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FOREWORD

Cell aging underlies all age-related disease. As we grow older, cells
divide, telomeres shorten, gene expression alters, molecular turnover
slows, molecular dysfunction increases, cells become less functional, and
the outcome is age-related disease, such as dementia and cardiovascular
disease. Only by truly understanding the fundamental process of aging — at
the cellular, genetic, and epigenetic levels — can we intervene effectively in
age-related disease. We are now capable of reversing cell aging and
resetting cell function, permitting us to cure and prevent age-related
disease. The outcome will be a dramatic extension of the healthy human
lifespan.

Curing age-related disease cannot be accomplished by targeting the
symptoms or biomarkers of age-related diseases, but requires that we
reset cell aging itself. This was first accomplished in human cells and
human tissues two decades ago and in animals one decade ago. We now
have the ability to use gene therapy — with techniques employed in FDA
trials — to move to human trials and demonstrate that we can reverse cell
aging and both cure and prevent age-related disease.

Since its discovery, the telomerase has become a therapeutic target
thanks to his pivotal role in aging delay by up-regulation or in cancer
blocking by down-regulation. Many research studies have been focused on
manipulating the telomerase expression, less research and clinical
laboratories perform biological age testing and just few pharmaceutical and
biotech companies are developing telomere/telomerase based therapeutic
solutions to get healthy and extended life.

Therefore, any book, study, IVD or molecule candidate about aging
is wellcome. Getting knowledges about telomere and telomerase is a
prerequisite for those interested to understand aging process and,
moreover, to slow it down.

| believe that this book could be a good topic for Romanian
researchers to be aware of the telomeres importance not just from



scientific curiosity but to enourage instututes or small companies to find

new telotherapeutic tools in order to fight against aging and age related
diseases.

Professor Michael Fossel MD PhD
President and founder

_clelocyte”



CUVANTUL AUTORULUI

De la descoperirea lor in 1938 de catre Herman J. Muller si pana in
prezent, interesul stiintific pentru capetele cromozomilor a avut o evolutie
interesanta. Dacd la finceput, interesul pentru studiul terminatiilor
cromozomilor a fost foarte scazut, imediat dupa demonstrarea rolului lor in
mentinerea integritatii cromozomilor de catre Barbara McClintock in anul
1940, interesul oamenilor de stiinta a crescut din ce in ce mai mult atingand
un punct maxim in anii 2000 cand a fost evidentiat rolul disfunctiei
telomerilor in senescenta, in dezvoltarea cancerului si a bolilor asociate
procesului de imbatranire.

Ca multe alte descoperiri majore care la inceput au provocat
amuzamentul publicului sau mai grav persecutarea autorilor, discutiile
despre existenta microcosmosului telomeric nu ar fi starnit poate decat
rasul Tn urma cu 100 de ani. Cu toate acestea, in mentinerea lungimii
telomerilor sta puterea de care are nevoie viata pentru a se Tmpotrivi
mortii.

Numeroase studii despre factorii cauzativi ai procesului de
imbatranire si ai bolilor asociate au revolutionat domeniul telomeric al
cromozomilor umani si au deschis noi cdi de abordare a mecanismelor
moleculare si celulare ale proceselor de imbatranire si tumorigeneza. De
altfel, progresele realizate Tn domeniul cunoasterii bolilor asociate
imbatranirii au condus Tn mare parte la fintelegerea fenomenelor
fundamentale care caracterizeaza acest proces.

Tmbatranirea organismului si dezvoltarea bolilor asociate acestui
proces preocupa deopotriva atat oamenii de stiinta cat si simpli cetateni.
Tot mai mult apare intrebarea: este posibil ca procesul de imbatranire sa fie
intarziat si speranta de viatad sa fie extins3? inainte de a se rdspunde la
aceasta intrebare, ar fi bine sa ne amintim de celebra maxima a lui Cicero
“Pugnandum tamquam contra morbum sic contra senectutem” (Sa luptam
fmpotriva senectutii asa cum luptam Tmpotriva mortii) si sa actionam fin
consecinta. Pentru aceasta este nevoie sa se inteleaga mai intai
mecanismele moleculare si celulare care stau la baza evolutiei procesului
de imbatranire si apoi sa se dezvolte strategii eficiente care sa conduca la



intarzierea aparitiei bolilor batranetii, care sunt principalele cauze ale
mortii, dar fara sa creasca riscul de aparitie a cancerului, deopotriva o boala
a batranetii.

O carte despre structura si functiile telomerilor in contextul
senescentei celulare si al imbatranirii este mai mult decat necesara in tara
noastra unde acest domeniu spectaculos al telomerilor si telomerazei
ocupa un spatiu redus in cercetarea stiintifica. Desi Tn ultimii ani s-au facut
progrese insemnate Tn cunoasterea structurii si a functiilor telomerilor dar
si in domeniul celor mai multe dintre proteinele asociate acestora, exista
inca o multime de necunoscute cu privire la functiile unora dintre ele, la
mecanismele moleculare prin care mutatii ale genelor lor declanseaza o
anumita patologie.

Nu este inca bine inteles mecanismul maturarii hTR cum nu este
clara reglarea expresiei hTR. Functia biologica a cvadruplexului G rdmane
putin cunoscutd. De asemenea, nu este inca bine stabilita structura hTERT,
iar mecanismul prin care scurtarea telomerilor cauzeaza blocarea diviziunii
celulare ramane incd necunoscut. Nu in ultimul rand, scurtarea telomerilor
reprezinta cauza sau este doar consecinta imbatranirii?

Cateva provocari in acest domeniu sunt de foarte mare actualitate.

Studiul rolului factorilor epigenetici si al moleculelor TERRA 1in
dezvoltarea cancerului este o arie de foarte mare interes. Studiul mutatiilor
genelor pentru proteinele asociate telomerilor ar putea conduce la
descoperirea altor conditii patologice alaturi de cele cunoscute.

Senescenta celulara este un alt subiect de dezbatere stiintifica
pentru ca nu s-au facut inca progrese remarcabile Tn intelegerea si ingineria
mecanismelor moleculare ale senescentei. Descifrarea cailor de
semnalizare ale senescentei celulare constituie un obiectiv important al
cercetarii stiintifice internationale.

Un alt domeniu incitant 1l constituie ingineria tisulara care
urmareste restabilirea, mentinerea functiilor tesuturilor in urma unor boli
sau procese traumatice.

De asemenea, este important sa se cerceteze rolurile hTERT fn
mitocondrii tinand seama de importanta acestora in celule.

Telomeraza, prin cantitate, dar mai ales prin activitate, reprezinta un
reglator al vitezei cu care viata se indreapta catre esafod.

Inhibitia si/sau reactivarea telomerazei au revolutionat medicina
curativa. Dezvoltarea unor produse medicamentoase sau a unor strategii de
represie telomerazica in scop terapeutic sunt domenii de cercetare cu
foarte mare impact asupra persoanelor afectate de boala canceroasa.



Structura telomerilor trebuie sa fie o tinta noua a terapiei anticanceroase.
Reactivarea telomerazei in celulele normale are un impact major pentru
viitorul medicinei geriatrice. Dezvoltarea unor activatori ai telomerazei, fara
ca acestia sa induca o transformare celulara, este un obiectiv major al
companiilor farmaceutice.

Desi am Tncercat sa cuprind sintetic in aceasta carte tot ce este legat
de lungimea, structura, integritatea, functiile si disfunctiile telomerilor,
vreau sa transmit cititorilor interesati cd unele subiecte pot avea lacune
deoarece, asa cum am mentionat mai sus, cercetarea in acest domeniu este
in plind ascensiune si informatiile apar permanent.

Am vazut ca de cate ori apare o tehnologie sau o terapie, ca rezultat
al cercetarii stiintifice facuta onest, cu buna credinta, de catre oamenii de
stiintd, nu intarzie sa apara indivizi care socotesc sa foloseasca beneficiile
stiintei in interes personal. Nu este de mirare faptul ca terapiile care
urmaresc blocarea activitatii miostatinei (o proteina care regleaza negativ
cresterea masei musculare), utilizate in miopatii (ex. distrofia musculara
Duchenne), au atras mai mult pe practicantii de culturism decat pe cei cu
afectiuni degenerative. Parca in acelasi mod in care sunt reprezentate cele
doua fete ale zeului roman Janus, utilizarea variantei negative din
dualitatea oricarei inovatii reprezinta un risc permanent pentru specia
umana.

Dincolo de beneficiile aduse calitatii vietii oamenilor sau de mirajul
imortalitatii, metodele de intarziere a imbatranirii prin senolitice, terapii cu
celule stem, mijloace non-farmacologice, folosirea telomerazei sau
manipularea mecanismelor de modulare a lungimii telomerilor, s-ar putea
dovedi extrem de periculoase pentru evolutia omului, dar nu atat din
motive medicale cat mai ales sociale, oferind oportunitatea prelungirii
duratei de viata tocmai pentru unii indivizi care nu ar fi meritat sa se nasca,
alimentandu-se astfel rezerva de dictatori si tirani. Poate nu intamplator
durata de viata este limitata.

Nemurirea nu este si nu va fi un castig pentru umanitate in general,
dar mai ales daca permitem sa se strecoare personaje dezechilibrate care
pandesc sa obtina tot ceea ce ofera stiinta mai bun.

Cu toate acestea, omenirea are nevoie de un vis, asa de frumos
evocat in folclorul romanesc, ,tinerete fara batranete si viata fara de
moarte”.

Autorul
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1. TELOMERUL

1.1. ISTORIA TELOMERILOR

fncd din anul 1938, Herman Muller a aritat c3d extremitdtile
cromozomilor au proprietati unice. In urma iradierii musculitei de otet
(Drosophila melanogaster), Muller a observat ca ruperea cromozomilor a
fost urmata de instabilitatea capetelor cromozomiale. El a denumit capetele
cromozomilor telomeri de la cuvintele grecesti telos care inseamna capat si
meros care inseamna segment sau parte.

Doi ani mai tarziu, Barbara McClintock a descris cum rupturile
cromozomilor la porumb (Zea mays) au condus la fuziunea capetelor
ramase si la formarea de cromozomi dicentrici. Ulterior, McClintock a
demonstrat rolul crucial al telomerilor in integritatea cromozomilor, ele
impiedicand aparitia ciclurilor ruptura - fuziune — punte, care conduc la
moarte celulara.

Termenul de telomer, inventat de catre Muller, a avut un caracter
premonitoriu. Scepticismul predominant al acelei perioade a facut ca
cercetarile asupra importantei capetelor cromozomiale in replicarea ADN si
integritatea celulelor sa fie repede blocate.

Dupa 30 de ani, in anul 1972, cand mecanismul replicarii ADN a fost
bine inteles, James Watson, care a descoperit structura dublu-elicoidala a
ADN, a aratat ca replicarea ADN este incompleta pe o catend, deoarece
ADN-polimeraza este incapabild sa adauge dezoxiribonucleotide in directia
3'> 5', ea adaugand dezoxiribonucleotidele doar in directia 5'=>3', la
capatul 3'-OH liber. Aceasta situatie ar conduce la scurtarea cromozomilor
cu fiecare ciclu de replicare, dar, in acelasi timp, el sugereaza existenta unui
mecanism protector care ar preveni scurtarea cromozomilor, insa fara a-l
identifica.

Tn aceeasi perioadd (1971), Alexei Matveevich Olovnikov a explicat
legatura dintre problema replicarii ADN pe o catena si senescenta celulara
descrisa de Leonard Hayflick. Pentru Olovnikov, — replicarea incompleta a
unuia dintre capetele catenelor de ADN liniar actioneaza ca un “ceas intern”
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ce ar determina numarul de diviziuni pe care o celula ar trebui sa-| parcurga
si ar controla procesul de imbatranire. Dupd Hayflick (1961) senescenta
celulara corespunde incetarii proliferarii celulare dupa un numar limitat de
diviziuni celulare. Potrivit teoriei lui, cu fiecare diviziune celulara, cu fiecare
ciclu de replicare a ADN, terminatiile cromozomilor devin mai scurte pana
cand lungimea lor va atinge un nivel critic, nivel la care diviziunea celulara
este blocata. La fel ca Watson, Olovnikov a sugerat existenta unei strategii
celulare pentru mentinerea lungimii telomerilor in timpul replicarii ADN-lui.

Tot in anii '70, Joseph Gall impreuna cu Mary-Lou Pardue initiaza o
cercetare asupra cromozomilor la protozoarul Tertrahymena termophila
care are un micronucleu cu cromozomi normali si un macronucleu cu
cromozomi fragmentati. In fragmentele cromozomiale au fost gasite
secvente scurte si repetitive de ADN ce contineau aceeasi gena
codificatoare pentru ARN ribozomal (ARNr). Tn 1978, J. Gall aldturi de colega
sa, Elizabeth Blackburn, descopera structura neobisnuita, dar relativ simpl3,
a telomerilor. Ei au stabilit astfel, pentru prima data, structura moleculara a
telomerilor, acestia fiind constituiti din secvente de ADN scurte, frecvent
repetitive si necodificatoare. ldeea a pornit oarecum de la configuratia
siretului de pantof care are capetele metalice, diferite de restul siretului si
care, cu timpul, se uzeazs. In 1982, E. Blackburn si Jack Szostak elucideaza
rolul telomerilor ca tampon pentru ADN codificator, prezent in bratele
cromozomilor (Chuaire, 2006), iar in anul 1985, impreuna cu studenta sa
Carol Greider descriu telomeraza la ciliate, o enzima capabila sa extinda
capatul scurt al uneia dintre catenele ADN-lui. Este demonstrata astfel
teoria mentinerii lungimii telomerilor.

Pentru toate aceste descoperiri, Elizabeth Blackburn, Jack Szostak si
Carol Greider au fost distinsi cu premiul Nobel in anul 2009.

1.2. TELOMERII LA NIVEL CELULAR

Telomerii sunt capetele fizice ale cromozomilor liniari; sunt
segmentele terminale ale cromozomilor, extremitatile liniare ale ADN. Sunt
factori importanti de mentinere a integritatii cromozomilor (Goyns and
Lavery, 2000). Telomerii sunt structuri extrem de dinamice. Tn timpul
ciclului celular, structura telomerului sufera schimbari de la o conformatie
inchisa, condensata in faza M care ascunde capetele cromozomilor de
enzimele reparatorii, la o conformatie deschisa in faza S pentru a permite
accesul controlat al factorilor de replicare a ADN. Telomerii sunt prezenti pe
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