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REZUMAT

In celulele somatice normale, telomerele se scurteaza
cu fiecare diviziune celularda. In schimb, in celulele
tumorale, lungimea telomerelor este mentinutd prin
reactivarea telomerazei. Inhibitorii de telomeraza constituie
0 noua clasd de agenti anti-tumorali capabili sa opreasca
proliferarea nelimitata a celulelor canceroase. In prezent,
moleculele antisens, inhibitorii de revers-transcriptaza si
agentii capabili sa interactioneze cu si sa stabilizeze
cvartetele G reprezinta principalele strategii de supresie
telomerazica. Daca, in acest moment, telomeraza este
consideratd un marker biochimic esential in diagnosticul,
prognosticul si monitorizarea raspunsului tumoral la
tratament, in schimb, utilizarea, in terapia cancerului a
primei generatii de medicamente bazate pe inhibitori de
telomeraza necesita numeroase studii farmacologice si
toxicologice.
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ABSTRACT
Telomerase inhibitors
- a challenge in cancer therapy
In normal somatic cells, the telomeres shorten with
each cell division. By contrast, in tumour cells, telomere
length is maintained through the reactivation of the
telomerase. Telomerase inhibitors constitute a new class
of anti-tumour agents able to cease the unlimitted
proliferation of the cancer cells. In present, antisense
molecules, reverse-transcriptase inhibitors and the agents
able to interact with and stabilise G quartet represent the
main strategies of telomerase suppression. If, in this
moment, the telomerase could be consider an essential
biochemical marker in diagnosis, prognosis and
monitoring tumour response to therapy, by contrast, the
use of the first drugs’ generation, based on telomerase
inhibitors, in cancer therapy, request a lot of
pharmacological and toxicological studies.
Key words: telomeres, telomerase, inhibitors, cancer
therapy
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1. Introducere

in prezent cele mai multe medicamente folosite in
chimiotreapia cancerului sunt molecule destul de slab
selective. Desi asemenea tratamente au rezultate relativ
bune, majoritatea tumorilor solide nu raspund la aceste
medicamente si implicit supravietuirea este redusa.
Cercetarile recente in domeniul terapiei cancerului tintesc
cel putin 6 din capacititile achizitionate de celula
canceroasi: auto-semnalizare a cresterii, insensibilitate la
semnale anti-crestere, potential replicativ nelimitat, eludarea
mortii celulare programate (apoptoza), angiogenezi
sustinutd, invazie si metastazare”. Genele si proteinele ce
conferi aceste caracteristici ale celulei tumorale pot constitui
noi {inte promititoare in descoperirea unor medicamente
antitumorale cu adevarat selective. Astfel, blocarea activitatii

telomerazei pare si fie esentiald in combaterea capacitatii
replicative indefinite a celulei canceroase.

2. Lungimea telomerelor - un factor
critic in viata celulelor

Telomerele, structuri nucleoproteice aflate la capetele
cromozomilor, sunt constituite dintr-un numar mare de
secvente (TTAGGG) repetate in tandem®. La om, lungimea
telomerelor variaza intre 5 si 20 Kbaze in functie de tipul
de tesut si varsti®. Telomerul se termind printr-o extensie
monocatenara la capitul 3' de ~150 nucleotide®, care, in
vitro, in prezenta ionilor de Na* si K* se poate organiza in
structuri tetra-catenare (cvadruplex sau cvartet G) rezultate
prin imperecherea bazelor G®,
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Functiile telomerelor sunt aceleasi la toate speciile. Ele
sunt esentiale in stabilitatea genomica prin protejarea genelor
subadiacente de actiunea nucleazelor si impiedica
eventualele rearanjamente care ar putea avea loc prin fuziuni
cap-la-cap®; de asemenea, telomerele permit mecanismelor
de reparare si intervina cind ADN este modificat, intirzind
initierea unor mecanisme celulare ce conduc la moarte
celulara®; nu in ultimul rind, telomerele se asociazi cu
invelisul nuclear, interactiune ce joaci un rol important in
arhitectura nucleari si pozitionarea cromozomilor®.

Datoritd naturii liniare a ADN eucariotic si a
unidirectionalitatii ADN polimerazei 5’ ® 3’, telomerele se
scurteazd cu ~50-200pb/ciclu de replicare. Numeroase
lucrari sugereazd ca scurtarea telomerelor conduce la
limitarea duratei de viatd a celulelor si la posibilitatea
transformarii maligne a lor®.

Celulele umane normale au un potential replicativ limitat;
dupa un numadr de diviziuni, celulele intrd intr-un stadiu de
senescenta replicativa sau stadiul M1 “mortality stage 17,
o stare in care celulele suferd o blocare a diviziunii si care
reprezinta o bariera ce impiedica imortalizarea celulelor,
actionand ca un mecanism de supresie tumorald®”,

Scurtarea telomerelor constituie unul dintre
determinantii critici ai senescentei celulare. Prin supresia
genelor p53" si Rb, celulele isi pot continua diviziunea
pana la un stadiu “de crizd” sau M2 “mortality stage 2",
cand, datoritid scurtirii critice a telomerelor, se pot produce
rupturi §i rearanjamente cromozomiale, aberatii care conduc
la apoptoza masiva. In unele circumstante, unele celule
scapd din stadiul M2 si devin nemuritoare prin reactivarea
telomerazei, o enzimi ce are capacitatea de a mentine
lungimea telomerelor prin sinteza de noi secvente repetitive
la capdtul 3’02,

Un singur pas mai este necesar pentru ca transformarea
maligna sa fie completi si acesta este activarea oncogenei
ras"?, care permite celulelor si creasca indefinit in absenta
factorilor de crestere.

3. Telomeraza — biomarker tumoral

Telomeraza, un complex ribonucleoproteic, este activa
in aprox.90% din tumorile umane; rolul ei constd in
mentfinerea lungimii telomerelor prin sinteza de noi secvente
repetitive telomerice T,AG,"” si este esentiald in procesele
de imortalizare a celulelor normale si de progresie tumorala
in vivo"®.

In restul de 10% din tumorile umane, lungimea
telomerelor este menfinutd printr-un mecanism de
recombinare independent de telomeraza (ALT - alternative
lengthening of telomeres) “?. Cu exceptia celulelor stem ale
maduvei hematogene, celulelor germinale si celulelor din
stratul bazal al epidermei si criptelor intestinale in care
telomeraza este detectabild, in toate celelalte celule somatice
normale ea este nedetectabila®®.

Reactivarea telomerazei in majoritatea tumorilor umane
benigne sau maligne face din aceasta cel mai semnificativ
marker tumoral biochimic®?.

Telomeraza contine toate componentele care sunt
necesare functiei sale:

- subunitatea ARN sau hTR “human telomerase RNA”.
Ea are o lungime de 445 ribonucleotide dintre care 11
reprezintd secventa matritd 5~-CUAACCCUAAG-3’ ce codifica
pentru repetitia telomericd T,AG,. Studii de mutageneza in

vitro aratad cad regiunea necesard, pentru functionarea
minimald, este localizatd intre reziduurile 44 si 203%9.

- subuni talitica a telomerazei sau hTERT “human
telomerase reverse transcriptase”. Aceastd componenti este
un polipeptid de 1132 aminoacizi cu o greutate moleculara
de 127 kDa si are rolul de a revers trancrie ADN telomeric
pe matritd de ARN. Subunitatea hTERT inteactioneazi cu
extensia 3' monocatenard a ADN telomeric si adauga la
aceasta secventd hexamerica T,AG,, folosind ca matritd
componenta ARN@Y,

- roteina a a telomerazei sau T
“telomerase-associated protein 1”. La om aceastd proteind
contine 2627 aminoacizi si o greutate moleculara de 290
kDa. Prin interactiunea ei cu hTR si hTERT, hTEP1 joaci
un rol important in coordonarea structurilor tertiare si
cuaternare ale holoenzimei care serveste ca situs de
ancorare pentru factorii de reglare ai telomerazei®.

In timp ce hTR si hTEP1 sunt larg exprimate in tesuturile
umane normale, expresia hTERT este represatd in
majoritatea tesuturilor somatice normale imediat dupi
nastere si devine activd in majoritatea tumorilor primare
telomerazo-pozitive si in liniile celulare imortalizate. Cu toate
acestea, expresia ectopicd -a hTERT in celule
telomerazo-negative este suficientd pentru reconstituirea
activititii telomerazice, elongatia telomerelor si extinderea
duratei de viatd celulara®. hTR si hTEP1 pot forma un
complex telomerazic care se activeaza prin incorporarea
hTERT in timpul procesului de activare a telomerazei.

4. Inhibarea telomerazei — o noua
strategie terapeutica a cancerului

Prezenta activititii telomerazei in majoritatea liniilor
celulare nemuritoare si in tumorile umane primare, precum
si corelarea unei activititi intense telomerazice cu un
prognostic nefavorabil, respectiv a uneia slabe cu regresia
spontand a tumorilor, sugereaza faptul ca activarea
telomerazei este esentiald in proliferarea indefiniti a celulelor
canceroase §i cd inhibitia ei ar putea reprezenta o strategie
remarcabild in limitarea sau chiar oprirea procesului
malign®,

Astfel, s-a pus accent pe dezvoltarea unor inhibitori care
ar putea suprima activitatea telomerazei prin fintirea unor
componente ale complexului telomerazic sau a substratului
pe care se fixeazd acesta® (fig.1).
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Figura 1. Telomerul si telomeraza, potentiale
tinte terapeutice pentru medicamentele
anti-tumorale

1. O clasa importanti de inhibitori inactiveazi
telomeraza printr-un mecanism antisens. Fiind cea mai

18 m TERAPEUTICA, FARMACOLOGIE $I TOXICOLOGIE CLINICA m 2002 noiembrie, volumul VI m nr. 3



expusi, regiunea matritd din cadrul subunititii ARN a
telomerazei este cea mai importanti tinti pentru terapia
antisens.

Oligodezoxinucleotidele antisens (ODN) sunt extinderi
scurte de ADN, care sunt complementare cu secventi
matritd a ARN-ului telomerazic. Mecanismul lor de actiune
constd in hibridizarea cu ARN-ul complementar, prin
formarea de perechi de haze Watson-Crick, si in inhibitia
traducerii printr-un proces pasiv sau activ. Inhibitia pasiva
apare prin legare competitivi a ODN la ARN, in timp ce
mecanismul activ mobilizeazd RN-aza H pentru a degrada
ARNm o datd ce apare hibridizarea ODN-ARN

Cateva studii descriu folosirea 2’, 5-oligoadenilat (2-5A) @7
care se ataseazd in parte la ODN. Existd o serie de dovezi
potrivit cdrora folosirea ODN impotriva matritei ARN este
mult mai eficientd decat inhibarea traducerii ARNm tinta.

Acizii nucleici peptidici sau PNA , peptide nucleic acids*
sunt analogi ai ADN sau ARN in care scheletul pentozi-fosfat
este inlocuit de un oligomer al N-(2-aminoetil) glicini. Acest
schelet neutru confera oligomerilor PNA o inalti stabilitate
termicd, specificitate si afinitate crescutd in hibridizarea cu
ARN f{intd, rezistentd la nucleaze si proteaze®. PNA sunt
molecule foarte instabile care pot fi rapid modificate prin
aditia de peptide saturate pentru a facilita accesul lor la
celule si tintirea nucleilor.

2-0-alchil-ARN, o clasi de oligonucleotide antisens de
generatia II-a, cu schelet fosforotioat, prezinti capacitate de
recunoastere §i afinitate relativ scizute fatd de secventele
fintd complementare. In schimb, inhibitia telomerazei, de
catre 2-0-metil-ARN, este mult mai puternici decat PNA®,

Ribozimele sunt molecule mici de ARN, care posedi
activitate endoribonucleazici specifici. Ele sunt alcidtuite
dintr-un miez catalitic flancat de secvente antisens cu rolul
de a recunoaste situsul tintd. Ribozimele inhibd expresia
genelor prin hidroliza directd ARNm tintd. Acest eveniment
este posibil deoarece ribozimele contin un model secvential
in formad de ,ciocan“,hammerhead®, care este capabil si
produca hidroliza transmolecularda®?,

2. O alta clasa a inhibitorilor inactiveaza telomeraza
prin supresia functiei revers-transcriptazice (RT) a subunittii
catalitice hTERT. Inhibitorii de RT (IRT) sunt folositi mai
ales in tratamentul SIDA.

3-azido-3-dezoxitimidina (AZT), carbovir si alti analogi
nucleozidici [ex: didezoxiguanozin trifosfat (ddGTP),
didehidrotimidind (d4T)] inhiba telomeraza si diminueazi
cresterea celulelor in culturi, dar nu induc eroziunea
telomerelor si blocarea ciclului celular. Probabil expunerea
prelungitd la IRT, printr-un efect citotoxic, ar putea
determina o scadere a viabilitatii celulare®?,

Combinatii hTERT dominant-negative (mutante care
sunt catalitic inactive dar capabile sa se lege si s sechestreze
subunitatea ARN - hTR) inhibd efectiv telomeraza atit in
vitro cat si in vivo, induce scurtarea telomerelor si cauzeazi
apoptoza in special in celulele cu telomere scurte®?. Aceste
rezultate conduc spre ideea ci momentul initierii mortii
celulare poate fi dependent de lungimea telomerelor.
Mutantele dominant-negative au fost create prin substituirea
resturilor de acid aspartic si valind din pozitiile 710 si 711
cu alanind, respectiv izoleucini. Celulele care contin hTERT
de tip sidlbatic ,wt“ si vectorii de control formeazi rapid
tumori, in timp ce celulele cu hTERT dominant-negativ nu
intervin in tumorigeneza.

Descoperirea antigenelor asociate tumorilor a intensificat
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eforturile pentru {intirea acestor antigene in strategii cum
ar fi vaccinarea si in generarea raspunsurilor citotoxice
antitumorale ale limfocitelor T (CTL). Telomeraza este un
excelent candidat la un antigen universal asociat tumorilor.
A fost identificat un peptid derivat hTERT care se leagi la
antigenul uman leucocitar (HLA) A2.1. Aceasti aleld, ce
apartine complexului major de histocompatibilitate (CMH)
clasa I, este exprimati in aproximativ 50% din populatie,
ceea ce o face o {intd atractivd. Se stie c¢i moleculele HLA
de clasi I interactioneazd cu moleculele CD8 ale unei
populatii de limfocite T. Astfel, s-a observat un rispuns CTL
specific al celulelor CD8&* de la donatori HLA A2.1 normali,
in celulele tumorale care au exprimat hTERT. In schimb
rispunsul CTL n-a fost prezent in celulele
telomerazo-negative si in cele fard alela HLA -A2.169.

3. Stabilizarea cvartetelor G prin molecule mici
constituie a altd posibild strategie in terapia cancerului.
Aceste conformatii cvadruple blocheazi legarea telomerazei
la extensia monocatenard 3' a ADN-ului telomeric. Astfel,
medicamentele care induc si mentin aceste structuri ar
putea deveni agenti chimioterapici eficienti in lupta contra
cancerului. A fost identificatd o serie de agenti, cu trisaturi
farmacologice, care interactioneazi si stabilizeazi cvartetele
G, inducédnd astfel inhibitia telomerazei.

Dintre derivatii acridinici cei 3,6,9 — trisubstituiti prezinti
o selectivitate semnificativi pentru quartetul G. Ei se
ancoreazd la situsul AG, intre bucla T,A si segmentul GGG.
in virful canalului central al cvartetului G existi o regiune
cu potential electrostatic negativ datorati celor 6 atomi de
oxigen din guanina (G). Substituentul anilino, in pozitia 9
a cromoforului acridinic, asigurd o crestere a energiilor
interactiilor electrostatice dintre ligand si cvartetul G®?,

Amido-antrachinonele 2,6 si 2,7-disubstituite induc
formarea si stabilizarea cvartetelor G. Amido-fluorenonele
2,7-disubstituite au o actiune inhibitorie asupra telomerazei
de 3 ori mai redusd decét antrachinonele, dar nu au un
efect citotoxic pronuntat. Din clasa sistemelor triciclice se
evidentiazd amido-acridinele 2,7-disubstituite care, printr-o
sarcind pozitivdi a cromoforului, induce o inhibitie
telomerazicd superioard. S-a demonstrat ci aditia unui alt
grup aromatic la cel triciclic sporeste interactiunea cu
telomerul si inhibitia telomerazei. Compusul reprezentativ
din acest sistem tetraciclic este bazat pe un cromofor
benzo[b]naftol[2,3-d]furan-6,11-dion ce posedi un singur
substituent dietilaminoetoxi®?.

Porfirinele cationice sunt alti agenti inhibitori de
telomerazi datoritd interactivititii lor cu cvartetele G. Cel
mai studiat este TMPyP4 care blocheazi cresterea celulard
si activitatea telomerazei la concentratii scazute micromolare.
In plus aceste porfirine induc rapid supresia telomerazei
(~15 zile) si nu au efecte toxice asupra celulei®®.

4. Alti inhibitori de telomerazi al ciror mecanism de
actiune nu este inci cunoscut au fost identificati in baza de
date a unui program de screening orientat pe tipul de
cancer. Programele informatice de bioanalizi permit
imbunatatirea structurilor chimice ale inhibitorilor de
telomeraza deja cunoscuti. Astfel de compusi sunt derivatii
de izotiazolond (TMPI), .de rodocianind (FJ5002) si un
component catechinic al ceaiului verde. Dintre acestia,
FJ5002 este cel mai puternic inhibitor de telomerazi,
inducand eroziunea telomerelor, aberatii cromozomiale,
oprirea cresterii si senescenta celulari®”,
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5. Actiunea sinergica a inhibitorilor de
telomeraza in tratamentul cancerului

Este de acum bine cunoscut faptul ci telomeraza este
singura enzimi raspunzatoare de addugarea repetitiilor
T,AG, la capitul 3’ al cromozomilor celulelor tumorale®®, ea
nefiind depistatd in tesutul adiacent tumorii. In acest sens,
s-a formulat ideea ci mentinerea lungimii telomerelor, de
citre telomeraza sau ALT, este o conditie esentiald pentru
ca o celuld si prolifereze dincolo de limitele senescentei.

Pot fi insd inhibitorii de telomerazi, administrati ca
monoterapie, o strategie validd impotriva cancerului? Cel
mai probabil, ei vor fi folositi intr-o schema complexi de
tratament in combinatie cu chirurgia, radioterapia,
chimioterapia clasicd, precum si alituri de agenti noi cum
ar fi inhibitorii de angiogenezi®?,

Alegerea momentului de administrare a inhibitorilor de
telomerazd este dificil, deoarece expunerea prelungiti la
agenti anti-telomerazici ar putea avea efecte negative (ex:
sterilitate, depletia maduvei hematogene, atrofia vilozititilor
intestinale, dermatite erozive)“” asupra celulelor normale
telomerazo-pozitive. In plus, dobéndirea rezistentei la aceste
medicamente, cu aparitia ALT, este o limitare majord a
folosirii cu succes a inhibitorilor de telomerazi. De aceea,
tratamentul cu inhibitori de telomerazi trebuie si fie initiat
atunci cand celulele tesutului tumoral prezinti telomere
scurte. Aceasti terapie se adreseazi in special tumorilor cu
proliferare rapidd. Scopul acestui model terapeutic, care
trebuie si fie de scurtd duratd, pentru limitarea efectelor
adverse, este continuarea scurtirii telomerelor, ce conduce
la o instabilitate genomica“?, care, la randul ei, induce
moartea celulard apoptotica? (fig.2)..
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Figura 2. Un model terapeutic de utilizare a
inhibitorilor de telomeraza

Daci inhibitia telomerazei este o cale viabili pentru
tratamentul cancerului rdmane o problemd pentru viitor.
Evaluarea efectelor inhibitorilor de telomerazi la soareci
pune o problemi legata de folosirea la om, deoarece
telomerele la soareci sunt mult mai lungi (~150kpb) decat
ale omului“®,

Prin urmare, telomeraza este o tintd nu numai pentru
diagnosticul $i monitorizarea evolutiei bolii canceroase®®,
dar si pentru numeroasele studii farmacologice si
toxicologice care ar avea ca rezultat prima generatie de
inhibitori de telomerazi.
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