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Streszczenie: W komorkach ryb podobnie jak u innych kregowcoéw telomerowy DNA sklada sig
z tysigcy powtorzen niekodujacych sekwencji TTAGGG. Dlugos¢ telomerowego DNA u ryb waha
si¢ od okoto 2 000 do ponad 20 000 par zasad. W przeciwienstwie do ssakow, u ktorych aktywn-
0s¢ telomerazy jest w znacznej mierze ograniczona, telomeraza u ryb jest aktywna w komorkach
wszystkich tkanek bez wzgledu na wiek badanych osobnikéw. Badania przeprowadzone na mod-
elowych gatunkach ryb takich jak danio pr¢gowany (Danio rerio) czy ryzanka japonska (Oryzias
latipes) wykazaly, ze poziom telomerazy jest najwyzszy w komorkach mtodych, szybko rosnacych
osobnikow oraz w ich regenerujacych tkankach. Diugos$¢ telomerowego DNA u ryb wydtuza si¢
i skraca si¢ w zaleznosci od aktywnosci telomerazy oraz etapu rozwoju na jakim dany osobnik si¢
znajduje. Po osiagnigciu dojrzatosci ptciowej, pomimo wszechobecnej aktywnosci telomerazy tel-
omery ryb systematycznie skracajg si¢. Na tempo skracania si¢ telomerowego DNA ryb wpltyw
ma mi¢dzy innymi genetyczna ple¢ oraz srodowisko zewnetrzne. U organizmdéw zmiennocieplnych
stres Srodowiskowy taki jak ekstremalnie niskie lub wysokie temperatury moze wywotaé stres ok-
sydacyjny, ktory z kolei przyspiesza proces skracania si¢ telomerowego DNA. Wylaczenie genu
TERT kodujacego jeden z komponentow telomerazy nie wptywa znaczaco na kondycje mtodych
osobnikow. Negatywne konsekwencje ograniczenia aktywnos$ci telomerazy w komorkach ryb po-
jawiaja si¢ dopiero u osobnikéw dojrzatych i prowadza do ograniczenia plodnosci, postepujacej
atrofii narzadéw wewnetrznych, utraty masy migsniowej oraz wzrostu $miertelnosci. Objawy te
podobne sg do symptomoéw procesu przedwczesnego starzenia si¢. Przedstawione w niniejszej pra-
cy wyniki badan dotyczacych aktywnosci telomerazy i dynamiki telomerowego DNA pokazuja, ze
przynajmniej niektore gatunki ryb sa doskonalymi modelami w badaniach procesow starzenia sig,
regeneracji i wptywu stresy srodowiskowego na tempo skracania si¢ telomerow.

Stowa kluczowe: telomery, pstrag teczowy, regeneracja, wzrost, starzenie si¢
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Summary: In fish like in other vertebrates telomeric DNA is consisted of thousands of repeats of
non-coding TTAGGG sequences. The length of the telomeric DNA in fishes varies from2000 to
20000 of base pairs. In contrast to mammals, where telomerase activity is limited, telomerase in fish
is presentin all tissues and cells through the entire life. Research performed on the model organisms
including zebrafish (Danio rerio) and medaka (Oryzias latipes) showed that the activity of telomer-
ase is the highest in young, fast growing individuals and in the regenerating tissues. Length of telo-
meric DNA in fish extends and decreases depending on the activity of telomerase and development
stage of the fish. However, in spite of telomerase activity, in matured fish telomeres start to shorten
gradually. Genetic sex and environmental conditions seem to affect rate of the telomere shortening.
In poikilothermic organisms, environmental stress, such as extremely low or high temperatures can
induce oxidative stress that accelerates process of telomere shortening . Knock out of the TERT
gene encoding one of the telomerase components does not affect condition of the young individuals.
Negative consequences of the limited telomerase activity in fish tissues occur only in the adult spec-
imens and lead to reduced fertility, atrophy of the internal organs, skeletal muscle loss and increased
mortality. These symptoms are similar to the premature senescence. Reviewed here results of the re-
search focused on telomerase activity and dynamics of the telomeric DNA demonstrate that at least
some of the fish species are excellent models in studies concerning senescence, tissue regeneration
and impact of the environmental stress on the telomere shortening.

Keywords: telomeres, rainbow trout, regeneration, growth, aging

WSTEP

TELOMERY — BUDOWA I FUNKCJE

Telomery sg strukturalnymi elementami chromosomow, znajduja si¢ na ich
koncach i sktadaja si¢ z kompleksu tandemowo powtorzonych niekodujacych se-
kwencji DNA (5’-TTAGGG-3") oraz biatek kompleksu szelteryny (ang. Shelte-
rin). Do szelteryn nalezg nastepujace podjednostki: TRF1, TRF2, TPP1, TIN2,
POTIRAPI. Struktura przestrzenna telomeru zbudowana jest z dwoch petli: petli
T (ang. T-loop) oraz petli D (ang. D-loop). Biatkiem majacym wptyw na powsta-
wanie i stabilizacje¢ petli T jest TRF2 (ang. Telomeric Repeat binding Factor2).
Biatko to zapobiega powstawaniu fuzji chromosomow. TRF1 (ang. Telomeric Re-
peat Winding Factorl) bierze udziat w utrzymaniu dtugosci telomerow, natomiast
POTI1 (ang. Protein of Telomeres 1), odpowiada za regulacj¢ telomeréw oraz od-
grywa istotng role w tworzeniu si¢ petli D [8, 17,]. Podjednostki TIN2, TPP1 oraz
RAPI tworza kompleks, ktory pozawala komorce odrozni¢ telomery od miejsc,
gdzie wystepuje uszkodzone DNA [14].

Srednia dtugo$¢ telomerowego DNA u kregowcow wynosi od 1 000 do 20 000
par zasad (pz). U cztowieka telomery majg dtugos$¢ od 8000 do 10000 pz [8]. Eks-
tremalnie diugie regiony zbudowane z telomerowego DNA (ok. 500 000-2 000
000 pz) zaobserwowano w genomie kury domowej (Gallus domesticus) [16, 35],
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a takze u myszy z linii laboratoryjnych, u ktorych dlugos¢ telomerowego DNA
wynosi nawet 150 000 pz [27]. Srednia dtugos¢ telomerowego DNA jest cecha
charakterystyczng dla gatunku, jednak réznice w dtugosci telomerdéw i tempie ich
skracania si¢ zaobserwowano takze mig¢dzy osobnikami tego samego gatunku,
a nawet miedzy chromosomami tego samego osobnika [5, 32].

FUNKCJE TELOMEROW ORAZ PROCES ICH SKRACANIE SIE

Telomery odgrywaja kluczowa rol¢ w procesie stabilizacji genomu. Zapobie-
gaja fuzjom chromosomoéw, przeciwdziatajg nieprawidtowe]j rekombinacji, gwa-
rantujg chromosomom prawidlowe utozenie w jadrze komorkowym, zabezpieczaja
chromosomy przed egzonukleazami i co niezwykle istotne, zabezpieczajg chromo-
somy przed utratg informacji genetycznej podczas replikacji komorki, co w lite-
raturze opisuje si¢ jako problem replikacji konca [53].Podczas kazdego podzialu
komorkowego dochodzi do utraty okoto 50 do 200 nukleotydéow telomerowego
DNA. W czasie replikacji nastgpuje usunigcie startera z nici opdznionej, w ten spo-
sob powstaje ni¢ potomna z nickompletnym koncem 5°. Powstaty ubytek nie moze
zosta¢ wypetniony, ze wzgledu na to iz, polimeraza DNA moze syntetyzowac tan-
cuch DNA tylko w kierunku 5’ =3°. Nadmierne skrocenie telomerowego DNA jest
sygnatem do zatrzymania podziatow komorkowych, rozpoczecia procesu starzenia
i/lub apoptozy. Dlugos¢ telomerow reguluje tez proces zwany gwattowna delecja
telomerowego DNA (ang. telomere rapid deletion, TRD). Skracanie si¢ telomerdéw
poprzez delecj¢ ich duzych segmentow znane tez jako trymowanie telomeroéw (ang.
telomere trimming) przebiega przy udziale procesu rekombinacji homologicznej
[45]. Do pewnego stopnia, dtugo$¢ telomeroéw jest cecha dziedziczna, jednak wiele
badan wskazuje, ze na dlugosc¢ telomerowego DNA maja wptyw takze warunki $ro-
dowiskowe. Tempo skracania si¢ chromosoméw moze zostac¢ przyspieszone przez
caty szereg czynnikow stresowych i dlugos¢ telomerowego DNA u poszczeg6lnych
osobnikoéw bedzie wypadkowa narazenia na takie czynniki i odpornosci na nie. Ba-
dania z wykorzystaniem ludzkich komorek wskazuja, ze na proces skracania si¢ te-
lomerowego DNA ma wplyw migdzy innymi aktywno$¢ egzonukleaz, uszkodzenia
wywotane przez stres oksydacyjny, stres hormonalny, stany zapalne, promieniowa-
nie UV czy toksyczne substancje chemiczne. Podczas gdy skracanie si¢ telomerow
moze by¢é w pewnym stopniu kompensowane przez telomerazg, to proces erozji
telomerow jest zazwyczaj szybszy niz proces ich wydtuzania. Zaréwno dtugosc¢ jak
i tempo skracania si¢ telomerowego DNA s3 istotne w kontekscie zdrowia i dlugo-
$ci zycia organizmow. Zaobserwowano, ze w miare skracanie si¢ telomerow, eks-
presji zaczynaja ulega¢ polozone w regionach subtelomerowych geny, ktore do tej
pory byly pozbawione tej aktywnos$ci. Oznacza to, ze telomery reguluja transkryp-
cje sasiadujacych sekwencji DNA co nazywa si¢ efektem pozycji [48].
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TELOMERAZA I INNE MECHANIZMY
OGRANICZAJACE SKRACANIE SIE TELOMEROW

Najwigkszy ubytek telomeréw nastgpuje podczas okresu najszybszego wzro-
stu organizmu kiedy to proliferacja komdrek i wydatek energetyczny sa wysokie.
Wsrod osobnikow tego samego gatunku mozemy oczekiwac, ze osobniki wigk-
sze czyli szybciej rosnace beda miaty krotsze telomery. W przypadku gatunkow,
gdzie samce sg wigksze niz samice, to wlasnie samce maja krotsze telomery i kro-
cej zyja. W przypadku gatunkéw, u ktorych samce i samice maja podobne rozmia-
ry, roznic w dtugosci telomerow nie obserwuje si¢ [6]. Wyniki badan prowadzo-
nych w ostatnich latach wskazuja, ze dlugo$¢ telomerowego DNA jest ustalona
podczas rozwoju embrionalnego. Dlatego tez odbudowa telomerdw jest procesem
ograniczonym w wigkszo$ci komorek somatycznych. Jednak w pewnych warun-
kach niektore komorki sg w stanie przeciwdziata¢ skracaniu si¢ telomerow i wy-
twarzajg telomeraze, ktora jest odpowiedzialna za synteze telomerowego DNA.
Telomeraza jest kompleksem rybonukleoproteinowym sktadajgcym si¢ z podjed-
nostki katalitycznej TERT o charakterze odwrotnej transkryptazy (ang. telomera-
se reverse transcriptase), podjednostki TERC ztozonej z czasteczki RNA bedacej
matrycg podczas syntezy telomerowego DNA oraz niezbednego do utrzymania
przestrzennej struktury telomeréw biatka dyskeryny. Telomeraza jest enzymem,
ktorego aktywnos¢ jest charakterystyczna dla komorek szybko i czesto dzielacych
sie. W przypadku ssakéw, komorkami wykazujacymi aktywnosci telomerazy sg
w zasadzie jedynie komorki macierzyste, komorki linii ptciowej i komorki no-
wotworowe. Wigkszos¢ komorek somatycznych ssakow w tym takze czlowieka
jest pozbawionych ekspresji genu TERT, a tym samym nie wykazuje obecnosci
telomerazy [13].

Badajac komorki, ktore miaty wytaczony gen telomerazy zaobserwowano, ze
erozj¢ telomeréw ogranicza niezalezny od telomerazy, alternatywny mechanizm
wydtuzania telomerow ALT (ang. alternative lenghtening of telomeres, ALT),
ktory do utrzymania dlugosci telomerowego DNA prawdopodobnie wykorzystuje
zjawisko homologicznej rekombinacji [11].

TELOMERY I TELOMERAZA RYB

DEUGOSC I ROZMIESZCZENIE TELOMEROWEGO DNA

Krotki cykl zyciowy, niewielkie rozmiary, pozaustrojowe zaptodnienie i roz-
woj embrionalny oraz w petni poznany genom powoduje, ze coraz wiecej ekspe-
rymentow dotyczacych skracania telomeréw oraz wplywu niedostatku telomera-
Zy na procesy starzenia si¢, powstawania nowotworéw oraz regeneracji tkanek
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prowadzonych jest na danio pregowanym [3, 7, 9, 10, 24, 25], ryzance japonskiej
(Oryzias latipes) [22], zagrzebce (Nothobranchius furzeri) [21], zmienniaku pla-
mistym (Xiphophorus maculatus) czy mieczyku Hellera (X. helleri) [18]. Jednak
zaangazowanie telomerazy w proces wzrostu ryb oraz powigzanie procesu starze-
nie si¢ tych zmiennocieplnych organizmoéw z tempem skracania si¢ telomerowego
DNA, na ktéry maja wptyw pte¢ oraz czynniki srodowiskowe, powoduje ze ba-
dania z tego zakresu prowadzi si¢ takze na dziko-zyjacych i hodowlanych rybach
takich jak pstragi, tososie, karpie czy jesiotry.

Sposrod ponad 30 000 opisanych gatunkéw ryb, jedynie u okoto 80 przeprowa-
dzono badania dotyczace chromosomowej lokalizacji telomerowego DNA, a jesz-

RYCINA 1. Chromosomy lipienia europejskiego (Thymallus thymallus) z interstycjalnie potozony-
mi sekwencjami telomerowego DNA (strzatki)

FIGURE 1. Chromosomes of European grayling (Thymallus thymallus) with interstitially located
telomeric DNAs (arrows)
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cze mniej liczng grupe tych organizmoéw badano pod katem dlugos$ci telomerowego
DNA czy aktywno$ci telomerazy [38]. Niemal polowa (42%) sposrod tych 80 ga-
tunkow ryb posiada sekwencje TTAGGG potozone nie tylko na koncach chromoso-
mow, ale takze w poblizu centromerow lub miedzy centromerem, a telomerem [38]
(ryc 1). Ponadto, telomerowy DNA moze by¢ zlokalizowany w poblizu obszarow
jaderko tworczych (ang. Nucleolus Organizer Regions, NORs) lub rozproszony
wzdhuz catego chromosomu lub jednego z jego ramion [37]. Sekwencje telomero-
wego DNA widoczne w okolicach centromerow lub miedzy centromerami i telo-
merami to wielu przypadkach pozostatosci rearanzacji chromosomowych, glownie
fuzji i inwersji chromosomoéw [33, 38]. Liniowe fragmenty matczynych chromoso-
moéw uzyskane w wyniku naswietlania oocytow pstragdéw teczowych (Oncorhyn-
chus mykiss) 1 pstragow zrodlanych (Salvelinus fontinalis) promieniami X i gamma
posiadaty na swoich koncach telomery [39, 41]. Konce fragmentéw chromosoméw,
ktore nie zostaty zabezpieczone przez dobudowanie telomerowego DNA taczyty sie
tworzac chromosomy koliste [40].

Na podstawie wiedzy dotyczacej kilkunastu gatunkow wiemy, ze dtugosc te-
lomerowego DNA u ryb waha si¢ od okoto 2000 do ponad 20000 pz [19] (tab. 1).

TABELA 1. Dlugos$¢ telomeréow u wybranych gatunkow ryb
TABLE 1. Lenght of telomeres in fishes

Dlugos¢ telomerow

Nazwa Literatura
[pary zasad]

rekiny i plaszczki ~ 3000 [49]

zagrzebka

(Nothobranchius furzeri) 4 500-6 600 (21]

zmienniak plamisty (Xiphophorus

maculatus), mieczyk hellera (X. 2 000-6 000 [18]

helleri)

tilapia nilowa

(Oreochromisniloticus) 4 000-10 000 [12]

ryzanka japonska 3 000-12 000 [19]

(Oryzias latipes) 12 500 — 17 000 [22]

ryzanka morska(O. melastigma) 6 000-12 000 [4]

. . . ~16000 [3]
danio pregowany (Danio rerio) 20 000 — 25000 [31]
pstrag teczowy ~20 000 [29]
(Oncorhynchus mykiss)
kolen pospolity
(Squalus acanthias) 10.000-15 000 [19]
dorsz (Gadus morhua) ~12 000 [30]
wegorz amerykanski B
(Anguilla rostrata) 1000015000 [19]
fundulus (Fundulu sheteroclitus) 2 000 — 10 000 [19]
raja kanadyjska (Raja erinacea) 10 000 — 15 000 [19]
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TELOMERAZA I DYNAMIKA TELOMEROWEGO DNA U RYB

Wiele organizméw zmiennocieplnych ro$nie przez cale swoje zycie i wykazu-
je w swoich somatycznych komorkach aktywnos¢ telomerazy. W przeciwienstwie
do ssakow, u ktorych ekspresja telomerazy u organizmoéw dorostych jest w znacz-
nej mierze ograniczona, telomeraza u ryb jest aktywna w komorkach wszystkich
tkanek podczas catego rozwoju osobniczego [3]. Pierwszym gatunkiem ryb, u kto-
rego potwierdzono aktywnos$¢ telomerazy w komorkach wielu tkanek jest pstrag
teczowy (Oncorhynchus mykiss) [28]. Niezaleznie od wieku oraz ptci wysoki po-
ziom aktywnos$ci telomerazy zaobserwowano u pstragow w komorkach watroby,
skory, serca, a nawet miesni i mézgu [28]. Obecnos¢ telomerazy potwierdzono
w wielu organach danio pregowanego, ryzanek (Oryzias sp.) [4] 1 zagrzebek [21]
bedacych na roznych etapach ontogenezy. Co ciekawe, wielkos$¢ ekspresji TERT
telomerazy jest zazwyczaj rézna w komorkach poszczeg6lnych tkanek i organow
tego samego osobnika.

Organami charakteryzujgcymi si¢ najwyzszym poziomem telomerazy u ryzan-
ki byty gonady i mozg [44]. U ryzanki morskiej (Oryzias melastigma) najwyzsza
aktywno$¢ telomerazy zaobserwowano w jelitach. Ponadto, u ryb tego gatunku ak-
tywno$¢ telomerazy byta zdecydowanie wyzsza w jadrach w poréwnaniu do jajni-
kow [4].U danio prggowanego najwyzszy poziom telomerazy zarejestrowano w $le-
dzionie, sercu oraz watrobie, a najnizszy w nerce glowowej oraz skrzelach [31].

Mugosc telomerowego DNA

Larwa Osobnik Niody dorosty Dorosty Osobnik stary
miodociany

RYCINA 2. Aktywno$¢ telomerazy w wybranych organach mlodych (6 miesiecy), dojrzewajacych
(12 miesigcy) i starych (30 miesigcy) osobnikéw danio pregowanego (na podstawie [3])

FIGURE 2. Telomerase activity in organs of young (6 months), maturing (12 months), old (30 months)
zebrafish
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W innych badaniach prowadzonych na tym samym gatunku, najwyzsza aktywnos¢
telomerazy stwierdzono w jajnikach [3] (ryc. 2). Co ciekawe, wysoka aktywnos¢
telomerazy w gonadach obserwuje si¢ nawet u starszych samic, ktérych ptodnosé
ze wzgledu na wiek (2,5 lata) byla zdecydowanie obnizona [3] (ryc. 2).Wraz ze
starzeniem si¢ ryb, aktywno$¢ telomerazy w skorze i skrzelach spada, natomiast
w tkance mig$niowej wrasta [3]. W przypadku zagrzebek, najwyzsza aktywnos$cia
telomerazy charakteryzowaty si¢ jadra, jajniki, skrzela, skéra i sledziona [21].
Wydawac¢ by sie¢ mogto, ze wysoki poziom aktywnosci telomerazy w komor-
kach ryb jest w stanie zrekompensowac¢ pojawiajace si¢ wraz z wiekiem ubytki
telomerowego DNA. O ile pierwsze badania prowadzone na danio prggowanym
nie ujawnity by telomery tych ryb skracaly si¢ w trakcie rozwoju osobniczego
[31], to wyniki kolejnych do$wiadczen pokazywaty, ze dtugosc¢ telomerowego
DNA u tego gatunku wydtuza si¢ i skraca w zaleznosci od etapu rozwoju na jakim
dany osobnik sie znajduje [3] (ryc. 3). W komoérkach danio pregowanego w okre-
sie od 8 dnia po zaptodnieniu do drugiego miesigca zycia (osobnik niedojrzaly),
zaobserwowano wzrost dtugosci telomerowego DNA, ktoremu towarzyszy duza
aktywnos$¢ telomerazy. Najwyzsza dtugos¢ telomerowego DNA utrzymywata sig
miedzy 7 a 18 miesigcem zycia (osobnik dojrzewajacy i dojrzaty), za$§ znaczacy
spadek dtugosci telomerdw oraz aktywnosci telomerazy zaobserwowano dopiero
u 24 miesigcznych ryb (osobnik stary) [3]. Badanie aktywnosci telomerazy i dtu-

B & miesiecy
H 12 miesiecy

B 30 miesiecy

Aktynosc telomerazy

Tkanka miginiowa Jajoiki Skrzela

Organy

RYCINA 3. Dhugo$¢ telomerowego DNA u danio prggowanego w zaleznosci od etapu rozwoju osob-
niczego (na podstawie [3])
FIGURE 3. Lenght of telomere DNA in zebrafish at different stage of ontogenesis
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gosci telomerowego DNA w komorkach ryzanek japonskich wskazaly zaleznosé
miedzy tempem wzrostu, aktywnos$cig telomerazy i zmianami dtugosci telome-
row. W ciggu pierwszych miesiecy zycia ryzanek, a wiec w trakcie intensywnego
wzrostu tych ryb obserwuje si¢ gwattowne skracanie telomerowego DNA czemu
towarzyszy spadek aktywnosci telomerazy [23]. W pdzniejszym okresie, na etapie
dorastania, wzrasta aktywnosc¢ telomerazy, a telomerowy DNA ulega wydtuzeniu
1 utrzymuje maksymalng dtugo$¢ az do uzyskania przez ryby petnej dojrzatosci
ptciowej. U osobnikéw dorostych, po pierwszym roku zycia wraz z postepujacym
procesem starzenia si¢, obserwuje si¢ obnizenie aktywnosci telomerazy oraz sukce-
sywne skracanie si¢ telomerow [23]. Wyniki badan prowadzonych na tososiu[42],
jesiotrze syberyjskim (Acipenser baeri) [51], gambuzji (Gambusia affinis) [50] czy
zagrzebee [21] pokazaly, Ze telomery tych ryb skracaja si¢ wraz z wiekiem. Co wig-
cej, znaczace zwickszenie tempa skracania si¢ telomerowego DNA zaobserwowano
u szybko rosnacych transgenicznych tososi pacyficznych (Oncorhynchus kisutch)
posiadajacych dodatkowe kopie genow hormonu wzrostu [42].

TELOMERAZA I REGENERACJA TKANEK

Ryby w przeciwienstwie do ludzi posiadaja zadziwiajace zdolno$ci regenera-
cyjne. Badania prowadzone na danio potwierdzily, ze ryby te potrafiag naprawic ura-
zy i uszkodzenia tak ztozonych organow jak mozg, rdzen krggowy, nerka czy serce
[34, 26, 46,47]. Pletwy danio czy zagrzebek po amputacji ich niewielkich fragmen-
tow catkowicie odrastaja w ciggu niecalych 4 tygodni [43].U wielu modelowych
gatunkéw ryb wykazano zalezno$¢ miedzy aktywnos$cig telomerazy, dilugoscia
DNA telomerowego oraz zdolno$cia do regeneracji uszkodzonych tkanek. Procesy
regeneracji amputowanych fragmentoéw pletw odbywaly sie przy udziale wysokiej
aktywnosci telomerazy min. u danio pregowanego, fundulusa (Fundulus heterocli-
tus) iryzanki japonskiej [19, 3]. Co wiecej, potwierdzono, ze zdolno$¢ ryb do re-
generacji uszkodzonych tkanek obniza si¢ u osobnikéw dorostych wraz z wiekiem.
Moze mie¢ to zwigzek z obnizonym poziomem aktywnosci telomerazy u ryb, kto-
re osiagnety wiek ,,emerytalny” [3]. Dodatkowo w przypadku danio pregowanego
zmierzona zostala rowniez dtugos¢ telomerowego DNA w komorkach odrastajacej
ptetwy ogonowej. Wyniki tych badan pokazuja, ze w regenerujacej tkance dtugosé
telomerowego DNA jak i aktywno$¢ telomerazy sa znacznie wyzsze niz w tkance
przed amputacja. Najwigksza rdéznice w dtugosci telomerowego DNA oraz aktyw-
nosci telomerazy przed oraz po amputacji obserwuje si¢ u mtodych, 3 miesi¢gcznych
ryb [3, 31]. Wielokrotna amputacja tej samej tkanki prowadzita do wzrostu $rednie;j
dhugosci telomerowego DNA w komorkach regenerujacej tkanki danio prggowane-
go. Badania te wskazuja, ze telomeraza u ryb pelni istotng rol¢ nie tylko w procesie
starzenia si¢, ale regeneracji uszkodzonych tkanek i organow.
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WPLYW CZYNNIKOW GENETYCZNYCH
I SRODOWISKOWYCH NA
DYNAMIKE TELOMEROWEGO DNA

STRES OKSYDACYJNY A SKRACANIE SIE TELOMEROW

Zmiany dlugos$ci telomerowego DNA moga by¢ tylko w pewnym stopniu wy-
jasnione przez czynniki genetyczne. Wigkszy wplyw na zmiennos$¢ dtugosci telo-
merowego DNA majg warunki srodowiskowe. Szczegdlnie istotnym czynnikiem
w kontekscie skracania si¢ telomerow wydaje si¢ by¢ stres oksydacyjny, ktory de-
finiuje si¢ jako dysproporcje pomiedzy tempem wytwarzania reaktywnych form
tlenu (RTF) a ich neutralizacje przez systemy antyoksydacyjne. Zrédlem reaktyw-
nych form tlenu jest oczywiscie sama komorka, a w zasadzie jej metabolizm i mi-
tochondrialne procesy utleniania (endogenny stres oksydacyjny), ale takze §rodo-
wisko zewnetrzne (egzogenny lub Srodowiskowy stres oksydacyjny). Reaktywne
formy tlenu sa odpowiedzialne miedzy innymi za powstawanie dwuniciowych
peknig¢ DNA i modyfikacje zasad azotowych w tym gtownie guaniny co wydaje
si¢ mie¢ istotne znaczenie w przypadku telomerow w duzej mierze zbudowanych
z nukleotydéw guaninowych. Narazenie na stres oksydacyjny moze zatem prowa-
dzi¢ do przyspieszonego skracania si¢ telomerdw czy pojawienia si¢ mutacji w te-
lomerowym DNA. Zauwazono, ze modyfikacje regionow DNA bogatych w nu-
kleotydy guaninowe wywotane przez RTF wielokrotnie pozostaja nienaprawione.
Ponadto, zmiany wywotane przez stres oksydacyjny moga takze dotyczy¢ biatek
szelterin, ktore w wyniku narazenia na reaktywne formy tlenu, mogg si¢ utlenié
tracgc tym samym swoje funkcje biologiczne.

WPLYW TEMPERATURY SRODOWISKA
NA DLUGOSC TELOMEROWEGO DNA RYB

Zmienno$¢ dtugosci telomerowego DNA u zwierzat statocieplnych powig-
zano ze stresem, procesem starzenia si¢ komdrkowego i ryzykiem zachorowa-
nia. Ponadto, dtugos¢ telomerowego DNA moze by¢ markerem wskazujacym
na wystapienie stresu srodowiskowego. U organizméw zmiennocieplnych stres
srodowiskowy taki jak ekstremalnie niskie lub wysokie temperatury moze wy-
wota¢ stres oksydacyjny, ktory z kolei moze przyspieszy¢ proces skracania si¢
telomerowego DNA. W przypadku gambuzji, Gambusia holbrooki, tropikalnego
gatunku ryb zaobserwowano, ze osobniki przetrzymywane w wodzie o nizszej niz
optymalna temperaturze, charakteryzowaty si¢ krotszymi telomerami [50]. Z ko-
lei dlugowieczne jesiotry syberyjskie przetrzymywane przez miesiac w wodzie
o temperaturze 30°C, a wigc kilka stopni wyzszej niz optymalna, posiadaty te-
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lomery kroétsze niz osobniki przebywajace w wodzie o temperaturze 20°C [51].
W przypadku pstragéw potokowych (Salmo trutta) zaobserwowano negatywny
zwiazek miedzy $rednia dlugoscia telomerowego DNA, temperatura wody w ja-
kiej ptywatly ryby oraz ich wielkos$cig [15]. Znaczaco krotsze telomery opisano
u ryb, ktore charakteryzowaty si¢ wigkszymi rozmiarami oraz byty narazone na
stres termiczny tj. podczas okresu letniego przebywaty w wodzie o temperaturze
wyzszej niz optymalna [15].

Rozrod, a szczegdlnie produkeja oocytow pochtania wigcej energii i tym sa-
mym powoduje wzrost stresu oksydacyjnego, ktory z kolei moze przyspieszy¢
skracanie si¢ telomerow [52]. Badania prowadzone na cierniczkach (Pungitius
pungitius) ujawnity, ze wiek w jakim te ryby osiggaty dojrzatos$¢ ptciowa byt ne-
gatywnie skorelowany z dtugosciag telomerowego DNA [36]. I tak, u p6zno-doj-
rzewajacych samic cierniczkoOw skracanie si¢ telomerowego DNA postepowato
wraz z osigganiem dojrzalo$ci ptciowej czego nie zaobserwowano u samcow tego
gatunku. Moze to oznaczaé, ze p6zno-dojrzewajace samice inwestujac duzo ener-
gii w rozrod zostawiaja jej niewiele na przyktad na zabezpieczenie swoich ko-
morek przed dziataniem reaktywnych form tlenu, co w konsekwencji powoduje
przyspieszenie skracania si¢ telomerdéw [36].

KONSEKWENCJE WYLACZENIA GENU
PODJEDNOSTKI TERT TELOMERAZY U RYB

Myszy z wylaczonym genem TERT telomerazy charakteryzuja si¢ znacznym
niedoborem wzrostu (karlowatos¢) [20]. W przypadku ludzkiego genomu, muta-
cje w genie kodujacym podjednostke TERT telomerazy lub w genach z komplek-
su chronigcego telomery skutkuja catym spektrum choréb charakteryzujacych sie
zaburzeniem homeostazy tkankowej takich jak wrodzona dyskeratoza (ang. dys-
keratosis congenita) znana tez jako zespot Zinssera-Engmana-Cole’a [2]. Obja-
wy tej choroby podobne sg do objawow przedwczesnego starzenia si¢ i obejmuja
zaburzenia w szpiku kostnym, wtoknienie ptuc, obnizong ptodnosé i kilka typow
nowotworow [2].

W badaniach dotyczacych konsekwencji mutacji komponentéw TERT i TERC
telomerazy i skracania si¢ telomerowego DNA wykorzystuje si¢ miedzy innymi
danio pregowane i zagrzebki. Pierwsza generacja danio o genotypie TERT"" uzy-
skana w wyniku krzyzowania heterozygotycznych osobnikéw (TERT"-)urodzita
si¢ zdrowa i az do uzyskania dojrzatosci plciowej nie obserwowano u nich jakich-
kolwiek defektow. Jednak juz u 4-6 miesiecznych osobnikdéw zauwazono stop-
niowy spadek masy ciata (kacheksja), ktéremu towarzyszyt wzrost $§miertelnosci
[24]. U ryb tych zaobserwowano takze zmiany morfologiczne gtownie o charakte-
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rze zanikowym w gonadach, watrobie, jelitach, skrzelach, trzustce, nerkach i mie-
$niach. U dorostych samcow danio pregowanego z wylagczonym komponentem
TERT obserwuje si¢ spadek ilo$¢ dojrzatego nasienia i przedwczesng nieptodnosc.
Poczatkowo ptodne samice TERT"wraz z ujawnianiem si¢ symptomow kacheksji
stawaty si¢ bezptodne. Potomstwo uzyskane w wyniku krzyzowania osobnikow
z wytaczonym genem TERT umieralo wczesnie podczas okresu embrionalnego
[24]. Zmiany w nerce gtowowej, narzadzie krwiotwérczym ryb, prowadzily do
znaczgcego spadku liczby krwinek u ryb TERT"-. W innych silnie proliferujacych
tkankach, na przyktad w jelicie, dochodzilo do systematycznego zmniejszania si¢
dtugosci mikrokosmkow i pojawiania si¢ stanow zapalnych w blaszce wlasciwej,
ktore nasilaty si¢ po 6 miesigcu zycia ryb z wytaczona telomeraza. Takie zmiany
prowadzily do postgpujacego martwiczego zapalenia jelit. W tkankach uznawa-
nych za silnie proliferujgce, u osobnikow TERT”zaobserwowano obnizenie licz-
by podziatow komorkowych[24]. Inhibicja TERC powodowata u danio obnizenie
liczby monocytéw [1] tak jak w przypadku pacjentdow z wrodzong dyskeratozg.

Zastosowanie technologii CRISPR/Cas9 umozliwilo wprowadzenie muta-
cji do regionu DNA kodujacego komponent TERT u zagrzebek. U recesywnych
homozygot obserwowano defekty w komorkach linii ptciowej, ktore prowadzi-
ly do ograniczenia ptodnosci [20]. U samcé4w TERT™, spadek jako$ci nasienia
mierzony skutecznos$cig zaptodnienia poglebiat sie w raz z wiekiem. O ile mtode
ryby z wytaczonym genem TERT posiadaty komorki rozrodcze, to jadra starszych
samcOéw TERT byly atroficzne i niemal catkowicie pozbawione komorek linii
ptciowej. Samice ze znokautowanym genem TERT skladaty znacznie mniej jaj
niz samice, w ktorych komodrkach potwierdzono aktywnos$¢ telomerazy, a jajni-
ki ulegaty zanikowi. Podobnie jak w przypadku myszy, wylaczenie genu TERT
u ryb prowadzito do pojawienia si¢ zmian gruczolako-podobnych mogacych by¢
pierwszym krokiem prowadzacym do nowotworow jelit tak jak w przypadku pa-
cjentow z dziedziczng dyskeratozg [2].

PODSUMOWANIE

Dhugos¢ telomerowego DNA u ryb jest podobna do dlugosci telomerow cztowie-
ka. Jednak w przeciwienstwie do cztowieka, u ktorego aktywno$¢ telomerazy jest
W znacznej mierze ograniczona, telomeraza jest aktywna we wszystkich tkankach ryb
bez wzgledu na ich wiek. Najwyzszg aktywnoscig telomerazy charakteryzujg si¢ ko-
morki mtodych, szybko rosnacych osobnikoéw oraz komorki regenerujacych sie tka-
nek. Po osiggnigciu dojrzatosci ptciowej, pomimo wszechobecnej aktywnosci telome-
razy telomery ryb systematycznie skracajg si¢. Na tempo skracania si¢ telomerowego
DNA ryb wplyw ma miedzy innymi genetyczna ple¢ oraz srodowisko zewnetrzne.
Wylaczenie genu TERT kodujacego jeden z komponentéw telomerazy nie wptywa
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znaczgco na kondycje mlodych osobnikéw. Negatywne konsekwencje ograniczenia
aktywnosci telomerazy w komorkach ryb pojawiaja si¢ dopiero u osobnikow dojrza-
lych piciowo i przypominajg symptomy przedwczesnego starzenia sig.
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