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Telomeraza jako potencjalny cel terapii nowotworow glowy i szyi
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Streszczenie

Telomeraza to duzy, zlozony kompleks enzymatyczny, ktory odpowiada za proces syntezy
telomeréw  budujacych zakonczenia eukariotycznych chromosoméw. Podwyzszona ekspresja
genu kodujacego katalityczna podjednostke tego enzymu - hTERT - jest obserwowana
w okolo 88% przypadkow nowotworéw rejonu glowy i szyi. Komoérki rakowe zyskuja wowcezas wysoki
potencjatreplikacyjny, a takze zdolno$¢ do unikania apoptozy. Zahamowanie aktywno§$ci telomerazy w terapii
przeciwnowotworowej stalo sie priorytetem badan naukowych juz kilkanascie lat temu. Istnieja rozne metody
wykorzystujace obnizenie ekspresji telomerazy, od terapii genowej do wykorzystania przeciwutleniaczy.
Pomimo wielu danych zebranych w ostatnich latach pojawia sie coraz wiecej pytan w odniesieniu do roli
telomerazy w powstawaniu raka. Nalezy przeprowadzi¢ wiecej szczegdélowych badan w celu zrozumienia
udzialu tego enzymu w procesie rozwoju nowotworu w obrebie narzadéw glowy i szyi. Celem niniejszego
artykuhu jest zebranie dotychczasowej wiedzy na temat zastosowania telomerazy w terapii onkologiczne;j.

Abstract

Telomerase is an enzymatic complex catalyzing the synthesis of a telomeric DNA, building the ends of an
eukaryotic chromosomes. Increased expression of the gene encoding the catalytic subunit of the enzyme
- hTERT is observed in approximately 88% of head and neck cancer cases. It leads to the high replication
potential and inability to respond to the signals causing apoptosis within the cancer tissues. The use of
telomerase in cancer therapy become a priority research over a decade ago. There are many different strategies
involving the telomerase inhibitors, gene therapy and antioxidants. Despite the large amount of data collected
in recent years, there are more and more questions regarding the role of telomerase in cancerogenesis. More
detailed studies must be performed in order to understand the involvement of this enzyme in the process of
cancer development within the region of the head and neck.
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Wstep

Nowotwory rejonu glowy i szyi (GiS) znajduja sie na szostym miejscu najczeSciej wystepujacych
chor6b nowotworowych na $wiecie (1). Wedlug danych polskich z roku 2014 nowotwory GiS stanowia
okolo 9% wszystkich nowotworéw zlosliwych w populacji mezczyzn oraz okolo 5% w populacji
kobiet. Wznowy choroby obejmuja blisko 60% chorych, a rozwdj przerzutow wystepuje u 20% (1,
2). S to guzy pochodzace z nablonka jamy ustnej, gardla, jezyka i krtani. Nowotwory GiS daja
malo charakterystyczne objawy, takie jak: bél gardla, bol i trudnoSci w przelykaniu, niedroznosé
przewoddéw nosowych czy duszno$é, co wplywa takze na pdzne diagnozowanie chorego i gorsze
rokowanie (3). Czynniki ryzyka zwigzane z rakiem rejonu glowy i szyi obejmuja palenie tytoniu, alkohol
i nosicielstwo wirusa HPV (wirus brodawczaka ludzkiego, ang. Human Papilloma Virus) oraz EBV (wirus
Epsteina Barra, ang. Epstein Barr Virus) (4). Globwna metoda terapii nowotworéw GiS jest leczenie
chirurgiczne, wspomagajaco stosuje sie promieniowanie jonizujace oraz leki cytostatyczne, a w ostatnim
czasie roOwniez terapie przeciwcialami monoklonalnymi (3).

W wiekszoéci przypadkéw nie udaje sie uzyskaé catkowitej remisji nowotworu. Wydaje sie, ze jednym
z kluczowych czynnikow wplywajacych na niepowodzenie leczenia moze byé obecno$¢ nowotworowych
komoérek macierzystych (ang. cancer stem cells, CSCs), wykazujacych zdolno$¢ do regeneracji i réznicowania,
a takze opornos¢ na stosowane metody terapii (1). Charakteryzuja sie one wysoka aktywnoscia telomerazy,
dzieki czemu moga dzieli¢ sie bez ograniczen. Obnizenie aktywno$ci tego kompleksu enzymatycznego
prowadzi do braku odbudowy telomeréw, co skutkuje osiggnieciem limitu podzialéw i zahamowaniem
dalszej replikacji. W konsekwencji dochodzi do zatrzymania rozwoju tkanki nowotworowej (5, 6).

W publikacji przedstawiono mozliwo$ci wykorzystania telomerazy jako celu terapii nowotworéw glowy
i szyi.

Telomeraza i telomery — budowa, funkcje

Telomery to kompleksy DNA (kwas deoksyrybonukleinowy, ang. deoxyribonucleic acid)
i bialek budujace zakonczenia eukariotycznych chromosoméw. Skladaja sie =z kroétkich,
wielokrotnie  powtoérzonych, konserwatywnych sekwencji typu minisatelitarnego, bogatych
w zasady T i G. Dlugos¢ telomerow oraz kolejno$c¢ zasad je budujacych jest specyficzna dla kazdego gatunku.
U czlowieka skladaja sie z ciagu powtarzajacych sie sekwencji 5-TTAGGG-3’, a ich dlugos¢ waha sie od ok. 5
do 15 kpz (kilo par zasad). Dzialanie ochronne przed degradacja ze strony nukleaz zapewniajg miedzy innymi
biatka: TRF1 (czynnik 1 wiazacy sie do powtoérzen telomerowych, ang. telomeric repeat binding factor), TRF2
(ang. telomeric - repeat binding factor 2) oraz POT1 (bialko 1 biorgce udzial w ochronie jednoniciowych
zakonczen telomerowych, ang. protection of telomeres 1). Bialka stabilizujace strukture kompleksu,
chroniace przed niekontrolowanym laczeniem sie wolnych koncow tancucha DNA to biatka Rap1 — (biatko
1 zwigzane z czynnikiem Ras, ang. repressore activator protein), TPP1 (znane tez jako TINT1/PIP1/PTOP1)
oraz TIN2 (jadrowy czynnik interakcji, ang. interacting nuclear factor) (7-10). Do utrzymania struktury
telomerdw niezbedny jest dokladny, wolny od bledéw proces replikacji oraz obecnoé¢ sygnaléw naprawy
DNA potrzebnych do zachowania stabilnoSci genomu, a wiec poprawnego funkcjonowania i zywotno$ci
komorek (11).

W 1985 roku Blackburn i Greider wykazaly, ze zjawisko problemu replikacji konca eukariotycznych
chromosomoéw wymaga specjalistycznego mechanizmu utrzymujacego dlugosc¢ telomeréw (12). Glowna role
pelni w tym procesie telomeraza, ktéra odpowiada za odbudowywanie telomer6w w celu zapobiegania utraty
informacji genetycznej podczas procesu replikacji. Mozliwa jest rowniez niezalezna od telomerazy elongacja
telomerow. Proces ten nazywa sie alternatywnym wydluzaniem telomeréw (ang. alternative lengthening of
telomeres, ALT) i polega na ich syntezie za pomocg homologicznej rekombinacji (13).
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Telomeraza to  kompleks  enzymatyczny  zbudowany z  katalitycznej  podjednostki
o aktywno$ci odwrotnej transkryptazy (ang. human telomerase reverse transcriptase, hTERT),
matrycy RNA — hTR (ang. human telomerase RNA component) oraz bialka stabilizujacego
strukture calego enzymu - dyskeryny (15). Matryca hTR ma dlugos¢ 450 nukleotydow.
W poblizu konca 5 znajduje sie sekwencja 5-CUAACCCUAAC-3, ktorej centralny region
jest odwrotnie komplementarny do powtarzajacej sie sekwencji telomeréw wystepujacych
u czlowieka. Telomeraza jest w stanie replikowa¢ jedynie ni¢ bogata w guanine. Uwaza sie, ze ni¢ bogata
w cytozyne jest syntetyzowana dopiero, gdy tzw. ni¢ G jest dostatecznie wydluzona i polimeraza DNA a
jest zdolna do syntezy nici komplementarnej (9). Najwieksza aktywnos$¢ telomerazy obserwuje sie podczas
rozwoju embrionalnego, a jej spadek zwigzany jest z procesem starzenia. Niekontrolowany wzrost aktywnos$ci
tego enzymu moze prowadzi¢ do rozwoju nowotwordéw. W 88% przypadkow nowotworow GiS wystepuje
podwyzszona ekspresja telomerazy (14).

Telomeraza jako cel terapii nowotworow glowy i szyi

Schemat leczenia chorych 2z nowotworami GiS jest zwykle prowadzony w oparciu
o stopien procesu metastazy komorek rakowych oraz rozwdj procesu chorobowego. Tylko
1 90% chorych w stadium I udaje sie uzyskac caltkowita remisje nowotworu stosujac leczenie chirurgiczne lub
radioterapie. Zlosliwo$¢ histologiczna nowotworu, czyli poziom podobienstwa do zdrowych, niezmienionych
nowotworowo struktur wzrasta wraz ze stopniem zaawansowania procesu chorobowego i wynosi
odpowiednio: 30% w II, 50% w III oraz 70% w IV stadium klinicznym. W przypadku guzéw o wysokim
stopniu zlosliwosci nawro6t choroby wystepuje szybko, a sam proces chorobowy postepuje agresywnie,
ostatecznie prowadzac do $mierci (15-17).

Od lat trwaja liczne badania, ktorych celem jest wyciszenie ekspresji genu kodujacego
katalityczna  podjednostke  telomerazy, co prowadzi do obnizenia aktywnos$ci enzymu
i wyeliminowania guza (18). Rozwazano wiele mozliwo$ci kontrolowania ekspresji genu hTERT w komoérkach
nowotworowych. Gléwnie obejmowaly one zastosowanie inhibitoréw, terapii genowej oraz immunoterapii
(19).

Zahamowanie aktywnoSci enzymatycznej z uzyciem malych syntetycznych molekul powoduje zaklocenie
zdolnosci komorek nowotworowych do podzialu. Odbywa sie to bez wplywu na komorki prawidlowe, gdyz
w wiekszoSci przypadkow nie wykazuja one aktywno$ci telomerazy (20). W badaniach in vitro wykazano, ze
zastosowanie BIBR-1532, niekompetycyjnego inhibitora hTERT i hTR, prowadzi do starzenia komoérkowego
zmniejszajac proliferacje komorek i dlugosé telomerdw oraz jest cytotoksyczny w wysokich dawkach (21).
Komorki nowotworowe wykazujace wysoka ekspresje hTERT moga by¢ poddawane dzialaniu genéow
samobojczych lub onkolitycznych wirusow. Zastosowanie majg tutaj mate interferujace RNA, oligonukleotydy
antysensowne lub rybozymy. GRN163L (znany réwniez jako Imetelstat) jest najlepiej przebadanym
antysensownym oligonukleotydem, ktéry powoduje hamowanie aktywno$ci telomerazyiskracanie telomeréw
w liniach komoérkowych raka pochodzacych z r6znych narzadéw (22) Wykazano réwniez, ze przeciwutleniacze
chronia aktywno$¢ telomerazy w komorkach prawidlowych, podczas gdy hamuja w komorkach
nowotworowych, lecz dokladny mechanizm tego zjawiska nie zostatljeszcze poznany. Antyoksydanty, takie jak
NAC (N-acetylocysteina, ang. N-acetyl-cysteine) bezposrednio wplywaja na poziom wewnatrzkomorkowego
potencjalu redoks oraz reaktywnych form tlenu. Przypuszcza sie, ze przyczyna odwrotnego wplywu
na aktywno$¢ telomerazy w odpowiedzi na leczenie NAC jest odmienna homeostaza stanu redoks
w  komorkach prawidlowych i nowotworowych (23). Innym podejSciem do zahamowania
aktywno$ci telomerazy jest wykorzystanie bialka TCAB1i. TCAB1 jest elementem aktywnej
telomerazy i jest wymagany w procesie gromadzenia sie holoenzymu telomerazy w ciatkach
Cajala, ziarnisto$ciach obecnych w jadrach komoérkowych komorek proliferujacych oraz
w procesie wydluzania telomeréw (24). Spadek poziomu TCAB1 skutkuje obnizeniem proliferacji
komorkowej i aktywnos$ci telomerazy w komoérkach nowotworowych rejonu glowy i szyi (25).
Immunoterapia prowadzaca do obnizenia aktywnoSci telomerazy opiera sie na wykorzystaniu genu hTERT
i moze by¢ stosowana w przypadku wielu nowotworéw zlosliwych. Podczas badan przeprowadzonych
w warunkach in vitro i in vivo zaobserwowano regresje nowotworu po podaniu szczepionki. Fragmenty
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peptydow powstale po degradacji telomerazy moga by¢é prezentowane na powierzchni komorek
nowotworowych cytotoksycznym limfocytom T CD8+ przez gléwny kompleks zgodnosci tkankowej klasy
I (ang. major histocompatibility complex, MHC I), co prowadzi do stymulacji ukladu immunologicznego
i atakowania komorek wykazujacych ekspresje telomerazy. Dodatkowo, aktywacji moga ulega¢ takze
limfocyty T pomocnicze (CD4+), odpowiedzialne za utrzymanie i wzmacnianie odpowiedzi immunologiczne;j.
Na chwile obecna GV1001, GRNVAC1 oraz VX-001 sa najbardziej obiecujacymi dostepnymi szczepionkami.
[20] W badaniach wykonanych przez Zhao i wsp. (2014) zaobserwowano, ze celecoxib, inhibitor COX-
2 (cyklooksygenaza 2, ang. cyclooxygenase 2) wykazujacy dzialanie przeciwzapalne powoduje aktywacje
apoptozy orazzahamowanie cyklu komorkowego i aktywnosci telomerazy poprzez wplywnabiatka Bax (biatko
X zwiazane z Bcl-2, ang. Bcl-2-associated ,, X protein), Bel-2 (biatko chloniaka B-komorkowego, ang. B-cell
lymphoma 2)ihTERT mRNA wkomoérkachrakakrtani(26) W przypadkuterapii opartychomiRNA, czasteczek
odpowiedzialnych zaregulacje ekspresji gendw, potencjalne zastosowanie wterapiimamiR-512-5P. Wykazano,
ze spelnia on funkcje genu supresorowego w stosunku do hTERT. W komorkach raka plaskonablonkowego
rejonu glowy i szyi podwyzszona ekspresja miR-512-5P zwigzana byla z aktywacja apoptozy, inhibicja
aktywnosci telomerazy, spadkiem pozioméw bialek wigzacych telomery oraz skracaniem dlugoéci telomeréw
(27) 1a,25-Dihydroksywitamina D3 jest czynnikiem przeciwnowotworowym badanym w wielu testach
klinicznych, lecz jej zastosowanie w terapii jest ograniczone efektami ubocznymi, jakie wywotuje, miedzy
innymi hiperkaliemig. MART-10 (ang. 19-nor-2a-(3-hydroxypropyl)- 1a,25-Dihydroxyvitamin D3), analog
tego zwigzku powoduje znacznie mniej stanéw niepozadanych przy jednoczesnym zachowaniu skutecznosci
terapeutycznej. W badaniach wykonanych u chorych z nowotworem GiS wykazano, ze zastosowanie MART-10
prowadzido zahamowania rozwoju tkanki nowotworowej poprzez zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1,
czemu towarzyszy wzrost aktywnoSci biatek p21 i p27 oraz spadek aktywnosci telomerazy (28). Zastosowanie
w hamowaniu telomerazy znajduja takze wirusy onkolityczne. Telomelizyna (OBP-301) to zmodyfikowany
adenowirus typu 5 posiadajacy w swoim genomie promotor hTERT, ktory kontroluje ekspresje genéw
wirusowych E1A i E1B, odpowiedzialnych za proces replikacji. Podczas aktywacji promotora caly aparat
komoérkowysyntetyzuje przede wszystkim biatka wirusowe, co prowadzido onkolitycznej$mierci komorek. Lek
jest dobrze tolerowany przez chorych, co wykazano podczas I fazy badan klinicznych. Najwieksza skuteczno$é
terapeutyczngobserwujesie przy podaniumiejscowym, gdyzwprowadzenie bezposrednio do krwiobiegumoze
powodowa¢ degradacje wektorow wirusowych przez biatka ukladu dopelniacza (29). Waghorn i wsp. (2017)
zbadali skuteczno$c¢ zastosowania inhibitorow telomerazy: BIBR-1532, flawnoidu (2-(3,4-dihydroksyfenylo)-
7,8-dihydroksy-4H-chromen-4-one) i MST-312 wyznakowanych izotopem 23] w terapii nowotwor6éw z miejsca
przerzutu — jamy oplucnej. Zaobserwowano nastepujace wyniki: 1) 23I-BIBR-1532 zostal wychwycony
przez komorki w niewielkim stopniu; 2) flawonoid wykazywal dobra cytotoksyczno$é, lecz byl niestabilny
wsurowicy; 3) 231-MST-312 zostal pobrany przez komorki, posiadal dobra stabilno$¢ orazwykazywal dzialanie
toksyczne w stosunku do komorek nowotworowych (30). Dodatkowo, zahamowanie hTERT prowadzi do
wzrostu wrazliwo$ci na chemioterapie komoérek nowotworowych rejonu glowy i szyi poprzez wplyw na
Sciezke sygnalizacyjng AKT/ERK. Zastosowanie leczenia opartego na wyciszeniu aktywnos$ci telomerazy
w polaczeniu z konwencjonalng chemioterapia moze by¢ wiec atrakcyjnym podejéciem
w terapii nowotworow GiS, opornych na stosowane metody leczenia (31).

Wnioski

Ekspresja telomerazy jest podwyzszona w wielu nowotworach zlo§liwych, istnieje wiec silna korelacja
pomiedzy poziomem ekspresji i aktywno$ci telomerazy a procesem nowotworzenia. Na szczegolng uwage
zashuguje rowniez duza r6znica pomiedzy aktywno$cia tego enzymu w komoérkach prawidlowych i rakowych.
Roznica ta jest znacznie wyzsza od tej obserwowanej w enzymach bedacych celem chemioterapii, takich jak
syntetazatymidynalowa czyreduktazadihydrofolianowa. Inhibitory telomerazywykazuja dobraselektywnos¢
dla komorek nowotworowych przy minimalnej toksycznosci dla prawidlowej tkanki. Niemniej jednak
w planowaniu schematu leczenia nalezy uwzglednic potencjalny wplyw na aktywnos$¢ enzymu w komorkach
prawidlowych organizmu, w tym w komérkach macierzystych, aby unikna¢ dzialan niepozadanych. Istnieje
wiele roznych strategii terapii wykorzystujacej inhibicje telomerazy, od terapii genowej do wykorzystania
przeciwutleniaczy i szczepionek. Najwazniejszym celem obecnie prowadzonych badan jest opracowanie
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skutecznych metod wprowadzenia tych molekul przy jednoczesnym zachowaniu bezpieczenstwa,
specyficznoSci i skutecznosci terapeutycznej oraz ograniczeniu efektéw ubocznych. Wyzej przedstawione
przyklady przeprowadzonych dos$wiadczen potwierdzaja hipoteze o mozliwosci zahamowania rozrostu
tkanki nowotworowe;j i spadku masy guza poprzez inaktywacje telomerazy. Dodatkowo polaczenie tej metody
leczenia z terapig konwencjonalna poteguje efekt terapeutyczny. Nadal nie wyjasniono jednak roli telomerazy
w powstawaniu raka. Nalezy przeprowadzi¢ wiecej szczeg6lowych badan w celu zrozumienia udziatu tego
enzymu w procesie kancyrogenezy, ktory wydaje sie wychodzi¢ poza zwiekszony potencjal replikacyjny i byé¢
wymagany w procesie metastazy.
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