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Krebszellen unterscheiden sich von gesunden Kérperzellen be-
sonders durch ihr hohes Teilungspotential. Die fortwahrende
Teilungsfahigkeit von Krebszellen ist darin begriindet, daR
diese die physiologische Zellalterung (replikative Seneszenz)
umgehenund dadurch unsterblich werden(Immortalisierung).
Ein wichtiger Steuerungsmechanismus der Zellalterung in so-
matischen Zellen ist die kontinuierliche Verkiirzung der Chro-
mosomenenden (Telomere). Schreitet deren Verkiirzung bis zu
einem kritischen Punkt fort, wird die Seneszenzphase der Zelle,
verbunden mit einem Proliferationsstop, eingeleitet.

Immortale Tumorzellen hingegen besitzendie Fihigkeit zur Re-
generation der Telomere durch die Expression des Enzyms Te-
lomerase. Dieses ist zur De-novo-Synthese der DNA-Sequenz
derTelomere inder Lage und erméglicht somit eine chromoso-
maleStabilisierung (Abb. 1).Indenletzten 10 Jahrenhatsichim
Bereich der molekularen Krebsforschung durch die Charakteri-
sierung der Telomerase eine rasante Weiterentwicklung erge-
ben. Hierbei sind neue Ansatzpunkte fiir die Therapie maligner
Erkrankungen entstanden. Dabei wurden Mechanismen der
physiologischen Zellalterung, Funktionen von Tumor-Suppres-
sor-Genen sowie klinische Zusammenhdnge zwischen Telome-
rase-Expression und der Entstehung von Krankheiten, insbe-
sondere Krebserkrankungen, weiter aufgekldrt. Ziel dieser
Ubersicht ist es, die Funktion der Telomerase im Rahmen der
Zellalterung und der Krebsentstehungdarzustellenundihre ab-
sehbare klinische Bedeutung aufzuzeigen.

Replikative Seneszenz, Telomere
und Telomerase

Replikative Seneszenz

Die meisten Zellen somatischer Gewebe sind in vivo einem Al-
terungsmechanismus unterworfen, der das Teilungspotential
der Zellen limitiert. Dieser ProzeR wird als replikative Senes-
zenzbezeichnet(24). Das Prinzip derreplikativen Seneszenz er-
mdglicht es dem Organismus, die Zahl der Teilungen pro Zelle
aufein physiologisches MafS zu reduzieren. Ihm unterliegen na-
hezu alle somatischen Zellen mit der Ausnahme von einigen
Stammzellen sowie den Zellen maligner Tumore. Wichtigste
Grundvoraussetzung fiir die replikative Seneszenz ist die Kon-
trolle der Zellteilungen im Laufe der Lebensspanne einer Zelle
mit Hilfe der Linge der Telomere an den Chromosomenenden,
Im Zusammenhang mit der replikativen Seneszenz ergeben
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sich einige charakteristische genetische und phanotypische
Verdnderungen der Zelle. Diese beinhalten die Repression von
Transkriptionsfaktoren tiber die Aktivierung von Tumor-Sup-
pressor-Genen bis hin zum spezifischen Wachstumsstop. Die-
ses Prinzip erweist sich als Tumor-Suppressor-Mechanismus
und als Mechanismus zur Vermeidung anderer altersgebunde-
ner pathologischer Verinderungen.

Seit der Erstbeschreibungder replikativen Seneszenz 1965 (24)
wurde diese bei verschiedenen Zelltypen und Spezies genau
charakterisiert.InAbhdngigkeit von Spezies, Zelltyp und dessen
genetischer Ausstattung kann sich die Zelle bis zum Eintritt in
die Seneszenzphase bis zu 60-80mal (fetale humane Zellen)
teilen (11, 59). Von besonderer Bedeutung fiir die Erkennung
der Teilungszahl sind dabei die Telomere an den Chromoso-
menenden. Thre Linge korreliert direkt mit der Anzahl bereits
durchlaufener Teilungen einer Zelle (3). Durchschnittlich liegt
die Telomer-Linge von Keimzellen bei 10-15 Kilobasen (Kb),
jenevon neonatalensomatischen Zellenbei 8-10 Kb (2, 21, 36).
Fiir humane Fibroblasten lieR sich ermitteln, da die durch-
schnittliche Verkiirzung der Telomere pro Zellteilung bei 50 Ba-
senliegt(3, 35). Unabhdngig von der Ausgangsliange treten Zel-
lenmiteinerkritischen Verkiirzungder Telomere auf6 Kbindie
Seneszenzphaseein(3).

Telomere

Bei den Telomeren handelt es sich um stumpf abschliefende
DNA-Strukturen an den Enden der Chromosomen, welche cha-
rakteristische DNA-Wiederholungssequenzen (»terminal re-
peats«) enthalten. Beim Menschen ist die typische Wiederho-
lungssequenz TTAGGG (42). Diese Sequenzen und die an sie bin-
denden Proteine formen zusammen eine Struktur, deren be-
sondere Aufgabe esist, die Chromosomenenden wie durch eine
Kappe vor Degradation, Fusion mit anderen Chromosomenen-
den, Translokationen und Non-Disjunctions zu schiitzen (63).
Daher erkldrt sich die Bedeutung der Telomere fiir die Stabilitdt
der Chromosomen und letztlich fiir das gesamte Genom (7). Die
Besonderheit der Telomere hinsichtlich ihrer eigenen Replika-
tionistdie Problematik der endstdndigen Replikation des linea-
ren DNA-Molekiils durch die DNA-Polymerase: An den stump-
fen DNA-Enden der Telomere existiert keine freie 3'-DNA mehr,
an die ein entsprechender Primer binden kann (35, 66). Somit
bleibt das Endstiick der Telomere nach jeder Zellteilung unre-
pliziert. Mit jeder Teilung geht ein Abschnitt der Wiederho-
lungssequenzen verloren und die Enden der Chromosomen
verkiirzensich(21). Erreicht diese Verkiirzung einen kritischen
Punkt, tritt die Zelle in die Seneszenzphase ein (22). Charakteri-
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Abb. 1 Prinzip der Zellalterung (replikative

somatische Zellen

Seneszenz) durch Verkiirzung der Telomere
| an den Chromosomenenden mit jeder Zelltei-
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TTAGGG A: Replikative Seneszenz bei somatischen Zel-
len durch kentinuierliche Verkiirzung der Te-
< lomere bis zum Erreichen der kritischen Lange
X von zirka 6 Kb. Danach tritt ein Wachstums-
ey stop ein, Die Zellen verfiigen nicht iber Telo-

ey merase-Aktivitit.
=T = 7 B: In Tumorzellen verldngert das Enzym Telo-
merase die nach jeder Zellteilung verkirzten
Telomere und sorgt fir eine chromosomale

Stabilisierung. Die Telomere behalten eine

ca 8-15Kb ca.6Kb mittlere Linge. Dadurch erhalten diese Zellen
das Potential zur kontinuierlichen Prolifera-
B | immortale Zellen|/Tumorzellen tion.

Telomerase

ca.8-15Kb

siert ist diese durch eine Vielzahl genetischer und phdnotypi-
scher Veranderungen.

Charakteristika der Seneszenz
durch Telomerverkiirzung

Durch die Verkiirzung der Telomere werden regulatorische
Gene reprimiert oder vermehrt exprimiert. Dies |t sich durch
die genetische Regulation nach Passieren von speziellen Alters-
kontrollpunkten und durch die Verlagerung der Gene aus den
oder in die transkriptorisch aktiven Chromatin-Bereiche im
Rahmen der Verkiirzung der Chromosomen erklaren (70). Fiir
humane Fibroblasten zum Beispiel konnte belegt werden, dal3
das c-fos Proto-Onkogen, die Helix-Loop-Helix ID-1 und ID-2
Gene und die E2F-1 und E2F-5 Transkriptionsfaktoren im Rah-
menderreplikativen Seneszenz reprimiertsind. Weiterhin ver-
bleibt bei diesen Zellen das Retinoblastoma-Tumorsuppressor-
Protein (pRb) in seiner unphosphorylierten und damit wachs-
tumshemmenden Form. AuSerdem werden im Rahmen des
Zell-Zyklus die beiden Inhibitoren cyclin-abhangiger Protein-
Kinasen p16 und p21 vermehrt exprimiert, was ebenfalls einen
wachstumshemmenden Effekt unterstiitzt. Die Gesamtheit
dieser genetischen Regulationen fiihrt zu einem Wachstums-
stop der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus, ohne daR der er-
neute Eintritt der Zellenin die S-Phase mit herkdmmlichen phy-
siologischen Mitogenen stimulierbar ist (11, 59). Neben dem
charakteristischen Wachstumsstop der Zellen beim Eintritt in
dieSeneszenzphase zeigen seneszente Zellen eine Resistenz ge-
geniiber apoptotischen Einfliissen (37). Das heil3t, seneszente
Zellen lassen sich nicht mehr durch apoptotische Stimuli zum
programmierten Zelltod lenken, sondern sterben nach Ablauf
ihrer Lebensspanneeines»natiirlichen Zelltodes«. Ebenfalls zei-
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gen seneszente Zellen besondere Verdnderungen in der ver-
mehrten Expression von Zytokinen und Adhdsionsmolekiilen
IL-1e, ICAM-1 inFibroblasten)(38, 39)alsauch von Metallopro-
teinasenund Zelluldrmatrix-abbauenden Enzymen (40, 67).

Telomerase

Keimzellen, Stammzellen, Basalzellen der Epidermis und an-
dere undifferenzierte Vorlduferzellen differenzierter Zellen
und Gewebe haben ein hohes Potential zur kontinuierlichen
Teilung, welches sich im Wesentlichen aus der Kompensation
der Telomerverkiirzung begriindet. Die Verlingerung der Telo-
mere erfolgt durch eine spezialisierte RNA-abhdngige DNA-Po-
lymerase, die Telomerase, welche die nach der Zellteilung ver-
lorenen DNA-Wiederholungssequenzen de novo synthetisiert
und das Potential der Zelle zur weiteren Teilung erhilt (7, 9,
19, 20)(siehe Abbildung 1). Die Telomerase setzt sich aus einer
RNA-Matrize (hTR, human telomerase RNA) (17) und einer re-
versen Transkriptase, welche als katalytische Untereinheit des
Enzyms fungiert (hTERT, »human telomerase reverse transcrip-
tase«) zusammen (45). Neben diesen Molekiilen wurde ein Te-
lomerase-assoziiertes Protein (TP1) identifiziert (23). Die Telo-
merase ist anféllig fiir Ribonukleasen. Der Nachweis des En-
zyms kann durch die Anwesenheit von Ribonuklease-enthal-
tenden Zellen erschwert sein. Zugabe von Ribonuklease-Inhibi-
toren kann zur Detektion von Telomerase-Aktivitat fiihren (48).

Die Aktivitdt des Enzyms Telomerase wird durch einen noch
nicht klar definierten Mechanismus reguliert. Diese Regulation
driickt sich darin aus, daR initial verkiirzte und durch Telome-
rase verldngerte Telomere auf eine fiir die Zelle typische mitt-
lere Telomer-Linge regeneriert werden, nicht jedoch dariiber
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Zelltyp Seneszenz® Telomer-Lénge

differenzierte somatische Zellen ~ + kontinuierliche

Hoos, Nekarda: Telomerase — Potential und Grenzen der klinischen Anwendbarkeit 225

Tab.1 Charakteristika verschie-
dener Zelltypen hinsichtlich
Zellalterung, Telomer-Lange und
— Telomerase-Aktivitat

Telomerase-Aktivitat

Verkiirzung
Lymphozyten
aktiviert verzogert nach 5-10 Teilungen nach 5-10 Teilungen
Verkiirzung abfallende Aktivitat
inaktiviert *: Verkiirzung ca. 1% der Aktivitt immor-
talisierter Zellen
Keimzellen, Stammazellen verzogert langsame Verkiirzung +
immortalisierte Zellen, - verkiirzt, aber stabil 4+
Tumorzellen
* Zellalterung

hinaus (5). Es werden zur Zeit zwei Hypothesen zur Regulation
der Telomerase-Aktivitat favorisiert: Nach der ersten miifite
ein Telomer-bindendes Protein die bis zum gewiinschten Maf8
verlangerten Telomere maskieren und vor einer Degradation
durch Nucleasen schiitzen, wiahrend die tiber das Maf$ hinaus
verlingerten Telomer-Anteile enzymatisch abgebaut wiirden.
Nach der zweiten Hypothese miiSte die Aktivitdt der Telome-
rase so reguliert werden, dafé nur die verkiirzten Telomere ex-
akt auf das gewiinschte MaR verlangert wiirden. Dies konnte
entweder durch eine direkte genregulatorische Telomerase-
Steuerung oder durch die Bindung des Telomerase-Substrates
durch ein spezifisches Protein erfolgen. In beiden Fallen ist je-
doch ein Mechanismus zur Messung der Telomer-Ldnge erfor-
derlich, welcher noch nicht genauer definiert wurde (44).

ImGegensatz zudenundifferenzierten Keim-und Stammzellen
des Kérpers mit hohem Teilungspotential und entsprechender
Telomerase-Aktivitit haben differenzierte somatische Zellen
keine Telomerase-Aktivitdt und unterliegen damit dem Mecha-
nismus der Seneszenz (57) (Tab. 1). Eine besondere Stellung
kommt den Lymphozyten zu. Inaktive T- und B-Zellen im peri-
pheren Blut exprimieren nur eine minimale Menge an Telome-
rase, die etwa 1% der Aktivitat von immortalen Zellen ent-
spricht. Nach Aktivierung steigt jedoch die Aktivitat der Telo-
merase in den Lymphozyten erheblich an, um nach 5-10 Tei-
lungszyklen auf ein niedrigeres Niveau abzufallen (10, 14, 27).
Mit diesem Abfall der Aktivitat ist eine zunehmende Verkiir-
zung der Telomere verbunden (8) (siehe Tabelle 1). Aufgrund
dieser Daten wird vermutet, daR die voriibergehende Aktivi-
tatssteigerung der Telomerase nur eine kurzzeitige Erhaltung
der Telomer-Linge ermdglicht, um den vermehrten Teilungs-
anforderungenderLymphozytennach Antigen-Stimulation ge-
rechtzuwerden.

Am Beispiel proliferationsaktiver Organe bei Mausen mit defi-
zienter Telomerase-Expression wurde kiirzlich die Bedeutung
des Enzyms anschaulich demonstriert. Die Mduse zeigten eine
defiziente Spermatogenese sowie eine reduzierte proliferative
Aktivitdatin den Testes, im Knochenmark und in der Milz. Damit
verbunden waren sowohl eine deutliche Telomerverkiirzung,
als auch Fusionen und der Verlust von Chromosomen (34). Ein
Zusammenhang zwischen kurzer Telomer-Lange und reduzier-
tem Teilungspotential konnte ebenfalls bei verfrithter Alterung
des menschlichen Organismus nachgewiesen werden (3). Fiir
hdamatopoietische Stammzellen, welche im Rahmen einer Kno-
chenmarktransplantation iibertragen werden, bedeutet das
Anwachsen und die Etablierung eines neuen vollwertigen Kno-

chenmarkes eine enorme proliferative Belastung, bei welcher
ebenfalls eine Telomerverkiirzung bei den Telomerase-expri-
mierenden Stammzellen beobachtet werden kann (71). Dies
zeigt, dafs selbst pluripotente Stammzellen der Dynamik des Al-
terungsprozesses unterworfen sind.

Zusatzlich zur Funktion der Telomerase bei der Verlangerung
der Chromosomenenden wurde ein weiterer, noch nicht naher
definierter Mechanismus beschrieben, der bei fehlender Telo-
merase-Aktivitdt die Telomere in immortalen Zellen verlan-
gert. Dieser wurde als »alternative mechanism for lengthening
of telomeres« (ALT) beschrieben (52). Interessanterweise wur-
den die meisten Zellinien, welche tiber diesen Mechanismus
verfiigen, von Weichgewebssarkomen und nicht von Karzino-
men abgeleitet. Dies kénnte das deutlich hiufigere Auftreten
des ALT bei immortalisierten Zellen, welche aus Fibroblasten
hervorgingen, im Vergleich zu von Epithelzellen stammenden
immortalen Zellen erkldren. Dies erklart auch, warum der ALT
bei malignen Tumoren des Menschen eine sehr geringe Inzi-
denz aufweist,daiiber90% der Tumorenepithelialen Ursprungs
sind (52).

Inden letzten fiinf Jahren wurden die meisten malignen Tumo-
ren des Menschen auf ihre Telomerase-Aktivitdt hin unter-
sucht, Dabei zeigte sich eine hohe Enzymaktivitat in den Tumo-
ren im Vergleich zu keiner nachweisbaren Aktivitdt in Normal-
geweben (57). Analog zum malignen Phanotyp von Krebszellen
exprimieren nahezu alle malignen Tumoren eine hohe Telome-
rase-Aktivitat, was die Telomerase als Tumor-Marker charakte-
risiert (4, 32, 55). Als besonders wichtig erweist sich dabei die
Tatsache, dal die Telomerase-Aktivitat nicht allein die Prolife-
rationsaktivitat von Zellen widerspiegelt, sondern auch abhan-
gig ist von Immortalisierung und Differenzierung der Zellen
(6, 53,72). Dies zeigt sich deutlich in dem Gegensatz, daR einer-
seits proliferierende Tumorzellen eine hohe Telomerase-Akti-
vitdt aufweisen und andererseits in der Ruhephase befindliche
immortale Zellen die Telomerase-Aktivitat herunterregulieren,
wadhrend schnell proliferierende, gut-differenzierte somati-
sche Zellen keine meRbare Telomerase-Aktivitat besitzen und
daher nach kritischer Verkiirzung der Telomere in die Senes-
zenzphase eintreten(1, 12, 32). Wire die Telomerase-Aktivitit
alleinassoziiert mit der Proliferationsaktivitat von Zellen, mii3-
ten auch differenzierte somatische Zellen mit Teilungsaktivitit
Telomerase exprimieren.

Zusammenfassend kénnte die Bedeutung der Telomerase fiir
die klinische Onkologie in der Verwendung als molekularer, mit
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der Proliferationsaktivitit assoziierter Marker maligner Er-
krankungen liegen.

Im Verlauf der zunehmenden Zahl an Zellteilungen verkiir-
zen sich die Telomere, und die betroffene Zelle altert. Ab ei-
ner kritischen Telomer-Verkiirzung unterliegt die Zelle ei-
nem Wachstumsstop. Durch Expression des Enzyms Telome-
rase werden die Telomere verlangert, und die Zelle behalt ihr
Teilungspotential. Dies kann bis zur Immortalitét fiihren.

Einflu der Telomerase auf die Entstehung
von Krankheiten

Es stehen zwei grundsdtzliche Theorien hinter der Bedeutung
der Telomerase fiir die Entstehung von Krankheiten im Allge-
meinen. Dies ist zum einen das, durch die Regeneration der
Chromosomen, gewonnene Potential zur weiteren Zellteilung
unddie Ausschaltungderreplikativen Seneszenz. Bedeutend ist
dabei auch die Zeitspanne, welche sich zur physiologischen Le-
benszeit einer Zelle hinzuaddiert und die Moglichkeit zur Ak-
quisition genetischer Schaden bis zum Erreichen einer phano-
typisch relevanten Zahl schafft. Zum anderen fithrt die falschli-
che Erkennung eines glatten Doppelstrangbruches der DNA
durch die Telomerase zur Entstehung eines neuen Telomers an
der proximalen Bruchstelle mit der Konsequenz des komplet-
ten Verlustes genetischer Information distal der Bruchstelle
(18). Der erste Mechanismus ist von Bedeutung fiir jene weni-
gen Zellen, welchen es gelingt, die Kontrollpunkte der Zellalte-
rung zu passieren, ohne in die Seneszenzphase einzutreten

i
| Seneszenz l |wenige2eflenl'

Telomer-Verkiirzung durch Wachstumsstop in der
zelltypspezifische Anzahl GO/G1-Phase,

Blockade von p53 und Rb,
weiteres Wachstum
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(Abb. 2). Hierbei sind charakteristische genetische Verdnde-
rungen zu beobachten, welche eine elementare Rolle fiir den
Beitrag der Telomerase zur Krebsentstehung spielen. Sie wer-
denim folgenden Abschnitt besprochen.

Der zweite Mechanismus der falschlichen Strangbruch-Erken-
nung ist durch die fehlende Telomerase-Aktivitdt in somati-
schen Zellen in seiner Bedeutung auf die wenigen Telomerase-
aktiven Zellen, insbesondere die Keimzellen limitiert. Da einige
Fille von e-Thalassdmie durch terminale Chromosomen-Dele-
tionenausgelostsind, konnte hierdie falschliche Erkennung der
glatten Chromosomen-Bruchenden durch die Telomerase in
den Keimzellen eine Regeneration der auf dem distalen Frag-
ment gelegenen genetischen Information verhindert haben.
Bindungsstudien haben die Mdoglichkeit der Erkennung der
DNA-Enden durch Telomerase nachgewiesen und diesen Me-
chanismus als mégliche pathogenetische Ursache der «-Tha-
lassdmie bestétigt (18, 43). Die Bedeutung dieses Mechanismus
fiir andere Erkrankungen der Keimbahn wird derzeit evaluiert.

Bedeutung der Telomerase
fiir die Immortalisierung von Zellen und
den ProzeR der Kanzerogenese

Die Zellalterung humaner Zellen wurde anhand charakteristi-
scher Verdnderungen der Zellen in Stadien eingeteilt (Abb. 2).
DasMortalitats-Stadium 1(M1)wird erreicht, nachdemeinesi-
gnifikante Verklirzung der Telomere aufgetreten ist. In diesem
Stadium unterliegen die Zellen einem Wachstumsstop im GO-

Zelltod
|wenige Zellenl_

Stabilisierung der
Telomere durch

Maglichkeit zur weiteren
Akquisition genetischer

von Zellteilungen kontrolliert durch mit kritischer Expression der Defekte
Tumor-Suppressor-Gene Telomer-Verkiirzung Telomerase
p53 und Rb
>
normale Lebensphase M1 Immortalitat/Malignitat

der Zelle

Abb.2 Modell fir den Weg der Zellalterung tber die Mortalitatsstadien zu Immortalitit und Malignitit: Nach Ablauf einer zelltyp-spezifischen Anzahl
von Teilungen haben sich die Telomere soweit verkiirzt, dag die Zellen in die Seneszenzphase eintreten. Diese |aRt sich unterteilen in die Mortalitatssta-
dien M1 und M2. M1 ist durch den Wachstumsstop in der GO/G1-Phase des Zellzyklus gekennzeichnet. Kontrolliert wird dieser Zustand durch die Funk-
tion von Wachstumskontrollgenen wie p53 und Rb. Die meisten Zellen sterben in der MI-Phase der Seneszenz. Durch Einfliisse wie jene viraler Onkogene
{zum Beispiel HPV-16 E7, SV-40 T-Antigen) oder Mutationen kionnen p53 und Rb blockiert werden. Die wenigen betroffenen Zellen treten in die
M2-Phase ein und teilen sich weiter. Ab einer kritischen Telomer-Verkiirzung sterben die meisten dieser Zellen. Einigen wenigen wiederum kann es je-
doch gelingen, Telomerase zu exprimieren und ihre Telomere zu stabilisieren. Sie werden immortal und kéinnen weitere genetische Defekte akquirieren
Durch die Ausschaltung der Seneszenz kann es zur Immortalitst der Zelle und zur malignen Entartung kommen.
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oderG1-StadiumdesZell-Zyklus, welcherdurchdie Funktionen
von Tumor-Suppressor-Genen und den von ihnen codierten
Proteinenwie p53 und pRbkontrolliert wird. Die meistenaltern-
denZellenverbleibenindiesemStadium, bissieschlieSlichster-
ben.Durchkanzerogene Einfliisse wie zum Beispiel virale Onko-
proteine (HPV-16E7, SV-40 T-Antigen) oder Mutationen kon-
nendiese Tumor-Suppressor-Funktionen blockiert werden. Die
betroffenen Zellen erreichen dann das Mortalitats-Stadium 2
(M2).DiesesistcharakterisiertdurchdasVerbleibeneinigerwe-
niger Wiederholungssequenzen an den Chromosomenenden,
reprasentativ fiir die kritische Verkiirzung der Telomere. Wie-
derum nur wenigen Zellen ist es moglich, aus dem M2-Stadium
auszubrechen und durch Stabilisierung der Telomere ins Sta-
diumderlmmortalititeinzutreten(56, 69). Verbunden mitdie-
semseltenen Ereignisisteine Expression der Telomerase, deren
Aktivitdt sich in den immortalisierten Zellen nachweisen 1aRt
(29). Dadurch, dal3 diese Zellen den Tumor-Suppressions-Me-
chanismus der replikativen Seneszenz umgehen und durch die
Immortalisierungdie Moglichkeitzurextensiven Zellteilunger-
halten, konnen sie (weitere) genetische Veranderungen akqui-
rieren, welche maligne Zellen auszeichnet (32). Aus diesem Zu-
sammenhang herauserklarensichauchdiebei humanenTumo-
renam hdufigsten beobachteten Phanome der Deregulation der
Tumor-Suppressor-Genep53 undRb(28,54),dadieseals Wadch-
terdes Wachstumsstop im RahmenderSeneszenzaufdem Weg
zur Immortalisierung und Cancerogenese als Erste betroffen
werden. SchlieBlich findet sich dabei eine Heraufregulation der
Telomerase-Aktivitdt, ein Phanomen das sich in nahezu allen
malignen Tumoren nachweisen ldRt(siehe Abbildung 2).Indie-
ses Szenario fiigt sich auch die kiirzlich beschriebene Entdek-
kung der Aktivierung der Telomerase durch das Myc-Onkogen
ein(65). Dieses wird durch genetische Veranderungen iiberex-
primiert und (ibt seinen proliferationssteigernden Effekt auch
iiberdie Aktivierung der Telomerase aus.

Der ProzeR der Veranderung der Telomerase-Expression im
Rahmen der Krebsentstehung konnte am konkreten Beispiel
der Multi-Step-Kanzerogenese im distalen Osophagus demon-
striert werden. Dabei entwickelt sich aus der Barrett-Metapla-
sie des Osophagus iiber die Stufen der leichten und schweren
Dysplasien das Adenokarzinom des distalen Osophagus, Durch
In-situ-Hybridisierungs-Experimente konnte gezeigt werden,
daRB die Menge der in Barrett-Metaplasien nachweisbaren Telo-
merase-RNA im Vergleich zu jener in leichten und schweren
Dysplasien sowie in Adenokarzinomen des Osophagus erheb-
lichgeringerist und mitdem Grad der Dysplasie bis zur Maligni-
tat zunimmt. Daraus wurde geschlossen, daf bereits im meta-
plastischen Epithel des Barrett-Osophagus immortalisierte Zel-
len enthalten sind, welche mit fortschreitender Kanzerogenese
entartenund zunehmende Mengen an Telomerase exprimieren
(41).

Die durch die Telomerase erreichte chromosomale Regene-
ration fiihrt zu einer Verldngerung der Lebenszeit der Zelle.
Dadurch kann die Zelle vermehrt genetische Defekte akqui-
rieren. Auf der Basis genetischer Veranderungen und der infi-
niten Teilungsfahigkeit durch Immortalisierung kénnen Zel-
len maligne entarten.

Messung der Telomerase-Aktivitit

Die Standard-Methode fiir die Messung der Telomerase-Altivi-
tat ist das Telomerase-Repeat-Amplification-Protocol (TRAP)
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(32). Dabei handelt es sich um einen PCR-basierten Assay, liber
den die Telomerase-Produkte aus lysierten vitalen Zellen am-
plifiziert werden. In einem zweiten Schritt wird die amplifi-
zierte DNA entweder via Gelelektrophorese aufgetrennt oder
alternativ mit Hilfe eines an einen PCR-Primer gebundenen Bio-
tin-Streptavidin-Peroxidase-Komplexes im ELISA vermessen.
Diese indirekte Nachweismethode wurde gewahlt, da pro Zelle
nuretwa 200 Molekiile Telomerase vorliegen, so daf§ ein direk-
ter Nachweis bisher duRerst schwierig war. Die ersten Untersu-
chungen zum Nachweis der Telomerase-Aktivitdt in malignen
Tumoren wurden mit dem TRAP-Assay durchgefiihrt. Da der
konventionelle TRAP-Assay eine Quantifizierungder Telomera-
se-Aktivitat nicht erlaubt, wurden initial nur Ja/Nein-Aussagen
oder Viel/Wenig-Aussagen gemacht. Durch die Standardisie-
rung derim TRAP-Assay verwendeten Zellzahl oder der Bestim-
mung der 28s-rRNA-Mengen als MaR der Zellularitdt der gete-
steten Proben wurden erste quantifizierende Faktoren einge-
fiihrt (13, 31). Eine weitere Verbesserung erfolgte durch die
Verwendung interner PCR-Standards. Seit der Identifizierung
der Telomerase-RNA (hTR) und der katalytischen Untereinheit
hTERT (»humantelomerase reverse transcriptase«) werdenver-
mehrtauch RT-PCR (reverse Transkriptions-PCR) Analysen die-
ser Telomerase-Bestandteile durchgefiihrt(17, 45,64).

Telomerase als klinischer Marker

Durch die charakteristisch hohe Telomerase-Aktivitdt in na-
hezuallen malignen Tumorendes Menschen wurdenvielseitige
Untersuchungen zur méglichen klinischen Relevanz angeregt.
Dabei liel8 sich der Wert der Telomerase als potentieller klini-
scher Marker in der Diagnostik und Beurteilung der Prognose
von Patienten mit Krebserkrankungen belegen. Ebenfalls ist es
wahrscheinlich, daR die Telomerase einen Stellenwert fiir das
Monitoring des Therapieansprechens maligner Erkrankungen
aufzytostatische Therapie haben kénnte.

Diagnostik

Aufgrund deroben geschilderten Charakteristikader Telomera-
se-Expression (57), insbesondere der deutlichen Aktivitat in
malignen Zellen im Gegensatz zu nicht malignen Zellen wurde
die Telomerase mehrfach als potentieller Marker fiir die Dia-
gnose von Krebs vorgeschlagen (46). Trotz der klaren Trennbar-
keit zwischen malignen und benignen Gewebeproben mit Hilfe
der Telomerase-Aktivitdts-Bestimmung kann dieser Test im
heutigen Routine-Betrieb der histopathologischen Diagnostik
jedoch nur ergidnzende Funktion haben. Die besondere Bedeu-
tung fiir die Diagnostik liegt in der Beurteilung der Dignitdt von
Zellen, welche aus Blasenspiilungen, Aszites-Punktionen oder
Sputumproben gewonnen wurden. Ebenso ist die Diagnostik
von Feinnadelpunktionen und Abstrichen verbesserbar (62).
Erste klinische Erfahrungen mit Material aus Blasenspiilungen
versprechen eine Verbesserung der Diagnostik, des Monito-
rings und der Screeninguntersuchungen beim Blasenkarzinom
(15). Bei zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN) der Por-
tio uteri nimmt die Haufigkeit der Expression von Telomerase-
RNA bzw. die Telomerase-Aktivitat mit der Progression von
leichten Lasionen (CIN I) iber schwere Dysplasien (CIN III) bis
zum Zervixkarzinom hin zu. Hingegen gibt es derzeit noch wi-
derspriichliche Aussagen hinsichtlich des Zusammenhangs
zwischen der Prisenz von »high-riske« Human-Papilloma-Vi-
rus-DNA und der Telomerase-Expression in diesen Zellen
(58, 63).
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Prognose

Basierend auf Daten aus Studien zur klinischen Bedeutung der
Telomerase fiir die Prognose von Krebspatienten wurde mehr-
fach postuliert, daR die Telomerase ein Biomarker fiir die klini-
sche Prognose von Patienten mit malignen Erkrankungen sein
kann (26, 46). Verschiedene Studien konnten zeigen, dal? eine
Korrelation zwischen der Aktivitdt der Telomerase und der Ag-
gressivitat des Tumorwachstums bzw. der klinischen Prognose
von Tumorpatienten besteht. So war bei Patienten mit einem
Neuroblastom eine schlechte Prognose mit einer hohen Telo-
merase-Aktivitdt des Tumors korreliert, wahrend Patienten mit
metastasiertem Neuroblastom ohne meRbare Telomerase-Ak-
tivitat Spontanremissionen erlebten (25). Bei Patientinnen mit
Mammakarzinom konnte ebenfalls eine hochsignifikante Kor-
relation zwischen etablierten prognostischen Markern, dem
Patienten-Uberleben und der Telomerase-Aktivitit festgestellt
werden, Der Zusammenhang zwischen steigender Tumor-Ag-
gressivitdt bei steigender Telomerase-Aktivitidt wurde fiir das
Mammakarzinom in verschiedenen Untersuchungen bestatigt
(13,31, 33). Bis zur klinischen Anwendung miissen diese Er-
gebnisse noch in weiteren klinischen Studien mit Langzeitbe-
obachtungen bestdtigt werden. Insgesamt erscheint die Telo-
merase jedoch als ein vielversprechender prognostischer Mar-
ker fiir Patienten mit malignen Erkrankungen.

Therapieansprechen bei malignen Tumoren

In-vitro-Untersuchungen konnten den senkenden Einfluf? ei-
ner zytostatischen Therapie auf die Telomerase-Aktivitdt in
malignen Zellen zeigen (16, 50). Kiirzlich lieR sich in einer klini-
schen Studie erstmals auch die Wirkung von Chemotherapeu-
tika auf die Telomerase-Aktivitat invivo bestitigen. Dabei
wurde bei Patientinnen mit Mammakarzinom in chemothera-
pierten Tumoren eine erheblich geringere Enzym-Aktivitdt ge-
messen als in Tumoren, welche keiner zytostatischen Therapie
ausgesetzt gewesenwaren(31). Daraus ldfSt sich schlielSen, daR
die Telomerase, bei Bestdtigung der Ergebnissein grof angeleg-
tenStudien,auchals molekularer Marker fiirdas Ansprechen ei-
ner(neoadjuvanten)Chemotherapie fungieren kénnte.

Telomerase als therapeutischer Angriffspunkt

Die bisherigen Uberlegungen zum therapeutischen Einsatz von
Telomerase-Inhibitoren zielen auf die Krebstherapie ab. Durch
die Besonderheiten der Verteilung der Telomerase-Expression
eignet sich diese optimal als Angriffspunkt fiir ein therapeuti-
sches Vorgehen. Die fehlende Expression der Telomerase in be-
nignen Geweben im Gegensatz zur universellen Uberexpres-
sion in nahezu allen Typen maligner Tumoren sowie ihre Rolle
fiir die Regulation der zelluldren Seneszenz bieten gute Voraus-
setzungen fiir ein effizientes therapeutisches Eingreifen. Wich-
tig erscheint dabei auch, daR die Aktivitat der Telomerase fiir
den Metabolismus benigner Kérperzellen nicht erforderlich ist
und daher, ganz im Gegensatz zu anderen Chemotherapeutika,
gravierende Nebenwirkungen in diesem Bereich nicht zu er-
warten sind. Es wurden bereits unterschiedliche Nucleotid-
Analoga beschrieben (60), die die Telomerase-Funktion inhi-
bieren. Allerdings besteht die Gefahr, dal® dadurch auch andere
Polymerasen der Zelle betroffen werden und erhebliche toxi-
sche Nebenwirkungen auftreten. Daher sind andere Interventi-
onsmechanismen in der Diskussion. Besonders vielverspre-
chend ist die Blockade der RNA-Komponente der Telomerase
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durch ein sequenzspezifisches komplementares Molekdl, Dies
wurde durch Norton und Mitarbeiter 1996 mit Hilfe eines Pep-
tid-Nucleinsdure-Komplexes erreicht. Der Vorteil dieser Me-
thode im Vergleich zur Verwendung von Oligonucleotiden be-
steht in der geringeren bendtigten Menge, der hoheren Bin-
dungseffizienz und der Resistenz der Molekiile gegeniiber Nu-
cleasen oder Proteasen (49). Andere Telomerase-inhibierende
Substanzen sind Dideoxiguanin (ddG) und Azidothymidin
(AZT), welche beide die Nucleotidbindungsstelle der Telome-
raseinhibieren(61, 73).Als neue, potente Nukleosid-Telomera-
se-Inhibitoren wurden erst kiirzlich verschiedene Aminoan-
thracen-Derivate beschrieben(51).

Weitere Strategien basieren auf der Storung der Konstruktion
des Ribonucleoprotein-Komplexes der Telomerase, haben aber
bisher rein hypothetischen Charakter. Erste Ansdtze zur gen-
therapeutischen Beeinflussung der Telomerase-Aktivitdt sind
ebenfalls in der Diskussion, erscheinen aber beim derzeitigen
Stand noch nicht greifbar (47). Die zu erwartenden Nebenwir-
kungen einer Therapie mit Telomerase-Inhibitoren betreffen
hauptséchlich Keimzellen, aktivierte Lymphozyten und andere
proliferierende Stammzellen sich erneuernder Gewebe. Auf-
grund der jedoch nur voriibergehenden Proliferationsaktivitat
dieser Zellen im Vergleich zu sich schnell und dauerhaft teilen-
den Krebszellen kénnte trotzdem ein Einsatz von Telomerase-
Inhibitoren méglich sein, ohne gefahrliche Folgen fiir die ge-
nannten Zellen zu haben, da nach Eliminierung der Krebszellen
die Anti-Telomerase-Therapie beendet wird, bevor die Keim-
zellen irreversibel geschadigt sind. Diese konnen sich dann in
derFolge regenerieren (30).

Alle hier genannten Telomerase-Inhibitoren wurden bisher
in vitro eingesetzt, Erfahrungen zur Anwendung an Patienten
liegen noch nichtvor.

Das Potential der Telomerase fiir die klinische Anwendung
liegt in ihrer maglichen Funktion als diagnostischer und pro-
gnostischer Marker bei Patienten mit malignen Erkrankun-
gen. Therapeutisch kénnte die Inhibition der Telomerase ei-
nen zytostatischen Effekt auf sich schnell und dauerhaft tei-
lende Zellen haben und somit einen Stellenwert in der Krebs-
therapie bekommen.

Fazit

Die skizzierten Befunde geben einen Einblick in die molekulare
Pathogenese maligner Erkrankungen. Sie zeigen insbesondere
den Zusammenhang zwischen Tumor-Suppressor-Mechanis-
men und der Telomerase-Expression. Innerhalb weniger Jahre
hat sich durch die Charakterisierung der Telomerase das Ver-
stindnis molekularer Mechanismen der Kanzerogenese ent-
scheidend verbessert. Auf diesen basierend wurden klinische
Anwendungen herausgearbeitet.

Dabeizeigte sich besonders das Potential der Telomerase als kli-
nisch-onkologischer Marker. Die meisten Erfahrungen hin-
sichtlich der klinischen Anwendbarkeit liegen bisher im Be-
reich der Diagnostik und Prognose maligner Erkrankungen. Mit
Hilfe weiterfiihrender Studien kénnte die Telomerase-Aktivitat
ein wertvoller klinischer Parameter zur Beurteilung der Pro-
gnose von Krebspatienten und fiir die Indikationsstellung zur
adjuvanten Therapie werden. Fiir die Diagnostik maligner Tu-
morenerscheinteinEinsatz beider Dignitdts-Beurteilunginder
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Zytologie moglich. Hinsichtlich der therapeutischen Interven-
tion mit Telomerase-Inhibitoren erdffnen sich neue Perspekti-
ven einer moglichen spezifischen Tumortherapie ohne die all-
gemeinen Nebenwirkungen bisheriger zytostatischer Thera-
pien.Biszur Anwendungam Patientenist jedoch nocheine Viel-
zahlanVoruntersuchungen zu leisten.
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