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Pomen telomeraz pri staranju organizma in razvoju malignih tumorjev
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Telomere so ponavljajoca se zaporedja Sestih nukleotidov
(TTAGGG),, v dolzini 8-15 kilobaznih parov na 3’-koncu
linearnih kromosomov. Zaradi tako imenovanega problema
podvajanja koncev linearnih kromosomov se telomere
normalnih somatskih celic z vsako celi¢no delitvijo
skrajsajo za 50-200 baznih parov (Slika 1).

celic sovpada z diferenciacijo tkiv. Po rojstvu se
telomeraza nahaja le v kli¢nih celicah (angl. germline
cells), ki vzdrzujejo nespremenjeno dolzino telomer, in
maticnih celicah (angl. stem cells), medtem ko je v
somatskih celicah vec¢inoma ni. Izjema so specifi¢ne
proliferirajoce epitelijske celice razli¢nih tkiv (npr.
bazalnega sloja epidermisa in lasnih mesickov, crevesnega
epitelija, dojke, endometrija)
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Slika 1. Problem podvajanja koncev linearnih kromosomov.

Celi¢ni popravljalni mehanizmi spoznajo kriti¢no kratke
telomere kot okvarjeno molekulo DNA in zaustavijo celi¢no
delitev. DolZina telomer tako doloca stevilo celi¢nih delitev in
zivljenjsko dobo celice, zato telomere imenujemo tudi celi¢na
mitoti¢na ura. Dolzina telomernih zaporedij je odvisna od
vrste tkiva in starosti ¢loveka ter se z leti zmanjsuje.

TELOMERAZNA AKTIVNOST V NORMALNIH CELICAH

Telomeraza je v zgodnjih fazah embriogeneze prisotna
v vecini celic, tudi somatskih. Njeno zavrtje v vecini

nadzorne tocke M1 so kriti¢no
kratke telomere, ki spremenijo izraZzenost sicer normalno
neaktivnih subtelomernih regulatornih genov. Celi¢ni DNA
popravljalni mehanizmi prepoznajo kriti¢no kratke telomere
kot okvarjeno DNA, ustavijo celi¢no delitev in sprozijo
staranje celice ali pa progamirano celi¢no smrt, apoptozo.
Za ustavitev celi¢nih delitev v M1 je nujno normalno
delovanje genov p53 in Rb, ki zavirajo tumorje, oz. njunih
beljakovinskih pridelkov, p53 in pRb. Virusni onkoproteini,
kot sta E6 in E7 humanega virusa papiloma 16 in veliki
T-antigen virusa SV40, vezejo beljakovini p53 in pRb, s
¢imer omogocijo nadaljevanje celi¢nega cikla oz. delitev
celice.
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Celice, ki prezivijo M1, vstopijo v obdobije t. i. podaljsane
zivljenjske dobe. Njihova delitvena sposobnost je
ohranjena, telomere se 3e naprej kraj$ajo. Po nadaljnjih
30 do 40 delitvah nastopi stanje krize oz. druga nadzorna
tocka celi¢nih delitev, M2.

M2 oznacujejo izredno kratke, t. i. ultrakratke telomere in
huda kromosomska nestabilnost z medsebojnim
zlepljanjem kromosomov. Vecina celic v tej fazi odmre.
Celica lahko prepreci izgubo genetske informacije in
prezivi M2 tako, da prepreci nadaljnje krajsanje telomernih
zaporedij. Le ena od 107 celic prezivi stanje krize. Za take
celice pravimo, da so nesmrtne, saj imajo neomejeno
proliferacijsko sposobnost, ki omogoci njihovo klonalno
razsiritev. V vecini primerov postane celica nesmrtna z
reaktivacijo telomeraze.

kli¢ne celice
hTERT transdukcija

dolzina telomer

maticne celice

M1
stabilizacija telomer
(reaktivacija
telomeraze)

staranje faza krize

Kli¢ne celice vsebujejo encim telomerazo in vzdrzujejo
nespremenjeno dolzino telomer (rdeca ¢rta). Pluripotentne
mati¢ne celice sicer vsebujejo telomerazo, vendar njena
aktivnost ne zadosca za vzdrzevanje dolzine telomer (modra
¢rta). Vecina normalnih somatskih celic nima telomeraze, zato
se njihove telomere z vsako delitvijo krajsajo. Kriticno kratke
telomere so vzrok za staranje celice (faza M1) oz. fazo krize
(faza M2), v katerih vecina celic odmre. Z vnovicno aktivacijo
telomer v fazi M2 postane celica nesmrtna, saj lahko vzdrzuje
dolzino telomer (zelena ¢rta). Ektopi¢no izrazanje kataliticne
podenote lahko v celicah brez telomeraze njeno aktivnost spet
vzpostavi (¢rna Crta).

Slika 2. Dvostopenjska hipoteza o staranju in nesmrtnosti celic.

PROSTORSKA UREDITEV TELOMER

Telomerne beljakovine z vezavo na telomerno DNA
zagotovijo ustrezno prostorsko ureditev koncev linearnih
kromosomov (Slika 3) in tako omogocijo njihovo
razlikovanje od naklju¢nih prelomov DNA-molekul.

S preprecevanjem razgradnje in medsebojnega zlepljanja
koncev linearnih kromosomov zagotovijo normalno
lo¢evanje kromosomov med celi¢no delitvijo, zagotavljajo
stabilnost kromosomov in s tem tudi stabilnost celicnega
genoma. Telomere tvorijo povezave z jedrnim matriksom in
tako pomembno vplivajo na vzdrzevanje ustrezne strukture
jedra.
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Slika 3. Prostorska ureditev telomernega kompleksa, ponatis z
dovoljenjem avtorja.

Legenda: TRF1 in TRF2 sta telomerni beljakovini.

TELOMERAZA

Telomeraza je encimski kompleks, zgrajen iz ve¢ podenot
(Slika 3). Glavne podenote so kataliticna (hTERT),
telomerazna RNA in beljakovina TEP 1 (angl. telomerase
associated protein 1). Medtem ko sta telomerazna RNA in
beljakovina TEP 1 prisotni v vseh celicah, je izrazanje gena
hTERT natan¢no uravnavano in povezano s pojavom
telomerazne aktivnosti v celici. Beljakovina hTERT deluje
kot reverzna transkriptaza, ki matrico v RNA-podenoti
uporablja za sintezo komplementarnih telomernih
zaporedij.
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Slika 4. Hipoteticni prikaz zgradbe aktivnega telomeraznega
kompleksa.

Legenda: hTR: RNA-podenota, hTERT: kataliti¢cna
podenota, TEP1: beljakovina TEP 1 (angl.
telomerase associated protein 1), p23 in Hsp90:
beljakovini p23 in Hsp90.
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PRINCIP DOLOCANJA TELOMERAZNE AKTIVNOSTI
Test TRAP (angl. telomeric repeat amplification protocol)

Leta 1994 je Kim s sodelavci razvil test za dolocanje
telomerazne aktivnosti v svezih oz. zaledenelih tkivnih
vzorcih, ki zahteva prisotnost aktivnega telomeraznega
encimskega kompleksa v preiskovanem vzorcu — t. i. test
TRAP. Temeljni princip testa je naslednji: del
homogeniziranega in razgrajenega tkivnega vzorca dodamo
reakcijski mesanici, ki vsebuje sinteti¢ni telomeram
podoben zacetnik. Ce je v vzorcu telomeraza, bo na
sinteti¢ni zacetnik dodajala zaporedja Sestih nukleotidov.
Mesanico reakcijskih pridelkov, ki se med seboj v dolzini
razlikujejo za mnogokratnik stevila 6, nato v klasi¢ni
reakciji z verizno reakcijo pomnozimo s polimerazo. V
poliakrilamidnem gelu pridelke med seboj lo¢imo; ce je v
preiskovanem vzorcu telomeraza, dobimo na gelu znacilne
trakove, ki se med seboj locijo za 6 baznih parov.

Ze kmalu po prvi objavi in z zacetkom mnoZi¢ne uporabe
testa TRAP so bile opisane tudi nekatere njegove
pomanijkljivosti. Ker je za ucinkovitost tega testa potreben
aktivni telomerazni funkcijski kompleks, je test podvrzen
delovanju razli¢nih encimskih inhibitorjev, lazno pozitivni
rezultati so lahko posledica tvorbe dimerov med
specifi¢nimi zacetniki (angl. primer dimer), tezavno pa je
tudi natancno merjenje stopnje telomerazne aktivnosti.

Dolocanje stevila kopij mRNA kataliticne podenote

Znano je, da koli¢ina mRNA telomerazne kataliticne
podenote odraza stopnjo telomerazne aktivnosti. Doloc¢anje
koli¢ine mRNA hTERT z reverzno transkripcijo in verizno
reakcijo s polimerazo (RT-PCR) je tudi zaradi opisanih
omejitev testa TRAP do zdaj najbolj specifi¢en in
najobcutljivejsi test za oceno telomerazne aktivnosti v
celicah oz. tkivih.

Pomanijkljivost tega testa in tudi RT-PCR je v unicenju tkivne
morfologije. Pricakujemo, da bosta v bliznji prihodnosti
izpopolnjeni predvsem hibridizacijska tehnika “in-situ” za
dokaz izrazanja gena hTERT ter imunohistokemijski prikaz
beljakovine hTERT, ki bosta omogocila dolo¢anje kataliti¢ne
podenote na arhivskih tkivnih vzorcih, fiksiranih v
formalinu.

KLINICNI POMEN DOLOCANJA TELOMERAZNE
AKTIVNOSTI

S stevilnimi raziskavami o vlogi telomeraze v razvoju
malignih tumorjev so dokazali, da pride pri ¢loveku do
vnhovicne sprozitve delovanja encima telomeraze v 85-90
% primarnih malignih tumorjev. Reaktivacija telomeraze, ki
povzroci stabilizacijo telomer in razvoj celi¢ne nesmrtnosti,
je zato kljucen in vecinoma nujen dogodek v razvoju
malignih tumorjev, ki izbranim celicam zagotovi neomejeno
delitveno sposobnost in omogoci kopicenje dodatnih
mutacij v vecstopenjskem procesu razvoja malignih
tumorjev.

Pri vseh najpogostejsih primarnih malignih tumorjih, npr.
pri tumorjih dojke, rodil in spolovil, prebavil, centralnega
zivénega sistema, pljuc, ustne votline, zrela in grla,

najdemo telomerazno aktivnost, medtem ko je v normalnih
tkivih, v katerih se razvijejo, ve¢inoma ni oz. je majhna.
Vse vec je dokazov, da ima zato dolocanje stopnje
telomerazne aktivnosti in predvsem koli¢ine mRNA za
kataliticno podenoto encima telomeraze napovedno in celo
diagnosti¢no vrednost.

V naslednjih podpoglavjih so prikazani izsledki
pomembnejsih raziskav o vlogi telomeraze in njene
kataliticne podenote v razvoju tumorjev razli¢nih organskih
sistemov, pri cemer so posebno poudarjene diagnosti¢ne

in napovedne vrednosti telomerazne aktivnosti oz.
dolocanje relativne koncentracije hTERT mRNA v tkivnih
vzorcih.

Telomeraza v tumorjih dojke

Telomerazna aktivnost v karcinomih dojke je povezana

z agresivnejSo rastjo tumorja, z zasevki v podro¢nih
bezgavkah in hitrejsSim napredovanjem bolezni.

Z doloc¢anjem kolicine mRNA kataliti¢ne podenote

v karcinomih dojke so ugotovili, da so velike vrednosti
hTERT mRNA povezane s slabso diferenciranostjo tumorja,
agresivnejso rastjo, odsotnostjo progesteronskih in
estrogenskih receptorjev v tumorskih celicah in neugodno
napovedjo poteka bolezni.

Telomeraza v karcinogenezi tumorjev Sirokega crevesa,
danke in Zelodca

Reaktivacija telomeraze je najverjetneje nujen dogodek v
karcinogenezi Sirokega Crevesa in danke, saj se pojavi v
veliki vec¢ini adenomov s hudo stopnjo displazije epitelija in
v veliki vecini invazivnih karcinomov. Stopnja telomerazne
aktivnosti in vrednosti hTERT mRNA so v invazivnih
karcinomih Sirokega ¢revesa in danke bistveno vecje kot v
adenomih in netumorskih spremembah teh delov telesa,
vecja telomerazna aktivnost pa je povezana tudi z globino
invazije in vensko invazijo. Velika telomerazna aktivnost v
karcinomih Sirokega ¢revesa in danke je neodvisni
napovedni dejavnik neugodnega poteka bolezni, razvoja
zasevkov in krajsega obdobja remisije bolezni.

Prezivetje bolnikov z rakom zelodca, v katerem je
telomeraza, je bistveno krajse kot v tumorjih zelodca brez
telomerazne aktivnosti.

Telomeraza v primarnih tumorjih jeter in trebusne slinavke

Dokaz vnovi¢ne aktivacije telomeraze v displasti¢nih
jetrnih vozlicih, ki so zgodnja sprememba v vecstopenjskem
razvoju primarnih jetrnih tumorjev, kaze, da ima encim
telomeraze ze zgodaj v procesu jetrne karcinogeneze
osrednjo vlogo.

Telomerazna aktivnost v hepatocelularnem karcinomu je
neodvisni napovedni dejavnik za ponovitev bolezni po
delni odstranitvi jeter. Stopnja telomerazne aktivnosti je
povezana z diferenciranostjo tumorja in prezivetjem
bolnikov. Razliko v vrednostih hTERT mRNA med
netumorskimi in tumorskimi vzorci jeter bi lahko uporabili
kot dodatno diagnosti¢cno metodo predvsem v primerih, ko
z drugimi diagnosti¢nimi metodami ni mogoce opredeliti
bioloske narave spremembe v jetrih.
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Koli¢ina hTERT mRNA v trebusni slinavki omogoca
zanesljivo razlikovanje med normalnim tkivom, kroni¢nim
vnetjem in karcinomom trebusne slinavke tako v tkivnih
vzorcih kot tudi v vsebini iz glavnega voda trebusne
slinavke.

Telomeraza v nedrobnocelic¢nih pljucnih karcinomih

Ploscatoceli¢ni karcinom pljuc se razvije v vecstopenjskem
procesu plju¢ne karcinogeneze, ki se morfolosko odraza

v hiperplasti¢nih in displasticnih spremembah,
intraepitelijskem karcinomu in kon¢no v obliki invazivne
karcinomske rasc¢e. Majhno telomerazno aktivnost lahko
dokazemo ze v normalnem vecskladnem plos¢atem
epiteliju, njena aktivnost pa naras¢a v odvisnosti od
stopnje sprememb epitelija in je najvecja v karcinomu.
Podobne ugotovitve veljajo tudi za koli¢ino hTERT mRNA.

Telomerazna aktivnost in prisotnost hTERT mRNA v
nedrobnoceli¢nih plju¢nih karcinomih sta napovedna
dejavnika, povezana s slabso diferenciranostjo tumorjev,
hitrejSo ponovitvijo bolezni, zasevki v oddaljenih
bezgavkah in neugodnim izidom bolezni. Koli¢ina hTERT
mRNA je oznacevalec, ki omogoci napoved agresivnosti
rasti plju¢nega raka. Bolniki z nedrobnoceli¢nim plju¢nim
rakom, v katerem je hTERT mRNA, imajo krajse prezivetje
kot bolniki s hTERT mRNA negativnimi plju¢nimi
karcinomi.

Telomeraza v tumorjih materni¢nega vratu in telesa
maternice

Telomerazna aktivnost in koli¢ina hTERT mRNA v
epitelijskih spremembah in ploscatoceli¢nih karcinomih
ustja maternice sta odvisni od stopnje epitelijskih
sprememb in difenciranosti karcinoma. Velika telomerazna
aktivnost v endometrijskem adenokarcinomu maternice je
povezana s slabso diferenciranostjo tumorja, lokalno
razsirjenostjo bolezni ter zasevki v pelvi¢nih bezgavkah.
Telomerazna aktivnost in koli¢ina hTERT mRNA sta bistveno
vecji v endometrijskem adenokarcinomu maternice kot

v normalnem endometriju, kjer tudi sicer najdemo
telomerazno aktivnost in hTERT mRNA.

Telomeraza v urotelnih tumorjih secnega mehurja

Koli¢ina hTERT mRNA je povezana s stopnjo
diferenciranosti in razsirjenostjo urotelnega karcinoma
secnega mehurja. Z ustrezno standardizacijo vrednosti
hTERT mRNA je mogoce zanesljivo razlikovati med
dobro, zmerno in slabo diferenciranimi urotelnimi
karcinomi, kakor tudi med povrsinsko rasto¢imi tumorji in
tistimi tumorji, ki se vras¢ajo globoko v misi¢no plast
mehurja.

Citoloski pregled seca oz. izpirka se¢nega mehurja je
uveljavljena metoda spremljanja morebitne ponovitve
urotelnega karcinoma se¢nega mehurja. Obcutljivost
citoloske preiskave pri ugotavljanju slabo diferenciranih
urotelnih karcinomih (stopnja 3) je priblizno 60 % in le 30 %
pri dobro diferenciranih urotelnih karcinomih. Z dolo¢anjem
hTERT mRNA v izpirku se¢nega mehurja lahko predvsem pri
ugotavljanju slabo diferenciranih urotelnih karcinomov
obcutljivost pove¢amo na priblizno 80 %.

Telomeraza v nevroblastomih

Velika telomerazna aktivnost v nevroblastomu je neugoden
napovedni dejavnik poteka bolezni. Pri podtipu
nevroblastoma, ki ga oznacuje napredovala bolezen z
oddaljenimi zasevki (stadij IV-S), lahko po operaciji
primarnega tumorja pride do regresije preostalega
tumorskega tkiva. Zanimivo je, da v veliki vecini tak3nih
primerov niso mogli dokazati telomerazne aktivnosti v
nevroblastomu. Predvideva se, da je prav zavrtje
telomerazne aktivnosti v nevroblastomih povezano z
njihovo spontano regresijo.

Telomeraza v meningiomih

Telomerazna aktivnost in R TERT mRNA v meningiomih sta
povezani z agresivnejsim potekom, ponovitvijo tumorja in
pojavom malignih meningiomov. V klasi¢nih meningiomih,
ki potekajo benigno, ve¢inoma ni telomerazne aktivnosti in
hTERT mRNA oz. so njune vrednosti manjse kot v agresivho
rastoc¢ih meningiomih.

Telomerazna aktivnost in hTERT mRNA v serumu

Raziskava Chena s sod. in Kopreskega s sod. o tumorski
RNA v serumu pri bolnikih s karcinomi dojke in malignim
melanomom je odprla nove moznosti, kako uporabljati
molekularne metode za zgodnje ugotavljanje in spremljanje
poteka bolezni pri bolnikih z malignim tumorjem. Z
dolo¢anjem hTERT mRNA v serumu bolnikov s karcinomom
debelega crevesa in danke oz. folikularnim limfomom je
bilo mogoce zanesljivo razlikovati med skupino bolnikov s
tumorjem in skupino normalnih prostovoljcev. Soria s sod.
je v krvi 90 % bolnikov z urotelnim karcinomom se¢nega
mehurja, ki se je Ze vras¢al v misicno plast, dokazal
telomerazno aktivnost, medtem ko nobeden izmed
prostovoljcev ni imel dokazljive telomerazne aktivnosti v
krvi. Posreden dokaz krozecih tumorskih celic z
doloc¢anjem telomerazne aktivnosti in/ali R TERT mRNA bi
lahko omogocilo odkritje tistih bolnikov, ki zaradi
nevarnosti, da bi prislo do razsoja bolezni, potrebujejo
dodatno zdravljenje.

Telomerazna aktivnost in hTERT mRNA v ploscatocelicnih
karcinomih ustne votline, Zrela in grla

V nasih raziskavah smo dokazali, da je vnovic¢na aktivacija
telomeraze zgodnji dogodek v karcinogenezi
plos¢atoceli¢nih karcinomov ustne votline, Zrela in grla.
Reaktivacija encima telomeraze se pojavi v 80-90 %
plos¢atoceli¢nih karcinomov ustne votline, zrela in grla,
medtem ko v normalniem epiteliju tega predela
telomerazne aktivnosti ve¢inoma ni. Menimo, da bi lahko z
dolocanjem relativnega stevila kopij R TERT mRNA v
tkivnem vzorcu dopolnili svetlobnomikroskopski pregled
tkivnih vzorcev ustne votline, zrela in grla in natanc¢neje
opredelili predvsem tiste spremembe epitelija, pri katerih je
verjetneje, da bodo napredovale v invazivni ploscatoceli¢ni
karcinom.

Mnenja o povezavi med telomerazno aktivnostjo in
klini¢nopatoloskimi znacilnostmi tumorja, kot so velikost,
stopnja diferenciranosti tumorskih celic in napoved bolezni,
niso enotna. V nekaterih raziskavah so dokazali, da je
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stopnja telomerazne aktivnosti odvisna od diferenciranosti
tumorskih celic in stadija tumorja, medtem ko te povezave
z drugimi raziskavami niso uspeli potrdili. Thurnher s sod.
je dokazal, da je velika telomerazna aktivnost v
plos¢atoceli¢nih karcinomih ustne votline, Zrela in grla slab
napovedni znak, saj je verjetnost zasevkov v bezgavkah na
vratu vecja, tumorske celice pa so tudi odpornejse proti
razli¢nim vrstam zdravljenja.

TELOMERAZA KOT POTENCIALNA TARCA ZA
ZDRAVLJENJE MALIGNIH TUMORJEV

Telomerazne aktivnosti v veliki vecini normalnih somatskih
celic ni, najdemo pa jo v priblizno 90 % malignih tumorjev
pri ¢loveku. Zaviranje telomeraze je zato obetajoca metoda
zdravljenja malignih tumorjev. Eksperimentalne Studije na
nesmrtnih celi¢nih kulturah, ki so izrazale telomerazo, so
pokazale, da z njenim zavrtjem povzroc¢imo krajsanje
telomer in smrt celic. Glede na daljse telomere v kli¢nih in
mati¢nih celicah kot v tumorskih celicah in glede na
bistveno vecjo telomerazno aktivnost v tumorjih kot v
normalnih tkivih predvidevamo, da bi bili stranski u¢inki
zdravljenja z zaviralci telomeraze manjsi kot pri klasi¢cnem
zdravljenju s citostatiki.

Potencialne zaviralce telomeraze lahko glede na mesto
delovanja razvstimo v dve skupini: sestavine, ki vplivajo na
telomerazo (npr. oligonukleotidi “antisense”, peptidne
nukleinske kisline, 2’-O-metil-RNA molekule), in sestavine,
ki vplivajo na telomere (npr. G-kvadrupleks interaktivna
sredstva).

MozZne ovire pri zdravljenju z zaviralci telomeraz

Ena izmed mogocih ovir je tako imenovani fenotipski
zamik; ucinek zaviralcev telomeraz bi bil ociten Sele po
dolo¢enem stevilu celi¢nih delitev, ko bi se telomere
kriti¢no skrajsale. Vendar pa so s poskusi na tumorskih
celicah v kulturi dokazali, da je ucinek zaviralcev
telomeraze viden hitro, saj so telomere tumorskih celic
navadno krajse kot telomere normalnih celic.

Priblizno 10 % malignih tumorjev pri ¢loveku nima
dokazljive telomerazne aktivnosti in vzdrzuje dolzino
telomer s t. i. alternativnim mehanizmom, najpogosteje z
rekombinacijo. Pri teh tumorjih zato lahko pric¢akujemo, da
zdravljenje z zaviralci telomeraze ne bo uspesno.

SKLEP

Vnovic¢na aktivacija encima telomeraze je klju¢ni dogodek
pri razvoju vecine malignih tumorjev pri ¢loveku in je
povezana z razvojem celi¢ne nesmrtnosti. Odsotnost oz.
majhna stopnja telomerazne aktivnosti v normalnih
somatskih celicah nakazuje moznost, da bi lahko z
zaviranjem telomerazne aktivnosti ucinkovito posegali v
zdravljenje malignih tumorjev.
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