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Wstep

Kancerogeneza to skomplikowany i wieloetapowy proces biologiczny, kté-
rego integralng czescig w wiekszosci nowotworéw jest reaktywacja telome-
razy. Poznanie funkcji i budowy telomerazy oraz telomeru jest wiec niezbed-
ne dla zrozumienia procesu nowotworzenia i onkogenezy.

Rys historyczny

Pierwszy opis i nazwa telomeru (gr. telos — koniec; meros — czes¢) pocho-
dzi z prac Hermana J. Mullera i Barbary McClintock z lat 30. XX w. Autorzy
przypisywali mu role ochronng dla koficowych odcinkéw chromosoméw [1, 2].
W 1972 r. James D. Watson wykazat, ze podczas proceséw replikacji docho-
dzi do skracania chromosomoéw. Spowodowane jest to niepetna replikacja ni-
ci DNA przy koncu 5" [3] (ryc. 1.).

Nieco wczesniej, w latach 60. Leonard Hayflick przedstawit biologiczne
spojrzenie na proces starzenia. Wykazat, ze ludzka komarka diploidalna mo-
7e ulegac podziatowi tylko ograniczong liczbe razy (Hayflick limit — ok. 60 po-
dziatéw). Jesli komorka odbedzie Scisle zaprogramowana, maksymalna licz-
be podziatéw, zachodza w niej morfologiczne i biochemiczne zmiany bloku-
jace proliferacje. Stan ten nazwat spoczynkiem (sencence) [4, 5].
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Ryc. 1. Problem replikacji kofica 5’ nici opéznionej
Fig. 1. End replication problem
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The telomere is a structural and
functional entity that is present on the
ends of chromosomes. In the past few
years the significance of telomeres and
telomerase in neoplasia has grown due
to better understanding of their structure
and function.

In the process of oncogenesis telomeres
act as tumour suppressors. Disturbance
of their function and deregulation of
telomerase activity are important factors
for oncogenesis.

The present knowledge about telomerase
and telomeres allows for designing
drugs and therapeutic schemes useful
in cancer. Composite tissue cultures
useful for transplantology have also
been developed.

Studies on telomeres and telomerase
are developing dynamically and surely
the last word has not been said.
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W latach 70. Aleksiej Otownikow powigzat problem skracania chromoso-
mu ze stanem uSpienia komarki. W jego teorii skracanie sie telomeru jest we-
wnetrznym zegarem starzenia, ktéry odlicza liczbe podziatéw komérkowych
zanim doprowadzi do zatrzymania komorki w fazie spoczynku [6].

Pierwsze badania struktury molekularnej telomeru u pierwotniaka Tetra-
hymena pyriformis przeprowadzita w 1978 r. Elizabeth Blackburn [7]. Sekwen-
cje telomeru ludzkiego ustalita Robin Allshire w 1988 r. [8]. W 1985 r. Carol
Greider wyizolowata enzym telomeraze, ktéry powodowat wydtuzanie telo-
merow [9]. W 1989 r. Gregg B. Morin opisat obecnos¢ telomerazy w ludzkich
komarkach nowotworowych i powiazat jej aktywnos¢ z nieSmiertelnoscia
tych komérek. Réwnoczesnie ukazaty sie doniesienia C. Greider o braku te-
lomerazy w zdrowych komdrkach somatycznych [10, 11].

W latach 90. Jerry Shay i wsp. wykryli telomeraze w 90 na 101 badanych
prébek komérek z ludzkich nowotwordw i nie wykazali obecnosci telomera-
zy w zadnej z 50 réznych, prawidtowych komaérek somatycznych. Obserwa-
cje te wskazywaty na istotng role telomerazy w procesie onkogenezy [12].

W 1997 r. Robert A. Weinberg i wsp. sklonowali gen odwrotnej transkryp-
tazy telomerazy [13]. W 1997 r. Andrea G. Bodnar i wsp. wykazali, ze ludzkie
komarki, do ktérych wprowadzi sie gen telomerazy, podejmuja produkcje te-
go enzymu i dzielg sie podobnie jak komérki nowotworowe. W badanych ho-
dowlach komérki dzielity sie prawie 100 razy, podczas gdy zdrowe komaérki
ludzkie sg zdolne Srednio do 70 podziatéw [14]. To odkrycie naukowcéw ame-
rykanskich dato nadzieje na potencjalne zastosowanie telomerazy w op6z-
nianiu procesu starzenia i wydtuzeniu zycia.

Budowa telomeru

Telomer to element strukturalny chromosomoéw. Kazdy chromosom ma
dwa telomery umieszczone na jego koncach. W diploidalnej komérce ludz-
kiej znajduja sie wiec 92 telomery. Telomery nie zawieraja zadnych genéw
i nie koduja biatek. Sg one zbudowane z tysiecy powtarzajacych sie sekwen-
¢ji 6 nukleotydow TTAGGG potgczonych z biatkami TBP (ang. telomere binding
proteins). Wczesniejszy model telomeru zaktadat jego prosta, liniowa budo-
we (ryc. 2.). Sktadat sie on z biatek oraz telomerowej dwuniciowej sekwencji
z wystajacym jednoniciowym konicem 3’ (o dtugosci ok. 150 do 200 par za-
sad), bogatym w guanine. Obecnie obowigzujgcy model, opracowany na pod-
stawie badanh z uzyciem mikroskopu elektronowego jest bardziej skompliko-
wany w swojej przestrzennej strukturze — sktada sie z dwéch petli, tj. Di T
(ang. D-Loop i T-Loop) [15] (ryc. 3.).

Struktura przestrzenna telomeru powstaje prawdopodobnie z wystajace]
nici 3’, ktéra wypiera jedna z nici dupleksu kilkaset nukleotyddw wczesniej,
tworzac mniejsza petle D i wieksza T. W tworzeniu tej struktury (capping) i jej
stabilizacji biorg udziat wspomniane juz wczesniej biatka TBP [15]. Biatka TBP
sg niejednorodna grupa protein, ktére tworza dwa gtéwne kompleksy biatko-
we TRF1i TRF2 (ang. telomere repeat factor 1i telomere repeat factor 2). Kom-
pleks biatkowy TRF1 blokuje wydtuzanie telomeréw przez telomeraze, jak row-
niez ma swoje funkcje w regulacji wrzeciona mitotycznego. Przypuszcza sie,
ze TRF1 moze uczestniczy¢ w odpowiedzi systemow naprawczych na dwuni-
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Ryc. 2. Pierwszy, klasyczny model budowy telomeru
Fig. 2. First, “classical” model of telomere structure
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ciowe uszkodzenia DNA. TRF2 jest regulatorem dtugosci te-
lomerdw, jego nadekspresja powoduje ich skracanie. Brak
aktywnosci tego kompleksu prowadzi do apoptozy i nieho-
mologicznego taczenia koncéw (NHEJ — nonhomologus end
joining) telomeréw. Podjednostki biatkowe TRF2 sg kodowa-
ne m.in. przez geny (MRE11/NBS1/RAD50, ATM, WRN, BLM),
ktérych mutacje wigzane sg z zespotami przedwczesnego
starzenia [16].

Integralng czescig struktury telomerowej jest enzym te-
lomeraza, ktory wydtuza telomer. Sktada sie z komponen-
tu biatkowego odwrotnej transkryptazy (WTERT) i nici RNA
(hTERC/hTR) stuzacej za matryce przy syntezie telomeru
(gen hTERC stale ulega ekspresji w komdrkach) [16].

Telomeraza jest aktywna w komaérkach embrionalnych,
u mezczyzn takze w komarkach linii ptciowej. Nie stwier-
dzono aktywnosci telomerazy w komérkach somatycznych,
z wyjatkiem tkanek majgcych zdolnos¢ do odnawiania sie,
a mianowicie komoérek macierzystych skory, hematopoetycz-
nych komérek macierzystych, aktywnych limfocytéw, ko-
morek krypt jelitowych [17].

W przeciwienstwie do zdrowych komérek somatycznych,
komaorki nowotworowe w znacznym odsetku wykazuja ak-
tywnos¢ telomerazy —w 90% typdw nowotworéw [17]. Ko-
morki somatyczne, posiadajace aktywna telomeraze (np. ko-
morki krypt jelitowych) cechuja sie statg zdolnoscia do pro-
liferacji, co sprzyja gromadzeniu mutacji w genach istotnych
dla procesu nowotworzenia. Nalezy nadmieni¢, ze samo unie-
Smiertelnienie komorki (obecnos¢ wydtuzajacej telomer te-
lomerazy) nie jest rbwnoznaczne z fenotypem nowotworo-
wym [14, 18], ale jest jedynie okolicznoscig, sprzyjajaca uzy-
skaniu przez komérke cech nowotworowych. Reaktywacja
telomerazy w prawidtowych komérkach somatycznych
(przed rozpoczeciem fazy M1) powoduje, ze taka komorka
dzieli sie dtuzej, nie wykazujac cech nowotworowych, co wy-
korzystuje sie w inzynierii biomedycznej (patrz nizej).

Obecnosc telomerazy nie jest jedynym sposobem na wy-
dtuzanie telomeréw. Potwierdzity to badania na fibroblastach
pochodzacych od myszy z nieaktywnymi genami telomerazy,
w ktérych wykazano obecnos¢ alternatywnego mechanizmu
wydtuzania telomerdw (ang. alternative lenghtening of telo-
meres — ALT), niezaleznego od telomerazy [19]. Mechanizm
ten opiera sie prawdopodobnie na homologicznej rekombina-
cji miedzy siostrzanymi chromatydami [20] i moze wystepo-
wac w komérce rownoczesnie z aktywna telomeraza [21].

Funkcje telomeru

« Dzieki obecnosci telomeru komérka nie ma problemu z kom-
pletna replikacja nici opdznionej, a tym samym zadna czes¢
informacji genetycznej nie jest tracona podczas podziatu.
Skréceniu ulega jedynie telomer o ok. 50-150 par zasad.

» Struktura telomeru (ang. capping) chroni konce chromo-
somow przed atakiem egzonuklaz, ktore inaczej trawity-
by skrajne fragmenty DNA, degradujac tym samym se-
kwencje kodujace informacje genetyczng [16].

 Chroni chromosomy przed niehomologicznym taczeniem
koncdw (NHEJ), tym samym zapobiegajac niestabilnosciom
chromosomowym, w tym translokacjom, amplifikacjom
i delecjom [22-24].

e Struktura telomeru pomaga systemom naprawczym roz-
rozni¢ uszkodzenie DNA od konca chromosomu [16].
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Ryc. 3. Aktualny model struktury telomeru
Fig. 3. Current model of telomere structure

* Telomer jest molekularnym zegarem, ktéry informuje ko-
morke o przekroczeniu krytycznej liczby podziatéw (skroce-
nie telomeréw uniemozliwia utrzymanie wtasciwej struk-
tury przestrzennej telomeréw — ang. uncapping) i kieruje ja
na droge spoczynku (ang. senescence) lub apoptozy [25, 26].

Telomer i telomeraza w onkogenezie
Reperacja czy prokreacja

Celem zycia organizmow jest przekazanie materiatu ge-
netycznego i utrzymanie ciggtosci gatunku. Dla utrzymania
zycia organizmu w jego ciele musza zachodzi¢ scisle skoor-
dynowane procesy naprawy, syntezy i kontrolowanej smier-
ci komorki — apoptozy.

Wedtug teorii Kirkwooda (Disposable Soma Theory) cia-
to (soma) jest tylko przenosnikiem materiatu genetyczne-
go. Jesli wiecej energii jest przeznaczane na reperacje ciata,
tym mniej zostaje jej na reprodukcje i na odwrot. Bilans po-
miedzy tymi dwoma procesami ma wptyw na szybkos¢ sta-
rzenia i zalezy od srodowiska, w jakim dany organizm zyje.
Organizmy majgce wielu naturalnych wrogoéw (np. gryzo-
nie) przeznaczaja wiekszg ilosci energii na wczesna repro-
dukcje niz na naprawe ciata, ktére — co wysoce prawdopo-
dobne — moze pas¢ tupem drapiezcy. Dla rodzaju ludzkie-
go, ktéry wraz z postepem cywilizacji tak naprawde nie ma
naturalnych wrogbw, a zycia jest coraz dtuzsze, korzystniej-
sze wydaje sie by¢ wydatkowanie wiekszej czesci energii
na procesy reperacyjne ciata (soma) niz reprodukcyjne.
Zwiekszajgca sie dtugos¢ zycia ludzi zwieksza jednak ryzy-
ko powstawania nowotworéw, co jest wynikiem wydtuze-
nia okresu dziatania czynnikéw onkogennych na komorki
organizmu. Powstawanie nowotworow jest wiec ceng, ja-
ka ptacimy za wydtuzanie zycia [27].

Telomer jako supresor nowotworowy

Czynnikiem ograniczajacym liczbe podziatow s3 telome-
ry. Dziataja one jak supresor procesu nowotworzenia, po-
niewaz ograniczona liczba podziatéw zapobiega nagroma-
dzaniu sie krytycznej liczby (4-6) mutacji prowadzacych
do rozwoju nowotworu. Kazda mutacja pojawia sie w jed-
nej komorce, z ktorej powstajacy klon komarkowy (20-30
podziatéw, ok. 1 min komaérek) ma wieksze szanse na naby-
cie kolejnej krytycznej mutacji. Ograniczanie liczby podzia-
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Fig. 4. Two critical control points (M1 and M2) which a cell must
pass to be immortal (modified from [86])

tow do ok. 60-70 jest wiec mechanizmem supresji nowo-
tworzenia, prowadzgcym komoérke do wspomnianego juz
wczesniej spoczynku (faza M1) (ryc. 4.) [25, 26]. Badania
wskazuja, ze nie srednia dtugosé telomerow, ale najkrétsze
z nich wywotuja zatrzymanie podziatow komérkowych [28].

Podziaty komérek prowadza do systematycznego skra-
cania sie telomeréw i zaburzenia ich przestrzennej struktu-
ry — uncapping — co aktywuje szlaki wykrywajace uszkodze-
nia struktury DNA i prowadzi do zatrzymania podziatow ko-
morek (uspienie). Komorki w fazie uspienia pozostajg jednak
aktywne metabolicznie. Jezeli zas komoérka nabedzie badz
dziedziczy zmiany w kluczowych biatkach (p53/pRb) dla wy-
krywania krétkich telomerdw, komorki beda sie dalej dzie-
li¢, a telomery beda sie dalej skraca¢, az komérka osiagnie
faze M2 (ryc. 4.). W fazie M2 krotkie telomery uruchamiaja
szlaki reperacyjne DNA (HR — homologous recombination,
NHEJ), co powoduje taczenie sie koncdw réznych chromo-
somow ze soba i prowadzi do patologicznych mitoz, a w re-
zultacie do tzw. katastrofy mitotycznej (utrata zywotnosci
komérki z powodu licznych aberracji chromosomowych).
Komorka w fazie M2 jest kierowana na droge apoptozy lub
innego mechanizmu powodujacego jej smierc. Nie wszyst-
kie komorki, ktére osiggna faze M2 ulegajg Smierci. Niekto-
re z nich (1/107) dzieki zaburzeniom zwigzanym z katastro-
fa mitotyczna, czy dziedzicznym sktonnosciom (mutacje
w supresorach i/lub onkogenach), pobudzaja aktywnos¢ te-
lomerazy lub ALT przez co osiagaja nieograniczona mozli-
wos¢ rozrostu i staja sie niesmiertelne [25, 26].

Nalezy nadmieni¢, ze oprécz reaktywacji telomerazy
do onkogenezy moga sie przyczyniac patologiczne zmiany
w biatkach (TRF1, TRF2 czy TANK1 i TANK2) wspottworza-
cych wspomniang wyzej strukture telomeru [16].

Poziom aktywnosci telomerazy
jako marker diagnostyczny kancerogenezy

Telomeraza ulega aktywacji w komorkach 85-90% nowo-
tworéw [17]. Nie wykrywa sie natomiast aktywnosci telome-

razy w komorkach somatycznych, z wyjatkiem komérek ma-
cierzystych gamet, skory, jelita czy komoérek uktadu immuno-
logicznego [17]. Dtugos¢ telomeru w komérkach nowotworo-
wych jest zdecydowanie mniejsza niz w komérkach prawi-
dtowych, dlatego tez komérki nowotworowe potrzebujg statej
aktywnosci telomerazy do proceséw podziatu, w przeciwien-
stwie do komérek somatycznych, ktére przez pewien czas
moga przetrwac bez aktywnosci tego enzymu [29, 30].

Obecnie dostepne sa rézne metody wykrywania obec-
nosci i aktywnosci telomerazy [31] poczawszy od pierwszej
opartej na technice PCR, tzw. TRAP (ang. Telomeric Repeat
Amplification Protocol) [12]. Sa one stosunkowo mato skom-
plikowane, czego rezultatem sg proby ich adaptacji jako do-
datkowego narzedzia diagnostycznego, umozliwiajacego
wykrycie, czy monitorowanie procesu nowotworowego me-
toda nieinwazyjna, np. nowotwory uktadu moczowego (dia-
gnostyka z moczu) [32] czy mato inwazyjna za pomoca resz-
tek materiatu biologicznego uzyskanego za pomoca biopsji
aspiracyjnej cienkoigtowej (BAC) [33] i gruboigtowej [34].

Problemem w diagnostyce cytologicznej sg czesto mate
ilosci materiatu, ktére generuja trudnosci w stawianiu roz-
poznan z tego typu preparatow. Probuje sie wiec wykorzy-
sta¢ pomiar aktywnosci telomerazy (metoda: TRAP) badz
poziom transkrypcji hTERT (metoda: RT-PCR, ISH — hybrydy-
zacjia in situ) w celu rozréznienia rozrostéw tagodnych od ra-
kowych w resztkach materiatu pobiopsyjnego, np. w przy-
padku diagnostyki zmian tarczycy [35, 36]. Badano réwniez
ekspresje hTERT mRNA za pomoca ISH w komorkach uzy-
skanych z ptynéw z optucnej i otrzewnej, co okazato sie row-
niez pomocne w uscisleniu rozpoznania na poziomie cyto-
logii w rozréznieniu zmian tagodnych i ztosliwych [34].

Probuje sie rowniez korelowac obecnosé lub brak aktyw-
nosci telomerazy z klasycznymi czynnikami prognostyczny-
mi w celu optymalizacji i odpowiedniej selekcji pacjentow
do okreslonej terapii [37, 38].

Poremba i wsp. [39] analizowali ekspresje biatka hTRET
(metoda: IHC —immunohistochemia) oraz genu hTR/hTERC
(ISH) w 611 przypadkach raka piersi za pomocg macierzy
tkankowych (TMA). Wykazali, ze pacjentki z nowotworami
o wysokiej ekspresji obu genow miaty krétszy catkowity czas
przezycia w poréwnaniu z kobietami z nizsza ekspresja.

Kamori i wsp. [40] w materiale pochodzgacym z mastek-
tomii wykryli telomeraze w 56/64 gruczolakorakach, ale
w zadnym z dwoch guzoéw lisciastych piersi. Nie wykryto
zadnej korelacji pomiedzy ekspresjg hTERT (mierzona IHC
i ISH) a czynnikami klinicznopatologicznymi (wiek, typ hi-
stologiczny, wielkos¢ guza, stan weztow chtonnych, nawro-
ty, ekspresja ER i PR). Zaobserwowano wysoka korelacje
(p<0,005) pomiedzy ekspresja mRNA (hTERT) mierzong ISH
a ekspresja biatka (WTERT) telomerazy mierzong IHC, co mo-
ze utatwi¢ wprowadzenie telomerazy jako markera diagno-
stycznego ze wzgledu na standardowosé metody IHC.

Heaphy i wsp. [41], analizujac obok niestabilnosci mikro-
satelitarnych zawartos¢ telomerowego DNA (z ang. TC — te-
lomere DNA content), bedgcego surogatem dtugosci telo-
merow, wykazali, ze w histologicznie normalnej tkance pier-
si dtugosc¢ telomerdw wzrasta wraz z odlegtoscig od tkanki
nowotworowe]. W odlegtosci 1 cm (standardowa wielkosc
marginesu chirurgicznego) od tkanki nowotworowej dtu-
gosc¢ telomerdw jest podobna jak w nowotworze, a w odle-



Telomer i telomeraza w onkogenezie

489

komérki macierzyste gamet

blokowanie telomerazy

e N
= Cd

komarki macierzyste: skory, jelita
i uktadu immunologicznego

/

komérka nowotworowa
z aktywnym ALT

v

dtugosé
telomeru
komérki somatyczne prawidtowe
i nowotworowe
krytyczna dtugosé telomeru M1

niestabilnosé

genomu T

komérka nowotworowa
z zablokowana telomeraza
M2 bez aktywnosci ALT

[

spoczynek

podziaty komérek —»

reaktywacja telomerazy

komérka prawidtowa
komérka nowotworowa

apoptoza

t

apoptoza

Ryc. 5. Dtugos¢ telomeru w komérkach prawidtowych i nowotworowych przed, w trakcie i po terapii inhibitorem blokujacym aktywnos¢

telomerazy, a nie blokujacym ALT (zmodyfikowane z [30])

Fig. 5. Telomere length in normal and cancer cells before, in the course of and after inhibitor treatment that blocks telomerase activity

and does not block ALT (modified from [30])

gtosci 5 cm telomery osiggaja wymiary poréwnywalne z te-
lomerami z komérek krwi obwodowej. Gradient dtugosci te-
lomeréw moze mie¢ zwigzek ze znang od lat 50. tzw. teorig
rakowacenia pola (ang. field cancerization) [42]. Jesli rezul-
taty badan Heaphy i wsp. [41] zostang potwierdzone w in-
nych wieloosrodkowych badaniach, to beda mogty wpty-
wac na ustalanie szerokosci margineséw w tumorekto-
miach, a sama analiza dtugosci telomeru moze sie stac¢
istotnym markerem w chirurgii onkologicznej.

Telomeraza jako cel terapii

Komorki nowotworowe maja krétkie telomery w poréw-
naniu z komérkami prawidtowymi i sg catkowicie zalezne
od aktywnosci telomerazy (wyjatek: komorki wykorzystu-
jace niezalezny od telomerazy mechanizm ALT [19]) — ryc. 5.
Stwarza to mozliwosé blokowania procesu nowotworowe-
go poprzez blokowanie aktywnosci telomerazy praktycznie
bez skutkéw ubocznych dla normalnych komérek. Komér-
ki prawidtowe zalezne od aktywnosci telomerazy (patrz wy-
zej) przetrzymajq okres dziatania inhibitora telomerazy,
a po jego odstawieniu naturalna aktywnos¢ tego enzymu
odbuduje fizjologiczna dtugos¢ telomeru (okienko terapeu-
tyczne) [29] (ryc. 5.).

Komorki nowotworowe majace krétkie telomery, prze-
stanga sie dzieli¢ i beda kierowane np. na droge apoptozy,

z wyjatkiem komérek majgcych aktywny mechanizm ALT
(ryc. 5.). Gtéwne metody blokowania telomerazy:
 immunoterapia — szczepionki przeciwko telomerazie,

* terapia genowa:

a) geny samobdjcze lub geny wirusow onkolitycznych
(np. CG5757), bedacych pod kontrolg promotora genu
hTERT, ekspresja nieaktywnej katalitycznie podjed-
nostki telomerazy hTERT (DN-hTERT z ang. dominant
negative hTERT),

b) antysensowne oligonukleotydy (ang. antisense oligo-
nucleotide — ASO) to chemicznie zmodyfikowane, DNA
podobne, RNA podobne jednoniciowe czgsteczki o dtu-
gosci ok. 17-22 nukleotydow, specyficznie blokujgce
ekspresje danego genu, np. GRN163L [43],

) siRNA (z ang. small interference RNA) — oligonukleoty-
dy wystepujace naturalnie i moga by¢ syntetyzowane
in vitro majace zdolnos¢ do tworzenia kompleksu
z biatkami, ktére moga specyficznie degradowaé mRNA
lub blokowac jego translacje, wyciszajac tym samym
ekspresje danego genu [43],

d) rybozymy (typu hammerhead) to krétkie (ok. 40 nu-
kleotydow) sekwencje RNA, majace zdolnos¢ do spe-
cyficznego przecinania innego danego RNA [43],

« inhibitory odwrotnej transkryptazy — mate czasteczki syn-
tetyzowane chemicznie, np. AZT,
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« stabilizacja kwadruplekséw (przestrzenna konformacja for-
mowana przez jednoniciowy telomerowy DNA bogaty
w guanine [44]), np. BRACO — 19,

« blokowanie dostepu telomerazy do telomeru [45-48] (ryc. 6.).

Immunoterapia

Najbardziej zaawansowane prace dotycza immunotera-
pii, kiedy to jako antygen stosuje sie krotkie peptydy pocho-
dzace z podjednostki katalitycznej telomerazy.

W 1997 r. Vonderheide i wsp. zindentyfikowali 9-amino-
kwasowy peptyd (ILAKFLHWL), ktéry oznaczyli jako 1540. Epi-
top ten wykazywat duza immunogennos¢ i wiazany byt przez
powszechny typ MHC klasy | (z ang. major histocompatibili-
ty complex — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej), tj. HLA-A2
[49]. Ta sama grupa badaczy wykazata w badaniach przed-
klinicznych, ze komérki dendrytyczne prezentujace kompleks
1540-HLA-A2 aktywowaty ex vivo limfocyty cytotoksyczne
CD8+ (CTL), pochodzace zaréwno od pacjentéw zdrowych,
jak iz choroba nowotworowa. Uaktywnione w ten sposéb
CTL in vitro niszczyty komorki nowotworowe z ekspresja te-
lomerazy pochodzace z linii komorkowych nowotworowych,
jak i izolowane z guzéw pobranych od pacjentéw [50]. W ba-
daniach przeprowadzonych na pacjentach z zaawansowa-
nym rakiem piersi i prostaty, u czesci (4/7) uzyskano aktyw-
nos¢ limfocytéw cytotoksycznych przeciwko telomerazie,
szczepiac kilkakrotnie (6 dawek, 1 dawka/tydz.) chorych, au-
tologicznymi (w obrebie jednego organizmu) komdrkami den-
drytycznymi prezentujacymi kompleks 1540-HLA-A2. Nie za-
obserwowano powaznych skutkéw niepozadanych, a nawet
rozmazy pochodzace ze szpikdéw pacjentdéw nie wykazywaty
zadnych zmian [51].

Su i wsp. [52] przeprowadzili badanie kliniczne | fazy,
szczepigc komoérkami dendrytycznymi (DC —z ang. dendri-

tic cells) transfekowanymi mRNA hTERT lub chimerycznym
mMRNA kodujacym biatko zwigzane z btona lizosomu (LAMP
— lysosome-asociated membrane protein-1) i hTERT 20 pa-
cjentéw z zaawansowanym rakiem prostaty. 12 pacjentéw
szczepiono przez 3 tyg. (1 dawka na tydz.) w tym 6 DC +
hTERT i 6 DC + LAMP-hTERT, a 8 przez 6 tyg. (1 dawka
natydz.), wtym 5 DC + hTERT i 3 DC + LAMP-hTERT. U 19/20
pacjentow zaktywowano CTL (CD8+), a w grupie szczepio-
nej z komponentem chimerycznego mRNA zaobserwowa-
no takze aktywacje limfocytéw CD4+ oprécz CD8+. U pa-
cjentéw szczepionych 6 dawkami z chimerycznym mRNA
wykazano przejsciowy spadek poziomu PSA, jak réwniez ilo-
sci komorek nowotworowych krazacych we krwi chorych.
W trakcie i po szczepieniu u zadnego z pacjentdw nie wy-
kryto powaznych skutkéw ubocznych, jednakze 6/20 pa-
cjentéw zmarto z powodu progresji choroby. Nalezy nad-
mienic, ze celem tego badania byto sprawdzenie bezpie-
czenstwa stosowania tego typu szczepionki, jak rowniez jej
skutecznosci w indukowaniu odpowiedzi klinicznej [52].

Obecnie prace dotyczace immunoterapii przeciwko telo-
merazie osiggnety faze I/1l, a nawet Il i Il badan klinicznych
[53]. Grupa badaczy z Norwegii [54] przeprowadzita niedaw-
no szczepienie 26 pacjentéw z niedrobnokomaérkowym ra-
kiem ptuc. Szczepionka miata postaé mieszanki dwéch pep-
tydéw pochodzacych z podjednostki katalitycznej telomerazy
(GV1001-hTETR:611-626 i HR2822-hTERT:540-548 identyczny
7 1540 [49]) oraz czynnika stymulujacego kolonie granulocy-
tow i makrofagdéw (GM — CSF). W ok. 50% przypadkéw, uzy-
skano aktywacje uktadu immunologicznego, skierowang prze-
ciwko komoérkom nowotworowym. U 1 pacjenta stwierdzo-
no catkowitg remisje nowotworu. Pacjent ten produkowat
limfocyty cytotoksyczne, specyficznie rozpoznajace jeden
z peptyddéw szczepionki. U zadnego ze szczepionych pacjen-
téw nie wystapity powazne skutki niepozadane [54].

Nalezy nadmieni¢, ze norweska grupa badaczy stosuje
inny typ szczepienia, a mianowicie komorki dendrytyczne
z wprowadzonym mRNA: z guza (czerniak) [55], z linii ko-
morkowych nowotworowych (prostata) [56]. U wiekszosci
pacjentéw biorgcych udziat w badaniach I/1l fazy zaobser-
wowano odpowied? kliniczng (np. spadek poziomu PSA [56]),
wigzang z dziataniem szczepionki, nie obserwujac powaz-
nych skutkdw niepozadanych [55, 56].

Gaudernack i wsp. planuja badanie kliniczne z wykorzy-
staniem DC transfekowanych mRNA z guza danego pacjen-
ta oraz syntetycznym mRNA hTERT jako szczepionke [57].
Jednakze, aby mysle¢ o wprowadzeniu tych szczepionek
do leczenia pacjentéw, musza zostac przeprowadzone ba-
dania Il'i Il fazy klinicznej, w tym kombinacje ze standar-
dowymi chemioterapeutykami [53], czy regulatorami ukta-
du immunologicznego [54], aby przez dtuzszy czas podtrzy-
mac aktywnos¢ uktadu immunologicznego. Z regulatorami
uktadu immunologicznego nalezy jednak zachowac ostroz-
nos¢, jak pokazato badanie kliniczne na zdrowych ochotni-
kach dotyczace agonistycznego przeciwciata (TGN1412) dla
receptora CD28, ktére wywotato tzw. burze cytokinowa
(z ang. cytokine storm), ktéra mogta doprowadzi¢ do $mier-
ci wszystkich 6 ochotnikéw [58].

Dotychczas nie udato sie uzyskac trwatej odpowiedzi kli-
nicznej, jednak do kontynuacji badan zacheca brak istot-
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nych niepozadanych skutkow i wystepujgca przejsciowa od-
powiedz kliniczna.

Terapia genowa

Réwnie preznie rozwija sie terapia genowa skierowana
na wybidrcze niszczenie komorek z ekspresja telomerazy. Jak
wspomniano wyzej, w przeciwienstwie do komarek prawi-
dtowych, w wiekszosci komérek nowotworowych telomera-
za jest aktywna [17], co sugeruje, ze promotor genu koduja-
cego katalityczng podjednostke telomerazy (hTERT) jest bar-
dzo aktywny. Te aktywnos$¢ promotora prébuje sie
wykorzystaé¢ do celéw terapii genowej, taczac go z sekwen-
¢ja kodujaca biatka prowadzace do apoptozy, enzymy meta-
bolizujace protoksyny, czy kluczowe biatka dla cyklu zyciowe-
go wirusa litycznego [46]. Tak powstajacy gen chimeryczny
(promotor genu hTERT + sekwencja kodujgca dane biatko po-
Srednio lub bezposrednio niszczace komérke) powinien ule-
gac ekspresji w wiekszosci komérek nowotworowych, zabi-
jajac je w ten sposéb wysoce selektywnie, ze znikomymi skut-
kami ubocznymi dla komérek prawidtowych [46]. Szczegdlnie
zaawansowane prace dotycza wirusa onkolitycznego o enig-
matycznej nazwie CG5757. CG5757 to zmodyfikowany ade-
nowirus, ktéry powstat po zamianie promotoréw typu dzikie-
go dla gendw E1A i E1B (kieruja cyklem zyciowym wirusa), od-
powiednio na promotory dla E2F1i hTERT (promotor dla E2F1
jest aktywny w komérkach z defektem biatka Rb-85% nowo-
twordw, a gen hTERT ulega ekspresji w ok. 90% nowotwo-
row — patrz wyzej) [59]. Tak zmodyfikowane wirusy wykorzy-
stano w badaniach przedklinicznych (w tym na myszach),
uzyskujac bardzo obiecujgce rezultaty [59].

Wirus CG5757 od 100 do 10 tys. razy efektywniej repliko-
wat w komarkach nowotworowych, w poréwnaniu z komor-
kami prawidtowymi, niszczac bardzo selektywnie te pierw-
sze. Po dozylnym wprowadzeniu wirusa do organizmu my-
szy pozbawionych odpornosci nie obserwowano powaznych
skutkéw ubocznych (przejsciowa utrata masy ciata i nie-
znacznie podwyzszona aktywnos¢ enzymoéw watrobowych)
[59]. Skutecznos¢ dziatania CG5757 badano na myszach
z podskoérnie implantowanymi ludzkimi komaérkami nowo-
tworowymi z raka pecherza lub ptuc (myszy z tzw. ksenogra-
ficznym nowotworem), ktérym bezposrednio do guza poda-
wano wirusa. W 4. tyg. od pierwszej iniekcji zaobserwowa-
no zmniejszenie o ok. 30% objetosci wyjsciowe] nowotworu
pierwotnego w poréwnaniu z nowotworem kontrolnym, kt6-
rego objetos¢ w tym czasie wzrosta ponaddziewieciokrotnie,
a ok. 50% nowotwordw catkowicie zanikto [59]. Analizowa-
no réwniez skutecznos¢ wirusa podawanego dozylnie (1. i 4.
dnia eksperymentu) myszom z implantowanym podskérnie
ludzkim nowotworem prostaty, a po 6 tyg. obserwowano
spowolnienie wzrostu nowotworu o ok. 72% w poréwnaniu
z mysza, ktorej aplikowano placebo [59].

Wirth i wsp. [60] wykazali, ze adenowirus (Ad) z wpro-
wadzonym promotorem hTERT zamiast promotora dla E1A
(hTERT-Ad) wykazywat duzg selektywnosc replikacji i roz-
przestrzenienia infekcji tylko w komérkach linii nowotwo-
rowych z ekspresjg hTERT, czego nie zaobserwowano w he-
patocytach bez ekspresji telomerazy. Po jednorazowej apli-
kacji takiego wirusa do guza myszom z ksenograficznym
nowotworem (komérki linii nowotworu watroby) w 4. tyg.

zaobserwowano znaczne spowolnienie, a ostatecznie cat-
kowite zahamowanie wzrostu nowotworu.

Ta sama grupa badaczy [61] pokazata skutecznosc apli-
kowania hTERT-Ad w przezwyciezeniu opornosci na lecze-
nie chemioterapia (doksorubicyna) i TRAIL (czynnik martwi-
cy nowotworéw zwigzany z ligandem indukujacym apopto-
ze —ang. tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand) myszy z ksenograficznym nowotworem (pierwotny
rak watroby — HCC). Nalezy nadmienic, ze chemioterapia nie
blokowata wiremii Ad-hTERT. Po uptywie tygodnia od ostat-
niej iniekcji obserwowano dalsze namnazanie i rozprzestrze-
nianie sie hTERT-Ad w komarkach nowotworu. Zaobserwo-
wano réwniez nieznaczne podwyzszenie aktywnosci enzy-
mow watrobowych w surowicy myszy poddanych terapii
wirusem w stosunku do myszy kontrolnych. Aby badac sys-
temowa toksycznos¢ wirusa myszom podawano dozylnie
hTERT-Ad i wykryto jego obecnos¢ za pomoca PCR w watro-
bie, Sledzionie i szpiku. Nie wykazano dtugoterminowej tok-
sycznosci w obrazie krwi, pomimo aktywnosci telomerazy
w komérkach macierzystych (krwiotworczych) [61]. Moze
ma to zwigzek ze wspomniang przez ten sam zespdt mata
sktonnoscia do zakazania przez wirus komorek nienabton-
kowych, takich jak komérki macierzyste [60].

Z przeprowadzonych analiz wynika [59-61], ze zmodyfiko-
wany adenowirus jest wysoce selektywny, jednakze nie wia-
domo, czy po podaniu wirusa cztowiek nie wytworzy silnej
(niekontrolowanej) odpowiedzi immunologicznej przeciwko
niemu, zmniejszajac jego skutecznos¢ i niszczac przy okazji
wiasne komorki. Arbitralnym rozwigzaniem moze by¢ przed-
stawione w ww. eksperymentach [59-61] podawanie wirusa
bezposrednio do guza, co wydaje sie by¢ skuteczniejsze niz
aplikowanie dozylnie. Moze to by¢ skuteczna forma terapii
dla nowotwordw litych rosnacych miejscowo (wczesne sta-
dium choroby), lub w potaczeniu z klasycznymi chemiotera-
peutykami (ostabiaja — modulujg odpornos¢ immunologicz-
na pacjenta) jako terapia systemowa zaawansowanych no-
wotwordw litych i nowotworéw uktadu krwiotwérczego.
Nalezy nadmieni¢, ze zanim terapia genowa trafi do kliniki,
musi pokona¢ niematg doze sceptycyzmu wywotanego nie-
powodzeniami w jej wdrazaniu podczas ostatniej dekady
(Smier¢ 18-letniego Jessego Gelsingera w ciggu 96 godz. od po-
dania leczniczych adenowirusow 17 wrzesnia 1999 r.).

Zmodyfikowany oligonukleotyd (ISIS 24691) to antysen-
sowy [43] inhibitor, blokujacy telomeraze, wigzac sie
do hTERC/hTR. ISIS 24691 uzyto w przedklinicznych bada-
niach na liniach komérkowych raka prostaty o genotypach
(DU145-Rb, p537i LNCaP-Rbr, p53*) [64]. ISIS 24691 nie blo-
kowat natychmiast proliferacji, ale po ok. 70-80 dniach po-
dawania leku wywotywat skracanie telomeréw. Komérki linii
LNCaP szybciej byty kierowane na droge apoptozy i wczesnie]
tracity zdolnos¢ do tworzenia kolonii na agarze w poréwna-
niu z DU145. Prawdopodobnie ma to zwigzek z genotypami
tych linii komoérkowych (patrz wyzej). Wykonano tez analizy
na myszach z implantowanymi podskérnie komaérkami z ww.
linii (model ksenograficzny), ktére wczesniej hodowano
w obecnosci ISIS 24691. | tak myszy z implantowanymi ko-
morkami LNCaP rozwijaty mate nowotwory lub nie rozwija-
ty ich w ogéle, a myszy z implantowanymi komoérkami
DU145 rozwijaty nowotwory mniejsze w poréwnaniu z my-
szami kontrolnymi (bez hodowli w obecnosci ISIS 24691). Trak-
towanie komoérek LNCaP ISIS 24691 przed implantowaniem
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do myszy znacznie obnizato ilos¢ wydzielanego PSA w po-
réwnaniu z myszami kontrolnymi [62]. Krétkie dziatanie
ISIS 24691 (1 dzien) nie wzmagato hamujacego dziatania kla-
sycznych chemioterapeutykéw (cisplatyny, karboplatyny,
doksorubicyny, etopozydu lub paklitakselu) na proliferacje
komorek (LNCaP i DU145), co — jak sugeruja autorzy — moze
by¢ wynikiem powolnego skracania telomeréw zanim osia-
gna one krytyczna dtugos¢. Dtuzsze traktowanie (ok. 60 dni)
komorek DU145 oligonukleotydem ISIS 24691 uczulato na
leczenie cisplatyna i karboplatyna, a niespodziewanie nie mia-
to wptywu na komérki LNCaP, co moze miec zwiagzek, jak przy-
puszczaja autorzy, z ttem genetycznym uzytych linii komor-
kowych (patrz wyzej) [62]. Mankamentem uzycia tej metody
jest dtugi czas (ok. 2 mies.) zanim dojdzie do zatrzymania po-
dziatéw, co moze sprzyjac aktywacji ALT.

Sposréd inhibitorow telomerazy duze nadzieje wiaze sie
ze zmodyfikowanym antysensowym oligonukleotydem
(13 nukleotydow — GRN163L), rowniez blokujgcym czes¢ ma-
trycowa (WTERC/hTR) telomerazy. Jak wykazaty badania na li-
niach komaérkowych i zwierzetach, dzieki swej budowie che-
micznej (oligonukleotydolipid jest rozpuszczalny w wodzie,
oporny na nukleazy, silnie wiaze sie z docelowa sekwencja
i tatwo przenika przez btony komarkowe), dobrze sie wchta-
nia i jest skuteczny w minimalnych dawkach, zmniejszajac
radykalnie wystgpienie toksycznych skutkéw ubocznych
[63]. GRN163L silnie blokuje podziaty komérkowe i zapobie-
ga tworzeniu kolonii przez komorki raka piersi [64] i ptuc
[63], juz po tygodniowej ekspozycji 1 uM inhibitora [63, 64],
bez wzgledu na dtugosé telomeréw. Podawany réwniez przez-
skornie blokowat przerzuty u myszy z zaindukowanym ra-
kiem ptuc, nie powodujac u nich systemowej toksycznosci
[63]. Zaletg inhibitora jest szybkie zatrzymanie podziatow
niesprzyjajace aktywacji ALT, jak réwniez niski poziom daw-
ki skutecznej. Wynika to prawdopodobnie z ww. wtasciwo-
sci tego oligonukleotydolipidu, co moze zwiastowac rychte
wprowadzenie tego leku do badan klinicznych.

Li i wsp. [65] wykazali, ze po wprowadzeniu DNA kodu-
jacego zmutowang podjednostke hTERC (MT-hTERC), za po-
moca zmodyfikowanego, bardzo wydajnie infekujacego wi-
rusa HIV (HIV-MT-hTERC), do linii komdrkowych LOX (czer-
niak) i UM-UC-3 (rak pecherza moczowego) z aktywnga
telomeraza (Scislej z ekspresja hTERT) spowodowato, ze te-
lomeraza syntetyzowata telomerowy DNA o sekwencji nie-
rozpoznawalnej przez biatka uczestniczgce w metabolizmie
telomerow, co powodowato uncapping. W rezultacie juz po
5i 8 dniach od infekcji obserwowano bardzo szybkie zatrzy-
manie podziatow i apoptoze, bez masowej utraty telome-
rowego DNA oraz silng aktywacje szlakéw zwigzanych z od-
powiedzig na uszkodzenie DNA (nadekspresja p21 czy GAD-
D45). Efekt ten byt niezalezny od statusu (prawidtowe czy
zmutowane) biatka p53. Infekcja HIV-MT-hTERC linii komor-
kowej VA13 bez aktywnej telomerazy (wykorzystuje szlak
ALT) nie blokuje wzrostu komorek [65].

Koekspresja sSIRNAhTERC (siRNA hTERC degraduje mRNA
hTERC) z MT-hTERC (HIV-siRNA hTERC/MT-hTERC) wzmaga-
ta dziatanie tego ostatniego. Komarki linii UM-UC-3 infeko-
wane HIV-siRNAhTERC/MT-hTERC w 18. dniu po podskér-
nym implantowaniu myszom tworzyty mniejsza objetosé
nowotworu o stabym unaczynieniu (zatrzymanie wzrostu
i redukcja angiogenezy) w poréwnaniu z ksenograficznym

modelem kontrolnym [65]. Ta sama grupa badaczy [66] wy-
kazata, ze infekcja zmodyfikowanym wirusem HIV z ekspre-
sja SIRNAhTERC (HIV-siRNAhTERC) réwniez powodowata
bardzo szybkie zatrzymanie wzrostu i apoptoze (w ciggu kil-
ku podziatéw) réznych linii komérek nowotworowych (LOX,
HCT116, MCF-7, BT474 LNCa; wyj VA13 mechanizm ALT) [66].
Ekspresja siRNAhTERC, podobnie jak ekspresja MT-hTERC
nie powodowata masowego skracania telomeréw i nie wy-
magata funkcjonalnego biatka p53. Ekspresja siRNA nie wy-
wotywata natomiast uncapping czy aktywacji szlakdw zwia-
zanych z uszkodzeniem DNA (nie przypomina fenotypu se-
nescence) w przeciwienstwie do ekspresji MT-hTERC [66].

Po 5 dniach od infekcji HIV-siRNAhTERC komaérek linii
HCT116 (rak jelita) mierzono ekspresje gendw za pomoca
mikromacierzy i wykazano, ze sSiRNAhTERC obniza ekspre-
sje gendw zwigzanych z progresja cyklu komérkowego (cy-
klina G2 czy Cdc27), jak réwniez ekspresje gendéw zwiaza-
nych ze wzrostem nowotworu, angiogeneza, przerzutowa-
niem (np. integryna a.V czy protoonkogen Met). Nie wykryto
aktywacji gendéw zwiazanych z odpowiedzia na interferon,
co wskazuje na mata toksycznosé wektora per se i daje po-
tencjalne szanse na zastosowanie w terapii genowej [66].

Nalezy nadmienic, ze globalny profil ekspresji genéw ko-
morek zainfekowanych wirusem powodujacym ekspresje
SiRNAhTERC byt zasadniczo r6zny od komarek z ekspresja
MT-hTERC [66], czego rezultatem sg zapewne réznice w me-
chanizmach powodujacych zatrzymanie podziatéw komor-
kowych (patrz wyzej). Blokowanie podziatéw za pomoca
SiIRNAhTERC/MT-hTERC wydaje sie by¢ bardzo obiecujace
w terapii, poniewaz dziata na aktywng telomeraze (90% no-
wotworéw ma aktywng telomeraze), jej wynik jest niezalez-
ny od biatka p53 (bardzo czesto zmutowane w nowotworach),
dtugosci telomerdw, tempa ich skracania, a wektor (zmody-
fikowany HIV) nie wywotuje skutkéw ubocznych. Powyzsze
wyniki opieraja sie jednak gtéwnie na badaniach in vitro (kul-
tury komérkowe) i ksenograficznym modelu nowotworu.

Jak wspomniano wyzej, infekcja wektorem powoduja-
cym koekspresje siRNARTERC/MT-hTERC (HIV-siRNAh-
TERC/MT-hTERC) wywotywata szybkie zatrzymanie cyklu
komérkowego i apoptoze komérek. Goldkorn i Blackburn
[67] wykazali, ze koekspresja SiIRNAWTERC/MT-hTERC blo-
kuje szybko (juz 3 dni po infekcji) podziaty tylko wtedy, je-
zeli telomeraza moze aktywnie wydtuzac telomer, a dopie-
ro po 9 dniach, gdy jest nieaktywna katalitycznie (mutacja
D668A DN-hTERT) i nie osigga statystycznej istotnosci, kie-
dy jest aktywna katalitycznie, ale nie moze sie wigzac z te-
lomerem (mutacja N125A + T126A).

Wyciszanie ekspresji biatek zwigzanych z telomerem
(TRF2 czy hRapl) wzmaga dziatanie konstruktu siRNAh-
TERC/MT-hTERC, co potwierdza hipoteze, ze mutacja se-
kwencji telomeru uniemozliwia przytgczanie sie do niego
biatek fizjologicznie zwigzanych z sekwencja telomeru [67].

Inni badacze [68] analizowali wptyw blokowania ekspre-
sji hTERT okligonukleotydami antysensowymi (ASO) trans-
fekujac komarki linii raka pecherza moczowego (E)28). Trans-
fekcja ASO powodowata indukcje gendéw odpowiedzi
na stres (np. IL6, IL8, EGR1 czy GADD45 i GADD34), a wiec
genow niezwigzanych bezposrednio ze specyficznym blo-

kowaniem ekspresji hTERT (pomimo braku istotnych homo-
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logii uzytego ASO do sekwencji innych niz hRTERT mRNA).
ASO obnizaty ilos¢ MRNA hTERT o ok. 50%, a wzrost komo-
rek w ciggu 24 godz. o ok. 33%. Dla poréwnania, autorzy
blokowali ekspresje za pomoca siRNA hTERT i wykazali, ze
W ciggu 24 godz. zmniejszaja poziom MRNA hTERT
0 ok. 55% w poréwnaniu z kontrolg, ale w przeciwiefstwie
do ASO nie obserwowano zadnych zmian w zywotnosci,
proliferacji komarek lub czestosci wystepowania apoptozy
W ciggu 24 godz. od transfekcji. Analiza za pomocg mikro-
macierzy wykazata, ze siRNA hTERT hamowat m.in. ekspre-
sje dwdch protoonkogenéw EGFR i FOSL1 [(FRAL) — kompo-
nent kompleksu transkrypcyjnego AP1]. Jak pokazaty mikro-
macierze, ASO i siRNA wywotywaty zupetnie inne zmiany
w profilach ekspresji gendw. Oba inhibitory (siRNA i ASO
hTERT) redukowaty istotnie poziom mRNA hTERT, ale tylko
ten ostatni powodowat szybkie zatrzymanie podziatow ko-
morek, co moze mie¢ zwigzek z aktywacjg gendw zwigza-
nych ze stresem komérkowym, a nie bezposrednio z obni-
zeniem ekspresji mMRNA telomerazy [68]. Badano réwniez
kombinacje siRNA hTERT z chemioterapeutykami. I tak np.
cisplatyna i mitomycyna w potaczeniu z transfekcja siRNA
powodowata 50-procentowa redukcje liczby komérek no-
wotworowych w poréwnaniu z kontrolg (mitomycyna czy
cisplatyna + niespecyficzny siRNA), w ciggu 72 godz. i po-
nadto zwiekszyta sie czestos¢ apoptozy [68].

Ekspozycja linii komorkowe] raka prostaty (DU145)
na zmodyfikowany antysensowy oligonukleotyd RNA, blo-
kujacy prawidtowe dojrzewanie pre-mRNA hTERT powodo-
wata wczesne zmniejszanie tempa podziatow oraz apopto-
ze bez oznak duzej utraty dtugosci telomerow [69].

Zmodyfikowany antysensowy oligonukleotyd RNA szyb-
ko (juz w ciggu 18 godz.) powodowat zmniejszenie ekspre-
sji hTERT, co objawiato sie spadkiem aktywnosci telomera-
zy (18 godz. 45% — 72 godz. 95%), a ostatecznie zwiekszo-
na liczba komarek (o ok. 50%) ulegajacych apoptozie.
Ekspresja hTERT, jak i aktywnos¢ telomerazy stopniowo spa-
data w ciggu 72 godz. od usuniecia inhibitora z pozywki,
a apoptoza najczesciej nastepowata w 48. godz., a stopnio-
wo spadata w ciggu kolejnych 24 godz. po usunieciu oligo-
nukleotydu [69]. 18-godzinna ekspozycja na 0,5 uM anty-
sensowy oligonukleotyd hamowata wzrost komaérek wraz
z uptywem czasu osiggajac 78% 4872 godz. po usunieciu
inhibitora. Oligonukleotyd specyficznie blokowat splajsing
pre-mRNA hTERT, poniewaz nie wptywat na wzrost komo-
rek z ekspresja cDNA hTERT (linia komérkowa US-0S — hu-
man osteogenic sarcoma). Oligonukleotyd nie powodowat
masowej erozji telomeréw [69]. Nalezy nadmienic, ze blo-
kowanie innym specyficznym ASO, tyle Ze podjednostki RNA
telomerazy ("TERC/hTR) wykazato, ze 5 uM oligonukleoty-
du (w 10-krotnie wiekszym stezeniu w poréwnaniu z oligo-
nuklotydem blokujacym hTERT) hamowato aktywnos¢ te-
lomerazy efektywnie w 1. dobie po odstawieniu inhibitora,
przy czym z uptywem czasu jego wptyw zaczat zanikac. Po-
mimo blokady aktywnosci telomerazy oligomer nie reduko-
wat proliferacji komdrek DU145 (p537) ani nie indukowat
znaczacej ilosci apoptozy [69].

Apoptoza wywotana przez blokowanie ekspresji hTERT
moze mie¢ swoje Zrédto w funkcjach tego ostatniego, nie-
zaleznych od wydtuzania telomeréw. Catkowite wyciszenie

ekspresji hTERT za pomoca siRNA nie miato wptywu na pro-

liferacje komorek, ale uczulato je na chemioterapie, ktora
wywotywata apoptoze zwigzana z mitochondriami. Wywo-
tanie apoptozy byto niezalezne od biatka p53, a zalezato
od biatka Bax. Reasumujac, hTERT blokuje szlak apoptozy
zwigzany z mitochondriami [70].

Potrzebne sg dalsze badania dotyczace swoistosci blo-
kowania hTERT metodami siRNA i ASO i ich ewentualnych
skutkéw ubocznych, zanim te metody mozna bedzie wpro-
wadzi¢ do kliniki.

Wsréd wymienionych wyzej inhibitoréw stosowanie ry-
bozymow niszczacych transkrypty (mRNA) [43] gendw ko-
dujacych podjednostki telomerazy (hTERT i/lub hTERC/hTR)
w réznych komérkach nowotworowych przyniosto obiecu-
jace rezultaty [47]. I tak np. degradacja hTERC/hTR w ko-
mérkach raka piersi powodowata blokade aktywnosci telo-
merazy, skracanie telomeréw, spowolnienie podziatéw ko-
moérek i apoptoze w wiekszosci analizowanych klonéw
komorkowych [71]. Nalezy nadmieni¢, ze badania przepro-
wadzano in vitro (na linii komdrkowej MCF-7), jednak za-
stosowana metoda dostarczania rybozymu do komérek (ka-
tionowy liposom DOTAP) niesie duze nadzieje ze wzgledu
na ich mozliwosci selektywnego dostarczania swej zawar-
tosci do komérek docelowych [72].

AZT

AZT od dawna wykorzystywany w terapii ludzi zakazonych
HIV uzyty w kombinacji z paklitakselem wzmagat dziatanie
antynowotworowe in vitro i in vivo tego ostatniego [73].

Paklitaksel indukowat apoptoze, a takze erozje telomeréw
(w komdrkach bedacych w fazie mitozy, a nie w interfazie),
przejsciowo wzmagat aktywnosc telomerazy (erozja telome-
row wzmaga aktywnosc telomerazy — sprzezenie zwrotne)
w komorkach linii nowotworowej krtani (FaDu). AZT powo-
dowat stopniowe skracanie telomeréw i spowalniat wzrost
komarek, podobnie dziatat antysensowy hTERC (ASO hTERC).
Kombinacja paklitakselu z AZT czy antysensowym hTERC
wzmagata dziatanie tego pierwszego. AZT nie miat wptywu
na komérki pozbawione aktywnosci telomerazy, a wykorzy-
stujace ALT (Saos-2 — linia komaérkowa ludzkiego kostniako-
-miesaka), ani na komérki FaDu ktdre byty wezesniej trakto-
wane antysensowym hTERC, co sugeruje, ze obie substan-
cje blokuja aktywnosc telomerazy, ale w r6zny sposéb [73].

Kombinacji AZT z paklitakselem uzyto w terapii nowo-
tworu zaindukowanego u myszy, co powodowato zmniej-
szenie wielkosci nowotworu (w kontroli 4 razy zwieksze-
nie), 2—4 razy zwiekszenie frakcji komoérek bedacych w apop-
tozie i wydtuzenie czasu przezycia bez toksycznosci dla
komorek prawidtowych [73].

Synergistyczne dziatanie lekow (AZT + paklitaksel, czy
antysensowy hTERC + paklitaksel) pozwala na zmniejsze-
nie dawki skutecznej obu sktadnikéw, a tym samym ogra-
niczenie wystepowania skutkéw niepozadanych. Poza tym
AZT jest juz sprawdzony po wzgledem klinicznego zastoso-
wania w terapii HIV/AIDS.

Stabilizatory kwadruplekséw

Obecnie toczg sie zaawansowane badania nad stabiliza-
torem kwadrupleksow [44] (BRACO-19), ktory w dawkach
subcytotoksycznych wysoce selektywnie blokowat podzia-
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ty komérek oraz indukowat spoczynek i apoptoze w komor-
kach pochodzacych z réznych ludzkich linii nowotworowych
(nowotwory prostaty i macicy) [74, 75]. BRACO-19 w ciggu
7 dni indukowat spoczynek (50% komérek, wzrost ekspre-
sji p21 i p16™“?) oraz apoptoze [75], a takze radykalnie
zmniejszat ekspresje hTERT, ktéremu towarzyszyty atypo-
we mitozy [74]. BRACO19 ma wiec przewage nad inhibito-
rami blokujacymi tylko aktywnos¢ telomerazy, poniewaz za-
trzymanie podziatéw nie zalezy od dtugosci telomeréw
i tempa, w jakim sie skracaja. Nalezy nadmieni¢, ze BRACO-19
blokuje réwniez mechanizm ALT [75]. W modelu ksenogra-
ficznym (linia raka macicy) przezskérne podawanie BRACO-19
byto najefektywniejsze we wczesnej fazie rozwoju nowo-
tworu, czego rezultatem byta catkowita regresja 5/12 (40%)
nowotworéw [74]. Lek podawano myszom réwniez doustnie
(ponad 2 razy wieksza dawka niz przezskérnie), co powo-
dowato spadek ekspresji hTERT i wzrost liczby atypowych
mitoz, pomimo braku bloku wzrostu nowotworu [74]. Nie
obserwowano istotnej toksycznosci dla komérek pochodza-
cych z nienowotworowych linii komérkowych [75].

Inny typ stabilizatora kwadruplekséw wydaje sie by¢ obie-
cujacym lekiem w leczeniu ostrej biataczki. Telomestatyna,
podobnie jak BRACO19, ma niewielki wptyw toksyczny na nor-
malne komorki, a blokuje podziaty komarek z aktywna telo-
meraza i ALT. Dtuzsze dziatanie tego stabilizatora na komor-
ki linii ludzkiej ostrej biataczki mielomonocytowej (U937) prze-
jawiato sie indukcja biatek apoptotycznych (kaspazy-3, PARP
czy p38 MAP kinazy) i spowolnieniem wzrostu. Iniekcje we-
wnatrzotrzewnowe (2/tydzien przez 4 tyg.) z telomestatyny
ponad 4-krotnie op6zniaty wzrost ksenograficznego nowo-
tworu (U937) w poréwnaniu z kontrolg. Powodowaty takze
ok. 90-procentowy spadek aktywnosci telomerazy oraz istot-
ny wzrost odsetka komérek apoptotycznych. Redukowaty
rowniez przerzuty komorek nowotworu do szpiku. U myszy
nie obserwowano skutkéw ubocznych [76]. Nalezy zaznaczyc,
ze podobnie jak BRACO-19 telomestatyna szybko wywotuje
zatrzymanie podziatéw i apoptoze niezaleznie od dtugosci
telomerdw, jak rowniez nie wywotuje jawnych klinicznie skut-
kéw ubocznych. Te cechy obu stabilizatoréw umozliwia w nie-
dalekiej przysztosci rozpoczecie badan klinicznych. Szczegol-
nie interesujace bedzie zastosowanie tego typu inhibitoréw
w terapii miesakow, czesto opornych na chemio- czy radiote-
rapie, czesto majacych aktywny mechanizm ALT [77].

Blokowanie dostepu telomerazy do telomeru

Blokowanie dostepu telomerazy do telomeru rowniez wy-
daje sie by¢ obiecujaca forma terapii. Tankyrazal to biatko,
ktore reguluje dostep telomerazy do telomeru poprzez
zmniejszenie ilosci biatka TRF1 zwigzanego z telomerem [78].

Tankyrazal powoduje opornos¢ na inhibitor telomerazy
MST-312 (pochodna zwigzku chemicznego izolowanego z zie-
lonej herbaty) poprzez utatwienie dostepu resztkom nieza-
blokowanej telomerazy do telomeru (blokowanie telome-
razy to stan bardzo dynamiczny). Zablokowanie tankyrazyl
inhibitorem 3ab (3-aminobenzamid) przywracato natomiast
inhibicyjny wptyw MST-312 na telomeraze, prowadzac
do progresywnego skracania telomeréw [78].

Tankyrazal wywiera wptyw tylko w komérkach z aktyw-
na katalitycznie telomeraza, natomiast w komérkach no-
wotworowych niezaleznych od aktywnosci telomerazy (li-

nia GM847) i normalnych komérkach (fibroblasty skéry) in-
hibitor tankyrazy1 (3ab) nie wzmagat skracania telomerow
[78]. Seimiya i wsp. [78] wykazali, ze jednoczesne blokowa-
nie tankyrazy1 i telomerazy inhibitorami (odpowiednio 3ab
i MST-312) osiggano dawkami subcytotoksycznymi, co su-
geruje, ze tego typu kombinacja moze by¢ efektywna tera-
peutycznie sprowadzajac skutki niepozadane do minimum.

Komoérki macierzyste nowotworu a telomeraza

W ostatnich latach coraz powszechniej akceptowana jest
teoria komarek macierzystych nowotworu (CSC — ang. can-
cer stem cells), ktére odpowiadajg za jego wzrost, wznowy
czy zdolnosé do przerzutowania. CSC s3 bardzo nieliczne
i wystepuja w proporcjach 1 do 10°-10° [79, 80] i maja ak-
tywne geny nadajgce opornos¢ wielolekowa [81], co jest
prawdopodobnie powodem opornosci na chemioterapeu-
tyki, ktére niszcza wiekszos¢ komorek nowotworowych szyb-
ko dzielgcych sie [29], a pozostawiaja nietkniete komorki
CSC (rzadziej ulegaja podziatom) [79, 80]. Jak pokazaty do-
Swiadczenia CSC, w liczbie ok. 100 sg w stanie odbudowacé
cata mase guza [82], prawdopodobnie tacznie z klonami
opornymi na aplikowang nastepng chemioterapie (opornos¢
wzndw). Opracowano juz metody izolacji komérek macie-
rzystych nowotworu [82]. CSC wykazuja aktywnosc telome-
razy [83], wiec moga z powodzeniem stac sie celem réznych
opisanych typéw terapii.

Blokowanie aktywnosci telomerazy prawdopodobnie
przyniesie w niedalekiej przysztosci kilka skutecznych le-
kow dla pacjentéw cierpigcych z powodu réznych choréb
nowotworowych, jak rowniez umozliwi chemoprewencje
[84]. Pomimo tak zachecajgcych wynikéw, dotyczacych réz-
nych sposobdw blokowania aktywnosci telomerazy bardzie]
prawdopodobne wydaje sie uzywanie wyzej opisanych spo-
soboéw w kombinacji z klasycznymi chemioterapeutykami,
wysoko specyficznymi inhibitorami (np. Herceptyna czy Gle-
evec), czy blokowaniem innych sktadnikéw kompleksu te-
lomer-telomeraza [29, 78]. Takie potaczenie moze powodo-
wac zmniejszenie wymaganej skutecznej dawki obecnie
stosowanych lekow, a tym samym zmniejszenie niepoza-
danych skutkéw, co radykalnie poprawi jakos¢ zycia pacjen-
téw i pozwoli mysle¢ o chorobie nowotworowej, jak o cho-
robie przewlektej poddajacej sie kontroli, np. o cukrzycy.

Nadzieje wigzane z telomeraza — bioinzynieria

Poznanie budowy i funkcji telomeru i telomerazy stwo-
rzyto mozliwosci do hodowli ztozonych tkanek dla celow
transplantologii [85]. Dzieki zaindukowaniu aktywnosci te-
lomerazy w ludzkich komérkach nabtonka oskrzelowego,
a nastepnie posianiu ich na zel zawierajacy ludzkie fibrobla-
sty ptuc udato sie wyhodowac tréjwymiarowa tkanke na-
btonkowa sktadajaca sie z trzech typéw komarek: rzesko-
wych, wydzielajgcych $luz i podstawnych [85, 86] co stwa-
rza duze mozliwosci hodowli bardziej ztozonych narzadéw
(np. watroby) dla transplantologii.

Jak wynika z powyzszych rozwazan, poznanie struktury
telomeru i sposobu dziatania telomerazy stwarza nadzieje
na nowe formy leczenia przeciwnowotworowego i zapoczat-
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kowanie hodowli ztozonych tkanek dla transplantologii. Ba-
dania nad telomerem i telomeraza rozwijaja sie bardzo dy-
namicznie i na pewno ostatnie stowo w tym temacie nie
zostato jeszcze powiedziane.
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