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PREAMBULO



PREAMBULO

Una serie de observaciones experimentales, tanto in vitro como in vivo, que
asociaban telomerasa, inmortalidad celular y cancer (1), llevaron a mediados
de la década de los afios 90 al concepto de telomerasa como una nueva
molécula implicada en la adquisicion del fenotipo maligno y expresada en la
mayoria de tumores. Los siguientes pasos en el campo a nivel de investigacion
translacional incluyeron entre otros la caracterizacion de mecanismos
reguladores de su activacion, la caracterizacién de su expresion en tumores, y
su valor potencial en diagndstico y prondstico de los distintos tipos de
neoplasias solidas y hematolégicas. Ademas, el hecho de que la actividad
telomerasa estuviera expresada en tumores malignos, pero no en la mayoria
de células normales, convirti6 a esta enzima en una diana terapéutica atractiva.
La remortalizacién de los tumores malignos mediante inhibicién de telomerasa
deberia contar con dos caracteristicas importantes: amplio espectro

antitumoral y alta especificidad.

En 1995 se iniciaron una serie de lineas de investigacion sobre telomerasa
en el James Ewing Laboratory of Developmental Hematopoiesis (Sloan-
Kettering Institute, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center). Durante mi
estancia en este laboratorio participé en diversos de los proyectos sobre

telomerasa, cuyos resultados constituyen esta memoria.



La memoria consta de tres apartados. En un primer apartado se revisan
brevemente los antecedentes sobre telomerasa, teldomeros, inmortalidad celular

y cancer.

En el segundo apartado se presentan una serie de trabajos experimentales
en los que analizamos aspectos de regulacion de telomerasa en cultivos
celulares, potencial como diana terapéutica y estudios iniciales en tumores
humanos. Las publicaciones derivadas de estos estudios se presentan en un

apéndice de la memoria.

El tercer apartado consiste en la presentacion de los dos articulos de tesis
gue siguen las lineas de investigacion previas en las que participé. En estos
dos trabajos se caracteriza la expresion de actividad telomerasa en tumores
pulmonares (2) y en tumores de células germinales (3). La presentacion de los
dos articulos se acomparia de una breve discusion de los resultados de los

mismos.
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ANTECEDENTES

Introduccidén

El cancer es el resultado de mdltiples alteraciones genéticas sucesivas que
confieren a las células transformadas una serie de caracteristicas que las
distinguen de las células no transformadas. Estas caracteristicas incluyen;
capacidad de crecimiento autbnomo, evasion de apoptosis, insensibilidad a
sefales antiproliferativas, capacidad de invasion tisular y formacién de
metastasis, e induccién y mantenimiento de la angiogénesis (4). Ademas, las
células malignas deben adquirir un potencial de replicacion ilimitado

(inmortalidad celular) para la formacion de tumores avanzados en humanos.

Senescencia replicativa como mecanismo de supresion tumoral: El limite

de Hayflick

Hace mas de 30 afios Hayflick y Moorhead describieron que los fibroblastos
humanos normales tienen una capacidad de replicacién limitada en cultivo (5-
7). Otros tipos de células, tales como células epiteliales, mioblastos, astrocitos,
y linfocitos, también presentan una capacidad limitada de proliferacién (8-10).
Estas observaciones llevaron a formular la hip6tesis de que las células
somaticas normales tienen un “reloj mitético” que cuenta el nimero de
divisiones celulares, y que las células pierden su capacidad proliferativa tras un

namero critico de divisiones. La maxima capacidad de divisién en cultivo de



células somaticas humanas procedentes de donantes jévenes oscila entre 50 y
100 duplicaciones, y este limite (conocido como el limite de Hayflick) se reduce
a medida que la edad del donante aumenta, presumiblemente debido a la
historia replicativa de las células in vivo. Cuando una célula normal agota su
capacidad de replicacion, adquiere un estado de senescencia celular asociado

a un bloqueo irreversible del crecimiento.

La seleccion y expansion clonal necesaria para la formacion de tumores
avanzados requiere, con algunos excepciones, que las células se dividan un
namero de veces muy superior al limite de Hayflick (11, 12). Sin embargo, el
crecimiento exponencial de una célula durante 50 a 100 duplicaciones puede
generar una masa de 10** a 10*® kilogramos. Por tanto, a priori el limite de
Hayflick no deberia limitar la formacion de tumores letales. Esta paradoja se
resuelve si consideramos dos caracteristicas importantes del crecimiento
tumoral. En primer lugar, la naturaleza de la tumorigénesis, basada en multiples
sucesos independientes sugiere que pueden requerirse varias rondas de 20 o
mas divisiones celulares en cada expansion clonal sucesiva durante la
tumorigénesis. En segundo lugar, la fraccion de crecimiento es generalmente
baja, la fraccion de muerte celular (por apoptosis o necrosis) es alta, y la
divisién de los tumores es asincronica; por ello, la tasa de recambio de las
células cancerosas es mucho mas rapida que la tasa de doblamiento tumoral.
Estos factores mantienen la masa tumoral con un valor mucho menor que su
valor teodrico. Asi, es probable que sean necesarias mas de 50 o 100 divisiones
celulares para completar el proceso de tumorigénesis, lo que sugiere que uno

de los pasos claves en la patogénesis de la mayoria de neoplasias es la



adquisicion de inmortalidad celular y que el limite generacional de las células

somaticas normales se convierte en un mecanismo supresor de tumor.

Teldbmeros, problema de replicacion terminal y telomerasa

Recientemente se ha establecido que el mecanismo que cuenta las divisiones
celulares son los telémeros, tal como se habia propuesto en los afios 70 (12-
14). Los telédmeros humanos son estructuras nucleoprotéicas esenciales
situadas en los extremos de los cromosomas, compuestos de varios
centenares de repeticiones de la secuencia 5’-TTAGGG-3’ (5-15 kilo pares de
bases [kbp]) (11, 12, 15, 16) asociados a proteinas (17, 18). Los teldmeros
distinguen entre los extremos naturales de los cromosomas y puntos de
ruptura, y estabilizan a los cromosomas frente a problemas de degradaciéon o
de recombinacion ilegitima. Los teldmeros también pueden estar implicados en
la organizacion de los cromosomas dentro del nucleo (15). No obstante, los
extremos del ADN lineal no pueden ser replicados completamente por el
complejo de ADN polimerasa convencional, que requiere un primer de ARN
labil para iniciar la sintesis de ADN en la direccion 5’ a 3’ (Figura 1). En
ausencia de un mecanismo capaz de compensar este problema de replicacion
terminal, en cada division celular se pierden 50-100 pares de basesde ADN
telomérico. La erosion sucesiva de los telémeros en cada division celular
finalmente resulta en la pérdida de su capacidad para proteger los extremos de

los cromosomas y en pérdida de material genético.
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Figura 1. El problema de replicacion terminal del ADN. La parte superior del diagrama
muestra una doble cadena de ADN lineal (lineas amarillas). A medida que la horquilla
de replicacion avanza, la sintesis de la cadena delantera es continua (flecha roja
continua) y procede en la direccion 5’ a 3’ hasta el final del extremo 3’ de la cadena
original. La sintesis de la cadena rezagada es discontinua, y consiste en fragmentos
de Okazaki (flechas rojas discontinuas), que se inician a partir de un primer de ARN
labil (rectangulos verdes). Después de la eliminacién del primer de ARN y de la
extension y ligacion del fragmento de Okazaki, el fragmento de Okazaki localizado
mas proximo al extremo 3’ es incompleto, dado que el tltimo primer de ARN no puede
sustituirse por ADN. El efecto neto es la pérdida de una pequefia cantidad de ADN en
el extremo 5’ del ADN sintetizado de novo (gap) en cada ronda de division celular (50-

100 pares de bases/division).
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La mayoria de especies eucariotas utilizan una transcriptasa reversa
especializada, la telomerasa, para compensar el problema de replicacién
terminal y regenerar el ADN telomérico de novo (Figura 2y 3) (19, 20). Esta
enzima es una ADN polimerasa dependiente de ARN (transcriptasa reversa)
que lleva su propia plantilla de ARN para la sintesis de ADN. El centro
catalitico de la telomerasa humana esta compuesto de una subunidad de ARN
(hTR; human Telomerase RNA)(21) que sirve de plantilla para la adicion de
secuencias teloméricas y una proteina (hnTERT; human Telomerase Reverse
Transcriptase)(22) que cataliza la reaccién de sintesis de novo de GGTTAG en
el extremo del cromosoma (20) (Figura 2). Se cree que la subunidad de ARN
se une al fragmento de ADN telomérico del extremo distal del cromosoma, y
después la transcriptasa reversa cataliza la adicion de deoxinucle6tidos en el
extremo 3’ de la secuencia repetitiva. Entonces, la subunidad de ARN se
transloca al extremo 3’ de ADN telomérico sintetizado de novo (Figura 3).
Ademas de la hTR y hTERT, se ha clonado el gen de otra proteina asociada a
telomerasa de funcion desconocida, denominada TP1 (23). Estudios de
reconstitucion in vitro han demostrado que los componente de ARN (hTR) y la
transcriptasa reversa (hnTERT) son suficientes para reconstituir la actividad de
la telomerasa (24, 25) y se ha establecido que hTERT es el componente

limitante de esta actividad.
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Figura 2. Representacion esquemética de la telomerasa.

Telomerasa

Transcriptasa
Reversa

Componente
ARM {Primer)

13



Figura 3. Modelo de accién procesivo de la telomerasa para compensar el problema
de replicacién terminal. El dominio de copia del componente de ARN de la telomerasa
humana se muestra alineado frente a un extremo 3’ arbitrario de un telémero humano.
Esta configuracion primer-plantilla de ADN permite la extension del telémero (letras
mindsculas) en la primera ronda de elongacion hasta que el producto extendido
alcanza el extremo 3’ del dominio de copia. Posteriormente la translocacion traslada al
ADN extendido hacia atras, hasta la posicion que corresponde a una secuencia
telomérica repetitiva menos, y asi queda en posicién para otra ronda de elongacién en
la que se afiade una secuencia repetitiva completa (ggttag) al extremo 3’ del

cromosoma.
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Telomerasa, teldmeros e inmortalizacién celular

Multiples lineas de evidencia han establecido una asociacion entre telomerasa,
telomeros e inmortalidad celular. La expresiéon especifica de telomerasa en
células inmortales, pero no en la mayoria de células mortales, fue descrita
inicialmente in vitro utilizando células embridnicas renales humanas
transformadas por el antigeno T, y linfocitos B humanos transformados por el
virus de Epstein-Barr (VEB) (26, 27). En estos estudios, los extractos de células
somaticas normales no mostraron actividad de telomerasa, y sufrian una
pérdida gradual del ADN telomérico a medida que las células se replicaban.
Los extractos obtenidos a partir de células transfectadas (antigeno T) o
infectadas (VEB) fueron también negativas en cuanto a deteccion de actividad
de telomerasa durante las primeras 60 a 100 divisiones celulares, indicando
gue el agente transformante inicial no activaba por si mismo la telomerasa. Los
telomeros se acortaban con cada division celular, méas alla de la longitud limite
a partir de la que las células somaticas normales presentan senescencia.
Finalmente, una subpoblacién celular, quizas procedente de una sola clona
celular, sobrevivio a una “crisis” de la poblacion celular y estabilizo la longitud

de sus teldbmeros concomitantemente con la activacion de telomerasa.

Hay evidencias in vivo que confirman el concepto de una asociacion entre
telomerasa, telomeros y potencial replicativo. Las células y tejidos somaticos
normales, que mayoritariamente no tienen actividad telomerasa, experimentan
un acortamiento progresivo de los telomeros (8, 9), y la longitud de los
telomeros con frecuencia refleja su historia replicativa (9, 10, 28). En cambio,

las células y tejidos germinales y la mayoria de lineas celulares humanas
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inmortalizadas muestran actividad de telomerasa y una longitud estable de los
teldmeros (1, 11, 27). Ademés, la mayoria de tumores humanos exhiben
actividad de telomerasa (1, 29). Colectivamente, estas evidencias sugerian que
la activacidn de la telomerasa estaba asociada a la adquisicion del fenotipo
maligno y llevaron a formular la hipotesis de la telomerasa e inmortalizacion

celular.

En base a esta hipoétesis, existe una primera etapa en la que las células
somaticas normales, que carecen de actividad telomerasa, pierden longitud
telomérica con cada division celular y tras un namero limitado de divisiones (50-
100; limite de Hayflick) entran en un estado de senescencia celular (fase de
mortalidad M1) (Figura 4) (30). Esta fase M1 probablemente ocurre cuando
unos pocos teldmeros se acortan lo suficiente como para que los extremos
distales de los cromosomas dejen de estar totalmente enmascarados y
entonces son reconocidos como roturas de la déble cadena que necesitan ser
reparadas (16, 31). La senescencia de la células en cultivo puede superarse
mediante la inactivacién del gen supresor de tumor p53 y pRb, lo que capacita
a las células para extender (pero no ilimitadamente) su capacidad replicativa
hasta que entran en una segunda fase de mortalidad denominada crisis (M2).
La fase de crisis se caracteriza por muerte celular masiva, alteraciones
cariotipicas asociadas a fusiones cromosomicas, apoptosis, y a la aparicion
ocasional (»1 en 10) de una célula que ha adquirido un potencial replicativo

indefinido (inmortalidad).
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Figura 4. Hipétesis de la telomerasa e inmortalizacion celular. La telomerasa es activa
en células germinales y mantiene la longitud de los telémeros estable (longitud de los
fragmentos de restricciéon terminal [TRF] de aproximadamente 15 kpb). No obstante, la
actividad de telomerasa esta reprimida en la mayoria de células somaticas normales y
como consecuencia las células pierden longitud en sus teldmeros a medida que se
dividen (aproximadamente 50 a 100 pares de bases por divisién celular) hasta que se
alcanza la fase 1 de mortalidad (M1, o limite de Hayflick). Al alcanzar la fase M1, la
pérdida telomérica critica de uno, o quizas varios, cromosomas sefiala una detencién
irreversible del ciclo celular (longitud de telomeros estimada [TRF] de 5 a 7 kbp). Los
eventos transformantes, tales como la expresion de oncogenes o la inactivacion de
genes supresores de tumor, pueden permitir que las células superen la fase M1 sin
activar la telomerasa. Cuando los telomeros se acortan criticamente en un gran
numero de cromosomas, las células entran en crisis (M2), momento en el que existe
gran inestabilidad genética. Sélo clonas aisladas que activan la telomerasa escapan
de la fase M2, estabilizan los cromosomas, y adquieren una capacidad de crecimiento

indefinida.
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Posteriormente a la formulacion de esta hipétesis, se ha demostrado
experimentalmente el papel de la telomerasa en la inmortalizacion celular. La
expresion ectdpica del componente catalitico de la telomerasa humana
(hTERT), que es el componente limitante de la actividad telomerasa, confiere
un potencial de replicacion indefinido a una variedad de tipos celulares
presenescentes (32). Ademas, la actividad telomerasa es suficiente para que
células transformadas proliferen mas alla del estadio de mortalidad M2 sin
evidencia de crisis. Sin embargo, la inmortalidad celular no es universal en
células con expresion ectopica de hTERT (33). Finalmente, la inhibiciéon de
actividad telomerasa por expresion de ARN antisentido (21) y, sobretodo, por la
expresion de una forma dominante negativa de hTERT, induce acortamiento
telomérico y remortalizaciéon celular (34). Notablemente, la inhibicién de
telomerasa suprime el crecimiento de células malignas humanas in vivo en
modelos animales (34). Ademas, la expresion ectdpica de telomerasa en
células humanas somaticas normales en cultivo, en conjuncién con una serie
limitada de cambios oncogénicos, contribuye a la transformacion maligna (34-

36).

Se ha descrito que una minoria de lineas celulares inmortalizadas
mantienen los telomeros por un mecanismo independiente de telomerasa, ya
gue carecen de niveles detectables de esta actividad enzimética y presentan
telomeros anormalmente largos (37-39). Este mecanismo se denomina
elongacion alternativa de los telémeros y podria deberse a fenémenos de

recombinacién genética. Algunos tipos de canceres humanos incluyen una
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poblacion minoritaria de tumores que carecen de actividad telomerasa y
presumiblemente podrian haber adquirido este mecanismo alternativo de

inmortalizacion (37-39).

Expresion de telomerasa en tejido normal y tumoral humano

El primer estudio de actividad de telomerasa en una serie amplia de células y
tejidos humanos normales y malignos mostré que se podia detectar esta
actividad en practicamente todos los tumores y lineas inmortales humanas
mientras que no se detectaba en los tejidos normales, excepto en las células
germinales de ovario y testiculos (1). La actividad telomerasa se determiné por
un método desarrollado por los autores basado en PCR denominado TRAP
(Telomerase Repeat Amplification Protocol) (Figura 5) (1). La expresion de
telomerasa en la mayoria de tumores humanos fue confirmada posteriormente

por otros grupos (29, 40-53).

Ademas de la expresion de telomerasa en tumores, se observé
posteriormente al estudio pivotal (1) que muchos tejidos normales con alta
capacidad regenerativa, como células progenitoras hematopoyéticas,
gueratinocitos basales o células cripticas intestinales, presentan también
actividad de telomerasa, en general a niveles mas bajos que en tumores (54,
55). En el caso de las células hematopoyéticas, se ha detectado un nivel bajo
de actividad telomerasa en algunos subtipos de células hematopoyéticas (9).
Sin embargo, experimentos realizados en cultivos ex vivo de células

hematopoyéticas humanas demostraron que la presencia de un nivel bajo de
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actividad telomerasa en células hematopoyéticas reduce, mas que evita, la
pérdida de ADN asociada a la proliferacion celular y por lo tanto parece que la
telomerasa puede prolongar (pero no indefinidamente) el potencial replicativo
celular (Ver Apéndice, Ref. (55)). En cambio, la mayoria de células
neoplasicas immortales tienen alta actividad de telomerasa y una longitud

estable de los telémeros.
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Figura 5. Protocolo de amplificacién de las secuencias repetitivas teloméricas (TRAP,
Telomeric Repeat Amplification Protocol) (1). El TRAP es un método de dos etapas
que utiliza la actividad de la telomerasa in vitro y la reaccion de la polimerasa en
cadena (PCR). En la primera etapa, la telomerasa reconoce un oligonucle6tido no
telomérico (TS) como sustrato y extiende el oligonucleétido con secuencias
teloméricas repetitivas de novo durante un periodo de incubacién de 10 minutos a
temperatura ambiente. Al inicio de la segunda etapa, la telomerasa se inactiva
mediante exposicidn a altas temperaturas a medida que se inicia el ciclo de PCR y el
primer de retorno (CX) complementario a la secuencia telomérica se une al producto
de la telomerasa. Entonces la Taq polimerasa de ADN sintetiza la segunda cadena de
ADN. Los productos de dos cadenas (duplex) se amplifican posteriormente durante 25
a 35 ciclos de PCR, duranto los cuales el oligonucledtido TS, que esta presente en
exceso, se utiliza como primer delantero. Dado que la telomerasa es una enzima
procesiva, los productos de la posterior reaccion de PCR aparecen en los geles como
una escalera de bandas a intervalos de seis nucle6tidos (12 banda, ---(GGTTAG)x1, 22
banda, ---(GGTTAG)x2, etc). Los productos de PCR pueden detectarse mediante la
incorporacién de nucledtidos radioactivos o tincion con colorantes intercalantes (ver

p.ej. figuras en articulos en pags. 43 a 46).

Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP)

PRIMER PASO: Reaccidn enzimatica
Extracto celularftisular + Primer A (Sustrato TS)

FRATCCOTOGAGCAGATTS

v

PAATCCOTCOAGCAGATT AG GOTTAG GATTAG (GOTTAG '

SEGUNDO PASO: Amplificacion por PCR
Producto enzimético + Primer A (Sustrato TS) + Primer B (CX)

EAATOCGTCCAGCAGATIAGEGTTAGGGTTAGGSTTAG CGTTAGEETY
=k FAATCCCATTOOCATTICOCATTCCC 3
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Modelos murinos

Los telomeros de los ratones son muchos mas largos (40-60 kbp) que los
humanos (5-15 kbp) y los ratones expresan de forma mas general actividad
telomerasa. Ademas, tanto las células murinas de ratdn salvajes (competentes
para actividad de telomerasa) como las células murinas telomerasa-negativas
dejan de dividirse en cultivo tras 10-15 divisiones, antes de que se aprecie
erosion significativa de los telémeros, lo que sugiere que la senescencia de
células murinas ex vivo (a diferencia de lo que ocurre en células humanas) es
independiente de los teldmeros y de la telomerasa (56). A pesar de estas
diferencias, una serie de estudios llevados a cabo en modelos murinos han
contribuido significativamente al conocimiento de la relacion entre telomerasa,
telomeros e inmortalidad celular y especialmente a caracterizar in vivo los
efectos de la inhibicion cronica de telomerasa en ratones transgénicos sobre

tejidos normales y sobre el desarrollo de canceres (57, 58).

En dos modelos de ratones transgénicos de tumorigénesis, uno de
carcinoma de células insulares de pancreas y uno de carcinoma de células
escamosas de piel, se examino la actividad de telomerasa y la expresion del
componente de ARNm de telomerasa murino (mTR, murine Telomerase RNA)
(59, 60). En los dos modelos examinados, sélo se detecto actividad telomerasa
en los tumores mas avanzados, mientras que en lesiones preneoplasicas se
detectaban mayores niveles de expresiéon de mTR que los tejidos normales, y

esta expresién aumentaba en tumores avanzados.

Los niveles de mTR no seguian una correlacion con la actividad de
telomerasa y su expresion precedio a la reactivacion de la actividad telomerasa

(60). De forma similar, se ha descrito que la subunidad catalitica de la
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telomerasa murina (MTERT, mouse Telomerase Reverse Transcriptase), se
expresa durante el desarrollo embrionario, sobretodo en las regiones mas
proliferativas. La expresion de ARNm de mTERT es independiente de la
expresion del componente de ARN de la telomerasa murina (mTR) y colocaliza

con la presencia de actividad de telomerasa (61).

En ratones transgénicos con ausencia del componente de ARN de
telomerasa murino (MTR), la perdida progresiva de longitud de los teldmeros
limita el crecimiento celular. Dependiendo del entorno genético, los ratones
deficientes en mTR sobreviven entre 4 y 6 generaciones sin cambios
detectables en su fenotipo. En cada generacion sucesiva se estima la perdida
de unos 100 pares de bases de ADN telomérico por division celular (56). A
partir de la cuarta-sexta generacion, un numero suficiente de telémeros
alcanzan una longitud critica como para demostrar que el mantenimiento de los
telomeros es esencial para una serie de 6rganos. En generaciones posteriores,
los ratones presentan anomalias en érganos con alta tasa proliferativa, tales
como testiculos, médula 6sea y bazo, y pierden su capacidad para reproducirse
(62). Estos ratones muestran ademas una reaccion inmunolégica alterada,
sugiriendo un papel de la actividad de telomerasa y regulacion de los teldmeros
en la respuesta mediada por anticuerpos (63). El largo intervalo entre la perdida
de actividad telomerasa y la aparicion de un fenotipo alterado parece estar en
relacion a que los telémeros de los ratones son muy largos y por lo tanto deben
sufrir multiples rondas de replicacién antes de que se acorten de forma critica.
En algunos entornos geneéticos, se constata un aumento de defectos del tubo

neural y una limitacion de viabilidad tras solo cuatro generaciones (64, 65).
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La ausencia de actividad telomerasa en ratones transgénicos puede ser
una barrera al inicio del cancer. Sin embargo, los modelos murinos han afadido
mayor complejidad al campo, dado que dependiendo del tipo celular y del
entorno genético, la ausencia de actividad de telomerasa puede facilitar o
prevenir el cancer. En ratones deficientes en telomerasa, no hay evidencia de
inhibicion de la formacién de tumores en las primeras generaciones. En
generaciones tardias, los ratones deficientes en telomerasa muestran un
moderado aumento en la incidencia de tumores espontaneas caracterizados
por alta tasa de proliferacion tales como linfomas y tumores germinales,
posiblemente en relacién a la inestabilidad cromosdmica (66). Los efectos de la
ausencia crénica de telomerasa sobre la formacion de tumores parece
depender ademas del tipo histolégico tumoral. Recientemente se ha
demostrado que ratones deficientes en telomerasa son resistentes al desarrollo
de tumores de piel (67), especialmente en generaciones tardias. Esta
reduccion de la formacion de tumores de piel estaba asociada a un
acortamiento de los telémeros (67). En la misma linea de evidencia, en ratones
deficientes en telomerasa y en el gen supresor de tumor INK4A (una mutacién
qgue confieren mayor riesgo de formacién de tumores), las primeras
generaciones siguen siendo muy propensos al desarrollo de cancer, mientras
gue en generaciones mas tardias estos ratones muestran teldmeros
disfuncionales y son mas resistentes al cancer (68). Notablemente, la

reintroduccion de mTR restaura significativamente el potencial oncogénico (68).

La perdida de p53 aumenta la supervivencia celular en un contexto de
disfuncion persistente de los telomeros, permitiendo un acortamiento telomérico

continuado y acumulacion de aberraciones cromosémicas y aneuploidia. A
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diferencia de los experimentos con ratones INK4 en los que el acortamiento de
los telémeros inhibid la transformacion maligna (68), la disfuncion de los
teldmeros en fibroblastos p53 —/— aumenté la eficiencia de transformacion por
oncogenes celulares (69). De forma similar, en ratones mutantes para p53 y
deficientes en telomerasa, la disfuncién de los telomeros acelero el inicio del
cancer (70). De hecho, la crisis basada en el acortamiento telomérico en
ratones heterozigotos para p53 promueve un marcado incremento en canceres
epiteliales, tales como carcinomas de mama, piel y colon (70). Estos resultados
llevaron a los autores a proponer dos estadios independientes de crisis que
difieren segun la integridad de la via de p53 de respuesta a dafio sobre el ADN
(57). A medida que las células entran en crisis, la disfuncion de los telomeros
activa p53, lo que resulta en induccion de quiescencia proliferativa o apoptosis.
Alternativamente, la atenuacién de este punto de control permite que las
células se dividan adicionalmente y los telomeros se sigan acortando hasta
llegar a una situacién de catastrofe genética, en la que la marcada
inestabilidad cromosdmica resulta en cambios genémicos secundarios que
pueden facilitar la carcinogénesis. La supervivencia celular tras la catastrofe
genética requiere la adquisicion de mecanismos de mantenimiento de los
telomeros como la activaciéon de telomerasa o la adquisicion de mecanismos
alternativos de elongacion telomérica (37-39). Sin embargo, en cultivos de
células tumorales humanas, la remortalizacion celular mediante inhibicién de
telomerasa fue independiente de p53, lo que sugiere que puede haber
diferencias en los efectos de la inhibicién de telomerasa y cancer entre

humanos y ratones (34).
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TRABAJOS EXPERIMENTALES INICIALES
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TRABAJOS EXPERIMENTALES INICIALES

En el James Ewing Laboratory of Developmental Hematopoiesis, (Sloan-
Kettering Institute, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center) participé en una

serie de lineas de investigacion sobre telomerasa con los siguientes objetivos:
1. Analizar inhibidores de telomerasa en modelos preclinicos.

- Desarrollar modelos preclinicos para el estudio de inhibidores de
telomerasa; analisis de la longitud telomérica y de la actividad de telomerasa en
un panel amplio de células tumorales humanas in vitro y en xenoinjertos

tumorales.

- Investigar inhibidores de telomerasa en los modelos desarrollados a
partir de los experimentos del punto anterior; screening in vitro de cambios de
longitud telomérica y remortalizacion de lineas tumorales representativas de los
principales tipos de tumores soélidos y leucemias; screening de cambios de
longitud telomérica en tumores humanos trasplantados a ratones SCID tratados
con inhibidores de telomerasa a distintas dosis/periodos/vias/esquemas.
Determinar la capacidad para inhibir el desarrollo de tumores, regresion de
tumores establecidos con/sin quimioterapia/agentes de diferenciacién, y/o

prevencion de metastasis.
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2. Investigar la regulacion de telomerasa en cultivos celulares.

- Efecto de agentes diferenciadores y de ribozimas dirigidas contra los
componentes de PML/RARa en células de leucemia promielocitica aguda, y
sus efectos sobre telomerasa. Efecto de agentes diferenciaciones en células de

cancer embrionario sobre telomerasa.
- Regulacion de telomerasa en cultivos hematopoyéticos ex vivo.

3. Analizar la expresiéon de telomerasa en una serie de tumores

humanos.

- Caracterizar la influencia de la composicién tumoral sobre la actividad

telomerasa y longitud telomérica en un panel de tumores humanos.

- Caracterizar la actividad de telomerasa en cancer de pulmény

determinar sus asociaciones clinicopatolégicas.

- Caracterizar la actividad de telomerasa en cancer de células germinales

y en teratomas como modelo de diferenciacion in vivo.

A continuacioén se resumen los resultados obtenidos de los distintos
objetivos planteados. Los trabajos publicados como consecuencia de los
resultados que se presentan en esta apartado constan en el Apéndice. Los dos
trabajos que conforman la presentacion de tesis en forma de recogida de

articulos se presentan en un apartado independiente.
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Inhibidores de telomerasa en modelos preclinicos

Considerando que la inmortalidad celular juega un papel central en cancer, y
que la telomerasa tiene el potencial de conferir a las células un potencial
replicativo ilimitado (32), la inhibicién de telomerasa seria una arma terapéutica
importante para el tratamiento de las neoplasias. La remortalizacion de las
células cancerosas deberia reiniciar el acortamiento de los telomeros, y tras
una serie adicional de duplicaciones celulares, estas deberian entrar en crisis

(fase M2 de mortalidad celular).

Nuestro laboratorio fue designado para el estudio preclinico de inhibidores
putativos de telomerasa para proporcionar las bases para que los compuestos
mas activos y prometedores fueron posteriormente analizados en ensayos
clinicos en pacientes con cancer. La compafia Geron Corporation (Menlo Park,
CA, USA) realizaba un screening in vitro de compuestos candidatos y se
seleccionaban aquellos mas prometedores. Una vez que los compuestos
seleccionados eran producidos a escala suficiente, se transferian al laboratorio
del Dr. Malcolm Moore. Durante mi estancia en su laboratorio, tuve
responsabilidad principal en el desarrollo de modelos preclinicos para
investigar inhibidores putativos de telomerasa, y en el posterior screening en

cultivo e in vivo de inhibidores de telomerasa.

Las células tratadas con un inhibidor de telomerasa entrarian en crisis sélo
después de un numero de divisiones celulares relacionado directamente con la
longitud de los telémeros en el momendo de iniciar el tratamiento (11), es decir

la prediccion era que células con telomeros cortos entrarian en crisis después
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de pocas divisiones, mientras que células con teldbmeros largos precisarian
mayor numero de divisiones en presencia de inhibidor de telomerasa para que
la erosion gradual de los telémeros llegara a la longitud critica. Por lo tanto, el
estudio preclinico de inhibidores de telomerasa precisaba la identificacion de
modelos optimos para investigar los compuestos de Geron de forma eficiente.
En anticipacion de estos estudios, uno de los esfuerzos del laboratorio fue la
seleccidon de modelos. La Figura 6 presenta esquematicamente el plan de

screening para identificar y seleccionar estos modelos.
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Figura 6. Plan de screening para optimizar modelos preclinicos para investigar
compuestos inhibidores de telomerasa.

Panel lineas celulares de cancer humano (NCl+ MSKCC)

Cultivo celular monocapa y agar

tiempo duplicacién
eficiencia clonogénica
longitud telomérica
telomerasa

Xenoinjertos; 5 SCID, 5 nude

tiempo duplicacién
eficiencia tumores
regresiones espontaneas

subcultivo celular: estabilidad fenotipo
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Las lineas celulares caracterizadas incluyen 54 lineas de cancer de la
coleccion del NCI, junto con 20 lineas adicionales de la coleccion del Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center. Cada linea celular fue caracterizada para
determinar las condiciones éptimas de crecimiento en nuestros medios de
cultivo, con determinacién de la cinética de crecimiento (fase lag, tiempo de
duplicacién y densidad de plateau ), eficiencia de crecimiento clonal en agar
semisolido, nivel de actividad de telomerasa utilizando el método TRAP (Figura
4y 5, ver p.e.). figuras en articulos pags 43-46, Refs. (2, 3)), y estimacién de la
longitud telomérica. La longitud de los teldmeros se analiza mediante digestion
del ADN con una enzima de restriccion que corta el ADN cromosémico justo a
nivel proximal de los telémeros y libera los fragmentos de restriccion terminal
(TRF, Terminal Reestriction Fragments) (8, 9). Posteriormente se realiza un
Southern blot en el que los fragmentos de ADN se hibridan con un
oligonucledtido radioactivo especifico para las secuencias teloméricas de los
fragmentos de restriccion terminal. Los fragmentos de restriccidon terminales
aparecen en los carriles de los geles como una banda amplia (smear) que
refleja las variaciones de longitud de los TRFs de los distintos cromosomas y
células presentes en cada muestra (ver p.e.j. figuras en articulos pags 43-46,
Refs. (2, 3)). La longitud de los telomeros se estima en general a partir de la

longitud promedio de los TRFs.
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Identificamos una serie de lineas celulares representativas de los
principales tipos de tumores con un tiempo de duplicacion corto, elevada
eficiencia de formacion de colonias en agar y TRF corto. Estas lineas fueron

seleccionadas para investigar los efectos inhibidores de telomerasa in vitro.

Analizamos en paralelo a los estudios de cultivo celular una serie de lineas
para determinar si podian servir de buenos modelos para el estudio de
inhibidores de telomerasa in vivo. Comparamos la eficiencia para el
establecimiento de xenoinjertos de las lineas celulares tumorales humanas en
ratones SCID versus ratones desnudos. Los ratones SCID exhibieron una
mayor tasa de establecimiento de tumores, un crecimiento mas rapido y una
tasa de remisiones espontaneas inferior que los ratones desnudos. A partir de
esta observacion se decidié enfocar los estudios in vivo utilizando ratones
SCID. Seleccionamos las lineas celulares con una eficiencia de formacion de
tumores del 100%, ausencia de regresiones espontaneas y crecimiento
reproducible. Identificamos ademas lineas celulares productoras de metastasis
en ratones. La Tabla 1 muestra las tres lineas celulares que reunen todos los
criterios anticipados para optimizar la investigacion de inhibidores putativos de
telomerasa, y estas lineas fueron utilizadas para el screening preclinico de los
compuestos. Estas lineas deberian permitir el andlisis de la induccién de
“crisis” celular tras tiempos de exposicion a los compuestos inhibidores de

telomerasa inferiores a las dos semanas.

Durante mi estancia en el laboratorio realizamos el screening de siete
compuestos candidatos inhibidores de telomerasa, identificados en sistemas in
vitro en Geron, en los modelos desarrollados. Los resultados de los estudios

con estos compuestos son hasta el momento confidenciales. Sin embargo,
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evidencias posteriores derivadas de la utilizacion de dominantes negativos del
componente catalitico de la telomerasa humana, o la inhibicién de telomerasa
por compuestos antisentido o acidos nucléicos peptidicos en lineas de cancer
humano confirman la posibilidad de remortalizar las células neoplasicas

mediante inhibicién de telomerasa (34-36).
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Tabla 1. Lineas celulares seleccionadas para la investigacién preclinica de

inhibidores de telomerasa.

OVCAR-5 PC-3 NCI-H460

Origen Ovario Préstata Pulmén

(NSCLC)
IN VITRO
Telomerasa Positiva Positiva Positiva
TRF (kbp) <4 <4 <4
Duplicaciones/dia 0.83 0.85 1.1
Numero potencial de 15 18 24
duplicaciones en sistema
delta (3 semanas)
Densidad de plateau 1.9x10° 2.9x10° 1.1x10°
(cells/cm?)
Eficiencia agar 10% 13% 4.4%
Tamafio colonias > 50 25-50 > 50
(células/colonia)
IN VIVO (SCID)
Eficiencia implantacion 100% 100% 100%
Regresiones 0 0 0
Tiempo promedio hasta 1 35 dias 32 dias 16 dias

gramo
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Regulacion de telomerasa en cultivos celulares

Regulacion de telomerasa durante la diferenciacion de células tumorales

En diversas lineas de cancer humano, la exposicion a agentes diferenciadores
provoca su maduracién morfologica, suprime su proliferacion y reduce su
crecimiento clonogénico y tumorigenicidad. Estos cambios fenotipicos estan
asociados a cambios en la expresion de importantes genes reguladores que
incluyen factores de transcripcion, oncogenes, genes supresores de tumor y

factores de crecimiento y sus receptores (71-75).

Nosotros formulamos la hipotesis de que la diferenciacion de lineas
celulares malignas podria reducir o suprimir la actividad de telomerasa de
forma concomitante a la reduccién del potencial tumorigénico de las células
maduras. Para determinar los efectos de la diferenciacién inducida de células
tumorales sobre la actividad telomerasa, estudiamos inicialmente dos modelos

tumorales humanos. Estos modelos eran:

- Clones celulares derivados de la linea de leucemia promielocitica aguda
NB4; una sublinea sensible a la diferenciacién con acido all-trans-retindico y

otra resistente.

- Una linea celular de carcinoma embrionario multipotencial sensible a la
diferenciacion por acido all-trans-retindico y por hexametileno bisacetamida
(HMBA) (denominado NTERA-2 clén D1, abreviado como NT2/D1), y dos de

sus clones resistentes a diferenciacion.

36



Los estudios realizados en estos modelos mostraron que la actividad
telomerasa se reprime durante la diferenciacion inducida de lineas celulares
tumorales sensibles a la maduracion, pero no en lineas resistentes (Ref (76),
ver Apéndice). Se observo una relacion dosis-respuesta entre agente inductor
de diferenciacion e inhibicion de telomerasa. Los estudios de cinética sugirieron
una relacion mecanistica entre la iniciacion del programa de diferenciacion
tumoral y la regulacion de la actividad de telomerasa. El compromiso de las
células tumorales a diferenciarse tras la exposicién a agentes inductores
probablemente ocurre en las primeras 24-72 horas de exposicion, precediendo
al inicio de la inhibicion de la actividad de telomerasa. Sin embargo, el inicio en
la reduccion en la actividad de telomerasa se observo antes de que se
constatara maduracién morfoldgica y puede ocurrir mientras las células
todavia estan proliferando, precediendo a la diferenciacién terminal. Estos
sugiere que la reduccién de actividad esta relacionada indirectamente con las
acciones de cada agente diferenciador durante la progresiéon de cada programa
de maduracion. En estos modelos, los estados de diferenciacion inducidos se
correlacionaron inversamente con la actividad de telomerasa, es decir, las
células mas diferenciadas tenian menor actividad. Estos estudios mostraron
que las células resistentes a la diferenciacion no exhibian reduccién de
actividad de telomerasa cuando se exponian a acido all-trans-retinéico o
hexametileno bisacetamida, dos agentes que actlian por vias muy distintas (71,
77). Esto fue consistente tanto en células de leucemia promielocitica aguda
como en células de carcinoma embrionario. Colectivamente, estas
observaciones indicaron que la telomerasa es una enzima regulada durante la

diferenciacion de células humanas tumorales (76). En un trabajo posterior
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caracterizamos la persistencia de actividad de telomerasa como un defecto
comun en una serie de células de leucemia promielocitica aguda derivadas de
la linea NB4 (74) resistentes al acido all-trans-retindico (Ref. (78), ver

Apéndice).

Siguiendo esta misma linea de trabajo, analizamos la relacion entre
diferenciacion celular, telomerasa y expresion de la proteina asociada a
telomerasa TP-1 (23) (Ref. (79), ver Apéndice). Para estos experimentos
utilizamos una serie de sublineas derivadas de la linea de leucemia
promielocitica aguda humana, HL60, con distintos grados de resistencia a la
diferenciacion tras exposicion a la 1,25Ds-dihidroxivitamina D3, pero sensible a
otros inductores. En estos estudios, utilizando una variedad de agentes
diferenciadores (&acido all-trans-retindico, DMSO, TPA, D3), la inhibicién de la
actividad de telomerasa en células sensibles a la diferenciacion se asocio a una
mayor expresion de la proteina asociada a telomerasa TP-1. Sin embargo, el
papel fisioldgico de esta proteina no esta bien caracterizado y por lo tanto el

significado de esta observacion no queda aun definido (23).

38



Regulacion de telomerasay tel6meros en cultivos hematopoyéticos

Si bien la mayoria de células somaticas carecen de actividad telomerasa, una
serie de observaciones mostraron que las células hematopoyéticas primitivas
humanas tienen actividad de telomerasa, si bien a niveles bajos (43, 80). Sin
embargo, se habia descrito un acortamiento de la longitud de los teldmeros en

leucocitos con el envejecimiento (10).

Esta observacion, aparentemente discordante con el papel de la
telomerasa en la estabilizacion de los telomeros, nos llevé a estudiar la
regulacion de telomerasa y de la longitud de los telémeros en células
progenitoras hematopoyéticas humanas (Ref. (55), ver Apéndice). Analizamos
células hematopoyéticas de distintos origenes, tales como higado fetal, sangre
de corddén umbilical, sangre periférica, y médula 6sea. Se detect6 actividad de
telomerasa en células CD34+/CD38+, y, en menor intensidad, en células
CD34+/CD38-, CD34- , y células mononucleares. Cuando las células
hematopoyéticas seleccionadas CD34+ se cultivaban ex vivo en sistemas de
expansion delta en presencia de combinacions de citocinas (KL, interleucina-3,
interleucina-6, eritropoyetina, factor estimulante de colonias de granulocitos), la
actividad de telomerasa incrementaba a las 48-72 horas, llegaba a un maximo
al cabo de una semana de cultivo, y volvia a niveles basales o por debajo de
nuestro limite de deteccidén después de 3 0 4 semanas. La inhibicién de
telomerasa en las semanas 3 y 4 de expansidn ex vivo estaba asociada a una
reduccion de la proliferacién y a una mayor expansion de subgrupos celulares
més maduros. Se constatd una correlacion entre actividad de telomerasa, ciclo

celular determinado por incorporacién de BrdU, e induccion de proteina de
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retinoblastoma fosforilada, CDC2, CDKZ2, ciclina D1, y ciclina A, pero no con
ciclina E y B1 después de 72 horas de cultivo en presencia de la adicion
exogena de multiples citocinas. En cambio, la adicién de citocinas
antiproliferativas, tales como factor de crecimiento transformante-betal y altas
concentraciones de acido all-trans-retindico, resulté en la reduccion de la

actividad de telomerasa.

En el sistema de expansién delta utilizado en estos estudios (81-83), las
células hematopoyéticas son subcultivadas a intervalos semanales. Este
sistema proporciona una expansion acumulativa de células totales y
progenitoras, y por tanto duplicaciones celulares, superior a la que se consigue
con otros sistemas. Por ello, pudimos analizar, ademas de la actividad de
telomerasa, la longitud de los telémeros durante el crecimiento ex vivo. Las
longitudes promedio de los telémeros fueron 10.4 kbp en células CD34+
obtenidas de sangre de cordon umbilical, 7.4 kbp en sangre periférica, y 7.6
kbp en médula 6sea. En cultivos ex vivo delta, se observé una reduccion en la
longitud de los telémeros de 1 a 2 kbp durante las 4 semanas de cultivo delta.
Sin embargo, la tasa de pérdida de pares de bases por duplicacién celular fue
significativamente menor durante las primeras dos semanas (cuando la
actividad de telomerasa esta aumentada), en comparacién con las semanas 3y
4 de cultivo (cuando la actividad de telomerasa vuelve a niveles basales o
indetectables). En conjunto, estos estudios sugieren que la actividad
telomerasa en células hematopoyéticas reduce, pero no previene
completamente, el acortamiento de los teldmeros asociado a la proliferacion

celular.
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Importancia de la composicién histolégica de tumores humanos en la

determinacion de telomerasay longitud telomérica

Una limitacion potencial de los ensayos moleculares que utilizan homogenados
tisulares es la inclusion de células no neoplasicas que pueden artefactar los
resultados, especialmente si se quieren analizar los resultados de forma
semicuantitativa o cuantitativa. Dado el interés creciente en la investigacion de
telomerasa y de la longitud telomérica como marcadores diagnosticos y
pronosticos potenciales en tumores humanos, planteamos un estudio para
determinar la contribucion relativa de las células neoplasicas versus células
normales, que co-existen en proporciones variables en los tumores, sobre la

determinacion de telomerasa y longitud telomeérica (Ref. (44), ver Apéndice).

Para llevar a cabo este analisis, se seleccionaron tres clases de tumores
humanos; sarcoma, cancer de colon, y cancer de préstata. En este estudio
integramos los datos anatomopatoldgicos de los tumores junto con las
determinaciones de telomerasa y de la longitud de los telémeros. Analizamos
un total de 153 muestras: 51 blogues de tumores sélidos; 51 cortes en
criostato; y 51 tejidos normales adyacentes a los tumores. Estas muestras se
recogieron de pacientes con sarcoma (n = 10), cancer colorectal (n = 11) y
cancer de proéstata (n = 30). Se detect6 actividad de telomerasa en todos los
tumores colorectales y sarcomas. En los canceres de préstata, en cambio, se
detectd con menor frecuencia la actividad de telomerasa (14/30, 47%). La
intensidad de la actividad de telomerasa fue también menor en cancer de

préstata en comparacion con los sarcomas y tumores colorectales analizados.
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En los cortes de criostato se determiné el porcentaje de células tumorales
versus células normales que formaban los tumores en los cortes analizados. El
porcentaje medio de células tumorales versus células no tumorales en los
tejidos neoplasicos fue significativamente superior en sarcomas (65%) y colon
(30%) en comparacion con los cancer de prostata (5%). Se constat6é una
correlacion significativa entre infiltracion por células neoplasicas y actividad de
telomerasa determinada por el método TRAP. Los fragmentos de restriccion
terminales (TRF), como medida de la longitud de los telémeros, en los tumores
analizados fueron mas cortos que los tejidos adyacentes normales, con
diferencias en el pico de TRF en colon, sarcoma, y préstata de 1.8, 2.8,y 1
kbps, respectivamente. De forma analoga a lo descrito para telomerasa,
demostramos que la cantidad de células tumorales también afecta al analisis
de los fragmentos de restriccion terminales. Por lo tanto, en aquellos tumores
en los que las células no neoplasicas predominan sobre las células
neoplasicas, la determinacion de actividad de telomerasa en muestras
tumorales puede no reflejar el fenotipo maligno, y la pérdida telomérica puede
estar infra-estimada. En la serie analizada, este fenomeno fue mas evidente en
cancer de proéstata. Estos resultados tienen implicaciones para estudios futuros
en los que se plantee la determinacion de actividad de telomerasa y longitud
telomérica para screening, diagnostico y prondéstico, y apuntan a la necesidad
de integrar cuidadosamente las caracteristica histoldgicas de los tumores,
especialmente en aquellos en los que hay presencia alta de células no

neoplésicas tal como es el caso de muchos canceres de prostata.

42



ARTICULOS DE TESIS
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ARTICULOS DE TESIS

Los trabajos presentados en los articulos de tesis siguen la linea de trabajo
iniciada previamente sobre la caracterizacion de la actividad telomerasa y
longitud telomérica en células y tumores humanos. En estos trabajos

planteamos:

- Caracterizar la actividad de telomerasa y longitud telomérica en un banco

de canceres de pulmon y determinar sus asociaciones clinicopatologicas .

- Caracterizar la actividad de telomerasa y longitud telomérica en cancer de

células germinales y en teratomas como modelo de diferenciacion in vivo.
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Articulo de tesis (1). High telomerase activity in primary lung cancers;

increased proliferation rates and advanced stage. J Natl Cancer Inst, 1997

(vegeu jam2de3.pdf)
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Articulo de tesis (2). Telomerase activity in germ cell cancers and mature

teratomas. J Natl Cancer Inst, 1999

(vegeu jam3de3.pdf)
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Resultados y discusién

Telomerasay cancer de pulmén

El cancer de pulmon sigue siendo la causa mas frecuente de muerte por cancer
en paises occidentales. Para mejorar el prondstico infausto de la mayoria de
pacientes con cancer de pulmoén, es critico un mejor conocimiento de la biologia
de estos tumores y la identificacion de nuevos marcadores o de nuevas dianas
terapéuticas. La telomerasa tiene el potencial de ser uno de tales marcadores. En
un estudio seminal, se detecto actividad telomerasa en un 78.4% de canceres de
pulmén de célula no pequefia 'y en un 100% de los canceres de pulmén de célula
pequefia examinados (46). Los niveles detectados de actividad telomerasa
variaban en distintos tumores de pacientes con cancer de pulmén de célula no
pequefia y se detectd una elevada actividad en lesiones metastasicas, incluso en
casos en los que los tumores primarios no tenian actividad detectable. Esta
observacion sugeria que la expresion de telomerasa podria contribuir al desarrollo

de metéastasis (46).

Nosotros planteamos investigar en una serie bien caracterizada de tumores
de pacientes con cancer de pulmon de célula no pequefia la asociaciéon entre
actividad telomerasa y estadio patoldgico, proliferacion de las células tumorales,
longitud telomérica y evolucion clinica (2). La serie de tumores analizados
procedia de pacientes con un seguimiento clinico completo (84). Para analizar
asociaciones potenciales entre los parametros analizados y el nivel de expresion

de telomerasa, utilizamos un método de deteccion basado en PCR (TRAP)
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modificado que aumenta la fiabilidad del ensayo, permite la expresion de niveles
relativos de actividad de telomerasa e identifica la presencia de inhibidores de

actividad de Tag polimerasa (85).

En este estudio analizamos un total de 105 canceres de pulmon de célula no
pequefia obtenidos de 105 pacientes. También analizamos tejido pulmonar
histol6gicamente benigno adyacente a 34 de los casos de cancer de pulmén. Se
detecto actividad telomerasa, a niveles variables, en un 84 (84.8%) de 99 tumores
obtenidos de pacientes tratados con reseccion quirdrgica como unica modalidad
de tratamiento. En 15 de estos 99 (15.2%) tumores, sin embargo, no se detectd
actividad telomerasa y todos los tejidos pulmonares histolégicamente benignos

adyacentes a los tumores también fueron negativos.

Previamente habiamos observado que en otros tipos de tumores que
presentaban gran variabilidad en cuanto a su composicién histoldgica (sarcoma,
cancer de préstata y cancer de colon), era importante integrar los hallazgos
anatomopatoldgicos con las determinaciones de actividad de telomerasa (44). En
la presente serie de cancer de pulmodn, se revisaron las caracteristicas
anatomopatologicas de 81 casos. La mayoria de estos tumores presentaban una
proporcion de células tumorales versus no tumorales superior al 50% v,
consecuentemente, no observamos asociaciones significativas entre actividad
telomerasay el porcentaje de células tumorales versus no neoplasicas que
componen el tumor. Tampoco observamos asociacion entre grado de necrosis,
infiltracion linfocitaria o grado de diferenciacion (2). En nuestra serie, la actividad
telomerasa no se asoci6 con el sexo del paciente ni con el tipo histolégico. En
cambio, se observé una correlacién inversa significativa entre edad y actividad

telomerasa.
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Una pequefia proporcion de tumores humanos no presentan actividad
detectable de telomerasa (29, 86). En nuestro estudio fueron negativos para
telomerasa un 15.2% de las canceres primarios pulmonares tratados
exclusivamente con cirugia. En un estudio en retinoblastoma, un tumor pediatrico
gue precisa so6lo un numero limitado de mutaciones asociadas, la actividad
telomerasa estuvo ausente en un 50% de los tumores (87). Es razonable pensar
gue el requerimiento de la activacion de telomerasa en la tumorigénesis dependa
de la longitud de los telémeros de la célula precursora y del nUmero de
expansiones clonales necesarios para la formacion de un tumor avanzado
macroscopico (86). Otras explicaciones sobre la existencia de tumores con
ausencia de actividad de telomerasa incluyen la activacion de este enzima
seguido de represion tras alcanzar una elongacion telomeérica, inhibicion de
telomerasa asociada a quiescencia celular, actividad por debajo del limite de
deteccién con los ensayos utilizados, o la presencia de mecanismos alternativos
de elongacion de los teldmeros. La existencia de una via alternativa se ha
descrito en lineas celulares inmortalizadas y en un algunos tumores humanos, y
se caracterizan por la asociacion de ausencia de telomerasa con telémeros muy
largos (37-39). Sin embargo, en nuestra serie de 15 canceres de pulmon con
ausencia de telomerasa, no detectamos telomeros muy largos en ninguno de

ellos.

Ademas de la serie de 99 pacientes con cancer de pulmon intervenidos
quirurgicamente como Unica modalidad de tratamiento, analizamos 6 tumores
adicionales de pacientes con cancer de pulmoén de célula no pequefia localmente
avanzados (estadio IlIA) obtenidos tras la administracion de tratamiento

preoperatorio con quimioterapia. De estos seis casos, detectamos actividad
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telomerasa en solo tres. Notablemente, los tres tumores con ausencia de actividad
de telomerasa presentaban una respuesta mayor a la quimioterapia de induccion
confirmada anatomopatologicamente. Los otros tres tumores en los que se detecto
actividad, la respuesta a la quimioterapia de induccién habia sido menor. Esta
observacion abre la posibilidad de plantear que la actividad de telomerasa puede
inhibirse mediante tratamientos de quimioterapia efectivos y que la persistencia de
actividad telomerasa se comporta como un marcador de enfermedad maligna

residual.

Nuestro grupo y otros habiamos observado que existe una asociacion entre
actividad telomerasa y proliferacion en diversos contextos celulares (55, 76, 88-
91). Dentro de la presente serie de cancer de pulmdn, decidimos analizar si la
correlacién observada entre telomerasa y proliferacion también sucedia in vivo.
Para analizar la fraccion de células tumorales proliferantes en la serie de canceres
de pulmdn estudiados (2), realizamos estudios inmunohistoquimicos sobre la
expresion de Ki-67, un antigeno que esta presente sélo en células proliferantes
(92). Nuestros resultados mostraron una asociacion significativa entre mayor
actividad de telomerasa y mayor indice proliferativo tumoral. En los tumores
negativos para telomerasa, el porcentaje de células neoplasicas positivas para
Ki67 fue del 22%, en tumores con actividad telomerasa baja/moderada fue del
32%, y en tumores con actividad telomerasa alta fue del 49%. Esta observacion
sugiere que la actividad telomerasa aumenta en cancer de pulmén cuando se
activan las sefiales proliferativas. El patron que observamos de actividad
telomerasa y de expresion Ki67 sugiere que pueden existir distintas
subpoblaciones de canceres de pulmdn, dado que las muestras con actividad baja

0 ausente presentaban una asociacion menor con el indice proliferativo que las
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muestras con mayor actividad telomerasa. La asociacion entre telomerasa e
indice proliferativo en cancer de pulmén ha sido confirmada por otros autores (93).
Otros estudios (3, 94), pero no todos (95), muestran una asociacion in vivo entre

actividad telomerasa y proliferacién en otros tumores humanos.

En estudios previos se habia detectado una asociacion entre actividad
telomerasa y estadio tumoral en neuroblastoma (47), cancer de mama (48),
cancer gastrico (45) y leucemias (43). Sin embargo, en otros estudios en cancer
de células renales (96), cancer de mama (95, 97), tumores ginecoldgicos (98) o
carcinoma hepatocelular (99), no se observé esta asociacion. En nuestra serie de
99 casos de cancer de pulmon de célula no pequefia tratados con cirugia sola, se
detecto actividad telomerasa en un 95% de los tumores T1 (T1 = tumor primario
menor de 3 cm), un 80.3% de los T2 (T2 = tumor primario mayor de 3 cm) y en un
92.3% de los tumores T3 (T3 = cualquier tamafio con extension directa a la pared
toracica, diafragma o la pleura mediastinica o tumores pericardicos). El nivel de
actividad telomerasa promedio fue significativamente superior en los tumores T3
comparado con los tumores T1/T2. Se observo también una asociacion
significativa entre actividad telomerasa y metastasis ganglionares. Detectamos
actividad telomerasa en un 79.3% de los NO (NO = no metastasis demostrables a
los ganglios linfaticos regionales), en un 95% de N1 (N1 = metastasis en los
ganglios linfaticos de la region hilar peribronquiales o ipsilaterales) y en un 93.7%
de los N2 (N2 = metastasis a ganglios subcarinales y mediastinicos ipsilaterales).
La actividad telomerasa promedio fue superior en los casos con afectacion
ganglionar mas avanzada (N2). En los tumores con ausencia de actividad
telomerasa, fue infrecuente la presencia de metéstasis ganglionares en el

momento del diagnoéstico. Esta observacion podria estar relacionada con la
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necesidad de un potencial proliferativo amplio para la formacién de metastasis a
partir de clones individuales. La expansion clonal necesaria para este proceso
podria dar lugar a un acortamiento critico de los telémeros en ausencia de
reactivacion de la actividad telomerasa, limitando el potencial de progresion
metastasica. La actividad telomerasa se asocio significativamente al estadio
tumoral, que combina la clasificacion del tumor primario y de las metastasis
ganglionares. Los niveles de actividad aumentaron progresivamente en tumores
estadio | (I = T1-2NO) < Il (Il = T1-2N1) < IlIA (1A = T3NO-1, T1-3N2). La alta
expresion de telomerasa en cancer de pulmon ha motivado también su estudio en
lavados bronquiales y como método diagnéstico auxiliar de cancer de pulmon (ver

Apéndice, (100, 101)).

En la presente serie de canceres de pulmon, estimamos la longitud de los
teldmeros mediante analisis por Southern blot de los fragmentos de restriccion
terminales (8, 9). En estos tumores, no observamos asociacion entre la longitud de
los fragmentos de restriccion terminales de los tumores con la actividad de
telomerasa. De manera similar, en lineas celulares derivadas de tumores no se
habia observado asociacion entre la longitud de los tumores y la actividad
telomerasa (46). La longitud de los telémeros tampoco se asocio con el tamafio
tumoral, la presencia de metastasis ganglionares o el estadio. La longitud media
de los fragmentos de restriccion terminales oscilo ente 6.2 y 10.4 kbps en 14
tumores que no tenian actividad telomerasa detectable y oscil6 entre 5.5y 23 kbp
en 30 tumores con presencia de actividad telomerasa. En 34 casos, se
analizaron los fragmentos de restriccion terminales tanto en tejido tumoral como
en tejido pulmonar adyacente histoldgicamente benigno: la media de los

fragmentos de restriccion terminales fueron similares en 26 casos (76%), menor
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en tumores en 6 (18%) y elongados en 2 (6%). Diversos estudios han descrito
observaciones similares en diversos tumores sobre la similitud en muchos casos
entre la longitud de los telémeros de los tumores y tejido benigno adyacente, si
bien en otras series se ha observado en general una reduccién de la longitud de

los teldmeros en tejido tumoral versus normal (44, 45, 47, 86, 102).

En el presente estudio, la supervivencia libre de enfermedad a los 3 afios
fue del 57% en pacientes con tumores telomerasa-negativos y del 40% en
aquellos pacientes con tumores telomerasa-positivos. Sin embargo, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, posiblemente debido al poder
estadistico limitado del estudio para detectar diferencias prondsticas (2). Estudios
posteriores indican una asociacion significativa entre actividad de telomerasa y
pronadstico en pacientes con cancer de pulmén (103, 104). El valor prondstico
potencial de la actividad telomerasa ha sido analizada también en otros tumores
humanos. Por ejemplo, en neuroblastomas, carcinoma gastrico y carcinoma de
mama, la actividad de telomerasa se asocié a mal pronéstico (45, 47, 94). Sin

embargo, en otros estudios no se ha constatado tal asociacion (96).

En resumen, nuestros resultados muestran que los canceres de pulmoén de
célula no pequefa con alto nivel de actividad telomerasa se asocian a un alto
indice proliferativo y con estadios avanzados. Estos hallazgos indican que la
actividad telomerasa puede contribuir a la tumorigénesis pulmonar y a su
progresion. Estas observaciones apoyan el concepto de telomerasa como una

diana terapéutica atractiva en cancer de pulmon (2).
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Telomerasay tumores de células germinales

Nuestro grupo y otros habiamos descrito una relacion inversa entre la
presencia de actividad telomerasa y la induccion de diferenciacion en lineas
celulares de tumores humanos, incluyendo lineas de tumores de células
germinales (76, 78, 88, 105). Particularmente, se habia descrito que la
exposicion a agentes inductores de la diferenciacion se asocia a represion de
actividad de telomerasa en lineas de tumores de células germinales humanos
sensibles a la diferenciacion, pero no en lineas resistentes a la diferenciacion

(76).

Los tumores de células germinales masculinos son tumores con frecuencia
curables que suelen afectar a varones jovenes o de mediana edad. Estos
tumores se clasifican en dos grandes grupos, seminomas y no seminomas. Los
no seminomas incluyen carcinoma embrionario, carcinoma de saco vitelino,
coriocarcinoma, teratoma, y combinaciones de estos subtipos. El riesgo de
metastasis es minimo para los teratomas y es maximo para los
coriocarcinomas. El riesgo en los otros tipos histolégicos es intermedio. Los
tumores de células germinales de testiculo son un modelo clinico atractivo para
caracterizar in vivo si existe asociacion entre actividad telomerasa y
diferenciacion, dado que las células progenitoras germinales normales
presentan alta actividad telomerasa (106, 107) y los carcinomas embrionarios
pueden diferenciarse a teratomas maduros (108). A diferencia de los

carcinomas embrionarios de los que derivan los teratomas, los teratomas
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maduros tienen una capacidad de proliferacién limitada, si bien puede ocurrir
transformacion maligna (109). Esta caracteristica biolégica proporciona una
oportunidad Unica para investigar la relacion entre telomerasa y diferenciacion
in vivo. Ademas, los estudios sobre actividad telomerasa en tumores de células
germinales son también relevantes dado que las células progenitoras
germinales de las que derivan expresan constitutivamente actividad telomerasa

para regular la longitud de los telémeros (1, 8, 9, 106).

Para investigar la relacion entre actividad telomerasa y estado de
diferenciacion de los tumores in vivo, analizamos la actividad telomerasa en
canceres de células germinales (seminomas, no seminomas, y tumores de
células germinales mixtos) y la comparamos con la actividad en teratomas
maduros o inmaduros. La actividad telomerasa se determiné mediante TRAP
modificado, al igual que utilizamos en el estudio previo en cancer de pulmoén (2,
85). En nuestra serie, detectamos altos niveles de actividad telomerasa en
todos los canceres de células germinales examinados (n=27) y en los tejidos
testiculares benignos (n=4). En cambio, no detectamos actividad telomerasa en
ninguno de los teratomas maduros analizados (n=7) (3). Se descartd
experimentalmente que esta represion de telomerasa fuera debida a la
presencia de un factor inhibidor en los extractos protéicos. La ausencia de
actividad telomerasa en teratomas maduros ha sido confirmada posteriormente
en otro estudio (110) asi como la represion del componente de ARN de
telomerasa (hTR) (111). Esta ausencia de actividad telomerasa es un reflejo de
la represidn somatica de esta enzima y quizas puede contribuir a la capacidad
proliferativa limitada de los teratomas maduros. En nuestro estudio analizamos

también un teratoma inmaduro, con transformacion maligna, que en contraste
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con los teratomas maduros, tenia alta actividad telomerasa (3). En conclusion,
la enzima telomerasa esté activada en canceres de células germinales y esta
reprimida en los teratomas maduros. Estas observaciones apoyan la existencia
de una relacion inversa entre actividad telomerasa y el estado de diferenciaciéon

en tumores de células germinales humanos in vivo.

En este estudio también estimamos la longitud de los telomeros mediante
digestion del ADN gendmico y Southern blot de los fragmentos de restriccion
terminal (TRF) (3). La longitud de los teldmeros no se correlacioné con la
actividad telomerasa. Las longitudes promedio de los TRF fueron en general
largas en los teratomas maduros (TRF 19.09 + 9.41 kb, SD; rango, 6.17-34.5
kb). Las longitudes promedio de los TRF de los seminomas (TRF 10.71 + 1.6
kb, SD; rango, 8.73-13.3 kb), fueron mas cortas que en los teratomas maduros.
Hubo diferencias marginalemente significativas de longitud de los telémeros en
funcion del subtipo histologico. Se detectaron telomeros largos (TRF >20 kb) en
siete tumores de células germinales; 4 teratomas maduros, dos carcinomas
embrionarios y un tumor mixto de células germinales. La existencia de
teratomas maduros telomerasa-negativos con largos teldmeros recuerda a los
mecanismos alternativos de elongacion de los teldmeros (37-39). Sin embargo,
otros teratomas telomerasa-negativos tenian una longitud de los telémeros
similar o menor que la observada en tejido testicular benigno (TRF 14.3 kb;
rango, 12.52-14.4 kb). Por lo tanto, la activacion de un mecanismo alternativo
no explica de forma consistente los hallazgos observados en teratomas. Mas
bien, la observacion de que los teratomas maduros pueden tener telomeros
muy largos es consistente con la represion tardia de actividad telomerasa

durante la formacion de teratoma. En esperma y en tejidos fetales se han
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descrito longitudes de TRF > 20 kb (8, 9). Las diferencias observadas en la
longitud de los telémeros en distintos tipos histologicos de tumores de células
germinales ha sido confirmada en un estudio posterior (110) y puede reflejar los

distintos estadios de espermatogénesis de los que derivan estos tumores.

En resumen, este estudio demuestra la expresion de actividad telomerasa
en todos los canceres de células germinales examinados. En cambio, no se
detectd actividad telomerasa en ningun teratoma maduro. Estos hallazgos
indican que existe una correlacion inversa in vivo entre actividad de telomerasa

y el estado de diferenciacion de los tumores de células germinales.
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CONCLUSIONES

Los resultados de los estudios presentados en esta memoria permiten

establecer una serie de conclusiones:
1) Latelomerasa es una enzima regulable en células humanas.

La maduracién de células neoplasicas de diversa estirpe inducida por
agentes diferenciadores se asocia a inhibicion de telomerasa (76, 78, 79). El
grado de inhibicion de telomerasa se correlaciona inversamente con el grado
de diferenciacion celular en los modelos experimentales analizados. Esta
correlacion inversa entre actividad de telomerasa y el estado de diferenciacion

existe también in vivo en tumores de células germinales masculinos (3).

La telomerasa esta presente en células hematopoyéticas humanas y es
activable ex vivo en cultivos hematopoyéticos. Esta actividad parece reducir,

mas que evitar, la pérdida telomérica asociada a la proliferacion celular (55).

2) Latelomerasa es una diana antitumoral atractiva.

La mayoria de tumores que analizamos expresan actividad telomerasa
mientras que los tejidos normales adyacentes a los tumores carecen de
actividad telomerasa detectable (2, 3, 50). Esta obervacion apoya el concepto
de la inhibicion de telomerasa como una terapia atractiva del cancer porque

deberia contar con dos caracteristicas importantes; amplio espectro antitumoral
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y escasa toxicidad. En los modelos preclinicos desarrollados se realizo el
screening de una serie de compuestos candidatos inhibidores de telomerasa in
vitro e in vivo. Es de esperar que en un futuro cercano se identifiquen

compuestos que puedan ser investigados clinicamente.

3) La mayoria de tumores humanos expresan actividad telomerasa y su

expresion se asocia a estadio tumoral, indice proliferativo y diferenciacion.

En tumores humanos de diversa estirpe se establece la importancia de la
integracion de los datos anatomopatolégicos del tumor (especialmente de
la proporcién de células tumorales versus no tumorales que forman los
tumores) en la interpretacion de los analisis de telomerasa y longitud de los

telomeros (44).

Los canceres de pulmon de célula no pequefia con alto nivel de actividad
telomerasa se asocian a un alto indice proliferativo y con estadios
avanzados (3, 101). Estos hallazgos indican que la actividad telomerasa
puede contribuir a la tumorigénesis pulmonar y a su progresion. Estas
observaciones apoyan el concepto de telomerasa como una diana

terapéutica atractiva en cancer de pulmon.

En tumores de células germinales masculinos, la actividad telomerasa se
expresa en todos los canceres de células germinales examinados (3). En
cambio, no se detecta actividad telomerasa en ninguan teratoma maduro.
Estos hallazgos indican que existe una correlacion inversa in vivo entre
actividad de telomerasa y el estado de diferenciacién de los tumores de

células germinales.
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Colectivamente, los trabajos presentados muestran que la telomerasa es
una enzima regulable en células tumorales humanas, tanto in vitro como in
vivo y que en la mayoria de tumores humanos analizados se detecta
actividad telomerasa. Diversos grupos han demostrado que la inhibicién de
telomerasa utilizando diversas estrategias induce acortamiento telomérico y
remortalizacion celular en células tumorales humanas (34-36). Estudios en
modelos murinos apoyan el concepto de inhibicién de telomerasa como
estrategia para prevenir la formacion de canceres (67). Esperamos con
ansiedad la identificacion de compuestos inhibidores de telomerasa que
puedan ser investigados clinicamente en el tratamiento de pacientes con

cancer.
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