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horoba nowotworowa stanowi coraz wiekszy

problem dla ludzkosci, szacuje sie dwukrotny
wzrost zachorowan do roku 2050 [1]. Problem ten
od tysiecy lat nabierat znaczenia wraz z postepem
cywilizacji i zmniejszajaca sie iloscig zgonow wywo-
tanych innymi chorobami. Pierwszy opis raka stwo-
rzyli Egipcjanie pomigdzy 1500 a 3000 rokiem p.n.e.

The most

Telomerse inhibitors as potential anticancer drugs

important problem in pathophysiology of cancer is immortality of
cells. Mechanisms of chromosome ends elongation are responsible
for this phenomenon. In most of cancer cells ends of chromosome are
growing longer by enzyme — telomerase. The main purpose of this
paper is a review of known methods inhibiting telomerase activity,

Choroby nowotworowe nie sa domeng jedynie czto-
wieka i wystepowaty prawdopodobnie od poczatku
istnienia organizmoéw wielokomérkowych. Najwcze-
Sniejsze znane dowody na istnienie tego typu scho-
rzef odnotowano analizujac szczatki dinozauréw
sprzed 150 milionéw lat. Medycyna praktycznie od
samego poczatku starata sig znalez¢ przyczyne wy-
stepowania nowotworéw. Poczatkowo uwazano,
ze przyczyna jest brak réwnowagi miedzy krwia,
flegma, z6tta z6tcia i czarng z6tcia. W XVIII wie-
ku powigzano nowotwor ze stanem zapalnym. Wil-
helm Waldeyer (1836-1921) potozyt fundamenty
pod biezaca wiedze o nowotworach. Stwierdzit, ze
rak powstaje w wyniku transformacji zdrowych ko-
morek w komorki ztosliwe, wywotanej czynnikami
zewnetrznymi (kancerogeny), a mechanizm rozprze-
strzeniania sie polega na transporcie komérek no-
wotworowych przez krew i limfe w odlegte czesci
organizmu. Nastepnie powigzano powstawanie no-
wotworéw z dziataniem wiruséw [2]. Nowoczesng
teorig ttumaczacg wptyw wiruséw na proces nowo-
tworzenia podali Robert Hubner (ur. 1914) i George
Todaro (ur. 1937), ktérzy twierdzili, ze czesci RNA wi-
rusa sa wbudowane do genomu i sg obecne przez
dtugi czas jako ,cicha infekcja”. Ten odcinek geno-
mu moze by¢ uaktywniony przez rézne kanceroge-
ny. Ustalono, ze zdrowe komorki mogg przenosic

especially by stabilization of G — quadruplex.
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geny hamujgce wzrost komorek ztosliwych, a kiedy
czynniki hamujace zostang inaktywowane, wéwczas
moze mie¢ miejsce wzrost komdrek nowotworo-
wych [2]. W ostatnich latach trwaja intensywne ba-
dania majace na celu wyjasnienie mechanizmow
nowotworzenia. Uwaza sig, ze krytycznymi momen-
tami w procesie nowotworzenia jest proces angioge-
nezy i ekspresja enzymu telomerazy.

Nowe naczynia oplatajace guz nowotworowy sa
niezbedne do dostarczania substancji odzywczych
dla komérek; natomiast telomeraza, ktéra pozwa-
la na bezustanny wzrost, moze by¢ warunkiem do
ztosliwienia zdrowych komérek [2]. Telomeraza to
enzym przedtuzajacy telomery, wyspecjalizowane
struktury, ktére chronig konce chromosoméw euka-
riotycznych. Struktury te z kazdym cyklem replika-
cyjnym ulegaja skréceniu, wyznaczajac tym samym
ilos¢ podziatéw komorki (limit Hayflicka u cztowieka
wynosi okoto 7 do 13 kb »tysiecy par zasad«) przed
wejsciem w faze starzenia. Powodem skracania DNA
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jest usuwanie startera z nici op6znionej, co powodu-
je powstanie potomnej czasteczki z niekompletnym
koficem 5’ (koniec 5" i 3" wskazuje, przy ktérym ato-
mie wegla deoksyrybozy jest wolna grupa fosfora-
nowa; rycina 1).

Normalne komérki sa zdolne, w zaleznosci od
rodzaju, do 50-70 podziatéw. Gdyby zakonczenia
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Rycina 1. Koniec 5" i 3" tancucha DNA

chromosomoéw nie byty chronione, dochodzitoby
do utraty pewnej ilosci informacji genetycznej wraz
z kazdym cyklem, fakt taki miatby katastrofalne na-
stepstwa.

Telomery s3 zbudowane z tandemowych, kroét-
kich powtérzen, bogatych w guanine i tymine o po-
wtarzajacej sie sekwencji 5’-TTAGGG-3’. U cztowieka
maja dtugos¢ okoto 25 kb. W przewazajacej czesci
DNA telomerowe jest dwuniciowe, jednak koniec 3’
jest strukturg jednoniciowa, ktéra w wyniku oddzia-
tywah wewnatrz i zewnatrz molekularnych, tworzy
strukture zwang G-kwartetem (rycina 2). Dwunicio-
wa czes¢ na koncach telomeréw tworzy charaktery-
styczne petle t, ktore sa wtasciwymi ,straznikami”
genomu. Z telomerami sg zasocjowane biatka, ktére
petnig szereg funkcji, a najwieksze znaczenie maja:
TRF1iTRF2 i obydwa sg zaangazowane w regulowa-
nie dtugosci. Wykazano, ze TRF1 bezposrednio regu-
luje dtugos¢ telomeréw — powoduje ich skracanie.
Zadaniem TRF2 jest ochrona koncéw chromosoméw,
oraz mozliwos¢ tworzenia petli t [3-6].

Z punku widzenia klasyfikacji enzymoéw telome-
raza jest odwrotna transkryptaza, sktadajaca sie
z podjednostki biatkowej zwanej hTERT i komponen-
ty RNA zwanej hTER lub hTR. Najwazniejszg funkcja
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Rycina 2. Tworzenie G-kwartetu [5]
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podjednostki hTERT jest katalizowanie polimeryza-
cji nukleotydow.

Telomeraza to enzym przedtuzajacy telomery,
co w sprzyjajacych warunkach nadaje komérkom
cechy niesmiertelnosci. Matryca do przedtuzania
telomerow jest RNA (komplementarna ni¢ dodaje
polimeraza DNA). Enzym wiaze sie matrycg RNA do
jednoniciowego kohca 3’, dodajac szes¢ deoksyry-
bonukleotydéw. Nastepuje odszczepienie i zakotwi-
czenie na przedtuzonym starterze i zachodzi kolejna
synteza. Enzym jest bardzo wydajny, dotacza set-
ki rybonukleotydéw zanim ostatecznie sie odtaczy.
Do zakotwiczenia telomerazy wymagana jest poje-
dyncza ni¢ korica 3’, ktéra moze tworzyé G-kwartet
uniemozliwiajacy rozpoczecie syntezy kolejnych po-
wtorzen.

Badania wykazaty, ze telomeraza jest obecna za-
réowno w 85% nowotworéw, jak i w zdrowych komoér-
kach —sg to komorki linii ptciowej, komorki bazalnej
warstwy naskoérka, aktywowane limfocyty i komor-
ki hematopoetyczne [5-9]. Wydtuzanie telomeréw
w okoto 15% przypadkéw nowotworéw ma miejsce
na innej drodze. Komérki te wykorzystuja do wy-
dtuzania ALT (aminotransferaze alaninowa), ktéra
zasocjowana jest z ciatkami PML (promyelocytic leu-
kaemia bodies — ciatka biataczki promielocytowej)

[10]. Aktywnos¢ telomerazy wydaje sie by¢ kluczo-
wa przyczyna niesmiertelnosci komérek nowotworo-
wych telomerazo- pozytywnych, dlatego opracowano
pewne strategie hamowania aktywnosci tego en-
zymu.

Hamowanie hTERT:

Molekuty
sygnatowe

Immunoterapia:

szczepionki przeciwko hTERT
Terapia genowa: ekspresja

p hTERT przez ad irusa
lub geny samobdjcze

Antysensowne oligonukleotydy
Rybozymy

Inhibitory odwrotnej transkryptazy
DN-hTERT

Montaz protein
hamujacych
telomeraze

Hamowanie hTR:

Antagonisci oligonukleotydowi
Rybozymy

Stabilizowanie G-kwartetu

Hamowanie zakotwiczenia
enzymu do telomeru

Drug Discovery Today: Disease Mechanisms

Rycina 3. Strategie hamowania aktywnosci telomerazy (modyfikacja wg [11])
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z Oxyricha, organizmu, u ktérego pierwszy

Rycina 4. Wstazkowe modele telomerycznego DNA na koncu nici 3’ (G-kwartety): (a) d(G,T,G,)

4'4 4

raz zauwazono takie struktury, (b) d(G,T,G,), (c) d[AG,(T,AG,),] w roztworze jonéw Na*, (d) d[AG,(T,AG,),] stabilizowane jonami K* w fazie

4'473

krystalicznej, (e) d(C,AT,C,AT,C,T,C,) w roztworze, (f, g) schematy struktur (c, d) (zmodyfikowane wg [12]).
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Rycina 5. Wielopierscieniowe stabilizatory G-kwartetu

Strategie hamowania aktywnosci telomerazy po-

daje rycina 3.

1. Immunoterapia: polega¢ ma na wytworzeniu
szczepionki przeciw hTERT i hTR. Zaobserwowano
u pacjentéw z zaawansowanym rakiem piersi i pro-
staty indukowanie cytotoksycznych T-limfocytéw,
skierowanych przeciwko tym strukturom.

. Terapia genowa: wykryto, ze wprowadzenie do ko-

morek nowotworowych okreslonego genu wywo-

tuje apoptoze komoérek telomerazo-pozytywnych.

Antysensowne oligonukleotydy: zsyntetyzowano

oligonukleotydy, ktére bedac komplementarne do

matrycy RNA telomerazy, sa w stanie zablokowaé
ten enzym, np. 5’-GTTAGGGTTAG.

. Inhibitory odwrotnej transkryptazy: otrzymano

inhibitor telomerazy AZT-TP, ktéry hamuje aktyw-

nos¢ tego enzymu w liniach komérkowych CHO

w stezeniu 500 uM.

Rybozymy: sa to mate specyficzne molekuty po-

wodujace roztam RNA.

. Negatywny DN-hTERT: zdolny jest do katalitycznej
inaktywacji hTERT.

Stabilizowanie struktury G-kwartetu: jak juz wspo-
mniano struktura G-kwartetu, ktéra w normalnych
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Rycina 6. Wielopierscieniowe stabilizatory G-kwartetu
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Rycina 7. Pochodne akrydyny stabilizujgce G-kwartet

warunkach moze sie ,,rozwija¢” w postac liniowa,

uniemozliwia zakotwiczenie telomerazy, dlatego

tez wydaje sie obiecujaca metoda leczenia poprzez

stabilizacje tej struktury (rycina 4) [5, 11].

Syntetycznie otrzymanymi molekutami stabilizu-
jacymi G-kwartet sa:

1. Pochodne wielopierscieniowe, takie jak: pochod-
na perylenu (PIPER), pochodne porfiryn (TMPyP4

i TMPyP2) (rycina 5) [13].

Kolejnymi przyktadami sa: pochodna triazyny, flu-
orochinofenoksazyna, telomestatyna, WP631, ascidi-
demina, meridyna (rycina 6) [14,15].

2. Pochodne akrydyny: Schultes i wsp. stwierdzili
aktywnos¢ pochodnych akrydyny w hamowaniu
telomerazy poprzez stabilizacje G-kwartetu (ryci-
na 7) [16].
Pochodne antrachinonéw: uwaza sie, ze pochodne
antrachinonéw dzieki ugrupowaniu chromoforo-
wemu, atakujg struktury G-kwartetu i w procesie
pseudointerkalacji powoduja ich stabilizacje. Neidle
i wsp. ustalili wstepng zaleznos¢ budowy pochod-
nych antrachinonowych i ich aktywnosci w sto-
sunku do G-kwartetu, podajac gtéwne zatozenia:
a) aktywnosc jest uwarunkowana obecnoscia
dwoch bocznych tancuchow alifatycznych,
b) optymalna dtugoscia tancucha pochodnych
amidowych jest jednostka dwuweglowa,

0
d)

e)
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wymagana jest grupa amidowa,
optymalnymi grupami koficowymi w tancu-
chach bocznych sa grupy piperydynowa i piro-
lidynowa,

waznym czynnikiem jest tadunek dodatni
w tafncuchu bocznym,

f) rodzaj podstawnika w tancuchu amidowym nie

jest wazny,

g) nie ma znaczacej korelacji miedzy aktywnoscig

telomerazy, a cytotoksycznoscig.

Z wczesniejszych badan przeprowadzonych przez
Reada i wsp. wynika, iz koncowe grupy o objetosci
wiekszej niz cykloheptan indukuja znieksztatcenia
w strukturze G-kwartetu [17]. W ostatnich latach Hu-
ang i wsp. doniesli stabilizacje G-kwartetu przez po-
chodne antrachinonéw podstawionych w pozycjach
1,4; 1,5; 1,8 przez podstawniki acyloksy, tio, amino
i amido. Stwierdzono, iz pochodne 1,4-diamido sa
bardziej cytotoksyczne niz odpowiednie pochodne
1,5-diamido, 1,5-diamino, 1,5-diacyloksy oraz 1,5-di-
tio. Ogdlna strukture i wybrane pod-
stawniki, zwiazkéw zsyntetyzowanych

przez Huang'a i wsp. w 2005 i 2006
roku przedstawia rycina 8 [18-20].
Terapia oparta na unieczynnia-
niu funkcji telomerazy wydaje sie byc
obiecujaca perspektywa w leczeniu
nowotworéw. Nalezy jednak podcho-
dzi¢ z dystansem do tej metody, po-
niewaz nie wiadomo w jaki sposéb
zwigzki wykazujace aktywnos¢ in vi-
tro beda sie zachowywacé w warun-
kach in vivo. Pozostaje réwniez wiele

Telomeraza to enzym
przedtuzajacy telomery,
wyspecjalizowane
struktury, ktére chronig
korice chromosoméw

eukariotycznych. Struktury
te z kazdym cyklem
replikacyjnym ulegaja

skréceniu wyznaczajac tym
samym ilos¢ podziatow
komérki.

pytan, na ktére nie znamy jeszcze od-
powiedzi, np.: czy zwiazki zachowa-
ja swoje wtasciwosci inaktywujace w warunkach in
vivo, czy zadziatajg na organizm wg innego, niezna-
nego mechanizmu, na inne cele molekularne, czy in-
aktywowanie telomerazy w zdrowych komérkach
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Rycina 8. Przyktady pochodnych antrachinonéw stabilizujacych strukture G-kwartetu

organizmu, choc¢ nielicznych wptynie ujemnie, je-
sli tak to w jakim stopniu, czy zmiany w funkcjono-
waniu owych komérek beda trwate? Po odpowiedzi
na te i inne wazne pytania mozna bedzie stwier-
dzi¢, czy nowa koncepcja terapii bedzie lepsza od
schematéw leczenia stosowanych dotychczas.
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