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Encim telomeraza -

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

tarca za prihodnja zdravila?

Telomerase —future drug target enzyme?

Tomaz Langerholc

Izviecek

Problem pomnozevanja koncev evkariontskih
kromosomov (telomer) so uspe$no resili z odkri-
tjem encima telomeraze konec 8o. let prej$njega
stoletja, za odkritje so leta 2009 podelili tudi No-
belovo nagrado za medicino in fiziologijo. Izra-
Zanje telomeraze pri rakavih boleznih in ¢love-
$ke sanje o ve¢ni mladosti so mo¢no pospesile
razvoj farmakoloskih telomeraznih inhibitorjev
in aktivatorjev, vendar pa kljub 15-letnemu raz-
iskovanju zdravila $e niso dostopna na trgu. V
¢lanku smo glede na podatke v svetovnih medi-
jih in literaturi naredili pregled farmakoloskih
ucinkovin v zgodnjih fazah klini¢nih preskusanj,
ki specifi¢cno uravnavajo aktivnost telomeraze.
Naértovana protitumorska zdravila ve¢inoma ne
bodo namenjena samostojni uporabi, saj telome-
razne inhibitorje klini¢no preskusajo v kombi-
naciji z obstoje¢imi kemoterapevtskimi sredstvi,
protitelomerazna cepiva pa v kombinaciji z imu-
nostimulansi. Poleg raka in staranja v prispevku
navajamo ostala bolezenska stanja, ki so poveza-
na s telomerazo/telomerami, hkrati pa opisuje-
mo tudi tehni¢no-pravne probleme pri razvoju
novih zdravil. Glede na dinamiko razvoja lahko
prva protitelomerazna zdravila na trgu pricaku-
jemo v naslednjih petih letih.
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Abstract

Eucaryotic chromosome endings (telo-
meres) replication problem was solved in
the 1980’s by discovery of the telomerase
enzyme. The Nobel Prize in Physiology or
Medicine was awarded in 2009 for the di-
scovery of telomerase. Altered telomerase
expression in cancer, and human dream
of eternal youth have accelerated the de-
velopment of pharmacological telomerase
inhibitors and activators. However, after 15
years of development they are still not avai-
lable on the market. In the present article we
reviewed pharmacological agents that target
telomerase activity, which have entered cli-
nical trials. Current drugs in development
are mostly not intended to be used alone,
as telomerase inhibitors under clinical trials
are used in combination with the existing
chemotherapeutics and anti-telomerase va-
ccines in combination with immuno-stimu-
lants. Apart from cancer and aging, there are
other diseases linked to deregulated activity
of telomerase/telomeres and we also discuss
technical and legal problems that resear-
chers encounter in developing anti-telome-
rase therapy. Given the pace of development,
first anti-telomerase drugs might appear on
the market in the next 5 years.
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Telomerazain telomere

Telomere so konci evkariontskih kromo-
somov, ki sliza svoje podvojevanje med de-
litvijo celice potrebujejo encim telomerazo.
Zanimanje za to podrocje se je povecalo leta
2009, ko so Nobelovo nagrado za medicino
ali fiziologijo podelili trem pionirjem na tem
podro¢ju: Elizabeth Blackburn (University
of California), Carol Greider (Johns Hop-
kins, Baltimore) in Jacku Szostaku (Harvard
University, Cambridge). V zgodnjih 8o. letih
prej$njega stoletja so omenjeni znanstveniki
odkrili, kako se podvojujejo konci kromoso-
mov pri celi¢ni delitvi, ¢esar DNA polimera-
za ne zmore. Konci kromosomov so pokriti
s telomerami, ki imajo karakteristicno po-
navljajoc¢a se zaporedja z visokim delezem
gvanozina, pri ¢loveku TTAGGG. Telomere
preprecujejo prepoznavanje koncev kro-
mosomov kot prekinitve DNA, ki bi lahko
sprozile popravljalne mehanizme DNA,
nezazeljeno encimsko razgradnjo DNA ali
spajanje koncev kromosomov. Vsakokrat, ko
se celica deli, se telomere skrajsajo. Ko dose-
zejo kriti¢no dolzino, se sproZijo znotrajce-
li¢ni signali za poskodbo DNA, ki prekinejo
nadaljnjo delitev celice in povzrocijo vstop
celice v fazo senescence ali apoptozo. Kraj-
$anje telomer preprecuje encim telomeraza,
katerega delovanje podaljsuje telomere in s
tem Zivljenjsko dobo celice. Aktivno telo-
merazo najdemo v spolnih in embrionalnih
zarodnih celicah, medtem ko je aktivnost
nizka ali pa je ni mogoce zaznati v drugih
somatskih celicah.!

Telomeraza je sestavljena iz dveh kom-
ponent: RNA (angl. TERC; human telome-
rase RNA, hTR), ki se veZe na telomere® in
proteinskega dela (angl. human telomerase
reverse transcriptase, hTERT), ki deluje kot
reverzna transkriptaza.’ hTERT je glavna
katalitska enota, ki uravnava telomerazno
aktivnost, njeno izrazanje pa se nadzira
preko kompleksne znotrajceli¢ne signaliza-
cijske mreze. Za delovanje telomeraze sta
potrebni obe enoti, pri ¢emer se hTR preko
Watson-Crickovih interakcij med baznimi
pari veze na obstojece telomere. Za pove-
zavo obeh komponent v stabilen encim je
odgovoren protein diskerin,* z njim pa in-
teragira TCAB1, ki je bistvenega pomena za

transport telomeraze v Cajalova telesca in za
vzdrzevanje telomer.® Poleg telomeraznega
kompleksa so za vzdrzevanje in zascito te-
lomer pomembni $e proteini TRF1, TRF2,
TIN2, POT1, TPP1 in Rap1®’, ki na telome-
rah skupaj sestavljajo telosom (t.1i. shelterin).

Bolezni, povezane s
telomerazo/telomerami

Ze od odkritja telomereze je encim po-
tencialna tarca za zdravila proti raku, saj je
izrazena v visokih koncentracijah pri 8o-
90 % tumorjev vseh tipov. 10-15% tumor-
jev vzdrzuje telomere preko rekombinacije
(angl. alternative lengthening of telomeres,
ALT), ki je od telomeraze neodvisen proces.®
Mehanizem ALT najdemo predvsem pri tu-
morjih nevroepitelnega in mezenhimalnega
izvora in redko pri tumorjih epitelnega izvo-
ra.” Pri starejsi populaciji je ve¢ina tumorjev
posledica karcinoma dojke, pljuc in debelega
Crevesa, ki izhajajo iz epitela. Epitel je hitro
obnavljajoce se tkivo, zato se ob nezadostni
telomerazni aktivnosti telomere skraj$ajo na
kriti¢no dolzino. Kratke telomere so znacil-
ne za zgodnjo stopnjo humane karcinogene-
ze.'® Nastala poskodba DNA aktivira tumor
supresorski protein p53. V primeru mutacij
ali delecije v genu za ps3 se izgubi kontrol-
na celi¢na tocka zaradi poskodbe DNA, ce-
lica pa se deli $e naprej; zaradi nezas¢itenih
telomer pride do genomske nestabilnosti,
fuzije kromosomov, translokacij in spre-
memb v kopijah genov. Ve¢ino karcinomov
zaznamujejo mutacije v genu ps3,'"' njegova
izguba pa v kombinaciji z nefunkcionalnimi
telomerami obicajno sovpade s prehodom
iz normalnega epitela v invazivni karcinom.
Ponovno aktiviranje telomeraze omogoci
tumorskim celicam genomsko stabilnost,
neomejeno delitev in napredovanje bole-
zni."> Celoten proces karcinogeneze torej
zajema dve stopnji: v prvi pomanjkanje te-
lomeraze povzro¢i genomsko nestabilnost,
v drugi stopnji pa omogoc¢i napredovanje in
stabilnost tumorjev.
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Slika 1: Mehanizmi
ubijanja rakavih celic

glede na dolZino telomer.

Obitajna kemoterapija
povzroca citotoksicne
ucinke na tar¢ne

celice, vendar pri tem
ne vpliva na dolZino
telomer. Telomerazni
inhibitorji povzrocijo
propad celic, ko se
telomere skrajsajo na
kriticno dolzino. Zdravila,
ki bi preprecevala
vzpostavitev telosoma,
bi povzroctila razpad
kromosomov. Vsi trije
mehanizmi privedejo do
ubijanja celic, le da pri
uporabi telomeraznih
inhibitorjev potrebujemo
veC celi¢nih delitey,
preden celice zatnejo
propadati. Dolzino
telomer izrazamo v
kilobaznih parih (kbp),
telosom pa z rde¢im
krogom.

OBICAINA
KEMOTERAPIIA

Doliina

telomer (kbp)

=

Obstaja ve¢ sindromov, ki nastanejo kot
posledica nefunkcionalnih telomer/pro-
teinov, ki vzdrzujejo telomere/telomeraze:
Wernerjev sindrom, ataxia telangiectasia,
Bloomov sindrom, Fanconijeva anemija,
dyskeratosis congenita itd.'> Omenjeni sin-
dromi so redki, fenotipski znaki pa so razlic-
ni in povezani s prezgodnjim staranjem tkiv,
spremembami na kozi, kromosomsko nesta-
bilnostjo in z nastankom neoplazem."* Kro-
matinske spremembe v obmodju telomer
imajo prav tako vlogo v bolezni.'* V litera-
turi najdemo nasprotujoce si podatke o mo-
znem telomeraznem zdravljenju proti stara-
nju, saj njena vloga pri normalnem staranju
$e vedno ni jasna. Pri genetsko spremenje-
nih misih s konstitutivnim izrazanjem telo-
meraze so pogosteje rakave bolezni, vendar
imajo kljub temu za 10 % dalj$o povprecno
zivljenjsko dobo kot divji tip misi.'* Tran-
sgene misi brez telomeraze so bolj odporne
proti tumorjem, vendar pa se njihova naj-
vi§ja in povpre¢na Zivljenjska doba krajsata
iz generacije v generacijo.'® Ker telomeraza
pospesuje kancerogenezo, je njen potencial
za upocasnjevanje staranja omejen.
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INHIBICUA IZGRADNJE
TELOSOMA

Dal¥ina

Celice

telomer (kbp)

(WA

Ceprav telomere in telomerazo najvec-
krat omenjajo v zvezi z nastankom raka in
procesom normalnega staranja tkiva, raz-
iskave v zadnjih letih kaZejo na vlogo telo-
meraze v normalnih fizioloskih procesih.
DolzZine telomer so povezane s sréno-Zilni-
mi boleznimi, aterosklerozo,'” prezgodnjo
odpovedjo jajénikov pri zenskah'® ter s
prehranskimi navadami. Predelano meso v
prehrani je obratno povezano z dolzino te-
lomer;"* uporaba multivitaminov v prehra-
ni*® in mikrohranil, kot so antioksidanti,**
pa statisticno dokazano podalj$uje njihovo
dolzino. Telomerazna aktivnost se povisa pri
akutnem psiholoskem stresu,** kar kaZe na
pomembno vlogo telomer in telomeraze v
fiziologiji celice, hkrati pa na njeno komple-
ksno uravnavanje.

Inhibitorji telomerazne
aktivnosti

V nasprotju s tradicionalnimi citostatiki
in zaviralci celi¢ne delitve, ki ubije celice v
nekaj urah po uporabi, potrebujejo inhibi-
torji telomeraze nekaj tednov za ucinko-
vanje. Faza zamika je odvisna od dolzine
telomer, ki so v tumorskih celicah dolge od
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nekaj 100 do nekaj 1000 baznih parov (bp).
Med vsako delitvijo se telomere skrajsajo za
50-100 bp, kar vodi do zapoznelega fenoti-
pa na obravnavanih celicah in senescence.
Zdravila, ki bi vplivala na integriteto telo-
soma, bi u¢inkovala hitro, saj bi povzrocila
poskodbe DNA na koncih kromosomov in
apoptozo (Slika 1).**

Ceprav telomere in telomerazo pozna-
mo ze skoraj 30 let, se je v tem casu v ra-
zvoju pojavilo malo potencialnih zdravil,
ki so primerna tudi v terapevtske namene.
Glede na podatke, dostopne v podatkovni
zbirki Pharmaprojects,” so se v fazi pred-
klini¢nih preskusanj prvi inhibitorji telo-
meraze pojavili ze 1995, npr. GRN-138098,
po letu 1998 pa se je stevilo hitro povecalo
in doseglo leta 2001 $tevilo 12. Pri tem je $lo
za ugotavljanje inhibitorne aktivnosti mili-
jonov Ze obstojecih snovi iz knjiznic, kar je
relativno poceni, vendar pa niso bile speci-
ficne za telomerazo ali pa preve¢ toksi¢ne
za uporabo v klini¢ni praksi. Od 2001 se je
Stevilo postopno zmanjsevalo in danes je v
II. fazi klini¢nih preskusanj ostal samo telo-
merazni inhibitor GRN163L kalifornijskega
podjetja Geron Corporation. To podjetje
prakti¢no obvladuje trg raziskav telomeraze,
metode odkrivanja njene aktivnosti in je no-
silec ve¢ patentov na raziskovalnem ter apli-
kativnem podroc¢ju. GRN163L ali imetelstat
vsebuje kratkoverizni oligonukleotid, ki se
komplementarno veze na matrico RNA te-
lomeraze in jo s tem inhibira. Zaradi kemij-
ske modifikacije oligonukletidov je odporen
na razgradnjo z nukleazami v krvi in tkivu.
Na koncu 5" RNA je oligonukleotid konjugi-
ran s palmitilno lipidno enoto, kar molekuli
omogoca dobro prehodnost in zadrzevanje
v tkivih in celicah.?® Klini¢ne $tudije poteka-
jo pri raku dojke, plju¢, mielomu in kroni¢ni
levkemiji, kjer se pojavljajo rakave zarodne
celice kot povzrocitelji bolezni ter hkrati kot
nosilci odpornosti na zdravljenje. Propad
zarodnih rakavih celic pri dajanju imetel-
stata so potrdili na modelih raka dojke in
trebudne slinavke in vitro.?® Ker imetelstat
prehaja krvno-mozgansko pregrado, so na
misjem modelu pokazali odli¢ne rezultate
pri zdravljenju glioblastoma multiforme.*”
2-letno prezZivetje bolnikov z glioblastoma
multiforme maligne stopnje III in IV po

lestvici WHO je manj$e od 5%.>® Pri tem
tipu raka naj bi bile tumorske zarodne celi-
ce glavni razlog odpornosti na zdravljenje z
obi¢ajno kemoterapijo, kar se odraza v slabi
napovedi izida bolezni.** V klini¢nih $tudi-
jah imetelstata ne uporabljajo samostojno,
pac pa predvsem v kombinaciji z obstoje-
¢imi kemoterapevtskimi sredstvi,*® kot so
paclitaxel in bevacizumab pri raku dojke ter
paclitaksel/karboplatin pri nemaloceli¢nem
plju¢nem raku. Kombinirana kemoterapija
s telomeraznim inhibitorjem bi povzrodila
krajsanje telomer tumorskih celic in njiho-
vo smrt, kar bi podaljsalo ucinke zdravlje-
nja. Dosedanji rezultati klini¢nih preskusanj
kazejo na dobre farmakokinetske lastnosti
imetelstata in malo stranskih ucinkov. Vi-
soki odmerki povzroc¢ijo motnje strjevanja
krvi (podalj$anje aPTT), zelo visoki pa nev-
tropenijo in trombocitopenijo.’’ Za pro-
ucevanje vpliva telomeraznih inhibitorjev
na normalno tkivo bodo potrebne dodatne
Studije.

Zaviralciizgradnje telosoma

Natrijev metaarzenit s komercialnim
imenom KMLooz1 je v II. fazi klini¢nih pre-
skusanj za zdravljenje raka na prostati (Uni-
verza v Marylandu, ZDA) v kombinaciji s
cisplatinom.’*® KML ne zavira aktivnosti
telomeraze, vendar z vezavo na telomerna
zaporedja povzro¢i translokacijo katalitske
enote telomeraze iz jedra v citoplazmo.** V
literaturi je precej porocil o razvoju G-kva-
dropleksnih ligandov, ki se veZejo na konce
telomer.>® S tem je onemogodena vezava te-
lomere s telomerazo, slednja pa se iz celi¢-
nega jedra prenese v citoplazmo.’? Klini¢na
preskusanja s temi snovmi $e ne potekajo.

Cepiva proti telomerazi

Drugi nacin, kako vplivati na prezivetje
tumorskih celic, je uporaba terapevtskih
cepiv proti telomerazi. Najdlje v klini¢nih
$tudijah raziskujejo GV-1001, v katerem je
peptid iz aktivnega mesta telomeraze, ki ak-
tivira citotoksi¢ne limfocite T.>*~*° Cepivo so
ze preizkusili pri nemaloceli¢nem plju¢nem
raku, raku trebusne slinavke in drugih tipih
rakavih bolezni samostojno in v kombinaciji
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s kemo- in radioterapevtskimi sredstvi ter z
imunostimulatorji. Cepivo se je izkazalo kot
varno, imunska odzivnost bolnikov pa zna-
$a 50-80 %.>>*® Cepivo ni imelo stranskih
toksi¢nih ucinkov niti pri ponovljenem ce-
pljenju.>” Cepivo je v IIL klini¢ni fazi pre-
skusanja in je v lasti norveske farmacevtske
druzbe Lytix Bipharma in korejske KAEL-
-GemVax. Druzbi sta v drugi polovici leta
2010 zaceli izvajati klini¢ne $tudije na bolni-
kih z razli¢nimi tipi tumorjev s kombinacijo
GV-1001 in LTX-315 (Oncopore™).*® LTX-
315 deluje kot adjuvans za ojacanje ucinko-
vitosti cepiva, saj se je v predlini¢nih pre-
skusanjih izkazal kot aktivator prirojenega
imunskega sistema.*®

Geron vzporedno z imetelstatom razvija
dve cepivi: GRNVAC1 in GRNVAC2. GR-
NVAC1 uporablja transfekcijo dendriti¢nih
celic s kodirajo¢im zaporedjem za humano
telomerazo ex vivo, celice pa nato intrader-
malno vrnejo bolniku. Cepivo je v II. fazi
klini¢nega preskusanja, pokazalo pa se je kot
varno in neobremenjujoce za bolnike. GR-
NVAC2 je v fazi predklini¢nih preskusan;j in
uporablja alogenske dendritske celice, pri-
pravljene iz embrionalnih zarodnih celic.*
Tehnologijo priprave cepiva po licenci Ge-
rona razvija tudi Merck.

Vaxon Biotech vzporedno razvija vec
cepiv, imenovanih Vx-001, Vx-006 in Vbx-
-HLA. Cepivo temelji na kripti¢cnem imu-
nogenem peptidu iz hTERT in se je v pre-
skusanjih izkazalo kot varno in ucinkovito.
Bolniki v razli¢nih stadijih nemaloceli¢nih
plju¢nih tumorjev so po cepljenju razvili
specifi¢ni imunski odziv na telomerazo v
50—70 % primerov, kar se je odrazilo v bolj-
$em prezivetju bolnikov.*® Vx-001 bo pred-
vidoma v prvem cetrtletju 2012 presel v fazo
ITb klini¢nega preskusanja zdravljenja ne-
maloceli¢nih tipov plju¢nih tumorjev.*!

Na Univerzi v Pensilvaniji (ZDA) so pod
vodstvom dr. Roberta Vonderheida razvili
cepivo proti telomerazi, ki je v I/II fazi kli-
ni¢nega preskusanja pri zdravljenju raka
dojke. Pred cepljenjem v klini¢nih presku-
$anjih bolnike stimulirajo z declizumabom
ali s protitelesi proti CD25 za mobilizacijo
CD4" in CD8" limfocitov T, ki oja¢ajo imun-
ski odgovor.** Podrobnosti in rezultati pre-
skusanj niso dostopni.
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Cepivo z oznako CB-10-01 razvija tudi
Cosmo Biotech in je v IL fazi klini¢nega
preskusanja za zdravljenje melanoma tretje
faze. Za razliko od ostalih cepiv v razvoju gre
pri CB-10-01 za transgeno imunizacijo lim-
focitov.?**° Rezultati preskusanj niso znani.

Razvoj zdravil proti
nerakavim boleznim

Geron skupaj s TA Therapeutics razvija
telomerazni aktivator TAT2, ki pa glede na
porocila $e ni presel v klini¢ne $tudije. Mo-
lekulo TAT?2 ali cikloastragenol so izolirali
iz izvleckov rastline Astragalus verrucosus,
ki jo v kitajski tradicionalni medicini upo-
rabljajo kot aktivator imunskega sistema.
TAT2 poveca izrazanje telomeraze v imun-
skih celicah.*? V kulturi CD8+ limfocitov
T, izoliranih iz HIV-pozitivnih bolnikov in
aktivatorja TAT-2, se je koli¢ina virusa HIV
zmanjsala za 2,5-krat glede na kontrolno
skupino.** V predklini¢nih $tudijah virusa
HIV se je pokazala stimulacija in povec¢ana
citolitska aktivhost CD8+ limfocitov T ob
dodatku TAT2.*® Rezultati so spodbudni za
nacrtovanje zdravljenja bolnikov, okuzenih
z virusom HIV.

Zakljucki

Ceprav je komercialni potencial za pro-
titelomerazna zdravila zaradi razsirjenosti
rakavih bolezni velikanski, na trg dejansko
vstopa sorazmerno malo podjetij. Najvedja
tezava se pojavlja na prehodu iz II. faze v III.
fazo klini¢nih $tudij. Tezavam zaradi stran-
skih ucinkov protitelomeraznega zdravlje-
nja botruje pomanjkanje bazi¢nega znanja o
vlogi telomeraze, saj njena vloga ni omejena
samo na rakave bolezni in staranje, ampak je
verjetno vpletena tudi v signalno pot Wnt**
in procesiranje RNA.*>*¢ Dodatne zaplete
pri zdravljenju raka povzro¢a mehanizem
ALT, pri katerem je podaljsevanje telomer
neodvisno od aktivnosti telomeraze.

Druga tezava pri razvoju protitelomera-
znih zdravil je pravne narave. Geron Cor-
poration ima monopol na telomerazo glede
intelektualne lastnine v mnogih drzavah in
vklju¢uje sam gen, imunogene telomera-
zne peptide in analitske metode odkrivanja
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njene aktivnosti. Glede na dosedanji potek
razvoja lahko pri¢akujemo vstop protitelo-
meraznih zdravil za zdravljenje raka v nasle-
dnjih petih letih, medtem ko se telomerazni
aktivatorji in z njimi povezane ideje o ve¢ni
mladosti pomikajo dlje v prihodnost.
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