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AUFSATZE

Leben am Ende der Chromosomen: Telomere und Telomerase**

Thomas R. Cech*

Telomerase ist das Enzym, das die
Enden von linearen Chromosomen
repliziert, z.B. von denen in mensch-
lichen Zellen. Das Fehlen von Telome-
rase ist mit zelluldren Alterungspro-
zessen in Verbindung gebracht wor-
den; ihre Reaktivierung fordert die
Tumorentstehung. Telomerase ist ein
ungewohnliches Enzym, da sie sowohl
eine essentielle RNA-Untereinheit als
auch Proteinkomponenten enthilt.
Obwohl die RNA-Komponente vor
mehr als zehn Jahren beschrieben
wurde, ist die erste katalytische Pro-
teinuntereinheit der Telomerase erst
kiirzlich bei Untersuchungen an dem

Wimpertierchen Euplotes aediculatus
entdeckt worden. Computergestiitzte
Sequenzvergleiche und biochemische
Experimente haben im Anschluss
daran zur Identifizierung des Gens
fiir die entsprechenden Telomerase-
Untereinheiten in Hefe und Mensch
gefiihrt. Diese Proteine gehoren zu
einer neuen Unterklasse der Poly-
merase-Familie, die als TERT (felome-
rase reverse transcriptase = Reverse
Transkriptase der Telomerase) be-
zeichnet wird. Diese Unterklasse ist
entfernt verwandt mit dem Enzym, das
RNA von HIV (menschliches Immun-
defizienzvirus) und anderen Retrovi-

ren kopiert. Der Weg, auf dem TERT\

mit der RNA-Untereinheit unter Bil-
dung der Telomerase zusammenge-
setzt wird, und der Mechanismus der
Replikation von Chromosomenenden
sind zurzeit Gegenstand intensiver
Forschung. Dariiber hinaus liefert die
Identifizierung von TERT neue An-
sdtze zur gezielten Entwicklung von
Inhibitoren, die sich moglicherweise
als Antitumormittel eignen.

Stichworter: Enzyme - Ribonucleo-
proteine - RNA - Telomerase -
Tumortherapie
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1. Einleitung

Chemiker nehmen normalerweise von einem biologischen
System erst dann Kenntnis, wenn die betreffenden Molekiile
identifiziert und ihre biochemischen Rollen zumindest teil-
weise aufgeklidrt worden sind. Eine derartige erste Charakte-
risierung liefert den Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchun-
gen zur Aufkldarung von chemischen Reaktionsmechanismen
und Struktur-Funktions-Beziehungen sowie fiir die Synthese
oder Identifizierung reaktionsspezifischer Antagonisten oder
Agonisten. Im Fall des Chromosomenenden-replizierenden
Enzyms Telomerase wurden die biomolekularen Schliissel-
komponenten erst in den letzten beiden Jahren identifiziert.
Seither konnten die Vorstellungen iiber einen ursidchlichen
Zusammenhang zwischen der ,,Abschaltung“ der Telomerase
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Department of Chemistry and Biochemistry
and
Howard Hughes Medical Institute
University of Colorado
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und der zelluliren Seneszenz (dem Altern) einerseits und
zwischen der Reaktivierung der Telomerase und der malignen
Transformation von menschlichen Zellen andererseits auf
bemerkenswerte Weise erhdrtet werden. Diese Befunde
liefern nun reichlichen Anreiz fiir Chemiker, sich iiber dieses
faszinierende Enzym zu informieren.

Vor einer Diskussion der Telomerase ist es hilfreich, ihre
Substrate, d.h. die Chromosomentelomere (telos (griech.) =
das Ende; meros (griech.) =der Teil), zu definieren. Frithe
Beobachtungen von Hermann Muller an Chromosomen der
Fruchtfliege und von Barbara McClintock an Mais-Chromo-
somen hatten gezeigt, dass die natiirlichen Enden von
Chromosomen ,versiegelt“ sind. Auf diese Weise sind sie
vor Fusionsreaktionen geschiitzt, wie sie an Chromosomen-
enden auftreten, die durch Chromosomenbriiche entstanden
sind.l'l Erst Jahrzehnte spiter wurde die molekulare Natur
dieser ,,Schutzkappe® an den Enden von Chromosomen ermit-
telt. DNA an den Chromosomenenden besteht nicht aus einer
komplexen Protein-codierenden Sequenz, sondern aus einer
einfachen Sequenzabfolge, beispielsweise TTGGGG im
Wimpertierchen Tetrahymena® oder TTAGGG in mensch-
lichen Zellen. Die Sequenzabfolgen wiederholen sich mehre-
re Dutzend oder sogar mehrere Tausend Mal an jedem
Chromosomenende. An diese DNA-Sequenz binden spezifi-
sche Proteine, die das Chromosomenende entweder direktl*!
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versiegeln oder dadurch, dass sie eine bestimmte Struktur der 5 " ki

DNA induzieren.¥ 3 I K  E— 7
Wihrend das Gros der Telomer-DNA durch Basenpaarung Bl GTroiche telomere DNA /

der GT-reichen Sequenzen mit ihren CA-reichen Gegenstiik- 1 CA-reiche telomere DNA sinzelstrangiger Uberhang

ken eine doppelhelicale Struktur einnimmt, steht das 3’-Ende = nicht-telomere DNA des GT-reichen Stranges

der DNA in allen bisher untersuchten Eukaryonten als Abbildung 1. Telomere DNA an den Enden eukaryontischer Chromoso-

Einzelstrang iiber (Abbildung 1). Die vollstindige Replika- men. Schwarze Balken: Wiederholungen kurzer, typischerweise GT-
reicher Sequenzabschnitte (TTAGGG beim Menschen, TTTTGGGG bei

tion des iiberhdngenden Endes eines solchen Chromosoms o T . . . .
] B . . Euplotes); weile Balken: die komplementire, typischerweise CA-reiche
kann mit gewohnlichen DNA-Polymerasen aus dem einfa- Sequenz (CCCTAA beim Menschen, CCCCAAAA bei Euplotes).
chen Grund nicht erfolgen, dass fiir das iiberhédngende Ende
kein Matrizenstrang existiert, der dessen Synthese steuern
konnte.’! Selbst bei einem stumpfendigen (blunt-ended) Carol Greider und Elizabeth Blackburn 1985 entdeckt

Chromosom gibe es Probleme mit der vollstandigen Replika- wurde.[’! Telomerase ist ein ungewohnliches Enzym, da es
tion seiner Enden.[® ein RNA-Protein-Komplex (Ribonucleoprotein, RNP) ist.
In fast allen Eukaryonten wird das Problem der Replika- Ein Teil der RNA-Untereinheit liefert die Nucleinsdurema-

tion von Chromosomenenden von Telomerase gelost, die von trize, die die DNA selbst nicht bereitstellt (Abbildung 2).15 ]
A aktives B
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Abbildung 2. Telomer-DNA wird von dem Ribonucleoprotein-Enzym Telomerase synthetisiert. A) Leeres Telomerase-Enzym; gezeigt ist die Nucleotidse-
quenz der RNA-Matrizenregion (Sequenz aus Euplotes). Das Oval reprisentiert die katalytische Proteinuntereinheit (TERT); das abgerundete Rechteck
stellt eine Spezies-spezifische Untereinheit mit Hilfsfunktion dar. B) Der DNA-Primer (3'-Ende des Chromosoms) bindet, durch Basenpaarung mit der
RNA-Matrize und durch Wechselwirkung mit einer Verankerungsstelle, an die Telomerase.*'! C) Die Reverse-Transkriptase-Aktivitdt von TERT verldngert
die DNA, bis das Ende der Matrize erreicht ist. Das Enzym hilt ein mehr oder weniger konstantes Ausmaf3 der Basenpaarung zwischen Primer und Matrize
wihrend der Elongationsreaktion aufrecht und verhindert so die Bildung eines langen Duplex, der die Dissoziation blockieren wiirde.l®! D) Nach der
Translokation kann der DNA-Primer nochmals verlidngert werden (gestrichelter Pfeil), oder er kann abdissoziieren. (Mit freundlicher Genehmigung
iibernommen aus Lit. [62].)
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Die katalytische Proteinuntereinheit (TERT)I katalysiert
die Polymerisierung von Desoxynucleotidtriphosphaten
(dNTPs) an die Chromosomenenden (Abbildung 3), wie in
Abschnitt 4 ausgefiihrt wird.

RNA-Matrize
der Telomerase

Abbildung 3. Vorschlag fiir den Mechanismus der chemischen Katalyse
der Verlingerung von Telomer-DNA durch Telomerase, der auf dem
Modell der Reverse-Transkriptase-Reaktion von Joyce und Steitz[®]
basiert. Drei Asparaginsdure-Seitenketten im aktiven Zentrum, von denen
nur eine gezeigt ist, koordinieren zwei divalente Metallionen, die ihrerseits
mit dem Nucleophil (3-Oxyanion von G), der a-Phosphatgruppe des
eintretenden Nucleotids und dem Sauerstoffatom der Abgangsgruppe
wechselwirken. Die Metallionen-Liganden-Koordination wird durch ge-
strichelte Linien angezeigt. In dieser hypothetischen Darstellung des
Ubergangszustands geben die gepunkteten Linien halb gebildete oder halb
gebrochene Bindungen an.

2. Neu entdeckte Funktionen fiir Telomere und
Telomerase beim Menschen

2.1. Verlingerung der zelluliren Lebensdauer

Normale menschliche Zellen, die in Gewebekultur gehal-
ten werden, durchlaufen nur eine begrenzte Zahl von
Zellteilungen. Sie stellen ihr Wachstum ein, wenn die so
genannte Hayflick-Grenze erreicht ist,l'? die bei Bindege-
webszellen (Fibroblasten) bei etwa 50 Zellverdopplungen
liegt. In diesem Stadium des Alterns exprimieren die Zellen
einen anderen Satz von Genen und kdnnen durch Ausplattie-
rung bei niedrigeren Zelldichten oder Zusatz von frischem
Wachstumsmedium nicht zu weiterem Wachstum angeregt
werden. Diese Zellen konnen zwar durch Infektion mit
bestimmten Viren oder durch Transformation mit einem
Onkogen zur Proliferation gezwungen werden, aber die
erzwungenen Zellteilungen fithren zu einem Zustand massi-
ven Zelltodes, der als ,, Krise* bezeichnet wird.

Es ist vorgeschlagen worden, dass die Langen der Telomere
als eine Art von Mafstab fungieren, mit dem die Zahl der
einer Zelle moglichen Zellteilungen erfasst wird, bevor sie die
Hayflick-Grenze erreicht (siche Lit. [10b]). Da die Telome-
rase in den meisten somatischen Zellen — jedoch nicht in den
Keimbahnzellen — etwa zur Zeit der Geburt abgeschaltet

[*] TERT =telomerase reverse transcriptase (Reverse Transkriptase der
Telomerase). In diesem Aufsatz werden konventionsgemiB kursiv
geschriebene Bezeichnungen fir Gene (TERT; hTERT fir das
menschliche Gen) und nicht kursive Bezeichnungen in GroBbuch-
staben fiir die jeweiligen Proteine verwendet.

Angew. Chem. 2000, 112, 3444

wird, konnen Chromosomentelomere nicht vollstindig repli-
ziert werden. Aus diesem Grund verringert sich ihre ur-
spriingliche GroBe von etwa 15 kbp (bp =Basenpaar) mit
jeder Zellteilung jeweils um etwa 100 bp.['

Einer Arbeitshypothese zufolge tritt eine Zelle in das
Seneszenzstadium ein, wenn die Telomere eine Kritische
untere Linge erreichen (oder wenn das kiirzeste Telomer in
der Zelle die kritische Unterldnge erreicht). Der genaue
Signalweg, der die Telomerlinge mit dem Stillstand des
Zellzyklus verbindet, ist nicht bekannt. Er beinhaltet jedoch
wahrscheinlich die Freisetzung von Telomer-gebundenen
Proteinen, wenn ihre entsprechenden DNA-Bindungsstellen
verloren gegangen sind.

Der Zusammenhang zwischen der Lebensdauer einer Zelle
in Kultur und der Telomerlédnge muss nicht notwendigerweise
einen ursichlichen Zusammenhang widerspiegeln. Die Ent-
deckung von hTERT (siche Abschnitt 4), der katalytischen
Untereinheit der menschlichen Telomerase, ermoglichte eine
direkte Uberpriifung dieser Hypothese. Die anderen Kom-
ponenten, die fiir die Telomeraseaktivitdt benotigt werden,
sind in Telomerase-negativen normalen menschlichen Zellen
noch vorhanden, so dass die Wiedereinfithrung von hTERT
ausreicht, die Telomeraseaktivitit wiederherzustellen und die
Chromosomentelomere zu verlingern.'> ¥l Die Transfek-
tion["] des ATERT-Gens (das unter der Kontrolle eines
starken heterologen Transkriptionspromotors steht) fiihrte
ebenfalls dazu, dass zwei Typen normaler menschlicher
Zellen (Fibroblasten und Epithelzellen der Retina) weit iiber
die Hayflick-Grenze hinaus weiterwachsen konnten.'?l (Diese
Zellen sind moglicherweise sogar unsterblich; angesichts der
durchaus nicht unendlichen Zeitspanne, in der ein Ubersichts-
artikel geschrieben werden muss, werden wir hier das Wachs-
tumsverhalten als ,,sehr stark verlidngerte Lebensdauer® be-
schreiben.) Die Transfektion mit dem A”TERT-Gen war nicht
einfach nur ein neuer Weg der Transformation menschlicher
Zellen, da die transfizierten Zellen ihren normalen Karyotyp
behielten und nicht in der Lage waren, in Weich-Agar zu wach-
sen. Letzteres ist ein Charakteristikum transformierter Zellen.

Dieser bemerkenswerte lebensverlingernde Effekt stellt
insofern kein verallgemeinerbares Phdnomen dar, als bei-
spielsweise andere Zelltypen wie Epithelzellen der Brust oder
Keratinocyten zusédtzlich zur wiederhergestellten hTERT-
Funktion die Inaktivierung des Rb/p16-Wachstumskontroll-
weges benotigen, um eine verldngerte Lebensdauer zu
erreichen.™ (Rb ist von Retinoblastom abgeleitet, einem
Tumor, der durch Verlust oder Mutation beider Kopien dieses
Tumorsuppressorgens verursacht wird. pl6 ist ein weiterer
Tumorsuppressor, der im gleichen Wachstumskontrollweg
aktiv ist wie Rb.) Dariiber hinaus weisen einige normale
menschliche Zellen nachweisbare Telomeraseaktivitét in vitro
auf, unterliegen aber trotzdem dem Alterungsprozess.['”]

Von einigen Forschern ist vorgeschlagen worden, dass die
Fiahigkeit, die zellulire Lebensdauer zu verldngern, mogli-
cherweise den Schliissel fiir die Verldngerung des mensch-

[**] Transfektion bezieht sich auf die Einfiihrung eines Gens in Sduger-
zellen in einer Form, die die Expression des Gens ermoglicht.
Transformation bezieht sich auf den onkogenen, d.h. den durch
unreguliertes Wachstum charakterisierten Zustand.
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lichen Lebens darstellt. Aus diesem Grund ist an dieser Stelle
ein nachdriickliches Dementi angebracht: Der Zusammen-
hang zwischen der Wachstumsspanne einer Primérkultur
menschlicher Zellen in vitro und der Lebensdauer eines
Organismus ist weit hergeholt."! Wie im folgenden Abschnitt
diskutiert wird, ist dariiber hinaus die Inaktivierung der
Telomerase hochstwahrscheinlich ein Mechanismus zur Un-
terdriickung der Tumorentstehung; obwohl normale Zellen
mit einem transfizierten A'TERT-Gen keinerlei Anzeichen der
Transformation zeigen,'” haben wir mittlerweile Griinde
genug anzunehmen, dass diese Zellen der Transformation
einen Schritt ndher gekommen sind. In keiner Weise schmé-
lert dies jedoch das Potential dieser normalen Zellen mit einer
verldngerten Lebensdauer, als verbesserte Untersuchungsob-
jekte fiir die zellbiologische Forschung oder als ,,Bioreak-
toren“, mit denen kontinuierlich pharmazeutisch wichtige
Proteine produziert werden konnen, eingesetzt zu werden.

2.2. Telomerase ist fiir die Carcinogenese beim Menschen
erforderlich

Dieser Abschnitt liest sich vermutlich wie der vorherge-
hende. Was lange Zeit eine faszinierende Korrelation dar-
stellte — in diesem Fall die Reaktivierung der Telomerase und
die Entstehung menschlicher Tumoren — scheint sich nun als
Ursache-Wirkungs-Beziehung zu erweisen.

Ungefahr 85-90% der unterschiedlichsten menschlichen
Tumoren weisen Telomerase-Aktivitit auf, wihrend das
benachbarte gesunde Gewebe typischerweise Telomerase-
negativ ist. Daher wird die Telomerase, die ganz generell in
somatischen Zellen nicht nachzuweisen ist, in den Tumoren
reaktiviert. Die in normalen Zellen fehlende Telomerase-
komponente ist das hTERT-Protein;l'? 181 die RNA-Unter-
einheit ist nicht nur in Telomerase-negativen Zellen vorhan-
den, sondern wird auch nach der Einfithrung des hTERT-
Proteins in den aktiven Telomerasekomplex iibernommen.

Vor kurzer Zeit ist es Weinberg und Mitarbeitern gelungen,
ein seit langem bekanntes Problem der menschlichen Krebs-
biologie zu losen: die maligne Transformation menschlicher
Zellen mit definierten genetischen Komponenten. Eine der-
artige Transformation kann in Nagerzellen leicht durch die
Expression zweier zusammenwirkender Onkogene erreicht
werden. Es war jedoch bekannt, dass die Einfithrung der
gleichen Gene in kultivierte menschliche Zellen fiir eine
stabile Transformation nicht ausreicht. Die fehlende Kompo-
nente wurde als hTERT identifiziert.l'” Zumindest ein Weg
der Transformation menschlicher Zellen erfordert daher drei
Schritte: die Aktivierung der Zellproliferation (erreicht durch
die Expression einer mutierten Form des ras-Onkogens), die
Inaktivierung der Tumorsuppressor-Proteine p53 und Rb
(erreicht durch die Expression des SV40-T-Onkoproteins)
und die Aktivierung der Telomerase (erreicht durch die
Expression von hTERT).I Aus diesem Grund ist die Telo-

[*] Genauer gesagt zeigen die Experimente,'”! dass eine Funktion der
hTERT aktiv sein muss. Wir nehmen an, dass diese Funktion in der
Aktivierung der Telomeraseaktivitdt besteht, aber eine katalytisch
inaktive Mutante der hTERT muss noch getestet werden, um diese
Hypothese weiter zu untermauern.
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merase nicht nur ein Indikator fiir neoplastisches Wachstum;
sie ist ein vielversprechendes Zielmolekiil fiir die chemothe-
rapeutische Behandlung von verschiedenen Krebsarten.

3. Die RNA-Komponente der Telomerase
3.1. Biosynthese

Die zuerst identifizierten RNA-Komponenten stammen
aus Telomerasen von Wimpertierchen. Sie werden von RNA-
Polymerase III transkribiert, die eine kurze Abfolge von
U-Resten am 3’-Ende des Transkripts erzeugt.®>! In der
Evolution gab es einen Wechsel im Gebrauch der RNA-
Polymerase, da die RNA-Untereinheit aus Hefe (TLC1) von
RNA-Polymerase II (Pol IT) transkribiert wird.?!! Aus diesem
Grund wird nun die Hefe-RNA mit einer 5'-Kappe versehen
und ist (anfianglich) am 3’-Ende polyadenyliert. Man glaubt,
dass die menschliche RNA ebenfalls ein Pol-II-Transkript ist;
die reife Form hat ebenfalls eine 5'-Trimethylguanosin-
Kappe.” Die 3'-Hilfte der menschlichen RNA-Untereinheit
besteht aus einer Small-nucleolar-RNA (snoRNA)-Domi-
ne,”! die man zunéchst nur in RNAs gefunden hatte, welche
in stabilen RNAs die Umwandlung bestimmter Uracilreste in
Pseudouracilreste vermitteln. Diese snoRNA-Doméine wird
fiir die korrekte Entstehung des 3'-Endes der menschlichen
RNA benétigt.?]

3.2. RNA-Struktur

Falls die RNA-Untereinheit der Telomerase beziiglich der
Sequenz und/oder der Struktur hochkonserviert wire, wiirde
sie ein attraktives Zielmolekiile fiir niedermolekulare Inhibi-
toren darstellen. Leider weist die RNA-Untereinheit jedoch
groBBe Spezies-spezifische Unterschiede auf. Selbst innerhalb
der Gruppe der Wimpertierchen konnten nur wenige kon-
servierte Nucleotidpositionen identifiziert werden, obwohl
die generelle, einer Bratpfanne dhnelnde Sekundirstruktur
konserviert ist (Abbildung 4).%> 24 Die menschliche RNA-
Untereinheit ist betrichtlich groBer (450 Nucleotide (nt)).!
Léasst man jedoch die snoRNA-Domiéne auBler Acht, unter-
scheidet sich die restliche Matrizen-enthaltende Doméne der
RNA mit 210 nt in ihrer Lidnge nicht zu sehr vom entspre-
chenden Molekill aus Wimpertierchen (160-190 nt). Aus
diesem Grund ist es von Interesse herauszufinden, ob die
Sekundérstruktur der 5'-Domiine irgendwelche Ubereinstim-
mungen mit der der Wimpertierchen-RNAs aufweist.

3.3. RNA-Funktion

Die offensichtlichste Funktion der RNA-Untereinheit ist
die einer Matrize, anhand derer die Addition von sich
wiederholenden Telomer-DNA-Sequenzabschnitten an den
Chromosomenenden erfolgt. Alle bekannten Telomerase-
RNAs enthalten ca. 1.5 Wiederholungen einer Sequenz, die
zur sich wiederholenden Sequenz der Telomer-DNA im

Angew. Chem. 2000, 112, 34-44
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mitteln die Trimethylierung der 5'-Kappe
von snRNAs und sind moglicherweise
auch an deren intrazelluldirem Transport

ACAC beteiligt. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
s, U andere Regionen der Telomerase-RNAs
A‘C ] | o, AAACCC v sGYAy daran beteiligt sind, weitere Proteine
é‘; UAGAGAGAAACE oA Gf ggoAGCAUUCUG'AA Yoeas, an den Te.lomerase—Kon.lplex he.ranzu—
g E. aediculatus MAGEUCULUGA Uebee U UCBUUUGCAUIAUA —— CUCUAA bringen (sieche Abschnitt4.4), jedoch
w%\ Ao b ) o sind bisher keine RNA-Bindungsstellen
% Ey % fiir irgendeines dieser Proteine n&her
GAAC Y v spezifiziert worden.
l:BGUCUAAGAUGU. v
4. TERT und andere
Proteinkomponenten
4.1. Entdeckung von TERT
h
i é hTERT, die Reverse Transkriptase der
H menschlichen Telomerase, war die Telo-
. GCUGAUA”M merasekomponente, die eine Verlidnge-
AGU rung der Lebensdauer normaler mensch-
g 1o v o A licher Zellen und die erste maligne
5 7. themophila A»}»}?f\fful}lllafmcl'l\lll lllu?w,AC < Transformation menschlicher Zellen mit
A FOCCE  RUCUG UAGGUAA CUbIyy A einer definierten genetischen Kompo-
e R Al nente ermoglichte. Trotz intensiver An-

u-3'

v
rd

w-U G
A

Abbildung 4. Die Sekundérstruktur, jedoch nicht die Nucleotidsequenz der Telomerase-RNA ist
bei evolutionédr unterschiedlichen Wimpertierchen konserviert. Gestrichelte Linien: Basenpaarung
der Schlaufe von Helix III mit einer benachbarten Sequenz unter Bildung eines Pseudoknotens.
Fettgedruckte Linien zeigen die Matrizensequenzen an. Benachbarte diinne Linien markieren eine

strengungen war diese Schliisselkompo-
nente beim Menschen viele Jahre lang
unentdeckt geblieben. Schlieflich identi-
fizierte man sie durch Reinigung des
entsprechenden Proteins aus Euplotes
aediculatus, Identifizierung und geneti-
sche Analyse des homologen Proteins
aus Hefe sowie die computergestiitzte
Suche nach dem homologen menschli-
chen Gen in einer EST-Datenbank

bei Wimpertierchen konservierte Sequenz. Die Daten fiir Euplotes aediculatus wurden aus

Lit. [20], die fiir Tetrahymena thermophila aus Lit. [24a] entnommen. (Mit freundlicher Genehmi-

gung iibernommen aus Lit. [64].)

entsprechenden Organismus komplementér ist. Dass diese
RNA-Sequenz tatsdchlich als Matrize dient, wurde zuerst bei
Tetrahymena® und Hefel®! gezeigt; in beiden Organismen
fiilhren Mutationen in der RNA-Matrizensequenz immer zum
Einbau der entsprechend vorhersagbaren Sequenzvariante an
den Chromosomenenden. Mutationen in der RNA verdndern
nicht immer einfach nur die Sequenz des DNA-Produkts,
sondern konnen auch Ungenauigkeiten bei der Polymerisa-
tion verursachen oder andere Probleme hervorrufen.l?’]
Wahrscheinlich wechselwirkt die RNA-Matrize mit dem
aktiven Zentrum von TERT auf eine viel engere Weise als
die Matrizen-RNAs, die durch retrovirale Reverse Trans-
kriptasen kopiert werden.

Eine weitere Funktion der RNA-Untereinheit ist zumin-
dest in S. cerevisiae die Bereitstellung von Bindungsstellen fiir
Sm-Proteine.??l Hierbei handelt es sich um sieben Proteine,
von denen bereits bekannt war, dass sie nur mit kleinen
nucledren RNAs (snRNAs, small nuclear RNAs) assoziiert
sind, die an der RNA-Prozessierung beteiligt sind. Sie ver-
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(EST =expressed sequence tag).

Warum Euplotes? Dieser einzellige
eukaryontische Organismus vereinigt in
einer Zelle diploide Keimbahn-Mikro-
kerne und einen somatischen polyploiden Makrokern. 8]
Jeder Makrokern enthilt etwa 50000000 DNA-Molekiile,
von denen jedes ein Gen trdgt, das von kanonischen
Telomersequenzen flankiert wird (Wiederholungseinheiten
von TTTTGGGG-Sequenzen mit einem 3'-liberhdngenden
Ende aus zwei zusitzlichen Wiederholungseinheiten). Aus
diesem Grund gibt es in Euplotes etwa 1000000-mal mehr
Telomere pro Zelle als in menschlichen Zellen und eine
entsprechend groffere Menge an Telomerase.

Eine affinitdtschromatographische Reinigungsmethode fiir
die Isolierung der Euplotes-Telomerase aus Zellkernextrak-
ten wurde in meinem Labor von Joachim Lingner entwickelt
(Abbildung 5).?1 Wie aus dem Verhiltnis von enzymatischer
Aktivitdt zum Gehalt an Telomerase-RNA geschlossen wer-
den konnte, blieb das Enzym wéhrend der Reinigung voll-
standig aktiv. Zwei Polypeptide wurden zusammen mit der
RNA im aktiven Komplex gereinigt. Das eine hatte ein
Molekulargewicht von 123 kDa (p123), das andere von
43 kDa (p43); die errechneten Mengenverhiltnisse lieBen
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Abbildung 5. Aktive Euplotes-Telomerase wurde durch Affinitdtschro-
matographie gereinigt. Oben: Wenn ein Extrakt aus Euplotes mit Agarose
gemischt wird, an die ein Oligonucleotid gebunden ist, wird die Telomerase
iiber Hybridisierung adsorbiert. Andere Komponenten im Extrakt konnen
anschlieBend durch einen Waschschritt entfernt werden. Unten: Durch
Zusatz eines konkurrierenden Oligonucleotids, das ein stabileres Hybrid
mit dem Oligonucleotid auf der Séule bildet, wird die Telomerase von der
Siule freigesetzt. (Ubernommen aus Lit. [29].)

den Schluss zu, dass es sich um einen 1:1:1-Komplex von zwei
Proteinen und der RNA handeln miisse.?’)

Untersuchungen mit Elektrospray-Massenspektrometrie in
Zusammenarbeit mit Matthias Mann und Andrej Shevchenko
(EMBL, Heidelberg) lieferten dann geniigend Peptidse-
quenzdaten, um die Gene fiir p123 und p43 klonieren und
sequenzieren zu konnen.BY Das groBere der beiden Proteine
erwies sich als besonders interessant, da es Reverse-Trans-
kriptase-Motive enthielt (kurze, fiir diese Proteinfamilie
charakteristische Aminosiduresequenzabschnitte).*!] Da die
Telomerase eine RNA-Matrize verwendet, um Telomer-DNA
zu synthetisieren, handelt es sich bei ihr per definitionem um
eine Art von Reverser Transkriptase. Die Identifizierung der
Reverse-Transkriptase-Motive zeigte dariiber hinaus, dass das
Telomerase-Protein aus Euplotes beziiglich der Proteinstruk-
tur und hochstwahrscheinlich auch der evolutiondren Her-
kunft mit anderen bekannten Reversen Transkriptasen ver-
wandt war, beispielsweise mit denen, die von Retrotranspo-
sons und Retroviren codiert werden.[!

Die Ergebnisse dieser biochemischen Untersuchungen
liefen nachfolgend mit einem genetischen Ansatz zusammen,
der vollstindig unabhéngig im Labor von Victoria Lundblad
(Baylor College of Medicine, Houston) verfolgt wurde.
Lundblad hatte mit einem genetischen Screeningprogramm
begonnen, mit dem Gene identifiziert werden sollten, die in
einer mutierten Form den gleichen verkiirzenden Einfluss auf
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die Telomerldnge hatten, wie dies von Telomerasemutanten
erwartet wird. In ihrem Labor wurden vier derartige Gene
gefunden, die als ESTI, EST2, EST3 und EST4 (EST = ever
shorter telomeres) bezeichnet wurden.P2 (ESTI war zuvor
von Lundblad und Szostak beschrieben worden;®! ESTY ist
auch als CDCI3P4 bekannt.) Die besten Sequenziiberein-
stimmungen zu pl23 in den Proteinsequenzdatenbanken
ergaben sich fiir Lundblads Est2p.*]

Die Identifizierung des Hefe-Homologs war aus mehreren
Griinden eine wichtige Entdeckung. Zum einen erschien es
attraktiv anzunehmen, dass eine einzige katalytische Unter-
einheit in allen Telomerasen konserviert ist. Wire dies der
Fall, sollte das vollstindig sequenzierte Hefegenom eine
entsprechende Kopie enthalten, und dies war tatsichlich so.
Zum zweiten war der eindeutige Nachweis dafiir, dass
dieses Reverse-Transkriptase-haltige Protein tatsédchlich es-
sentiell fiir die Telomeraseaktivitét ist, viel einfacher in Hefe
als in Euplotes zu erbringen, da fiir Hefezellen einfache
genetische Testmethoden zur Verfiigung stehen. In der Tat
konnte durch Zusammenarbeit zwischen unserem Labor und
dem von Lundblad 1996 sowohl durch einen enzymatischen
Test in vitro als auch anhand der Erhaltung der Telomere in
vivo der Nachweis erbracht werden, dass Est2p eine Reverse
Transkriptase ist, die fiir die Telomeraseaktivitdt essentiell
ist.l?

Die Sequenz des p123-Proteins aus Euplotes ergab auch,
dass ein Abschnitt der entsprechenden menschlichen Sequenz
in der EST-Datenbank (Washington University, St. Louis)
enthalten ist. Die Deletion einer einzigen Aminosiure in
Est2p aus Hefe hatte die Zuordnung der entsprechenden
menschlichen Sequenz verhindert. Nachdem diese jedoch
identifiziert war, ergaben paarweise Sequenzvergleiche ganz
eindeutig die Verwandtschaft mit der menschlichen Sequenz.
Zur gleichen Zeit hatte Toru Nakamura in meinem Labor
TERT aus Schizosaccharomyces pombe (Spalthefe) identifi-
ziert und sequenziert. Mit diesem Gen konnte ebenfalls das
menschliche Gegenstiick aus der EST-Datenbank identifiziert
werden.['”? Tm Anschluss daran klonierten und sequenzierten
wir in Zusammenarbeit mit Wissenschaftlern der Geron
Corporation den gesamten offenen Leserahmen des mensch-
lichen Gens.'”l Das gleiche Gen, das nun als hTERT
bezeichnet wird, wurde unabhéngig von diesen Arbeiten in
verschiedenen anderen Laboratorien kloniert und sequen-
ziert, wobei die Arbeiten alle von der Sequenz des p123-Gens
aus Fuplotes ausgingen.['8 35-37]

Wie die anderen TERTs ist auch hTERT ein relativ grof3es
Protein mit einer insgesamt basischen Nettoladung und
Reverse-Transkriptase-Motiven im C-terminalen Sequenzbe-
reich (Abbildung 6 A). In der Folgezeit kamen die TERTS aus
Tetrahymena,’® 3 Oxytricha®® und Maus*! zur Sequenz-
sammlung hinzu (Abbildung 6 A), und erst kiirzlich wurde das
entsprechende Gen aus der Pflanze Arabidopsis identifi-
ziert.[*1]

Das hTERT-Gen wird in Telomerase-negativen normalen
menschlichen Zellen nicht oder nur sehr schwach exprimiert.
Seine Expression ist hingegen sehr leicht in Telomerase-
positiven immortalisierten menschlichen Zellen nachweisbar.
Dies steht im Gegensatz zur iiberall auftretenden Expression
der RNA-Komponente der Telomerase in allen untersuchten
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Tt TERT 133 10.0

Ot TERT 134 103

Ea_p123 123 101
Sc_Est2p 103 10.0
Sp_Trtip 116 106

hTERT 127 113

mTERT 128 107

HIV-1 RT =51 ~8.9
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Abbildung 6. Verwandtschaft der Mitglieder der TERT-Familie unterein-
ander und zur retroviralen Reversen Transkriptase aus HIV-1 (HIV-1 RT).
A) Proteinsequenzen sind als Linien dargestellt. Schrig schraffiertes
Kistchen: Telomerase-spezifisches Motiv T;l7) die anderen Késtchen
stehen fiir die Reverse-Transkriptase-Motive 1 und 2 sowie A -E.P!U Bei
der Reversen Transkriptase aus HIV-1 wurde die RNAse-H-Domine
weggelassen. — pl =isoelektrischer Punkt. B) Phylogenetischer Stamm-
baum von TERTS, berechnet anhand der Sequenzvergleiche der in A)
gezeigten Motive. — Tt = Tetrahymena thermophila; Ot = Oxytricha trifal-
lax; Ea = Euplotes aediculatus; Sc = Saccharomyces cerevisiae (Béickerhe-
fe); Sp = Schizosaccharomyces pombe (Spalthefe); mTERT =TERT aus
Maus. (Ubernommen aus Lit. [38].)

Zellen und fiihrte zur Vorstellung, dass die Anwesenheit von
hTERT moglicherweise einen Schalter darstellt, der be-
stimmt, ob eine menschliche Zelle Telomeraseaktivitiat auf-
weist oder nicht. Die Richtigkeit dieser Vorstellung wurde
spater belegt, als gezeigt werden konnte, dass die ektopische
Expression von ATERT in Telomerase-negativen Zellen
ausreicht, um in lebenden Zellen chromosomale Telomere
zu verldngern und in Zellextrakten die Telomeraseaktivitét
wieder herzustellen.l’? #2

4.2. Eine neue Unterklasse von Polymerasen

Aminosduresequenzvergleiche haben gezeigt, dass die
TERT-Proteine eine diskrete Unterklasse von Reversen
Transkriptasen darstellen, die untereinander enger verwandt
sind als mit anderen Reversen Transkriptasen.* 4 Folgende
Eigenschaften unterscheiden diese Proteine von anderen
Reversen Transkriptasen:

1) Es gibt einige kritische Variationen innerhalb der Reverse-
Transkriptase-Motive. Beispielsweise lautet bei den
TERT-Proteinen die Sequenz in der Néhe der beiden
katalytischen Asparaginsdure-Reste (D) im Motiv C
LxDD(F/Y)L; wobei x fiir eine weniger stark konservierte
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Aminosdure und (F/Y) fiir die Anwesenheit von Phe oder

Tyr an dieser Position steht. Im Unterschied dazu lautet in

anderen Reversen Transkriptasen die Sequenz (F/

Y)xDDxx.

2) Eine charakteristische Aminosiuresequenz, die als T(Te-
lomerase-spezifisches)-Motiv bezeichnet wird, geht dem
Reverse-Transkriptase-Motiv 1 voraus.

Im Vergleich zu anderen Reversen Transkriptasen sind die
TERTS sehr eng verwandt mit den Reversen Transkriptasen
von gewissen bakteriellen und mitochondrialen Elementen
und von Nicht-LTR-Retrotransposons (LTR =long terminal
repeat). (Retrotransposons sind DNA-Elemente, die sich
iiber ein RNA-Intermediat innerhalb und zwischen Genomen
bewegen. Sie benotigen dazu eine Reverse Transkriptase,
um eine DNA-Kopie zu erzeugen, die in das Chromosom
eingebaut werden kann. Einige Retrotransposons enthalten
an ihren Enden eine lange Sequenzwiederholung, die den
LTRs dhnelt, welche an der retroviralen Replikation be-
teiligt sind; die Nicht-LTR-Retrotransposons weisen diese
Sequenzwiederholung nicht auf.) Die TERTSs sind entfern-
ter verwandt mit den Reversen Transkriptasen der LTR-
Retrotransposons und Viren und ebenfalls mit den RNA-
abhingigen RNA-Polymerasen von Viren wie dem Polio-
virus.

Die Transposition von Nicht-LTR-Retrotransposons und
Gruppe-II-Introns erfolgt durch zielsequenzvermittelte re-
verse Transkription, bei der die Reverse Transkriptase ein 3'-
OH-Ende an einem DNA-Strangbruch verldngert; die Bruch-
stelle kann entweder durch eine Endonuclease oder durch die
intrinsische katalytische Aktivitdt der Intron-RNA erzeugt
werden. Auf dhnliche Weise erweitert die Telomerase das 3'-
OH-Ende eines chromosomalen DNA-Endes. Eine weitere
Ahnlichkeit besteht darin, dass bestimmte Gruppe-II-Introns
und mitochondriale Reverse Transkriptasen als stabile Kom-
plexe mit ihren RNA-Matrizen gefunden werden, wie dies bei
der Telomerase der Fall ist. Die durch Sequenzvergleich
ermittelte enge Verwandtschaft von TERTSs mit den Reversen
Transkriptasen vom Nicht-LTR-Typ wird daher auch noch
durch funktionelle Kriterien gestiitzt.[*’!

Der phylogenetische Stammbaum der TERTSs dhnelt qua-
litativ gesehen dem der Organismen, aus denen die Telome-
rasen isoliert wurden: Die beiden Sduger-TERTs sind am
engsten verwandt, die beiden Hefe-Spezies gehoren ebenfalls
zusammen, und die drei Wimpertierchen bilden den dritten
Zweig, wobei die beiden Mitglieder der Unterordnung
Hypotricha (Euplotes und Oxytrichia) enger miteinander
verwandt sind als mit Tetrahymena (Ordnung Holotricha;
Abbildung 6 B). Der phylogenetische Stammbaum ist daher
nicht besonders bemerkenswert — er sieht genau so aus, wie
man dies fiir andere evolutionir alte Gene erwarten wiirde.
Wir schlieBen daraus, dass TERT wahrscheinlich genau so alt
ist wie das Reich der Eukaryonten (siche hierzu auch
Lit. [43, 44]).

4.3. Funktionen von TERT

Die Synthese der Telomer-DNA ist die hervorstechendste
Funktion von TERT. So weit dies derzeit beurteilt werden
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kann, reicht die durch TERT vermittelte Verldngerung der
chromosomalen Telomere aus, die weiter oben beschriebenen
erstaunlichen Befunde zu erkldren: die durch die ektopische
Expression von hTERT hervorgerufene Verlingerung der
Lebensdauer normaler menschlicher Zellen und die Funktion
als fehlendes Verbindungsglied (,,missing link“) bei der
stabilen Transformation menschlicher Zellen in Zellkultur.
TERTS sind jedoch groBe Proteine, viel grofier als einige
retrovirale Reverse Transkriptasen, und dies legt die Mog-
lichkeit nahe, dass sie neben ihrer Rolle als Polymerasen noch
andere Funktionen aufweisen.

Das Telomerase-spezifische T-Motiv des menschlichen
TERT-Proteins ist mutiert worden, wobei sich gezeigt hat,
dass dieses Motiv zur katalytischen Aktivitdt der Telomerase
in vitro beitrdgt.*l Die N-terminale Hilfte von Est2p (Hefe-
TERT) wurde analysiert, indem eine groBe Bibliothek zufil-
lig mutierter Varianten hergestellt und daraus diejenigen
Varianten isoliert wurden, die in der Lage waren, im
Seneszenz-Stadium befindliche EST2-negative Hefezellen
vor dem Zelltod zu retten.[*] Vier essentielle Regionen des
N-Terminus wurden Kartiert, von denen zwei vermutlich an
der Bindung der RNA-Untereinheit beteiligt sind und eine
andere wahrscheinlich eine noch nicht identifizierte Unter-
einheit in den Komplex einbringt.[*’! Ebenfalls in der Hefe
assoziiert Est3p mit der Telomerase-RNA in einer Est2p-
abhingigen Weise.[*! Es ist daher anzunehmen, dass Est2p
eine Bindungsstelle fiir Est3p bereitstellt. Man ist erst dabei,
die spezifischen Beitrdge des T-Motivs und der restlichen
N-terminalen Doméne von TERT aufzukldaren. Es ist daher
sehr wohl moglich, dass die Einfiihrung oder die Reaktivie-
rung von TERT in menschliche Zellen neben der offensicht-
lichen Telomerenverldngerung noch andere Wirkungen ha-
ben.

4.4. Andere Protein-Komponenten der Telomerase

(Da diese Komponenten kiirzlich in einem Ubersichtsarti-
kel beschrieben wurden,*”) werden sie hier nur kurz disku-
tiert.) Abgesehen von TERT scheinen die anderen in
Assoziation mit der Telomerase gefundenen Proteine Spe-
zies-spezifisch zu sein. Eine Ausnahme ist das aus Zetrahy-
mena stammende p80,* das groBe Homologie zu einer
Domaine eines viel groBeren (230-240 kDa) menschlichen
Telomerase-assoziierten Proteins aufweist, das als TEP1
bezeichnet wird.[*> > Zurzeit gibt es noch keine publizierten
Hinweise auf die Wichtigkeit dieser Proteine fiir die Telome-
raseaktivitdt in vivo oder in vitro.

Estlp und Est3p sind zwei Telomerase-assoziierte Proteine
vom Nicht-TERT-Typ, die in vivo in Hefezellen fiir die
Telomeraseaktivitit essentiell sind.’? 3 Estl1p ist ein Protein,
das einzelstréangige Telomer-DNA bindet; es erscheint daher
plausibel, dass Estlp der Telomerase hilft, Telomere in der
Zelle zu lokalisieren.5!] Dies wiirde auch erklidren, warum das
Protein fiir Assays zur Bestimmung der Telomerase-Aktivitét
in vitro unabdingbar ist, bei denen Telomer-DNA-Substrate
als proteinfreie Oligonucleotide eingesetzt werden und somit
fiir die Telomerase leicht zugénglich sind. Eine Funktion fiir
Est3p ist noch nicht vorgeschlagen worden.
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5. Moglichkeiten der chemischen Intervention

Nachdem nun die Wichtigkeit der Telomerase fiir die
maligne Transformation von Zellen und fiir die Verldngerung
der Lebensdauer menschlicher Zellen belegt worden ist,
konzentrieren medizinisch und pharmazeutisch forschende
Chemiker ihr Interesse auf Moglichkeiten, Telomerasereak-
tionen zu beeinflussen. Inhibitoren der Telomerase sind
vielversprechende Kandidaten fiir Medikamente gegen eine
groBe Palette unterschiedlicher Krebsarten. Andererseits
sollten Aktivatoren der Telomerase in der Lage sein, die
Lebensdauer normaler menschlicher Zellen in Kultur zu
verldngern, und konnten daher niitzliche medizinische An-
wendungen bei bestimmten altersabhéingigen Erkrankungen
finden.

Der naheliegendste Anti-Telomerase-Angriffspunkt ist der
hTERT-RNA-Kern des Enzyms. Die Proteinkomponente
dieses Komplexes ist, wie bereits erwéhnt, mit anderen
Reversen Transkriptasen verwandt. Eine mogliche Klasse
von Inhibitoren sind daher Nucleosidanaloga. Unterschiede
bei wichtigen Aminosduren der aktiven Zentren legen jedoch
den Schluss nahe, dass TERTSs eine von anderen Reversen
Transkriptasen verschiedene Struktur aufweisen (siche Ab-
schnitt 4.2); es ist daher nicht verwunderlich, dass AZT
(Azidothymidin) und andere Inhibitoren der Reversen Trans-
kriptase von HIV nur schwache Inhibitoren der Telomerase
sind.’?l Aus diesem Grund miissen fiir hTERT spezifisch
wirkende Inhibitoren entwickelt werden. Die RNA-Matri-
zenkomponente der Telomerase kann durch Oligonucleotide
mit stabilen 2'-O-Methylribose-Einheiten oder durch Peptid-
nucleinsiuren (PNAs) inhibiert werden.3

Die Aktivierung der Telomerase in normalen menschlichen
Zellen kann nicht durch Verbindungen erreicht werden, die
gegen hTERT gerichtet sind, da hTERT in diesen Zellen nicht
exprimiert wird.['” 181 Chemische Ansitze fiir dieses Problem
konnten die Entwicklung von Verbindungen umfassen, die
auf der Ebene der Induktion der Transkription des hTERT-
Gens eingreifen, dessen Promotor durch den Transkriptions-
faktor c-MyclP* und moglicherweise auch durch andere, noch
nicht beschriebene Proteine aktiviert wird. Das alternative
SpleiBen der mRNA bietet eine weitere Moglichkeit, in
gewissen Zellen die Expression der Telomerase zu verringern,
so dass Verbindungen, die in der Lage sind, die RNA-
SpleiBmaschinerie zu beeinflussen, hierfiir von Interesse sein
konnten. Letztlich konnte die Einfithrung eines A/ TERT-Gens
durch gentherapeutische Eingriffe eine weitere Moglichkeit
eroffnen, die Telomerase im Menschen zu aktivieren, zumal
sich die Transfektion, wie in Abschnitt 2.1 beschrieben,
bereits bei der Aktivierung der Telomerase in menschlichen
Zellen als erfolgreich erwiesen hat.

Fiir die Inhibition der Telomerase hat die Erkenntnis, dass
die Reifung und der Zusammenbau dieses Enzyms sehr
komplexe Vorginge sind (Abbildung 7),%! andere Inter-
ventionspunkte aufgezeigt. Dariiber hinaus haben Holt
etal.’’l gefunden, dass die Chaperon-Proteine p23 und
hsp90 (ein Hitzeschock-Protein) fiir die Zusammenlagerung
von Telomerasekomponenten zu einem enzymatisch aktiven
Komplex in vitro notwendig sind und dass diese Proteine
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Abbildung 7. Die Reifung und der Zusammenbau der Telomerase erfolgt
iiber einen komplexen Weg in mehreren Schritten. Das hier gezeigte
Modell fiir den Weg in Hefe beruht auf Daten von Chapon et al.?!! und Seto
et al.?l — 7-MeG = 7-Methylguanosin; TMG =2,2,7-Trimethylguanosin.

wahrscheinlich in Zellextrakten mit dem vorgebildeten Kom-
plex assoziiert bleiben. Geldanamycin (ein Benzochinon), das
Funktionen von hsp90 durch Bindung an dessen ATP-
Bindungsstelle inhibiert, blockiert den Zusammenbau der
aktiven Telomerase in vitro und in kultivierten menschlichen
Zellen.P! Gegen die pharmazeutische Anwendung der ge-
zielten Beeinflussung der Reifung und der Zusammenlage-
rung der Telomerase oder der Chaperonkomponenten spricht
die Tatsache, dass derartige Komponenten hochstwahrschein-
lich ebenfalls in anderen biochemischen Reaktionswegen
verwendet werden. Wenn keine Telomerase-spezifischen
Eigenschaften identifiziert werden konnen, ist eine Blockade
dieser zelluldren Prozesse sehr wahrscheinlich toxisch.

Zum Schluss soll noch die spezifische Beeinflussung der
Telomere (Chromosomenenden) selbst betrachtet werden, da
sie die Substrate sind, auf die die Telomerase einwirkt. Die
Enden der Chromosomen weisen sowohl einzelstrdngige
DNA als auch Proteinkomponenten auf. In vielen Organis-
men, den Menschen eingeschlossen, enthélt die einzelstran-
gige DNA G-reiche Sequenzwiederholungen, die sich intra-
molekular (oder intermolekular) zu quadrupelhelicalen
Strukturen falten konnen; jeder G-Rest ist iiber Hoogsteen-
Wasserstoffbriicken mit einem anderen G-Rest in einer
quadratisch-planaren Anordnung verbunden, die als G-Quar-
tett bezeichnet wird.P In dieser Struktur ist das 3'-Ende der
DNA vor der Telomerase verborgen, so dass die Verldngerung
durch die Telomerase inhibiert wird.’”l Hurley und Mitarbei-
terl®! entwickeln Verbindungen, die die G-Quartett-Form der
Telomer-DNA stabilisieren und so moglicherweise die Funk-
tion der Telomerase blockieren. Proteinkomponenten der
Telomere fungieren ebenfalls als negative Regulatoren der
Telomerase (fiir eine Ubersicht siehe Lit. [47]). Die Stabili-
sierung der Wechselwirkung zwischen den Proteinkompo-
nenten der Telomere und der DNA oder die Inhibierung von
Komponenten, die normalerweise diese Proteine verdrangen,
konnten einen weiteren Weg darstellen, die Aktivitdt der
Telomerase zu blockieren.

Eine Herausforderung beim erfolgreichen Einsatz von
Anti-Telomerase-Therapeutika ist moglicherweise der Be-
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fund, dass einige wenige menschliche Tumoren einen alter-
nativen Nicht-Telomerase-Mechanismus verwendet, um Te-
lomerlingen zu stabilisieren.! Dieser ALT-Weg (alternative
lengthening of relomeres) beinhaltet moglicherweise die
Verldangerung von Telomeren mit Hilfe eines anderen Telo-
mers als Matrize, wobei DNA-Rekombinationsproteine, wel-
che die DNA-Stranginvasion katalysieren, den Prozess er-
leichtern. Die Anwendung eines Telomeraseinhibitors konnte
einen selektiven Wachstumsvorteil fiir die wenigen Zellen
darstellen, die den ALT-Weg verwenden und daher keine
Telomerase bendtigen. Moglicherweise sieht man sich daher
demniéchst genotigt, auch Inhibitoren fiir den ALT-Weg zu
entwickeln. Andererseits gibt es immer Reaktionswege fiir
die Entwicklung von Resistenzen gegeniiber pharmazeutisch
wirksamen Substanzen, so dass dieses potentielle Problem das
Interesse an der Entwicklung effektiver Anti-Telomerase-
Wirkstoffe nicht bremsen sollte.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Telomerase ist ein ungewohnliches Enzym, ein RNA-
Protein-Komplex, der die DNA-Sequenzwiederholungen an
den Chromosomenenden verldangert und dadurch eine voll-
standige Replikation ermoglicht. In den vergangenen Jahren
haben wir grof3e Fortschritte beim Verstdndnis dieses Enzyms
erlebt. Die katalytisch aktive Proteinuntereinheit der Telo-
merase wurde in verschiedenen Organismen einschliefllich
des Menschen identifiziert. Sie représentiert einen neuen
Zweig im Stammbaum der Familie der Reversen Trans-
kriptasen. An der biomedizinischen Forschungsfront erlebten
wir eine grundlegende experimentelle Bestdtigung der lang
gehegten Annahme, dass die Telomerase-Desaktivierung eine
Rolle bei der zelluliren Seneszenz und die Telomerase-
Aktivierung eine Rolle bei der Tumorentstehung spielt.

Daher haben Chemiker sehr viel mehr Anreize, Verbin-
dungen zu entwickeln, die die Telomeraseaktivitit modulie-
ren konnen, und sie haben eine klar definierte molekulare
Komponente als Zielmolekiil. Ein besonders attraktives
Zielmolekiil ist die katalytische Untereinheit der Telomerase,
hTERT. Dariiber hinaus kann die Entwicklung von Verbin-
dungen in Betracht gezogen werden, die die Expression des
hTERT-Gens modulieren, die den Zusammenbau des Pro-
tein-RNA-Komplexes beeintrdchtigen, oder die den Zugang
der Telomerase zu ihrem Telomer-DNA-Substrat verhindern.
Kiirzlich wurden dominant-negative Varianten von hTERT
gefunden, die in der Lage sind, Tumorzellen durch Apoptose
(programmierten Zelltod) zu toten.! Diese Befunde ver-
stiarken den Enthusiasmus dafiir, dass Anti-Telomerase-Medika-
mente tatséchlich eine Antitumorwirkung aufweisen werden.

Ich danke Toru Nakamura, Anita Seto, Scott Silvermann,
Tracy Bryan, Phil Hammond und Joachim Lingner fiir die Anfer-
tigung von Abbildungen sowie ihnen und anderen Mitarbeitern
meiner Arbeitsgruppe fiir ihre Beitrige zu den hier beschriebe-
nen Forschungsarbeiten. Peter Baumann und Christian Hdiring
danke ich fiir das Korrekturlesen der deutschen Fassung.

Eingegangen am 30. September 1999 [A363]
Ubersetzt von Dr. Horst Ibelgaufts, Miinchen
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