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1. uvOD

Slijedovi na krajevima eukariotskih kromosoma, telomere, igraju znacajnu ulogu U
replikaciji i odrzavanju kromosoma. Telomerni sljedovi DNA razli¢itih eukariota sli¢ni su i
sadrzavaju ponovljene jednostavne sljedove DNA s nakupinama G ostataka u jednom lancu,
primjerice, slijed telomernih ponavljanja u Covjeka i ostalih sisavaca je slijed AGGGTT, a
telomerno ponavljanje u prazivotinji Tetrahymena je slijed GGGGTT. Ovi su sljedovi ponovljeni
stotinama ili tisu¢ama puta, pa zauzimaju nekoliko kilobaza i zavrsavaju jednolanc¢anim repom.
Ponovljeni slijedovi telomerne DNA ¢ine omée na krajevima kromosoma te ujedno vezu

odredeni broj proteina koji ¢uvaju kromosomske krajeve od razgradnje ili medusobnog spajanja.

Telomere igraju glavnu ulogu u replikaciji krajeva linearne DNA molekule. DNA-
polimeraza moze produljiti rastu¢i DNA lanac, ali ne moze zapoceti sintezu novoga lanca na
kraju linearne DNA molekule. Prema tome, krajevi linearnih kromosoma ne mogu se replicirati

normalnom aktivnos¢u DNA-polimeraze. (Cooper, 2004).

Telomeraza je enzim kljucan za odrzavanje odnosno replikaciju krajnjih sljedova
linearnih eukariotskih kromosoma (Slika 1). Terminalni dijelovi kromosoma koji se sastoje od
uzastopnih ponavljanja jednostavnih sljedova DNA nazivaju se telomere. Krajnje 5' dijelove
linearnih molekula DNA nije moguée produljiti djelovanjem DNA-polimeraza koje
sintetiziraju DNA molekulu isklju¢ivo u 5'—3' smjeru stoga se za odrzavanje telomera koristi
enzim telomeraza koji je sposoban replicirati krajnje sljedove DNA u odsutnosti kalupa.
Telomeraza je eukariotski ribonukleoprotein (RNP) Kkoji se sastoji od dvije podjedinice: RNA
molekule kao kalupa za sintezu molekule DNA i proteinske podjedinice nazvane reverzna
transkriptaza. Procesom reverzne transkripcije odnosno sinteze molekule DNA prema RNA
kalupu, ovaj enzim odrZava stabilnu duljinu telomera stanica tumora (Cooper, 2004). Klju¢na
uloga telomera u starenju je pokazana kod bolesnika s 50 % normalne razine telomeraze, sto je

rezultat mutacija na jednom od gena koji kodiraju telomerazu (Aubert i Lansdorp, 2008).
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Slika 1. Mehanizam djelovanja telomeraze (Cooper, 2004).

2. OSNOVNI DIO

2.1. TELOMERE, TELOMERAZE | RAK

Veza izmedu biologije telomera i onkogeneze prvi put je predloZena kada se otkrilo da
je ekspresija telomeraze znak raka kod ljudi. U 90 % uzoraka tumora je detektirana ekpresija
ili prekomjerna ekspresija telomerase (Shay i Roninson, 2004). Cini se da nedostak telomeraze
i rak leze na suprotnim krajevima spektra (Donehower, 2002). U stanicama raka je visoka
ekspresija telomeraze, dok je ekspresija u normalnim stanicama niska. Pokazalo se da je
progresivno ranije pojavljivanje karcinoma kod LFS sindroma (Li-Fraumeni sindrom)
povezano sa smanjenjem duljine telomera u svakoj generaciji, ¢cime se otkrio prvi bioloski
marker za klini¢ko pracenje LFS bolesnika (Tabori i suradnici, 2007). Telomeraze se mogu
primijeniti u dijagnostici raka te u lijeCenju raka. Tri su potencijalne koristi u dijagnostici raka
(Holt i Shay, 1999). Telomerazna aktivnost moze posluziti u ranoj detekciji raka, prije
progresije u maligni oblik. U 15% uzoraka predkarcinomskih lezija je detektirana aktivnost

telomeraze, ali su klasificirane kao benigne lezije (Tablica 1.). Prisutnost aktivne telomeraze



moze znaliti da se u benignim cistama nalaze maligne stanice Kkoje nisu otkrivene
konvencionalnim metodama i prema tome procijeniti rizik od razvitka malignog tumora.
Detekcija aktivne telomeraze se moze iskoristiti i u prognozi uspjesnosti lijeCenja. Kod djec¢jeg
neuroblastoma, tumori koji imaju visoku razinu telomeraze imaju loSu prognozu ishoda
lije¢enja, odnosno vjerojatno je da nece doci do regresije tumora. Kod podtipova neuroblastoma
koji pokazuju nisku razinu mjerene telomeraze, pokazalo se da dolazi do spontane regresije
tumora. Bez telomeraze, dolazi do skradivanja telomera u stanicama tumora, te posljedi¢no do
senescencije 1 smrti tumorskih stanica. Treca potencijalna korist mjerenja aktivnosti telomeraze
u uzorcima tumora je otkrivanje mikrometastaza u okolnom netumorskom tkivu. Telomerazna
aktivnost je detektirana u 10 % uzoraka biopsije podrucja koja su ocis¢ena od tumora. Ovi
podaci dovode do zaklju¢ka da postoje mikrometastaze u okolnom tkivu koje se ne mogu

detektirati konvencionalnim citoloskim metodama (Holt i Shay, 1999).

Tablica 1. 1zmjerene aktivnosti telomeraze u ljudskih tumora (Holt i Shay, 1999).

Normal* 1/196 0.5
Preinvasive (benign) 125/410 30
Malignant 1,734/2,031 85
Adjacent to malignant ~ 77/660 11

Reverzna transkriptaza (nTERT) koja je dio strukture telomeraze je kljuc¢an ¢imbenik u
aktivnosti telomeraze 1 razvoju tumora. Distribucija hTERT proteina istraZzena je
imunohistokemijskim metodama u fibroblastima i stanicama tumora (Slika 2). Stanice tumora
1 normalni fibroblasti pokazuju povec¢anu ekspresiju gena za hTERT dok taj protein nije
pronaden u normalnim stanicama. U ostalim tkivima, ekspresija hTERT gena je ogranicena na

mati¢ne stanice. Metodom imunolokalizacije hTERT-a u uzorcima odraslih tumora otkriveno



je da razina aktivnosti telomeraze ovisi o broju tumorskih stanica u uzorku. U tumorima s
visokom koncentracijom telomeraze, visoka je detekcija hTert komponente u stanicama (Shay
i sur., 2001).

Telomeraza se moze primijeniti i u dijagnostici raka mjehura gdje konvencionalne
citoloske metode nisu u€inkovite. U gotovo 90% uzoraka raka mjehura je detektirana aktivnost
telomeraze, Sto bi moglo posluziti kao obecavaju¢a metoda u otkrivanju ovog tipa raka. Gotovo
50% ranih faza raka mjehura ne bude otkriveno jer ne postoje ucinkovite tehnike za njihovu

detekciju (Holt i Shay, 1999).
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Slika 2. Tumorske stanice i fibroblasti imaju povecanu ekspresiju telomerazne (hTERT)

komponente, u normalnim stanicama nije eksprimirana telomeraza (Shay i sur., 2001).

Budu¢i da je u 85% uzoraka tumora, detektirana aktivna telomeraza, kriticna za
proliferaciju tumorskih stanica, pokazalo se da je moguca meta za njenu inhibiciju u tumorima
koja bi dovela do uniStavanja stanica tumora. Istrazivana su tri tipa inhibicije telomeraze.
Inhibicija kromosomskom fuzijom, inhibicija RNA podjedinice telomeraze ,,antisense*
nukleotidnim slijedom, te inhibicija proteinske podjedinice reverzne transkriptaze. Inhibicija
kromosomskom fuzijom je istrazivana na stanicama raka bubrega. U te stanice je uveden zdravi

kromosom 3 koji je doveo do skrac¢ivanja duljina telomera te represije telomerazne aktivnosti.



Iz ovih podataka se moze zakljuc¢iti da se na kromosomu 3 nalazi funkcionalni represor
telomeraze i da represijom telomerazne aktivnosti u stanicama raka bubrega, dolazi do
skra¢ivanja telomera, senescencije te smrti tumorskih stanica. Inhibicija telomeraze ,,antisense*
nukleotidnim slijedom mozZe kao cilj imati samu RNA podjedinicu telomeraze ili mRNA
transkript gena za telomerazu, na koji se veze ,,antisense* nukleotid. Nastaje dvostruka mRNA
koja se ne moze translatirati. Inhibicija proteinske telomerazne podjedinice je postignuta raznim

kemijskim inhibitorima koji su toksi¢ni za stanicu (Holt i Shay, 1999).

Inhibicija telomerazne aktivnosti bi bila potencijalno ucinkovita kod pacijenata s
minimalnim ostacima tumora. Kod pacijenata s ve¢im tumorima, ovaj pristup ne bi bio
ucinkovit. Telomerazni inhibitori moraju imati visoku specifi¢nost i minimalnu toksi¢nost za
organizam. Primjena inhibitora telomeraze mogla bi se primjenjivati u kombinaciji s kirurSkim
odstranjivanjem tumora i kemoterapijom odmah nakon zahvata, u trenutku kada je najmanje
tumorskih stanica u organizmu. Inhibitori bi se mogli koristiti i kada nema klini¢ke potvrde o
ostacima tumora da bi se sprijeCilo nastajanje ranije spomenutih mikrometastaza. To bi bio

potencijalan novi nacin prevencije povratka tumora (Shay i sur., 2001).

Inhibitori telomeraze bi mogli imati negativan utjecaj na normalne stanice koje
eksprimiraju telomerazu. To su mati¢ne stanice i reproduktivne stanice. Mati¢ne stanice ulaze
u diobu samo povremeno. U fazama kada nema diobe, telomeraza nije eksprimirana i ne dolazi
do skracivanja telomera. Na temelju ovih pretpostavki, smatra se da bi Stete uzrokovane
telomeraznim inhibitorima bile minimalne. Nakon smrti tumorskih stanica, inhibicijska terapija
bi prestala, $to bi dovelo do vracanja telomerazne aktivnosti reproduktivnih i mati¢nih stanica.
Cilj inhibicijske terapije je kriti¢no skratiti telomere tumorskih stanica, $to bi dovelo do njihove

smrti, prije nego se telomere skrate u normalnih stanica (Shay i sur., 2001).

2.2.  SKRACIVANJE TELOMERA KAO GLAVNI UZROK STARENJA

Ljudske stanice smjeStene u kulturi tkiva prestaju se dijeliti nakon ograni¢enog broja
stani¢nih dioba, procesom replikativnog starenja (Hayflick i Moorhead, 1961; Hayflick, 1965)
Prosjecna duljina telomera spolnih kromosoma u stanicama spermija je mnogo dulja nego u
odraslih stanica. To je prvo zapaZanje koje je direktno povezalo duljinu telomera sa starenjem
(Cooke i Smith, 1986). Razmatrana je mogucnost da odrasle stanice mogu imati nedostatak

enzima telomeraze koja je otkrivena u jednostanicnom organizmu Tetrahymena (Greider i



Blackburn, 1985). U istrazivanjima povezanosti skra¢ivanja telomera i starenja bilo je kriticno
odrediti je li skra¢ivanje telomera uzrok starenja ili je samo u korelaciji sa starenjem, te kakav
je utjecaj skraéivanja telomera na razini tkiva i cjelokupnog organizma (Hornsby, 2006). Pri
kloniraju ovce Dolly prijenosom jegre stanice mlijecne zlijezde odrasle jedinke u jajnu stanicu,
primjeceno je prerano starenje kloniranog organizma, $to je dovedeno u vezu sa skrac¢ivanjem
telomera (Shiels i sur., 1999). Postoje istrazivanja koja potvrduju skraéivanje telomera kao
uzrok starenja, ali 1 koja odbacuju takvu hipotezu. Trebalo je provjeriti je li telomeraza
ekprimirana izvan stanice, sposobna odrzavati duljinu telomera te produziti Zivotni vijek
stanice. Bodnar i sur. (1997) su dokazali da su klonovi epitelnih stanica i fibroblasta u kojima
se eksprimira telomeraza, sposobni odrzavati ili ¢ak produljiti duljinu telomera te produziti
zivotni vijek stanice. To je bio direktan eksperimentalni dokaz da ekspresija telomeraze u
normalnim stanicama sprijeCava senescenciju (starenje) stanice, te da je propadanje telomera
molekularni mehanizam koji kontrolira starenje. Normalne klonirane stanice s vanjski
unesenom telomerazom su utrostrucile svoj zivotni ciklus, te su na biokemijskoj razini gotovo
identi¢ne mladim normalnim stanicama, $to pokazuje da odrzavanjem duljine telomera stanica
dulje zivi, ali i ostaje mlada. Modernim istraZzivanjima se takve karakteristike pokuSavaju

ostvariti u cijelom organizmu, ne samo na stani¢noj razini (Holt i Shay, 1999).

Skrac¢ene duljine telomera su primje¢ene kod primatelja pri alogenoj transplantaciji
kostane srzi u usporedbi s duljinama telomera u stanicama donora. Redukcija telomera je u
negativnoj korelaciji s brojem presadenih stanica, dakle, §to je manje stanica transplantirano,
veca je redukcija duljine telomera. Moguce objaSnjenje ove pojave je da broj dioba mati¢nih
stanica za vrijeme transplantacije u primatelja dovodi do gubitka telomerne DNA. Gubitak
telomera zbog stalnih dioba moZe utjecati na pojavu bolesti hematopoetskog tkiva u starijoj
dobi. Takoder mozZe objasniti 1 pojavu sekundarnih malignih stanja hematopoetskog sustava,
koja je veca kod primatelja kostane srzi u usporedbi s kontrolnom grupom jednake starosti. Na
temelju ovih saznanja, moguce je zakljuciti da mati¢ne stanice koStane srzi nemaju sposobnost
potpune regeneracije, te da je vazan parametar pri transplantaciji broj stanica presaden u
primatelja. Pokazano je i da je moguce produziti telomere ,,eX-vivo“ prije presadivanja stanica

u primatelja.

Napravljena su i istrazivanja koja odbacuju hipotezu da je telomeraza glavni uzrok
starenja. Wang i sur. (1998) nisu dokazali da je telomeraza odgovorna za starenje. U njihovom
istrazivanju stanice s induciranom ekspresijom telomeraze nisu bile sposobne odrzavati duljinu

telomera 1 sprijeciti senescenciju, dok su stanice divljeg tipa s aktivnom telomerazom to bile
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sposobne. Ovo istrazivanje ukazuje na to da samo prisustvo aktivne telomeraze ne znaci i

sposobnost odrzavanja duzine telomera i produzenje zivotnog ciklusa stanice.

2.3. STANICNA PROLIFERACIJA I TELOMERAZA

Budu¢i da se gubitak telomerne DNA dogada za vrijeme stani¢ne diobe, pretpostavka je
da stanice koje se ne dijele, ne bi trebale eksprimirati telomerazu, dok bi one koje proliferiraju,
trebale eksprimirati telomerazu u S fazi stani¢nog ciklusa, buduc¢i da se u toj fazi replicira
stanicna DNA. Podaci su pokazali da se ekspresija telomeraze dogada neovisno o stani¢nom
ciklusu. Aktivnost telomeraze ne ovisi o stani¢nom ciklusu, ve¢ o induciranju apoptoze
(programirane stani¢ne smrti) i smanjenju indeksa proliferacije stanice. Kinetika opadanja
telomerazne aktivnosti je mjerena u tri stanja pri kojima se stanica ne dijeli: terminalna
diferencijacija, stanje mirovanja, prestanak rasta uzrokovan stresom. Kod terminalne
diferencijacije, aktivnost telomeraze se inhibira transkripcijskom represijom te proteolizom
telomeraze. Aktivnost telomeraze opada vrlo brzo, unutar 2-3 dana. Kod mirovanja, aktivnost
telomeraze opada sporije. Smatra se da je inhibicija aktivnosti telomeraze u stanju mirovanja
uzrokovana transkripcijskom represijom, bez proteolize enzima. Inhibicija telomeraze ulaskom

u stanje mirovanja se dogada u vremenskom periodu do 14 dana.

Ulaskom limfocita u mitozu dolazi do aktivacije telomeraze, §to pokazuje da postoji
njena uloga u stani¢noj proliferaciji. Limfociti s aktivnom telomerazom nisu uspjeli odrZavati
duljinu svojih telomera na dulje vrijeme, Sto odgovara njihovoj fizioloSkoj funkeiji. Limfociti
su u organizmu kratko aktivirani prisutstvom antigena, dok su u istrazivanju stalno bili tretirani
mitogenim agensima i ocekivala se konstantna proliferacija, $to nije postignuto. I u ovom
istrazivanju (Pan i sur., 1997) samo prisutstvo telomeraze nije nuzno znacilo i odrzavanje

telomera i produZetak Zivotnog vijeka stanice.

Istrazivanja provedena na miSevima s nefunkcionalnom telomerazom su pokazala
gubitak telomerne DNA od oko 5 kb po generaciji. U 6. generaciji su se pojavili simptomi
propadanja i starenja tkiva, nemoguénost razmnozavanja, atrofija spolnih organa. Podaci ovog
istrazivanja pokazuju da gubitak telomera negativno utjece na proliferaciju i regenerativni
potencijal samoobnavljajuceg tkiva. Takoder je pokazano da je odrzavanje duljine telomera od

presudne vaznosti u visoko proliferiraju¢im stanicama i tkivima (Holt i Shay, 1999).

11



3. ZAKLJUCAK

Skrac¢ivanje telomera je molekularni mehanizam odgovoran za starenje. Odrzavanjem
duljine telomera moze se produljiti zivotni vijek i zdravlje stanice, ali i cijelog organizma.
Enzim telomeraza, koja odrzava telomere, je visoko eksprimirana u stanicama raka i moguca je
nova meta lijekova protiv tumora. Pad aktivnosti telomeraze u normalnim stanicama tijekom

zivota je mogu¢ evolucijski mehanizam protiv nastajanja tumora.
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