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KRATICE

hTERT — humana telomerazna reverzna transkriptaza
hTR — humana telomerazna RNA komponenta

NSCLC — rak pluca velikih stanica



1. Uvod

Za razliku od prokariotskih kruznih genoma, genom ¢ovjeka i ostalih eukariota
organiziran je u linearne kromosome koji na krajevima imaju jedinstvenu telomernu
sekvencu. Telomere su specificne DNA-proteinske strukture koje se sastoje od TTAGGG
ponavljajucih sljedova nukleotida i pruzaju zastitu kromosomima od mehanizma popravka
(Ayouaz i sur. 2008).

Osim zastitne uloge, telomere imaju i ulogu u regulaciji stani¢nih procesa. Naime,
svakom stani¢énom diobom one se skra¢uju za 50-200 parova baza zbog nemogucnosti
repliciranja 3' krajeva tromog lanca tijekom DNA sinteze. Kada se telomere dovoljno skrate,
stanica ulazi u proces senescencije. U vecini slucajeva, stanice ulaze u ovaj proces prije nego
Sto su u moguénosti akumulirati dovoljnu koli¢inu mutacija da postanu kancerozne, tako da

ovaj proces moze predstavljati potencijalni antitumorski mehanizam (Shay i sur. 2001).

Dok somatske stanice stare uslijed skracivanja telomera, postoje stanice koje mogu
izbjeéi proces starenja, produzavati svoje telomere i postati besmrtne. Radi se o tumorskim
stanicama koje karakterizira neograni¢en broj dioba Sto im omogucuje aktivnostenzima
telomeraza (Slika 1). Osim u tumorskim, aktivnost telomeraze prisutna je kod stanica s
regeneracijskim potencijalom kao $to su spolne stanice, hematopoetske mati¢ne stanice,
endometrijske stanice, stanice bazalnog sloja koze itd. Telomeraza nije onkogen koji
transformira zdrave stanice u maligne, ve¢ im ona samo omogucava neograniceni broj dioba

(Counter i sur. 1992).

Upravo zbog toga, duljina telomera se sve viSe proucava kao moguci marker za

razlicite bolesti poput raka dojke, pluca i tako dalje.
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Slika 1. Aktivnost telomeraze u somatskim i tumorskim stanicama (preuzeto i prilagodeno prema
Shay 1995).

2. Problem replikacije telomerne DNA

Enzim DNA-polimeraza ne moze zapoceti sintezu novog lanca na kraju linearne DNA
molekule, tako da se sami krajevi linearnih kromosoma ne mogu replicirati normalnom
aktivno$¢u DNA-polimeraze (Cooper 2004). James Watson je 1972. opisao ovaj proces
poznat pod nazivom engl. ,.end replication problem* (Slika 2). Mehanizam DNA replikacije
kod linearnih kromosoma je drugaciji zaoba lanca. Na tromom lancu replikacija se ne
dovrsava do kraja na 5'kraju. Naime, tromi lanac usmjeren je od 3° kraja prema 5° kraju. Kako
bi se sintetizirao potrebno je stvaranje petlje koja omogucuje sintezu u 5°-3° smjeru (Shay
1995).



Sinteza tromog lanca odvija se putem sinteze Okazakijevih fragmenata koja se
inicirapomoc¢u enzima primaze. Buduc¢i da DNA-polimeraza ne moze zapoceti sintezu DNA
de novo primaza ¢e sintetizirati kratke fragmente RNA koji ¢e sluziti kao pocetnice za daljnju
sintezu DNA pomocu polimeraze kao i kod vodeceg lanca (Cooper 2004). Pripajanjem zadnje
pocetnice, DNA-polimeraza i DNA-ligaza zajedno prevode RNA u DNA i povezuju
fragmente. DNA polimeraza Koristi svoju 5'-3' egzonukleaznu aktivnost za odstranjivanje
RNA-pocetnice koja se nalazi ispred polimerizacijskog mjesta. Dolaskom replikacijske raslje
do kraja kromosoma, kalup za daljnju sintezu nedostaje te 5'-kraj novosintetiziranog lanca

ostaje nedovrsen (Berg i sur. 2012).
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Slika 2. Problem replikacije telomerne DNA(preuzeto i prilagodeno prema Web 1.

http://www.hammiverse.com/lectures/16/4.html).
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3. Struktura telomera

Kako ih stanice ne bi prepoznale kao dvolanc¢ani lom, telomere imaju specifi¢an oblik
i strukturu. Sest proteina specifi¢ni za telomere udruZzeni su u kompleks nazvan $elterin, ¢ija
je glavna uloga zastita krajeva kromosoma (Slika 3). Bez Selterina, telomere nisu zasti¢ene od
osteéenja te se krajevi kromosoma nepravilno procesiraju putevima popravka DNA. Selterin
utjece na strukturu telomerne DNA stvaraju¢i T petlju. Ona nastaje tako $to jednolancani
produzetak, na 3' kraju, bogat gvaninom napada dvolananu telomernu DNA. Telomerni
proteini se sepcifiéno vezu za dvolancanu ili jednolan¢anu telomernu sekvencu i tako
stabiliziraju T petlju (Karlseder i sur. 2002). Do danas su identificirana dva glavna telomerna
DNA vezujuca proteina, TRF1 (engl. telomeric repeat-binding factor 1) i TRF2 (engl.
telomeric repeat-binding factor 2) (Slika 3). Oba proteina su eksprimirani u svim ljudskim
stanicama i utjecu na duljinu telomera direktno ili preko interakcije s ostalim faktorima(Shay i

sur. 2001).
3.1. TRF1

Humani TRF1 protein uspjesno je izoliran zbog svoje specifi¢nosti vezanja in vitro za
dvolan¢ana TTAGGG ponavljanja(Zhong i sur. 1992; Chong i sur. 1995). Zbog moguénosti
savijanja, ima sposobnost sparivanja telomernih ponavljanja $to poti¢e pakiranje telomera in
vitro. Osim toga, sprjeCava pristup telomerazi te se tako ponasa kao negativni regulator

odrzavanja duzine telomera (Bianchi i sur. 1997; Griffith i sur. 1998)
3.2. TRF2

Protein TRF2 sudjeluje u kompleksiranju humanih telomera u svim stadijima
stani¢nog ciklusa, te se zato smatra glavnim faktorom u zastiti telomera. Uslijed njegova
nedostatka dolazi do molekularnih i kromosomskih oste¢enja te do velikih promjena u rastu
stanice. Ovisno o tipu stanica, odgovor moze biti apoptoza ili starenje stanice (Bilaud i sur.

1997; Broccoli i sur. 1997).
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Slika 3. Shematski prikaz telomerne strukture (preuzeto i prilagodeno prema Calado i Young 2008).

4. Struktura telomeraza

Telomeraza je ribonukleoprotein koji se sastoji od dvije podjedinice. RNA
podjedinica koja sluzi kao kalup za produljenje telomerne DNA, dok sintezu telomerne DNA
obavlja podjedinica reverzne transkriptaze (Slika 4). Za punu aktivnost telomeraze zasluzan
je protein TP1 (engl. transition protein 1) koji veze RNA (Greider i Blackburn 1985), a
upravo RNA kalup koju telomeraza posjeduje omogucuje lancu DNA produzenje u 5' smjeru
(O'Reilly i sur. 1999).
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Slika 4. Struktura telomeraze (preuzeto i prilagodena s Web 2).
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5. Tumori

Odsutnost telomeraza u somatskim stanicama uzrokuje njihovo skracivanje iz diobe u

diobu 1 priblizavanje procesu senescencije. U procesu onkogeneze dolazi do izbjegavanja tih

procesa. Izbjegavanje senescencije osigurava telomeraza u 85% ljudskih tumora. Ostalih 15%

svoju duljinu telomera odrzavaju ALT mehanizmom (engl. alternative legthening of

telomeres) (Reddel 2000).

Granger i sur. (2002) napravili su opsezan pregled prisutnosti telomeraze u brojnim

ljudskim tumorima (Slika 5).
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Slika 5. Pregled ekspresije telomerazne aktivnosti u humanim tumorima (preuzetoi prilagodeno prema

Granger2002).
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Shay i suradnici (1995) testirali su aktivnost telomeraze u zdravim, beningnim i
malignim tkivima. Rezultati ukazuju da je telomeraza eksprimirana u vecini tumorskih tkiva
(Tablica 1). Kod tumora, poput neuroblastoma, slaba aktivnost telomeraze utvrdena je u
ranim stadijima razvoja tumora, dok je visoka aktivnost uocljiva u kasnom razvojnom stadiju.
Isto tako, prezivljavanje pacijenta s visokom aktivno$¢u telomeraze, kod neuroblastoma i
tumora probavnog sustava, je znacajno manje u odnosu na pacijente kod kojih je niska razina

aktivnosti.

Tablica 1. Telomerazna aktivnost u zdravim, ne-malignim i malignim tkivima (Tablica preuzeta i

prilagodena prema Shay 1995).

BROJ BROJ POSTOTAK
TKIVO TESTIRANIH POZITIVNIH | POZITIVNIH
TKIVA (%)
ZDRAVO
Ovariji i testisi 4 4 100
Somatska tkiva 78 0 0
NE-MALIGNI 352 84 24
(Benigni i pre-maligni)
MALIGNI 1056 906 86

5.1. Tumor dojke

Tumor dojke najcesca je zlo¢udna bolest zena u razvijenom svijetu. 2010. godine Ana
Kuli¢ (2010) sprovela je istrazivanje, na Zavodu za patologiju KBC Rebro, u kojem se
ispitivala poveznicu aktivnosti telomeraze s pojavom tumora dojke. U ovoj studiji koriSteno je
102 malignih, 40 benignih (20 s fibrocistiénim promjenama i 20 fibroadenoma) i 20 zdravih
tkiva dojke. Prisutnost telomeraze utvrdena je u 77 malignih tumora dojke (75,49%), dok u

benignim i zdravim stanicama njena aktivnost nije bila prisutna (Slika 6).

12
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Slika 6. Aktivnost telomeraze u razli¢itim tkivima dojke (1-zdravo tkivo, 2-fibrocisti¢ne promjene, 3-

fibroadenomi, 4-maligno tkivo) (preuzeto i prilagodeno prema Kuli¢2010).

U disertaciji Kuli¢ (2010), takoder se ispitivala povezanost aktivnosti telomeraze s
brojnim drugim prognostickim ¢imbenicima karcinoma dojke. Utvrdeno je da se aktivnost
telomeraze povecava s veli¢inom tumora (Slika 7). Isto tako, Sto je veca telomerazna
aktivnost, manji je broj prezivjelih mjeseci pacijenta od trenutka postavljanja dijagnoze
(Slika 8).
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Slika 7. Povezanost aktivnosti telomeraze i veli¢ine tumora(preuzeto i prilagodeno prema Kuli¢ 2010).
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Slika 8. Povezanost aktivnosti telomeraze s brojem prezivjelih mjeseci(preuzeto i prilagodeno prema

Kuli¢ 2010).
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5.2. Tumor pluéa

Tumor pluca najéesci je uzrok smrti od tumora kod muskaraca i Zena. Fernandez i sur.
(2015) mjerili su duljinu telomera u ukupno 284 uzorka plu¢nog tkiva: 142 uzoraka tumora
pluca velikih stanica (NSCLC) i 142 uzoraka zdravih tkiva. U tumorskim tkivima telomere su
bile znatno krace, a telomerazna aktivnost dokazana je u 123 (86,6%) tkiva (Slika 9 i 10).
Telomerazna aktivnost potvrdena je kao prognosticki marker u NSCLC te prema rezultatima
ovog rada, funkcija telomera predstavlja koristan molekularni alat koji bi omoguéio uspostavu

personaliziranih terapijskih protokola.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Slika 9. Telomerazna aktivnost u stanicama ljudskog tumora (1-negativna kontrola; 2-10-stanice

tumora)(preuzeto i prilagodena prema Lee i sur. 1998).

Slika 10. Telomerazna aktivnost u normalnim stanicama pluca (1-pozitivna kontrola, 2-8-normalne

stanice)(preuzeto i prilagodena prema Lee i sur. 1998).
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5.3. Neuroblastom

Od svih tumora na mozgu, neuroblastom je onaj u kojem se aktivnost telomeraze
najbolje uocava. Neuroblastom je najcesce se javlja kod djece mlade od 5 godina, zahvacajuci
1 od 7000 pojedinaca u ovoj dobnoj grupi. Ovajoblik neoplazme je nepredvidiv i pojava
spontane regresije je puno veca nego u ostalim ljudskim tumorima. Uoceno je da su za oba
tipa neuroblastoma, agresivni i regresivni, karakteristicne kratke telomere. Pretpostavka je da
je u agresivnom neuroblastomu, ekspresija telomeraze visoka, a u regresivnom niska
(Falchetti i sur. 2002).

Hiyama i suradnici (1995) istrazivali su ekspresiju telomeraza i duljinu telomera na
uzorcima neuroblastoma 1 rezultati potvrduju ovu pretpostavku. 94% neuroblastoma pokazalo
je telomeraznu aktivnost, ali ne i benigni ganglioneurom te susjedna nadbubrezna tkiva. Od
ne-tretiranih neuroblastoma, 75% tumora s visokom aktivno$¢u imalo je losu prognozu, 97%
s niskom aktivno$¢u imalo je dobru prognozu, a 100% tumora s ne detektiranom

telomeraznom aktivnoS¢u su regresirali.

S toga, postoje dva mehanizma nastanka neuroblastoma. Prvi koji ukljucuje retenciju
telomerazne aktivnosti u mati¢nim stanicama, koje su prekursorske stanice za nastanak ove
bolesti. Za neuroblastome, nastale ovim mehanizmom, karakteristicna je niska telomerazna
aktivnost. Drugi mehanizam ukljucuje reaktivaciju telomeraze zbog dogadaja poput onkogene
ekspresije. Ovi neuroblastomi pokazuju visoku razinu telomerazne aktivnosti. Upravo
razli¢itmehanizam nastanka neuroblastoma, mogu objasniti razli¢ite ishode bolesti (Falchetti i
sur. 2002).

5.4. Melanom

Najveci organ ljudskog tijela, koza, zbog izlozenosti Stetnim UV zrafenjima pod
rizikom je za pojavu melanoma, jednog od najzlo¢udnijih tumora koZe. Za nastanak su
odgovorne pigmentne stanice, melanociti, koje maligno alteriraju te su sklone limfogenom i
hematogenom metastaziranju. Nastaje iz pigmentnih stanica melanocita koji maligno
alteriraju a imaju sklonost ranom limfogenom i hematogenom metastaziranju. U Republici
Hrvatskoj godisnje se otkrije oko 580 novootkrivenih melanoma (Hrvatski zavod za javno
zdravstvo, 2010).
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Klinicka dijagnoza melanome moguéa je u 80-90% slucajeva. Za poboljSanje
dijagnoze, patolozi trebaju neoplasticne markere. RNA kalup hTR podjedinice moze se
koristiti za in siturazlikovanje tumorskih i normalnih stanica kod ¢ovjeka. Takoder, razina
telomerazne aktivnosti korelira sa stupnjem hTR. Prema tome, in situ tehnika moze se
primjeniti za lociranje telomeraze u stanicama melanoma ¢ime se potencijalno pomaze u

dijagnozi (Ramirez i sur. 1999).

Ramirez i sur. (1999) dosli su do rezultata koji ukazuju na povecanje ekspresije
telomeraze s povecanjem malignosti melanoma. Parris i sur. (1999) potvrdili su aktivaciju
telomeraze u premalignim lezijama na kozi te svim oblicima raka koZze. Ueda 1 sur.
(1997)dokazali su aktivnost u malignim (91%), benignim (60%) i premalignim (89%)
tumorima koze. Rezultati studija ukazuju da je aktivacija telomeraze vazna bioloska faza za

karcinogenezu melanoma kod ljudi.

6. Inhibitori telomeraze

S obzirom da telomeraza omogucuje stanicama raka beskonacno repliciranje, doslo je
do razvoja telomeraznih inhibitora koji to sprjeavaju. Niska razina telomeraze se uocava u
normalnim stanicama, ali zato uz tumorske, postoje 1 mati¢ne 1 germinativne stanice za koje
su karakteristiéne visoke razine telomeraze. Pitanje koje se postavlja je: hoce li inhibitori
negativno utjecati na ove tipove stanica? Odgovor lezi u ¢injenici da, bez obzira na visoke
razine telomeraze, sama duljina telomera je drugacija i ve¢a u odnosu na one u tumorskim

stanicama (Eskandari-Nasab i sur. 2015).

Postoje dvije generalne strategije za inhibiciju telomeraze u tumorskim stanicama.
Direktna strategija u kojoj se koriste tvari koje inhibiraju telomerazu na nacin da inhibiraju
kataliticku podjedinicu hTERT, RNA kalup (hTR) ili telomernu strukturu. Indirektna
strategija blokira pristup telomeraze telomerama koriste¢i G-kvadrupleks stabilizator ili

inhibirajuéi telomerne vezujuée proteine $to vodi ka apoptozi (Eskandari-Nasabi sur. 2015).

TERT Kkataliticka podjedinica je glavna meta antitumorskih lijekova zbog njene velike
koncentracije u gotovo svim tumorskim stanicama, ovisnosti karcinoma o TERT aktivnostima

I nedostatku TERT-a u vecini normalnih stanica. Noviji pristup se oslanja na koristenje malih
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interferiraju¢ih RNA molekula (siRNA) koje bi inhibirale TERT podjedinicu. Ova tehnika
ukljucuje sintetske nukleinske kiseline koje se mogu vezati za specificnu ciljnu mRNA i
ucinkovita je u antikarncerogenom pristupu za TERT ekspresiju. Mali ne-nukleozidni
sintetski spojevi pokazuju ucinkovitost u inhibiranju kataliticke aktivnosti TERT komponente.
Jedan spoj, koji se posebno istaknuo, je BIBR1532 (Slika 11) koji in vitro inhibira aktivnost
telomeraze. Inhibicija TERT aktivnosti s BIBR1532 odvija se ovisno o dozi, a vece
koncentracije inhibitora pokazale su se citotoksi¢ne za stanice raka hematopoetskog sustava,

kao $to su HL-60 stanice, s malim u¢inkom na normalne stanice (Andrews i Tollesbol 2008).

BIBR1532

Slika 11. Struktura BIBR1532

(preuzeto s Web 3. http://drugdiscoveryopinion.com/tag/telomerase/).

RNA komponenta telomeraze isto je popularna meta inhibicije telomerazne aktivnosti
u tumorima. U ovom pristupu koristi se 2'5-oligoadenilat (2-5A) antisense sustav kao
posrednik interferonskih djelovanja. Rezultat je cijepanje jednolancanih predlozaka.
Antikancerogeni ucinak dokazan je i in vitro i in vivo. Isto tako, ,,hammerhead* ribozimi i
RNAI mogu biti usmjereni na RNA komponentu te ju degradirati. Tako dolazi do inhibicije

rasta tumorskih stanica neovisno o njihovoj duljini telomera (Andrews i Tollesbol 2008).

3" kraj ljudskih telomera bogat je gvaninom i moze formirati karakteristicnu
sekundarnu strukturu u specifiénim fizioloskim ionskim uvjetima, to je G-kvadrupleks. Kako
bi telomeraza mogla vrsiti svoju funkciju, G-kvadrupleks se mora raspasti. Stoga se razvijaju
male molekule koje stabiliziraju ovu strukturu i sprjecavaju proliferaciju tumorskih stanica.
Tri najpoznatija G-kvadrupleks stabilizatora su telomestatin, BRACO-19 i RHPS4
(Eskandari-Nasab 2015).
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Slika 12. Struktura G-kvadrupleksa

(preuzeto s Web 4. http://people.bss.phy.cam.ac.uk/~jlh29/).

Problem s telomeraznim inhibitorima je poznat pod nazivom engl. ,,phenotypic lag .
Naime, inhibitori uzrokuju eroziju telomerne sekvence tijekom stani¢ne diobe sve dok one ne
postanu kritiéno kratke te dode do apoptoze stanice. Kod vecine tumora vrijeme
udvostrucenja traje nekoliko tjedana, stoga su potrebni mjeseci da inhibitori po¢nu djelovati.
tumorskoj populaciji te bi tako onkolog mogao odabrati pacijenta koji ima velike Sanse za

dobar odgovor na telomerazne inhibitore (Eskandari-Nasab 2015).
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7. Zakljuéak

Od vremena, kada je Elizabeth Blackburn identificirala strukturu telomere i
telomeraze, do danas, postignut je znaCajan napredak u istrazivanjima kako telomera i
telomeraze, tako i njihovih uloga u biologiji starenja i biologiji tumora. Buduéi da je
telomeraza eksprimirana u 85% tumorskih stanica, njezina supresija moze se smatrati glavnim
ciljem u postupcima lijeCenja tumora. Do sada su razvijene razne metode za supresiju
telomerazne aktivnosti, a obecavaju¢i rezultati ukazuju na potrebu daljnjeg razvoja ovih

antitumorskih terapija.
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