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I. Introduction

L’intérét de la télomérase en recherche n’a jamais été aussi important que depuis la
démonstration de son rdéle dans le processus de vieillissement et de cancérogénése. En 2009,
trois scientifiques (Elizabeth Blackburn, Carol Greider et Jack Szostak) ont d’ailleurs recu le
prix Nobel de médecine pour leurs travaux sur cette enzyme. Dans le cadre de cette thése
d’exercice, nous allons nous focaliser sur les effets biologiques connus de cette enzyme et sur
les différentes opportunités thérapeutiques que celle-ci peut fournir pour des pathologies
comme le cancer.

II. Les téloméres

Les noyaux cellulaires renferment les chromosomes, supports du patrimoine génétique de
chaque étre vivant, dont les télomeres constituent les extrémités. (Figure 1). Ces téloméres
sont sujets a des marques épigénétiques répressives et sont de nature hétérochromatinienne.

Figure 1: Mise en évidence des téloméres sur les chromosomes

Mise en ¢évidence des télomeéres par une technique de fluorescence in situ (FISH) a 1’aide d’une sonde
télomérique. Les chromosomes apparaissent en bleu et les téloméres en rouge.

Lors de chaque division cellulaire, les chromosomes sont raccourcis d’environ 50 a 200 paires
de bases (pb) (Pestana et al., 2017). Lorsqu’ils atteignent une taille limite, la cellule arréte
définitivement de proliférer. Les télomeres sont ainsi considérés comme les « horloges
biologiques » de nos cellules.

1. ADN télomériques

Dans les cellules humaines, les télomeres sont constitués de séquences d’ADN répétées
hexameriques 5’-TTAGGG-3’ et ont une taille moyenne de 9-15 kpb. Ils se terminent par une
extrémité cohésive d’ADN libre. La partie simple brin de cette extrémité est appelée la partie
3’G-overhang et a une taille de 1’ordre de 50 a 500 nucléotides (Hwang et al., 2014) (Figure
2).
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Figure 2: ADN télomérique

Les téloméres sont constitués d’une partie double brin de plusieurs kilobases et se terminent par une partie
simple brin appelé 3’G-overhang.

Afin d’éviter que cette extrémité soit reconnue comme une cassure double-brin, les télomeres
adoptent une conformation spécifique permettant de cacher I’extrémité libre 3’ simple brin. I1
existe deux conformations décrites : le G-quadruplexe et la T-loop.

Du fait de sa haute concentration en guanine, I’ADN télomérique peut former des complexes
intra ou intermoléculaires que 1’on appelle G-quadruplexe ou G4. Ces tétrades sont stabilisées
par des liaisons hydrogenes entre les quatre guanines au sein d’une structure planaire (Figure
3a). L’empilage de plusieurs de ces structures entraine la formation des G4 qui sont stabilisés
par des cations monovalents comme K" ou Na'.

La structure unimoléculaire avec la formation d’un G4 avec un seul brin d’ADN est possible
mais il a aussi été observé in vitro des structures composées de plusieurs brins d’ADN. Dans
le G4, I’orientation du ou des brins peut varier donnant alors des structures paralleles ou
antiparall¢les (Figure 3b-e) (Hansel-Hertsch et al., 2017). En fonction de ’orientation de ces
brins, les séquences nucléotidiques qui relient les guanines peuvent alors étre latérales,
diagonales ou inversées.
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Figure 3: G quadruplexe

A : Schématisation d’un complexe G4 avec 1’association des 4 guanines dans un méme plan via des liaisons
hydrogénes. B-C-D-E : représentation des diverses orientations du ou des brins d’ADN contenus dans le G-
quadruplexe (Hansel-Hertsch et al., 2017).

Ces structures de G-quadruplexe ne sont pas spécifiques des télomeres mais il a été démontré
qu’une conformation intramoléculaire monomérique permettait la stabilisation de I’extrémité
simple brin (Oganesian and Karlseder, 2009) (Figure 4).

Figure 4: Représentation de I'extrémité télomérique stabilisée par les G-quadruplexe

Par la formation de G-quadruplexe, les extrémités télomériques sont stabilisées (Oganesian and Karlseder, 2009)

Au niveau de la cellule, les G-quadruplexe peuvent étre observés lors de différents
phénomenes autres que la stabilisation des télomeres, dans lesquels une partie de I’ADN est
transitoirement sous forme simple brin. C’est le cas des mécanismes comme la transcription,
la réplication ou la traduction de I’ARNm. (Figure 5) (Rhodes and Lipps, 2015).
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Figure 5: Observation des G-quadruplexe dans la cellule

Les G quadruplexe peuvent étre observés lors de différents phénomeénes au sein de la cellule :
A : la transcription, B : la stabilisation des téloméres, C : la réplication et D : la traduction (Rhodes and Lipps,
2015).

Concernant I’hypothése de la T-loop, Griffith et son équipe sont les premiers en 1999 a la
visualiser grace a la microscopie électronique (Figure 6).

gre 6: Boucle télomérique (T-oop) |
Visualisation par microscopie électronique (Griffith et al., 1999)

Cette boucle télomérique est en fait constituée de deux boucles T et D (T-loop et D-loop). La
boucle T correspond au repliement de la partie double brin des télomeéres et la boucle D est

formée par 1’hybridation de la partie 3’ simple brin au sein de la boucle T, déplacant le brin
5’-3” amont (Figure 7).
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Figure 7: Conformation télomérique en boucles

Représentation schématique de la T-loop permettant le repli de la séquence d’ADN double brin et de la D-loop
hybridant la partie 3’G-overhang (Nandakumar and Cech, 2013).

Cette structure pourrait par ailleurs étre stabilisée, par la formation de G-quadruplexe en
conformation intramoléculaire monomérique, comme démontré in vitro, dans un milieu riche
en potassium (Xu et al., 2007) (Figure 8). Cependant sa mise en place et son maintien sont
contrdlés par un ensemble de protéines formant le complexe Shelterin.

3 o

Figure 8: Stabilisation de la D-loop par la formation de G quadruplexe

Cette conformation de G quadruplexe permet la stabilisation de la D-loop et ainsi le bon repliement des
extrémités télomérique (Garavis et al., 2013).

2. Complexe Shelterin

Le complexe Shelterin, (de shelter, signifiant « abris » en anglais), assure donc la stabilité de
cette boucle et protege ainsi les extrémités télomériques (Figures 9 et 10).
Ce complexe est composé de 6 protéines dans les cellules humaines :

- TRFI1 et TRF2 liées a la partie double brin

- POT]1 fixée a la partie simple brin

- TIN2 faisant le lien entre TRF1 et TRF2 d’une part et TPP1 d’autre part

- TPP1 faisant le lien entre TIN2 et POT1

- RAPI fixée a TRF2

12



TERT-TERC

Figure 9: Complexe protéique Shelterin

Répartition des 6 protéines du complexe sur I’ADN télomérique. La télomérase est représentée avec ses deux
sous unités TERT et TERC (Martinez and Blasco, 2011).

T-loop

Figure 10: Conformation télomérique stabilisée par le complexe Sheltrins

Par I’intermédiaire des interactions protéiques entre les composants du Shelterin, les deux boucles télomériques
sont stabilisées, assurant la protection des télomeres (Martinez and Blasco, 2011)

Il est a noter que les protéines TRF1 et TRF2 sont présentent tout au long des téloméres mais
sans le reste du complexe Shelterin, au contraire des autres protéines comme TPP1 ou POTI
(Takai et al., 2010).

Du fait de leur localisation ces 6 protéines ont des roles télomériques mais il a été aussi
démontré que certaines d’entre elles possedent aussi des roles extra-télomériques.

a. Protection des télomeéres

De facon physiologique, suite a un dommage de I’ADN causant une cassure double-brin
(DSB : double strand break) ou simple brin (SSB : single strand break) des mécanismes de
réponses aux dommages a ’ADN (DNA damage Response ou DDR) se mettent en place afin
de permettre leur réparation et par suite de sauvegarder I’ intégrité génique.

Il existe deux mécanismes de réparations des DSB, 1’'un conserve I’information génétique
intacte par un mécanisme de recombinaison homologue (Homologous Recombination ou
HR), I’autre va induire une perte d’information par la « suture » de deux extrémités double
brins entre elles (Non-Homologous End Joining ou NHEJ) (Figure 11).

Dans la voie NHEJ, I’intervenant protéique pour la reconnaissance de la cassure double brins
est la DNA-PK (DNA dependant kinase) constituée de Ku70/Ku80 et de sa sous unité
catalytique DNA-PKcs. La jonction des deux brins d’ADN se réalise par I’intermédiaire du
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complexe Xrcc4/Ligase IV. Pour la recombinaison homologue, la reconnaissance de la
cassure double brin se fait par le complexe MRN (Mrel1/Rad50/Nbs1) qui va induire un
remodelage de la chromatine. Le complexe RPA (Replication Protein A) se fixe alors sur
I’ADN entrainant la formation de simples brins. La recombinaison peut alors étre réalisée via
la fixation de RADS51 sur ces extrémités simple brin et la synthése de d’ADN complémentaire
(Figure 11).

‘y % MRE11/RADS50/NBS1(MRN)
Chromatln
l remodellng

KU70/80/DNA-PKcs H P

End-processing

Joining by Xrccd/LigaselV

Invasion of RAD51/ssDNA
Progress of DNA synthesis

Resolution of
Holliday junction

Figure 11: Mécanismes de réparation des cassures doubles brin d'ADN

Suite a une cassure double brin, ’ADN peut étre réparé de deux fagon différentes : avec le systéme de
recombinaison homologue (HR) ou de rejoignement des extrémité par recombinaison non homologue (NHEJ)
(Saito et al., 2013).

Les signalisations induisant la réparation de ’ADN suite a des cassures doubles brins sont
médiées par I’intermédiaire de kinases (figure 12) :

Tout d’abord, suite a des cassures double brin de I’ADN, le complexe MRN peut étre recruté.
Ce complexe va alors recruter lui-méme la protéine kinase ATM. Cette protéine, inactive sous
forme dimérisée s’autophosphoryle, ce qui dissocie le dimere et rend alors la kinase active. La
kinase ATM phosphoryle alors le variant d’histone H2AX (YH2AX) qui recrute différents
partenaires comme 53BP1 ou BRCA1 qui seront aussi phosphorylés par la kinase ATM.
L’ensemble de ces protéines phosphorylées va alors initier des signaux d’arrét du cycle
cellulaire (via CHK?2) et permettre la mise en place des processus de réparation de I’ADN.
Suite a une cassure simple brin, une autre voie de signalisation est activée : il s’agit de la voie
ATR (ATM kinase reliée a la RAD3 kinase). Cette voie est activée par la liaison du complexe
RPA sur I’ADN simple brin exposé. Le complexe Radl-Rad9-Husl (complexe 9.1.1) et
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ATRIP se fixe alors sur le complexe RPA. ATR liée a ATRIP recrute alors TOPBP1, cette
liaison entraine alors la phosphophorylation de la kinase CHK1 par ATR qui permet
I’activation de diverses voies comme 1’arrét du cycle cellulaire (Cimprich and Cortez, 2008).

a RPA b :*HZAX - -

9-1-1

Slow origin  Cell-cycle Fork stability, Slow origin  Cell-cycle  DSB repair
firing arrest fork restart firing arrest

Figure 12: Activation des voie de I'ATR kinase et de I'ATM kinase

A : la voie de I’ATR et B de ’ATM kinase qui permettent I’arrét du cycle cellulaire et la mise en place des
mécanismes de réparation de I’ADN. (Cimprich and Cortez, 2008).

Apres arrét du cycle et initiation de la réparation, ces kinases peuvent envoyer de nouveaux
signaux. En effet, si cette réparation est mauvaise ou impossible, elles induiront un signal de
mort cellulaire par apoptose ou de sénescence réplicative.

La voie de la kinase ATM reposant sur la fixation du complexe MRN a I’ADN double brin
libre, la formation de la boucle T télomérique inhibe donc cette voie.

En effet, il a été observé qu’au niveau des télomeres, il suffisait d’une seule séquence 5’-
TTAGGG-3’ proche du duplex télomérique pour la formation efficace de la boucle T. Cette
efficacité est levée en cas de déficience en TRF2 (Stansel et al., 2001). Il a donc été démontré
que la protéine TRF2 jouait un rdle important dans le maintien de la boucle T (De Lange,
2004) et donc dans I’inhibition de la voie de I’ATM kinase prévenant ainsi les mécanismes de
réparation de I’ADN qui seraient inappropriés.

D’un autre co6té, la voie de ’ATR kinase est initiée par la liaison du complexe RPA sur
I’ADN monocaténaire. Dans ce cadre, POT]1, par sa fixation au niveau de la boucle T sur la
partie monocaténaire de I’ADN télomérique empéche la fixation de ce complexe et entraine
alors I’inhibition de la voie de I’ATR kinase (De Lange, 2009).
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En s’intéressant aux autres protéines du complexe Shelterin, Sfeir et ses collégues ont pu
observé I’apparition de dommages a I’ADN lors d’une délétion de la protéines TRF1. Cela
correspond a un trouble des mécanismes de réparation de I’ADN au niveau des télomeres. Ces
dommages étant non visibles lors de I’inhibition la kinase ATR, ils ont pu conclure que TRF1
permettait elle aussi de protéger les extrémités télomériques des mécanismes de réparation
inappropriés induit par la voie de ATR (Sfeir et al., 2009).

C’est donc en inhibant 1’acceés aux séquences télomériques des protéines du DDR, que les
protéines du Shelterin permettent la sauvegarde des télomeéres contre les différents
mécanismes de réponses aux dommages a I’ADN.

En parallele de ce role «conformationnel », des interactions directes entre différents membres
du Shelterin et des composants du DDR (comme Ku70, Ku80 pour TRF2) ont été rapportées
et participeraient également du contrdle contre 1’activation inappropriée d’un DDR.

Nous avons vu que la protéine POT1 se fixe sur la partie simple brin de I’ADN télomérique
c’est a dire sur la séquence 3’-G overhang.

Ainsi cette partie est protégée des mécanismes de recombinaison homologue et non
homologue dont elle pourrait tre sujette mais aussi des réponses entrainant la mort cellulaire
comme celle médiée par la kinase ATR vu précédemment. Concernant son role sur la voie de
I’ATR kinase, il a ét¢ montré chez la souris que la délétion des deux isoformes murines de
POT1 : POT1b et POT1a entrainait I’activation de la voie de ’ATR kinase (He et al., 2006;
Kibe et al., 2010) en permettant la fixation du complexe RPA sur ’ADN. Ainsi il a été
confirmé que POT1 protege les extrémités télomérique de la voie de ’ATR kinase.

b. Réplication des télomeéres

En conditions physiologiques, lors de la phase de réplication de ’ADN, la télomérase (dont
nous détaillerons le mode d’action plus loin) permet 1’allongement des télomeéres. Les
protéines télomériques sont essentielles pour ce processus.

Par exemple, en cas de délétion de TRF1, la réplication des télomeres n’est pas correcte et
entraine alors une mort cellulaire rapide (Sfeir et al., 2009).

Pour expliquer cet effet, il existe différentes explications : premiérement, en cas de délétion
de TRFI, les télomeres vont activer la voie de I’ATR kinase en phase S du cycle cellulaire.
Cela entraine alors la formation de télomeres avec des structures aberrantes en métaphase (lié
a des troubles de la condensation des télomeres ou des cassures de I’ADN) qui entraineront la
mort cellulaire. L’autre explication est liée a ’action de TRF1 sur la réplication de ’ADN
télomérique. En effet, TRF1 permet le recrutement d’hélicase comme BLM RecQ qui
supprime la formation des G-quadruplexe qui entravent la fourche de réplication télomérique
(Sfeir et al., 2009).
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De la méme fagon, afin que 1’élongation des télomeres puisse avoir lieu, il est nécessaire que
la télomérase soit recrutée au niveau des télomeres. Pour cela, TPP1 posséde un rdle central et
crucial. Tejera et al. ont montré en 2010 que TPP1 permettait le recrutement de la t€lomérase
et interagissait avec sa sous unité catalytique TERT in vivo. (Tejera et al., 2010). Cette action
est indépendante de la présence de la protéine POTI1. Par la suite il a tout de méme été
démontré que POT1 possédait un réle dans le contréle de la prossessivité de I’enzyme en se
liant a TPP1 (Wang et al., 2007a).

Concernant le lien entre TPP1 et TERT, il a ét¢ démontré que parmi les 8 sites théoriques de
phosphorylation de TPP1, la phosphorylation de la serine S111 en fin de phase G2/M du cycle
cellulaire permettait I’augmentation de I’interaction de TPP1 avec TERT (Zhang et al., 2013).

Ainsi, nous pouvons donc conclure que le complexe Shelterin posseéde différentes actions au
niveau des télomeres qui permettent leur stabilité, leur protection mais aussi leur réplication

(Tableau I).

Tableau I: Récapitulatif des réles télomériques des protéines Sheltrins

TRF1 TRF2 | POT1 | TIN2 | RAP1 | TPP1
Protection télomeres X X X X X
Protection G’overhang X
Recrutement télomérase X
Réplication télomeres X X
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III. La télomérase

La télomérase est une ribonucléoprotéine exercant une activité de transcriptase inverse
nécessaire a 1’allongement des télomeres. Elle a été identifiée et décrite la premiére fois en
1985 par Elizabeth H. Blackburn dans des extraits cellulaires de Tetrahymena thermophila, un
protozoaire cilié (Greider and Blackburn, 1985). Ceci lui vaudra de recevoir le Prix Nobel de
médecine en 2009. Quelques d’années plus tard, la télomérase sera observée sur des cellules
humaines immortalisées (HeLa) (Morin, 1989).

Dans I’organisme humain, la télomérase est exprimée dans les cellules germinales, dans les
cellules souches et progénitrices et dans des tissus a taux de prolifération ¢élevés (tels que des
lymphocytes activés) et son activité est absente dans les cellules somatiques normales.

Cette enzyme est composée d’une sous unité catalytique (TERT), d’'un ARN matrice (TERC
ou TR) ainsi que des sous unités protéiques associées (comme la Dyskérine).

1. La sous unité catalytique

Le géne TERT codant pour la sous-unité catalytique de la télomérase est situé sur la partie
distale du chromosome 5 (5p15.33) et est composé de 16 exons et de 15 introns. La protéine
est constituée de 1132 acides aminés (127kDA) et sa séquence est trés similaire d’une espece
a ’autre.

La protéine TERT est constituée du domaine N-terminal (TEN) reli¢ via un domaine linker a
I’anneau TERT, lui-méme constitué¢ des domaines TRBD (domaine de liaison a haute affinité
a I’ARN), RT (reverse transcriptase) et CTE (C-terminal extension). Les interactions
intramoléculaires entre TRBD et CTE sont a 1’origine de la conformation en anneau et forme
en leur centre le site actif de I’enzyme qui contient le duplex ARN matrice — ADN
télomérique.

Par ailleurs, les motifs T, 1, 2, 3, A, IFD, B, C, D et E, composant le site actif de I’enzyme
sont trés conservés au cours de I’évolution (Figure 13), les autres domaines plus divergents
autorisent des interactions et des régulations spécifiques d’especes.

En observant que certaines espéces ne poss€daient pas de domaine TEN, 1’équipe de Robart
AR. a cherché a savoir si le domaine TEN était indispensable pour la bonne activit¢ de TERT
chez I’homme. Ils ont ainsi démontré que TERT possédait la capacité de catalyser la synthese
des répétitions télomériques sans 1’aide de TEN in vitro (Robart and Collins, 2011).
Cependant la processivité de I’enzyme est directement dépendante de son interaction via le
domaine TEN avec le complexe POT1-TPP1. (Zaug et al., 2010). En effet, il est a noté que le
domaine TEN et en particulier la glycine 100 interagit avec le domaine OB
(oligonucleotide/oligosaccharide-binding) de TPP1 in vitro mais aussi in vivo.

Cette interaction module également le recrutement de TERT aux téloméres. En effet, des
mutations dans le domaine TEN perturbant I’interaction TERT-TPP1 causent des troubles
dans le recrutement de la télomérase (Schmidt et al.).
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Figure 13: Schéma de la protéine TERT

Dans cette représentation de la protéine TERT, il observable que les domaines T,1 , 2, 3, A, IFD, B, C, D et E
sont conservées au travers de diverses espéces telles que I’Homme, tetrahymena thermophila (protozoaire) ou de
Saccharomyces cerevisiae (levure) (Wu et al., 2017).

Il est a not¢ que TERT posséde différentes localisations cellulaires, en effet, TERT a été
observée dans le noyau, la mitochondrie ou encore dans le cytoplasme. Pour permettre ces
différentes localisations, TERT posséde des signaux d’adressage. A 1’intérieur du noyau,
TERT transite également par différents compartiments pour permettre sa maturation (voir plus
loin).

Elle possede ainsi un domaine de localisation nucléolaire (NoLD) (Etheridge et al., 2002)
situé entre les acides aminés 326 et 620 (Figure 14). Une mutation dans ce domaine empéche
I’association de TERT et de TERC. De plus des mutations des domaines Il ou du motif T
entrainent une impossibilité de localisation nucléolaire alors que des mutations du domaine 111
ne perturbent pas la translocation. Il est aussi a noter que TERT s’accumule dans les nucléoles
des cellules n’exprimant pas TERC.

TERT est une protéine de grande taille, dont I’export nucléaire via les pores nucléaire
demande une machinerie spécifique. (Seimiya et al., 2000). En démontrant que la liaison de la
protéine 14.3.3 avec TERT a son extrémité C-terminale permettait 1’export de TERT du
noyau, il a été possible d’identifier la séquence correspondante de TERT conditionnant la
translocation cytosolique de TERT. Il s’agit de la séquence NES (signal d’export nucléaire)
en position 970-981 de TERT. Cette séquence est riche en Leucine et hydrophobique
(conditions de I’export nucléaire) et se lie aux résidus 1030-1047 de la protéine 14.3.3.

Pour son import nucléaire, le signal de localisation nucléaire (NLS) a été identifié comme
étant la séquence d’acides aminés 222-240 (Chung et al., 2012). De plus, il est a noter que la
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phosphorylation de la serine 227 par Akt est nécessaire pour I’import complet et correct de
TERT dans le noyau. La translocation de TERT depuis le noyau peut ainsi étre induite sous
conditions de stress oxydatif qui entrainerait la phosphorylation de la tyrosine 707 par la
protéine Src (Haendeler et al., 2003a) .

Plus récemment, un signal de localisation mitochondrial (MLS) a aussi été décrit suite a
I’observation de TERT dans les mitochondries (Santos et al., 2004), cette séquence est
constituée des 20 premiers acides aminés N-terminaux de TERT. Il est a noté que ce
changement de localisation de TERT n’est rendu possible qu’apres une phosphorylation de la
tyrosine 707 de TERT par une kinase de la famille des Src kinase. Ainsi la forme
phosphorylée de TERT est présente dans la mitochondrie. Cette relocalisation est inhibée par
PP1 : I’inhibiteur naturel de la famille des Src Kinase (Haendeler et al., 2003a).

N-term C-term
MLS NLS I NolD NES
1 1132
20 222 240 326 620 970 981

Figure 14: Localisation des différents signaux d'adressage de TERT

Avec la présence d’un MLS et d’un NLS pour I’import mitochondrial et nucléaire, un NoLD pour la localisation
nucléolaire ainsi qu’un NES pour DI’export nucléaire, TERT peut donc avoir différentes localisations
subcellulaires.

Dans les formes autres que nucléaires, TERT serait présente de facon indépendante de TERC,
et sa présence serait ainsi indépendante de son action de transcriptase inverse (Maida et al.,
2009; Park et al., 2009; Sharma et al., 2012).

Ainsi TERT semble avoir des rdles extra-télomériques que nous détaillerons un peu plus loin.

2. La sous unité ribonucléique TERC et ses co-facteurs

Le gene codant pour TERC se situe sur le chromosome 3 (3q26.2). Au contraire de la sous-
unit¢ TERT qui montre une grande homologie a travers les especes, la sous unité
ribonucléique possede elle une grande variabilité de séquence et de structure secondaire avec
tout de méme certains domaines structuraux tres conserves.

En effet, les domaines pseudknot (liant TERT), ARN matrice, les éléments liés a la matrice ou
TBE (Template Boundary Element) et les zones de fixation a TERT sont toujours présents et
un dernier domaine permet la liaison de divers partenaires protéiques que nous détaillerons
par la suite (Figure 15).
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Figure 15: Structure de la sous unité ribonucléique de la télomérase

Représentation de la sous unité TERC avec les différents domaines communs entre les espéces. TERT se liant a
la partie contenant pseudoknot-TBE-template ainsi qu’au domaine contenant le motif de liaison & TERT (Wu et
al., 2017).

Chez ’homme, TERC comporte 445 nucléotides composant les 7 régions conservées (CR)
(Figure 16). CR1 contenant le brin matriciel d’ARN, CR2 et CR3 composent le pseudoknot,
CR4 et CRS permettent la fixation de TERT. CR6 et CR7 ont un rdle dans la stabilité de
TERC (Legassie and Jarstfer, 2006). TERT se fixe donc via les domaines CR2/CR3 et
CR4/CRS.
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Figure 16: Mise en évidence des régions conservées de la structure secondaire de TERC

Au cours de I’évolution, 7 régions sont conservées au niveau de la structure secondaire de TERC : CR1
composant le brin matrice d’ARN, CR2/CR3 le pseuknot liant TERT, CR4/CRS liant TERT aussi, CR6 et CR8
deux régions importantes pour la stabilité de TERC. (Legassie and Jarstfer, 2006).
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L’ARN matrice de la télomérase possede par ailleurs plusieurs partenaires protéiques (Figure
17).

Le principal partenaire est la Dyskérine. Cette protéine est codée par le géne DKC1 sur le
chromosome X (Xq28), il code pour 514 acides aminés composant la protéine (57KDa).

hTERT nopTo
NHP2
] lll.lllllllllllll 3.
H ACA
e— hTR 5'
TR S5
Template Lysern

Figure 17: Le complexe télomérase

La forme active de la télomérase est composée de hTERT stabilisée sous forme de complexe ribonucléique avec
I’ARN TERC et ses partenaires protéiques : la Dyskérine, NOP10 NHP2 et GAR1 (Armanios, 2009).

La Dyskerine est associée aux longs ARN non codants comportant une boites H/ACA,
comme TERC. Selon la nature de I’ARN elle possede un role différent, dans les cas des
SnoARN elle est impliquée dans la biogénese des ribosomes avec la conversion des résidus
uridine des ARN ribosomiques en pseudouridine, qui confére alors aux ribosomes leur activité
(Figure 18).

Au niveau des télomeres, elle stabilise le complexe TERT-TERC en se liant spécifiquement
sur TERC via son motif H/ACA (Mitchell et al., 1999) (Figure 17).

Quelles que soient ses fonctions, la Dyskerine agit sous forme de complexe avec trois autres
protéines : NOP10, GAR1 et NHP2. Ces protéines sont elles aussi liées a I’ARN TERC.
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Figure 18: Pseudouridination des ribosomes

Localisation de 1’ensemble des protéines de la boite H/ACA au niveau des ARN ribosomiques permettant la
formation de pseudouridine () (Karijolich et al., 2015).

3. Les protéines associées a la télomérase

La télomérase est un composant important pour la survie cellulaire, remplissant diverses
fonctions. Pour ce faire, elle est li¢e avec différentes partenaires protéiques permettant la mise
en place de diverses voies de signalisation mais aussi participant a la maturation de 1’enzyme
et donc a son activité. Ainsi les partenaires de la télomérase seront différents selon le role, la
localisation ou le stade de maturation de TERT.

a. Hsp90 et p23

En 1999, S.E. Holt et al ont montré I’importance de la liaison entre la sous-unité TERT et les
protéines p23 et Hsp90. En effet, ces protéines permettent le bon assemblage de la télomérase
et donc son activité transcriptase inverse (Holt et al., 1999).

Hsp90 est une protéine permettant un bon repliement tridimensionnel des protéines mais elle
possede aussi un rdle pour les protéines dépliées, les protégeant afin qu’elles ne s’agregent
pas entre elles.

Cette interaction protéique avec Hsp90 et p20 favoriserait donc la maturation et la protection
de TERT.

b. Hsp90 et Akt

Dans ce contexte, en 2003, Haendeler et ses collegues ont montré que la liaison des protéines
Hsp90 et Akt a TERT stimule la fonction anti-apoptotique de la télomérase (Haendeler et al.,
2003b).

En effet, la PI3 kinase phosphoryle Akt qui phosphoryle a son tour TERT et forme alors un
complexe trimérique avec Hsp90. Hsp90 étant nécessaire a la protection contre la
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déphosphorylation d’Akt par PP2A, la liaison entre ces trois composés régule alors
positivement la fonction anti-apoptotique de TERT

c. TEP1

La protéine p80 a été identifiée pour la premicre fois en 1995, comme un partenaire de TERC
chez Tetrahymena thermophila, (Collins et al., 1995; Harrington et al., 1995). Son homologue
humain a ¢été¢ identifié en 1997, il s’agit de TEP1 codée par le géne TLP1 (Nakayama et al.,
1997). Cette protéine est essentielle pour I’activité de la télomérase mais ne permet pas a elle
seule activer I’enzyme (Harrington et al., 1997). TEPI lie a la fois TERC et TERT afin de
jouer son role de régulateur.

En dehors de ces partenaires directs, d’autres protéines liées a la télomérase sont connues,
méme si pour certaines leur réle n’a pas encore été établi précisément.

4. Assemblage de la télomérase

Afin d’étre fonctionnelle, les différentes sous-unités de la télomérase doivent s’assembler
selon différentes étapes (Zhong et al., 2012).

Tout d’abord, TERC est fixé et stabilisé par les protéines NOP10, NHP2 et la Dyskérine dans
les nucléoles puis est associé dans les corps de Cajal a TERT. Il est a noter que TERT est
aussi localis¢ dans les nucléoles (grace a son signal NoLD), ou elle est stockée avant son
assemblage avec TERC.

Au niveau des corps de Cajal, une sous unité d’holoenzyme : TCABI1 (telomerase Cajal body
proteinl) est présente en forte quantit¢. TCAB1 doit étre repliée par un systeéme de
chaperonne CCT/TRIC (Freund et al., 2014). Un fois sous forme active, la protéine TCABI
possede plusieurs roles : premicrement, la présence de TCAB1 dans les corps de Cajal est
nécessaire pour la localisation de TERC dans ces corps de Cajal. Dans un second temps, il a
été¢ montré que TCABI1 s’associait spécifiquement avec des petits ARN spécifiques des corps
de Cajal (scaRNAs) impliqués dans les modifications d’épissage d’ARN. Ce complexe
TCABI1-scaRNA fixe alors un complexe actif TERC-TERT-protéines associées et cette
liaison permet 1’association télomérase-télomeres et donc I’allongement des télomeres
(Venteicher et al., 2009) (Figure 19).
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Figure 19: Assemblage de la télomérase dans les corps de Cajal

Aprés la maturation des différents acteurs que sont TCAB1, TERT et TERC, la formation du complexe final se
réalise dans les corps de Cajal sous la dépendance de TCABI qui est spécifiquement 1ié a des petit ARN
modulant 1’épissage d’ARN (scaRNA) (Freund et al., 2014).

Lors de la phase S, les corps de Cajal s’associent aux télomeres, €tape qui permet I’activité de
la télomérase. Le recrutement de TERT aux télomeres se fait par I’action de TPP1. En effet, le
recrutement se réalise via le domaine OB de TPP1, et sous la dépendance de TIN2 qui recrute
elle-méme TPP1 au télomere (Abreu et al., 2010). Une fois I’extension du télomere
commencée, l’interaction POT1-TPP1 augmente son efficacité en réduisant la vitesse de
dissociation de TERC et promeut ainsi la translocation de la télomérase en aval et 1’ajout de
nouvelles répétitions télomérique (Wang et al., 2007b).
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IV. La signalisation et régulation de la télomérase

Il est connu que le facteur limitant de 1’activité de la télomérase est le niveau d’expression de
TERT. La quantité de TERC est quant a elle en large exces et ne conditionne pas ’activité
enzymatique (Yi et al., 2001). Ainsi, une ¢tude a montré que le niveau d’expression de TERT
est fortement corrélé avec ’activité de la télomérase (Kilian et al., 1997). La régulation de
I’expression de TERT se fait a différents niveaux. Elle peut survenir suite a des modifications
épigénétiques, ces modifications ont lieu avant la transcription de I’ADN et n’entrainent pas
de changements au niveau de la séquence nucléique du geéne. Des modifications
transcriptionnelles en trans faisant intervenir des facteurs activateurs ou inhibiteurs de
transcription peuvent aussi avoir lieu, ainsi que des régulations en cis via des mutations des
séquences promotrices de TERT. Des modifications post-transcriptionnelles jouant sur
I’épissage des pré-ARNm existent également. Enfin, des remaniements peuvent survenir au
moment de la traduction de I’ARNm en protéine (Figure 20).

promoteur

exon intron exon

Epissage
(Etape post-transcriptionnelle)

I

‘ Traduction
QO rrotéine

Figure 20: Etapes de la synthése protéique

Avec les différentes étapes de la synthése protéique, nous pouvons observer les différents niveaux de régulation
de la télomérase.
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1. Modifications épigénétiques

Dans le noyau, notre ADN est enroulé autour d’octameéres d’histones, formant ainsi des
nucléosomes. L’organisation spatiale de ces nucléosomes permet de compacter ’ADN et
d’organiser des territoires chromatiniens et chromosomiques. La dynamique ou le remodelage
de la chromatine est controlée par des modifications covalentes des histones et de I’ADN,
nommeée « marques épigénétiques ». Ce remodelage des nucléosomes régule entre autres la
balance entre la régulation positive et la régulation négative de la transcription. Nous nous
intéresserons successivement aux modifications de I’ADN puis des histones.

a. Méthylation du promoteur hTERT

La méthylation ou déméthylation de I’ADN et plus précisément des séquences régulatrices
telles que les promoteurs jouent un role important dans la régulation de I’expression génique.
En effet, au niveau des régions 5’ des génes qui comportent les promoteurs, une forte
concentration de dinucléotides Cytosine - Guanine est observée, c’est ce que 1’on appelle les
ilots CpG. Ces ilots sont classiquement déméthylés pour activer la transcription des génes
(Jones, 2012). Cependant, lors de la tumorigenese, une hyperméthylation de promoteurs de
genes suppresseurs de tumeur se met en place et empéche ainsi leur transcription. Ceci est un
exemple du réle majeur de ces modifications épigénétiques dans le développement du cancer
et font des acteurs de I’épigénétique des cibles du traitement du cancer.

Le promoteur d’hTERT est une séquence d’environ 1100 paires de bases (Wick et al., 1999),
qui comporte des ilots CpG. La méthylation de certains dinucléotides CpG joue un rdle
important dans la régulation d’expression de TERT (Devereux et al., 1999). Ainsi, il a été
démontré, que I’hyperméthylation du promoteur d’hTERT était associée a I’inhibition de
I’activité de la télomérase dans des lignées de fibroblastes et de kératinocytes (Shin et al.,
2003). La méme équipe a observé qu’en exposant ces cellules, a la 5-azacytadine, un
inhibiteur de la méthylation, il était possible de ré-exprimer TERT, ce qui confirme le rdle de
la méthylation du promoteur hTERT dans la régulation de I’activité de la télomérase.

b. Modification des histones

L'acétylation ou la méthylation/déméthylation des histones sont des mécanismes qui
controlent la décondensation locale de la chromatine, facilitant ainsi I’accés a la machinerie
transcriptionnelle. Ainsi une acétylation des histones au niveau des résidus lysines par
I’intermédiaire des histones acétyltransférases (HAT) entraine une régulation positive de la
transcription de TERT et au contraire, une désacétylation via les histones déacétylases
(HDAC) entraine une répression de la transcription (Figure 21). Il est ainsi démontré que les
inhibiteurs d> HDAC comme la tricostatine A activent la transcription de la télomérase et
donc son activité enzymatique (Takakura et al., 2001).
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a Closed chromatin: transcriptional repression b Open chromatin: transcriptional activation

HDAC HDAC

Figure 21: L’activité transcriptionnelle est régulée par la conformation des histones

a : une chromatine condensée par une déacétylation entraine une inhibition de la transcription
b : la transcription est stimulée par une acétylation des chromatines (Johnstone, 2002).

Dans le cas des méthylations, plus stables que les acétylations, une hyperméthylation par les
histones méthyltransférases entraine une régulation positive ou négative selon les résidus
méthylés et le type de méthylation (mono, di ou tri-méthylation).

Concernant la méthylation du promoteur d’hTERT, une triméthylation H3K4 a lieu par
I’intermédiaire de la méthyltransférase SMYD?3 entraine une activation de la transcription de
TERT (Liu et al., 2007). Dans la méme publication, les auteurs expliquent ce lien en
démontrant que cette triméthylation permet le maintien de I’acétylation des histones et donc
de la forme décondensée de la chromatine. En utilisant un siRNA contre SMYD3, les histones
sont moins acétylées et les facteurs de transcription tels que c-myc ou Spl possédant leur site
de fixation dans le promoteur de TERT ne peuvent plus se fixer pour activer la transcription
du gene.

Ainsi, les marques épigénétiques classiques régulent I’expression de TERT et peuvent donc
étre ciblées par les thérapies épigénétiques.

2. Régulation transcriptionnelle du géne

Un autre aspect de la régulation de I’expression de TERT est la régulation transcriptionnelle
du gene par le biais de facteurs activateurs, inhibiteurs ou de facteurs ayant les deux capacités
selon les cas (Figure 22).
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Figure 22: Régulation Transcriptionnelle de h\TERT

Cette représentation du promoteur hTERT montre les différents facteurs de transcription qu’ils soient activateurs
ou inhibiteurs.

a. Activateurs

Différents facteurs de transcriptions activateurs sont aujourd’hui connus, tels que, c-myc, NF-
kB, STAT, Ets ou les récepteurs ERa.

Myc a été le premier facteur activateur de la transcription décrit pour TERT dans des
fibroblastes primaires mais aussi dans des cellules épithéliales (Wu et al., 1999). Son action
est décrite comme immédiate sur la transcription est non dépendante de la prolifération
cellulaire. Le systéme de régulation par Myc est complexe mais il a été démontré I’importance
des deux boites-E se trouvant sur le promoteur hTERT (Figure 22). La fixation se réalise par
la création d’un complexe Myc/Max qui se fixe a la boite E. Ce lien entraine alors le
recrutement de facteurs stimulants (USF1/2) la transcription de TERT.

Nous savons que la transcription de c-myc peut étre indirectement stimulée par les estrogenes
qui part leur liaison a leur récepteur (ER) entraine une activation de la voie PI3 Kinase / Akt
et par suite une augmentation de 1’expression de c-myc (Butt et al., 2005; Caldon et al., 2009).
Ainsi les estrogénes sont des activateurs indirects de la transcription de TERT par
I’intermédiaire de c-myc. Parmi les estrogenes, I’cestradiol (E2) se lie au récepteur ERa et le
complexe E2/ Era se liant aux séquences ERE (Estrogen Response Element) du promoteur de
TERT active directement sa transcription entrainant alors une augmentation de I’activité de la
télomérase (Haneline, 2009).

Le role activateur de NF-xB a quant a lui été démontré sur des cellules murines (Yin et al.,
2000). Son mécanisme d’action, n’a pas encore ¢été parfaitement établi méme si le role
activateur de NF-kB sur I’expression de Myc peut expliquer son impact sur la transcription de
TERT. Il est tout de méme a noter que NF-«B posse¢de aussi son propre site de fixation sur le
promoteur hTERT.

STATS est aussi un facteur activateur de la transcription de TERT, cependant pour se lier au
promoteur, STATS doit étre activé par phosphorylation de sa tyrosine, cela est rendu possible
via une stimulation de I’interleukine 2 (IL-2) qui se fixe a son récepteur et entraine alors une
cascade de phosphorylation de la voie JAK/STAT (Yamada et al., 2012). Ainsi via la voie de
JAK/STAT, I’'IL-2 permet la stimulation de la transcription de TERT (Figure 23).
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Figure 23: Stimulation de la transcription de TERT par la voie de JAK/STAT

Une stimulation résultante de la fixation de I’IL-2 a son récepteur va entrainer la cascade de phosphorylation de
JAKI et JAK?2 ainsi de que STATS qui pourra alors se fixer au promoteur de TERT et activer la transcription de
TERT (Yamada et al., 2012).

De nombreux autres facteurs activateurs de la transcription de TERT sont connus comme les
cytokines EGF et TGFP (Maida et al., 2002; Yang et al., 2001), ou la protéine AP-2 (Deng et
al., 2007).

b. Inhibiteurs

Différents inhibiteurs de la transcription sont aussi connus a ce jour tels que p53, Madl ou les
cyclines D et E.

Madl a été le premier facteur de transcription découvert comme réprimant la transcription de
TERT (Giines et al., 2000). Cette répression se fait alors de fagon indépendante de c-myc
mais nécessite les boites E du promoteur hTERT. En effet, de la méme facon que myc, Mad1
forme un complexe avec la protéine Max qui peut alors se fixer sur les boites E du promoteur.
Ainsi Myc et Mad1 exercent une action différente sur le promoteur de TERT grace au méme
site de fixation.

p53 et les protéines de la méme famille comme p63 et p73 ont aussi montré leur rdle dans la
répression de la transcription de TERT (Yao et al., 2012). Leur action se fait de fagon
indépendante les unes des autres. Il a ét¢ démontré que p63 avait besoin de la protéine Spl
pour inhiber la transcription de TERT. L’effet de p53 est quant a lui dépendant des boites-E
et des sites E2F. En effet, p53 ne peut réprimer la transcription que lorsque I’expression de c-
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myc est elle-méme faible. Dans le cas d’une surexpression de myc ou d’une mutation des sites
E2F, p53 perd sa capacité d’inhibiteur de la transcription de TERT.

De la méme fagon, MENI1 réprime la transcription des génes possédant des sites de liaison a
AP1 (Agarwal et al., 1999) ou a NK-kB (Heppner et al., 2001) dans leur promoteur, comme
c’est le cas dans le promoteur de TERT. Il a ainsi été établi que MENI était un répresseur de
la transcription de TERT (Lin and Elledge, 2003).

c. Activateurs et inhibiteurs

D’autres facteurs de transcription modulant I’expression de TERT sont connus mais leur
impact sur cette transcription est sujet a controverse. En effet, pour les protéine HIF-la et
HIF-1B la répression de TERT dans les cellules cancéreuses a été démontré par une équipe
(Yatabe et al., 2004) mais ’effet inverse a aussi été observé par une autre équipe (Koshiji et
al., 2004).

La protéine Spl possede elle aussi la capacité d’activer la transcription de TERT en se liant
sur cinq zones riches en Guanine et Cytosine (boites GC) (Kyo et al., 2000) mais il a été
montré qu’elle peut tout aussi bien réprimer la transcription de TERT (Won et al., 2002).
Cette capacité de moduler de fagon positive ou négative la transcription a aussi été mise en
¢vidence pour une protéine de la méme famille : Sp3 qui se lie aux mémes séquences que Spl
sur le promoteur.

Ainsi la régulation de I’activité télomérase est possible par le biais de nombreux facteurs de
transcription, dont I’expression est par ailleurs fréquemment dérégulée au cours du processus

tumoral (mutation/ perte de p53, surexpression de c-myc...etc)

3. Régulation post transcriptionnelle

L’¢épissage alternatif est le mécanisme post transcriptionnel qui permet la formation de
différents ARNm a partir d’une méme séquence d’ARN pré-messager.

Pour TERT, seul ’ARNm « full length » ayant subi un épissage normal, conservant les 16
exons permet la formation de I’enzyme fonctionnelle (Sebee-Larssen et al., 2006).

Il a été identifié au moins 22 variants d’épissage (Hrdlickova et al., 2012) classés en 3
catégories, parmi lesquels figurent : le variant sauvage ou « full length », les variants formés
par une délétion dans un ou plusieurs exons et les variants formés avec une insertion d’un
exon supplémentaire (Figure 24).
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Figure 24: Variants d'épissage de TERT

Selon les délétions (rectangle blanc) ou les insertions (rectangles noir) se réalisant au sein d’un ou de plusieurs
exons, plusieurs variants d’épissage sont formés et peuvent alors entrainer la formation de codon STOP (marqué
par une astérisque) plus précoce que dans la forme sauvage (en gris foncé) (Hrdlickova et al., 2012).

Les insertions ou les délétions survenant dans les exons de TERT entrainent un décalage dans
le cadre de lecture de la séquence et peuvent entrainer la formation d’un codon STOP
prématuré. Ces ARN dits « non-sens » sont alors pris en charge et dégradé par le systéme
NMD (non sense-mediated-decay) (Wong et al., 2014a).

Parmi ces variants, seules les isoformes alpha et béta ont été caractérisées in vitro. Colgin et
ses collaborateurs ont ainsi montré que le variant o inhibait 1’activité de la télomérase
endogéne entralnant alors un raccourcissement des télomeres (Colgin et al., 2000).
Concernant la forme f, il a ét¢ démontré qu’elle ne permettait pas I’action de reverse
transcriptase mais qu’elle protégeait la cellule de la voie de I’apoptose médiée par p53 en
I’inhibant (Listerman et al., 2013).

Par ailleurs, une séquence présente dans I’ARN pré-messager permettrait 1’épissage alternatif
de I’isoforme B (Figure 25). En effet, sans cette s€quence de 38 paires de bases, 1’épissage des
alternatif des exons 7 et 8 est impossible. Cette s€quence se situe entre les exons 6 et 7 et est
présente chez les anciens primates comme le gorille, le babouin ou I’homme mais est absente
chez les mammiféres comme la souris ou le chien (Wong et al., 2014b).
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Figure 25: Epissage alternatif de TERT sous le contréle du block 6 de préARNm

A : Formation classique de la forme sauvage de TERT sans le block 6
B : Le Block 6 (B6) est cependant obligatoire pour la formation de 1’isoforme [ de TERT sans les exons 7 et 8
via I’épissage alternatif (Wong et al., 2014b).

4. Régulation post traductionnelle

a. Phosphorylation

Nous avons vu auparavant que I’association des protéines Hsp90 et Akt & TERT permettait la
phosphorylation d’Akt et le maintien de son activité. Il est a noter que cette phosphorylation
est réalisée en parallele de la phosphorylation de la Serine 227 de la sous unité TERT par Akt
(Haendeler et al., 2003b). En effet TERT est un substrat d’Akt qui grice a une
phosphorylation permet 1’activation de la fonction enzymatique de la télomérase (Kang et al.,
1999).

De facon inverse, la phosphatase A2 (PPA2) induit une déphosphorylation de TERT et alors
une inactivation de I’enzyme.

Ce systeme de phosphorylation /déphosphorylation de TERT est donc un acteur majeur de la
régulation post traductionnelle de la télomérase en contrdlant son état d’activation.

b. Translocation
Un autre moyen de régulation post-traductionnelle de la télomérase réside dans la possibilité

de modifier sa localisation avec ses différents signaux d’adressage vu précédemment (NES,
NLS, NoLD ou encore MLS).
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V. Roles Biologiques de la télomérase

1. Régulation de la taille des télomeéres

Le role principal de la té¢lomérase est d’allonger les télomeres via son activité de transcriptase
inverse au niveau des extrémités télomériques.

Au cours de la division cellulaire, on observe une diminution de la taille des télomeéres
d’environ 50 a 200 paires de bases (pb) due: a I'impossibilité¢ de répliquer en totalité les
extrémités 5° (the «end replication problem ») et a la maturation par excision 5’-3° des
extrémités télomériques Figure 26). Cette érosion télomérique fait des télomeres de réelles
« horloges biologiques » décomptant la durée de vie de chaque cellule. Ainsi une cellule peut
tout au plus se diviser une centaine de fois avant d’atteindre la limite d’Hayflick et alors
entrer en sénescence réplicative (arrét définitif de prolifération) (Hayflick, 1965). Dans les
cellules germinales responsables de la formation des gamétes et donc ayant une durée de vie
illimitée théoriquement mais aussi dans les cellules progénitrices ou les lymphocytes, la
télomérase est présente de facon constitutive (Martinez and Blasco, 2011; O’Sullivan and
Karlseder, 2010).
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Figure 26: Phénoméne de raccourcissement des téloméres

Lors de la réplication, 1’absence de matrice pour I’extrémité 3’ simple brin entraine sa perte lors de la réplication
du brin continu. Le brin continu est quant a lui maturé par excision 5’-3’ afin de reconstituer I’extrémité 3’
simple brin.

Pour ce phénomene d’¢longation des télomeres, a la fin de la phase S, la télomérase reconnait
par le biais de TERC, une séquence complémentaire au niveau de la partie 3’ simple brin des
extrémités télomériques et vient s’y associer (hybridation complémentaire via TERC). La
sous-unité catalytique TERT synthétise alors I’ADN complémentaire a sa séquence d’ARN
matrice puis transloque en direction 3°, s’hybride a nouveau et ajoute ainsi successivement
plusieurs répétitions télomérique. (Figure 27).
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Figure 27 : Activité transcriptase inverse aux télomeres de la télomérase

Les 3 étapes de I’¢longation des téloméres au moyen de la télomérase : association avec I’ADN télomérique,
synthése d’ADN et translocation de la télomérase pour recommencer un cycle d’élongation (Souiden et al.,
2010)

Le recrutement de la télomérase sur un télomere donné est controlé par des protéines
télomériques. Ces protéines controlent entre autres son adressage aux télomeres a partir des
corps de Cajal, son lieu de stockage dans les cellules (Cf partie 111.4).

2. Régulation du stress oxydant

De facon physiologique, le stress oxydant est causé par la production d’especes réactives de
I’oxygeéne (ERO). Parmi les ERO, nous pouvons citer I’anion superoxyde O, . La production
majoritaire de cet anion a lieu au niveau des complexes I et III de la chaine respiratoire au
niveau de la membrane interne de la mitochondrie. Cet anion est alors pris en charge par des
superoxydes dismutases (SOD) dans la matrice mitochondriale (SOD2) ou dans 1’espace inter
membranaire (SOD1) (Figure 28) afin de former du peroxyde d’hydrogene lui-méme pris en
charge par une catalase le détoxifiant en eau. Une concentration trop élevée d’ERO peut étre
signe de dysfonctionnement mitochondrial et peut conduire a I’apoptose ou a 1’autophagie de
la cellule.

Par le biais de modéle murins, un role sur le stress oxydant de la télomérase a pu étre
démontré. En effet, en réalisant des souris TERT ou TERC Knock Out, Sahin et ses
collaborateurs ont montré que 1’érosion des télomeres entraine une stabilisation de p53 qui
réprime alors la transcription des génes PGCla et PGC1p. Ces genes sont des régulateurs de
la masse et de la fonction mitochondriale. Un déréglement du métabolisme mitochondrial
comme par exemple de la chaine respiratoire est alors visible avec une augmentation de la
production d’ERO (Sahin et al., 2011). Cependant, avant 1’observation de I’érosion
télomérique, des signes de dysfonctionnement mitochondriaux sont observables, ce qui
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suggere un role de la télomérase sur le métabolisme mitochondrial de fagon indépendante de
pS3.

De plus la translocation de TERT au niveau de la mitochondrie par I’intermédiaire des ERO
(Haendeler et al., 2009) a été démontré et selon les équipes de recherche, une influence
positive ou négative sur la production de ERO est observée méme si les publications récentes
tendent plus vers le fait que TERT au sein de la mitochondrie entraine une meilleure
respiration mitochondriale et donc une diminution de la production d’ERO. Les mécanismes
sous-jacents de cette régulation de la production d’ERO restent cependant non identifiés.
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Figure 28: Production mitochondriale de ERO

La chaine respiratoire est schématisée avec les cinq complexes la formant et le transport d’électron le long de
cette chaine permet la formation de 1’anion superoxyde, une ERO qui peut entrainer alors la mort cellulaire si le
taux est élevé (Leinninger et al., 2006).

3. Protection de ’ADN mitochondrial

Le role de la mitochondrie dans la formation d’ERO est bien démontré. En effet, les ERO sont
produites par la chaine respiratoire mitochondriale. Ces radicaux vont induire des mutations
locales de ’ADNmt. Or I’ADNmt codant pour les sous-unités de la chaine respiratoire, les
mutations vont entrainer une amplification du dysfonctionnement de la mitochondrie et alors
une production accrue d’ERO. Ainsi, les souris déficientes pour la manganése superoxyde
dismutase (MnSOD), enzyme antioxydante mitochondriale, présentaient un déclin prématuré
des fonctions mitochondriales (Kokoszka et al., 2001). Nous avons donc un cercle vicieux
entre production d’ERO et métabolisme mitochondrial.

Dans ce contexte, en 2003, Haendeler et son équipe ont montré que TERT pouvait étre
transporté¢ dans la matrice mitochondriale et se lier de facon non spécifique aux régions
codantes (ND1 et ND2 codant pour 2 sous unité de la NADH déshydrogénase de la chaine
respiratoire) de ’ADNmt (Haendeler et al., 2009). De cette fagon, TERT jouerait un role
protecteur pour I’ADNmt contre les ERO et entrainerait une amélioration du métabolisme
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mitochondrial, comme par exemple une augmentation de 1’activité de la chaine respiratoire et
une augmentation du potentiel de membrane de la mitochondrie. En effet, I’ADNmt code
exclusivement pour les protéines mitochondriales, en protégeant ’ADNmt, TERT protege les
composants mitochondriaux. Cependant cette action de protection de ’ADNmt n’a été
démontré que lors d’études in vitro et n’a pas été confirmée in vivo depuis. La régulation de la
transcription et de la réplication de I’ADNmt pourrait expliquer la modulation du potentiel de
membrane mais aussi de la production de ERO dans la mitochondrie.

4. Régulation de la voie Wnt-p caténine

Différentes voies de signalisation permettent la programmation cellulaire des cellules souches,
parmi lesquelles la voie Wnt - B caténine. Cette voie complexe repose sur l’action de
différentes protéines : en l'absence de Wnt, des facteurs de transcription comme TCF
(transcription factor) ou LEF (lymphoid enhancer-binding factor) occupent les sites de
fixation au niveau des promoteurs de genes controlés par Wnt, ou ils recrutent des répresseurs
de la transcription. Lorsque Wnt se fixe a son récepteur, causant la dissociation puis la
stabilisation de la B-caténine ; celle-ci déplace ces répresseurs et recrute des activateurs aux
sites de liaison de TCF. Les protéines recrutées par la B-caténine au niveau des promoteurs
comprennent plusieurs complexes qui modifient les histones, comme BRG1. (Figure 29).
Dans ce contexte, il a été démontré in vivo que TERT se liait a la protéine BRG1 au niveau
nucléaire. La sous-unit¢ TERT de la télomérase serait donc un cofacteur qui agit
probablement dans le contexte de cellules progénitrices pour faciliter un programme de
renouvellement, de prolifération ou de survie de Wnt (Park et al., 2009).
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Figure 29: Fonctions extra-télomériques de TERT

TERT en se liant a BRG1 dans la région promotrice permet la régulation génique. TERT posséde d’autres
fonctions extra-télomérique telles que sa capacité a lier RMRP afin d’avoir une action de RDRP et réguler alors
I’expression de genes. Elle peut aussi grace a sa localisation mitochondriale jouer un role de régulation sur
I’apoptose (Martinez and Blasco, 2011).

5. Régulation de la voie NF-kB

De la méme fagon qu’avec la voie Wnt /B-caténine, la télomérase, via sa sous-unit¢ TERT
intervient sur la voie de signalisation NF-kB. En effet, en se liant a la sous unité p65 de NF-
kB, TERT permet la modulation de I’expression de certains genes dont la transcription
dépend de NF-kB (Ghosh et al., 2012). II a ét¢ démontré que sur I’ensemble des geénes cibles
de NFkB seulement certains possédent une transcription médiée par TERT, c’est le cas de
I’interleukine-6 (IL-6) ou encore du TNF-a.

La voie NF-kB est impliquée dans 4 phénomenes cellulaires majeurs. Premierement elle
inhibe 1’apoptose par la transcription de différentes molécules comme Bcl-xL, une molécule
anti-apoptotique de la famille des Bcl-2 (Khoshnan et al., 2000). Elle stimule aussi la
prolifération cellulaire avec la transcription de la cycline D1 ou de c-myc. Et enfin elle régule
positivement I’immunité et I’inflammation avec la libération de chimiokines, de molécules
d’adhésion ou de COX2 qui catalyse les réactions entrainant la formation de prostaglandines
impliquées dans I’inflammation.

Le contrdle de la transcription des génes dépendant de NF- kB confeére a TERT un rdle anti-
apoptotique, pro-prolifératif et pro-inflammatoire.
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6. Role dans le phénoméne d’ARN interférence

Nous venons donc de voir que la télomérase pouvait réguler la transcription de geénes en se
liant sur des régions promotrices. Elle peut aussi réguler la stabilité/traduction d’ARNm au
moyen de ’ARN interférence.

En effet, la sous unité catalytique de la télomérase possede I’activité de reverse transcriptase
et se lie a ’ARN matrice TERC. En 2009, il a été montré que TERT peut aussi lier d’autres
ARN non codant et notamment RMRP (RNA component of mitochondrial RNA processing
endoribonuclease). 1l s’agit d’'un snoARN (small nucleolar RNA) aussi retrouvé dans la
mitochondrie.

Cette liaison TERT-RMRP induit alors une activit¢ RDRP (activit¢ ARN polymérase
dépendante d’ARN). TERT produit alors un ARN double brin avec pour matrice RMRP. Ces
ARN double brin sont alors clivés en petits ARN double brins interférents endogeénes (siRNA)
grace a la machinerie classique d’ARN interférence et en particulier a I’endoribonucléase
DICER et au complexe RISC (RNA-induced silencing complex) (Figure 29) (Maida et al.,
2009).

Ces siRNA ont plusieurs cibles, ils réguleraient entre autres la stabilité des transcrits produit a
partir des séquences LINE-1s impliquée dans le phénoméne de rétrotransposition dans le
génome humain. Ceci éviterait le mécanisme de rétrotransposition entrainant le déplacement
et la multiplication des séquences LINE qui peuvent étre délétéres pour les cellules (Yang and
Kazazian, 2006). Les auteurs supposent également que le réle dans I’interférence ARN de
TERT - RMRP lui permettrait de moduler 1’apoptose (Maida et al., 2009).

Ainsi, la télomérase via ses diverses actions agit sur de nombreuses voies de signalisation.

Ces voies sont dérégulées dans diverses pathologies ce qui peut faire de la télomérase une
cible thérapeutique intéressante.
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VI. Télomeéres, télomérase et pathologies

1. Vieillissement cellulaire

Nous avons vu que la télomérase par sa sous unit¢ TERT, contréle divers mécanismes comme
le raccourcissement des téloméres et la production mitochondriale d’ERO. Ces deux
mécanismes sont des acteurs majeurs du processus de vieillissement cellulaire.

a. Raccourcissement télomérique et vieillissement

Concernant le raccourcissement des télomeéres, il induit, nous 1’avons vu, la sénescence
réplicative. Cet arrét définitif de division cellulaire est médié par la stabilisation de p53 qui
active la transcription de p21. p21 va alors inhiber la cyclin-dependant kinase 4/6 et bloquer
la cellule en phase G0O. Une seconde voie, controlée par pRb active p16 un second inhibiteur
de cdk, concourrant a I’arrét de cycle. Les souris génétiquement modifiées, dont le promoteur
de p16 active la transcription d’un géne tueur, éliminent les cellules atteignant le stade de la
sénescence (Baker et al., 2011). Ces souris présentent une durée et une qualité de vie treés
prolongées, mettant en lumiére le role essentiel de la sénescence dans le processus de
vieillissement in vivo (Armanios and Blackburn, 2012).

Chez ’homme, des mutations des composants de la télomérase (TERT, TERC ou encore la
Dyskerine) entrainent des syndromes de vieillissement accélérés bien connus comme la
Dyskératose Congénitale. Il s’agit d’une insuffisance médullaire congénitale décrite pour la
premicre fois dans les années 1900. On en parle souvent par le terme « Syndrome de
raccourcissement des télomeres ». Le tableau clinique de cette pathologie est varié et peut
contenir des signes comme une hyperpigmentation, une leucodysplasie ou encore une
dystrophie des ongles. L’insuffisance médullaire due a 1’épuisement du pool de cellules
souches hématopoiétiques est la principale cause de morbi-mortalité des patients. Plusieurs
génes peuvent étre impliqués dans cette pathologie, parmi lesquels nous retrouvons DKC1
codant pour la Dyskerine ou encore TERC et TERT les deux composants de la télomérase et
ACD codant pour la protéine télomérique TPP1 (Bisht et al., 2016). Pour cette raison, cette
maladie n’est pas seulement liée au chromosome X (DKC1) mais des formes autosomiques
ont aussi été décrites.

Un autre trouble qui peut étre induit par des mutations de la télomérase est I’anémie aplasique
qui est caractérisée par une perte des cellules progénitrices ou des cellules souches due a un
¢puisement de la réserve de cellules souches (Armanios and Blackburn, 2012). Dans cette
pathologie, les génes de TERT (Yamaguchi et al., 2005) et de TERC (Du et al., 2009) sont
mutés dans 3 a 5% des cas mais des mutations des protéines du complexe Shelterin ou encore
de la Dyskérine sont aussi impliquées (Vulliamy et al., 2011) .
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b. Role du stress oxydatif

Des études in vivo ont été réalisées sur des souris avec une version mutée de la sous unité
catalytique de I’ADN polymérase mitochondriale (PolgA). Il était alors observable chez ces
souris une augmentation des mutations de I’ADNmt, une perte d’ADNmt et une production
accrue d’ERO (du fait des mutations des sous-unités de la chaine respiratoire codées par
I’ADNmt). Ceci s’accompagne de signes cliniques de vieillissement comme 1’alopécie ou
I’ostéoporose (Trifunovic et al., 2004). En croisant ces souris avec des souris transgéniques
pour la catalase, I’enzyme de détoxification des ERO, les symptomes de vieillissement ont
disparus (Dai et al., 2010). Ces deux équipes de recherche ont donc pu démontrer le lien entre
le vieillissement cellulaire et la production mitochondrial d’ERO.

La télomérase posséde donc une action via son role dans I’allongement des télomeres mais
aussi grace a son rdle sur la production mitochondriale de ERO sur le vieillissement cellulaire.

c¢. ERO et raccourcissement télomérique

De plus, il est a noter qu’au niveau nucléaire, les ERO produisent des dommages de base,
dont le plus fréquent est la 8-oxoguanine.

Cette lésion de ’ADN, peut si elle n’est pas réparée s’apparier au cycle suivant avec
I’Adénine au lieu de la cytosine et entrainer la mutation d’une Cytosine en Adénine causant
un changement dans 1’information génétique. (Aguiar et al., 2013).

La 8-oxoguanine glycosylase (OGG1) permet de reconnaitre et d’éliminer cette base grace a
ses deux fonctions: son action de glycosylase permet la reconnaissance et 1’excision de 8-
oxoGuanine et sa fonction de lyase entraine une cassure de I’ADN, ce qui permet donc
I’¢élimination de la mutations puis son remplacement (Gredilla et al., 2010).

Cependant, cette réparation fonctionne mal au niveau des tri-nucléotides GGG
télomériques. Ceci résulte en cassure simple puis double brin et in fine en perte de séquence
télomériques, accélérant le raccourcissement des télomeres lié¢ au vieillissement cellulaire.

Les ERO et la taille des télomeres sont donc des acteurs communs et co-régulés du processus
du vieillissement, entre autres par la télomérase.

2. Cancer

En 2011, Hanahan et Weinberg ont re-défini les 10 grandes caractéristiques des cellules
tumorales (Hanahan and Weinberg, 2011) (Figure 30). Celles-ci conduisent a une
prolifération anarchique incontrolée de cellules en I’absence de signalisation pro-proliférative
et a une résistance aux signaux anti-prolifératifs, a la mort cellulaire et a I’arrét en sénescence.
Enfin, ’activation de la néo-angiogenése et de capacités d’invasion et de transition épithélio-
mésenchymateuse vont autoriser le processus métastatique par lequel les cellules se
disséminent par le sang ou la lymphe afin de se localiser ailleurs dans le corps.
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Quatre mécanismes supports promeuvent I’acquisition de ces potentialités : [’instabilité
génomique, 1’adaptation du métabolisme énergétique, 1’inflammation et enfin I’échappement
immunitaire.
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Figure 30: Les 10 caractéristiques du cancer

Pour se développer, une cellule acquiert différentes capacités en utilisant plusieurs mécanismes supports
(Hanahan and Weinberg, 2011).

a. Roles canoniques des télomeéres et de la télomérase dans le cancer

Les télomeéres sont impliqués dans au moins deux des phases de ce processus : la mise en
place de I’instabilité¢ chromosomique et la résistance a la sénescence.

Concernant la mise en place de I'instabilité chromosomique, elle peut étre initiée par la
déprotection des extrémités télomériques, succédant soit a la perte d’un composant du
Shelterin soit a 1’érosion massive des télomeres.

De nombreuses publications montrent une dérégulation de 1’expression des composants du
Shelterin dans les cancers (Vulliamy et al., 2011), en particulier dans leucémie lymphoide
chronique (Augereau et al., 2011). In vivo, les mod¢le murins knock out pour POT1 ou TRF1
sont prédisposés au développement de tumeurs (He et al., 2009; Martinez et al., 2009).
Concernant le raccourcissement télomérique excessif, il se met en place en cas d’inhibition de
I’entrée en sénescence, via des mutations touchant les voies p53/p21 et pRB/p16. La cellule
continue alors de cycler malgré des télomeéres courts et atteint une seconde limite induisant
une « catastrophe mitotique ». A ce stade, les extrémités télomériques perdent leur
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conformation et tout comme dans le cas d’une perte du Shelterin sont reconnues comme des
cassures doubles brins. Le processus de DDR est activé comme nous ’avons vu plus haut,
mais dans le contexte du cancer, les génes contrélant I’arrét de prolifération et la mort sont
fréquemment mutés. Des réparations aberrantes de type fusions télomériques ou fusion
télomeres - CDB (Cassure double brin) se mettent alors en place (suture), générant des
chromosomes dicentriques. Au cycle suivant, les centroméres sont séparés, le chromosome
dicentrique se trouve « écartelé » entre deux cellules filles, il se casse générant deux nouvelles
CDB (qui pourront a nouveau étre fusionnées a des télomeres déprotégés). Ces cycles dits de
fusion/ponts/cassure génerent une instabilité chromosomique majeure, motrice du processus
tumoral. La plupart des cellules qui en sont issues vont mourir dans un processus de
« catastrophe mitotique » différent du processus classique d’apoptose, mais une partie infime
survivra générant un clone encore plus agressif.

Afin de stabiliser ces clones, ou tout simplement pour éviter la catastrophe mitotique ou
I’arrét en sénescence, les cellules tumorales vont acquérir la capacité d’allonger leurs
télomeéres. Pour cela elles ont deux possibilités : la réactivation de la télomérase (TA) dans
95% des cancers ou l’utilisation d’un mécanisme alternatif d’allongement des télomeres
(ALT) dans 5% des cancers.

Différents processus peuvent aboutir a la réactivation de la télomérase médiée par la ré-
expression de TERT. Comme nous 1’avons discuté plus haut, des dérégulations épigénétiques
(déméthylation des ilots CpG), la surexpression de facteurs de transcription comme c-myc ou
encore l’activation de voies de signalisation comme NF-kB vont participer de cette ré-
expression. Des réarrangements chromosomiques peuvent également intervenir (Akincilar et
al., 2016) et plus récemment, des mutations du promoteur de TERT ont été tres fréquemment
rapportées (Liu et al., 2016). Ces mutations (C228T et C250T) entrainent la formation de
nouvelles séquences consensus pour des régulateurs transcriptionnel comme ETS1 ou GABP,
qui stimulent alors la transcription de TERT. Les mutations de TERT sont trés fréquentes
dans certains cancers comme les dans le glioblastomes ou TERT est muté dans 80% des cas
environ (Griewank et al., 2013), dans le cancer de la vessie (pres de 63%), ou dans de plus
faible occurrence comme le cancer des ovaires (15%) et les cancers de la téte et du cou (16%)
(Liu et al., 2016; Vinagre et al., 2013).

Le phénomene alternatif d’allongement des télomeres repose quant a lui sur un mécanisme
proche de la recombinaison homologue dans lequel une séquence télomérique copie une autre
séquence télomérique. La matrice copiée peut étre la chromatide sceur, la chromatide d’un
autre chromosome ou encore une séquence télomérique extra-chromosomique (Henson and
Reddel, 2010). Ce phénomene est rendu possible grice des modifications €pigénétiques
entrainant une décondensation de la chromatine et favorisant alors les croisements entre
séquences nucléotidiques. Différents acteurs ont été identifiés in vitro et confirmés in vivo
comme les mutations d’ATRX ou de DAXX, des protéines chaperonnes du variant d’histone
H3.3 (Dyer et al., 2017). Ce variant d’histone est incorporé aux télomeres et aux centromeres,
en dehors des phases de réplication de I’ADN. Il est donc particulierement enrichi dans les
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cellules post-mitotiques. DAXX est une chaperonne d’histone spécifique d’H3.3 et ATRX
remode¢le la chromatine afin d’y incorporer ce variant d’histone.

En effet, au niveau de la chromatine, la protéine DAXX est liée a ’histone H3.3 qui forme
des tétrameéres notamment avec I’histone H4. ATRX quant a elle reconnait une marque
histone répressive enrichie aux télomeres : H3K9me3. En se liant a ces histones, ATRX
possede donc une action de remodelage de la chromatine. En liant DAXX, ATRX permet
donc son recrutement au niveau des télomeres et I’incorporation d’H3.3 (Figure 31).
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Figure 31:Action d'ATRX/DAXX aux téloméres

Au niveau de la chromatine, la formation du complexe ATRX/DAXX avec le tétramére d’histones H3.3/ H4
permet le maintien de l’intégrité des télomeéres. Lors de mutations d’ATRX ou de DAXX, une instabilité
génomique est observée, avec des dysfonctionnements des téloméres et des altérations de I’expression de génes
(Wisconsin Institude for Discovery, 2013).

Ainsi avec des mutations des deux protéines chaperonnes ATRX et DAXX, la chromatine est
décondensée et le croisement de séquences nucléotidiques est rendu possible. Ces mutations
favorisent la mise en place d’une instabilité génomique, des dysfonctionnements télomériques
mais aussi d’altérations dans 1’expression des genes.

b. Roles non-canoniques de la télomérase dans le cancer

Outre cette action pour le maintien de la taille des télomeres, le role de TERT sur les
promoteurs des geénes cible des voie NF-kB, des interleukines, de la voie Wnt /  — caténine
ou encore du TNF-a confére a la télomérase un rdle dans la tumorigenese. En effet, via toutes
ces voies, la télomérase peut réguler quelques 300 génes impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire, la signalisation cellulaire, la prolifération cellulaire (Perrault et al., 2005) mais
aussi I’inflammation (Ghosh et al., 2012).
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c. La télomérase : un biomarqueur et une cible pour la thérapie anti-

cancéreuse

Sachant que le niveau d’activité de la télomérase est corrélée avec 1’agressivité tumorale dans
différentes tumeurs (Qin et al., 2014), sont intérét en tant que biomarqueur ou facteur prédictif
de réponse au traitement a été étudié.

Sur le plan des traitements cancéreux, il est maintenant connu que le niveau d’activité
télomérase et la taille des télomeres sont positivement corrélés a la radiorésistance tumorale
(Ferrandon et al., 2013). Ce qui pourrait &tre utilis¢é comme facteur prédictif de la réponse au
traitement par radiothérapie (Zhong et al., 2008).

De fagon inverse, il a été montré notamment sur des lymphoblastes humains qu’un traitement
par radiothérapie peut induire la réactivation de la télomérase (Neuhof et al., 2001) .

Ainsi le lien entre la télomérase et les thérapies est concret et explique les nombreuses
recherches et essais cliniques qui ont été effectuées a ce sujet.
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VII. Ciblages thérapeutiques

Dans le cadre de traitement de pathologies et notamment dans les traitements anticancéreux,
I’exploitation de la télomérase et de ses protéines associées fait 1’objet de nombreuses
investigations. Diverses modalités de ciblage existent dont certaines font 1’objet d’essai
clinique.

1. Dérivés naturels

Tout d’abord certains dérivés naturels ont montré leur efficacité dans 1’inhibition de la
télomérase.

a. Le thé vert
Le thé vert (Camellia Senensis) est un arbuste d’extréme Orient contenant dans 1’équivalent
d’une tasse pas moins de 500 composés. En particulier il contient des polyphénols dont
1’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) qui en est le représentant principal (Figure 32).
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Figure 32: L’épigallocatéchine-3-gallate présent dans le thé vert

L’ECGC présent dans le thé vert est un l'ester d'épigallocatéchine et d'acide gallique. C'est le polyphénol
principal du thé, connu pour sa propriété antioxydante.

Il est déja connu que ’ECGC possede des propriétés anti-inflammatoire en inhibant la COX-2
mais sans jouer sur la COX-1 (Hussain et al., 2005). Cette action est observable au niveau
protéique mais aussi au niveau de ’ARNm de COX-2. Lors du développement de certains
cancers comme le carcinome de la prostate, la COX-2 est augmentée ce qui pourrait suggérer
un role de P’ECGC dans la prise en charge de la maladie. Dans ce cadre Hussain et ses
collaborateurs ont montré que I’ECGC avait une action sur la morphologie des cellules de
carcinome prostatique et induisait la mort cellulaire par apoptose. Au niveau du cancer de la
prostate ’ECGC a aussi montré des propriété de régulation du taux de PSA (Pezzato et al.,
2004).

Dans le cadre des €tudes sur cette molécule, des recherches sur son action régulatrice de la
télomérase ont été réalisées. Dans le cas des carcinomes pulmonaires a petites cellules qui
sont des cancers de mauvais pronostic du fait de leur importante résistance aux thérapies, il a
été montré que I’ECGC pouvait diminuer I’activité de la télomérase jusqu’a 60 % de fagon
dose-dépendante. Cette démonstration a été réalisée in vitro sur des cellules humaines de

47



carcinomes multi-résistants ou non (Sadava et al., 2007). En parall¢le de 1’action de I’ECGC,
une induction du processus d’apoptose est observée avec une diminution des taux des
caspases 3 et 9 actives. En effet, dans le mécanisme de l’apoptose, un relargage de
cytochrome C par la mitochondrie va stimuler la production de la caspase 9 qui permet
I’activation de la pro-caspase 3 en caspase 3 et ce qui va induire ’apoptose.

Le mécanisme précis de I’inhibition de la télomérase n’est pas connu mais il a été démontré in
vivo que ’ECGC était une prodrogue qui devenait active suite a la digestion chez les souris
(Naasani et al., 2003). Du fait de son action sur les deux types de carcinomes pulmonaires a
petites cellules, ’ECGC semble donc fonctionner de fagon indépendante des divers
mécanismes de résistances aux drogues que les cellules peuvent acquérir.

Ainsi ’ECGC pourrait en tant que traitement adjuvant permettre de jouer un rdle
thérapeutique dans diverses pathologies inflammatoires ou dans les cancers.

b. Le curcuma

Le curcuma, ou Curcuma Longa est une plante en rhizome originaire d’Inde ou de Malaisie
qui possede elle aussi des propriété anti-télomérase.
Son action est liée a la présence de la curcumine, un composé polyphénolique (figure 33).
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Figure 33: Curcumine isolée du rhizome du Curcuma

Le polyphénol du curcuma confére a cette plante son activité anti-télomérase

Le mode d’action in vitro de cette molécule a été mis en évidence en 2013 sur différentes
lignées cellulaire humaines de cancers cérébrales. Tout d’abord, la curcumine se lie a la
membrane cellulaire et s’infiltre dans le cytoplasme pour initier I’apoptose mais elle inhibe
aussi la télomérase en diminuant I’expression de ’ARNm hTERT (Khaw et al., 2013).
L’absence d’étude in vivo sur cette molécule ne nous permettent pas de conclure quant a son
réel impact sur ’activité enzymatique de la télomérase mais les données in vitro soulignent
son potentiel en tant que traitement adjuvant dans les cancers.
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2. Inhibiteurs pharmacologiques de télomérase : Olisonucléotides antisens

La stratégie des oligonucléotides antisens existe depuis une quinzaine d’année, leur mode
d’action in vitro repose sur le blocage de la traduction des ARNm complémentaires par leur
hybridation parfaitement complémentaire (Figure 34).

Les oligonucléotides utilisés comme « inhibiteur de la télomérase » ciblent TERC, la
composante ARN de la télomérase.
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Figure 34: Mécanisme d'action des oligonucléotides antisens

Les sondes antisens viennent s’hybrider sur les ARNm cible bloquant alors leur traduction en protéine(Askari
and McDonnell, 1996).

Cependant TERC contient un grand nombre de nucléotides, les oligonucléotides antisens
ciblent la partie matrice nécessaire a la télomérase. Leurs actions ont été démontrées sur des
cellules humaines (Herbert et al., 1999) et peut persister jusqu’a quelques jours. L’efficacité
de ces oligonucléotides est variable, I’ICs, est comprise entre le picomolaire et le nanomolaire
(Norton et al., 1996). Cependant, du fait de leur grande taille, les oligonucléotides possedent
plusieurs limites : tout d’abord il est difficile de leur faire passer la membrane cellulaire
lipidique ainsi que la barriere hémato-encéphalique (BHE). De plus, ils se dégradent tres
rapidement, induisant une faible biodisponibilité limitant leur utilisation par voie systémique.

Afin de stabiliser ces molécules, un ajout d’une fonction phosphorothioate a été réalis¢, un
lipide a aussi été associé afin d’augmenter la biodisponibilité des oligonucléotides en leur
permettant d’étre utilis€ par voir systémique méme si les quantités injectées restent
importantes.

La plus avancée des molécules anti-sens ciblant la télomérase de ce type actuellement en essai
est ’Imetelstat. Sa dénomination d’origine est GNR163 puis GNR163L apres 1’ajout du
lipide, elle est développée par la société Geron Corp.

Il s’agit d’une séquence nucléotidique stabilisée par une fonction phosphorothioate et
conjuguée en position 13 a un lipide.
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La séquence nucléotidique est complémentaire de la séquence matrice TERC (Figure 35).
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Figure 35: Imetelstat : inhibiteur de télomérase.

La structure de I’Imetelstat avec sa séquence complémentaire & TERC lui donne sa propriété inhibitrice de
télomérase (Jafri et al., 2016).

Il s’agit donc d’un inhibiteur compétitif qui en se fixant sur la séquence de TERC vient
empécher ’action de TERT sur les brins de ’ADN et donc bloque I’allongement des
télomeres (Figure 36).
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Figure 36: Mode d'action de I'Imetelstat

Par sa fixation sur TERC, Imetelstat (en vert) inhibe I’action de reverse transcriptase de la télomérase de fagon
compétitive. En effet, TERT (en gris) continue de lier TERC (en orange) mais celui-ci au lieu de lier ’ADN
télomérique va se fixer a I’'Imetelstat (d’apres le laboratoire biopharmaceutique Géron).

Différentes études in vivo ont été réalisées sur cette molécule :

Premiérement, 8 essais de phase I ont été réalisés (d’apres les données du site Clinial Trial)
afin de s’assurer de la sécurité¢ et de la tolérance de la molécule mais aussi de définir les
données pharmacocinétique et pharmacodynamique. Ces études se sont réalisées sur
différentes types de cancers : syndrome lymphoprolifératif, myélome multiple, cancer solides
récidivants ou résistants au traitement, cancer pulmonaire non a petites cellules ou encore
cancers du sein. Les cohortes étaient constituées de patients malades, adultes ou enfant (pour
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I’essai sur les syndromes lymphoprolifératif, les cancers du systéme nerveux central et
cancers de I’intestin). Les études ont été réalisées sur la molécule seule dans 7 des essais et un
dernier essai concerne ’association Imetelstat et trastuzumab dans le cadre des cancers du
sein HER2+ résistant au traitement.

Les essais de phases II ont ensuite démontré 1’intérét thérapeutique de la molécule pour les
cancers hématologiques d’origine myé¢loide (Leucémie myéloide aigue et syndromes
my¢lodysplasiques) et les résultats sont en attentes pour les cancers du systéme nerveux
central (gliomes, astrocytomes, gliosarcomes...)

Une ¢étude de phases III est actuellement en cours afin de démontrer 1’efficacité de la molécule
dans les syndromes myélodysplasique.

Ainsi les oligonucléotides antisens sont prometteurs en tant que thérapie anti-télomérase.
Cependant en tenant compte de leur grande taille mais aussi des biodisponibilité encore faible,
une nouvelle stratégie visant I’ARNm se développe. Il s’agit de [I’utilisation
d’oligonucléotides stabilisés doubles brins de petite taille mimant I’effet des micro ARN
(miARN) ou ARN mimiques. Ces ARN non codants, pourraient permettre de plus larges
champs d’action comme I’utilisation en voie systémique. Cependant leur petite taille leur
conferent un inconvénients majeur : leur grand risque d’hybridation non spécifique sur les
ARNmMm non ciblés.

3. Ciblage du G-Quadruplexe

Comme détaillé dans la premicre partie de ce travail, il est connu que la formation de G-
quadruplexe au niveau des télomeres empéche la fixation de TERT sur I’ADN télomérique et
inhibe donc 1’¢longation (Mergny and Héléne, 1998) (Figure 37).

Mais au-dela de I’action contre le recrutement de TERT, les G-quadruplexe déstabilisent les
extrémités télomériques en entrainent des troubles dans ’architecture des télomeéres et plus
précisément provoquent la délocalisation de POT1 (lachettini et al., 2013). L’absence de
POTI active alors les mécanismes de réponse aux dommages de I’ADN via la kinase ATR.
La cellule va alors activer les voies de mort cellulaire ou de sénescence réplicative. Cette
action indépendante de TERT, rend ces molécules trés intéressantes pour les cellules
tumorales utilisant le mécanisme ALT pour I’allongement de leur télomeres.
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Figure 37: le G-quadruplexe cible pour I'inhibition de la télomérase

En empéchant la fixation de TERT sur ’ADN télomérique, la formation de G-quadruplexe devient une cible
potentielle pour la recherche de thérapie anti télomérase (d’aprés Mergny and Héléne, 1998).

Dans ce contexte, de nombreuses équipes ont exploré la piste de la stabilisation du G-
quadruplexe comme nouvelle stratégie thérapeutique anti-cancéreuse. Les premiers composés
ont été décrits en 1997 mais possédaient malheureusement une faible efficacité sur I’activité
anti-télomérase (Sun et al., 1997). Plus tard, D’identification de famille de ligands
stabilisateurs des G-quadruplexe a été réalisée avec différents essais (Mergny et al., 2001).
Parmi ces familles, nous trouvons les dérivés d’éthidium, de dibenzophénanthrones ou encore
les dérivés de triazines. Les dérivés d’éthidium étant hautement toxique, leur utilisation en
thérapeutique a été abandonnée.

Tous ces composé sont issus d’une structure de 2,4,6-triamino-1,3,5-triazine. On suppose que
leur action est due a leur pouvoir intercalant sur les G-quadruplexe ce qui permet la
stabilisation des liaisons hydrogeénes des complexes. Afin de mieux comprendre leur
mécanismes d’action, des études basées sur 1’analyse en cristallographie et en RMN des
structures des complexes ont permis d’établir les sites de fixations des ligands (Read and
Neidle, 2000).

Tout d’abord plusieurs hypotheses avaient été formulées sur la localisations des ligands dans
les complexes : a I’intérieur, a I’extérieur avec un seul ou deux ligands par complexe (Figure
38).
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Figure 38: différentes localisations des ligands de G-quadruplexe

Les ligands (rectangle gris) peuvent étre localisés aux extrémités des complexes (A), a l'intérieur , en un
exemplaire (B) ou deux (C) (Read and Neidle, 2000)

L’¢équipe de chercheurs menée par M.A Read a montré par la suite que seule la forme
possédant 2 ligands intercalant dans un G-quadruplexe était stable et a ainsi démontré leur
mécanisme d’action de fagon plus précise.

Plus tard, une autre équipe a montré que les ligands des G-quadruplexe pouvaient se fixer
rapidement sur les séquences simples brins de I’ADN et induire rapidement leur dégradation.
Au niveau des télomeres cela se réalise par le biais de la déprotection des extrémités. Dans les
cellules une mort cellulaire par apoptose est alors observable en 2 a 3 cycles de divisions
cellulaires, cette mort est accompagnée d’une instabilit¢ chromosomique (Gomez et al.,
2003).

a. BRACO-19
Parmi les molécules stabilisant les G-quadruplexe le BRACO-19 a maintenant fait ses preuves
d’efficacité. Il s’agit d’un composé d’acridine tri-substitué (Figure 39).
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Figure 39: Structure de la molécule du BRACO-19

Le BRACO-19 ou «N-[9-[4-(dimethylamino)anilino]-6-(3-pyrrolidin-1-ylpropanoylamino)acridin-3-yl]-3-
pyrrolidin-1-ylpropanamide » est une un stabilisateur de G-Quadruplexe ayant prouvé son efficacité. (Burger et
al., 2005).
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Dans les cellules humaines, le BRACO-19 entraine une inhibition de la croissance cellulaire
et une induction de la sénescence.

Mais le BRACO-19 possede aussi un role télomérase indépendant, en effet, sur des cellules de
gliomes, il a été montré que l’utilisation de cette molécule induit un augmentation de
dommages a I’ADN li¢ a une diminution de ’affinit¢ de TRF2 et POT1 aux télomeres sans
changer I’interaction de TRF1 au télomere (Zhou et al.,, 2016). De la méme fagon, la
surexpression de POT1 entrainant la protection des téloméres permet a la cellule d’acquérir
une résistance au BRACO-19.

Cependant, le pouvoir anti-télomérase et déstabilisateur des téloméres n’a pas été étudié in
Vivo.

b. Télomestatine
En 2001, un nouveau ligand de G-quadruplexe a été isolé de Streptomyces anulatus (Shin-ya
et al., 2001). Il s’agit d’un composé macrocyclique de structure proche de celle des tétrades de
guanine des télomeres (Figure 40). Ainsi elle stabilise la formation de G-quadruplexe et
empéche la télomérase d’accéder aux télomeres.
La télomestatine est le ligands de G-quadruplexe le plus puissant connu a ce jour (ICsg: SnM).
Cette molécule est hautement spécifique des G-quadruplexe et de la méme fagon que le
BRACO-19, la télomestatine inhibe la fixation des protéines TRF2 et POT1 sur ’ADN
télomérique (Gomez et al., 2006).

Mais une action supplémentaire sur les cellules utilisant le mécanisme ALT pour la
maintenance de leurs télomeéres a aussi été démontrée. En effet, la télomestatine inhibe aussi
la fixation de la topoisomérase Illa a I’ADN télomérique (Temime-Smaali et al., 2009). Or la
topoisomérase Illa est un composant nécessaire a la mise en place des ALT-associated PML
bodies (APBs), caractéristiques des cancers ALT.

Figure 40: Structure de la Télomestatine

La structure de la télomestatine comportant de grande analogie avec les tétrades de guanine permet sa fixation
sur les G-quadruplexe (Gomez et al., 2004)
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Ainsi la télomestatine semble pouvoir €tre un traitement pour les cancers utilisant la
réactivation de la télomérase mais aussi pour ceux utilisant le mécanisme ALT.

De la méme fagon que le BRACO-19, les essais in vivo de cette molécule n’ont pas été
réalisés ce qui ne nous permet pas de conclure sur son véritable potentiel thérapeutique.

¢. Quarfloxine

Plus récemment, une nouvelle molécule ciblant les G-quadruplexe a été découverte, il s’agit
de la Quarfloxine (ou CX-3543 ou itarnafloxine) qui est basée sur une homologie de structure
de la norfloxacine, une fluoroquinolone qui était connue pour inhiber la gyrase et la
topoisomérase par une liaison au complexe enzyme-ADN (Figure 41). Ce complexe
trimérique était alors susceptible d’interagir avec les G-quadruplexe, c’est donc dans ce cadre
la que la Quarfloxine a ¢ét¢ développée (Balasubramanian et al., 2011). Les modifications
structurales ont permis la perte de la fonction inhibitrice enzymatique et une augmentation de
I’affinité pour les G-quadruplexe de la molécule.
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Figure 41: Processus de développement de la Quarfloxine

La fabrication de la Quarfloxine par le laboratoire Cyclene pharmaceuticals a débuté par une analogie de
structure avec la norfloxacine, qui pouvait interagir avec les G-quadruplexe. Cette fonction a été augmentée par
différentes modifications de structures (1-62176, GG28 et QQ58) pour in fine parvenir a la fabrication de la
molécule CX-3543 ou Quarfloxine (Balasubramanian et al., 2011).

La Quarfloxine est la seule molécule ligand de G-quadruplexe dont les essais in vivo ont été

réalisé. En effet, des essais de phase I pour 'utilisation de la molécule chez les patients
atteints de
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Tumeurs solides ou de lymphomes ont ét¢ réalisés. Seule 'utilisation de la Quarfloxine pour
les tumeurs carcinoides ou endocrines a été¢ évaluée puis confirmée dans des essais de phase
II. Les essais de phase III n’ont cependant pas encore débutés.

4. Immunothérapie

La base du traitement par immunothérapie anti-télomérase est la sensibilisation des cellules
immunitaires contre les cellules tumorales exposant un peptide dérivé de la télomérase au
sein des molécules HLA de classe 1 (Antigéne de surface). Une premicre étape de
présentation dans les CMH (Complexe d’Immuno-Histocompatibilité) de classe II par les
cellules présentatrices de 1’antigéne est nécessaire afin de sélectionner et de stimuler
I’amplification des clones de lymphocytes spécifiques de 1’antigéne. Une réponse contre les
cellules tumorales présentant le méme épitope peut alors se mettre en place et perdurer
(Vonderheide et al., 1999).

On recense plus de 26 peptides utilisés dans le but d’induire une réponse anti-télomérase
(Buseman et al., 2012).

a. GV1001

Le peptide E616-626 (GV1001) composé d’une séquence de 16 acides aminés dérivés de
hTERT a été utilisé afin d’entrainer la stimulation des lymphocytes T CD4+ mais aussi CD8+
Les lymphocytes vont alors attaquer les cellules présentant 1’antigéne qui sont alors les
cellules tumorales. Cette molécule, permet d’ainsi induire une stimulation des lymphocytes T
CD4+ dans une réponse immunitaire de type vaccin (Kyte, 2009).

Des essais des essais clinique de phase I et II ont été réalisés et il a été démontré la sécurité et
la tolérance de cette molécule chez des patients atteints de cancer pulmonaire non a petites
cellules (Brunsvig et al., 2006) mais aussi dans le cas d’hyperplasie bénigne de la prostate, du
carcinome hépatocellulaire ou du mélanome.

L’essai clinique de phase III est en cours dans le cas du cancer pancréatique avec GV1001
seul, mais les études dans ce méme type de cancer en association avec de la gemcitabine ou
de la capecitabine sont terminées de la méme facon que les essais pour les patients atteints de
cancer pulmonaires non a petites cellules. Les résultats de ces études ne sont cependant pas
encore disponibles.

b. GNRVACI1
Une autre stratégie visant a stimuler la réponse immune anti-tumorale, utilise le principe de la
thérapie cellulaire, il s’agit de la molécule GNRVACI. Des cellules dendritiques immatures
sont prélevées chez le patient et transduites ex vivo avec des ARNm codant pour des peptides
dérivés de hTERT. Une fois les cellules ayant incorporées le peptide dans les CMH de classe
II, elles sont injectées chez le patient par voie sous-cutanée, intradermique ou intra
lymphatique. Celui-ci développe alors une réponse immunitaire via les lymphocytes T (CD8+
mais aussi CD4+) contre les cellules tumorales présentant ce peptide (Su et al., 2005). Cette
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stratégie a ¢té testée chez des patients atteints de mélanome métastatique et les résultats des
essais de phases I/Il sont en attente de publications (ref: NCT00961844). Le Vaccin
GRNVACI a été I’objet d’un autre essai clinique de phase II dans le cadre de la leucémie
my¢loide aigue (ref : NCT00510133)

Ainsi les traitements par immunothérapie, de part leur faisabilit¢ et leur large champs
d’application semble étre une stratégie prometteuse de traitement pour les patients atteints de

cancers.

5. Thérapie anti-vieillissement

Dans le cadre des traitements anti-cancéreux, la stratégie est donc d’inhiber 1’action de la
télomérase

Cependant, nous avons pu voir précédemment que les téloméres étaient impliqués dans le
processus de vieillissement cellulaire, nous pouvons donc nous demander si la stimulation de
I’activité de la télomérase ne pourrait pas permettre de développer des thérapies
antivieillissement.

Tout d’abord afin de vérifier cette théorie une équipe a démontré in vivo que la surexpression
de TERT (réalisée par transgénese classique avec la forme murine de TERT) permettait une
augmentation de la durée de vie des souris de 13% a 24% sans entrainer I’augmentation de
I’incidence des cancers. Au niveau de I’apparition des signes du vieillissement, ces souris
développaient moins d’ostéoporose, possédaient une meilleure coordination neuromusculaire
et un meilleur état physique global. Ainsi, cette équipe a pu démontrer que grace a des
thérapies géniques pro-télomérase, il était possible de reporter ’apparition des signes
cliniques du vieillissement cellulaire (Bernardes de Jesus et al., 2012).

La méme équipe a tout de méme démontré in vivo, sur des souris possédant de trés long
télomeres qu’un vieillissement cellulaire ralenti était possible sans la réalisation de
manipulation génétique telles que la surexpression de TERT via une utilisation de cellules
souches possédant des télomeres deux fois plus grand que la normale (cellules de la tige
embryonnaire murine). (Varela et al., 2016).

Pour développer véritablement un stratégie thérapeutique anti-vieillisement, il a ét¢ montré
qu'une petite molécule activatrice de la télomérase, le cycloastragenol ou TA-65 (Figure 42)
purifié a partir de la racine d'Astragalus membranaceus et utilisé en supplémentation
alimentaire (Harley et al.,, 2011) était capable d'augmenter la longueur moyenne des
télomeres, de diminuer le pourcentage de télomeéres de taille critiques et ainsi de diminuer
aussi les dommages causés a I'ADN dans des fibroblastes embryonnaires de souris possédant
de trés petit télomeres et une seule copie du gene codant pour la sous unité TERC (de Jesus et
al., 2011).
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Figure 42: Structure du cycloastragenol ou TA-65

Dans cette publications, les auteurs mettent en évidence le fait que TA-65 ne provoque pas
d'allongement des téloméres ou ne réduit pas les dommages a I'ADN dans les cellules
dépourvu de TERC. Ainsi ’action de la molécule TA-65 se réalise bien avec la voie de la
télomérase (TERT/TERT/ protéines associées), ce qui est confirmé par 1’augmentation de
I’ARNm codant pour TERT dans les tissus. Le mécanisme précis de d’activation de la
télomérase n’est par contre pas encore connu.

Pour confirmer 1’intérét de cette molécule dans le traitement du vieillissement, il a été observé
que 'utilisation de TA-65 chez les souris améliorait clairement 1’état physique global de ces
derniéres sans augmenter 1’incidence de survenue de cancers (de Jesus et al., 2011).

Afin d’étudier I’influence de cette molécule chez ’homme, des essais cliniques ont été
réalisés en phase I sur des patients atteints de syndromes métabolique et de résistances a
I’insuline, symptomes qui peuvent étre associés au phénomene du vieillissement et & un
raccourcissement des télomeres. Les résultats de ces essais n’ont pas encore été publiés et les
essais de phase II n’ont pour le moment pas débuté.

Ainsi les molécules pharmacologiques stimulant 1’expression ou [D’activit¢ de TERT,

pourraient moduler 1’apparition de signes cliniques liés au vieillissement et donne a la
thérapie télomérique un nouveau champ d’application en thérapeutique.
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VIII. Conclusion et perspectives

Avec ce travail nous avons pu montrer que la télomérase est une enzyme possédant un role
crucial dans le maintien de la taille des télomeres. Cette enzyme interagit avec de nombreux
partenaires comme la Dyskerine lui permettant d’exercer diverses actions sur de nombreuses
voies de signalisation cellulaire. Ces différentes voies peuvent étre modulées lors de
phénomenes physiologiques comme le vieillissement cellulaire ou encore dans des
phénomeénes pathologiques comme le développement d’un cancer. En effet, par la réactivation
de sa sous unit¢ TERT, dans les cellules cancéreuses, la télomérase permet aux cellules
d’acquérir un mécanisme de maintenance des télomeres leur permettant soit d’éviter le
processus de sénescence réplicative, soit de stabiliser leur génome pour continuer de
proliférer. Les activités non canoniques de la télomérase contribuent également a son role
d’oncogeéne. Globalement, ses activités expliquent que prés de 95% des tumeurs sont
dépendantes de cette enzyme et en font un oncogéne majeur. Dans ce cadre, de nombreuses
recherches ont ¢été réalisées et différents modes de ciblage de la télomérase ont été
développés. Des molécules naturelles peuvent tout d’abord au travers de leurs composés
moduler I’expression de la télomérase comme le thé vert ou le curcuma. Un ciblage de la
sous-unit¢ ARNm de la télomérase (TERC) peut étre réalis€¢ au moyen d’oligonucléotides
antisens modulant 1’expression de I’ARNm cible. Le ciblage de la télomérase peut aussi se
réaliser via la stabilisation des structures G-Quadruplexe, des zones riches en guanine des
télomeres. Cette stabilisation peut ainsi empécher la fixation de la sous-unité catalytique
(TERT) a ’ADN télomérique rendant impossible son élongation. Ces ligands avec une action
indépendante de TERT démontrent leur intérét dans les traitement des tumeurs ne ré-
exprimant pas TERT pour I’allongement des télomeres. Plus récemment, des immuno-
thérapies anti TERT ont pu étre développées chez les patients et leur efficacit¢é commence a
étre démontrée. Globalement ces résultats sont prometteurs, et ouvre un nouveau champ
thérapeutique, qui va trés certainement continuer son développement a 1’avenir, du fait de la
trés large indication possible pour ce type de traitement. L’amélioration des stratégies
d’immunothérapie ou le couplage avec des immuno-modulateur comme les anti-PDL1, pourra
améliorer le volet immunothérapie. De nouvelles stratégies mimant les micro-ARN pourront
aussi étre détournées afin de cibler TERC ou directement TERT de fagon plus efficace que les
oligonucléotides possédant une biodisponibilité moyenne.

Les applications du ciblage de la télomérase ne se limite pas seulement au champ de la
cancérologie, en effet I’implication de cette enzyme dans le vieillissement cellulaire a permis
de faire apparaitre la premiére molécule naturelle stimulant 1’activité de TERT et réduisant
alors les signes cliniques du vieillissement. La télomérase étant régulée par de nombreuses
protéines comme le complexe Shelterin, le ciblage de celles-ci pourrait peut-étre, lui aussi,
permettre 1’avancée de la thérapeutique.

En conclusion, le champ d’investigation des thérapies anti-télomérase est extrémement vaste
et prometteur en cancérologie mais aussi dans le cadre des thérapies anti-vieillissement
souvent associées aux pathologies métaboliques.
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RESUME :

La télomérase, composée de différentes sous unité¢ catalytique (TERT), ribonucléique (TERC) et
protéique (Dyskérine). Il s’agit d’une enzyme vitale pour maintien de la taille des extrémités des
chromosomes ou téloméres. En effet, elle permet la synthése de nouvelles répétitions télomériques lors du
processus de réplication de I’ADN. Cette capacité d’allongement des télomeres est détournée dans des
phénomeénes pathologiques comme le cancer et en physiologie, une taille trop faible (limite d’Hayflick) de
téloméres entraine 1’arrét du cycle cellulaire c’est ce que I’on appelle la sénescence réplicative. Pour
échapper a ce processus, les cellules tumorales ré-exprime sa sous unité catalytique TERT et acquicrent
ainsi une immortalité réplicative. Il est important de noter que physiologiquement un raccourcissement
des télomeres est associé a un vieillissement cellulaire.

Dans cette thése, nous explorons aussi les autres fonctions biologiques de la téloméres et démontrons les
raisons pour lesquelles le domaine de la thérapeutique est en expansion concernant les thérapies anti-
télomérase.

Nous recenserons les différentes stratégies ciblant cette enzyme avec les dérivés naturels, les inhibiteurs
pharmacologiques de la télomérase (les oligonucléotides anti-sens), mais aussi les ligands des G-
quadruplexe

composants les télomeres ou encore 1’essors de thérapie immunologique anti-TERT.

Ainsi nous mettons en lumiére le fort intérét de cette enzyme tant pour la prise en charge des patients
atteints de

cancer mais aussi ceux atteints de maladies métaboliques que I’on peut mettre en lien avec le processus de
vieillissement cellulaire.
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