Télomeéres et Télomérase : des cibles toujours pertinentes en oncologie ?

Are telomeres and telomerase relevant targets in oncology?
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Introduction : la découverte de la télomérase a suscité beaucoup d’espoirs

La découverte de la télomérase dans les années 90 a suscité de grands espoirs en cancérologie et en
médecine régénérative. Elle a été récompensée par le prix Nobel de médecine décerné en 2009 a
Elizabeth H. Blackburn, Carol W. Greider et Jack W. Szostak! [1]. Dans les eucaryotes unicellulaires
comme les ciliés, la télomérase est exprimée de maniere constitutive pour contrer I’érosion réplicative
des téloméres ; en revanche, dans les organismes pluricellulaires, la télomérase n’est exprimée qu’a
certains stades du développement ou dans certains tissus seulement.

La télomérase est une transcriptase inverse trés spécialisée, c’est-a-dire une ADN polymérase RNA-
dépendante, qui n’utilise qu’un seul ARN matrice appelé hTR (or hTERC) chez ’homme. La sous-unité
catalytique, hTERT, possede des homologies de structure avec les transcriptases inverses virales. Elle
ne réalise la transcription inverse de son substrat, hTR, que sur une trés courte région et ce, de maniere
répétée, permettant I'addition de multiples copies du motif GGTTAG qui, associées a des protéines
spécifiques, forment a I'extrémité des chromosomes des structures particulieres appelés télomeres.
Les lecteurs intéressés par la compréhension de I'assemblage et de la régulation de ces complexes

ribonucléoprotéiques pourront se référer a quelques revues récentes [2-4]. La structure
tridimensionelle de la télomérase humaine a récemment été résolue par cryomicroscopie électronique

[5].

Chez I’lhomme, la télomérase est absente de la plupart des cellules somatiques adultes normales (avec
guelques exceptions notables, les cellules souches, les cellules immunitaires et les cellules germinales),
mais elle est réactivée dans la plupart des cellules cancéreuses. La télomérase constitue non seulement
un marqueur tumoral, mais également une cible, puisque son activité est indispensable a la
prolifération along terme de ces cellules. Hahn et Weinberg avaient montré des 1999 que I'inactivation
de la télomérase dans des cellules cancéreuses était suffisante pour limiter la prolifération et Ila
croissance de cellules tumorales [6]. Ces observations permettaient d’espérer cibler uniquement les
cellules qui dépendraient de son activité. Contrairement a la plupart des agents utilisés en
chimiothérapie, les agents anti-télomérase n’auraient pas d’effet sur la plupart des cellules saines.

Qu’en est-il 20 ans plus tard ?

! https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2009/summary/




On se placera ici uniguement du point de vue des applications thérapeutiques en oncologie. En ce qui
concerne |'utilisation de la télomérase ou la longueur des téloméres en tant que marqueurs de
diagnostic, différentes revues ou méta-analyses [7-9] présentent I'état de I'art.

Différentes stratégies thérapeutiques peuvent étre envisagées: cibler directement [I'activité
télomérase ou son substrat, les télomeéres, chercher a réduire I'expression de la sous-unité catalytique
hTERT ou bien cibler les protéines « accessoires » de la télomérase, comme la tankyrase I, une ADP-
ribose polymérase, des protéines liant I’ARN et possédant un motif H/ACA (dyskérine, NHP2, NOP10,
et GAR1) ou des ATPases comme la reptine et la pontine. Enfin, il est possible de viser les protéines du
complexe sheltérine (TRF1, TRF2, etc.) qui coiffent les télomeres. En effet, des composés ciblant des
protéines clés de la signalisation de RAS inhibent la phosphorylation des protéines télomériques TRF1
et TRF2, ce qui induit un effet antiprolifératif via une déprotection des télomeres et |'activation des
systemes de réparation de I’ADN [10-12]. Ces derniéres stratégies ne seront pas abordées dans cette
mini-revue ; on pourra se référer a deux articles récents [13-14] pour avoir une vue d’ensemble des
inhibiteurs agissant par ce biais.

L’action d’hTERT n’est pas limitée a son activité enzymatique d’élongation des téloméres

La télomérase possede également des fonctions « extra-télomériques » (c’est a dire indépendantes de
I'activité d'allongement des télomeéres) qui peuvent favoriser la prolifération et la survie cellulaire.
Aussi une stratégie anti-télomérase peut alors entrainer des effets non-télomériques, potentiellement
bénéfiques s’ils conduisent a une diminution de la prolifération tumorale, mais également déléteres si
ces effets concernent les cellules normales. Une discussion détaillée de ces fonctions extra-
télomériques sort du cadre de cet article, et est présentée dans des revues récentes [15-16]. Mais il
est essentiel de garder a I'esprit que I'effet d’agents anti-télomérase pourrait ne pas se limiter a un
simple raccourcissement des télomeres, ce qui constitue a la fois une opportunité et un risque liés a
des effets secondaires indépendants de I'activité catalytique d’hTERT. On peut cependant rester
optimiste : ces autres fonctions ouvrent de nouvelles perspectives de cibles, en particulier si I'on peut
cibler I'interaction avec les protéines partenaires [17]. Inhiber I'expression spécifique de TERT devient
alors une excellente option, car on éteint toutes les fonctions, et on ne se focalise plus sur le
raccourcissement des télomeres ou d’autres dysfonctionnements télomériques.

hTERT régule un large éventail de fonctions indépendantes de son activité d'élongation des télomeres,
qui concernent la transduction du signal, la régulation de I’expression de certains génes ou la
protection contre les dommages oxydatifs. Si I'on considere les « Hallmarks of Cancer » définis par
Hanahan et Weinberg, on se rend compte que la télomérase est impliquée dans la totalité d’entre
elles, et pas simplement dans I'immortalité réplicative [16] ! Il semble en effet que la télomérase est
présente en quantités plus que suffisantes dans la cellule tumorale pour maintenir la longueur des
télomeéres, ce qui lui permet d’assurer d’autres fonctions. hTERT peut agir comme un modulateur de
la chromatine ou méme comme un facteur de transcription, qui régulerait entre autres MYC... lui-
méme agissant sur la transcription de hTERT ! Par ailleurs, des résultats récents relient hTERT aux
mitochondries et suggérent un réle protecteur de hTERT dans les neurones par inhibition d’especes
réactives de I'oxygene (ROS): on est bien loin des télomeres et de la sénescence réplicative ! Par
ailleurs, dans certains cancers, le niveau d’expression d’hTERT a parfois une valeur pronostique
supérieure a celle de I'activité de la télomérase, ce qui suggere que ses fonctions non télomériques
puissent étre essentielles. Cependant ces conclusions sont a prendre avec précautions dans la mesure
ou, a ce jour de facon et surprenante, nous manquons de réels outils pour mesurer précisément
I’activité de la télomérase au niveau des télomeres. De la méme fagon, le gene hTERT étant soumis a
de multiples événements d’épissage alternatif, les données présentant des mesures d’expression ARN
de hTERT sont a considérer avec prudence.



Le gene d’hTERT est composé de 16 exons et 15 introns ; il s’étend sur environ 40 kb, et peut donner
lieu a un nombre important de variants d'épissage. Certains de ces variants sont catalytiquement
inactifs, ce qui complique l'interprétation des données d'expression. Selon la lignée cellulaire ou le
tissu étudié, la proportion de protéine compléte et fonctionnelle peut aller de 1 a 90 %. Si un variant
hTERT est privé de son site catalytique, il n’aura bien sir pas de réle dans le maintien de la longueur
des téloméres, ce qui n’exclut pas pourtant de conserver des fonctions extra-télomériques. L'induction
de I'expression de différents variants d’hTERT a révélé que I'activité catalytique, et donc la capacité
d'allongement des téloméres de hTERT n'était pas requise pour certains effets observés dans les
tumeurs. Une fonction essentielle de hTERT serait par exemple de stimuler la transcription des génes
cibles de la beta-caténine, par formation d’'un complexe hTERT-beta-caténine, maintenant ainsi la
beta-caténine localisée dans le noyau et empéchant sa dégradation (pour revue : [18]).

Au bilan, ces activités extra-télomériques, trés variées, sont sans doute un atout pour des inhibiteurs
de ce complexe ribonucléoprotéique, puisque vitales pour la cellule cancéreuse. Il n’est pas certain en
revanche qu’inhiber I'activité catalytique de I'enzyme procure un quelconque bénéfice sil’on veut viser
ces fonctions, I’activité catalytique n’étant pas forcément requise.

L'importance des fonctions non télomériques de la télomérase pourrait expliquer pourquoi dans la
majorité des tumeurs le mécanisme prépondérant de maintien de la longueur des télomeres passe par

la réactivation de la télomérase.

Proliférer sans télomérase ?

Si la trés grande majorité des tumeurs réactivent la télomérase pour contrer I'érosion réplicative de
leurs télomeéres, environ 10 % a 15 % des cellules cancéreuses activent une autre voie, mise en
évidence dés 1995 [19], dépendante de la recombinaison et appelée ALT, pour Alternative Lengthening
of Telomeres. La proportion de tumeurs préférant cette voie dépend fortement de leur origine ; les
tumeurs « ALT » sont principalement d’origine mésenchymateuse, et dans certaines (ostéosarcomes
ou gliomes) cette voie peut devenir majoritaire. Cette différence pourrait s’expliquer [20] par une
régulation de la télomérase plus stringente dans les cellules d'origine mésenchymateuse, ce qui
réduirait les chances d’'une réactivation de cet enzyme dans ces tumeurs. Un mécanisme de
maintenance des télomeres étant nécessaire pour une prolifération soutenue, le mécanisme ALT
prendrait alors le relais (pour revue : [21])

Bien qu’il ait été montré dans certains cas que les mécanismes « ALT » et activation de la télomérase
ne soient pas forcément mutuellement exclusifs, en général les cellules ALT se caractérisent par
I’absence d'activité télomérase, une forte hétérogénéité de longueur de répétitions télomériques qui
peuvent atteindre plusieurs dizaines de kilobases, et un niveau accru d'échanges de chromatides
sceurs des télomeres. On retrouve également des répétitions télomériques extra-chromosomiques (et
la présence de « C-circles » semble étre un marqueur fiable du statut ALT [22]), une augmentation de
la transcription de TERRA (un long ARN non codant, voir plus loin) et la présence de corps nucléaires
leucémiques promyélocytaires (APB pour ALT-associated Promyelocytic leukemia Bodies).
Malheureusement, la plupart de ces marqueurs ne sont pas facilement utilisables en clinique, et les
tumeurs ALT restent donc souvent mal caractérisées. |l en est de méme au niveau moléculaire, ce qui
explique en partie la quasi-absence de composés ciblant cette voie ; un des événements les plus
récurrents semble étre la perte du répresseur ATRX, qui semble nécessaire a la mise en route de ce
mécanisme. Une autre mutation fréquemment rencontrée concerne le complexe de remodelage de la
chromatine protéique associée au domaine de mort (DAXX). D’autres mutations se trouvent dans les
génes de I'histone H3.3, de SMARCAL1 ou de lisocitrate déshydrogénase (IDH1; mutations
rencontrées presque exclusivement dans les gliomes et autres cancers du systeme nerveux central).
De nombreuses protéines mutées dans les tumeurs ALT ont un réle dans le stress réplicatif ou la



réparation des cassures de I'ADN [20] et une revue récente sur les altérations de la chromatine
télomérique, y compris dans les tumeurs ALT, suggére que les agents agissant sur la chromatine
pourraient avoir un réle bénéfique pour ces tumeurs [23].

Le pronostic des tumeurs ALT est souvent mauvais, ces tumeurs étant souvent résistantes aux
traitements classiques. De maniére intéressante, les cellules ALT, sans doute en raison de I'absence
d'ATRX, sont également sensibles aux inhibiteurs de POL |, suggérant que les inhibiteurs de cette ADN
polymérase pourraient étre efficaces sur ces tumeurs [24].

Inhibiteurs catalytiques

Peu de composés sont des inhibiteurs directs de la télomérase. La structure tri-dimensionnelle du
domaine catalytique est pourtant connue, et la conception rationnelle d’inhibiteurs facilitée par la
connaissance de son site actif.

L’ azidothymidine, ou AZT (Figure 1) est I'un des premiers inhibiteurs décrits de la télomérase, et son
action n’est pas une surprise, compte-tenu de I’homologie structurale et fonctionnelle avec la
transcriptase inverse d’HIV. L’AZT a été utilisé dans des essais cliniques de phases | et Il sur différentes
tumeurs solides, seul ou en combinaison avec d’autres agents. Le traitement par AZT pourrait
constituer une thérapie adjuvante dans les cas ou les traitements conventionnels réduisent le volume
de la tumeur en laissant le temps a I'AZT d’agir dans les cellules tumorales survivantes restantes (pour
revue : [25]). Compte-tenu du grand nombre d’analogues de nucléosides développés contre les
rétrovirus, il n’est pas surprenant que certains de ces composés aient également une activité contre la
télomérase mais, mis a part I'’AZT, aucun n’est parvenu en clinique pour cette utilisation. Certains
composés présentent des propriétés prometteuses, comme le 5-MeCITP, aussi efficace que I’AZT mais
moins cytotoxique sur des cellules n’exprimant pas la télomérase [26].

BIBR1532 est un inhibiteur de la télomérase tres actif (ICso : 93 nM ; formule présentée en Figure 1)
dont le mécanisme d’action passerait par sa fixation sur le site actif de hTERT, perturbant ainsi
I'interaction de la protéine avec son ARN matrice hTR [27]. Si cette molécule continue d’étre étudiée
in vitro, seule ou en association avec d’autres traitements, elle n’a pas fait I'objet d'essais cliniques.
BIBR1532 peut induire dans les vaisseaux sains un phénotype vasculaire similaire a celui observé chez
les sujets atteints de coronaropathie, suggérant que ce type d'inhibiteurs de la télomérase peut avoir
des effets secondaires toxiques importants qui ne seraient pas forcément liés a I’action directe de cette
molécule sur I'activité télomérase mais a son action sur I’expression de génes impliqués dans la survie
cellulaire (pour revue [28]).

Un nombre important de composés naturels ou artificiels inhibent la télomérase in vitro (pour revue :
[29]); il s’agit en particulier de flavonoides, d’alcaloides ou de polyphénols bien connus, comme Ia
berbérine, le resvératrol et la curcumine (mais cette derniére est retrouvée dans la quasi-totalité des
criblages... quelle que soit la cible ! « Curcumin will waste your time »?). Betori et al. ont récemment
présenté une nouvelle classe d’inhibiteurs inspirés de produits naturels et capables de se lier de
maniére covalente au site actif de I’enzyme [30]

La plupart de ces composés n’ont hélas été testés qu’in vitro et, quand ils ont démontré une activité
antitumorale dans un modeéle animal, la démonstration que I'inhibition de la télomérase est impliquée
dans I'effet observé n’est que tres rarement apportée.

2 https://blogs.sciencemag.org/pipeline/archives/2017/01/12/curcumin-will-waste-your-time



Enfin, s’il suffit (moyennant quelques précautions) in vitro de reconstituer le complexe hTR-TERT pour
obtenir une activité télomérase, le complexe catalytiquement actif dans la cellule est de taille
imposante (500 kDa), car il contient également des partenaires stables (dyskérine, TCAB1) ou
transitoires (pontine, reptine, chaperonnes comme Hsp90). Les résultats d’inhibition ne sont donc pas
forcément transposables in vivo. La télomérase a par ailleurs besoin d’atteindre son substrat, le
télomeére, dans la cellule, et cette interaction est médiée par TPP1, une des protéines du complexe
sheltérine. On pourrait inhiber cette interaction pour inhiber la télomérase dans la cellule, sans que
cela ait un effet visible dans un test in vitro.

Oligonucléotides anti-téloméres ou télomérase

Une stratégie alternative consiste a cibler la partie ARN de I’enzyme, hTR, qui sert de matrice a la
transcription inverse. La stratégie la plus naturelle était de concevoir des oligonucléotides antisens
complémentaire de cette région, et des centaines d’analogues ont été développés. La molécule la plus
étudiée, GRN163L ou imételstat, est un inhibiteur sélectif in vitro, parvenu en essais cliniques de phase
2. L'imételstat est un oligonucléotide de chimie N3’-P5’ thio-phosphoramide, comportant 13 bases et
conjugué a un groupement lipidique. Un premier dérivé dépourvu de ce groupement lipidique,
GRN163, n’avait pas donné de résultats probants.

Les résultats obtenus en clinique avec le GRN163L restent tres mitigés. Si pas moins de 40 essais
cliniques dans clinicaltrials.gov mentionnent I'imételstat, un seul est encore en cours (NCT02598661)
pour une utilisation dans les syndromes myélodysplasiques. Débuté en 2015, il comprend 225
participants et devrait se terminer en 2022. En revanche, l'imetelstat s’est révélé incapable de
prolonger la survie de patients atteints de cancer du poumon non a petites cellules a un stade avancé.
Les effets secondaires notables sont neutropénie, anémie et thrombocytopénie. Pire encore, une
étude sur des enfants atteints de tumeurs du systéme nerveux central fut interrompue avant son
terme en raison du décés de deux patients a la suite d’hémorragies secondaires a une
thrombocytopénie, sans qu’une réponse objective soit observée, méme si une inhibition de la
télomérase avait bien été obtenue [31]. Cette toxicité (lymphopénie, neutropénie, thrombocytopénie)
avait déja été observée dans d’autres essais, chez des adultes ou des enfants, et un adulte était déja
décédé d’'une hémorragie intracranienne. En revanche, une autre étude sur la thrombocythémie
essentielle s’est révélée plus prometteuse, avec 100 % des patients répondant au traitement (18/18)
et 89 % (16/18) présentant une réponse compléte (essai NCT01243073 ; [32]).

Une autre catégorie d’oligonucléotides agissant par un mécanisme totalement différent est constituée
par les T-oligos, de courtes séquences d’ADN simple-brin riches en guanine et homologues de
I'extrémité télomérique. Un exemple est T11, un ADN simple brin comprenant 11 nucléotides
GTTAGGGTTAG ; il correspond donc a pres de deux répétitions télomériques, mais ne comporte qu’un
seul bloc GGG, ce qui minimise les chances de former un G-quadruplex (voir plus bas). Ces
oligonucléotides ont démontré une activité antiproliférative dans plusieurs lignées cellulaires
cancéreuses (pour revue : [33]) ainsi qu’une toxicité minimale ou nulle chez les souris, les mélanocytes
ou d'autres cellules normales. Pour autant, ces agents ne sont pas encore parvenus en clinique, en
partie parce que leur mode d’action n’est pas totalement caractérisé.

Une stratégie récemment mise en ceuvre consisterait a détourner I’action de la télomérase, protectrice
des télomeéres, en lui faisant incorporer des nucléotides modifiés au niveau des télomeres
compromettant ainsi les fonctions télomériques. C’'est ce qui a été réalisé en faisant incorporer par la
télomérase un analogue de la guanine, la 6-thio-désoxyguanine conduisant a une déprotection des
télomeéres et a la mort des cellules [34]. Cette stratégie ne repose pas sur l'inhibition directe de
I’activité télomérase ; au contraire cette activité est requise pour qu’elle soit efficace. Par contre cette



stratégie s’est avérée spécifique des tumeurs télomérase-positives comme le sont les stratégies par
immunothérapie décrites ci-dessous.

Immunothérapie

L'immunothérapie est devenue le quatrieme pilier du traitement du cancer aprés la chirurgie, la
chimiothérapie et la radiothérapie et comprend I’ utilisation de cytokines, d’anticorps, d’inhibiteurs de
checkpoints ou de cellules immunitaires telles que les cellules dendritiques (CD) et les cellules T.

Pour développer une immunothérapie anticancéreuse, il est nécessaire d’identifier les antigenes cibles
associés aux tumeurs (TAA) : hTERT constitue I'un de ces antigénes (pour revue : [35-36]). L’avantage
de cet antigéne est qu’il est quasi universel, et non spécifique a chaque patient, puisque impliqué dans
la survie de toutes les tumeurs télomérase-positives. De petits fragments de protéolyse de la protéine
hTERT peuvent en effet étre présentés a la surface des cellules cancéreuses ; ils peuvent induire
I'activation de lymphocytes T cytotoxiques et une réponse immune anti-tumorale. Ces peptides
provenant de hTERT forment des complexes avec les molécules du CMH de classe | et de classe II. A ce
jour, plus de 30 peptides hTERT sont utilisés comme mimotopes.

Parmi les principaux vaccins dérivés de peptides figure en bonne place le GV1001 (ou tertomotide ; 14
essais sont recensés avec ce vaccin dans clinicaltrials.gov, mais deux d’entre eux concernent la maladie
d’Alzheimer), dérivé d’un peptide de 16 acides aminés (acides aminés 611-626 d'hTERT,
EARPALLTSRLRFIPK). Des expériences ont montré une réponse au traitement dans des cancers du
poumon non a petites cellules, ainsi que dans les mélanomes et cancers pancréatiques et hépatiques.
Malheureusement, dans un essai de phase Ill pour des patients atteints d'un cancer du pancréas
métastatique, I'ajout de GV1001 a la chimiothérapie (gemcitabine) n'a pas amélioré la survie globale
(NCT00358566).

GX301, parvenu en phase I/l sur des cancers de la prostate et des carcinomes rénaux, est un vaccin
composé d’'un mélange de 4 peptides dérivés d’hTERT (acides aminés 540-548, 611-626, 672-686 et
766-780). Un autre vaccin, appelé UV1, est composé d’'un mélange de 3 peptides (691-905, 660-689,
652-665). Enfin, Vx-001, développé par Vaxon-Biotech en France, comprend lui deux peptides trés
proches, RLFFYRKSV et YLFFYRKSV, ce dernier ayant été optimisé. Vx-001 a été testé dans une étude
clinigue a relativement grande échelle sur plus de 200 patients (NCT01935154, [37]).

Outre ces approches combinant des peptides d’hTERT, il est également possible d’utiliser des cellules
dendritiques ciblant hTERT. Les cellules dendritiques jouent un réle important dans I'induction d’une
immunité adaptative et le soutien de la réponse immunitaire innée. GRNVACI est un vaccin contre le
cancer a base de cellules dendritiques produit par transduction de ces cellules avec un ARNm codant
hTERT (ainsi qu’une protéine lysosomique, Lamp1, pour amener hTERT dans les lysosomes ou il est
dégradé en petits peptides) (pour revue : [35]).

Méme si ces traitements ne provoquent pas d’effets secondaires délétéres, leur efficacité est hélas
modeste [35]. En effet, hTERT reste un auto-antigene, et il est difficile d’induire des cellules T exercant
un effet contre de tels auto-antigenes. De plus, les affinités pour le TCR des cellules T induites sont
faibles et, par conséquent, I'effet antitumoral est relativement limité. Par ailleurs, méme dans des
tumeurs possédant une activité télomérase élevée, le nombre de copies d’hTERT présentes reste faible
(quelques centaines) : la cible n’est donc pas trés abondante, ce qui limite sans doute I’efficacité de
I'immunothérapie.

Virus oncolytiques




Les virus oncolytiques sont congus pour se répliquer sélectivement dans les cellules tumorales. Leur
effet antitumoral s’explique par l'induction d'une immunité systémique et anti-tumorale, et par la mise
a mort directe des cellules cibles. Deux virus oncolytiques spécifiques pour la télomérase ont été
développés jusqu'a présent : il s’agit de la télomélysine (OBP-301) et du télomeScan (OBP-401). La
télomélysine est un vecteur adénoviral atténué dans lequel le promoteur d’hTERT entraine
I’expression des génes E1A et B, susceptible d’'induire une lyse médiée par le virus des cellules
surexprimant TERT. Ce composé est parvenu en phases | / Il (6 essais, tous en cours, recensés dans
clinicaltrials.gov) dans les hépatocarcinomes, mélanomes métastatiques et cancers de I'cesophage
[38]. OBP-401 est quant a lui un adénovirus utilisé pour détecter des cellules tumorales circulantes
vivantes dans le sang.

Une approche a base de virus oncolytiques peut également étre envisagée dans des cellules ALT, car
ATRX joue également un role dans la réponse immunitaire virale innée. Certains virus étant incapables
de se répliquer dans les cellules ATRX positives, on pourrait envisager de les utiliser pour délivrer une
charge utile fatale aux cellules ALT déficientes en ATRX [39].

Stratégies Quadruplex

Les acides nucléiques riches en guanines peuvent adopter une conformation inhabituelle appelée G-
quadruplex, ou G4, qui repose sur la formation de quartets de guanines. Ces structures se forment
spontanément dans des conditions physiologiques, pour peu que les deux brins de la double-hélice
soient dissociés. Une fois formés, ces structures posent des problémes aux machineries de
transcription et de réplication, et doivent étre pris en charge par des hélicases spécialisées. L'extrémité
simple-brin riche en G des chromosomes offre une opportunité unique a la formation de ces
structures, puisque le brin complémentaire n’est pas présent. La formation in vitro de quadruplex par
le motif télomérique humain (GGGTTA), a fait I'objet de nombreuses études. La formation de
quadruplex sur ce brin télomérique perturbe I'extension par la télomérase, et cette inhibition est
renforcée si ce quadruplex est stabilisé par I'interaction avec des ligands spécifiques. La structure G4
autorise en effet la conception de petites molécules les reconnaissant sélectivement, ce qui conduit a
une inhibition indirecte de la télomérase. De trés nombreux composés naturels ou synthétiques se
sont révélés actifs par ce biais (pour revue [40]); il faut cependant garder a I’esprit que le test TRAP
(Telomerase repeat amplification protocol), communément utilisé pour mesurer |’activité télomérase,
n’est pas adapté a I’évaluation de ces dérivés [41] : la télomestatine, dont la formule est présentée en
Figure 1, peut inhiber la télomérase en stabilisant une configuration « bloquée » de son substrat, qui
ne peut plus étre allongée. Une telle inhibition est généralement mise en évidence par un test TRAP,
et une ICso remarquable de 0,64 nM est alors déterminée. Néanmoins, cette valeur est artéfactuelle :
ce n’est pas I'étape d’élongation par la télomérase qui est affectée, mais I'étape d’amplification par
PCR. L'ICso apparente est identique si la télomestatine est ajoutée aprés l'inactivation de Ia
télomérase ! L'ICso réelle contre la télomérase ne peut étre déterminée qu’avec un test direct, sans
amplification, et est en réalité de I'ordre du micromolaire : I'activité antitélomérase de ce composé
était donc ainsi surestimée d’un facteur 1500 par le test TRAP ! [41]. Par ailleurs, une inhibition de la
télomérase par les G-quadruplex n’est pas toujours observée [42]. De plus, des sites quadruplex sont
également présents en grand nombre dans d’autres régions du génome, et |'effet antiprolifératif de
certains de ces composés pourrait s’expliquer par leur action sur le promoteur de genes impliqués
dans la prolifération cellulaire. Au moins un ligand de quadruplex, la quarfloxine, est parvenu en essais
cliniqgues (NCT00955786) mais le mécanisme d’action présumé n’impliquait pas de cible télomérique.
Le promoteur du gene hTERT est également riche en répétitions de guanines, et la formation de G-
quadruplex dans cette région a également été analysée (voir § suivant). Enfin, une synergie
intéressante a été notée in vitro entre les radiations ionisantes et certains ligands de quadruplex [43-
44).



Une caractéristique qui rend attrayants les ligands de quadruplex est qu’ils seraient également actifs
dans des cellules ALT : la sensibilité de différentes lignées cellulaires d'ostéosarcome a un ligand G4
(RHPS4) est la méme, que ces cellules soient ALT-positives ou télomérase-positives. RHPS4 affecte les
mécanismes ALT par I'induction d'un stress réplicatif qui a son tour est converti en dommages a I'ADN
au niveau des télomeres, alimentant la recombinaison. Les dommages a I'ADN télomérique induits par
RHPS4 favorisent la suractivation de la recombinaison télomérique dans les cellules ALT, renforcant
I'idée que des ligands de G-quadruplex ne sont pas de simples inhibiteurs de la télomérase [45]. Par
ailleurs, il est intéressant de souligner qu’au niveau moléculaire, la protéine ATRX (absente des ALT)
reconnait les G-quadruplex [46]. ATRX contribuerait a leur résolution : les cellules carencées en ATRX
forment plus de ces structures, et I’on observe une augmentation des dommages a I'ADN et de la mort
cellulaire induite par des ligands G4, ainsi qu’une une synergie entre ces ligands et d'autres traitements
endommageant I’ADN dans ces mémes cellules [47].

La formation de G4 ne se limite pas a '’ADN. Deux ARN non codants en rapport avec les télomeres sont
également susceptibles d’adopter cette conformation. Il s’agit d’abord de TERRA, résultant de la
transcription de répétitions télomériques, conduisant ainsi a la production d’'un ARN comportant de
multiples répétitions du motif r-(GGGUAA). De plus, I’ARN matrice de la télomérase (hTR) comporte
également une région riche en G a I'extrémité 5’ qui peut basculer en structure G4. Nous avons
d’ailleurs congu un test a haut débit pour identifier des composés perturbant la structure d’hTR en
favorisant cette conformation [48]. L’ utilisation de ligands de G4 pourrait donc également interférer
avec les fonctions de ces deux ARN.

Le promoteur d’hTERT

L’expression de hTERT est un élément déterminant et le facteur limitant de I'activité télomérase. Aussi
la compréhension de la régulation de cette expression est fondamentale pour envisager des stratégies
pouvant la cibler. Cibler cette expression permettrait de cibler toutes les fonctions de la télomérase
(télomériques et extra-télomériques). C’'est ce qui a été montré dans des études utilisant un agent,
I’acide rétinoique tout trans (ATRA), déja utilisé en clinique pour le traitement de la leucémie aigué
promyélocytaire [49]. Ce dérivé de la vitamine A utilisé comme traitement de cette pathologie pour
son activité cytodifférentiante induit la répression de hTERT méme en I'absence de différenciation.
Cette répression conduit a la diminution de la longueur des télomeéres et a la mort des cellules
leucémiques selon un processus télomérase-dépendant. Il a aussi été démontré que la répression de
hTERT par I’ATRA sensibilise les cellules a certaines thérapies anticancéreuses et permet de lever des
résistances responsables des échecs thérapeutiques non seulement dans la leucémie aigué
promyélocytaire mais aussi dans la leucémie myéloide chronique en phase blastique [50].

La régulation transcriptionnelle d’hTERT est complexe, avec une soixantaine d’activateurs ou de
répresseurs recensés. La formation de G-quadruplex en tandem par un fragment de 68 nucléotides
riche en G de ce promoteur a récemment été étudiée par une approche de biologie structurale
intégrée [51]. Mais, que I’on s’intéresse ou non a la formation de conformations inhabituelles d’acides
nucléiques dans ce gene, il est frappant de constater que des mutations récurrentes dans ce promoteur
sont présentes dans certaines tumeurs solides en particulier dans des gliomes, mélanomes et
hépatocarcinomes (pour revue : [18]). Ces mutations conduiraient a une augmentation de I’expression
de hTERT et a son maintien.

Dans un article récent dans Nature Cell Biology, Li et al. ont utilisé un systéme CRISPR d’édition de base
programmable pour déterminer le potentiel de mutations présentes dans le promoteur du gene TERT,
en particulier dans des glioblastomes. lls ont réalisé la correction de la mutation présente a la position
—124 (C>T). Cette correction bloque la fixation de certains facteurs de transcription au promoteur de
hTERT, réduisant ainsi son expression, induisant la sénescence des cellules cancéreuses et I'arrét de la



croissance de gliomes possédant cette mutation. Cette étude constitue la démonstration que I’édition
de génes peut constituer une approche thérapeutique pour le cancer et confirme I'intérét de viser les
mutations activatrices du promoteur de hTERT [52].

Bien que la découverte de ces mutations aient conduit a un regain d’intérét pour I'étude de ce
promoteur, force est de constater que la majorité des tumeurs humaines ne porte pas de mutations
dans le promoteur de hTERT ce qui signifie I'intervention d’autres mécanismes pour expliquer son
induction transcriptionnelle [53].

Conclusion & perspectives

Si I'on décompte a ce jour plus de 140 essais cliniques mentionnant la télomérase dans
clinicaltrials.gov, il n’y a malheureusement toujours pas de traitement anticancéreux validé ciblant
directement I'activité de la télomérase [54]. Comme on pouvait le craindre dés le départ, I'inhibition
seule de I'extension des télomeres par la télomérase n’est sans doute pas suffisante pour conduire a
un effet antitumoral significatif ; I'association a d’autres traitements est sans nul doute nécessaire. Le
BIBR1532 a par exemple été associé au paclitaxel dans des études in vitro. Une dysfonction
télomérique, méme partielle, peut augmenter la sensibilité a d’autres traitements, comme cela a été
démontré avec la doxorubicine, toujours in vitro ou dans le cas d’'une combinaison ATRA/imatinib dans
la leucémie myéloide chronique [50].

Un autre probléme est la présence d’'une activité télomérase dans des cellules normales, pouvant
conduire a des effets secondaires indésirables, notamment dans le cas d’une utilisation prolongée d’un
inhibiteur, expliquant peut-étre les effets secondaires séveres observés avec I'imételstat. Mais ce
composé a des effets cellulaires parfois tres éloignés de ce qui serait attendu pour un simple inhibiteur
de télomérase [55], ce qui laisse planer un doute sur son mécanisme d’action. De maniére plus
prosaique, il estimportant de noter qu’il n’y pas d’anticorps commercial idéal contre la télomérase, et
qgue lI'un d’entre eux reconnait en fait la nucléoline plutot qu’hTERT ! [56]. Par ailleurs, les modeles
murins utilisés dans de nombreuses études in vivo présentent certaines limites : les souches de
laboratoire de Mus musculus ont souvent des téloméres trés longs et le complexe chromatinien du
géne hTERT est différent, avec une régulation un peu différente, et un profil d’expression moins
restreint dans les tissus sains. Les résultats obtenus chez ce rongeur ne sont donc pas forcément
directement transposables a I’'homme.

Enfin, I'existence de mécanismes alternatifs de maintenance des télomeres laisse craindre I'apparition
de résistances a des inhibiteurs de télomérase. Des travaux ont en effet révélé que l'inhibition de la
télomérase peut conduire a un phénotype ALT [57]. Mais ce sont peut-étre justement les tumeurs ALT
qui offrent des perspectives intéressantes, car I’arsenal thérapeutique actuel est limité, et une marge
de progression importante subsiste dans la compréhension de ces tumeurs. Nous n’avons pas exploré
toutes les voies d’inhibition : comme brievement décrit, la télomérase forme un complexe de taille
imposante dans la cellule, et certains facteurs « annexes » ne sont pas si accessoires que cela, et
pourraient constituer des cibles intéressantes, comme les activités extra-télomériques d’hTERT. Il reste
également beaucoup a apprendre sur les mécanismes d’activation ou de répression de TERT dans un
contexte physiologique (pendant la différentiation par exemple) et cela pourrait permettre
I'identification de nouveaux modes d’inhibition.

Face a I’échec relatif de certains stratégies anti-télomérase, des auteurs proposent une approche
singuliére, en affirmant que la réactivation de la télomérase pourrait étre bénéfique pour la prévention
de complications liées a un traitement antitumoral, par exemple pour contrer la toxicité
d’anthracyclines pour les cardiomyocytes. Les fonctions pro-angiogéniques et anti-apoptotiques ROS

de TERT joueraient alors un réle cardioprotecteur [58].



Un partenaire relativement négligé dans ces recherches (hors oligonucléotides antisens) est ’ARN
matrice de la télomérase, hTR. On a longtemps cru que hTERT était le facteur limitant. Pourtant, la
surexpression de hTR comme de hTERT pourrait augmenter I'activité de la télomérase [59], en partie
parce que les deux partenaires ne sont pas forcément assemblés dans la cellule : les auteurs estiment
gu’il existe 240 complexes pour 500 protéines hTERT et plus de 1100 ARN hTR dans une cellule Hela.
Méme si hTR est détectée dans des cellules normales, son niveau d’expression est augmenté dans les
cellules tumorales. Considérer I’ARN comme une cible “undruggable” serait oublier un peu vite qu’un
nombre important d’antibiotiques ciblent I’ARN ribosomal bactérien (par exemple, des tétracyclines,
macrolides et aminoglycosides).

Enfin, méme si aucun traitement anti-télomérase n’était efficace, il faut garder a I'esprit que les
mesures de l'activité télomérase, de la longueur ou du raccourcissement des téloméres peuvent
constituer des marqueurs tumoraux utiles pour le diagnostic et le pronostic.
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Légende des figures

Figure 1 : Formules ou séquences de quelques composés agissant sur télomeres et télomérase.
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