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Souhrn: Buné¢na imortalizace predstavuje multistupfiovy proces, pii némz bunky ziskdvaji neomezeny proliferacni potenci-

al. Imortalizovany fenotyp je vlastni nadorovym buiik
primarni bun&&né kultury ¢i dodasné bundené linie vs

dm a nddorovym bun&nym liniim, zatimeo normalni somatické bunky.
tupuji po urcité dobé aktivni proliferace do prolifera¢ng inaktivniho sti.

dia — senescence. Senescence je charakterizovana aktivaci tumorovych supresorovych proteint p53 a p16NK+ inhibici akli-
vace kindz bunécného cyklu, hypofosforylaci pRb a trvalou inhibici E2F-transkripcnich faktort. v diisledku ¢ehoy nejsou
exprimovany geny, jejichZ proteinové produkty jsou nutné pro vstup do S-faze. Okamzik senescence je pravdépodobné deter-
minovan dvéma soubéZnymi procesy — postupnym zkracovanim telomer s kazdym bunéénym délenim a postupnou demety-
laci genomu. Senescence maze byt pickonina mutagenezi, genovou manipulaci ¢i infekci DNA-tumorovymi viry, béhem nasle-
dujici proliferacni viny pokracuje oviem dale zkracovini telomer a proliferace kon¢i rozsihlou smrti bunk — krizi. Cist bunécné

populace je oviem schopna aktivovat telomery udrzujici enzymatickou masinérii (nejcast&ji ve forme enzymu telomerdzy )

krizi spontdnné pekonat a nabyt imortalizovaného fenotypu. Imortalizace predstavuje recesivni fenotyp. vznikly postupnym
vyfazenim obou kopii gendi pro mediatory scnescence a krize. Vedle télo t7v. replikativni senescence miize totozny fenotyp
vzniknout i pfed prodélinim daného pottu bun&¢nych délent, napf. aktivaci ras-onkogenu na normalnim genetickém pozadi.
Existuje dostatek dikaz(l, Ze tato tzv. predCasnd senescence. jako7 i Fidna replikativni senescence, pfedstavuji pfirozené pro-
titumorové bariéry. Aktivovany ras je oviem schopen obejit tuto senescentni bariéru kooperaci s dalim bunecnym onkoge-
nem — myc. Aktivace myc-onkogenu oviem nadto vede i k prekonani krize aktivaci exprese genu pro katalytickou podjedno-
tku telomerazy, jakoz i k fad& dalSich disledki ve prospéch nadorového fenotypu. Telomeriza sama predstavuje slibny terd
protinddorové terapie, jeji fizena aktivace by naproti tomu mohla byt dalezitd v piipadech bunéené terapic.
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Summary: Cellular immortalization represents a multistep process. during which cells acquire indefinite proliferation
1ary: (¢ ! ) ; I g ! I

potential. The immortalized phenotype is typical to twmour cclls and tumour-derived cell lines, whereas normal somatic cells.

primary cultures and finite cell lines enter after a period of active proliferation into a state of proliferation arrest termed

senescence. The senescence is characterized by activation

of tumour suppressor proteins p53 and pl16™NK¥_ inhibition of cvelin-
pp p )

dependent kinases activation, by pRb hypophosphorylation and constant inactivation of E2F transcription  factors.
Conscquently, genes encoding for proteins, which are crucial for entry into S-phase. are not expressed. The point of senescence
seems to be determined by two parallel processes —a gradual shortening of telomercs upon each cell division and a progressive
demethylation of the genome. Mutagenesis, infection by DNA-tumour viruses or transfection with their oncogenes entail
a bypass of senescence and allow for additional proliferation beyond the senescence point. Shortening of telomeres continues
during this prolonged proliferation period. however, and prolifcration terminates in culture crisis, which is typified by extensive
cell death. A part of the cellular population might. nevertheless, activate a telomere maintenance mechanism (most Irequently
telomerase) and those cells spontaneously recover from crisis and become immortal. Immortality represents a recessise
phenotype. which is conditioned by a gradual assembly of mutation hits targeting both copies of senescence- or Crisis-
mediating genes. Besides this replicative senescence. essentially the same phenotype could be induced prematurely (i.e. betore
passing the number of cell divisions. which would trigger the replicative senescence), e.g. by dominant gain-of-tunction
activating mutations in the ras-oncogenc on an otherwise normal genetic background. This premature senescence, as well as
the replicative senescence for its own sake, could be this viewed as natural tumour suppressor barriers. Activated ras is able o
bypass this proliferation block by cooperating with additional cellular oncogene — myc. However. the activation of nive leads
in addition to the bypass of crisis. by means of activating transcription of the gene encoding the telomerase catalytic subunit.
as well as to multiple additional consequences along the tumour progression pathway. The telomerase is often regarded as
a promising target of anti-tumour therapy. its regulated expression on the other side represents a possibly important point in

cell-based therapeutic applications.
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Normdlni lidské somatické buiiky jsou schopny prodélat jen
omezeny, pfedem dany pocet bunécnych déleni. zatimeo bufi-
ky nadort jsou schopné nekonedné proliferace. Existuje fada
dakazi, svédcicich ve prospéch tvrzeni, ze bunééna imortali-
zace tvori dulezity stupeti v kaskad& multistupiiové karcino-

geneze. Napfiklad schopnost odvodit imortalizovanou bunéc .
nou linii byla negativné Korclovana s prognozou v pripade
nemalobunécné rakoviny plic (1), byla nalezena dobri kore
lace mevi tumorigenni a imortaliza&ni schopnosti jednotliy yeh
kmena lidského papiloma viru (2. 3) a na modela kolorektal
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n{ karcinogeneze se podafilo prokazat, 7e buné¢né linie odvo-
zené od malych adenom (pramér mensi neZ | cm) maji zpra-
vidla do¢asny charakter, zatimco u velkych adenomi (primer
v&t§i neZ 2 cm) je daleko vetsi pravd@podobnost ustaveni imor-
talizované bundené linie (4, 5). Existuji sice buné¢né linie, kte-
ré jsou imortalizované, ale nikoli tumorigenni; klasickym pii-
kladem je slavna linie NIH 3T3 embryondlnich mysich
fibroblastii, ale v tomto pfipadé jedina dalSi genetickd zména.
t.j. transfekce jedinym aktivovanym onkogenem. vede k pIné
tumnorigennimu fenotypu. Této schopnosti NIH 3T3-fibrob-
Jastil bylo ostamé hojné vyuZito ke klonovéni aktivovanych
onkogenti 7 klinickych nadorti. Imortalizovand kultura, neni-
li pfimo tumorigenni, tedy stoji podstatné bliZe pln€ tumori-
gennimu fenotypu neZ normalni buiika (6, 7).

Bun&éné imortalizace je sama o sobé dosti komplexnim pro-
cesem a mezi imortalizovanou a normalni buiikou stoji néko-
lik prolifera¢nich bariér, které se musi postupné zhroutit, aby
buiika z{skala neomezeny prolifera¢ni potencial. Toto téma
piedstavuje v soucasnosti velice Zivou oblast nddorove biolo-
gie a jeho jednotlivé dilei aspekty jiZ byly na strankdch toho-
to Casopisu shrnuty - samostatné byla napf. shrnuta Gloha
mdm?2-onkoproteinu v regulaci aktivity tumorového supreso-
rového proteinu p53 (8), tloha telqme_réz/y (9) jakoz i funkce
inhibitoru bun&&ného cyklu p2 1Waf-1/eip-1Adi-l (10 Zamérem
tohoto ¢lanku je nacrtnout jakysi obecny ramec biologie
bunééné imortalizace, se zvlastnim dirazem na prvoi a zdd sc
i zakladni proliferacni bariéru, kterou musi nidorova buiika na
cesté k imortalizaci prekonat, t.j. senescenci.

Senescence a krize - dvé zakladni proliferacni bariéry

Jiz pred vice nez 35 lety Hayflick zjistil, Ze docasné bunécné
linie lidskych fetalnich fibroblastd jsou i v optimdlnich pod-
minkach kultivace in vitro schopny prodélat jen omezeny, pie-
dem dany pocet déleni (pocet bunéénych déleni sc udivi apro-
ximativn& jako pocet zdvojeni populace bunécné kultury -
population doubling, zkracené PD. a na uvedeném modelu
fetdlnich fibroblasti &ini tento prolifera¢ni strop 60 PD)a poté
proliferace neodvratné kon€i procesem zvanym sencscence
(té7 znama jako M1 -stadium, coZ je odvozeno od mortality-1)
(11, 12, 13). P¥i kultivaci normdlnich lidskych bunek postihu-
je senescence celou kulturu a v podstaté neni moZno zazna-
menat, e by se urcita, byt nepatrna ¢ast bun¢k tomuto proce-
su spontanné vyhnula. Senescence nemé co do Cinéni
s buné¢nou smrti - naopak (je tfeba se nencchat zmast trochu
nestastnym oznaCenim mortality-1). Bufiky zistavaji 71vé
a jejich buné¢ny cyklus se ireverzibiln€ zablokuje v G1 -fazi -
buiiky nejsou schopny vstoupit do S-fize ani v odpovéd na
mitogeny, napt. sérum, ¢oZ je mozno kvantifikovat v podobé
velmi nizké inkorporace bromdeoxyuridinu (BrdU). Bunky
nabyvaji typické rozpliclé morfologie, dochazi zde ke zméné
expresniho profilu genii - nékteré geny jsou trvale reprimova-
ny, jiné aktivovdny, a buiiky nabyvajf rezistenci vici progra-
mované bun&éné smrti - apoptoze. Byl objeven rovnéZ typic-
ky marker senescentnich bunék - B-galaktosidd-a aktivni pfi
pH 6 (tzv. SA- B-gal - senescence-associated B-galaktosida-
se). Hodinami, které buikdm vymezi okamzik vstupu do senes-
cence, je pfitom skute&né pocet bunénych délent. nikoli real-
na doba kultivace. RovnéZ kryoprezervace nijak neméni tyto
viitin{ buné¢né hodiny a buiiky po rozmrazeni zaCinaji pics-
né v tom okam7iku, v jakém byly zamrazeny. Buiiky jsou tedy
vybaveny uréitymi vnitinimi hodinami. ktere. odbije-1i konec-
ny, pfedem vyméieny pocet PD, trvale a ircverzibiln¢ zablo-
kuji dalsi proliferaci (13. 14, 15).

Ji7 v poloving 60. let se pi§lo na zpiisob, juk Ize senescenci obe-
jit- totiZ infekef nékterymi DNA-nddorovymi viry, jako je SV4Q),
lidské papitomaviry (HPV), nebo, v piipadé B-lymfocyti. virus
Epsteina a Baarové (EBV). Pozdgji, s rozvinutim metodiky
transfekee se prislo na to, 7e postadi buiiky transtektovat onko-
geny uvedenych vird, t.j. tzv. velkym T antigenem viru SV40 i
E6 a E7 onkogeny lidského papilomaviru 16 (14. 16, 17). Uve-
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dend infence ¢i transfekce md za ndsledek dalSi vinu bunécné
proliferace v rozsahu 20 - 60 PD (podle bunécného typu a pou-
zitého viru) a poté buniky vstupuji do nové fize proliferacni zista-
vy, kterd je znama jako krize ¢ M2 (mortality-2). Krize je pro-
vizena rozsdhlou smrti bunék, pravdépodobné apoptotického
charakteru, oviem pfi vysoké firovni mitotické aktivity (vyso-
ka aroven inkorporace BrdU). Buiiky v krizi rovnéz exprimuji
SA- B-gal (18. 19). Krize oviem neni z hlediska osudu bunéc-
né kultury natolik fatainim stidiem jako senescence. ponc¢vadz
uréité &asti buné&né populace se miize podafit krizi prekonat. po
urdité dobg proliferatniho klidu znovu zacit aktiva prolifero-
vat a tentokrat uZ provZdy. Piekonéni krize ma tedy charakier
imortalizace a bunéfna kultura, kterd prekonala krizi. nabyva
schopnosti nekone¢né proliferace. Frekvence této sponkinni
imortalizace neni u lidskych fibroblastd (jakoZto klasického
modelu) piili velka a pohybuje se v rozmezi 107 az 107 (14).
u jinych bun&nych typii, napt. epitelidlnich bunék. muze byt
ovéem o hodné vyssi ¢i dokonce 1 tak vysokd. Ze krize nemusi
byt viibec patrnd a hlavni prolifera¢ni bariérou zustivi sene-
scence. Ta je oviem u epitelidlnich bungk dvoutdzovi: jednot-
livé stupné se oznacuji jako MO — selekce a M1 — viasini sene-
scence. pficemz kazdy z nich md jiny molekularni zaklad (20).
Karyotyp imortalizované kultury mé viechny znaky transfor-
mované kultury, t.j. je aneuploidni a heteroploidni. imortalizo-
vana kultura oviem jes§té nemusi byt tumorigenni (6).

Molekularni biologie replikativni senescence

Juk je jiz uvedeno vySe. senescence predstavuje trvale zablo-
kovani bunééného cyklu v G1-fizi; buiiky nejsou schopny rep-
likovat DNA ani v odpovéd na mitogenni stimulaci napiiklad
sérem. Vstup do S-faze bunééného cyklu je podminen expre-
si specifickych gent, kodujicich enzymatické aktivity nutnc
pro replikaci DNA véetné DNA-polymeriz. a expresc éehto
gent je kontrolovdna na trovni jejich transkripee rodinou tran-
skrip&nich faktort E2F. V G1-fdzi je exprese téchto genu nezd-
douci a E2F faktory jsou v souladu s tim inaktivoviny inter-
akei s proteiny retinoblastomové rodiny (pRb): tato interakee
je podminéna hypofosforylovanym stavem pRb. V normanim
pritbéhu bunééného cyklu je v pozdni G1-fizi pRb fosforylo-
van kindzami buné¢ného cykiu CDK-4 a CDK-6 aktivovany-
mi cyklinem D, popf. CDK-2 aktivovanou cyklinem E - fos-
forylovany pRb ztraci schopnostinterakee s E2F. en je uvolnén
a spousti transkripei gend, jejichZ proteinové produkty jsou
nutné pro vstup do S-faze (21). Senescentni buitky oviem tuto
fosforylacni reakci nejsou schopny provést, pRb je tudiz trva-
le hypotosforylovén a v trvalé interakci s E2F. Tohoto bioku
je dosaZeno aktivaci syntézy dvou inhibitorit kinidz bunécne-
ho cyklu - pl6!NKH (specifita pro CDK4 a CDKO) a p2 1™

Icip-TAdi-1 (Kiroké spektrum inaktivovanych CDKy: p2 170 741

I8dil_gen je pfimo aktivovdn tumorovym supresorovyim
proteinem p53 (22). p53 protein je v senescentnich bunkach
stabilizovin a vykazuje zvy3enou trakskripdné-uktivacni akt-
vitu (15). Ke stabilizaci p53 dochdzi pusobenim proteinu
p 14ARE (mygi homolog nese oznaceni p19~RY ). jehoz gen sdi-
1i &ast kodujici sekvence - 2.4 3. exon - s ploMNEE senem nd
oviem sviyj viastni promotor a 1. exon a vzhledem Kk pouzit
jingho ¢teciho rdmee (ARF v oznaceni znameni alternative
reading frame) neexistuje na aminokyselinove urovii 7idna
podobnost mezi pldARE g p1aINKEE 3y p AR srabihizuje
p353 protein vstupem do piirozené negativai regulace p3 3 pro-
stiednictvim onkoproteinu mdm2. Mdm?2 interaguje ~ p53
avysledkem éto interakee je zfejmé export komplexu tmdm?2

p53 7 jadra do cytoplazmy a zde proteolyticka degradace:
mdm?2-gen je pritom rovnéz piimo transkripéné aktivovin ps 3

proteinem. p 1438V je schopen soucasné interakee s mdm 2 i p3 3
arusi destabilizacni funkei mdm? (8, 24). p/6/¥8-jokus obsa-
huje jesté jeden gen. ato p /5K blizee homologni p /6PN,
jehoz proteinovy produkt je i funk&né analogicky o tedy rov-
néz schopny inhibovat aktivaci CDK4 a CDK6 cvklinem 1:
nezdd se oviem. 7¢ by p13NEH byl aktivovin v prabchu fad-



né replikativni senescence (23). p53 zfejmé reguluje senescenci
jeste dalsimi cestami nezavislymi na p2 | wat-17eip-sdi-1 Joqnim
zkandidatt je vazebny protein inzulinu-podobnych riistovych
faktorii - 3 (IGFBP-3), ktery inaktivuje pfimou vazbou tyto
ristové faktory a tim blokuje jejich mitogenni plisobeni (24).
Samotny p2 [ 1eip-14di-1 e schopen kontroly bunétné pro-
liferace jesté dalsim mechanismem, a to inhibiéni interakei s
proteinem PCNA (proliferating cell nuclear antigen), ktery
pisobi jako kofaktor DNA-polymerazy - disledkem uvedené
interakce je pfima inhibice replikace DNA (25). Obé funkce
p21WabVelp-TAdicl "y inhibice cyklin-dependentnich kinaz
a inhibice PCNA, jsou pfitom neseny riznymi doménami
p21 VA eip-IMdEL_proteinu. Inhibice CDK pfisiusi N-termindl-
ni Casti, zatimeo vazba PCNA je vlastni C-terminalni domé-
né. V experimentdlnim systému jsou obé¢ domény schopny
nezdvisle inhibovat buné¢nou proliferaci, inhibi¢ni u¢inek N-
termindlni domény zaméfené proti CDK se ukazuje jako vyraz-
néjsi (26,27).

Toto je tedy obecné schema proliferacniho bloku replikativni
senescence (obr. 1) a odtud je na bile dni, jak mohou onko-
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Obr. 1. Schema replikativniho bloku uplatiujiciho se v senescenci.
Senescence je spuiténa aktivaci lumor()}:,y"ch supresorovych proteinii p53
a pl6™NKE Aljternativni produkt p76/VKA ok usu ~ pl4ARE _ biitom sta-
bilizuje pS3-protein zrusenim destabilizadni funkce mdmZ-(_)nkoPmrcinu.
Aktivovany  p53 s&)oUK[i transkripei  p2 - icip-ihdi-lgon,
plOINKI o wal-ticip-lidi-l_ peorainy inhibuji aktivaci cyklin-depen-
dentnich kindz. Ty v dasledku toho nejsou schopny fosforylovat tumoro-
vé supresorové proteiny rodiny pRb. pRb zistiva v trvalém komplexu s
transkripénimi faktory E2F-rodiny, které tudiz nejsou k dispozici pro tran-
skripci gend, kodujicich proteiny nezbyiné pro vstup do S-fize bunécné-
ho cykiu. Konecnym efektem je tedy zablokovini bunécného cykluv G-
fizi. Tento replikativni blok je sdm aktivovan Jako ndsledek vycerpani
povolené replikacni kapacity dané buiiky. nebd rovndy pied dovrsenim
povoleného po¢tu bunéénych déleni — v tomto pfipadé ma7e byt senc-
scence spustena aktivaci nékterych onkogent. napiiklad ras.

proteiny DNA-tumorovych virti tento blok prorazit. Podstatou
jejich onkogenniho Gcinku je totiz vyvazani bunéénych tumo-
rovych supresorovych proteint do nefunké&nich komplexin
a jejich smérovani k degradaci - T-antigen SV40 ptitom sou-
c¢asné vize p53 a pRB, E6-onkoprotein HPV 16 inaktivuje p53
a E7 podobné inaktivuje pRb (14, 15).

Zbyvd odpovédét na otazku, jak je tento proliferacni blok akti-
vovan po prodélani ur¢itého predem naprogramovaného poctu
bunétnych déleni. Zda se, 7e zde souasné pisobi dva mecha-
nismy - postupujici eroze telomer s kazdym buné¢nym déle-
nim a postupujici demetylace genomu (28). Zkracovini telo-
mer je zfejmé vysledkem dvou procest - neschopnosti
DNA-polymerizy opoZdujiciho se fetézce uplné replikovat
templdt (tzv. end-replication problem) - proces, ktery byl popr-
vé hypoteticky nacrtnut ruskym genetikem Olovnikovem na
zaCatku 70.let bez jediného experimentu, jak na to vzpoming
sam Hayflick (13), a k tomu ddle pfistupuje piedpoklidané
plsobeni 5°-3" - exonukledzy (29, 30). Délka telomer indivi-
dualnich lidskych chromozomd muze byt kvantifikovana
metodikou in situ hybridizace, za pouZiti fluorescenéné 7na-
¢ené sondy odpovidajici multiplikované tclomerové repetici
(obr. 2). Ubytek DNA pfipadajici na jedno bun&¢né déleni byl
takto v dobe velmi neddvné pomérné piesne zméfen a dosi-
huje délky 50 - 200 pari bazi (pb). pficem7 razné hodnoty
v tomto rozmezi byly ziskdny pro rizné individualni chromo-
zomy (31). Zkrdceni telomer na ur&itou kritickou trover ziej-
mé pusobi jako urcity signal poskozeni DNA., ktery aktivuje
p53; jakd je oviem podoba tohoto signdlu zastdva zatin nejas-
né - zda to je pfimo zkraceni telomer nebo neschopnost zkri-
cenych telomer zaujmout typickou sekundarni strukturu (tzv.
t-loop) apod. (32). RovnéZ je jasné, 7e neexistuje naprosto jed-
noznacny vziah mezi délkou telomery Jednotlivych individu-
alnich chromozoma a spusténim senescence - u nékterych chro-
mozomi mize byt tolerovin i v&t3i tbytek telomer, u jinych
ne - neni to tedy rozhodné tak, 7e by prvni kratkd telomera
spoustéla senescenci (31). Nicménd postaven{ P33 jakozio sen-
zoradestrukce telomer Ize poklddat 7a prokazand - bylavytvo-
fena mutantni linic mySi. u nich? je vyfazena telomerdzovi
enzymatickd aktivita cilenou mutaci v genu Kodujicim telo-
merazovou RNA: tyto mysi vykazuji patologické poskozeni
u tkan{ vyZzadujicich vysokou drovef proliferace bunék. které
Jje ovSem vyrazné zmirn&no prekiizenim 6to mutace na poza-
di bez funk¢niho p53-genu (33). At uZ je mechanismus akti-
vace pS3 jakykoli, dalsi priabéh se zda b)’/l}'usny’. Aktivovany
P33 spousti transkripei genu p2 /Vaf Il ehog proter.
novy produkrt zablokuje bun&ény cyklus inhibici Gl-kins
a PCNA, popf. genu pro IGFBP-3, ktery zablokuje mitogenni
aktivitu okoli bufiky. p33 je pFitom stabilizovin p 14 R! i jeho
transaktivacnf aktivitamiZe byt zvyicna transkripénim kotak-
torem p33NG1 (24).

Demetylace genomu postupuje moZna jako nezivisly soubés-
ny proces registrace prolifera¢ni historie a Jjeho cilem je prav-
d€podobné p /6% jehoz promotor je velmi citlivy ke zme-
nam v metylaci DNA (34). Nizorny piiklad této citlivosti
poskytuje kultivace epitelialnich bundk mlééné Zlazy . unichz,
na rozdil od shora uvedeného fibroblastového modelu. probi-
ha senescence dvoufdzové — prvni fize (po 10 - 20 PD) se
oznacuje jako sclekce Cili MO, za ni pak nasleduje (po dalich
10-20 PD) vlastni senescence &ili M1. Selekee mie byt pre-
konana bud transfekci HPV E7-onkogenu (ale nikoli E6) neho
spontanné — huﬁlgz‘. které spontanné piekonaly selekei hy per-
metylovaly p /6™ 4-promotor a tpIng utlumily expresi genu.
Senescence (M1) je pak zdvisla vylucné na p53 a je prekona

na transtekei HPV E6-onkogenu (20,

Postupujici demetylace genomu ma cfekt piesn¢ opacny. L.zn

dochizi k- aktivaci (derepresi) p/6™%: navic se sjistilo. i
Lento protein i jeho mRNA jsou velmi stabilni 4 mohou se tak
“pasivné” hromadit v bufice s postupujici proliferaci. Pointa
je totoznd jako u aktivace p33. . inaktivace CDK4 1 CDK6

inhibice fosforylace pRb a zablokovini bundcncého oy kit
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Obr. 2. Preparit metafizickyeh chromozomi bunék kostni dre
e adpovidayicim jedné kopii telomerove repel

s Fluoview, zvétseni 1430 x,

v Gl-fizi (14). Sled jednotlivych procesi in vitro imortalizi-
ce schematicky zachyeuje obrizek 3.

Je velmi obtizné. ne-li nemozné, » diléich experimenti kate-
gorizovat jednotlivé molekulirni mediitory senescence podle
dalezitosti. Napfiklad byla popsana kultivace dospélych fib-
roblasti od dirce postizeného Li-Fraumeni syndromem (ger-
mindlni mutace v p33-genu). kterd konci normalnim sene-
scentnim blokem po asi 40 PD, ten viak muze byt spontinné
piekondn mutaci v jediné funkéni kopii pSi-genu doprovi-
sené ziritou heterozygotnosti (loss of heterozy gosity -~ LOH),
aby pO\lé/L umaoznil dalsi nmlifcmmi vinu o délee 32-35 PD,
kterd oviem opél koni ve stavu piipominajicim senescenci
(35). Pokud béhem této dodatecné proliferace dochazii k vyfa-
zeni p16"84 deleci obou kopii genu. prodiuzuje se tuo dodi-
lecnd proliferaéni perioda pﬁbliiné na 55 PD a kondi krizi,

Obr. 3. fi vitro imortalizace primdrmi bunééné kulury, Behem Lnlu
primdmni bunéiné kultury dochizi k postupnému skracoy y
dym bunetnym délenim u k postupujici demetylaci
Vslednici obou 1&chto procesi je vstup bund
seence, pil némi se e veskerid daldi prolife :
oviem obejit v ranich mediitera
supresorov veh proteini, mapkiklad tansfekel onkogens DNA
virhh. Disledkem této manipulace je dalsi pukradovini bur
e, bihem niZ oviem rovné? pokraduje postupne skrcovint te Inn|\q i
4. kdy zkricend telomery ji ou schopny plnit svoji \Llnlnl
u funkei echran hmmnmnunul] koneu. Duost
Kultury, jejiz charakierist it
Nerbytnou podminkou da
- enzymatichd masinérie,
i je imortalizovana o je schopna &

IBORTALITA.
“ THELOMER STAMLITOVANA
)
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.a M2-rarre
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Hoveka hybridizovanych m siu
Vlastni chromozomy jsou bar-
umjodidem, welomery jsou vizualizoviny prosticdnictvim FITC. Mikraskop Qlvm
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dochiei zde tedy ke Kvalitativod i kyvanti-
tativnd totoznému efekt, juky byl zi
transfekei T-antigenu SV40 donormalnich
presenescentnich fibroblastu (36). Kon-
cepéné totozny vysledek byl sishin trans
fekei fetdInich hdskyeh fibroblasti bud E6
(—=p353) nebo E7 (—pRb) - onkogenem
HPV-16; kazdy 7z onkogenii poskytoval
sim o sobé jen omezenou proliferadni
vyhodu. Kvantitativni srovpdnt je sde
oviem obtizné: kazdy 2 onkogeni posky-
toval sim o sobé prodlouzeni proliferacn
faze 0 ~20 PD arovnéz konec éto prolife-
radni viny se 1i8il - transfekee E6 kondi
stavem plipominajicim sencscenc, zatim-
co u E7 se jednalo spise o krizi (191 Na
druhé strané bylo publikovino. 7e mutace
v obou kopiich p2/* ittt srany.
ktery ziejme v prvé fadé zprostfedkovivi
efekt p33 (¢ mutace v jedné Kopii ndsle-
dovand  spontinnim vyFasenim drubé
kopie proviizendm o heterozygol
nosti) umodelu primarnich fetilnich plic-
nich fibrablasta poskytuje dodatecny pro-
liferaéni prostor 20— 30 PD (potud ¢mef
shodné s kultivaci Li-Frammeni fibroblastu, klery oviem kon-
i o pii perzistening svviend expresni hlading
MEH18. 37). Tento vysledek je mozné interpretaval
ni wlohu zablokovani bunéeného cvklu v sen
¢i hraje [1’I""" Heipesdi=1 - roti tomu ovaem s1oji posorov;
Fe p o™ je mutovan v celé Fadé nddori. zZatimeo mu
neze u p2 PP AL geny prakiicky sasnamenana nebyla
prijmeme-li model senescence jako tmorove supresorone
hmc? (vie ddle). ukazuje olo srovndini na priniirni dlohu
p AR (3 3R), Zdvérem je proto moZne shinout, 7 sencs-
cence je vysledkem jakéhosi vyviazeného syatému blokojici
ho bunécny cyklus, plicemz Kazdd e slofek plni svou kol
alze 187ko nékierou v nich vyrdvihoval na dkor drahe, Roy
né7 Ize jen obtizné kvantitativad (). co do rogsahu poskvinu-
1ého doditeéncho proliferadniho prostonu) parovidvit ngne
nesdvislé studie. které na riznyeh konkrétmch bunécnyeh lini-
ich manipuluji s jednotiivymi medidtory senescence.
Podafi-1i se butce mutagenezi. virovou infekei O genoven i
pulaci prekonat senescentni bariéru, pokracuje |\u celou dabu
dodatecné proliterace dile destrukee tetomer (281 (Kieron a7
oviem buiika nemize sumamenat aadehvame na nreagovan,
azdookamziku. kdy telomery nejsou dile schopiy zastivil svou
ckou Tunkei - Lj. ochrianu koned chromozomu
vslednd chromozomiing nestabilitioy podi
bé chromozomilnich i a plestaveb je pravdépodobne st
ni pricinou viny bunéené smrti charakierizujict krizi. Bunky.
Krerym se podafi krizi prekonat a dosdhnout imortahizace. skl
vuji béhem Krize mechanismus stabilizace telonier. asi v 834
]11"i|‘m|u v pnduhé aktivace enzymu telomerizy o 14 15300 Ten-
1o sedmdr zdroven poskytuje v \nu.lluu PO POZOROVINE 2¢ Vel
sina mlnlmlttm.ln\«m n.niuru\ lhununuh linii i t;lunk-

bunéény hl\pu _]akohuu epitelid
tinocyty, vede infekce HPY 16 & transfekee [ T-omhkorge-
ny m_]u_n k prekonidni senescence. ale krive u nich vubec nemu

i prekondni senescence mad charakter imortalizace
A o 2 v otechto bunéényeh typech vale mikoli
il ve libroblastech) je E6-onkogen, hromé maktnace

tivovat telomerdz, Tato pose

napiik
pa3-proteinu, rovné? schopen
ini mitde byt klinicky vyznamné u HPV-indukovin ch nado-

rin, juko je karcinom délodniho kecku (39

Genetika bunééné imortalizace
Dilezitym prvkem na cesté desilrovini molekukinm podstan
imortalizace bylo posnani. Ze imortalizovany fenolvp vt




puje jako recesivni v experimentech typu somatické hybridi-
zace - produkt bunécné fiize mezi do¢asnou a imortalizovanou
buné¢nou kulturou prejima smrtelny fenotyp docasné kultury
a podléha senescenci a krizi (40, 41). Rovnéz produkt buné&g-
né fize mezi dvéma imortalizovanymi lidskymi buné¢ny mi
liniemi je ovsem Casto schopen pouze docasné proliferace
apoté vstupuje do senescence. Systematickou somatickou hyb-
ridizaci vybranych lidskych imortalizovanych bun&nych linii
byly detinovany &tyfi tzv. komplementa¢ni skupiny imortali-
zace, oznacené jako A, B, C aD; pouze produkt faze linif nile-
Zejicich do téZe komplementaéni skupiny prejimd rodi¢ovsky
imortalizovany charakter, co? prokazuje, ze bun&éné linie téze
komplementacni skupiny mutovaly v procesu imortalizace
totoZznou sadu genii (42, 43). Rovnéz produkt faze imortalizo-
vané telomerazu exprimujici bun&né linie s docasnou bunée-
nou linii ztraci telomerdzovou aktivitu (44). Imortalizovany
fenotyp je podie vieho vysledkem multistupiiové mutageneze
typu ztraty funkce (loss-of-function). Jinymi slovy. existuji
dominantni senescenci a krizi spoustéjici geny a alely a k pie-
kondni t&chto dvou prolifera¢nich bariér Jenutné vyfazeni obou
kopif pfislusnych gent na obou homolognich chromozomech.
Cist produkti téchto gend pasobi jako negativni regulatory
bunécného cyklu, jina dst pasobi jako represory telomerazy
(45, 46).

Ztrdta funkee pfislusnych negativnich regulidtort imortaliza-
ce je ptitom zapotiebi konstitutivng, t.j. po celou dobu proli-
ferace imortalizované kultury - zaneseni funkénich kopii p53
a p16™K4 genii do imortalizovanych fibroblasti {ptvodu Li-
Fraumeni rodin) vraci tyto bunééné linie na samy pocitek
d znovu nastartuje replikativni senescenci. Podobné pouZziti
teplotn€ senzitivni mutanty SV40 velkého T-antigenu umoz-
fuje pfi permisivai teplot& imortalizovat lidské fibroblasty (t.].
obejit senescenci a selektovat buniky prekonavsikrizi), pii VY-
Seni teploty kultivace takto imortalizované linie velmi rychle
opét vstupuji do senescence (14, 28). Jednou z pficin tohoto
chovini mize byt skute¢nost, 7e imortalizované bunsené kul-
tury maji zpravidla krat3i (byt stabilizované) telomery. a tudiz
Je u nich trvale ptitomen signal poskozeni DNA spoustéjici
senescenci - je-li do téchto bungk jestd dodatedné vnesen i pri-
Jjemce tohoto signdlu (p53), objevuje se pak senescence jako
logicky disledek. Mo7nou praktickou aplikaci je pak genova
terapie nadord transferem genii kodujicich molekuldrni medi-
atory senescence, jako je p16TNK4a (47,

Uvedeny princip, t.j. 7e restaurovani jediné genetické zmény
z celé multistuptiové kaskady vedouci k imortalizovanému
fenotypu tento fenotyp rusi a obnovuje senescenci. byl vyuZit
texperimentdIné k mapovani novych genti senescence a imor-
talizace metodou transferu individualnich chromozomu (mic-
rocell-mediated chromosome transfer). Podstatou této meto-
diky je bun&¢na fize mezi studovanou imortalizovanou
buné&cnou linii a hybridni bunéénou kulturou, nesouci na poza-
di mysiho genomu (bun&ena linie A9) vzdy jediny konkrétni
lidsky chromozom znaceny selek¢nim markerem (obvykle
Neo'-gen). Nese-li tento chromozom gen spojeny se senescenci
Cikrizi, ktery je homozygotng muta¢ne vyfazen u pouzité imor-
talizované bunécné linie, dostavi se vzapéti po fizi senescen-
ce nebo krize. Cast hybridnich klond se oviem vzdy vraci k
plvodnimu imortalizovanému fenotypu a u t&chto revertanta
zpravidla dochdzi k deleci mensiho & vétgiho useku daného
vneseného chromozomu. Jednotlivé klony revertantli jsou pro-
to podrobeny mapovaci analyze na retenci &i ztritg Jjednotli-
vych genetickych markert analyzovaného chromozomu a tim-
Lo zpasobem je stanovena tzv. minimélni deletovani oblast. tj.
nejmensi prinik deleci viech analyzovanych klonu revertan-
th. Takto 1ze zpravidla pomérné pfesné zmapovat pozici hie-
dancho genu, fadové s piesnosti megabizi DNA. Nisleduji-
¢i jemné mapovani sleduje v podstaté obecnou metodiku
pozi¢niho klonovini gen, tj. vytvofeni tyzikalni nmapy dané
oblastiv podobé usporidandé sestavy fragmentii DNA v podo-
b& YAC- (yeast arteficial chromosome) ¢i BAC- (hacterial

arteficial chromosome) klon (které Ize rovnéz funkené otes-
tovat zavedenim do dané imortalizované bunéené linie. meto-
dika je ovSem slozit&jsi), selekce exprimovanych oblasti (EST
—expressed sequence tagg), kandidamich gentatd. V uvede-
ném experimentdlnim systému lze senescenci indukovat vel-
mi rychle (po 5 az 9 PD), naproti tomu v pripadé represoru
telomerazy dochdzi k indukei krize a7 PO postupné destrukci
telomer, ktera nastiva a7 po 20 — 40 PD (48).

Alternativni metodika byla zcela pfevzata 7 molekularni
genetiky nddort a spo¢iva v hledani oblasti. na Jednotlivyceh
predem vytypovanych chromozomech. popr. i nadrovni celé-
ho genomu, vykazujicich konzistentni ztraty heterozygotnosti
(LOH). coz je charakteristicky znak lokalizace tumoroveho
supresorového genu. Za modelovy systém mizeme pokladat
vySe zminénou kultivaci fibroblasti Jedincd postizenych Li-
Fraumeni syndromem (35). Jiny systém vychdzejici / kla-
sického modelu analyzoval chovani fibroblasti imortalizo-
vanych po transfekei T-antigenem SV40. Senescence je zde
prekonana blokovanim p53-a pRb-proteinli transtekiov anym
virovym onkoproteinem, ale ukazuje se. 7e k imortalizaci I
vedle aktivace telomerazy nutna jesté geneticka 7ména na
arovni 6426-27 (49). Jiny vhodny systém predstavuje baterie
bun&¢nych linii odvozenychz nidora hlavy akrku (SCCHN)
-7 teéchto nddord se podafilo ustavit bunééng linie v rilzném
stupni "imortaliza¢ni drahy™ (t.J presenescentni. jejich? kul-
tivace kon¢i senescenci. postsenescentni. Jejich? kultivace
kon¢i krizi, i imortalizované) a tyto linie takto tvofi velmi
vyhodny vstup celogenomové srovnavaci analyzy na ztriaw
heterozygotnosti dostupnych genetickych markeru. kiers
v pripadé LOH oznacuji polohu zasazeného tumorového sup-
resorového genu (50).

Touto metodikou mohly byt pfifazeny chromozomy projedior-
livé komplementacni skupiny (A - chr. 6. B - chr. 4. C - chr. i
a D -chr. 7) a v riznych liniich byla senecsence koreloving
s transferem lidskych chromozomi 2.3, 11, 13. 164 18 (28,453,
48.51). Gen pro senescenci komplementaéni skupiny B byl jiz
klonovin (MORF4-gen), 7da se oviem JISté, 7e dalsit geny na
chromozomu 4 je tieba Jesté vyklonovat, ponévads samotny
MORF4- gen indukuje senescenci a7 po 20 - 30 PD. na rozdil
od intaktniho chromozomu 4. ktery po transferu indukuje sene-
scenci uz po 5-10 PD. a navic u &dsti bunécnych linii pfifasc-
nych do komplementa¢ni skupiny B je MORF4 7cela netcinny
(52,53). V brzké budoucnosti se di rovngr oCekdvat vyklono-
vani genu pro komplementa¢ni skupinu D (SEND-gen na chro-
mozomu 7q31) (46). Gen pro represor telomerazy byl mapov:in
na chromozomu 3 do oblasti 3p21.3-22 4 3pl2-21.1154).
Molekuldrni podstata senescence a imortalizace mize byt
odhalena jeSté z aplné jiné strany. Jak senescence. tak 1 imor-
talizace jsou totiz charakterizovany zménou expresniho pre
filu gend ve srovnani s normalnimi bufikami ¢ho7 Lvpu (554,
Tyto diferencované exprimované geny je pak mosné izolovar
specialnimi metodikami jako je analyza typu “dilferential dis
play™ (56. 57). subtrak&ni klonovini {58) ¢i analyvza tvpu
"DNA-microarrays™ (59).

Replikativni senescence jako bariéra nadorové transformace
Pojetf replikativni senescence Jako prirozené protitumorove
bariéry vychazi 7 nékolika pozorovani. Za prvé. tytéz geny.
jejichz proteinové produkty zprostiedkovavaji trvalé zablo-
kovini dalsi proliferace v senescenci. PALFT mezi nejcaste)i
mutované tumorové supresoroveé geny v klinickych nddorech.
Kazdému 7 nich pislugi v piipadé germindini mutace spect-
ficky syndrom dédi¢né nadorové predispozice: p33 - Li-Frau
meni syndrom se $irokym spektrem nddora. pRO - rodinny re -
noblastom. p 76"~k rodinngm melanom (14): velmi vyacne
se vyskytujici forma rodinného melanomu Jerovndés hodovy
na specifickou mutaci v CHK 4-genu, Klerd propujcuje insen
zitivitu - vaci inhibici aktivace cykliinemr D ze strumn
PIOINKH38) pS3 pI6INKH g\ Fads pripadu soucasnc i /4 1%
DAt rovne7 mezi nejcastéfi mutovand tumoroy o NUNISE

HED]
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geny u spontannich nadort, rovnéz ¢asto pozorovanou alter-
nativou mutace je u p/6'VK44 zry3eni exprese hypermetylaci
promotoru. I kdyZ se mutace v pRb u spontinnich nadort
vyskytuji méné Casto, jejich vyskyt se striktng vylucuje s muta-
cemi v pI6/NK4a o7 potvrzuje ekvivalentnost dopadu obou
mutact; Casto se proto hovofi o p/6™K4/pRb - tumorové sup-
resorové drize (38, 60).

Druhé pozorovini ve prosp&ch nutnosti prorazeni bariéry rep-
likativni senescence v procesu tumorigeneze vychazi z toho,
Ze z nadori Ize bez nutnosti dal§i mutageneze & genové mani-
pulace odvodit, podle konkrétniho typu snadnéji ¢i obtiZnéji,
imortalizované bun&&né linie. To sv&dé{ o tom, Ze vétsina nado-
rd postoupila b&hem nadorové progrese jesté dal - az k pieko-
nani krize a k imortalizaci. Tebaze Ize vZdy vznést namitku,
Ze k imortalizaci miZe dojit aZ v procesu in vitro kultivace,
skoro 90% podil nadort, které vykazuji telomerdzovou akti-
vitu, dosti padné hovofi ve prosp&ch imortalizace Jjako soucasti
karcinogeneze in vivo (61, 62). Dokonce v nékterych pfipa-
dech nenahraditelnost nadoru jakoZto vyluéného mozného
zdroje pro odvozeni permanentnich bunéénych linii vedia
k produkci transgennich mysi, u nichz byla tumorigeneze cile-
né¢ smérovana do zddaného specializovaného bunééného typu
- velmi se v tomto ohledu osvéd¢il T-antigen viru SV40 pod
kontrolou tkafiove & bunééng specifickych promotor( (63).
Existuje vlastné n&jaky koncepéni diivod, pro¢ by z hlediska
niddorové buiiky vyvstdvala nutnost prekonani proliferacnich
bariér senescence a krize a nasledné imortalizace? Cisté teo-
reticky ne - prostor onéch 50 PD predstavuje vice neZ dosta-
tecnou proliferaéni kapacitu pro vytvofeni smrtelného nado-
ru. Je tieba oviem vzit v ivahu, Ze cely proces multistupiiové
karcinogeneze vedouci ke kone¢nému, ping malignimu, metas-
tatickému a vadi terapii rezistentnimu fenotypu vyZaduje fadu
genetickych zmén, které se asembiuji procesem ndhodné muta-
geneze anasledné selekee, coz je proces neefektivni. pfi némyz
dochdzi k velkym bunéénym ztritdm. Z tohoto pohledu je prav-
dépodobné zapotiebi daleko v&tsi proliferacni kapacity nez
kolik vymezuje senescentni bariéra (61, 64). Navic onch 50
PD bylo odvozeno pro fibroblasty a piedpoklada se ¢i bylo
prokdzéno, Ze u fady jinych bunéénych typlt miZze scnescen-
ce nastavat podstatn€ dfive. Zjistilo se rovnéz, 7e u nékterych
buné&nych typu je senescence funkcei stadia diferenciace: dife-
rencované tyroidni folikularni butiky podléhaji dvéma casnym
proliferatnim bariéram, z nich prvni je pRb-zavisla. L.j. pfe-
konatelnd E7-onkogenem HPV, ale pl6™NK+nezavila.
mechanismus druhé neni znam. Dediferenciace oviem rusi tyto
bariéry a jejich vysledkem jsou buiiky, které se s ohledem na
senescenci blizi fibroblastim, t.j. p53- a pRb-zavisla sene-
scence nastava okolo 40 PD (62). Je téméF zbyte¢né doddvat.
Ze dediferenciace je soucasti morfologie fady nadora.

Je oviem nutné dodat, Ze existuji pfiklady nadora. z nich byly
izolovany pre-senescentni bunécné linie (napfiklad Supinaty
karcinom hlavy a krku - SSCHN). Dokonce se podaiilo izolo-
vat jednu linii, kterd sice mutovala p53-a p16/NK4_geny  dosta-
tené ovSem neaktivovala telomerazu, a jeji kultivace in vitro
kon¢i krizi (50).

Predcasna senescence

V' dob¢ velmi neddvné se zjistilo, Ze postaveni senescence jako
protinidorové bariéry nize nabyvat mnohem aktivnéjsipodo-
by. Prekvapujici vysledek byl ziskan pii studiu dasledki ckto-
pické exprese jednoho z nejdalezitéjsich onkogent - ras. Geny
pro malé GTP-vazebné proteiny ras (Ha-ras, Ki-ras a N-ras)
patii mezi viibec nejcastéjsi cile mutageneze v klinickych nido-
rech, pficemzZ typickych dopadem takové mutace je rozvrice-
ni normdln{ regulace aktivity proteinu (65). V uvedeném expe-
rimentu se oviem zjistilo, Ze aktivovany ras-onkogen
v normdlnich bufikich nejen 7e nepasobi onkogenné. ale pri-
mo zastavuje proliferaci za stavu, ktery nese viechny atributy
senescence —tj. buiiky nabyvaji typickou rozpliclou morfolo-
gii, zOstdvaji Zivé, ale nejsou schopny dalsi proliferace ani po
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stimulaci sérem, stimulace sérem nevede k indukci c-fos fak-
toru a buiiky exprimuji typické markery senescence — se sene-
scenci asociovanou B-galaktosidazovou aktivitu (SA B-Gal)
ainhibitor aktivatoru plasminogenu typu I (PAI-I) (66). Dochi-
zi k aktivaci molekuldrnich medidtori scnescence — ps3.
pI4ARF, p2]Wut-l/up-l/sdl-l. plélNK4u a v tomto pf'fp‘ddé
ipI5™K® (obr. 1)(66,67). K totoznému efektu dochiz i akti-
vact downstream-efektord ras ve sméru mitogen-aktivované
kindzové kaskady, tj. raf a MAPK (68. 69). Tento fenotyp je
evolucné konzervovany, minimalng mezi mySi, krysou a ¢lo-
vékem. Toto pozorovan{ poskytuje vysvétleni pro nutnost sou-
Casné aktivace onkogeni a inaktivace tumorovych supresoro-
vych genl v procesu multistupiiové karcinogencze -
aktivovany ras miiZe pisobit proliferacne jen tehdy, dojde-li
k aktiva¢ni mutaci na pozadi mutac¢niho vyFazeni tumorovych
supresorovych gent. Otizkou zatim z(stava, do Jaké miry je
ras-indukovand senescence reverzibilni. Ve shora uvedenych
pracich byl aktivovany ras do bunék zaveden retrovirovou
infeket, pfitem7 expresni hladina mutovaného ras dosahovi-
la vice neZ desetindasobku endogenni exprese. Za téchto pod-
minek je vyvolany senescentni fenotyp ireverzibilni, 1j. jesthi-
Ze po vyvolani senescence dojde nasledné k vyfazeni lokusu
tumorovych supresorovych geni. neuvolni to senescentni blok
(66, 63). AcKkoli se obecné tvrdi, Ze senescence znamend ire-
verzibilni zablokovini bun&cného cyklu, ukazuje se.7e v fadd
piipadi to tak docela byt nemusi — napfiklad pri kultivaci Li-
Fraumeni fibroblasti dochdzi vzdy k zdstave proliferace
v souladu se senescentni bariérou a aZ v pribéhu (6o zdsta-
vy dochdzi k vyfazeni druhé kopie p353- genu (LOH). co¥ se
umalé Casti bunék projevi jako zotavenise v proliferacni zastu-
vy (35). Je tudiz docela dobfe moZné a bylo by i logické oce-
kdvat, Ze za redlnych podminek in vivo vede aktivacni ras-
mutace k zistavé proliferace. oviem buiika je schopna
v tomto senescenci podobném stavu Cekat mésice a tieba i roky
(coz maze byt usnadnéno rezistenci senescentnich bunék viidi
apoptéze), nedojde-lik mutacnimu vyfazeni tumorovych sup-
resorovych genll, a v tom pfipadé znovu zahdjit proliferaci.
nyni jiz ve sméru nadorové transformace (70).

Myc

Jiz od zacatku 80. let je znamo, 7e ras neni schopen sam trans-
formovat primarni mysi fibroblasty a 7e potiebuje Kooperaci
nékter¢ho z onkogeni DNA-tumorovych vird & vyiazeni
tumorovych supresorovych proteind jinym zpiisobem, napr.
pouzitim dominantnich negativnich konstruktii (vysvétleni
bylo pravé podino). Existuje zde oviem jedna vyjimka, kdy
Je efektivni kooperace schopen jiny bunécny onkogen. a to
pravé myc (71). Myc tedy piedstavuje zeela vyjimecnou onko-
gennirodinu (c-mye, L-mye, N-myc); funkéné se jedna o jader-
né transkripéni faktory. které v heterodimericke podohé
v komplexus proteinem zvanym max reguluji expresi sady
efektorovych genti nesoucich ve svych regulacnich oblastech
piislusnou rozpoznavaci vazebnou sekvenci (snad ve viech
pripadech gend ptimo regulovanych myc/max dimerem se
Jednd o downstream-regulacni sekvence. kieré nejsou lokali-
zovany v promotoru jako obvykle, nybrz uvniti genu, Zpra-
vidla v prvnim intronu). Myc je také v tom neobvykly. 7¢
dokdZe jak aktivovat, tak i reprimovat expresi cilovyeh genir:
obeené se dd oviem Fici. 7e myc pusobi jako transkripéni aku-
vator, cely protein je ovSem vyrazné slabsim aktivatoren. nes
chimerické konstrukty transaktiva¢ni domény myc¢ a néjuké
Jin¢ DNA-vazebné domény (napf. kvasniéncho laktoru GAL -
4). 7 CehoZ se usuzuje, Ze se nékde uvniti myc proteinu nachi-
71 negativni regula¢ni doména zeslabujici silu transaktivace
(72). Myc-taktory obecné pasobi jako proliferaci-stimulujici
proteiny. v pribéhu diferenciace, kdy dochdzi k prirozend-
mu omezeni proliferace bunék. je myc vystiidan skupinou
faktord mad (funké&ni entitou jsou tedy mad/max heterodime-
ry): mad-faktory pfitom pasobi jako aktivni transkripcni repre-
sory (73).
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Obr. 4. Dusledky aktivace myc-onkogenu béhem nadorove progrese. Myc pasobi jako transkripcni faktor, ktery je schopen jak aktivace (+). @k ireprese i-) cilo
vych gend. Dasledkem jsou zmény v trovni exprese fady genl pisobicich behem celé drihy karcinogencze.

Myc-onkogeny patii spolu s ras k nejcastéji mutovanym
bunénym onkogeniim; na rozdil od ras zde oviem prevdzna
¢ast mutaci postihuje expresi a jejim vysledkem je tedy nere-
gulovand vysokd exprese sekvenéné nezménéného onkogenu,
napfiklad jako disledek chromozomalni translokace do bliz-
kosti aktivniho transkrip&niho enhanceru nebo genové ampli-
fikace (65). Onkogenni u¢inek myc-faktoru se odviji po celé
drize nadorové progrese (obr. 4), véetné piekonani pfiroze-
nych proliferacnich bariér senescence a krize. Myc reprimuje
expresi gendl pro p2 W 1eip-lsdi-l (74) 4 jiny inhibitor postu-
pu bun&¢nym cyklem gadd45 (75), naopak aktivuje expresi
fosfatizy bunééného cyklu (nutné pro aktivaci cyklin-depen-
dentnich kinaz) cdc25 (76) acyklinu D (74) (¢im vySSije expre-
se c%klinu D, tim Ize oCekdvat relativni utlumeni efektu
p16™K4) Tim v§im myc bezprostredng podporuje prolifera-
ciapfispivik prekonani senescentni bariéry. Myc oviem stej-
nou mérou pispivd ik prekonani krize, nebot bezprostiedné
aktivuje expresi genu pro katalytickou podjednotku telomeri-
zy (30.777.78) (mad tuto expresi naopak reprimuje - 79). Onko-
genni pusobeni myc-faktoru se oviem odviji i na dalsich Grov-
nich nddorové progrese; myc bezprostiedng podporuje
nadorovou angiogenezi represi exprese jednoho s inhibitort
angiogeneze. trombospondinu — I (80), a rovné¥ mave prispét
k nikuz imunitniho dozoru represi exprese HLA-gend 1. tii-
dy (81). Je pfitom zajimavé, 7e nefjmcfné ve tfech pripadech
piimo reprimovanych gent (p2 /"4 1ip- 154l o4 d45, 1sp-1)
se jednd o geny pfimo aktivované tumorovym SUPresorovym
proteinem p53 (24); vzajemna transkrip&ni interference pS3
amyc by predstavovala nepochybné velmi zajimavy védecky
projekt. .

Vztah myc a p53 neni oviem vyhranéné negativni. naopak.
Mye¢ stoji viaci p53 v podobném vztahu jako ras, ovéem niko-
li vzhledem k senescenci, nybrz vzhledem k apoptoze. Myc
Jje totiz vedle svych dalsich efekti rovnsy schopen indukoval
apoptézu, zejména v odpovéd na protichiidné mitogenni sig-
ndly (v experimentech nejcastéji simulované tak, e nadmér-
na ektopicka exprese myc je kombinovana s kultivaci bungk
bes piitomnosti séra - 72). Myc-indukovani apoptoza je zpro-
stfedkovina a pIné zavisld na p53: myc bezprostiedng aktivu-
Jeexpresi pS3-genu jakoz i pl4*F (82). Odwud pochdzi dalsi

selekeni tlak naeliminaci p53-ap J4MF_p [ 6/NKH0_ [okusi. Jed-
nd se tedy o mechanismus velmi analogicky pfed&asné senes-
cenel indukované ras — protichidna mitogenni signalizace
(napt. amplifikace myc-onkogenu bez soucasné mitogenni sig-
nalizace ristovymi faktory v prostiedi) normalné indukuje
rychlou apoptdzu, av§ak na pozadi nulovém pro pS3-gen je
buiikou interpretovina jako Cisté mitogenni signdl (70).

Jestlize se pS3 piimo Gcastni jak senescence, tak apoptozy. pii-
¢em?Z oba dva procesy predstavuji sice ekvivalentni. nicméné
navzajem neslucitelné protinadorové bariéry. co rozhoduje
0 tom, kterym smérem ma p53 regulovat buné&nou odpoved”?
Tato otdzka zistdvd dosud nezodpovézena. zdd se. 7o odpo-
véd buiiky je vyslednici fady faktord, jako je napi. bunécny
typ, buné¢ny kontext, celkové hormonalni prostieds atp. (24,

Telomeraza

Piekoninf krize a imortalizace je v ~85% ptipadi spojeno ¢i
dokonce podminéno aktivaci enzymu telomeriza -jak jizbyvlo
vySe naznaceno. tato aktivace mize byt bud primd. jako je
tomu v pfipad€ amplitikace myc-onkogenu, nebo se muze jed-
nat spise o derepresi, kierou musime mit na mysli v pripad¢
chromozomdlnich piestaveb zahrnujicich oblast 3p nesougs
represor telomerdzy. Klinické dasledky aktivace telomerizy
Jjsou pfedmétem Cetnych prehlednych Clanki (9. 83. 84. 83
anatomto miste se proto omezime pouze na dva aspekty doty-
kajici se bezprostiedné naseho tématu, Lj. postaveni senescence
vV procesu tumorigenni transformace. Za prvé. telomeriza jo
pokladana za velmi slibny cil protinadoroveé terapie. Argu-
mentuje se pritom jednak vyraznou tkdnovou specificiton
exprese telomerdzy - telomerdza je ve véiing somatickychtka-
ni reprimovina. k expresi dochdzi v buikich germindlni linie
a v tzv. kmenovych bunkich, véetnd hematopoetickych.
avnekterych na proliferaci naro¢nych bunéeényeh typech. jako
Jsou aktivované lymfocyty. Z hlediska specificity by proto inhi
bitory telomeraz nem¢ly vykazovat vyssi obecnou toxicitu nes
napr. cytostatika. Druhym argumentem ve prospéch vyvoye
téchto I€ki je pozorovani. 7e vétdina nddorii nese. i pies telo
merdzovou aktivitu, krati telomery ne7 odpovidajici soma
tické bunky. Bylo predlozeno nékolik moznych vysvétlens
tohoto pozorovani - je mozné. ¢ je to disledeh pozdnr aki
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vace telomerdzy pii prekondni krize, je oviem také mozné, Ze
nédor vznikd z kmenové buiiky. kterd exprimuje telomerdzu.
oviem na Grovni nedostatecné pro udrzeni délky telomer za
podminek intenzivni profiferace. Efektivita enzymu je oviem
negativné korelovana s délkou telomery: je tudiz mozné, Ze
telomerdzova aktivita v kmenové bufice nestaci zabranit
destrukei piivodni délky telomery, je ovSem dostateCnii pro sta-
bilizaci zkracené telomery ve vysledném nadoru (62. 34).

Af u7 je p¥iCina zkracenych telomer nalézanych ve vétSiné
nddord jakakoli, uvazuje se v tom smyslu, Ze inhibice telome-
razy by vzhledem ke krat§im telomeram mohla véstu nddoru
podstatné difve k proliferaénimu arestu nez u kmenovych
bunék. Téméf vzdy oviem tyto Givahy zapominaji vzit v potaz
skutecnost (85). Ze disledky inhibice telomerazy v nidorové
a kmenové buiice budou principidlné odchylné. U kmenové
buitky bude vysledkem inhibice telomerdzy senescence, kte-
rou spusti signal pogkozeni DNA po kritickém zkraceni délky
telomer. Naproti tomu nadorové buiiky v naprosté vétsiné pfi-
padil jiZ pfekonaly senescentni bari¢ru v pribéhu nadorové
progrese vyfazenim molekuldrnich medidtorti senescence
a inhibice telomerdzy zde maZe vést k jedinému myslitelné-
mu dasledku - krizi. Jinymi slovy, nddorovi bufika disponuje
dodateénym povolenym proliferaCnim prostorem ve srovnéni

s kmenovou buiikou. Di se proto o¢ekdvat. 7¢ inhibitory tefo-
merdzy bude nutné aplikovat individudlng. po stanoveni dél-
ky telomer daného nadoru a kmenovych bunék daného paci-
enta.

V ptedchozim textu jsme se jiz dotkli i druhého aspektu. Kte-
1y bychom radi zminili. Jednd se o pripady t2v. bunécné tera-
pie. v nejjednodussi podobé na piikladu transplantace kostni
diené ¢i piimo hematopoetickych kmenovych bunék. Takova
transplantace je spojena s expanzi Cili masivni proliferaci trans-
plantované bun&éné populace, kterdi pres telomerdzovou aku-
vitu kmenovych bunék vede k destrukei telomer a “yestdrnu-
(" transplantatu (86). V takovych piipadech by by o velmi
vyhodné umét telomerdzovou aktivitu Zvy&it. Rovnéz zde jo
na misté opatrny pfistup. TiebaZe telomerdza neni sama o soh¢
onkogenem, ponévad? nespousti bunécnou proliferaci. pouse
ji umo7iuje, telomerdza je schopna s onkogeny v procesu nado-
rové transformace kooperovat (87). Zjistilo se rovnéz. ze imor-
talizace ektopickou expresi katalytické podjednotky telome-
razy neznamym zplsobem aktivuje mye-onkogen (88). s
zhora podrobn¢ specifikovanymi moznymi dusledky. Di se
proto predpokladat. ze praktickému uplainéni “Fizend” expre-
se telomerizy v bun&&nych transplantitech musi jeste pied-
chizet zakladni experimentdIni price.
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