany bunkovy extrakt, o ktorom sa
zistilo, ze niektora jeho zlozka dokaze predlzovat’ teloméry. Na identifikaciu biochemickej podstaty
telomér bol tento extrakt vystaveny pdsobeniu réznych typov podmienok a Cinidiel, ktoré mohli
menit’ jeho vlastnosti. Bunkovy extrakt bol po oSetreni pridany k telomerickej sekvencii



v skimavke a bolo sledované, ¢ je stale schopny prediZenia telomér. Typy oSetrenia bunkového
extraktu su uvedené v Tab. 1. Vyplite tabulku na zaklade vaSich vedomosti o mechanizme
predlzovania telomér. Do kazdého prazdneho policka uved'te ,,4no*“ ak bunkovy extrakt zostdva
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schopny predizenia telomér alebo ,nie“ ak tato schopnost’ straca. (Pomocka: MNaza je
mikrokokalna nukleaza izolovana z baktérie Staphylococus aureus. Tento enzym je neSpecificka

nuklaza, to znamen4, Ze Stiepi vSetky typy nukleovych kyselin. RNazin je inhibitor Rnazy.)

Typ oSetrenia bunkového extraktu Doslo k prediZeniu telomér?
ziadne oSetrenie ano
MNaza
DNaza
RNéza

Rnaza + RNazin
proteinaza

povarenie (5 min., 95 °C)

Tabulka 1.

2. uloha: U kvasiniek S. cerevisiae sa pri géne pre telomerazovit RNA (TLC1) prejavuje efekt
znamy ako haploinsuficiencia — jedna funkénd kopia TLC1 nie je postacujica pre udrzanie
normalnej dizky telomér.
1. Ktoré z nasledujucich typov vztahu medzi alelami by mohol vykazovat gén pre
telomerazovi RNA u tejto kvasinky? (Pomécka: pozorovany znak je dizka telomér.)
A) uplna dominancia — $tandardna alela je dominantna a mutovana (znefunk¢énend) alela je
recesivna
B) netplna dominancia
C) dedi¢nost’ viazana na autozomy
2. Normalna dizka telomér u S. cerevisiae je priblizne 300 bp a diploidné bunky s dvoma
mutovanymi alelami TLC! (tlclA/ticiA) maju po kazdom bunkovom cykle skracované
teloméry az na istd minimalnu hranicu (par desiatok bp). Ktory z nasledujucich fenotypov
moze byt pozorovany u heterozygota (TLC1/tic14)?
A) teloméry dizky v priemere 260 bp
B) teloméry skratené viac ako u dvojitého mutanta (t/c1A/tlc1A)
C) teloméry dizky v priemere 350 bp
3. Po krizeni dvoch diploidnych kvasiniek s genotypom TLC1/tlc14 vznikne potomstvo s tromi
rozliénymi fenotypmi (tri rozne dizky telomér). Uved’te schému kriZenia takychto kvasiniek
(parentalna generacia (P), gaméty aj prva filidlna generacia (F1)), uved’te, v akom pomere
budii vznikat' jednotlivé fenotypové triedy v potomstve a napiste, aky fenotyp (dizka
telomér v bp) zodpoveda jednotlivym genotypovym triedam. Predpokladajte, Ze teloméry
kvasiniek plne bez funkénej telomeréazy st skratené na minimalnu moznu dizku.
Schéma kriZenia:
P:

gaméty:
F1:



Aky fenotyp zodpoveda jednotlivym genotypovym triedam potomstva?

Pomer zastupenia fenotypovych kategorii v potomstve:

3. tloha: Stadium telomerazovej RNA u kvasiniek je vyhodné aj preto, e predstavujii dobry model
pre Stidium Tludskych ochoreni suvisiacich s telomerazovou nedostatoénostou. Dyskeratosis
congenita (DC) je dedicné ochorenie, pri ktorom dochadza k poskodeniu koze, nechtov, sliznic
a k zlyhaniu kostnej drene. Dedic¢nost’ tejto choroby moéze byt rézneho typu, no autozomalne
dominantne dedend DC je zapri¢inend mutaciou v jednej kopii génu pre telomerazovua RNA
(u Cloveka sa tento gén nazyva TERC).

1. Ktory z nasledujticich rodokmenov reprezentuje formu DC zapri¢inenli muticiou v géne

TERC?

A) B)

Q) D)
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2. Dyskeratosis congenita moze vznikat’ aj ako dosledok mutacie v niektorom z génov, ktoré
kodujt proteiny viazuce sa na telomérovi DNA. Prikladom je mutacia v géne TINF2. Pri
podrobnej genetickej analyze bolo zistené, ze takito pacienti spravidla nededia uvedenu
mutaciu od svojich rodi¢ov. Ktoré z nasledujucich moznosti vysvetluju, preco je tato
mutécia pritomna v ich tkanivach?

A) Tito pacienti mohli uvedenu mutaciu zdedit’ od inych rodinnych prislusnikov.

B) Tato mutéacia sa vyskytla uz v zarodo¢nych tkanivach rodiCov pacienta, ale nebola
prenesend do jeho tkaniv.

C) Tato mutacia sa vyskytla iba v tkanivach pacienta pocas jeho zivota.



D) Ide o somaticki mutaciu.

E) Musi ist’ o gameticki mutaciu.

Niektoré ochorenia, ktoré st spojené s telomérami a telomerdzou, vznikaji v dosledku

mutacie v promdtore génu pre proteinovll podjednotku telomerdzy (gén TERT). Tyka sa to

napriklad aj niektorych druhov rakoviny, pri ktorych je mutdcia v promotore zodpovedna za
to, ze sa gén TERT exprimuje aj v bunkéch, kde normalne telomeraza nie je pritomna. Ktora

z nasledujticich moznosti spravne opisuje, o sa deje po vzniku takejto mutacie?

A) Expresia telomerazy je aktivovand v embryonalnych a somatickych kmenovych
bunkéch.

B) V bunkach, v ktorych mutacia spOsobi expresiu telomerazy, nebude mozné dalej
predlZovat teloméry.

C) Bunky s touto mutaciou budii mat’ progresivne skracované teloméry a rozdelia sa mensi
pocet krat ako bunky bez tejto mutacie.

D) Bunky, ktoré by sa bez mutacie delili iba obmedzeny pocet krat, po vzniku mutacie maju
k dispozicii telomerdzu, ktord predlzuje ich teloméry a umozZiuje im tak delit’ sa
neobmedzene.

Aj ked’ zo studii na kvasinkéach je zname, Ze skracovanie telomér méze viest’ k bunkovému
starnutiu a zastaveniu bunkového delenia, nie je celkom jasné, ako teloméry stvisia so
starnutim mnohobunkovych organizmov. U zdravych l'udi sa teloméry s vekom prirodzene
skracuju. Prirodzeny proces starnutia je do istej miery imitovany u 'udi s ochorenim zvanym
progéria. Tito l'udia starni ovela rychlejsie, ako zdravy ¢lovek — v skorom veku vykazuja
znamkKy starnutia a dozivaju sa v priemere veku ranej puberty. Jeden typ takéhoto ochorenia,
Hutchinsonov-Gilfordov progériovy syndrom (HGPS) je sposobeny mutaciou v géne pre
protein jadrovej membrany, lamin A. Tento protein sa okrem iného pravdepodobne podiel'a
na ukotveni DNA na jadrovi membranu zvnutra. Na $tadium ulohy telomér v rozvoji
progérie bol vykonany experiment s metddou FISH (fluorescen¢na in situ hybridizacia).
Metafazne chromozomy z fibroblastov zdravého Cloveka (kontrola) aj pacientov s HGPS
boli fixované na podloznom sklicku a obmyté kratkymi oligonukleotidmi
komplementarnymi k telomérovej sekvencii, na ktorych boli pripevnené fluorescenéné
farbicky. Po komplementarnom naviazani oligonukleotidov bola zvy$na nenaviazand DNA
odmytd a bunky boli sledované vo fluorescenénom mikroskope. Tab. 2 uvadza vysledky
tohto experimentu. Ak tieto data povazujete za reprezentativne, ktoré z uvedenych odpovedi
mozu byt’ na zaklade tychto udajov pravdiveé?

Zdroj sledovanej vzorky Pomer fluorescen¢nych signalov
merana vzorka: kontrola
zdravy Clovek, 45 rokov 1
pacient 1, 13 rokov 0,45
pacient 2, 8 rokov 0,56
pacient 3, 13 rokov 0,36
Tabulka 2.

A) HGPS pacienti majii v porovnani so zdravymi 'ud'mi teloméry vzdy predizené.
B) Zdravi l'udia maju teloméry dlhsie ako pacienti s HGPS.



C) Ak je ukotvenie telomér na jadrovii membranu funk¢éné, telomerdza sa k nim nevie
dostat’ a teloméry st v désledku toho skratené.
D) Uvolnenie telomér z jadrovej membrany vzdy vedie k ich predizeniu.
E) Telomeraza je neschopna predlzovat’ teloméry, ak nie su viazané na jadrovii membranu.
F) Teloméry nenaviazané na jadrovu membranu moézu byt pristupnejSie nukleazam, ktoré
ich degraduju.
4. uloha: Aj ked’ stav telomér sa poCas ontogenézy ¢loveka meni, pravdepodobne nie je samotnou
pri¢inou starnutia. Zaujimavym kandidatom na pri¢inu starnutia sa procesy prebiehajuce
V mitochondriach.
1. Dopliite v nasledujicom texte pojmy na vynechané¢ miesta. Vyberte zo zoznamu pojmov
uvedeného pod textom.

Mitochondrie st eukaryotické organely, ktorych vyznamnou tlohou v bunke je produkcia
energie. Hlavnu rolu v tomto procese zohrdva systém membranovych proteinov —

, ktoré vytvaraju protonovy gradient vyuzity na produkciu ATP.

Ked’Ze pri tomto procese dochadza k presunu volnych elektronov, dochadza ku vzniku
. Tie m6zu interagovat’ s réznymi molekulami v bunke, ¢o vedie k ich

nenavratnému poskodeniu a znefunkéneniu. Takisto st dovodom, preco v

W

vznikd mnozstvo , Co je dovodom rychleho

evolu¢ného hromadenia zmien v tejto sekvencii. Hypotéza starnutia v dosledku poskodenia
mitochondrii predpoklada, Ze dosledkom mechanizmu produkcie energie je tak aj
progesivne poskodenie tychto organel, ktoré nie st d’alej schopné vykondvat svoju

esencialnu funkciu v bunke.

Pojmy: reaktivne formy Kkyslika, dychaci ret’azec, mutacia, mitochondrialna DNA
(mtDNA), napitim regulovany kanal, mitochondriilny nukleozéom, elektrochemicky
potencial, promotor

2. Vyssie opisand hypotéza bola navrhnutd v 50. rokoch 20. storoCia, no je aj predmetom
novSich vyskumov. Graf na obr. 2 uvadza vysledky S$tadie, v ktorej bolo sledované
poskodenie DNA v dospelych neurénoch. (Kazdy stipéek reprezentuje meranie u jedného
loveka, vykonané na 30 neurdnoch. Intervaly pri kazdom stipdeku znazorfiuji rozptyl
merania.)
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Ktor¢ z nasledujucich moznosti su pravdivé na zaklade uvedenych udajov?

A) Pocet mutacii v mitochondrialnej DNA narasta s vekom linearne.

B) Pocet mitochondrialnych mutécii je vyssi u 'udi po 60. roku zZivota nez u mladsich.

C) Vyssie opisana teodria starnutia sposobeného poskodenim mitochondrii neméze byt
spravna.

D) Namerané data potvrdzuju pri¢inny vztah medzi mutaciami v mtDNA a starnutim —
poSkodené mitochondrie sposobuju starnutie organizmu.

3. Spdsob, akym by bolo mozné Studovat ulohu mitochondrii v starnuti organizmu, je
transplantdcia mitochondrii. V pripade, ze by mitochondrie staré¢ho jedinca boli prenesené
do buniek mladého jedinca zbavenych vlastnych mitochondrii, aky vysledok by ste
oc¢akavali, ak plati vysSie opisana hypotéza starnutia v dosledku poSkodenia mitochondrii?
A) Donorové bunky budu prejavovat znamky starnutia pomalsie ako recipientné bunky.

B) Jedinec, ktory bude darcom mitochondrii, bude starnit pomalSie, ako by bolo
ocakavané.
C) Jedinec, ktory bude prijemcom mitochondrii, bude starntt’ rychlejSic a jeho fenotyp
bude pripominat’ ochorenie progériového typu.
D) Jedinec, ktory bude prijemncom mitochondrii, bude starnat pomalSie, vdaka
efektivnejSiemu metabolizmu a nizSiemu poskodeniu v mladych mitochondriach.
5. tloha: Nasledujtci rodokmen reprezentuje dokumentéaciu rodiny, u ktorej bol Studovany syndrém
pred¢asného starnutia.
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1. Ktora z nasledujucich moznosti podl'a vas mdze spravne vysvetl'ovat’ pévod ochorenia
v tejto rodine?
A) Ide o predcasné starnutic spésobené poskodenim mtDNA — rodokmen zobrazuje
mitochondrialnu dedi¢nost’.
B) Ide o predcasné starnutie sposobené poskodenim génu viazané¢ho na Y chromozém.
C) lde o predcasné starnutie sposobené recesivnou mutdciou autozomalneho génu pre
telomerazu (RNA alebo proteinovil podjednotku).
D) Ide o maternalnu dedi¢nost’, poskodeny gén moéze byt viazany na X-chromozom,
pricom mutécia je dominantna.
2. Aka je pravdepodobnost, Ze Sipkou oznacenym rodiCom sa narodi syn s tymto
syndromom? Vysledok uved’te v percentach.
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