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Avant-propos

Avant-propos

L'intérét de la communauté scientifique pour laomérase n'a cessé de croitre du fait
de son implication dans les processus de vieilies# et de tumorigenese (Gilson and Segal-
Bendirdjian; Harley et al., 1990). Le Prix Nobel Baysiologie ou Médecine a été décerné le
5 octobre 2009 a E. Blackburn, C. Greider et J.s&dopour I'ensemble de leurs travaux sur

la télomérase et les télomeéres.

La télomérase est une ribonucléoprotéine, constithién composant ARN (hTR) qui sert
de matrice a l'addition des séquences télomérigtiebun composant protéique catalytique
responsable de l'activité transcriptase inverséad@&lomérase (hTERT) (Blackburn, 2001;
Feng et al.,, 1995; Meyerson et al., 1997). Comnagnt aux cellules somatiques, dans
lesquelles elle est quasiment indétectable, lamétase est fortement exprimée dans les
cellules tumorales et permet l'allongement de s¢tmes situées a I'extrémité des
chromosomes appelées téloméres. En maintenannhdmeéar des télomeéres, la télomérase
permet la survie et 'immortalisation des cellul€e rble canonique de la télomérase est
aujourd’hui bien documenté, en revanche des travé@cents suggéerent que la réactivation de
la télomérase dans les cancers pourrait intenasmis la tumorigenese par un mécanisme

encore inconnu, indépendant de son réle sur letraaide la longueur des télomeres.

Le neuroblastome est une tumeur solide extra-anaerieui affecte I'enfant trés jeune,
généralement avant 'dge de 5 ans. Remarquableadespn hétérogénéité de présentation
clinique et d’évolution, les neuroblastomes formamtspectre de tumeurs extrémement large
allant des formes les plus agressives a cellesbtepale se différencier ou de régresser
spontanément. Cette capacité de régression et tleatian en fait une tumeur tout a fait
particuliere. Dans les neuroblastomes, I'augmesratiu niveau d’activité télomérase est
associée avec le stade avancé de la maladie etuvais pronostic de survie (Hiyama et al.,
1997; Hiyama et al., 1995; Reynolds et al., 199X)ssi, un faible niveau d'activité
télomérase semble directement corrélé avec la sgigre ou la maturation d’un groupe de
neuroblastomes de bon pronostic appelé stade 4§.ofgervations ont donc conduit a

proposer la télomérase comme cible de nouvellaggies anticancéreuses.
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Avant-propos

Durant ma thése, je me suis intéressée a carartdas altérations génotypiques et
phénotypiques associées a l'inhibition de l'acévitlomérase engendrée par I'expression
ectopique d’'un mutant dominant-négatif d’hTERT (RIMEDN) dans une lignée de
neuroblastome établie a partir de métastases isuas tumeur agressive et chimiorésistante
de stade 4. Nos résultats montrent que linhibitienla télomérase dans les neuroblastes
immatures de la lignée IGR-N-91 : 1) entraine liasijion d’'un phénotype de type stromale
associée a une modification de I'expression de gjehes de la tumorigenése (N-Myc, p53,
caspase-8) 2) est une stratégie particulieremditaeé pour entrainer la mort de ces

neuroblastes en réponse a des agents cytotoxiques.

Notre laboratoire s’intéresse au role prépondétaria télomérase dans la tumorigenése et
la progression tumorale et en tant que cible pmtkstpour des approches thérapeutiques
anticancéreuses. Les généralités relatives auxmédls, a la télomérase et aux
neuroblastomes feront l'objet d'une présentatiomtisdtique bibliographique. Cette
introduction permettra ensuite d’aborder lelsjectifs de la thése. Enfin, legsultats de nos
travaux, suggérant l'implication d’'une fonction naranonique de télomérase dans le

phénotype malin du neuroblastomseront suivis de ldiscussionet desperspectives
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Introduction

Chapitre | : Les télomeres et la télomérase

A. Les télomeres : substrats de la télomérase

1. Structures des télomeres et protéines associées

Chez la plupart des procaryotes, les chromosomes ciculaires et ne possedent
donc pas d'extrémités libres susceptibles d'étéréals par une réplication incomplete. En
revanche, chez les eucaryotes, les chromosomediséaires (sous forme de batonnets) et
possedent des télomeres a leurs extrémités. Candrds (du gretelos: la fin; meros :
segment)constituent des édifices nucléoprotéiques qui entfles extrémités naturelles des
chromosomes (Blackburn, 2001; de Lange, 2002). t&édsmeres empéchent que les
extrémités chromosomiques soient reconnues comrsecdssures par les systemes de
réparation des dommages de I'’ADN. lls ont pour rddeprotéger les ségquences géniques
situées en amont vis-a-vis des phénoménes de ddigradet des événements de
recombinaisons inappropriées empéchant ainsi ke pgerl'information génétique. En plus de
cette fonction de protection, ils participent égadat a I'organisation nucléaire et a la bonne

ségrégation des chromosomes.

1.1.L’ADN télomérique

Dans les cellules humaines, les télomeres sont es@spde séquences repétitives
d'ADN double brin (5TTAGGG-3) de 5 a 15kb et d'une extrémité 3’ simple brinmieon
200 a 300 bases (Makarov et al., 1997; Wright et1897). Dans tous les organismes
étudiés, le brin riche en guanines corresponddigx&rémité 3’ est plus long que le brin
complémentaire riche en cytosines. Le motif téloqués hautement conservé au cours de
I’évolution, differe de 5 a 8 paires de nucléotideton les espéces (Zakian, 1995). Quant au
nombre des répétitions télomériques, il varie sédsnespeces, selon les individus et méme
entre les différents chromosomes d’une méme cellule

A cause du « probleme de la réplication des exte&mi décrit pour la premiere fois
par Olovnikov en 1971, les téloméres humains paérdanmoyenne 30 a 150pb a chaque

division cellulaire. Cette perte d’ADN télomériga@xplique en partie par le fait que I'’ADN
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polymérase est incapable de répliguer complétenlanitrémité des chromosomes
(Olovnikov, 1973). Dans les cellules somatiquesntades, cette réplication incompléete de
I'extrémité de 'ADN entraine un raccourcissemeruguessif des télomeéres jusqu'a une taille
critique déclenchanin fine un phénomene de sénescence et/ou d’apoptose \Hrlal.,
1990).

1.2.Les protéines télomériques : le complexe shelterin

Un grand nombre de protéines sont associés auxééds. Parmi celles-ci, six protéines
appartiennent au complexe shelterin qui compose coiffe » télomérique et possedent un
réle crucial dans la régulation de la taille desort®res (McEachern et al., 2000;
Smogorzewska and de Lange, 2004). Chez 'lhommeprgplexe shelterin est constitué des
protéines TRF1 Telomeric Repeat-Binding Factor),1TRF2 {Telomeric Repeat-Binding
Factor 2, TIN2 (TRF1-Interacting Nuclear Factor)2 POT1 Protection of Telomere)]l
TPP1 TIN2 and POT1 interacting Protéinet RAP1 Repressor Activator Protein)1
identifiées successivement au cours de ces 1l5eadesnannéegFigure 1) TRF1 fut la
premiére protéine télomérigue isolée lors de ldhasthe de protéines capables de se lier
spécifiquement au double brin d’ADN télomérique ¢64 et al., 1995; Zhong et al., 1992).
TRF2 a été identifiee comme une protéine paralagu&RF1 par I'équipe de Bilaud et al et
Broccoli et al en 1997 (Bilaud et al., 1997; Brdcad al., 1997). TIN2 et RAP1 ont été
découvertes par des analyses de criblage doublédbyfKim et al., 1999; Li et al., 2000).
Enfin POT1 a été identifiée par son homologie dguséce avec les facteurs de liaison aux

télomeres chez les organismes eucaryotes unidgedisii@Baumann and Cech, 2001).

Les protéines du complexe shelterin se distingdeatautres protéines télomériques par 3
caractéristiques : elles ne s’accumulent qu'auanivees extrémités chromosomiques, elles y
sont présentent durant tout le cycle cellulairdeetr fonction est strictement limitée aux
télomeres. La présence de domaine de reconnaispancee motif TTAGGG permet au
complexe shelterin de s’associer spécifiguement télomeres. Cette spécificité pour le
télomére permet au complexe shelterin d’empécheedannaissance des télomeéres comme
des cassures de I'ADN, d'assurer la structure tesai du télomere notamment dans la
formation de la boucle T et de contrdler la synthés ’ADN télomérique par la télomérase.
Certaines des protéines du complexe shelterin estfdnctions particulieres, répertoriées

dans le tableau 1 et discutées un peu plus loin.
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TINZ

Boucle-T

Boucle-D

Figure 1: Représentation schématique du complexshelterin au niveau du télomér. Les
protéinesTRF1, TRF2, POT1, Rapl, TIN2, et TPP1 constituemmomplexe shelterimui coiffe le
télomeére. Ce complexe protéique est essentiestakalité de la boucle —T (D’aprés Oeseburg et al.,
2010)

Roles télomérigues du complexe shelterin références

Protection et recombinaison TRF2, TRF1, TIN2, TPP1 et RAP1 (de Lange, 2005, 2009; Martinez and Blasco, 2010)
Protection du brin G POT1 (Hockemeyer et al., 2006; Wu et al., 2006)

Régulation de la taille desTRF2, TRF1, TIN2, TPP1 et RAP1
(de Lange, 2005, 2009; Martinez and Blasco, 2010)

télomeres
* Inhibition de la réponse aux TRF2, TRF1, POT1 et RAP1 (de Lange, 2005; Martinez and Blasco, 2010;
dommages de 'ADN Martinez et al., 2010; Sfeir et al., 2010)
* Réplication des téloméres TRF1 (Martinez et al., 2009; Sfeir et al., 2009)
» Recrutement de la télomérase TPP1 (Abreu et al., 2010; Tejera et al., 2010)
Roles extra-télomériques du complexe shelterin références
» Répression des génesRAP1 (Martinez et al., 2010)
subtélomériques
» Régulation transcriptionnelle RAP1 (Martinez et al., 2010; Teo et al., 2010)
« Activateur de la signalisation RAP1 (Teo et al., 2010)
NF-«xB

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des réles téloméques et extra-télomériques des protéines du
complexes shelterinD’apres Martinez et Blasco, (Martinez and Blaszfi 1)
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1.2.1. Les protéines TRF1 et TRF2

Les protéines TRF1 et TRF2 (Telomere Repeat bindiagtor) sont des facteurs qui
fixent de fagon spécifique 'ADN double brin télorimgie grace a leur domaine C terminal
Myb (Bianchi et al., 1999). Ces deux protéinesedéht par leur partie N terminale (acide
pour TRF1 et basique pour TRF&)sont capables de s’homodimériser grace a uniderda
dimérisation TRFH (TRF Homology). Ces deux protéiret pour fonction cruciale de

protéger les télomeres et de réguler leur élongatieivo.

En se fixant sur la partie double brin de 'ADN alérique, TRF2 exerce un role
important dans la stabilisation et la protectios deromosomes en favorisant notamment la
formation de boucle-T (cf Chapitre I, 1.3.1) (S&lret al., 2001). En effet, des études utilisant
une forme dominante-négative de TRF2 (TRF2DN) inbdp de se fixer a I'ADN
télomérique ont montré que TRF2 est impliqué dangt¢rutement au niveau du télomeére de
facteurs liés aux dommages de 'ADN tel que MREIR53BP1, ATM, H2AX et RAD17
(Harrington, 2004; Takai et al., 2003; van Steeretebl., 1998). L'inactivation de TRF2
provoque des fusions télomériques, le raccourcieserde I'extrémité 3’ simple brin du
télomere par I'action d’endonucléase ainsi quedfpse ou la sénescence rapide des cellules
via la signalisation p53 (Karlseder et al., 1998kai et al., 2003).

La protéine TRF1 se fixe elle aussi a la séquedlcanérique double brin de la boucle T.
TRF1 contrdle négativement la taille des télomaes inhibant I'acces de la télomérase a
I'extrémité des chromosomes. La surexpression dertae sauvage de TRF1 entraine un
raccourcissement des télomeres uniquement danselédes télomérase positives (van
Steensel and de Lange, 1997) alors que I'expressitopique d’'un dominant négatif aboutit
a l'élongation du télomere par activation de leonétrase (Blasco, 2003; Shay, 1999).
Plusieurs rotéines sont capables d’interagir ay@E Il pour réguler la taille des télomeéres.
C'est le cas des protéines Poly-(ADP-ribose)-polase-TANK 1 (tankyrase 1) et poly-
(ADP-ribose)-polymerase-TANK 2 (tankyrase 2) quitstoutes deux des régulateurs positifs
de la taille des télomeres (Greider, 1999; Sha9919Ces deux enzymes sont responsables
de la ribosylation de TRF1, ce qui inhibe sa fieatsur 'ADN télomérique et laisse l'acces a

la télomérase pour permettre I'élongation du téleme
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1.2.2. La protéine TIN2

La protéine TIN2 (TRF1 INteracting facteur )été identifiee comme régulateur négatif
de la longueur des téloméres, télomérase-dépendangffet, il agit comme un facteur de
régulation de l'activit¢ de TRF1 dans le contréle Ithctivité télomérase. Il induit une
compaction de I’ADN télomérique, une stabilisatida la boucle T et limite I'acces de la
télomérase aux télomeres (Kim et al., 1999). Dggeences de co-immunoprécipitation, de
« far western » et de criblage double hybride ocobtré que TIN2 interagit directement avec
TRF2 et qu’il peut se fixer simultanément sur TREITRF2 pour stabiliser TRF2 au niveau
du télomére. L'inhibition de TIN2 par ARN interféree diminue la présence de TRF2 et de
RAP1 aux télomeres. Cette connexion entre les aaxepl TRF1 et TRF2 est essentielle pour
I’'homéostasie de la taille des télomeéres et pour peotection (Liu et al., 2004a; Ye et al.,
2004a).

Des travaux réalisés par le groupe de T. de Larmygnent que TIN2 contrdle I'inhibition
de TRF1lvia la tankyrase (Ye and de Lange, 2004). En effathibition de TIN2 par ARN
interférence empéche la fixation de TRF1 sur I'ABbmérique et induit I'élongation des
télomeres. L'utilisation d’un inhibiteur de poly(ADibose) polymérase ou de mutant inactif
de TANKL1 restaure une accumulation télomérique B&I. TIN2 interagit sous la forme
d'un complexe ternaire TANK1-TRF1-TIN2 régulant sinnégativement la taille des
télomeres en fixant et protégeant TRF1 de l'inatibn par TANK1 (Chiang et al., 2004;
Kim et al., 1999; Ye and de Lange, 2004; Ye et2dlQ4a).

1.2.3. La protéine hPOT1

hPOT1 (human Protection Of Telomeres 1) fixe sjgpoiment les bases TTAGGG de la
partie simple brin du télomere. Elle est suscegtitilinteragir avec d’autres protéines
télomeériques tels que TPP1, TIN2, TRF1 et TRF2. iP@teragit directement avec TPP1
qui lui-méme se lie a TIN2. Chez 'homme, hPOTlemient dans la régulation de la
longueur des téloméres. En effet, la surexpresi@amPOT1 induit un allongement de la taille
des téloméres dans les cellules télomérase négatigaement. A contrario, dans les cellules
télomérase-positives, hPOT1 empéche I'acces dddmérase sur I'extrémité 3’ du télomere
ce qui inhibe son élongation (Kelleher et al., 20Qa surexpression d’un mutant inactif de
hPOT1 délété de son domaine de liaison a I'’ADN indao allongement rapide du télomere
(Loayza and De Lange, 2003). Des expériences s@mt montré que POT1 interagit avec
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le complexe TRF1 pour réguler la longueur des téles Le modele actuel propose que
TRF1 régule négativement la télomérase en permeétdixation de POT1 sur I'extrémité 3’
du télomere. L'extrémité 3’ OH débordante devidntsinaccessible a la télomérase, elle ne

peut donc plus allonger le télomére.

1.2.4. La protéine RAP1

Initialement identifié chez la levure, la forme haime de RAP1 (Repressor Activator
Protein 1) a été clonée a partir d'un criblage detybride chez la levure et identifie comme
partenaire de TRF2 (Li et al., 2000). Localiséenmeau des télomeres par I'intermédiaire de
son interaction avec TRF2 (Palm and de Lange, 200RAP1 serait également capable
d’interagir avec le complexe de recombinaison MRRED50/NBS1 et PARP (O'Connor et
al., 2004). Des expériences d’ARN interférence eusdrexpression d’un mutant inactif de
hRAP1 entraine rapidement un rallongement des #esn ce qui sous-entend que hRAP1
régule négativement la longueur des téloménesivo (O'Connor et al.,, 2004). hRAP1
proteége egalement les télomeres des fusions chmnigses en inhibant les mécanismes de
réparation des cassures de I'ADN de type NHEJtl(@8at al., 2009). Plusieurs réles extra-
télomériques de RAP1 ont été décrits tres récemniemteffet, RAP1 serait également
localisé dans le cytoplasme associé avec un comptaxitimérique kinase diB (IKK).
Cette interaction entrainerait la libération etti@ation de la sous unité p65 de MB-et sa
fixation sur les séquences consensus de nombrews gébles pour activer leur transcription
(Teo et al., 2010). Une étude tout aussi réceietat e montrer que RAP1 serait capable de
réprimer des génes localisés au niveau des régigmsélomériques (Martinez et al., 2010).
Ces résultats suggérent donc un role extra-télgméride RAP1 notamment dans la

régulation transcriptionnelle.

1.2.5. La protéine TPP1

Le criblage double hybride chez la levure a perdiidentifier la protéine TPP1
(Tripeptidyl-peptidase 1) comme partenaire de TINEZP1 également appelé TINT1
(Houghtaling et al., 2004), PTOP (Liu et al., 2004&t PIP1 (Ye et al., 2004b), assure la
liaison entre TIN2 et POTL1 et participe a la régiatade la localisation de POT1 au niveau
des télomeres (Liu et al., 2004b). L’inhibition d&P1 par ARN interférence empéche
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I'interaction de POTL1 sur les télomeres et entraime €élongation inappropriée des extrémités
télomériques (Liu et al., 2004b; Ye et al., 20040he étude récente vient de mettre en
évidence que TPPL1 interagit également avec la &ase pour réguler son accés aux
télomeres (Xin et al., 2007).

1.3. Structure tridimentionnelle des télomeres

Afin de préserver l'intégrité des chromosomesté&smeres et leurs protéines associees
forment un complexaucléoprotéique capable d’adopter différentes aomédions tel que la
boucle T/boucle D ou une structure en G-quadruglefe’heure actuelle I'existence de ces

structuresn vivo est encore trés discutée par la communauté Jajeeti

1.3.1. La boucle T/boucle-D

Le modele de la boucle-T (Boucle Télomérique)/beusl (boucle de Déplacement)
(Greider, 1999; Griffith et al., 1999) est fondér skobservation des télomeres en
microscopique électroniquigure 2) La boucle-T est formée par le repliement de 'ADN
télomérique double brin dans laquelle vient s’iesdextrémité 3'OH débordante de 'ADN
télomérique simple brin. La boucle-D correspondaapbrtion du brin G qui n’est plus
appariée, suite a l'insertion du simple brin. Lariation de cette boucle-T/boucle-D fait appel
a de nombreuses protéines télomériques qui asdarstabilisation de cette structure vitro
(de Lange, 2004; Stansel et al., 2001). Cette tstredermée permettrait de différencier les
extrémités des chromosomes des cassures doubldebliADN en évitant que les téloméres
soient reconnus par la machinerie de réparation assures. La boucle T/boucle D
participerait ainsi a la protection des extrémdés chromosomes contre la dégradation par

les nucléases et les recombinaisons chromosomfdadsange, 2002).

Figure 2 : Photographie de télomeéres terminés parne boucle-T (microscopie électronique)
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1.3.2. Les G-quadruplexes

Dans les conformations de type quadruplexe, 'ABNMmérique simple brin se replie
pour former une structure en "épingles a cheveux"sain desquelles quatre guanines
coplanaires peuvent s'apparier entre elles patigiesens hydrogene de type « Hoogsteen »
(Sundquist and Klug, 1989) pour former des tétratkeguanines aussi appelées G-Quartet
(Henderson et al., 1987; Henderson et al.,, 199@5 Dns positifs, placés au cceur de la
tétrade stabilise I'ensemble de la structure (Paki et al.,, 2002). L'empilement de ces
tétrades de guanines forme les quadruplexes (Rlaoik&iraldo, 1995)Figure 3) Méme si
leur existencén vivo chez ’'homme n'a encore jamais été démontréembgerait néanmoins
gu’in vitro une séquence TTAGGG simple brin soit capable dmdo un quadruplexe de
guanines et pourrait empécher 'action de la télase ou d’autres nucléases (Zahler et al.,
1991). Cependant, aucune évidence physiologiquerdle des G-quadruplexes dans

I'inhibition de la télomérase n’a pu étre démoniaé=e jour.

Figure 3: Représentation schématiqued’'un quadruplexe: A gauche, structure d'un G-Quartet
stabilisé par les liaisons Hogsteen-Green. A draiteucture tridimentionnelle d’'un quadruplexe
obtenue par I'empilement de trois tétre de guanine (-Quartet)

B. Le complexe télomérase : structure et régulation

La télomérase est un complexe ribonucléoprotéigmstitué d’'un composant protéique a
activité de transcriptase inverse, hTERT (humarofterase Reverse Transcriptase) et d’'un

composant ARN matrice, hTR (human Telomerase RNéApmment). Bien que ces deux
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composants soient suffisants pour reconstitmeritro une activité télomérase (Weinrich et
al., 1997), il semblerait que I'élongation des mééwesin vivo requiert la présence d'autres
partenaires protéiques. L'ensemble de cet édifigeanhique (hTERT, hTR et protéines

associées) constitue le complexe télomérase.

1. Structure du complexe télomérase

1.1.La matrice hTR

Peu de temps aprés la découverte de la téloménagdecilieTetrahymenal’équipe de
E. Blackburn a montré que l'activité catalytiquelddélomérase est dépendante d’'un ARN.
Cet ARN, cloné en 1995 (Feng et al., 1995) est lapp&R (human Telomerase RNA).
Contrairement a hTERT, hTR est exprimée de facasigqubiquitaire dans les cellules qui
possédent ou non une activité télomérasique (Fealg, 4995).

Codé par un gene situé en 3926 (Soder et al., 1997st constitué d’'une séquence
primaire de 451 nucléotides non-polyadénylés etprend une séquence de 11 nucléotides
(5-CUAACCCUAAC-3') complémentaire de I'extrémité’sBmple brin des télomeres,
servant de matrice lors de la synthese de rép#itiélomeériques TTAGGG (Feng et al.,
1995).

Bien que la séquence primaire de TR présente peondilogies entre les différentes
especes, la structure secondaire est paradoxalémentonservée chez les vertébrés (Chen et
al., 2000). L’étude prédictive de la structure setzre de cette sous-unité ribonucléique a
permis de mettre en évidence plusieurs régionsece@éss, CR1 a CR8 (Conserved Region).
Ces motifs conservés seraient impliqués dans disdmnctions comme sa stabilisation, son
accumulation, son assemblage avec d’autres coastainsi que sa localisation cellulaire
(Figure 4) (Chen et al., 2000). La région CR1, proche deti&rité 5, contient la séquence
dite « matricielle », le domaine pseudoknot quluhtes régions CR2-3 et le domaine CR4-5
formé d'une structure en tige et boucle qui permeé interaction avec la sous-unité
catalytigue hTERT. hTR possede également un dom&@R¥ et un motif de type H/ACA
(CR6 et CR8) qui semble étre important pour sommcgation, pour I'activité catalytiquie
Vivo et la processivité de la télomérase (Mitchelllgtl®99a; Mitchell and Collins, 2000). II
semblerait qu’en dehors de la séquence matricks ls domaines « pseudoknot » et CR4-
CRS5 sont indispensables a la reconstitution d'd@hentérase catalytiquement activevitro
(Ly et al., 2003).
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CR4ICRS

Figure 4 : La structure secondaire de
hTR. La composante ARN du
complexe télomérase, comporte une
séquence dite séquence matrice
complémentaire au simple brin de

) I’ADN télomérique localisé prés de
I'extrémité 5. Il contient également

) quatre régions conservées : le domaine

pseudoknot ou CR2-CR3, la région
g I

et
LT

PLLRRREE HLii

CR2ICR3

CR4-CR5, la boite H/ACA (CR6 et
Boite HACA  CRS8) et le domaine CR7. CR
(conserved région), D'aprés Legassie et
al., (Legassie and Jarstfer, 2006)

UCCCAAU
Template (CR1}

1.2.hTERT

hTERT (human TElomerase Reverse Transcriptase), une AbWn@rase appartenant a
la famille des transcriptases inverses (Cech andnar, 1997), a été initialement clonée en
1997 sur la base de son homologie de séquencdacleszire ccharomyces Cerevisaeé un
protozoaire cili€Euplotes aediculatu@ilian et al., 1997; Meyerson et al., 1997).

Le géne hTERT, localisé en 5p15.33 est constitug6dexons codant une protéine de
1132 acides aminés (127 kDa) (Meyerson et al., 194k et al., 1999). L’analysm silico
de la séquence de TERT a permis d’identifier 7 doesatrés conservés (1, 2, A, B', C, D et
E) caractéristiques des transcriptases inversesgiier et al., 1997). hTERT possede
également des motifs (GQ, CP, QFP, et T) spécifigigela télomérase (Kelleher et al., 2002)
ainsi qu’une courte région C termindkegure 5) Des expériences de mutagenese dirigée et
de transfections ont permis d’élucider certainegtions de ces domaines (Armbruster et al.,
2001; Banik et al., 2002; Kim et al., 2003; Rahreaml., 2005; Smith et al., 2003; Zhang et
al., 2003).
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- La région aminoterminale de la protéine, largement étudiée via des mutants de
substitutions (Armbruster et al., 2001), est canégé du domaine GQ (ou domaine 1), des
motifs CP (ll) et QFP (lll) et d’'une région appeléeDAT (Dissociates Activities of
Telomerase) essentielle aux fonctions biochimieudsologiques de la protéine.

Les domaines |, Il et 1l sont importants pour tigité télomérasen vivo etin vitro et
la mutation de ces trois domaines abolit le pouiramortalisant de la protéine sauvage. Le
domaine GQ semble indispensable a la maintenarsdétlaméeres et a la viabilii@ vivo
(Armbruster et al., 2001; Friedman and Cech, 19BMteraction stable d’hTERT avec la
sous-unité ribonucléique est assurée les motifs @FR et T (Armbruster et al., 2001;
Bachand and Autexier, 2001; Kelleher et al., 2002).mutation du N-DAT, n’abroge pas
I'activité catalytiquein vitro mais empéche I'élongation des téloméresivo. Il a donc été
envisagé que le domaine N-DAT soit impliqué dansederutement de la télomérase aux
télomeres (Armbruster et al., 2001). De plus, @des aminés 1 a 15 sont essentiels pour la
localisation nucléolaire de hTERT et son assemidage hTR (Yang et al., 2002).

- La partie centrale de la protéine est constituée du motif T et desaloes de transcriptase
inverse neécessaires a l'activité catalytigue denziene. Des mutations des domaines

transcriptase inverse abolissent I'activité télcasér

- Région C-terminale

L’analyse fonctionnelle de la région carboxy-teraiinde TERT a I'aide de mutant de
substitution a révélé 5 motifs particuliers (Baweikal., 2002). La présence d’'une séquence
signal d’export nucléaire NES dans le motif ElI étispeurs sites de fixation pour des
exportines ou pour la protéine 14.3.3 (Ell) sugggue cette région est impliquée dans la
localisation nucléaire de TERT (Arai et al., 20@&eimiya et al., 2000). L'extrémité C-
terminale semble aussi étre importante pour Viétielomérasén vitro (motif EI & EIV), la
processivité de I'enzyme (motif El), I'oligomérigat de la protéine et la maintenance des
télomeres (motif C-DAT) (Banik et al., 2002; Beattit al., 2001; Peng et al., 2001)..
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Figure 5: Représentation schématique de la structure de larotéine hTERT. NT : N-
terminal, RT : Reverse Transcriptase, CT : C-teahid, 2, A, B, C, D, et E (I a IV):
domaines caractéristiqgues des protéines a adiigitcriptase inverse.

1.3. Protéines associées

Bien que la co-expression de hTERT et hTR soitisarfte pour reconstituer une
activité télomérasan vitro, il semblerait quh vivo, des protéines s’associent a cette
ribonucléoprotéine pour permettre I'élongation démeéres mais aussi I'assemblage, la
conformation et la localisation nucléaire de laméérase. Parmi les partenaires protéiques du

complexe télomérase, on retrouve les protéinexaptfa hTERT et celles s’associant a hTR

1.3.1. Les protéines se fixant a hTERT

Plusieurs protéines ont été identifiees comme paies d’hTERT. Parmi elles, les
chaperonnes HSP90, p23 et HSP70 qui intervienrems té repliement et I'assemblage du
complexe télomérase (Holt et al., 1999a). La pnetéhEST1A (human Ever Shorter
Telomere 1, A) serait responsable du recrutementataplexe télomérase au niveau des
extrémités des chromosomes (Reichenbach et al3)28@n expression ectopique entraine
des fusions télomériques a l'origine de ponts aasiglnes (Reichenbach et al., 2003). Une
autre protéine, TEP1, a été identifiée sur la loesson homologie avec tamposante p80 du
complexe télomérase detrahymenaBien qu’interagissant a la fois avec hTERT et h$&
fonction n’a toujours pas été élucidée. En effehez la souris, la délétion du gene codant
cette protéine n’affecte ni I'activité télomérasdanlongueur des télomeres (Harrington et al.,
1997; Liu et al., 2000).
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La fonction de tous ces partenaires protéiquepasencore été élucidée. Cependant,
on peut facilement imaginer qu’ils participent aetnent aux fonctions biologiques du
complexe télomérase. D’autre part, hTERT est capdbllier des partenaires de nature non-
protéique en dehors d’hTR. En effet, hTERT peututer un petit ARN de type nucléolaire
retrouvé au niveau de la mitochondrie appelé RMRIRA component of mitochondrial RNA
processing endoribonuclease). Cette associatioe &MERT et RMRP permet la synthése
d’ARN double-brins, métabolisés ensuite en peiiRN interférents capables de moduler

I'expression génique (Maida et al., 2009).

1.3.2. Les protéines se fixant a hTR

Parmi les partenaires d’hTR, on retrouve des Eefit®téines nucléolaires comme
NOLA1, 2 ,3 (Dragon et al., 2000), la dyskerine t@iell et al., 1999b) ou encore les
ribonucléoprotéines nucléaires hétérogénes hnRNP etefblyenous Nuclear
Ribonucleoprotein) A1, C1/C2 et D. La dyskérine @sé protéine nucléolaire codée par le
gene DKC dont la mutation est a l'origine de la Bgratosis congenita (Heiss et al., 1998).
Les patients atteints par cette pathologie ont éfaud de régénération des tissus a
renouvellement rapide et présentent des télomdres qourts et une activité télomérase
réduite, ce qui suggere que la dyskérine est naicess la fonction télomérase (Mitchell et
al., 1999b). La dyskérine s’associe avec hTR pamsotif H/ACA situé en 3'OH mais aussi
avec de petits ARN nucléolaires a boites H/ACAt(Mell et al., 1999a). Les protéines
nucléolaires tels que NOLAL, 2 et 3 sont aussi loigsad’interagir avec le domaine H/ACA
de hTR (Dragon et al., 2000; Pogacic et al., 208@jfin, d’autres partenaires protéiques tel
que I'hétérodimére Ku, impliqué dans la réparaties cassures double-brin de I'ADN par
recombinaison non homologue, ainsi que TP1 (telasgenssociated protein 1) (Harrington
et al., 1997), la protéine ribosomique L22 (Le let 2000), hSTAU (Le et al., 2000) et LA
(Ford et al., 2001) ont également été décrites cesiassociant directement a hTR.

2. Reégulation de l'activité télomérase

Contrairement & hTR qui est exprimée de fagon datise, hTERT est soumise a

une régulation trés précise au cours de la vielleglé notamment durant I'embryogenése ou
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lors de la différenciation. Cette régulation pseixercer a différents niveaux : épigénétique,
transcriptionnel et post-traductionnel, par desnphénes d'épissage, de maturation, de
localisation subcellulaire et d’assemblage sousméode ribonucléoprotéin&igure 6)

gene hTERT gene hTR
_ aro
Methylation de 'ADN
Régulation ‘Acétylation/méthylation des ‘
AninAdnAti histones
épigénétique de la
transcription hTERT —E Interactions protéiques
promoteur promoteu
Régulation ¢ TR ‘L
transcriptionnelle W Phosphorylation
v PKC
Régulation post- At Régula'tion post-
transcriptionnelle ¢ traductionnelle

TR T
TN Transport/
—>» (hTERT — — — — —pLocalisation
N4 4 2 Fonction
Epissage alternatif Variants

d'épissage

Figure 6: Niveaux de régulation di la télomérase. L'épigénétiqu constituele changement de
I'état de transcription des genes en réponse atayiation de '’ADN et les modifications post-
traductionnelles des histones (méthylation, actitylaet phosphorylation). La fixation de
facteurs de transcription généraux et régulatentrai@e uneégulation transcriptionnelle des
génes. L'existence de variants d’insertion ou détid issu de I'épissage alternatif de hTERT
suggére un niveau dégulation post-transcriptionnelle de TERT. Au niveadraductionnel,
'assemblage du complexe en une ribonucléoprotgéotiee dépend de I'état de phosphorylation
de TERT. Enfin, l'accessibilité de hTERT au nivedes télomeres ainsi que sa localisation
subcellulaire constitue un niveau de régulatiomptgmentaire.

2.1.La régulation ’hTERT

2.1.1. Larégulation transcriptionnelle du génehTERT.

Dans un contexte physiologique, la télomérase edkrhent exprimée dans les
cellules germinales et les cellules souches aim'siugcours de certaines étapes précoces du
développement embryonnaire. A contrario, la tél@sérest réprimée dans la majorité des
cellules somatiques normales mais elle est réactigéans environ 90% des cancers
(Greenberg et al., 1998; Kim et al., 1994; MartindRa et al., 1998; Masutomi and Hahn,
2003; Ulaner et al., 1998). Cette réactivation detdlomérase est en grande partie la
conséquence de la réexpression du gene d’hTERTs Ajiee la composante ARN hTR est
exprimée de fagon constitutive et ubiquitaire (Soekeal., 1998; Yi et al., 1999), hTERT

semble étre le facteur limitant et déterminant ptagativité télomérase. La corrélation entre
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'ARNmM de TERT et I'activité télomérase suggere wagulation transcriptionnelle du géne
hTERT qui constitue le premier et principale mésare de régulation de 'activité télomérase
(Figure 7Cong et al., 1999; Takakura et al., 1999).

Le clonage de la région 5’ situé en amont du gen€ERT a permis de montrer que le
promoteur de hTERT est inactif dans la plupart debules somatiques normales mais
réactivé lors de I'immortalisation cellulaire (Comgal., 1999). Des expériences de délétion
du promoteur d’hTERT ont démontré que son actimximale nécessite la présence d’'une
région particuliere, située a environ 330pb en anthn site d'initiation de la traduction
(Horikawa et al., 1999). Le séquencage de cettomfgoximale a révélé que le promoteur
de TERT est dépourvu de séquences TATA ou CAAT mpalis possede plusieurs boites GC
reconnues par le facteur Spl ainsi que 2 boitas Eesquels peut se fixer c-Myc pour activer

la transcriptionFigure 7)(Takakura et al., 1999).
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—> aclivauon TGF-p
— inhiztion
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Figure 7: La régulation transcriptionnelle d’hTERT . Représentation des différents
facteurs de transcription et autres protéines gpglé dans la régulation de la transcription d’
hTERT. Le site initial de transcription (+1) aircgie le codon d'initiation de la traduction

(ATG) sont indiqués. Modele des modifications poatluctionnelles des histones dans le
remodelage chromatinien impliqué dans la régutadio promoteur d'hTERT.

Me, Methylation des histones ; Ac, Acéthylation tiegtones. D’aprés (Kyo et al., 2008).
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» Les facteurs activateurs/répresseur de I'expressiofhTERT

L’analyse bioinformatique du promoteur d'hTERT ames d’identifier des sites de
fixations potentiels de facteurs de transcripticemndémonstratiom vitro de leur fixation a pu
étre validée pour certains d’entre-eux par essae gapporteur, immunoprécipitation de
chromatine (Chip on Chip), criblage double-hybrdateez la levure ou expériences de retard
sur gel.

Parmi les protéines activatrices de l'expressmhTERT on peut citer l'oncogéne c-
Myc (Myelocytomatosis viral oncogengsreenberg et al., 1999), la protéine APAZtivator
Protein-1) (Deng et al., 2007), le facteur de transcriptiod $gyo et al., 2000), la protéine
E6 du papilloma virus humain (Klingelhutz et al998), les récepteurs nucléaires aux
estrogenes et aux androgenes (aprés activatioleyoarligands respectifs) (Guo et al., 2003;
Kyo et al., 1999), I'oncoprotéine de fusion EWS/EltBsarcome d'Ewing (Takahashi et al.,
2003), le facteur de survie N&B (Nuclear Factor Kappa-BjFujimoto et al., 2000; Yin et
al., 2000) et les cytokines EGEpidermal Growth Factoret TGFb(Transforming Growth
Factor Beta)Maida et al., 2002; Yang et al., 2001).

Des protéines réprimant hTERT ont également ététifdiees comme les facteurs de
transcription MAD1(MAX dimerization protein {Junes et al., 2000), E2F-1 (Won et al.,
2002), WT-1 (Wilms Tumor)(Oh et al.,, 1999), CTCKCCCTC binding factor protein)
(Renaud et al., 2005), SIREMN-Interacting Protein 1)Lin and Elledge, 2003), MZF2
(Myeloide specific Zinc Finger protéin 2fujimoto et al., 2000), la protéine suppresseur d
tumeur p53 (Kanaya et al., 2000; Xu et al., 20p@3 (Racek et al., 2005) et MENultiple
Endocrine Neoplasia 1Lin and Elledge, 2003).

En revanche le réle du facteur de transcriptioR-HHypoxia-Inducible Factor-1)
est encore controversé. En effet, une premiérgpécuimontré que ce facteur peut induire la
réexpression d’'hTERT dans des cellules cancéreamsese fixant directement sur son
promoteur (Yatabe et al.,, 2004) alors que I'équilee Koshiji propose un role répresseur
d’HIF-1 sur la transcription d’hTERT dans les chdkide cancers du colon (Koshiji et al.,
2004).
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2.1.2. Larégulation épigénétique

Certains facteurs de transcriptions sont capab¢éesnddifier la chromatine afin de
réguler I'expression génique. Réciproquement, Femnement épigénétique de la
chromatine détermine la reconnaissance des sitdfaiden des facteurs de transcription
modulant la aussi I'expression des genes. Desrierpés de transfection transitoire de
rapporteur luciférase contrélé par le promoteulTERT ont révelé que le niveau d’'activité
du géne rapporteur était similaire a la fois daes tellules télomérase-positives que
télomérase-négatives, suggérant que le contextamettinien peut également étre impliqué
dans la régulation d’hTERT (Wang and Zhu, 2003).

a. La méthylation de 'ADN

La méthylation/déméthylation de séquences réga&srioue un réle important dans
I'expression des génes notamment au cours de Uéwécdu programme de développement
chez les vertébrés mais aussi lors de la tumorggerien effet, une modification du profil de
méthylation de certains génes peut étre a l'origied’inactivation de genes suppresseur de
tumeur (ou de l'activation de proto-oncogene darsams cas). La régulation de I'expression
de TERT au cours du développement embryonnairegfWet al., 1997) et la présence d’un
cluster d’ilots CpG dans le promoteur de TERT enommdu site d'initiation de la
transcription (Horikawa et al.,, 1999) laissent m@nsque des phénomeénes de
méthylation/déméthylation au niveau de son promofsurraient étre a l'origine de la
réexpression du gene d’hTERT dans certaines conditiotamment dans les cancers.

Plusieurs équipes (Lopatina et al., 2003; Shinl.et2803) ont effectivement montré
qgue la méthylation du promoteur de hTERT entratneépression génique de TERT et que
I'inhibition chimique de la méthylation par la Saaxtidine permet la réexpression ’hTERT
dans deux lignées télomérase négative (Dessait,e200; Devereux et al., 1999). En
revanche, I'analyse a grande échelle du statutétbyiation du promoteur de hTERT n’a pas
apporté la preuve d’'une signature du profil de ylétlon associé a I'expression de hTERT
négative (Dessain et al., 2000; Devereux et aP9)18e qui suggere que les modifications du
statut de méthylation du promoteur de hTERT ne tdoespas le mécanisme majeur de
régulation de I'expression du géne.

De fagon surprenante, certains auteurs ont ménperigp’existence d’'une corrélation
inverse entre la méthylation du promoteur de hTER3on expression génique. Par exemple
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dans notre laboratoire nous avons suggéré quedihygthylation de la région distale du
promoteur d'hTERT empéchant la fixation d’'un facte@presseur soit responsable de la
réactivation de la télomérase (Azouz et al., 20IDautres études ont montré une corrélation
entre I'hyper-méthylation du promoteur d’hTERT &ictivation de la télomérase dans des
cellules cancéreuses (biopsies et des lignéeslaigls). Inversement, dans des cellules
normales télomérase négatives I'hypo-méthylatiorpchmoteur de TERT est associé a sa
répression transcriptionnelle (Guilleret and BetdraR004; Guilleret et al., 2002; Nomoto et
al., 2002). Cette corrélation assez inhabituelkeeela méthylation de '’ADN et I'expression
d’'un géne, a crée une confusion dans la commusaigatifique mais a pu étre expliquée par
la présence de courte région hypo-méthylée (trggomellement active) autour du site
d’initiation de la transcription (SIT), malgré I'bgr-méthylation du reste du promoteur (Zinn
et al., 2007). De plus, une acétylation des résigsine des histones au niveau du SIT en
association avec I'hypo-méthylation de 'ADN de teetégion et I'expression I’hTERT a
également été démontré. Ce dernier résultat idubten le fait que des modifications
épigénétiques autre que la méthylation (i.e. I'daéibn/méthylation des histones) participent

activement a la régulation du gene hTERT.

b. Les modifications des histones

La transcription des cellules eucaryotes est pddarent influencée par des
modifications locales de la structure de la chromeatCe remodelage des nucléosomes
d’histones dicte la transition dynamique entre tat é&avorable ou non a la transcription.
L'acétylation des histones est un des mécanismegegmet la décondensation locale de la
chromatine, facilitant ainsi I'acces a la machiadranscriptionnelle de base et a ses facteurs
associés, au niveau du promoteur. L’hyper-acéoaties résidus lysines des histones par les
histones acétyltransférases (HAT) est associée awmecactivation de la transcription de
hTERT. A l'inverse, les histones déacétylases (HDPA@rticipent au remodelage de la
chromatine en catalysant I'hypo-acétylation desnbs qui est a l'origine de la répression
transcriptionnelle.

Des études ont montré que le traitement par kehdstatine A, un inhibiteur d'histones
déacétylases induit I'expression de 'ARNm d’hTERdns des fibroblastes normaux (Cong
and Bacchetti, 2000; Takakura et al., 2001) mais ¢ens les cellules cancéreuses. Cette
répression génigue de la télomérase dans les exllobrmales pourrait dépendre de
I'interaction de HDAC1 avec Spl sur le promoteur d&ERT (Doetzlhofer et al., 1999).
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D’autre part, Spl peut interagir a la fois avec fdeseurs ayant des activites HDAC ou HAT
sur le promoteur de hTERT (Suzuki et al., 200@),cé fait Spl peut donc réprimer ou
transactiver le géne de TERT selon le contextelleglé.

L’activateur transcriptionnel c-Myc et le factetépresseur Mad-1 sont également
impliqués dans les modifications des histones dmpteur de hTERT. Il a été démontré que
le complexe c-Myc/Max est préférentiellement ass@cdes HAT et a la régulation positive
d’'hTERT dans les cellules leucémiques HL60 nonéddificiées. En revanche, lors de la
maturation de ces cellules, c’est le répressenstrgptionnel Mad-1 plutét que I'activateur c-
Myc qui est induit. Madl s’associe alors a Max ax¢au des boites E du promoteur de TERT
ce qui conduit a la déacétylation des histones e€pression transcriptionnelle de hTERT
(Cong and Bacchetti, 2000; Takakura et al., 2001 gial., 2001).

Ces résultats suggerent que, comme pour Spl, lEnsgsMyc /Max/Madl est
également impliqué dans le remodelage de la chinen&t donc dans la compétence du

promoteur a réguler I'expression du géne hTERT.

Les extrémités N-terminales des histones peuvgalegent subir des phénoménes de
méthylation plus stables que l'acétylation et lagphorylation. La méthylation des histones
est un processus dynamique, qui consiste en l'ajugrsible d'un, de deux ou de trois
groupements meéthyles sur des lysines ou des aegirpar des histones meéthyltransférases.
Selon les résidus méthylés et le nombre de groupisnagoutes, la méthylation des histones
est associée a une activation ou une répressida ttanscription. La séquence promotrice
d’'hTERT n’échappe pas a ce modéle. En effet, ttadémontré que la triméthylation H3-K4
du promoteur de hTERT par la méthyltransférase SBIY(Bigure 7) est associée a
I'activation transcriptionnelle de TERT dans ledlues cancéreuses (Liu et al., 2007).
L'inhibition de SMYD3 par ARNi dans des cellulesncgreuses abolit la triméthylation H3-
K4 et atténue la fixation des facteurs c-Myc et Spidleurs séquences cibles ce qui entraine
une diminution de l'acétylation de certaines his®rH3 dans le promoteur basal et la
répression transcriptionnel d’hTERT (Liu et al.,0ZD. A linverse, la surexpression de
SMYD3 active la transcription de TERT. Une étudeuparécemment a montré que la
déméthylation de la lysine 4 de I'histone 3 du potear de hTERT par la LSD1 (Lysine-
Specific Demethylase 1) en coopération avec HDACcagable de réprimer la transcription
d’hTERT. Les auteurs démontrent que le recruterdené LSD1 sur le promoteur de hTERT
participe a I'établissement de la répression duegBhTERT dans les cellules normales et
dans les cellules HL60 différenciées (Zhu et &08).
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L'ensemble de ces résultats suggére que les bistpauvent subir de nombreuses
modifications pouvant s’influencer mutuellement iefluencer la transcription du gene
hTERT.

2.1.3. La régulation post-transcriptionnelle: I'épissage #ernatif

L'épissage alternatif est un mécanisme permettasyithese de différents ARNm a
partir d'un méme géne. L’épissage alternatif de TEHBnne naissance a au moins 14 variants
d’épissages, classés en trois groupes: 1) ledniaissuvage ; 2) les variants de délétor
ety, qui ont subi une excision de certains motifs eovéss au niveau du site des transcriptases
inverses ; et 3) les variants d'insertion INS1-@t3l qui résultent de la rétention de certains
introns (Figure 8) Les délétions ou les insertions de plusieursepaile base peuvent donner
lieu & un décalage du cadre de lecture avec ajguaditun codon stop plus précoce entrainant
I'expression de protéines TERT tronquées a diffisrendroits de la partie carboxy-terminale.
La mise en évidence de I'expression différentielke variants d’épissage de TERT, en
fonction du type cellulaire et au cours de I'emlygoese, suggere, que I'épissage alternatif de
TERT peut constituer un mode de régulation de iVaét telomérase (Kilian et al., 1997,
Ulaner et al., 1998; Ulaner et al., 2000). Des d@asrde la littérature rapportent que le variant
a exerce un effet dominant négatif sur la télomémmtogene entrainant un raccourcissement
des télomeéres, un état de sénescence ou mémemnidetlaellulaire (Colgin et al., 2000; Yi et
al., 2000). Des expériences réalisées au seintde laboratoire ont montré que sur 7 variants
étudiés &, B, v; insl, 2, 3 et 4) seule la forme sauvage est ¢aulbreconstituer I'activité
télomérase in vitro (résultats non publiés). Noasficmons également un effet dominante
négative du variant. sur l'activité télomérase endogene. La fonctios detres variants,

notamment dans la régulation de l'activité téloreéraeste encore a étre élucidée.
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Figure 8 : les variants d'épissage de 'ARNm hTERT La forme sauvage de TARNm d’hTERT
(wild-Type) présente 16 exons. La localisation ddan d'arrét de traduction (stop) est représemtée e
rouge. Les variants de délétions sont marquéedgsarectangles verts et les variants d'insertions s
marquées par des rectangles bleus.

2.1.4. Les modifications post-traductionnelles

La régulation transcriptionnelle ’hTERT constiteenécanisme majeur de régulation de
I'activité télomérase. En outre, la présence d&RlNin d’'hTERT et d’hTR dans des cellules
de tissu rénaux ou ovariens normaux, malgré uneitéctélomérase négative, suggere que
des modifications post-transcriptionnelle de TERTyent affecter la régulation de 'activité

télomérase (Rohde et al., 2000; Ulaner et al., 2000

Plusieurs equipes ont démontré que des phénomenede
phosphorylations/déphosphorylation par des kinpeesphatases sont capables de moduler
la localisation, la structure et I'activité de leofgine. En effet, I'équipe de Li et al., a observé
que la phosphatase 2A (a l'inverse de la PP1 owBPRtibe l'activité télomérase des
cellules de cancer du sein (Li et al., 1997a).iAvErse, la sérine/thréonine kinase PKB (ou
Akt) ainsi que la PKC sont capables de phosphomyEHERT et de stimuler son activité
catalytique (Kang et al., 1999; Li et al., 1998gti€ activation enzymatique fait intervenir la
phosphorylation de la sérine 824 d’hTERT par la Rkdla voie de signalisation PI-3 kinase
(Kang et al., 1999). De plus, l'activité kinaseldd’KB est préservée par son interaction avec

la protéine chaperonne HSP90 (Sato et al., 2008P99 s’associe également avec hTERT et
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semble étre indispensable a I'assemblage du comptdamérase (Holt et al.,, 1999a). En
effet, une étude réalisée en 2003 révéle que Vigetiélomérase requiert la formation d’'un
complexe composé d’'hTERT, de HSP90 et de PKB (Hzlenét al., 2003b). A l'inverse des
protéines kinase B et C, la phosphorylation d’hTERdr I'oncoprotéine c-abl et son

interaction avec elle, provoque l'inhibition dedtavité télomérase (Kharbanda et al., 2000).

La phosphorylation d’hTERT interviendrait égalemedans sa localisation
subcellulaire. En effet, plusieurs équipes ont taiesdans certains cas une absence de
corrélation entre le haut niveau d’activité téloas& observé et I'expression de ’TARNm de la
forme sauvage ou des variants d'épissage d’'hTERT dt_al., 1999). Dans ces travaux, il
semblerait que I'activation de I'activité télomésasoit la conséquence de la phosphorylation
d’hTERT et de sa translocation dans le noyau eongpa l'activation des lymphocytes if4
vitro (Liu et al., 2001) ou en réponse a la stimulaties thyocytes lisses par des facteurs de
croissance (Minamino and Kourembanas, 2001). Alasphosphorylation de TERT serait
impliquée dans sa localisation subcellulaire etrgudonc constituer un autre mécanisme

de régulation de I'activité télomérase.

Généralement décrite comme une protéine nucléalfERT peut étre transloquée a
travers les différents compartiments cellulairedcgra la présence de séquences permettant
son adressage de facon ciblé. Un domaine de latialisnucléolaire (NoLD) situé entre les
acides aminés 326 a 620 (ainsi que d’autres rédomadisees a I'extrémité N'terminale de la
protéine) permettent I'adressage de TERT dans ¢éale (Etheridge et al., 2002). D’autres
signaux d’adressage tels gu’un signal d’export éamick NES (Seimiya et al., 2000), de
localisation nucléaire NLS ou de localisation mitondriale (Santos et al.,, 2004) ont

eégalement été decrits.

Dans les cellules cancéreuses, hTERT et hTR sobilisés des corps de Cajal vers les
télomeres uniqguement lors de la phase S du cydlidaiee pour permettre I'élongation des
extréemités télomériques (Jady et al., 2006). Enodelde la phase S, a l'inverse d'hTR,
hTERT n’est plus localisée dans ces corps de Cigaly et al., 2006; Tomlinson et al., 2006).
Cette localisation transitoire, phase-S dépenddit€ERT dans les corps de Cajal serait
indispensable a la maturation, a I'assemblage d&adiivation transitoire du complexe

télomérase avant qu’il ne s’associe aux télometestofari et al., 2007; Jady et al., 2006;
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Tomlinson et al., 2006; Zhu et al., 2004). Le taffhTERT au cours du cycle cellulaire

pourrait donc constituer un mécanisme de régulatehactivité télomeérase.

La translocation de TERT de facon générale, ifiaiervenir plusieurs partenaires
protéiques. La technique de criblage de double itigbchez la levure a permis d’isoler
plusieurs partenaires de hTERT dont la protéin®.24(Seimiya et al., 2000). La protéine
14.3.3 interagit avec hTERT pour la séquestrer danwyau en dehors des conditions de
stress oxydant, prévenant ainsi la fixation dedwxine CRM1 sur le NES d’hTERT et sa
translocation vers le cytoplasme (Seimiya et a@Q®. La mutation de certains résidus
sérine/thréonine de la protéine 14.3.3 abolit saeraction avec hTERT et entraine sa
rétention dans le cytoplasme (Seimiya et al., 20DQQutre part, la protéine 14.3.3 pourrait
étre impliquée dans la localisation mitochondridgenTERT (Zhang et al., 2003).

Comme il a été mentionné plus haut, le stress amydemble avoir un réle actif dans la
localisation subcellulaire de TERT. En effet, laguwction de ROS induit I'exportation de la
protéine hTERT du noyau vers le cytoplasme. Dars abaditions de stress oxydant, cet
export serait dépendant de la phosphorylation dgrésine 707 I’hTERT par la kinase Src
(Haendeler et al., 2003a). La translocation de TERTF le cytoplasme peut étre abolie par un
inhibiteur sélectif de Src (Haendeler et al., 2003ar une mutation de la tyrosine 707 de
TERT (Haendeler et al., 2003a) ou par la déphosgdtaon de ce résidu par la phosphatase
nucléaire Shp-2 (Jakob et al., 2008). D’autres gmes comme la PKC, N&B, ou la
phosphatase PP2A (Akiyama et al., 2003; Kimural.et2804; Li et al., 1997a; Ram et al.,
2009) pourrait également participer a la local@atsubcellulaire I’'hTERT. Par exemple, le
traitement d’'une lignée de myélome multiple pail MFa, induit I'importation de TERT du
cytoplasme au noyau via son interaction aveadBHKAkiyama et al., 2003).

De récentes études ont montré que dans des ansdidie stress oxydant, la télomérase

peut étre transloguée dans la mitochondrie (cf @tealy 3.5.5).

2.2.La régulation I’hTR

Méme si hTR est exprimé de facon ubiquitaire (Sadeal., 1998; Yi et al., 1999), il
semblerait néanmoins que la quantité d’hTR soitreargée dans les tumeurs en comparaison
avec les tissus sains (Atkinson et al., 2005; Fetngl., 1995; Soder et al., 1998). De plus,
'augmentation de I'expression d’hTR dans des tumeui surexpriment également hTERT
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suggere un phénomene de coopération entre cesoabeuposants dans 'augmentation de
I'activité télomérase (Yi et al., 1999).

Ces différences observées dans I'expression dARBt matrice peuvent résulter entre
autre d’'une amplification génique (Soder et al.97)9 de modifications transcriptionnelles
(Yi et al., 1999), post-transcriptionnelles , épigtques et post-traductionnelles (Cairney and
Keith, 2008; Mitchell et al., 1999a).

C. Les fonctions de la télomérase

1. Lafonction canonique d’élongation des télomeres
1.1.De la sénescence réplicative a la télomérase

Dans les cellules somatiques normales, la répticate I'extrémité des chromosomes
au cours des divisions cellulaires, entraine i®kment le raccourcissement progressif des
télomeres. Ce raccourcissement télomérique eésldtat de la réplication incomplete du brin
3’ discontinu par 'ADN polymérase conventionne{@elovnikov, 1973; Watson, 1972). De
ce fait, chez les mammiferes, les cellules somaiquormales proliferent jusqu'a une certaine
limite au-dela de laquelle elles arrétent leur s3ance et rentrent en sénescence réplicative.
Cette limite est appelée la limite de Hayflick (Hek, 1965). Les télomeres ayant atteint une
taille critique sont a l'origine d’'un signal condant a I'entrée des cellules en sénescence
(Shay and Wright, 1989). Cette observation est ldake de I'hypothése « télomérique » du
vieillissement et postule que le raccourcissendotrtérique agirait donc comme une horloge
moléculaire, contrdlant la prolifération des cadki(Harley et al., 1992).

La sénescence réplicative est un processus iriblerearactérisé par des altérations
morphologiques et moléculaires particulieres comaplatissement cellulaire ainsi que
'augmentation de l'adhérence cellulaire et lindan de [I'activité p-galactosidase
lysosomale (Campisi, 2001; Dimri et al., 1995; $hess, 2003). Le raccourcissement critique
des télomeres provoque un signal de dommages @NI'A 'origine de I'activation de p53
(Figure 9) Il s‘en suit une induction des protéines p218 gui vont alors lever l'inhibition
de la protéine Rb induite par les kinases déperddes$ cyclines. La protéine Rb active va

alors permettre I'arrét des cellules en phase Gtydle cellulaire (Sharpless and DePinho,
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2004). Les cellules ayant inactivé p53 ou Rb camint de proliférer, les téloméres perdent
leur fonction de protection de I'ADN et les cellkilentrent dans une phase appelée crise
cellulaire (Figure 9) (Counter et al., 1992; Shay et al., 1993) caraéripar une apoptose
massive et une forte instabilité génétique (Kadseet al., 2002; Sharpless and DePinho,
2004). Les rares cellules qui survivent a cettsecréactive un des deux mécanismes du
maintien des télomeres aboutissant a 'immortatisatellulaire. Dans 85 a 90% des cas, les
cellules émergentes réactivent la télomérase gloesdans 10 a 15% des cas elles activent un
autre mécanismappelé ALT (Alternative Lenghtening of TelomereBjyan et al., 1995). Ce
modele en deux étapéSigure 9)démontre également que certaines failles dansolEepsus

de sénescence pourraient favoriser I'émergencarieecs.

Cellules germinales

0 >
Q
preb) Celly,
c ©S Soucheg
o
NO)
+— o o
n Inactivation
(4] Rb ou p53
©
5 M1 q Stabilisation des téloméres
O]
g) M2 ~~ Activation de la télomérase
c T Y
o i
- |
| -

Sénescence  crise

Divisions cellulaire

Figure 9 : représentation schématique de I'hypothés télomérique du vieillissement et de
limmortalisation cellulaire. Dans certaines cellules souches (hématopoiétigeay, pcolon...),
I'expression de la télomérase serait suffisante palentir le raccourcissement des téloméres. g fo
expression de la télomérase dans les cellules galesi permet de maintenir une taille des téloméres
importante (~15 kb), alors que les cellules som@asgnormales dépourvues de télomérase ont des
télomeres qui raccourcissent progressivement jasqtteindre une taille critique (~5-7 kb) ou les
cellules entrent en sénescence. Cette premiérgtgaproliférative appelée "limite de Hayflick" (ou
M1) peut étre surmontée par quelques cellules quiirtactivé les protéines p53 et Rb. Ces rares
cellules continueraient a proliférer et leurs téoes a raccourcir jusqu’a ce que la perte de leur
fonction protectrice aboutisse a une forte instibénomique puis a la mort cellulaire de la pttpa
de ces cellules. Cette deuxieme barriere de pratité appelée M2 (ou crise) pourrait la encore étr
spontanément outrepassée par de trés rares cellulie® a 1/10 cellules) qui réactiveraient un
mécanisme de maintien des téloméres comme la essipn de hTERT ou le mécanisme ALT.
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1.2.L’élongation des télomeéres par la télomérase

La fonction la plus connue de la télomérase estdatien de la longueur des téloméres
par ajout a leur extrémité de séquences TTAGGG téépéen tandem. En effet,
historiguement la télomérase a été découverte'gguipe d’E. Blackburn pour sa capacité a
allonger les télomeres (Greider and Blackburn, 19B# effet, au cours de ces travaux, C.
Greider et E. Blackburn ont montré qu'une enzyragglomérase, présente dans des extraits
protéiques d'un protozoaire ciliégtrahymena thermophilaétait capable de synthétiser des
répétitions télomériques a l'extrémité 3'OH d’anesrsynthétiques mimant un télomere
(Greider and Blackburn, 1987). La fonction d’élotga télomérique par une enzyme jusqu’
alors inconnue venait d’étre démontrée.

Cette fonction d’élongation serait restreinte gltase S (Masutomi et al., 2003; Wong et
al., 2002). En effet, I'expression ectopique de RTEmarquée par la GFP a permis de
localiser hTERT dans le nucléole pendant la phadébut S et dans le nucléoplasme en fin
S/ début G2 (Wong et al., 2002). La télomérasedute@ I'élongation des téloméres suivant
plusieurs étapes expliquées dans la figure 10. Taliord, la ribonucléoparticule va se
positionner sur I'extrémité simple brin du télomees le biais de sa matrice hTR (a). Ensuite,
la sous unité catalytique allonge le télomere entant des nucléotides de I'extrémité 3’ vers
5’ (b). Une étape de repositionnement de I'extrémidu télomere permet (c) de réaliser un

nouveau cycle d’addition de nucléotides (d).
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a Positionnementdelanbonucléoparticule au
niveau del'extrémité 3' simple brin du télomére

/
d

5 -GGTTASGGTTAGGITTAGGGTTAGGGTTAG / ;
3 -ccaar —— AAUCCCAAUC -~

Allongement de |'extrémité 3" du télomere

- - g

5 -GGTTAGGGTTAGGUTTAGGGTTAGOGTTAGGGTTAG "'r
3 -CCAAT - " AAUCCCAAUC

5 =GGTTAGHGTTAGGITTAGGATTAGGGTTAG GGTTAG GGT

3’ -CCAAT

- T AADCCCAADC -

Nouveau cycle d'addition de

nucléctides c

Translocation

5 -GGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG GGTTAG
3 -CCaaT —— =+ RAUCCCAAUC -~

Figure 1C: Modéle de I'élorgation processive des télomerepar la télomérase.(D’aprés
Autexier et Lue, 2006)

La télomérase permet de compenser le raccourcisget@mmeérique. Ainsi, les

cellules progénitrices des tissus a renouvellemagritle ou les cellules tumorales ont besoin

d’une forte activité télomérase pour maintenirdagueur de leurs télomeres et ainsi satisfaire

leur capacité proliférative intense. Cependant degidains cas, les cellules télomérase

négative peuvent rallonger leurs télomeres par ike ran place d'un systeme d’élongation

alternatif appelé ALT (Alternate Lenghtening of dmleres) (Bryan et al.,, 1995). Les

mécanismes ALT sont caractérisés par des évenerdentscombinaison et d’échange de

matériel chromosomique entre les téloméres d’'unenenéellule (Dunham et al., 2000;

Reddel, 2003). Ce systeme engendre des télometedlddrés hétérogenes, entre 3 et 50 kb
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alors que les télomeres de cellules ayant une &¥mse active ne varie qu’entre 5 et 15kb
(Henson et al., 2002). Méme s'il est plus rare tpianécanisme de réactivation de la
télomérase dans les cancers, le systeme ALT anamence plus importante dans certains
types de cancers comme les sarcomes (liposarcamse&ysarcomes), les gliomes et les
carcinomes mammaires (Costa et al., 2006; HakirttSati al., 2003; Henson et al., 2005;
Subhawong et al., 2009) .

2. La fonction de protection des télomeres de la téloénase

Méme si un grand nombre d’études montre une agsmtientre le déclenchement de
la sénescence et le raccourcissement des télomearpsut observer dans la littérature des cas
ou cette corrélation n’est pas vérifiee. En effiels auteurs ont rapporté que certaines cellules
sénescentes ont des télomeres encore assez leh@g kfbde moyenne) (Allsopp et al., 1995;
Harley et al., 1990) et que d’'autres cellules aybd télomeres trés courts continuent de se
diviser (Blackburn et al., 2000; Ouellette et &000; Zhu et al., 1999b). De ce fait, la
présence de télomeéres courts n'est pas incompaiiale la prolifération cellulaire. Il a donc
été proposé que d'autres altérations au niveaudeseéres, puissent étre a l'origine de la
sénescence cellulaire.

Pour expliquer ce phénomene, plusieurs hypothése®té envisagées. Premierement,
une modification de la structure des télomeresicap plutdt que la taille des télomeres
pourrait étre a l'origine de sénescence réplicdiarlseder et al., 2002; Zhu et al., 1999b).

Des expériences ont montré que dans des cellll@ndéase positive, la présence de
télomeres courts et stables n’entraine pas la sénes des cellules alors qu’en absence d’'une
télomérase fonctionnelle, ces télomeres sont déisexb (Blackburn, 2001; Bodnar et al.,
1998; Counter et al., 1998b; Zhu et al., 1999b). télmmérase pourrait donc protéger
physiquement les télomeres les plus courts, indégpament de sa fonction d’élongation.
D’autres travaux, proposent que la télomérase gdlopréférentiellement les télomeres les
plus courts afin de limiter les signaux responsabkel’'arrét du cycle cellulaire (Ducray et al.,
1999). Il serait également possible que la télosesoit nécessaire au maintien de 'ADN
télomérique simple brin pour préserver la foncti@omeérique et que la perte de cette
extrémité simple-brin soit suffisante pour déclearda sénescence (Stewart et al., 2003).
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L’ensemble de ces données suggere que la téloen@esnettrait une protection
physique des téloméres. Des travaux complémental@gaient permettre de mieux

comprendre cette fonction relativement peu étudiée.

3. Fonction non canonique d’hTERT dans la tumorigenése
3.1.L’'apoptose

Contrairement a la nécrose définie au départ conmmeemort accidentelle entrainant
une réponse inflammatoire, I'apoptose est un psosede mort dit « programmé » donc actif
et particulierement régulé. La régulation de I'ajogp et de la survie sont des mécanismes
cellulaires trés complexes, impliguant de multiplggrvenants et de nombreuses voies de
signalisation. L'apoptose exerce des réles crucidans le développement, le maintien et le
renouvellement tissulaire (Edinger and Thompso0420

Organisé en trois étapes successives, I'apoptosgrend: une phase d’initiation
correspondant a la réponse cellulaire induite parstimulus apoptotique, une phase de
décision, au cours de laquelle la cellule peut emeaclencher un programme de mort ou de
survie, enfin une phase de dégradation, irréversipli marque le début de I'autodestruction
des cellules par I'action de nucléases et de pgeteaCette phase de dégradation entraine des
stigmates mortels typiques de la cellule apoptetiqui incluent: un bourgeonnement
membranaire, une condensation du noyau avec urrad#mpn de I'ADN et des organites,
ainsi qu'un rétrécissement cellulaire conduisanéxarablement a la formation d'un
corpuscule apoptotique éliminé par phagocytose.

La mitochondrie est un élément important pour ljapse car elle participe trés
souvent a ce processus. L'apoptose peut surveldar suite d'une activation directe des
caspases ou par un mécanisme indépendant de datide ces enzymes.

3.1.1 La signalisation intrinseque et extrinseque de I'apptose

Le mécanisme d’apoptose est gouverné par deux yoiesipales d’activation, une
voie dite extrinseque induite par I'activation d=epteurs membranaires en réponse a des
signaux extracellulaires; une voie dite intrinseque est la conséquence de dommages
internes induits en réponse a différents stimuli n@ttant particulierement en jeu la

mitochondrie et les protéines de la superfamill@de2.
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a. Voie intrinseque

Les agents chimiques, les radiations ionisantes puination en facteurs de croissance
et/ou des mutations de I'ADN, entrainent une nugdlétde dommages internes dans la cellule.
Des molécules de la chimiothérapie conventionniglse que I'étoposide ou le cisplatine,
exercent leur action cytotoxique en activant cetie intrinséque (Hickman, 1992; Segal-
Bendirdjian et al., 2003). La grande famille destg@ines homologues de Bcl-2 ainsi que la
mitochondrie joue un réle majeur dans la régulatieria voie intrinseque de l'apoptose.

Cette phase effectrice de I'apoptose est initad'@uverture des pores de transition de
perméabilité des mitochondries ce qui entrainell@gage du cytochrome c, des pro-caspases
-2, -3 et -9 et de I'Apoptosis Inducing Factor (Alfe la mitochondrie vers le cytosol. Cette
phase de libération est sous le contrdle de certaiembres de la famille Bcl-2. Le
cytochrome c ainsi libéré va agir comme co-facteawec APAF-1 @poptosis protease
activating factor-), pour permettre le recrutement de la pro-caspagermant ainsi
'apoptosome (en présence d’ATP) (Li et al., 1997Zou et al.,, 1999). Ce complexe
macromoléculaire induit I'activation de la pro-casp-9 qui va a son tour initier I'activation
de la caspase 3 mais aussi la caspase-7 (Coly 20@3). Ces deux protéases iront ensuite

cliver de nombreux substrats cellulaires.

b. Voie extrinseque

Les lymphocytes T et les cellules NK induisenpdjptose des cellules tumorales soit en
libérant une famille de sérines protéases (leszgrams), soit en sécrétant des ligands
appartenant a la superfamille du TNF (tumor nesrdactor) (Smyth et al., 2002). Ces
ligands, le TNF, FasL et TRAIL (TNF-related apopseimducing ligand) sont des protéines
transmembranaires qui agissent sous la forme d’braméres pour activer leurs récepteurs
membranaires correspondants (Fas/CD95, TNF-R1, TRAVDR4 et TRAIL-R2/DR5). Ces
récepteurs possedent dans leur partie cytoplasmiqumotif d’environ 80 acides aminés
appelé « domaine de morteu(death domaine ou DRjui est impliqué dans la transduction
du signal (Debatin and Krammer, 2004). Ce domaiaiqulier permet aux récepteurs de
mort de recruter des protéines adaptatrices (FADIr e CD95, TRADD pour le récepteur
de TNF) nécessaires a l'activation de la caspasgi®s engagement par leurs ligands

respectifs.
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La fixation des ligands sur leurs récepteurs cildaesraine I'agrégation des triméres de
récepteurs et la juxtaposition de leurs domainesndd intracellulaire afin de recruter des
protéines adaptatrices (Igney and Krammer, 20085 @otéines adaptatrices assurent une
interaction avec les récepteurs et avec les caspaisiatrices comme la procaspaseig le
domaine DED (death effector domain) de l'enzyme. toeit forme un complexe de
signalisation appelé DISC (death inducing signaliagnplex) comprenant le récepteur, la
protéine adaptatrice et la pro-caspase-8 (Kiscikkal., 1995). Le recrutement et I'agrégation
de la pro-caspase-8 au sein du DISC entraine stmadivation par clivage protéolytique
(Chang et al., 2003). Une fois activée, la cas@apeut alors cliver et activer des caspases

effectrices de I'apoptose comme la caspase-3.

Dans la voie extrinseque, I'autoprotéolyse dealspase-8 active directement la caspase-3.
Cependant, dans certaines cellules, le signal apqpé induit par la voie des récepteurs de
mort est dépendant d’une phase d’amplification ahiemdriale(Figure 11) déclenché via le
clivage de Bid par la caspase-8 (Luo et al., 1988)effet, la forme tronquée de Bid, tBid
générée apreés clivage transloque au niveau de Iacmoindrie et participe a la
perméabilisation de cet organiteirteraction de tBid avec Bax entraine la sortieegiwchrome
c de la mitochondripermettanin fine I'activation allostérique la caspase-9 qui activeoa
tour la caspase 3. Cette phase d’amplification chibadriale est observée dans les cellules
dites de type Il alors que I'activation directeldeaspase-3 par la caspase-8 est spécifique de

celles de type I.

3.1.2 Les membres de la famille Bcl-2

Les protéines de la famille Bclsbnt caractérisées par la présence d'au moinsmaide
d'’homologie avec Bcl-2 ou « BH » (BH pour Bcl-2-tmogy domain) et se divisent en deux
catégories :

Les protéines anti-apoptotiquesou «suppresseurs» de l'apoptose telles que Bcl-2,
Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl1, Boo/Diva et Nrf3 qui posdént chacune quatre domaines BH
(BH 1-4). La protéine Bcl-2, la plus anciennemeatactérisée (Hockenbery et al., 1990)
exerce son rOle anti-apoptotique en inhibant ldiesates protéines mitochondriales inter-

membranaires.
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Les protéines pro-apoptotiquesréparties en deux sous groupes :

- L'un constitué de protéines ditesaetivatrices » de I'apoptose telles que Bax, Bak ou
Bok (Cory et al., 2003). Les protéines de ce soaape possedent trois domaines BH
(Cory and Adams, 2002; Puthalakath and Strassé&?2)2@es études controversées
ont proposée que les protéines Bax et Bak poutrtoemer un canal oligomérique ou
se lier a la protéine VDAC mitochondriale pour duMe pore de transition de
perméabilité permettant la sortie vers le cytosol @ytochrome c et des autres

protéines mitochondriales inter-membranaires (Desagnd Martinou, 2000) .

- L’autre, regroupe les protéines ditesensibilisatrices» de I'apoptose. Ces protéines
possedent un seul domaine BH3 (« BH3 unique »)ssage et suffisant a lui seul
pour conférer I'activité pro-apoptotique des pnoési Bid, Bad, Bik, Blk, Hrk Bim,
Bnip3, Nix, Bmf et Puma. L'activation d'une pro&ia domaine « BH3 unique » va

dépendre du stimulus apoptotique d'origine.

De facon générale, les suppresseurs interagisgeaties activateurs (par exemple, en
les séquestrant) pour empécher ces derniers defa®s pores dans les mitochondries. Les
sensibilisateurs quant a eux ont comme fonctiomcgpale i) de lier les suppresseurs pour les
inhiber et ii) de potentialiser I'action des actaars (Cory et al.,, 2003). La régulation de
I'apoptose dépend donc d’un équilibre entre lewidéées pro- et anti-apoptotique de plusieurs
protéines de la famille Bcl-2 (Cory et al., 2008t équilibre peut étre modulé par des
variations de I'expression de divers homologuedBBde2 mais aussi par des modifications
post-transcriptionnelles ou post-traductionnellsgq(estration, clivage, phosphorylation

etc...).

3.1.3 Rodle de p53 dans I'apoptose

En réaction a des dommages au niveau de I'ARXpression de la protéine p53 est
rapidement augmentée. En cas de lésions trop imges, p53 entraine l'arrét de la
prolifération et induit de l'apoptose en stimuldexpression de genes pro-apoptotiques tels
que Bax, Puma et NOXA ou en réprimant Bcl-2 (Jsfferal., 2003; Villunger et al., 2003;
Vousden and Lu, 2002). p53 peut également étreakdee au niveau de la mitochondrie,
pour permettre I'activation de Bax et Bak (Chipukak, 2004; Leu et al., 2004) et interagir
avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et B¢Mihara et al., 2003). De plus, il n’est pas
exclu que la protéine p53 soit directement implegdéans la chute du potentiel membranaire

de la mitochondrie.
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3.1.4 Les autres protéines participant a I'apoptose

D’autres molécules, libérées lors de la perte éjnté de la membrane
mitochondriale, participent a la décision ou I'extéon de I'apoptose. Parmi elles, ont peut
citer: les IAP (nhibitors of apoptotic proteasgsytosoliques, dont le role est d’inhiber les
caspases, les inhibiteurs de ces IAP, Smac/Diabézofd mitochondrial activator of
caspases/direct IAP binding protein with low pl) @mni (Salvesen and Duckett, 2002).
Enfin, la translocation nucléaire d’'un facteur aateur de nucléase appelé Alkppptosis
Inducing Factoj et de la nucléase endoG conduit a la fragmemtateo’ ADN de la cellule
cible (Li et al., 2001).

3.1.5 Exécution du « message de mort » par les caspases

Cette phase finale de I'apoptose conduit a largéagsation structurale de la cellule et
a la formation des corps apoptotiques qui serontgpsuite phagocytés par les macrophages.
Ce processus de « désintégration » des structwlfgaces est exécuté par des caspases
(cysteinyl aspartate proteinase) une famille defaiges a cystéine tres conservées cours de

['évolution.

Les deux voies, intrinseque et extrinseque, coedtisa I'activation des caspases.
Synthétisées sous forme de proenzymes inactivegréecaspases sont activés apres clivage
et assemblage sous formes de diméres ou tétramersie actif de ces protéases contient un
résidu cystéine présent dans une séquence penthpaptconservée qui leur conférent une
spécificité de clivage du substrat au niveau d’'ésidu aspartate. Parmi les 13 caspases
identifiees chez 'homme, certaines sont impliquéass les phénoménes d’inflammation ou
de différenciation et d’autres dans I'apoptose @fner and Martin, 2005). Généralement
réparties en deux groupes, on distingue les caspaisi@trices et les caspase executrices de
I'apoptose. Les caspases initiatrices (caspase®-810) possédent un long pro-domaine N-
terminal et sont activées précocement dans la dasg@optotique. Ces dernieres vont activer
par clivages les caspase exécutrices (caspasés-3) qui ont un domaine N-terminal court
(Thornberry and Lazebnik, 1998). Les cibles depasss sont multiples, on peut citer :
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Les protéines pro-apoptotiques les caspases elles-mémes, la protéique Apaf-1
(Cain et al., 2000), ICAD un inhibiteur de la dégaonucléase CAD et certaines
protéines de la famille Bcl-2 tel que Bid, Bcl-2 Bal-xI (Cheng et al., 1997; Clem et
al., 1998; Luo et al., 1998).

Les protéines de la réparation de TADNcommeATM (Hotti et al., 2000), Rad 51
(Flygare et al., 1998) et PARP (polyadénosine-diphate-ribose polymérase)
(Kaufmann et al., 1993)

Les protéines kinases Akt et RIPjmpliquées dans la survie cellulaire (Bachelder et
al., 2001; Lin et al., 1999) et inactivées par atje.

Les protéines structurales,notamment celles participant au cytosquelettegetjue

les filaments d’actine (Kothakota et al., 1997) les protéines des filaments
intermédiaires comme la vimentine (Prasad et 98] les kératines (Caulin et al.,
1997) mais aussi les lamines nucléaires (Ruchaatl,2002). Le clivage de toutes
ces protéines entraine une désorganisation derdatwste cellulaire conduisant au

démantelement de la cellule.

3.1.6 L’'apoptose caspase-indépendante

L'utilisation d'inhibiteurs spécifigues des cagsas montré que dans des conditions

particulieres certaines cellules peuvent égalememirir par des mécanismes indépendants

des caspases (Xiang et al., 1996). Les protéinegayticipent activement a I'apoptose

caspase-indépendante sont :

endoG une endonucléase impliquée dans la fragmentatimrnucléosomale de
I'ADN en coopération avec des exonucléases et &s®h(Widlak et al., 2001) aiF
une oxydoreductase également facteur pro-apoptotigativant des nucléases
responsables de la fragmentation de 'ADN (Ravaghah, 2001).

les sérines protéasesssentiellement représentées par les granzymesprogtases

sont capables de cliver divers substrats notamriesntamines, la fibronectine, la
laminine, rho-GTPase, PARP et Bid (Beresford et #99; Buzza et al.,, 2005;
Waterhouse et al., 2005; Zhang et al., 2001). Bilesvent également induire une
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fragmentation simple brin de I'ADN par une désdxgnucléase (NM23-H1) sans
activation des caspases (Beresford et al., 2001gFal., 2003).

- les calpainessont des protéases a cystéines participant autiiwh de I'apoptose
caspases-indépendante en clivant la fodrine, unetéipe du cytosquelette
(Waterhouse et al., 1998).

- Enfin, d’autres protéines comme la kind3& (Receptor-Interacting Proteirgu la
sérine protéasédtrA2/Omi sont également des facteurs impliqués de l'apeptos

caspase-indépendante.

Une plus grande compréhension des voies de sigtiatis apoptotiquegFigure 11)
devrait permettre de découvrir de nouvelles thésapnticancéreuses ciblant le processus de
mort cellulaire, dont 'unique objectif est la desttion des cellules tumorales sans affecter les
cellules saines. Des essaisvitro etin vivo sur la souris ont démontré que le ligand TRAIL
peut induire sélectivement I'apoptose des cellodgséreuses sans toxicité apparente sur les
tissus normaux, contrairement aux ligands Fas efTlMEa (Ashkenazi and Dixit, 1998;
Walczak et al, 1999). Ainsi, TRAIL pourrait étreffieace in vivo comme agent
anticancéreux. Cependant, un certain nombre deutgnsemblent étre malgreé tout résistantes
a l'action de cette cytokine. La combinaison dédihtes stratégies thérapeutiques associées
a une meilleure compréhension de I'apoptose auaniveoléculaire devrait permettre de

mieux cibler ce processus défaillant dans les gance
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Figure 11 : Shéma récapitulatif des différentes siwalisations apoptotiques.

3.2. Vers la découverte d’'une fonction anti-apoptotiquede la télomérase

La télomérase est une protéine indispensable poprdlifération des cellules a long
terme. Son expression constitutive dans des csliobgmales permet une augmentation de
leur potentiel prolifératif et leur immortalisatigBodnar et al., 1998) alors que son inhibition
dans des cellules cancéreuses provoque leur malnn(ktt al., 1999b; Zhang et al., 1999).

Le rdle canonique d’élongation des télomeres patélomérase est aujourd’hui bien
documenté, en revanche, depuis quelques annéesibaqir apparaitre dans la littérature des
publications suggérant qu’'au-dela de son réle dmtiea de la longueur des télomeres, la
télomérase posséderait d'autres fonctions celkda{non canoniques) impliguées dans la
transformation néoplasique. Ces fonctions non dgoes, télomére-indépendantes ont
émergé a partir des observations faite chez laissobdn effet, des 1996 Broccoli et al.,
(Broccoli et al., 1996) tente de comprendre pourdpm cellules denus-musculuséactivent

la télomérase au cours du développement tumored gloelles possédent déja des télomeres
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tres longs (20 a 50kb en moyenne (Kipling and Cpd®®80). Par la suite un grand nombre
d’équipe se sont intéressées aux fonctions téleindépendantes de la télomérase dans la

tumorigenése.

La premiere réelle démonstration d’'un réle anbgptique de la télomérase, télomeére-
indépendant a été apportée par les travaultewart et al.en 2002. Dans cette étude, les
auteurs se sont inspirés de I'expérience de cagegése expérimentale décrite par Hahn
al., en 1999 (Hahn et al., 1999a). Pour que leur détraiit soit convaincant@-igure 12)
I'équipe de Stewart a utilisée la lignée GM847 dwoblastes humains immortalisés par
l'introduction de l'antigéne T et t de la régionépoce du virus SV40. Cette lignée est
télomérase négative, néanmoins elle est capablaailgenir la taille de ses téloméres par
activation d’'un mécanisme ALT. Dans cette étuds, dateurs partent du postulat que le
systeme ALT aurait la capacité de se substituer @lbmérase pour maintenir la taille des
télomeres esuggerent que si la télomérase n'a qu'une fondt@angation des télomeéres, le
systeme ALT pourrait aussi compenser l'absenceadadtéine hTERT pour rallonger les
télomeres conférant ainsi un pouvoir tumorigéne eeliules. Pour vérifier cette hypothése,
les auteurs inoculent a des souris immunodéficseffEggure 12) les cellules GM847
immortalisées par I'oncogéne T et t de la régiodcpce de SV40 et infectées avec (A)
I'oncogene actiH-ras seul, (B) I'oncogéne actii-ras et la protéine hTERT, (C) I'oncogéne
actif H-ras et la protéine hTERT-HA. Cette protéine hTERT pdss& son extrémité
carboxy-terminal une étiquette hémagglutinine (H@) la rend incapable de rallonger les
télomeresn vivo malgré que I'activité télomérase soit conservédestctée par le test TRAP
(Counter et al., 1998a). L'équipe de Weinberg catesalors que l'introduction dé-ras dans
les GM847 immortalisées n’induit pas la formatian tdmeurs chez la souris. Cela signifie
que le mécanisme ALT ne peut pas se substitueexaréssion de la télomérase dans la
transformation néoplasique. En revanche, l'inodoitatdes cellules exprimant de facon
ectopique la forme sauvage ou étiquetée d’hTERDyqgue l'apparition de foyers tumoraux
chez les souris. Ainsi, I'équipe de Weinberg progue la contribution du systeme ALT n’est
pas équivalente a celui de la télomérase dansamsformation tumorale mais surtout cette
expérience démontre pour la premiere foisala tumorigene de hTERT indépendamment

de sa fonction d’élongation des télomergStewart et al., 2002).
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Ainsi, la télomérase contribuerait a la tumoriggneia deux mécanismes différents, le
premier, est directement lié a sa fonction d’allemgnt télomérique (fonction canonique)
alors que l'autre mécanisme semble étre télomaépendant. Cette fonction non canonique

reste peu connue méme si aujourd’hui plusieurs @é¢ra-télomérique ont été rapportes.

GM847 { A GM847 {_‘_ H-Ras B GM847 {_*_ H-Ras
+ H-Ras
+ hTERT + hTERT-HA

ALT «ALT ALT

« (T ett SV40) « (T et t SV40) « (T et t SV40)

s Ty e B S el SN ey S a2
Souris saine Souris saine Souris saine tumeurs Souris saine tumeurs

Le systeme ALT ne confére pas hTERT confére un pouvoir hTERT confére un pouvoir

de pouvoir tumorigéne a la cellule tumorigéne a la cellule tumorigene télomere-indépendant

Figure 12 : Systéme de cancérogenése expérimentade partir de cellules humaines

« normales »(D'aprés Stewartet al.,de 2002.)A) Les fibroblastes GM847 maintiennent la taille
de leur télomeres grace au mécanisme ALT. L'expyessoncomitante de I'antigéne T et t de la
région précoce du virus SV40 ainsi que l'oncogectf &l-ras ne permet pas la formation de
tumeurs chez la souris immunodéficientes. B) Ladtrction additionnelle du gene hTERT sauvage
provoque la formation de tumeurs chez la sourid.’&pression simultanée de I'antigene T et t de
SV40, de la forme activée de Ras et d'une formeémud’hTERT incapable d’allonger les
télomeres permet la formation de tumeurs chezdasonmunodéficientes. Cette expérience est la
démonstration d’'une fonction tumorigene de la t&rase, télomére-indépendante.

D’autres observations sont venues renforcer I'Hyps¢ de fonctions télomeére-
indépendantes de la télomérase dans les cancefaitFplusieurs auteurs se sont intéressés
au fait que l'activité télomérase ne corréle pasjars avec I'élongation des télomeéres
(Blackburn et al., 2000; Liu, 2000). Par exemplnsibeaucoup de cancers humains on peut
observer a la fois des téloméres courts en asgbtiavec une activité télomérase
significative et de l'instabilité génomique (Countt al., 1992; Hastie et al., 1990). Cette
observation est également vérifiée dans des ligmseskératinocytes humains, puisque
I'activation de la télomérase par les oncoprotéiiedes HPV16, E6 et E7 n'empéche pas le
raccourcissement progressif des télomeres. De fagonlaire, I'expression ectopique
d’hTERT induit une augmentation de I'activité té@rase et I'immortalisation de fibroblastes
humains sans court-circuiter le processus de racissement progressif des extrémités
télomériques (Zhu et al., 1999b). L'utilisation d’smutant I’hTERT portant une étiquette

hémagglutinine sur sa partie carboxy-terminal (hTHEHR) n'ayant plus la capacité de
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maintenir la taille des télomeres malgré une aeétiwtlomérase conservée (Counter et al.,
1998a) est capable d'immortaliser des cellulessframées sans rallongement des télomeres
(Stewart et al., 2002; Zhu et al., 1999b).

Il serait donc possible de découpler 'activité ldigation des télomeres, des effets
extra-télomériques de la télomérase. Cette dichietpourrait étre expliquée en partie par des

interactions protéiques complexes avec hTERT.

3.3.Mise en évidence du role anti-apoptotique d’hTERTin vitro

L'utilisation de petites molécules ciblant la tél@mase a permis d’élucider certaines
fonctions extra-télomérique de la télomérase. Daisibiteurs d’hTERT tels que les
oligonucléotides antisens ou les petits ARNs iéterice (SIRNAs) sont capables de
provoquer un arrét de croissance, des changemeaotphologiques ou de la mort par
apoptose selon le type et le contexte cellulaitetillsation de ces petites molécules ciblant
hTERT permet de s’affranchir du role d’élongaticgs délomeéres de la télomérase, puisque
I'effet biologique observé par cette inhibition entient tres tét (96h au plus tard apres

transfection), donc bien avant un éventuel raaissement des extrémités télomériques.

L’inhibition de l'activité télomérase d’élongatiodes télomeéres par l'utilisation d'un
oligonucléotide antisens dirigé contre hTERT sahisé les cellules de cancer du sein
PMC42 a I'apoptose induite par la généticine dels @4 traitement (Cao et al., 2002). A
l'inverse, I'expression ectopique de la forme saeval’hTERT augmente la survie des
cellules en réponse a ce méme agent. En revanahs,agtte méme étude, la surexpression
d’'un mutant catalytique inactif ("TERT D788N) n’intl pas de mort cellulaire malgré
I'abolition de son activité reverse transcripta€ad et al., 2002). Cette derniere observation
suggere gu'hTERT exerce une fonction anti apoptetipdépendante de son activité reverse
transcriptase. De plus, dans tous les cas, lesirgute notent aucune modification de la taille
des télomeres. Par conséquent le processus appetatbservé n’est pas la conséquence d’un
raccourcissement télomérique.

L'utilisation d’oligonucléotide, d’ARN interféremc ou de ribozyme dirigé contre
TERT engendre une inhibition rapide de l'activiedotmérase entrainant des modifications
dans le destin des cellules avant que les télom@esaccourcissent. En effet, ces petites
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molécules sont capables d’induire un arrét de f@rmaliion avec une accumulation de cellules
en phase G1 du cycle cellulaire (Folini et al., 20Bu et al., 2005; Kraemer et al., 2003;
Saretzki et al., 2001; Tao et al., 2005; Xia et 2005; Zhong et al., 2010). Un phénomeéne
d’apoptose massif est également observé en moidShiedans des lignées de carcinome de
la prostate (Folini et al., 2005), de cancer ducpzas CAPAN-2 (Zhong et al., 2010), dans
plusieurs lignées ovariennes (Saretzki et al., P@@isi que dans des lignées de carcinomes
mammaires (Dong et al., 2009). Néanmoins, contreerd a l'inhibition d’hTERT,
I'exposition des cellules de carcinome prostatiguen oligonucléotide dirigé contre TARNmM
d’hTR ne provoque aucune diminution de la prolifid@ou de la survie cellulaire (Folini et
al., 2005).

Dans des cellules de rat indifférenciées PC12hikiion de I'activité télomérase par
un oligonucléotide TTAGGG ou par un inhibiteur abséres de quadruplexes entraine un
dysfonctionnement mitochondrial et une sensibilisarapide (des 24h de traitement) des
cellules PC12 & I'apoptose induite par la staurdeppl'’ABP (amyloide-peptide) et le Fé
(Fu et al., 1999). Ce phénoméne rapide de mortgteriinhibé par I'expression ectopique de
la protéine Bcl-2 (Del Bufalo et al., 2005) ou d’'umhibiteur de caspase zVAD-fmk. Ce
résultat suggere de fagcon intéressante que la éédmm agirait de facon précoce au cours de la
cascade apoptotique. Cette méme équipe a montaa plus tard que l'inhibition de l'activité
télomérase par la transfection d’'un oligonucléotiftisens cible de mTERT augmente la
sensibilité¢ des cellules neuronales embryonnaiessalris a I'apoptose induite par une
carence en facteurs trophiques ou par la staurnogpok contrario, la surexpression de la
forme sauvage d’hTERT dans les cellules PC12 pelansirvie cellulaire malgré la carence
en facteurs trophiques (Fu et al.,, 2000) ou la gmés d’ABP (Zhu et al., 2000), de
camptothécine ou d’étoposide (Lu et al., 2001).diféérenciation des cellules PC12 par le
NGF (Nerve Growth Factor) ou I'exposition de cedsiiheuronales embryonnaires de souris a
I’AZT un inhibiteur de transcriptases inverse, airie une inhibition de l'activité télomérase
associée a une augmentation de l'apoptose induite up traitement de 24h avec la
staurosporine ou '’ABP (Fu et al., 1999; Zhu et 2000).

L’inhibition de l'activité télomérase par I'actiod’'un ARN interférence ou d'un
oligonucléotide antisens ciblant hTERT induit uremsbilisation rapide au cisplatine dans
deux lignées humaines d’hépatocarcinomes (Guo.,e2@08), dans une lignée de cancer du
rein résistant au cisplatine (Park et al., 2008%iaque dans des cellules de leucémie myéloide
(Yuan and Mei, 2002). La co-administration d’'un NiR ciblant hTERT et d’un traitement
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par le cisplatine (Guo et al., 2008) ou la doxarit@ (Dong et al., 2009) engendre une
réduction du volume tumoral des cellules xénogesfféhez des souris immunodéficientes
(Dong et al., 2009; Guo et al., 2008).

L’'immortalisation de 4 lignées de fibroblastes himsanormaux par la surexpression
d’hTERT n’empéche pas I'entrée des cellules danphénomeéne de sénescence prématurée
induite par le stress également appelé SIPS (Stidased Premature Senescence) en
réponse a 3 facteurs de stress ;@b les ultraviolets et l'irradiationy. De plus, aucun
raccourcissement des télomeres n'a été observéoawent ou les cellules sont entrées en
sénescence. Cependant, I'expression constitutik@ERT protege ces cellules de la mort
induite par les ultraviolets et l'irradiation{Gorbunova et al., 2002). Pour ces auteurs, la
télomérase pourrait ajouter des répétitions télaqués aux niveaux des cassures des
extrémités télomeériques provoquées par les radmfi@rmettant ainsi aux cellules de résister
a la mort cellulaire. Méme si cette derniére intétgtion est purement hypothétique,
'ensemble de ces résultats suggérent que 1) hTgRiege de la mort cellulaire et 2) le
raccourcissement des télomeéres ne joue pas desighlicatif dans le phénoméne de SIPS
contrairement aux dommages a I’ADN, puisque lekiled entrent en sénescence prématurée

malgré leurs longs télomeres.

L'expression ectopique d'hTERT protege des cellulde leucémie aigie
promyelocytaire résistantes a la maturation parTRA (All Trans Retinoic Acid), de
I'apoptose induite par la voie des récepteurs det fidRAIL-R et TNF-R). De plus, un
traitement par 'ATRA conduisant a la répressionlaléélomérase sensibilise les cellules a
I'apoptose induite par TRAIL sans phénomene de ratitin ni de raccourcissement des

télomeres (Dudognon et al., 2004).

Au cours de tous ces travaux, aucune différenaefigtive de la taille des téloméres
n'a été observée avant et apres linhibition dectkdté d’élongation des extrémités
télomériques. En effet, les conséquences de litiib I’hTERT sur la croissance ou la
viabilité cellulaire se manifestent trés tét, gate&ment avant qu’une attrition des télomeéres
ne s’enclenche. Ce phénomeéne d’apoptose sembleéti@nimdépendant du raccourcissement
des télomeres. Ces travaux sont donc la démormstrdtiine fonction anti-apoptotique de la

télomérase télomere-indépendant.
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Ainsi, I'inhibition de la télomérase, en ciblant soit hTERoit hTR, engendre la mort
cellulaire d’'un grand nombre de cellules. Cette tnafyservée a souvent été attribuée au
raccourcissement progressif des télomeres ou aaugmentation des dommages a ’ADN
déclenchée par des télomeres déprotégés (« uncappBéanmoins, au cours de ces dix
dernieres années, plusieurs travauxitro (Cao et al., 2002; Dudognon et al., 2004; Folini et
al., 2005; Massard et al., 2006; Saretzki et &l012 ont apporté de nombreux d’arguments
qui étayent la fonction anti-apoptotique non caquoai de la télomérase, tout comme les

modeles animaux décrits dans le chapitre.

3.4. Mise en évidence du réle anti-apoptotigue I’hTERT lkez la souris

Des études réalisées par I'équipe de Blasco ontiréy@ue l'invalidation du gene
mTR (MTERC) chez des souris transgéniques MTBntraine une inhibition de I'activité
télomérase et un raccourcissement des télomerssalteurs rapportent une diminution de
I'incidence des cancers (carcinomes et lymphompsaexposition a certains carcinogenes
chimiques, chez les souris mTRayant des télomeéres courts (souris de cinquiémérgton)
par rapport aux souris mTRayant des téloméres longs (souris de premiéreeoiéme
génération) et aux souris sauvages (Gonzalez-Swdret, 2003; Gonzalez-Suarez et al.,
2000). De plus, les souris mTRqui ont des téloméres longs développent moinsichetirs
que les souris témoins. Ces résultats indiquerteat@nt que 'absence de mTR inhibe la
tumorigenése.

L'établissement de souris transgénique (K5-mTER&mettant la surexpression de
MTERT sous le contréle du promoteur de la kérabioeine (K5) dans les kératinocytes
basaux de I'épiderme, a permis de confirmer I'icgtiion de TERT dans la tumorigenese.
L’équipe de Blasco constate d’'une part que lesisdansgéniques résultantes sont viables et
présentent des télomeres de taille identiques aursssauvages. lls observent également
chez les souris K5-mTERT, une augmentation deitierece des tumeurs cutanées aprés
exposition ou non a des agents mutagenes (Gon3akezz et al., 2001). De plus, les souris
K5-mTERT qui survivent a I'apparition de carcinonte® en moyenne une durée de vie plus
longue de 10% par rapport aux souris sauvages @emSuarez et al., 2005). Les auteurs
remarguent également que les souris qui ont ungdiment de leur durée de vie, développent
moins de maladies dégénératives au cours de lésterge par rapport aux souris sauvages
(Gonzalez-Suarez et al., 2005). La aussi, l'analgsela longueur des téloméres des

kératinocytes basaux des souris K5-mTERT ne manicaine différence significative avec
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ceux des souris sauvages. Il semblerait donc qiT Texerce une fonction dans la survie qui
est indépendante de la longueur des télomérest®’gart, il est intéressant de noter le réle
antagoniste de la télomérase dans la tumorigerneke weillissement. En effet, dans cette
étude TERT augmente a la fois lincidence des aane¢ diminue celle des maladies
dégénératives liees a I'age. On peut donc imaginer la télomérase permet soit i) un
allongement de la durée de vie dans un contextesocellules sont saines soit ii) I'induction
de tumeurs dans le cas de cellules présentantrtaincaombre d’altérations génétiques. En
effet, dans un contexte pré-requis d’accumulatdiasomalies aboutissant a la perte de génes
suppresseurs de tumeurs ou a l'activation d'oncegela télomérase pourrait conférer un
pouvoir tumorigéne additionnel a des cellules préphasiques entrainant une résistance

accrue a la mort cellulaire et leur transformatoncellules cancéreuses.

L’expression constitutive de mTERT chez la souwgigraine aussi une augmentation
de l'activité télomérase associée au développesmotané de |ésions précancéreuses et de
carcinomes invasifs de la glande mammaires cheeieslles agées (Artandi et al., 2002). De
plus, dans les fibroblastes embryonnaires issusedesouris transgéniques, la surexpression
de mTERT entraine un rallongement des téloméres maipermet pas d’outrepasser la
sénescence réplicative. Ce surprenant résultatriéflie fait que I'arrét de croissance réplicatif
observé dans ces fibroblastes embryonnaires deissouest pas le résultat d'un

raccourcissement des télomeres dans ce contexteld’é

Toutes ces études tendent a démontrer que I'expnesstopique de mTERT favorise
la tumorigenese. Cependant il faut garder en mé&mgire la fonction de la télomérase
d’élongation des téloméres n’est pas limitante damsontexte puisque les souris ont des
télomeres longs. En revanche, il ne faut pas exderfait que les télomeres des souris
peuvent étre hétérogénes et que la surexpressitm tdomérase permettrait I'allongement

d’un contingent de téloméres plus court.

3.5. Fonction anti-apoptotique non canonique de la télogérase : les mécanismes

d'actions
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L'utilisation de petites molécules ciblant hnTERTIe$ modeles animaux ont permis
d’observer les fonctions non canonigues de la tétage. La stabilisation des téloméres ne
peut expliquer a elle seule I'effet tumorigéne aédlomérase. En effet, méme si la taille des
télomeres semble étre un élément important, leteétrealisées chez la souris, ou la taille des
télomeres n’est pas un facteur limitant et celkdisées avec des petites molécules ciblant
hTERT, apportent la preuve d'une dichotomie erdnetion télomére-dépendante et fonction
tumorigene d’hTERT. En revanche, les mécanismesodgihe de ces effets extra-
télomériques sont assez mal connus, ambigus vdoip@ontradictoires. Ce chapitre se veut
étre une synthese des mécanismes d’actions propasda communauté scientifique pour
expliquer ces fonctions non canoniques télomerdgpandante d’hTERT dans la

tumorigenése.

Des études récentes, ont montré que la téelom@rasege les cellules de I'apoptose en
agissant précocement sur certaines voies de lalsgtion ou en interagissant avec des
protéines pro- ou anti-apoptotique ou en régulanfagon direct ou indirect I'expression de
genes impliqués dans la survie et l'apoptose. Het,efa fonction extra-télomérique
d’hTERT dans la tumorigenése pourrait étre la cgmepce, d’'une stimulation de la
prolifération cellulaire et de la survie (Smith at, 2003) de modulation du transcriptome
(Choi et al., 2008; Perrault et al., 2005; Smithakt 2003), de l'activation/inhibition de
certaines protéines anti-/pro-apoptotique (Massetrdal., 2006; Zhong et al., 2010),
d’interactions complexes avec certaines voies ¢aatisation (Cao et al., 2002) ou d’une
protection vis-a-vis des dommages de I'’ADN (Masuteinal., 2005; Sharma et al., 2003),
dépendant du type cellulaire et du contexte dadétFigure 13)

TELOMERASE

Modulation dela
signalisation cellulaire
Inhibition de |'apoptose

Stimulela

) rolifération/survie
Effetsurla reparation des P

dommages de |'ADN
9 Reégulation de

I'expression genigue

TUMORIGENESE
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Figure 13 : Schéma récapitulatif des roles extra-témériques possibles de hTERT dans
la tumorigenese.
3.5.1 TERT dans la régulation de I'expression de genes pliqués dans la

prolifération et la survie cellulaire

Des d'études utilisant une approche de puces antipele démontrer la contribution
de la protéine TERT dans I'expression de genesigugs dans la prolifération et la survie
cellulaire. En 2003, 'équipe de Smitt al., a étudié I'hyper-expression d’hTERT sur la
prolifération de cellules épithéliales mammairesmhines HMECs (Human Mammary
Epithelial Cells). Les auteurs observent alors sgudes les cellules qui surexpriment hTERT
sont capables d’outrepasser la crise téelomériquaegbroliférer dans un milieu de culture
dépourvu de facteurs trophiques contrairementlascgli surexpriment un mutant ’hTERT
catalytique-inactif ou aux cellules témoins. Afire diéterminer si l'effet pro-prolifératif
d’'hTERT est di a une modulation de I'expressiomélees particuliers, le profil d’expression
génique des cellules HMECs-hTERT a été comparé esec des HMECs témoins, par une
approche de puces a ADN. L’analyse des donnéeegsipuces a révelé que certains genes
impliqués dans la croissance cellulaire et I'apspt@ont modulés par la surexpression
d’'hTERT. Les genes codant TRAIL, un ligand activentoie des récepteurs de mort, ainsi
que certains genes antiprolifératifs comme le réeepa I'interleukine 1 ou I'lAP (Integrin-
Associated Protein), un récepteur a la thrombospensiont réprimés par la surexpression
d’hTERT. En outre, parmi les génes induits, onowete le gene codant le récepteur a 'lEGF
(Epidermal Growth Factor) dont I'implication n’eglus a prouver dans la prolifération des
cellules de la glande mammaire et les cancers idylseFGF (Fibroblast Growth Factor ) et
deux facteurs de transcription de la famille CREBFASmith et al., 2003). Un autre facteur
de croissance de la famille de I'EGF, I'épirégulirge également été caractérisé dans des
fibroblastes humains immortalisés par hTERT par aystéme de puces d’expression
(Lindvall et al., 2003).

L’ensemble de ces résultats montre quUhTERT indlexpression de génes pro-
prolifératif et stimule la croissance cellulairéabtres équipes ont également étudié le profil
d’expression génique dans différents modeéles dexptession d’'hTERT. L'analyse du profil
global d’expression de cellules adrénocorticalegirtes immortalisées par hTERT montre
gu’environ 284 genes sont modulés par la surexjoresshTERT (Perrault et al., 2005). La
aussi, on retrouve une hyper-expression de certi@icieurs de croissance tels que les

membres de la famille de I'|GF (IGF2et IGFBP5) et TGF-R associée a I'augmentation de
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la prolifération cellulaire. hTERT est capable dinre la cycline D1, dans les cancers de la
prostate (Jagadeesh and Banerjee, 2006) ainsi que2BIP, un antigéne tumoral sécrété dans
une large variété de cancers et impliqué dans kié&sgmeénes d’adhésion et de dissémination
métastatique (Park et al., 2007). Enfin, I'expressectopique de hTERT entrainerait une
répression de certains genes impliqués dans desdos pro-apoptotiques comme la protéine
de liaison a p53, TP53BP1 (Perrault et al., 2005).

La télomérase pourrait également modifier I'expm@ssgénique en interagissant
directement avec certains partenaires protéiquesneodes facteurs de transcription ou des
cofacteurs de type co-activateurs/co-répresselusieirs travaux illustrent cette hypothéese.
Par exemple, il a été montré que le facteur nuedédF«B p65 interagit directement avec
hTERT dans une lignée humaine de myélomes multiplisEl. Le complexe NR<B p65-
hTERT peut alors étre transloqué dans le noyawsapdeiction par le TNFa (Akiyama et al.,
2003) et moduler I'expression génique. En outremmési les auteurs observent la
translocation de ce complexe au niveau nucléaitguree évidence concernant son
recrutement au niveau du promoteur de genes cibesté démontrée. Seule une étude
récente a montré un effet direct de la téloméraséespromoteur de genes cibles (Park et al.,
2009).

Des travaux réalisés en 2000 ont montré que lasgion ectopique de hTERT permet
a une lignée hTERT négative de cristallin de lagénrésister a I'apoptose induite par la
camptothécine, un inhibiteur de topoisomérase tteCGrurvie est associée a 1) une diminution
de l'expression des genes pro-apoptotique p53,x8ckt la caspase-3 ainsi qu'a 2)
I'induction des proto-oncogene c-jun et c-fos etggme anti-apoptotique Bcl-2 (Xiang et al.,
2002). Des travaux plus récents de la méme équipenontré que I'expression constitutive
d’hTERT provoque une accélération de la croissamheg cellules primaires ou non de
cristallin humain télomérase négative (Xiang et2002). Cette hyper-prolifération cellulaire
est associée avec une diminution de I'expressiop53e de p21 et de GCIP (Grap2 cyclin-D
interacting protein), un inhibiteur du complexe loyes/Cdk (Cyclin-dependent kinase). La
répression des protéines p21 et GCIP aboutit gp&€hphosphorylation de la protéine Rb.
Sous forme phosphorylée Rb permet I'activation alttefur de transcription E2F qui va alors
transactiver des genes nécessaires a la réplicdgid DN et donc favoriser la progression

du cycle cellulaire. Enfin, l'inhibition de hTERTap un oligonucléotide rétablit une
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croissance cellulaire normale et abolit les modifans d’expressions de p53, p21 et GCIP
(Xiang et al., 2002).

Il apparait clairement que les genes tels queop5321 sont des cibles transcriptionnelles
récurrentes I’hTERT. De facon intéressante, il amwde noter que ces deux régulateurs du
cycle cellulaire sont capables de réprimer la tapson d'hTERT (Kanaya et al., 2000; Xu
et al., 2000) ce qui suggere qu’un des effets dgtmmérique de la télomérase pourrait
inclure sa propre régulation dans un systeme deléale rétrocontréle. Ce concept est
illustré par la présence de deux sites de fixgbioumr le facteur de transcription p53 au niveau
de la région promotrice du géene codant hTERT (Karetyal., 2000). Il a été démontré par
des expériences de genes rapporteurs que la sessipr de p53 et sa fixation sur le
promoteur d’hTERT provoque la répression transiomptelle d’hTERT (Kanaya et al.,
2000). Des travaux realisés en 2007 par émial., confirme la thése du rétrocontréle
d’hTERT. En effet, la répression d’hTERT dans detutes HEK293 induit la transactivation
des génes p53 et p21 et conduit a un ralentissedeentoissance des cellules. L'inhibition
d’hTERT par ARN interférence dans les cellules decinomes mammaires MDA-MB-157
p53", induit une augmentation de la transcription d& 2une diminution de la prolifération
(Lai et al., 2007). En revanche, dans des lignéesaicinomes ovariens p53 et pf&
déficientes, linhibition d’'hTERT réprime I'expréss de p2l sans altérer la croissance
cellulaire. Ces travaux suggerent qUhTERT peutiléigdes facteurs de transcription (p53 et
p21) qui sont impliqués dans sa propre régulalisdémontrent également quUhTERT peut
réguler 'expression de p21 indépendamment de p53.

Il existe également une autre boucle de contmdteeenTERT et son géne cibldyc. En
effet, hnTERT est une cible transcriptionnelle dirde c-Myc (Wu et al., 1999). L’expression
ectopique de oAyc dans descellules épithéliales mammaires humaines (HMECs)est
fibroblastes primaires, active I'expression d’hTERWang et al.,, 1998). Inversement,
'immortalisation des cellules HMECs par l'introdien d’hTERT conduit a 'augmentation
de I'expression de I'oncoprotéine c-Myc (Wang et 2000).

Ces derniers résultats suggerent que ces bouelesrdroles entre hTERT et ses génes
cibles, contribuent a renforcer I'hypothése d’ufeeféloméres-indépendant de la télomérase

dans la carcinogenése et 'immortalisation.
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3.5.2 TERT dans la régulation épigénétique

Des modifications de la chromatine peuvent avoimgortantes répercutions sur
I'expression génique. En effetne méthylation altérée peut conduire a I'inactoratie génes
suppresseurs de tumeurs et a un processus de gem&se comparable a celui induit par les
mutations génétique®uelques études ont suggéré un role importantedeyime dans la
régulation épigénétique et dans la modulation aeliitecture chromatinienne. Par exemple,
des expériences de geénes rapporteurs ont montleTHRT est capable de stimuler la
transcription du gene codant pour la DNMT1 (DNA Wt Transferase) (Young et al.,
2003). Il en résulte que I'induction de I'expressibe cette ADN méthyltransférase provoque
la répression transcriptionnelle de l'inhibiteur dicle cellulaire p21 ce qin fine entraine la
transition G1/S et la progression irrémédiable ytleccellulaire (Young et al., 2003). L'effet
d’hTERT sur la méthylation a également été vépté d’autres auteurs. En 2005, Masutomi
et al., montre que la suppression prolongée d’hTHRIF ARN interférence dans des
fibroblastes normaux, module le profil de méthyatiet d’acétylation de certains résidus
lysines des histones H3 et H4 et modifie la stmacglobale de la chromatine des cellules qui
deviennent alors plus sensibles aux dommages a\’fi@asutomi et al., 2005). A l'inverse,
I'expression ectopique d’hTERT dans des celluleghéfiales de prostate est associée a
I'hnyperméthylation du gene suppresseur de tume#S3E1A (Liu et al., 2005). Ce géne
code une protéine pro-apoptotique, inhibitriceaé&dnsition G1/S du cycle cellulaire qui est
frequemment inactivée par hyperméthylation de smmpteur dans les cancers humains
(Dammann et al., 2000).

Quant a hTR, sa répression dans des carcinome®ldo EICT116 entraine une
inhibition de croissance résultant d’'une modificatidu profil d’expression génique. Parmi
les génes régulés par hTR ont peut citer le genka geolifération cycline G2 et cdc27,
I'oncogene Met et le géne codant pour I'intégrite une protéine de I'adhésion nécessaire a

la dissémination des métastase.

3.5.3 TERT dans la voie de signalisation Wnt/Béta-caténim

En 2009, des travaux ont démontré que la téloménaskile directement I'expression
de genes impliqués dans la voie de signalisatiot/iWia-caténine en servant de co-facteur au
complexe transcriptionnel TCF/ beta-caténine. HatehTERT est capable d’interagir avec

BRG1, une protéine de la famille SWI/SNF impliquins le remodelage de la chromatine,
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pour transactiver les genes cibles de Wnt. Desrexxpes de ChlP ont montré que la protéine
MTERT endogéne se fixe sur le promoteur de gerpdé® par la voie Wnt/beta-catenine
(Park et al., 2009). Les résultats de ces expé&enat permis de montrer que TERT exerce

un réle de modulateur transcriptionnelle de la w@esignalisation Wnt/beta-catenine.

Une analyse a grande échelle des génes régul&éT BRT a été réalisée par la méme
équipe un an plus t6t, chez la souris au moyenudespd’expression (Choi et al., 2008). Les
auteurs ont mis en place chez la souris un systeex@ression inductible d’'hTERT sous le
contrble du promoteur de la kératine-5 (iIK5-hTER@@rmettant ainsi une expression
conditionnelle de la protéine au niveau du follcupileux. Les résultats des puces
d’expression réalisées a partir de biopsies deisdfERT-on et hTERT-off ont permis
d’identifier 673 genes différentiellement expriméss de la surexpression ou de la répression
d’hTERT. Parmi ces genes regulés par hTERT, orvéales génes de la voie Wnt/béta-
caténine mais également d’autres genes impliquas deerses fonctions cellulaires telles
gue la transduction du signal, 'adhésion ou laphogenése. Pour mieux cerner les voies de
signalisation dans lesquelles hTERT est impliquég,auteurs ont développé un systeme
d’algorithme permettant une analyse statistiquepaoative entre les génes régulés par TERT
dans leur étude et celle de la littérature. Leltésde cette analyse a large échelle a montré
gue TERT exerce un contrdle transcriptionnel déages genes, qui sont eux méme des cibles

transcriptionnelles de Myc et de la voie de siggadion Wnt-béta-caténine (Choi et al., 2008).

3.5.4 TERT interagit avec des protéines de la voie de siglisation

apoptose/survie
a. hTERT et apoptose p53-dépendante

De facon générale, le raccourcissement des télem@szu'a une taille critique
entraine une réponse de type dommage a I'ADN p5Bemtante provoquant la
transactivation de p21 et l'arrét du cycle cellidaet/ou I'apoptose des cellules. Ce
mécanisme télomere-dépendant, n'est pas la setdmiiétation pour expliquer I'apoptose

p53-dépendante.
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Une étude réalisée par Rahman et al., en 2005 arénoo’hTERT antagonise
I'apoptose induite par p53 indépendamment de stimitéctélomérase. Dans cette étude, les
auteurs ont transfecté des cellules de carcinomeoltm ou de lymphome de Burkitt, p53
positive, avec des vecteurs codant soit la formevasge dI’hTERT soit une forme mutée,
hTERT-DN, dépourvue d’activité télomérase et intdpale maintenir la taille des télomeres
in vivo et in vitro. L’expression constitutive d’hTERT ou du mutantatgique inactif
hTERT-DN, inhibe I'apoptose induite par p53 en mgwaux dommages a ’ADN provoqués
par la mitomycine C ou le 5-FluorouraciDans les cellules de carcinome colique P58
traitement des cellules par la mitomycine C indmi¢ apoptose plus faible que dans les’H53
(Rahman et al.,, 2005). De plus, les auteurs mantégalement que le traitement a la
mitomycine C induit une diminution de la protéinEERT endogene et une augmentation de

p53 dans les cellules p53 sauvage (mais pas daosllales p53).

D’autres équipes ont également montré que la pueegion d'hTERT est suffisante
pour bloquer I'apoptose p53 dépendante (Lee et2805; Xiang et al., 2002). Dans les
travaux de Lee et al., I'expression ectopique déotane sauvage de mTERT protege les
cellules embryonnaires de souris de la mort cefilemduite par le stress oxydatif et par 2
agents génotoxiques. A l'inverse, I'hyper-expresgidun mutant catalytique inactif dans ces
mémes conditions ne permet une telle protectiont(amement aux travaux de Rahman en
2005). L’introduction de mTERT dans les cellules &plétées de p53 ne confere pas de
résistance a lI'apoptose induite par le cisplatiree (et al., 2005). Ces résultats indiquent que
I'activité catalytique de TERT serait nécessairerpga fonction anti-apoptotique, en accord
avec les résultats de Zhang et al., (Zhang e2@03) dans les cellules Hela. En revanche,
Cao et al. ont démontré, dans des cellules de rarohe sein, qQUhTERT protege de
I'apoptose par un mécanisme qui ne requiert pasastvité enzymatique (Cao et al., 2002).
Devant ces contradictions, la présence de l'aétit#lomérase pour la fonction anti-

apoptotique de TERT pourrait étre intimement liggyge cellulaire utilisé.

L’expression ectopique de TERT dans des fibsibla foetaux spontanément
immortalisés engendre une prolifération et une wiidon de I'apoptose p53 dépendante
induite par la doxorubicine (Jin et al., 2010).t€gtrotection vis-a-vis de la mort cellulaire en
réponse aux dommages a I’ADN est une conséqueniiadiection de I'expression du bFGF

et de l'inactivation de p53, engendrée par la sunession de hTERT. La déplétion de TERT
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par RNAI, induit une diminution de I'expression 8GFb, la phosphorylation de p53 et la
transactivation de p21 et puma en réponse a l'antatien de la sensibilité des cellules aux
dommages de I’ADN provoqués par la doxorubicineaulXe part, I'expression forcée ou la
déplétion de FGFb provoque les mémes effets celglajue ceux initiés par I'expression
ectopique ou la déplétion d’hTERT. Enfin, il semble que I'expression ectopique d'un
mutant catalytique inactif de TERT n’empéche paslliction de I'expression du FGFb, ce
qui suggere que l'activité télomérase n’est pasiisegpour la fonction d’'hTERT dans la
survie cellulaire (Jin et al., 2010). Cette étudentre donc que TERT semble exercer sa
fonction anti-apoptotique indépendamment de satimmod’élongation des télomeéres via
I'induction de certains facteurs de croissancedaksle FGFb et I'inactivation en aval de p53.
Il est possible que l'effet anti-apoptotique du BGSoit lié & sa capacité a induire la
phosphorylation de MDM2, le principal régulateuhiliteur de p53. La phosphorylation
activatrice de MDM2 serait a I'origine de I'inactitton de p53 (Romanov et al., 2005) et de la
survie des fibroblastes dans ce contexte. Cesatsrrésultats ainsi que ceux d’autres études
suggerent que la fonction anti-apoptotique de léontérase télomeére-indépendante
s’exercerait a un stade précoce du processus djgmyeto En effet, la contribution de la
télomérase dans a été observée dans des étapédagmietaltération de la mitochondrie et
I'activation de la caspase-3 (Fu et al., 2000) havaéme le relargage du cytochrome C et de
la protéine AIF (Apoptosis Inducing Factor) de laaohondrie (Zhang et al., 2003).

b. hTERT et apoptose p53 indépendante

Plusieurs études ont démontré un « crosstalk si¢mie entre hTERT et p53 (Cao et
al., 2002; Rahman et al., 2005). Néanmoins, selaohtexte, les mécanismes a l'origine de
la sensibilisation des cellules a I'apoptose inchdt I'inhibition d’hTERT montre que la

protéine p53 n’est pas toujours requise.

L’inhibition de la télomérase par la surexpressitum mutant ou d’un shRNA cible
de hTR dans des cellules télomérase positive, iratran arrét de la croissance et une
apoptose des cellules sans raccourcissement oesetré@s (Li et al., 2004). Dans cette étude,
I'apoptose induite par l'inhibition de la téloméeasst indépendante de la taille des télomeres
et du statut de p53, puisque la mort par apoptosserve aussi bien dans des cellules qui ont
une p53 mutée que dans celles qui possédent unag®@ (Li et al., 2004). Des travaux

réalisés par plusieurs équipes montrent que laepoés d’'une mutation de p53, son
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inactivation transcriptionnelle par des produitgyiljues ou son inactivation bi-allélique dans
des carcinomes du colon HTC116 (HTC116 pB’empéche pas I'apoptose induite par la
répression d’hTERT en présence ou non d’agentsayitues (Folini et al., 2005; Massard et
al., 2006). Selon le méme schéma, la surexpresdidERT bloque I'apoptose induite par un
inhibiteur synthétique de Bcl-2 la fois dans les HTC116 pb&t les HTC116 p53 (Del
Bufalo et al., 2005). Il apparait clairement daettecétude quU'hTERT est impliquée dans la
voie mitochondriale du processus apoptotique peidgusurexpression de la forme sauvage,
du mutant hTERT-HA, ou du mutant catalytique iMfabERT-DN protege les cellules du
dysfonctionnement mitochondrial observé lors dpdjatose induite par la répression de Bcl-
2 (Del Bufalo et al., 2005). Il semblerait donc agatte fonction anti-apoptotique d’hTERT 1)
soit indépendante de sa fonction reverse transsepet du statut cellulaire de p53 et 2)
gu’elle implique la signalisation apoptotique mhoadriale. Cette étude confirme les travaux
précédents, suggérant qu'hTERT serait impliqué dame étape précoce et pré-

mitochondriale du processus apoptotique (Zhant),2@03).

Dans les travaux de Massard et al, hTERT agiraauksi plutdt comme un inhibiteur
de la voie intrinséque que extrinséque du proceapoptotique. En effet, le traitement des
cellules Hela par des ligands spécifiques de la deis récepteurs de mort tels que FasL ne
provoguent pas la mort dans les cellules Hela, raoeient aux espéces réactives de
'oxygéne ou aux agents induisant des lésions @®N connus pour activer la voie
mitochondriale. De plus, il s’avere que contraiestna p53, la protéine Bax serait impliquée
dans la mort cellulaire observée puisque que Iltimation de Bax prévient la mort cellulaire
induite par la répression d’'hTERT en présence ditgehimiothérapeutiques (Massard et al.,
2006). Ces résultats semblent indiquer que damacziele cellulaire, hTERT inhibe la voie

mitochondriale Bax-dépendant et p53 indépendamirdcessus apoptotique.

L’ensemble de ces résultats suggere que selongestsainducteurs d’'apoptose, le
contexte d'étude et les modeles cellulaires, lanérase exercerait sa fonction anti-
apoptotique télomére- indépendante via la voie dmatisation p53 dépendante ou

indépendante.
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3.5.5 Lalocalisation d’hTERT est-elle un argument en faeur de sa fonction

anti-apoptotique ?

Des expériences de co-immunoprécipitation dans cedlsles de cancers du sein
PMC42, ont mis en évidence I'existence d’'une irdoa entre les protéines hTERT, p53 et
PARP. D’apres les auteurs, dans certaines conditaaite interaction protéique pourrait
permettre la réparation des dommages a I’ADN etdavoriser la survie des cellules (Cao et
al., 2002). Les auteurs émettent I'hypothese quégonse a des dommages de I'ADN, la
production de poly(ADP-ribose) par PARP pourraitsmeer le signal d’export nucléaire
(NES) d’'hTERT favorisant ainsi sa séquestrationsdamoyau pour permettre une protection
de I'ADN génomique. Des expérimentations sont n&siess pour conforter cette hypothese,
néanmoins il apparait de plus en plus évident guédalisation d’hTERT joue un role
important pour ses fonctions télomérique et exétarbérique. En effet, hTERT pourrait
exercer sa fonction anti-apoptotique dans le nowyaais également au niveau de la

mitochondrie.

La mitochondrie est un organite important pourdbute puisque c’est elle qui produit
une forme d’énergie utilisable par la cellule, 'RTissu du catabolisme oxydatif des
molécules organiques. Elle est également la prateisource de production d’espéces
réactives de I'oxygéne ou ROS (Réactives Oxygerezigp) et en méme temps la principale

cible des dommages induits par ces ROS.

L’expression d’hTERT est finement régulée par desefurs de transcriptions « redox-
sensitifs » tels que AP1, Spl ou encoregiBAkiyama et al., 2003; Fujimoto et al., 2000;
Kyo et al., 2000). La modulation de I'expressiohTERT par ces facteurs transcriptionnels
suggere que la télomérase serait soumis a uneati@gulplus ou moins directe par le
métabolisme des ROS. L'activité télomérase peuieéyant étre régulée par le stress oxydatif
in vivo et il a été démontré que le stress oxydant exegededent une régulation de la
localisation subcellulaire de la télomérase cepquirrait avoir un impact sur certaines de ses
fonctions notamment sur sa fonction anti-apopt@igin revanche, jusqu'a aujourd’hui
aucune étude n’a pu réellement démontrer de lietidentre la localisation extra nucléaire de

la télomérase et sa fonction anti-apoptotique.
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Récemment plusieurs auteurs ont démontré qu’hTpRUt étre transloquée en
dehors du noyau, au niveau de la mitochondrie ponge a un stress oxydatif (Ahmed et al.,
2008; Haendeler et al., 2009; Haendeler et al.3@0Blaendeler et al., 2004; Massard et al.,
2006; Santos et al., 2004; Santos et al., 2006{dreslocation de la protéine hTERT a travers
les compartiments cellulaires est possible du daitla présence de séquences signales de
localisation/Export nucléaire (NLS/NES) et nuclé@aNoLS). Récemment, une analyee
silico de la séquence peptidique d’'hTERT a révélé I'exist d’'une séquence spécifique de
localisation a la mitochondrie, conservée uniqudancbez les eucaryotes supérieurs (Santos
et al., 2004). La translocation d’hTERT du noyausvia mitochondrie a été observée dans
des modéles de surexpression mais aussi avect@n@aendogéne (Haendeler et al., 2004) ce
qui suggere que ce phénomeéne de transport n’esirpagéfact lié a I'expression ectopique
d’hTERT. En revanche, le manque de spécificité titanps dirigés contre hTERT et sa faible
expression dans les cellules rend la localisatmtadgrotéine endogene difficile & déterminer
malgré tout.

Une étude soumise a controverse a révelé quealssltication mitochondriale
d’hTERT sensibiliserait les cellules aux dommaged’ ADNmt (ADN mitochondriale) et a
I'apoptose induite par le stress oxydatif (Santioal.e 2003; Santos et al., 2004). En effet, ce
réle pro-apoptotique de la télomérase proposé patoSet al., mais aussi Haendelet al ,
(Haendeler et al., 2004; Santos et al., 2003; Saattal., 2004) contraste avec la majorité des
études proposant que la télomérase exerce unadonttitot anti-apoptotique. En dehors de
cette controverse, I'équipe de Santos a identifié séquence polypeptidique conservée au
niveau de la partie amino-terminale de la prot@uoelui permettrait de transloquer vers la
mitochondrie. L'étude fonctionnelle en immunofluscence de cette séquence signal par la
transfection d’'un vecteur codant ce polypeptideldasage fusionné avec la GFP a permis de
valider leur approchim silico.

L’hyper-expression d’hTERT protege ’TADNmt des doamges induits par les UVs, le
bromure d’éthidium (Haendeler et al., 2009) aing gar une hyperoxie ou un traitement par
le peroxyde d’hydrogéne (Ahmed et al., 2008). (&t grotecteur en réponse au stress
oxydatif, se produit suite a une translocation ofitndriale rapide, d’environ 80% de la
télomérase cellulaire (Ahmed et al., 2008). D’apless auteurs, la quantité de télomérase
nucléaire résiduelle serait insuffisante pour nwiimt la longueur des télomeéres, ce qui
expliquerait le raccourcissement télomérique oliseralgré I'expression ectopique I’hTERT

dans cette lignée (Ahmed et al., 2008). Le retoucandition de normoxie annulerait I'export
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de la télomérase en dehors du noyau et permetidmgament des télomeres ainsi qu’'une
reprise de la croissance cellulaire.

Suite a la fixation d’'hTERT sur TADNmt, les autsuconstatent une réduction de la
production de ROS par la mitochondrie (Ahmed et28108; Haendeler et al., 2009) alors que
I'inhibition de TERT par ARN interférence, au caite augmente la production de ROS en
réponse aux dommages dans des cellules endothétlelEK293 (Ahmed et al., 2008;
Haendeler et al., 2009). De la méme facon, une troataans le NES d’hTERT permettant
I'expression d’'une protéine incapable d’étre exp@ren dehors du noyau, n’entraine pas de
diminution de la production de ROS ni de protectiosra-vis des dommages de I'ADN

contrairement a la protéine sauvage (Kovalenkd.e2@10a; Kovalenko et al., 2010b).

D’autre part, I'effet protecteur de hTERT sembleisplefficace avec I'expression
ectopique d'une forme d’hTERT adressée a la mitodhie (mito-hTERT) qu’avec une
forme sauvage (Haendeler et al., 2009). L'effetguteur de TERT a également été confirmé
chez des souris TERT Les fibroblastes de souris TERFont plus sensibles aux dommages
induits par les UVB et montrent une diminution dactivité¢ de la chaine respiratoire
mitochondriale. Enfin, il semblerait que le domaireerse transcriptase de hTERT soit

requise pour I'activité de la chaine respiratoiitoahondriale (Haendeler et al., 2009).

L’export nucléaire de la télomérase et sa transimtcasers la mitochondrie pourrait
constituer un mécanisme de protection vis-a-vis desimages de 'ADNmt dans des
conditions de stress oxydatif alors que dans dedittons normales, la télomérase résiderait
préférentiellement dans le noyau pour exercer setifin télomeére-dépendante. On peut donc
imaginer une délocalisation de l'effet protectewr th télomérase d'un compartiment
cellulaire a un autre. De plus, la localisationraxtucléaire d’hTERT pourrait également
constituer un autre mécanisme de régulation ddidige télomérase. En effet, on peut
imaginer que la localisation cytoplasmique de THRfiterait dans certaines conditions la
guantité de télomérase fonctionnelle au niveauéaiid. L’existence d’environ 20 a 40% de
télomérase en dehors du noyau (Ahmed et al., 26&ndeler et al., 2009) dans des
conditions basales, suggéere une co-existence dedns nucléaires et mitochondriales de la

télomérase.
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La localisation de TERT apparait donc étre un amgummportant pour sa fonction
anti-apoptotigueUne mutation dans le signal d’export nucléaire NIESTERT, entraine une
rétention nucléaire de la protéine sans altéremiveau d’'activité télomérase des cellules
(Kovalenko et al., 2010a; Kovalenko et al., 2010Bi). revanche, la surexpression de ce
mutant dans des lignées tumorales de la peau kt piostate, provoque un arrét du cycle
cellulaire, un changement morphologique, une apEepEn réponse au stress génotoxique
(Kovalenko et al., 2010a; Kovalenko et al., 2018lmsi que la sénescence prématurée des
fibroblastes normaux (Kovalenko et al., 2010a).t€eétention d’hTERT dans le noyau
entraine une augmentation de la production mitoghale de ROS ainsi que des dommages
de 'ADN mt et nucléaire (Kovalenko et al., 201®avalenko et al., 2010b). Ces résultats
indiquent que la rétention d’hTERT au niveau nucdpourrait empécher la télomérase de

protéger la mitochondrie.

Bien qu'il soit difficile de dire par quel mécanisnexact hTERT protége les cellules
des dommages de I'ADNmt lors du stress oxydatiendemble des étude suggérent
gu'hTERT permet une protection vis-a-vis des RO8ni&d et al., 2008; Del Bufalo et al.,
2005; Massard et al., 2006), une activation desamiémes de réparation de 'TADNmt, le
maintien d’'un haut potentiel membranaire (Ahmedlet 2008), la fixation de TERT sur
'’ADNmt au niveau des genes ND1 et ND2 (NADH dégiogitnase 1 et 2 mitochondriale)
(Haendeler et al.,, 2009) ou encore l'augmentatienl’dctivité de la chaine respiratoire
mitochondriale (Haendeler et al., 2009). AinsijnBemble de ces travaux, montre que la
fonction non canonique anti-apoptotique de la téiase pourrait étre reliée a sa localisation
mitochondriale. Ces résultats soulignent égalententdle important de hTERT dans la
diminution de la production des ROS intracellulagtela protection de la mitochondrie en

réponse aux stress oxydant.

3.5.6 TERT dans la réponse aux dommages de 'ADN

L’inhibition de TERT, entraine une forte augmeimiatde dommages de I'ADN
induit par des agents genotoxiques et provoque mioe cellulaire massive. A linverse,
I'expression forcée I’hTERT protege les cellulescés dommages et donc de I'apoptose
induite par ces mémes agents. Ces résultats suggpre la télomérase protége les cellules
des lésions de I'’ADN.
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Plusieurs mécanismes hypothétiques ont été propmagsexpliquer la fonction anti-
apoptotique de la télomérase en réponse aux donsmiEgy€ADN. La télomérase pourrait
promouvoir la survie en supprimant les dommagesroinhibant la signalisation induite par
ces dommages (Holt et al.,, 1999b). Elle pourraial&gent accélérée la cinétique de
réparation et méme «réparer » certaines lésiotrachromosomiques par I'addition de

courtes séquences télomérique appelées ITS (litidrselomeric Sequences)

a. hTERT et les protéines de la réparation de 'ADN

L’hypothése d'un role de la télomérase dans laegtan de 'ADN vis-a-vis des
dommages a été évoquée par plusieurs équipes.f&n lefbservation d’'un lien trés étroit
entre hTERT, les télomeres et les protéines déparation des dommages de I'’ADN, suggére

gU'hTERT serait impliquée dans la réparation demtes de 'ADN.

hTERT ainsi que les télomeéres sont associés atripes de la réparation de ’ADN,
tel que le complexe MRN (MRE11/Rad50/NBS1) du mégae de la recombinaison
homologue, les protéines Ku et DNA PKs de la Jonctl'Extrémités Non-Homologues
(NHEJ) ainsi que le complexe XPC/ERCC1 du mécanigmeaéparation par excision de
nucléotide (de Lange, 2005; Meier et al., 2007;r®laet al., 2003; Verdun and Karlseder,
2006). La protéine Ku70/80 interagit avec hTERTd(C#t al., 2002) est serait également une
des cible transcriptionnelle de hTERT (Sharma et28l03). L’'expression d’autres protéines
intervenant dans les voies de réparation de 'Albint MSH6 et MLH1 du systeme de
réparation des mésappariements, XRCC4 et 9 pdlirEeJ ou Rad51 pour la recombinaison
homologue est également augmentée par I'expresitopique d’hTERT (Sharma et al.,
2003). D’autre part, hnTERT serait également capdlitgeragir avec la primase, une enzyme
de la réplication de 'ADN (Ray et al., 2002). Enfil semblerait que I'expression ectopique
de TERT dans les fibroblastes primaire normaux i le nombre des dommages
chromosomiques spontanés et accélere la cinétigu€mhration de 'ADN (Sharma et al.,
2003; Shin et al., 2004).

b. Latélomérase « cicatrise » les chromosomes

La télomérase aurait un réle additionnel de «tdgation chromosomique » en réponse aux

cassures de I'ADN. En effet, des études réalisbeg ta levure (Kramer and Haber, 1993;

Stellwagen et al., 2003), ainsi que chez les masmesf (Flint et al., 1994; Sprung et al.,
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1999)ont montré que les cassures intrachromosomi@fenc en dehors des télomeres) sont
occasionnellement réparées par I'addition d’ADNonéérique par la télomérase. Il a été
démontré que l'addition de répétitions TTAGGG intreomosomiques par la télomérase est
possible méme s’il existe peu de complémentaritéeda séquence de I'ARN matrice de
I'enzyme et celle de 'ADN du site de cassure (Hton and Greider, 1991). Du fait que les
cassures chromosomiques sont susceptibles d’esmtnamarrét du cycle cellulaire et méme la
mort des cellules, la présence dans le génome hudeaplus d’'une centaine de séquences
télomeérique intrachromosomique ou ITS (Interstiff@lomeric Sequences) pourrait donc
constituer un mécanisme permettant la proliféragbta survie des cellules ayant subit des
cassures de I’'ADN. Néanmoins, le processus d’ilserde ces ITS par la télomérase n'a
jamais été observim vivo. De plus, ce phénomene de « cicatrisation » chsomaue est
beaucoup moins fréquent que les autres mécanisengspdration des cassures double-brins
et pourrait méme étre activement réprimé. En effes études chez la levure ont révélé que
I'inhibition de la télomérase constitue une desoréges cellulaires vis-a-vis des cassures
double-brins. Afin de prévenir une réparation adete du a linsertion d'ITS de fagon
inappropriée aux niveaux des cassures de '’ADNéllamérase serait inhibée et ne pourrait
pas interférer avec les mécanismes de réparatiakdiéts and Blackburn, 2009). Enfin, la
localisation transitoire de la protéine télomériqiRF2 au niveau de ces cassures (Bradshaw
et al., 2005) ainsi que la présence d'un fragmentndR rétrotranscrit et inséré en méme
temps que les ITS (Nergadze et al., 2007) renfégadement I'hypothése de la présence de la

télomérase au niveau des cassures intrachromosesngfjule sa fonction de « cicatrisation ».

c. hTERT et la réponse aux dommages de 'ADN

Lorsque des lésions de produisent au niveau de NAIextrémité C-terminale du
variant d’histone H2AX flanquant le dommage estidament phosphorylée par la kinase
ATM pour « signaler » la région endommagée. Lagnés de ces histones phosphorylées
entrainerait des modifications locales de la chtomeaet favoriserait 'accumulation de

protéines de la réparation sur la région lésée.

Dans des fibroblastes, 'inhibition d’hTERT par ARDU par I'expression d’'un mutant
catalytique inactif de hTERT empéche la phosphtipfad’ATM et d’'H2AX (mais aussi
BRCA1) et inhibe I'expression de p53 en réponseireadiation. Dans ces fibroblastes

irradiés, la perte de hTERT bloque la signalisatea dommages de '’ADN. En revanche, la
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réexpression d’hTERT sauvage ou de mutants du Dé§sgdant une activité télomeérase
partielle mais incapables d’allonger les télomerestaure la phosphorylation de H2AX et la
stabilisation de p53 en réponse aux cassures dohhbles. Au cours de ces expérimentations,
aucune modification de la taille des télomereséi&aobservée. Ces résultats suggerent que
hTERT régule la signalisation des dommages de I'Addgue son rble est indépendant de sa

fonction d’élongation des télomeres.

D’autre part, dans cette méme étude, l'inhibiti@hdERT entraine des modifications
post-traductionnelles des histones et altérerletsire globale de la chromatine (Masutomi et
al., 2005). Dans les travaux de Sharma, l'expres®otopique de TERT diminue la
proportion de télomeres attachés a la matrice aueléSharma et al., 2003). Ce détachement
de la chromatine télomérique pourrait induire I'eegsion de génes clés de la réparation des
dommages de I’ADN (cf Chapitre I, 3.5.6.a) maislégent moduler ceux impliqués dans les
modifications de la chromatine. hTERT pourrait doagir de fagon indirecte pour

promouvoir la réparation des zones endommageées.

L’ensemble de ces études ont démontré que la g&f&ERT inhibe les réponses aux
dommages de '’ADN et occasionne des altérationis @aromatine (Masutomi et al., 2005).
A linverse, I'expression d’hTERT protégerait lesllales vis-a-vis de ces dommages en
augmentant la cinétique de réparation des lésiemsjiminuant I'apparition de dommages
spontanés (Sharma et al., 2003), en favorisant decagrisation » chromosomique et en
stimulant I'expression des protéines de la répama{iSharma et al.,, 2003). Néanmoins,
aucune interaction directe entre hTERT et le preonotie genes cibles de la réparation n'a
été observé. Ces résultats suggerent qu'hTERT aibagir indirectement notammevia des

modifications de la chromatine.
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Chapitre Il : Les neuroblastomes
A. Généralités

Le neuroblastome est une tumeur embryonnaire nelggndéveloppant a partir des
cellules de la créte neurale primordiale qui fortnkensystéme nerveux sympathique. La
localisation clinique est extrémement varialffgagure 14) puisque ces tumeurs extra-
craniennes peuvent se développer en tout poinystérae nerveux ou existent des structures
ganglionnaires sympathiques, c'est-a-dire, aussn kdans I'abdomen (70% des cas),
principalement au niveau de la glande surrénal@auqguiveau du cou, du thorax et du pelvis
(Maris and Matthay, 1999).

5% au niveau du cou

17% au niveau du thorax
T0% au niveay de fabdomen
— 2% au niveau du peivis

5% autres localisations

Figure 14 : Localisation des neuroblastomes.

D’un point de vue épidémiologique, le neuroblastoest la tumeur solide extra
cranienne la plus fréquente parmi les cancers pigias (Gurney et al., 1997). Elle
représente environ 10 % des affections malignemiglies et serait responsable de 15% des
déces par cancer chez I'enfant (Gurney et al., 199 prévalence est de 1 cas pour 7000
naissances. L’age médian au moment du diagnogtidee$8 mois (London et al., 2005) et
dans 90 % des cas, il est diagnostiqué avant dlédeans. Environ 60 % des neuroblastomes

sont métastatiques au moment du diagnostic eélsepce de métastases dans les stades 4 est
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généralement associée a une progression rapiderdaladie et a un faible de taux de survie
(30% de survie a 5ans) (Maris et al., 2007) matdiggtraitements extrémement lourds.

L’étiologie des neuroblastomes n’est pas connu&uAuacteur environnemental ne
semble étre impliqué dans la maladie. Cependaatedemples de neuroblastomes familiaux
ont été rapportés dans 1 a 2 % des cas (Shojass&aa et al., 2004). Dans ces rares cas, la
maladie se transmet sur un mode autosomique dotraman une pénétrance incompléte. Des
analyses genétiques traditionnelles ont permisedtifier des mutations germinales du géne
Phox2b pairedlikehomeobox 2Bjlans certains cas familiaux de neuroblastomesret des
pathologies souvent associées a ces tumeurs, éllagumaladie de Hirschsprung ou le
syndrome d’'Ondine (Mosse et al.,, 2004; Trochet let 2004). Plus récemment, des
amplifications du géendlk ainsi que des mutations germinales entrainanpéépon d’'une
activité tyrosine kinase constitutive de ce réceptnt également été retrouvé dans des cas
familiaux de neuroblastomes (Janoueix-Lerosey.e2@08; Mosse et al., 2008).

B. Aspects cliniques, biologiques et cytogénétiquesrariroblastomes

Les neuroblastomes sont des tumeurs tres partieslipar la diversité de leurs
localisations mais aussi par leur grande hétéraogérestologique et biologique. Cette
hétérogénéité tumorale est a l'origine d'un spedie potentialité évolutive clinique
s’étendant de la régression spontanée ou la matuiet ganglioneurome, a la rechute malgré

I'association des thérapeutiques les plus intessive

1. Hétérogénéité clinique et histologique

1.1. Hétérogénéité clinique

1.1.1 Classification des neuroblastomes.

L’extension de la tumeur a une valeur pronostigagenre et permet d’orienter la prise en
charge thérapeutique. La classification utiliséeoem aujourd’hui est celle de I'International
Neuroblastoma Stagin System (INSS) dérivée de dasiication d’Evans, (Evans et al.,
1971) et décrite tableau 2. Cette classificatioendr en compte I'extension tumorale
locorégionale et générale (métastases) et déstddes de la maladie et un stade particulier le
stade 4S.
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Stades Caractéristiques anatomiques et histologiques

1

Tumeur localisée. Ablation compléte

2A

2B

Tumeur unilatérale. Ablation incompléte. Gangligmphatique homolatéral et controlatéral non
envabhi

Tumeur unilatérale avec ablation compléte ou indétap Ganglion lymphatique homolatéral
envahi, ganglion controlatéral non envahi

Tumeur unilatérale, non extirpable, traversaritgae médiane*. Ganglions régionaux envahis
ou non.

ou

Tumeur unilatérale avec ganglions controlatérawabis

ou

tumeur de la ligne médiane*, non extirpable ave@bissement des ganglions des deux cétés.
* La ligne médiane est définie comme étant la aodovertébrale

Tumeur, avec métastases (a I'exception des étsrderla définition du stade 4S)

4S

Enfants de moins de lan. Tumeur initiale loéalisomme pour les stades 1 et 2, retirée
totalement avec des métastases limitées au nivedoiel de la peau et/ou la moelle osseuse
(envahissement <10%) . Pas de métastases osseuses.

Tableau 2 :Classification des neuroblastomes selon I'Internatinal Neuroblastoma
Staging Systenm NSS (D’aprés Brodeur et al., J clin oncol 1993)

Bien que l'accord international sur la stratifioatdes risques INSS soit toujours employé,

cette classification présente l'inconvénient d'gtyst opératoire et donc d'étre dépendante de

I'approche thérapeutique de I'équipe soignante i@vietr al., 2007). Pour palier ce probleme

d’homogénéitg¢ une nouvelle classification a donc été élaboré @B2par un consortium

d’expert internationaux "I'International Neuroblasta Risk Group » (INRGJTableau 3)

Cette nouvelle classification, fait intervenir Iéscteurs pronostiques identifiés sur une

cohorte 8800 patients européens, japonais et aangsjcenrdlés dans des études conduites

entre 1990 et 2002. Cette classification INRG éwdhu maladie au diagnostic avant tout

traitement selon les critéres suivant : I'extengi@morale locorégionale, la présence ou non

de métastase et de facteurs de risque définis ageine (IDRFs)tableau 3)

Stade Description

L1 Tumeur locorégionale sans envahissement au voisinage. Pas d'IRDFs

L2 Tumeur locorégionale montrant des signes d’envahissement local et des IRDFs

M Présence de métastases a distance. (exception du stade MS)

MS Présence de métastases limitées a la peau, le foie, et/ou la moelle osseuse chez les

enfants de moins de 18 mois. Scintigraphie MIBG négative sur le squelette.

Tableau 3 :Classification des neuroblastomes selon I’ « Inteational Neuroblastoma
Risk Group »
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La classification INRG permet également de défirdrs groupes de patients en fonction
des criteres de risques, faible, intermédiaireagett,havec respectivement 90 %, 70 & 90 % et

30 % de survie a 3 ans apres le diagn@$adbleau 4)

Stade INSS Age N-Myc Histologie Index ADN Risque de
récurrence
1 - - - - Faible
<lan - - - Faible
2A/2B >lan Non Amp - NA Faible
NMA Favorable NA Faible
NMA Défavorable NA Fort
<lan Non Amp - - Intermédiaire
3 NMA - - Fort
>lan Non Amp Favorable NA Intermédiaire
Non Amp Défavorable NA Fort
NMA Tout NA Fort
<18mois Non Amp - - Intermédiaire
4 NMA - - Fort
>18mois - - NA Fort
<lan Non Amp Favorable >1 Faible
Non Amp - = Intermédiaire
4S Non Amp Défavorable - Intermédiaire
NMA - - Fort

Tableau 4 : Classification des risques IRGS (International RiskGroup System).

NMA=N-Myc Amplifié ; Non Amp= pas d’amplification e N-Myc

NA=Non applicable

- = quelque soit I'age, le statut de N-Myc, I'listgie et la ploidie

Le pronostic clinique repose actuellement en Franice criteres : L'age de I'enfant au
moment du diagnostic (pronostic favorable pourdefants de moins de 1 an y compris en
présence de métastases vs enfant de plus de éastadelNSS(le stade 4 étant le plus
défavorableket I'existence de marqueur biologique comme I'afigation de I'oncogéne N-

Myc.

1.1.2 Traitements et taux de survie

Le traitement des neuroblastomes associe de faaygable les différentes ressources utilisées

en oncologie pédiatrique comme la chirurgie, lantbihérapie, la radiothérapie, la thérapie
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cellulaire et les traitements différenciants. Leighithérapeutique est lié a la classification des

patients par groupe de risque et pondéré avesdaeitoxique ou de séquelles.

- Les neuroblastomes de pronostic tres favie;, comprennent les neuroblastomes de
stade 1, 2 ou 4S sans amplification de N-Myc. lahance de guérison est supérieure a 80%.
L’essentiel du traitement des stades localisés samdification de N-Myc (stade 1 et 2)
repose sur le caractére opérable de la tumeur. p&tesnts sont considérés comme ayant un
risque faible et n'ont besoin que d’'une prise eargh minimale consistant en une exérese de
la tumeur. Cependant, certaines tumeurs nécessiten chimiothérapie aprés l'exérese
chirurgicale. Les neuroblastomes de stade 4S sapfifigation de N-Myc ne requierent de
thérapeutique que lorsqu’il existe une progressionorale ou une menace vitale pour le
patient (Schleiermacher et al.,, 2003). La simpleveailiance du patient permet dans la
majorité des cas d'observer une régression spomtaeéces neuroblastomes 4S. Cette
stratégie d’abstention thérapeutique pour ces std8egpermet une survie globale de 86% a 5
ans (Nickerson et al., 2000).

- Les neuroblastomes de pronostic intermédiad@nprennent les neuroblastomes de
stade 4 de moins de 1 an et les stades 3, sanffieatiphs de N-Myc. Dans cette catégorie
les chances de guérison sont de 60 a 80% et l@gtathérapeutique est guidée par
I’évolution clinique et anatomique. De facon gétgrdans les neuroblastomes de stade 3 ou
la tumeur est inopérable, une chimiothérapie ileitiest réalisée afin de réduire le volume
tumorale pour si possible permettre I'exérese deiaeur. L'intensité de la chimiothérapie

initiale dépend de I'age de I'enfant et de I'exigte de signes menacants.

- Les neuroblastomes de risque élewémprennent les neuroblastomes métastatiques
survenant aprés lI'age de 1 an quelque soient lamactéristigues biologiques et les
neuroblastomes avec amplification de I'oncogéne y&Muelque soit le stade. En effet,
I'identification d’'une amplification de N-Myc darles stades>1 conduit a traiter les patients
selon un protocole de tumeur a haut risque. Casgles font intervenir successivement une
chimiothérapie d’induction intense pour permet&redmission des métastases, une exérese de
la tumeur primitive associée a une radiothérapignet consolidation par une chimiothérapie
myéloablative, associée a une greffe de cellulashss hématopoiétiques autologues. Enfin,

un traitement différenciant de six cures d’acidéincdque est administré en entretien
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(Matthay et al., 1999). Malgré ce traitement ti@srdl, le taux de survie de ces patients reste
inférieur a 30% (Brodeur, 2003).

La majorité des neuroblastomes est chimiosensibleadiosensible et les taux de
guérison sont relativement bons pour les formeali@es. En revanche, pour les formes de
haut risque souvent chimiorésistantes, les progméterme de survie restent tres insuffisants
malgré l'indication de traitements extrémement disurl est donc essentiel de développer de
nouvelles stratégies thérapeutigues notamment pesrneuroblastomes de pronostiques

sombres.

1.2. Hétérogénéité histologique : le spectre de diffénciation des tumeurs

Le diagnostic des neuroblastomes repose aussiasialyse morphologique de la
tumeur. En effet, des études récentes ont mongdegudifférences de comportement clinique
pouvaient étre liées a des caractéristiques moogltples.

Cette analyse repose sur des criteres morphologidéerits et standardisés dans une
classification INPC (International Neuroblastomath®ébgic Classification) largement
inspirée des anciennes classifications de Shimadengda et al., 1999). Cette classification
utile au diagnostic, identifie 4 grandes catégoudestumeurs neuroblastiques, en tenant
compte du spectre de différenciation ganglionnaympathique suivant I'importance des

contingents neuroblastiques et Schwanniens.

Les 4 grandes catégories sont les suivantes :

- Les neuroblastomes : sont des tumeurs aumatrpauvre en cellules de Schwann,
essentiellement composées de neuroblastes males,pau ou pas de cellules de Schwann.
Dans cette catégorie, des sous-types sont identsféton le degré de différentiation des
neuroblastes.

- Les ganglioneuroblastomes mixtes: sont compai&sneuroblastes différenciants
organisés en multiples foyers microscopiques eh d¢woma riche en cellules de Schwann
(plus de 50% de la totalité de la tumeur).

- Les ganglioneuroblastomes nodulaires qui, emmgiment aux trois autres groupes, sont
des tumeurs hétérogénes composees de plusieums abetiulaires distincts, formant des
nodules uniques ou multiples de neuroblastes ageczdnes a stroma riche et des zones a

stroma pauvre en cellules de Schwann.
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- Enfin, les ganglioneuromes sont des tumeurs @domposante neuroblastique est absente
et le stroma Schwannien est largement prédominat guelques cellules ganglionnaires
sympathiques complétement matures.

Associés a ces criteres morphologiques, s’ajoutéed indices mitotiques et
caryopycnotigques permettant au pathologiste d’&tahlhisto-pronostic.

2. Hétérogénéité génétique : Aspects moléculaires edrgetiques

L'analyse moléculaire des neuroblastomes a pedfigntifier un grand nombre de
remaniements génomiques récurrents qui sous-tetéatréme variabilité évolutive de la
maladie. Le neuroblastome est la premiere tumewr paquelle la connaissance des
caractéristiques moléculaires a guidée la prisshange thérapeutique. En effet, la découverte
de I'amplification de I'oncogenBl-Myc a conduit a traiter ces patients selon un protdel
tumeur a haut risque. D’autres altérations génésiqgcomme la ploidie, les pertes/gains
alléliqgues ou les modulations de I'expression detages genes ont été identifiées et
permettent aujourd’hui de renseigner sur le prooes#al, méme si contrairement au statut de
'oncogene N-Myc, elles ne sont pas systématiquempeses en compte dans la décision

thérapeutique.

2.1. Index ADN

Schématiquement, les neuroblastomes se répartissegg¢ux groupes en fonction de
leur ploidie. On distingue les tumeurs diploideésdoides (les deux niveaux de ploidies co-
existent dans la tumeur) et les tumeurs péri-pto(de hyperploides). L’analyse du contenu
en ADN des neuroblastomes par cytométrie de fluxoatré que la fréequence des tumeurs
péri-triploidie représente 55% des neuroblastoniesemble étre le résultat de gains de
chromosomes entiers du fait de [linstabilité mgoe alors que dans les tumeurs
diploides/tétraploides ont assiste plutdt a desraggements chromosomiques (délétions,
gains, amplification génique).

L’hyper-ploidie (triploidie) est plus frequemmettservé chez les enfants de moins de
un an et semble étre associée a un pronostic faleo(Kaneko et al., 1987; Look et al.,

1991). A linverse, les tumeurs diploides/tétragés chez les patients de la méme tranche

77



Introduction Chapitre Lles neuroblastomes

d’age est associé a un mauvais pronostic et a umi@wtion de la survie (Bowman et al.,
1997). La ploidie aurait donc une valeur pronogtjagn revanche, elle perderait de sa fiabilité
chez les enfants de plus de 2 ans (Look et al.1)188r au dela de cet age il existe une
augmentation de la fréquence d'une co-existence gdas chromosomique et de

réarrangements.

2.2. Amplification du proto-oncogéne N-Myc

L'amplification de I'oncogene N-Myc, situé sur leap court du chromosome 2, en
2p24.1, est reconnue aujourd’hui comme le facteangstique majeur du neuroblastome et
constitue le premier exemple d'un marqueur géniopfleiencant directement le projet
thérapeutique en oncologie pédiatrique. En effamplification de I'oncogéne N-Myc est
observée dans 20% a 25% des neuroblastomes (Setwap1983), sous forme de matériel
génétique supplémentaire extra-chromosomique aireulgénéralement tres nombreux le
« chromosome double-minute » (DM) ou sous formeaahitromosomique appelé HSR
(Homogeneous Staining Region) (Corvi et al., 199¢hwab et al., 1984). Les DMs et HSRs
correspondent a de larges régions d’amplificatid®DN génomique contenant jusqu'a

plusieurs centaines de copies du gene (10 a 406)op

L’amplification de N-Myc (>10 copies/génome haple) est observée dans les
tumeurs indifférenciées, disséminantes et tressayes (Brodeur et al., 1986; Brodeur et al.,
1984; Hogarty, 2003; Nakagawara et al., 1988). Elleréle avec le stade avancé de la
maladie(Tableau 5)et constitue un facteur de mauvais pronostic iaddpnt du stade, de
I'age et d’autres marqueurs biologiques. En effetr les tumeurs N-Myc amplifiées, le taux
de survie sans événement a 3 ans est d’environ amfH que ce méme taux est au moins

neuf fois supérieur pour les tumeurs simple copEh(nidt et al., 200QFigure 15)

Plusieurs études ont permis de montrer que N-Mycsefisant pour induire la
transformation ou la progression tumorale. En efetsurexpression de I'oncoprotéine N-
Myc dans le neuroectoderme de souris transgénidgueisit la formation de tumeurs
neuroblastiqgues peu de temps aprés la naissandes(\&teal., 1997) et I'utilisation in vivo
d’'un oligonucléotide antisens ciblant N-Myc dans deodéles murins transgénique N-NMyc
permet une réduction massive de l'incidence et diurme des tumeurs neuroblastiques
(Burkhart et al., 2003). Ces études mettent donévatence I'implication de N-Myc dans le
développement des neuroblastomes.
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La protéine N-Myc est impliquée dans le développeimet la progression des
neuroblastomes car elle régule de nombreux prosdgsia la tumorigenés&n effet,N-
Myc est un facteur de transcription qui exerce sdfet oncogénique dominant en
transactivant de trées nombreux génes cibles apnédridation avec la protéine Max (MYC
associated factor X) (Wenzel and Schwab, 1995ymPlas genes cibles de N-Myc on peut
citer les genes de la prolifération cellulaire E2R1p27 (Giannini et al., 2005; Woo et al.,
2008), linhibiteur de la différenciation id2 (Lar®lla et al., 2000) le géne suppresseur de
tumeur p53 (Chen et al., 2010) et son régulategatiféeMDM2 (Slack et al., 2005) mais
aussi hTERT (Mac et al., 2000). N-Myc favorise égatnt I'angiogenese et la dissémination
en inhibant l'activine A et en stimulant I'expremside métalloprotéinases et de nm23H1
(Godfried et al., 2002; Noujaim et al., 2002) Lanséquence est une capacité accrue des

neuroblastes malins a proliférer et a disséminer.

De nombreux travaux mettent en évidence la réguiatu cycle cellulaire par N-Myc.
En effet, I'expression ectopique de N-Myc est cépathinduire I'entrée des cellules
guiescentes en cycle, le raccourcissement de EepBa (Lutz et al., 1996) et un détachement
des cellules de la matrice extra-cellulaire. AnJgrse, son inhibition par des agents
chimiques, des approches antisens ou par RNAI puevain arrét des cellules en phase G1
(Bell et al., 2006; Pession et al., 2004; Thieleakt 1985; Wallick et al., 2005), une
différenciation cellulaire par répression de lat@me id2 et une apoptose des cellules
neuroblastiques (Bell et al., 2006; Kang et alg@WNara et al., 2007; Woo et al., 2008).

L’amplification de N-Myc est un événement généticamruis, clonal, limité a la
tumeur et a ses métastases. En plus d’étre assansiépronostic défavorable (Seeger et al.,
1985), N-Myc est également corrélé avec I'agressidies tumeurs, le stade de la maladie
(Brodeur et al., 1984) ainsi gu'avec la perte dashzourt du chromosome 1 (LOH 1p) (Fong
et al., 1989). Généralement, on observe un liesiténtre le nombre de copies du géne N-
Myc et les niveaux d’expression de la protéine espondante (Seeger et al.,, 1988). En
revanche, la surexpression de '’ARN ou de la pnet@n I'absence d’amplification génique
n'est pas clairement corrélée au pronostic de |&adme (Bordow et al., 1998; Cohn et al.,
2000).
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En dépit des effets de I'expression de N-Myc, lesdurs neuroblastiques ont acquis
des anomalies dans les voies de signalisationdqogpit la croissance, la différenciation et
la survie cellulaire ainsi que des aberrations logomique décrites plus loin telles que la
perte en 1p, le gain en 17q et la di- ou tétrapdoi@n revanche, aujourd’hui le statut de N-
Myc est le seul marqueur biologique utilisé dans staatification du traitement des

neuroblastomes.

Stade Amplification de N -Myc Survie a 3 ans
Ganglioneuromes 0/64 (0%) 100%
Stade 1 et 2 31/772 (4%) 90%
Stade 4S 15/190 (8%) 80%
Stade avancés (3 et 4) 612/1974 (31%) 30%
TOTAL 658/3000 (22%) 50%

Tableau 5: Corrélation entre l'amplification de N-Myc et le stade dans les
neuroblastomesD’aprés Brodeur et al., (Brodeur, 2003)
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Figure 15 : Courbe de survie des enfants atteintsecheuroblastomes métastatiques ayant une
amplification de N-Myc versus ceux ne possédant pasamplifications. D’aprés Schmidt et
al., (Schmidt et al., 2000).
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2.3. Les gains et pertes de segments chromosomiques
2.3.1 Gaindu 17q

Le gain d’'un segment du bras long du chromosoméL1d) est une autre altération
caryotypique fréquemment observée dans les nestobni@s. La méthode de I'Hybridation
Génomique Comparative (CGH) a permis d’observer glus de 50% des neuroblastomes
possedent cette anomalie (Bown et al., 1999; Cak685) y compris dans les tumeurs a
caractére péri-triploide. Il s’agit donc de 'alifon génétique la plus fréquente dans les
neuroblastomes (Plantaz et al., 1997).

Une incidence de 90% du gain du 17q est retrouhée tes patients a haut risque
(Kaneko Y, Genes Chromosom. Cancer 2000). En effejain de 17q est plus fréquent dans
les stades avancés de la maladie, dans les tubesienfants de plus de un an et dans celles
présentant une perte du 1p, une amplification délyd- et une di ou tétraploidie
(Westermann and Schwab, 2002). Les résultats damamyse multivariée issue de la
collaboration de six centres européens ont suggéesle gain du 17q est le marqueur
pronostique vital le plus puissant devant la dététu 1p et 'amplification de N-Myc (Bown
et al., 1999). Ainsi le gain du 17q est associé mexroblastomes agressifs et est considéré

comme un facteur pronostique défavorable indépendan

La fréquente incidence de la translocation du 1lffgo@ association a un mauvais
pronostic suggére que cette région contient un logiqurs génes important(s) pour la
progression tumorale. Des études de transfert atsomique réalisées par Bader et
al.,(Bader et al., 1991) ont montré que le transfem chromosome 17 entier, dans la lignée
de neuroblastome NGP possédant une transloca@v}(q27;921) supprime la capacité de
ces cellules a former des tumeurs. Plusieurs gearedidats comme la survivine, une protéine
anti-apoptotique dont le gene est localisé en 1{@&kda et al., 1998) ainsi que la protéine
nm23-H1 (17921-22) ont été proposées comme étdanfellement responsables des effets

du gain 179 sur la croissance tumorale.

2.3.2 Perte du 1p

L’altération du bras court du chromosome 1 (1p)stiture une anomalie fréquemment

retrouvée dans les cancers. Dans les neuroblasttaresrte du 1p est observée dans environ
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35% des neuroblastomes (Fong et al., 1989; Mais ,e2000; Takayama et al., 1992; Takita
et al., 1995) et semble étre plus fréquente (70%)8&lans le sous-type diploide/tétraploide
que dans les péri-triploides (Brodeur, 1989; Brodsw Fong, 1989). Deux grands types de
délétions existent chez les patients et dans tggedis de neuroblastomes. D’'une part les
petites délétions distales dans une région minitoaldisée en 1p36.2-1p36.3 et des délétions
plus étendues avec une perte d’'une région plusmeds. Les patients avec de large délétion

1p ont un plus mauvais pronostic que ceux ayanpdetes délétions (Takeda et al., 1994).

D’autres études ont permis d’établir une corrétamtre la délétion du 1p avec un
pronostic défavorable (Christiansen and Lamper@81®¥ayashi et al., 1989). L'analyse du
statut du 1p36 par PCR dans des neuroblastomesn&rénone association de la perte
d’hétérozygotie du 1p36 (LOH 1p36) avec des fasteliniques de mauvais pronostic (age >
lan, stade avancé). En revanche 'analyse de Véestdes patients est plus sujet a controverse
(Fong et al., 1989; Fong et al., 1992; Maris et HI95; Martinsson et al., 1995). En effet, la
LOH du 1p en combinaison avec I'amplification deviye est associé avec la diminution de
la survie globale alors que la LOH du 1p seule’est Ipas (Gehring et al.,, 1995). Dans
d’autres études en revanche la perte du 1lp a étdifide comme un puissant facteur de
mauvais pronostic (Schleiermacher et al., 1996)(&adlon et al., 1996). Plus récemment, une
analyse multivariece a démontré que la LOH du 1p86 um facteur indépendant de la
diminution de la survie sans événements mais pdsa dervie globale. Malgré tout, seule

I'amplification de N-Myc reste a ce jour le factgaronostique le plus puissant.

Les analyses cytogénétiques dans les neuroblastmmegrmis de mettre en évidence
que la délétion récurrente du 1p (1p36) engendeepante d’'un locus susceptible de contenir
un ou plusieurs genes suppresseurs de tumeurpdthgse de la perte d’un gene suppresseur
de tumeur est née de I'observation que le trandigrip dans une lignée de neuroblastome
(lignée NGP) supprime la tumorigenése et indudiféérenciation des cellules (Bader et al.,
1991). Cependant, la complexité génomique du 1p wdifficile la recherche d’'un géne
candidat impliqué dans la cancérogenese des nagtobies. Plusieurs genes suppresseur de
tumeurs potentiels localisés en 1p36 ont été pépomis aucun d’entres eux n'est le siege
de mutations inactivatrices ce qui suggere queteiaumécanismes tels que I'épigénétique ou

encore I'haplo-insuffisance pourraient étre impéigulans I'inactivation génique.
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2.3.3 Perte du 11q

L’'analyse des polymorphismes par CGH a permis diifler la perte allélique du 11q
(Brinkschmidt et al., 1997; Lastowska et al., 1987@z environ 43% des patients atteintes de
neuroblastomes (Guo et al., 1999). La délétion tiy dst un facteur de mauvais pronostic
caractérisant les tumeurs de stade avancé sangieatiph de N-Myc (Guo et al., 1999). La
perte du 11q est associée avec la délétion 14g msisinversement corrélé avec
I'amplification de N-Myc et la délétion 1p. La aydintroduction du chromosome 11 intact
dans la lignée NGP par I'équipe de Bader et atraéme la différenciation des cellules (Bader

et al., 1991) suggérant I'existence de gene(s)idat(d) suppresseur de tumeurs.

2.3.4 Autres chromosomes

La délétion du bras long du chromosome 14 (14gqgaeirouvée dans environ 23%
des neuroblastomes (Fong et al., 1992). Bien gtie délétion se rencontre majoritairement
dans les stades avancés de la maladie, elle r@estqurélée avec 'amplification de N-Myc ni
avec la perte du 1p (Fong et al.,, 1992). D’autreges chromosomiques ont été décrites
notamment les délétions du 2q, 9p et 18q (Takitd. £1995; Takita et al., 1997).

2.4. Altération de I'expression génigue

2.4.1. Les récepteurs Tyrosine kinase aux neurotrophines.

Les récepteurs aux neurotrophines sont des réesptelactivité tyrosine kinase
impliqués dans le développement, la survie etpanation du systeme nerveux périphérique.
Cette famille de récepteur comprends 4 membresA TR RK1) dont le ligand majoritaire
est le NGF (nerve growth factor), TrkB (NTRK2) chfgde lier le BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) ou NT-4/5 (neurotrophin-4/5)kC (NTRK3) dont le ligand spécifique
est la NT-3 (neurotrophin-3) et enfin p75NTR qui kst capable de lier toutes les

neurotrophines mais avec une moindre affinité.

Au cours du développement du systéme nerveux, fsgion séquentielle des
récepteurs aux neurotrophines et leurs ligands,ineispensable pour la différenciation
compléte et la survie des neurones sympathiqueh4dBia, 1995; Fagan et al., 1996; Levi-
Montalcini, 1987; Pinon et al., 1996).
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Dans les neuroblastomes, la forte expression da &sk observée dans les tumeurs de
bon pronostic. En effet, la présence de haut nidealirkA est corrélée a des facteurs de bon
pronostic et semble étre inversement associéemplification de N-Myc (Nakagawara et al.,
1992). De plus, I'expression de TrkA est fortemgrétdictive d’'une évolution favorable de la
maladie (Kogner et al., 1993; Nakagawara et al931%Buzuki et al., 1993) alors qu'a
l'inverse la perte d’expression de TrkA est assasiéc un mauvais pronostic (Suzuki et al.,
1993). Les neuroblastes de tumeurs primaires emntinde fort niveau de TrkA, sont
capables de se différenciarvitro en neurones matures en présence de NGF ou de rpaurir
apoptose en absence de celui-ci (Nakagawara e1993) (Figure 16) En revanche, les
tumeurs de stade avancées expriment peu ou pas éfirpAr conséquent répondent peu ou
pas au NGF. L’absence de ce récepteur empéch#deedriation terminale des neuroblastes
en réponse au NGF. L’ensemble de ces observatimgesent que la voie de signalisation du
NGF/TrkA, en fonction du microenvironnement tumoest responsable de la différenciation

ou de la régression des tumeurs de bon pronostic.

TrkB et son ligand BDNF sont fortement expriméasikes neuroblastomes agressifs
et semble hautement corrélé avec I'amplificatiorNd®lyc (Nakagawara et al., 1994). Dans
ces tumeurs de mauvais pronostic, la forte exmesie TrkB et du BNDF entraine la survie
des neuroblastes par un effet autocrine/paracrinsemble favoriser la formation de
métastases (Acheson et al., 1995; Matsumoto,et@95) Figure 16. Il semblerait que la
forte expression de TrkB/BNDF dans ces tumeurssagres soit associée avec la résistance
aux chimiothérapies et avec I'expression de fast@uo-angiogéniques (Eggert et al., 2002;
Ho et al., 2002). En outre, il a été rapporté gee fdirmes tronquées du récepteur TrkB sont

exprimés dans des tumeurs différenciées tel qugaleglioneuroblastomes.

Tout comme TrkA, TrkC est également exprimé dass&uroblastomes favorables et

semble associé avec les tumeurs de bas grade MycNmplifié (Yamashiro et al., 1996).
Ainsi, le profil d'expression des neurotrophines det leurs récepteurs Trk est

déterminant dans I'appréciation du niveau de difféilation et dans la survie des

neuroblastomes.
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Figure 16 : Représentation schématique de la signishtion des récepteur tyrosine kinase
aux neurotrophines dans les neuroblastomegD’aprés Maris et al, 2007). Dans les
neuroblastomes de bon pronostic, I'expression deA Tweut induire ladifférenciation des
neuroblastes en présence de son ligand, le NGH,apaptose en son absence. Dans les
neuroblastomes de mauvais pronostic, I'expresseiirédB et son ligand, le BDNF, favorisent
la chimiorésistance et la formation de mtases

2.4.2 Le CD44

La glycoprotéine membranaire CD44, impliquée ddas phénomenes d’adhésion
cellulaire est peu ou pas exprimée dans les naastuvhes a haut risque (Christiansen et al.,
1995; Combaret et al., 1997; Kramer et al., 198@htrairement a un grand nombre tumeurs
adultes ou elle est hyper-exprimée. Dans les néastumes, le niveau de CD44 est
inversement corrélé avec I'amplification de N-Mycsemble étre augmenté dans les tumeurs
différenciées et dans celles de bon pronostic.dzanche, I'expression du CD44 n’apparait
pas comme un facteur pronostic indépendant de ledmea(Christiansen et al., 1995;

Combaret et al., 1997; Kramer et al., 1997).
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2.4.3 Les protéines de la signalisation apoptotique.

Des anomalies dans la signalisation apoptotiquée &® rapportées dans les
neuroblastomes. En effet, certaines protéines diegprocessus apoptotique, tels que la
caspase-8, la protéine Bcl-2 ou encore p53 semldbétées dans les neuroblastomes,
notamment dans les tumeurs chimiorésistantes staies de haut risque.

a. Caspase-8

L’apoptose est un processus de mort cellulaireémément bien organisé et exécuté
entre autre par la famille des caspases. Une measkvage protéolytique permet I'activation
des caspases effectrices qui vont a leur tour rces substrats spécifiques pour mener la
cellule vers I'apoptose. La caspase-8 est une iogstirotéase clé de la cascade apoptotique
des récepteurs «a domaine de mort ». Dans une Magété de cancers pédiatrique,
notamment dans les neuroblastomes N-Myc ampldi€akpase-8 est fréquemment réduit au
silence par un mécanisme de délétion allélique avuhgperméthylation de 'ADN (Teitz et
al., 2000) . Cette inactivation de la caspase-8 tarvoie apoptotique des récepteurs de mort
non fonctionnelle et impacte également la voie antmdriale. Des études ont montré que la
réexpression de la caspase-8 par un traitementtbgliearg ou par la réintroduction d'un géne
ectopique, restaure la sensibilité des cellulegp@optose (Fulda et al., 2001; Muhlethaler-
Mottet et al., 2003; Muhlethaler-Mottet et al., 20T eitz et al., 2000).

En revanche, méme si aucune corrélation n'a @tdiétentre 'expression de
la caspase-8 et I'amplification de N-Myc ou le c#¢ae agressif des tumeurs (Fulda and
Debatin, 2006), la perte de I'expression de ceftgpase semble contribuer au phénotype
métastatique et a la chimiorésistance. En effet,tidevaux ont démontré que le processus de
dissémination métastatique est augmenté par la penultanée de la caspase-8 et l'intégrine
a3pf1l empéchant la mort cellulaire intégrine-dépend48tepack et al., 2006; Teitz et al.,
2006). En effet, lI'injection dans un embryon de Ipgude neuroblastes malins n’exprimant
pas la caspase-8 provoque la dissémination métpstablors que des neuroblastes qui
expriment la caspase-8 ne disséminent pas (Stugiaadk 2006). Les auteurs concluent qu’au
cours du phénomeéne d’invasion, les cellules turesrguittent le site de la tumeur primaire
en se détachant de la matrice extracellulaire.ihi&grines ne sont alors plus engagées avec
leur ligand matriciel et recrute la caspase-8 ce movoque alors une mort cellulaire

dépendante des intégrines ou IMBDtégrin-Mediated Death I| semblerait donc que la perte
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de la caspase-8 au cours du processus tumoralittenah mécanisme d’échappement a
I'IMD impliqué dans la dissémination des neuroleastCes résultats sont la démonstration
que la caspase-8 exerce une fonction de « geneesggpr de métastases » (Stupack et al.,

2006) au cours d’'un processus de mort cellulaisafd intervenir les intégrines.

b. p53

p53 est un facteur de transcription qui joue um @ntral dans la régulation de la
croissance cellulaire, 'apoptose et la tumorigendsn effet, son réle principal est de
controler la réponse cellulaire aux dommages caad®DN et a différents types de stress.
Le gene p53 est I'un des plus importants suppressieutumeur puisqu'il est muté dans plus
de la moitié des cancers humains (Caron de FromanteSoussi, 1992). L'inactivation de
p53 par le changement d'un seul acide aminé cometr@n phénotype néoplasique et confere
une résistance aux traitements de chimiothérapigetzanche les mutations de p53 sont trés
rares dans les neuroblastomes puisqu’elles n’'afféciu’environ 2% des cas (Imamura et al.,
1993; Vogan et al.,, 1993). Une étude réalisée 'gguipe de Moll sur une cohorte de 46
neuroblastomes a réveélé que p53 est inactivée grguestration cytoplasmique dans les
neuroblastomes indifférenciés (Moll et al., 1996h@n par mutation. Afin d’expliquéa non
fonctionnalité d’une p53 sauvage hyper-expriméesaams tumeurs, plusieurgédcanismes ont
été avancé. Dans le cytoplasme, la protéine p58aibétre piégée dans un complexe faisant
intervenir Parc (p53-associated Parkin-like cyteple protein), une protéine a activité
ubiquitine ligase (Nikolaev et al.,, 2003). En efféh suppression de Parc par ARN
interférence, dans des lignées de neuroblastomas tesquels elle est fréquemment
hyperexprimée, restaure la translocation nuclédeep53 et I'apoptose des cellules. Une
hyper-ubiquitination de p53 dans les tumeurs ndasbiques pourrait donc étre responsable
de la rétention cytoplasmique de p53 (Becker e807). D’autre part, un export nucléaire
hyperactif de la protéine via la protéine MDM2 aalegent été proposé (Stommel et al.,
1999). Il semblerait donc que la séquestrationFR it a I'origine de son inactivation dans
les neuroblastomes. Méme si certaines études étagdr hypothése (Becker et al., 2007;
Moll et al., 1996), cette rétention cytoplasmiquéadigine de I'inactivation de p53 reste
encore aujourd’hui tres controversé. En effet, que$ auteurs ont montré dans des tumeurs
et des lignées de neuroblastome que p53 estdéeghrincipalement dans le noyau, quel que
soit I'état de différenciation des tumeurs et deldutes (Chen et al., 2007) et que la réponse

transcriptionnelle en aval de p53 était conservedgmd que I'apoptose soit abolie dans
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certains cas (Chen et al., 2007; McKenzie et 8091 Tweddle et al., 2001). Pour Chen et al.,
cette accumulation nucléaire de p53 dans les nkistoimes de haut risque est la
conséquence de I'hyper-expression de N-Myc puispb@ s’est révélée étre la cible
transcriptionnelle direct de N-Myc (Chen et al.,1@p L'utilisation d’anticorps anti-p53
donnant un marquage cytoplasmique non spécifigéééaun argument pour expliquer la
localisation subcellulaire contradictoire de p5h€€ et al.,, 2007; Tweddle et al., 2001).
Ainsi la question de la rétention cytoplasmique88 reste encore ouverte.

D’autres meécanismes d’inactivation de p53 ont épgportés. En effet, une étude trés
récente vient d’identifier un nouvel microARN, mB80-5p, capable de réprimer I'expression
de p53 dans les neuroblastomes. Les auteurs oritédypre I'’hyper-expression de miR-380-
5p corréle avec les neuroblastomes de mauvais gtiong-Myc amplifié et que l'inhibition
de ce microARN restaure l'induction de p53 et sacfmn pro-apoptotique. De plus,
'administration d’'un antagoniste de miR-380-Bpvivo, provoque la diminution du volume
tumoral des xénogreffes orthotopiques de neurabieess chez la souris (Swarbrick et al.,
2010). Ces resultats suggerent donc que les miARNgaient participer a la réegulation de la

fonction pro-apoptotique de p53 dans les neuraimass.

c. Bcl-2

La protéine anti-apoptotique mitochondriale Bcl-2 paur fonction essentielle
d’empécher le déclenchement de I'apoptose induitgeelargage du cytochrome c.

Dans les neuroblastomes, Bcl-2 est hyper-expring@mble associé a une diminution
de l'apoptose (lkeda et al., 1995; Ikegaki et H95). Méme si quelques études ont montré
que l'augmentation de Bcl-2 semble étre associ@e aes facteurs de mauvais pronostic
comme l'amplification de N-Myc et les tumeurs deuthaisque (Castle et al., 1993) des
résultats contradictoires ne permettent pas aujawirdi’établir une réelle corrélation entre

une caractéristique clinique des neuroblastombEsxgiression de Bcl-2.
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C. Télomérase et neuroblastomes

1. La télomérase dans le développement des neuroblastet dans la tumorigenése

des neuroblastomes

Chez le feetus, le nombre de neuroblastes de lalglanrrénale tant a augmenter
jusqu'a la 20eme semaine de développement embryenn@es neuroblastes foetaux
expriment une activité télomérase (AT) faible, waiment au cours de la®f§a la 18éme
semaine du développement alors qu’au dela de pétiede et aprés la naissance I'AT n’est
plus détectée dans ce tissu (Hiyama et al., 198%).cours de cette courte fenétre
d’expression, le niveau d’AT dans les neuroblastesfceetus est similaire a celui des
neuroblastomes de pronostic favorable. En revanté®, neuroblastomes de mauvais
INelijeliNeligeliNeliNelifeliNeliNeliNer: O + O -

U + U + U + U
+ 0 + 0 0 0 0 0
mérase dans ces tumeurs survient au cours de taigenese. Comme une forte expression
de la télomérase corréle avec d'autres facteurswurpour étre associés aux tumeurs
agressives, il semblerait que la réexpression tiddanérase dans ces tumeurs soit secondaire
a des altérations comme I'amplification de N-Myci quourraient étre a l'origine du
comportement agressif de certaines tumeurs.

L'étude des neuroblastomes de type 4S représerggasiient modéle pour étudier le
réle de la télomérase dans la progression tumoiiaes les cas de stade 4S agressifs
télomérase-positifs ont également une amplificaienN-Myc (Brinkschmidt et al., 1998;
Hiyama et al., 1995; Poremba et al., 1999). Dassdees cas de stades 4S agressifs qui n'ont
pas d’amplification de N-Myc, la présence d’unetdoexpression d’hTR suggére que la
télomérase (mesuré par I'expression d’hTR) semtoke uh facteur pronostique indépendant

et que I'activation de la télomérase survient ired@&amment de I'amplification de N-Myc.

Le mécanisme a l'origine de I'activation de la tarase dans les cellules tumorales
issu de tissus télomérase-négatif, reste encorenimc Deux hypotheses peuvent étre
évoquées. Premierement, les neuroblastomes pewamqiérir une AT a partir des
neuroblastes faetaux qui n'auraient pas réprimélmmérase au cours du développement,

deuxiémement, la réactivation de la télomérase rpituétre la conséquence d’autres
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altérations génétiques. La corrélation entre ldestamoral avec I'AT, suggére que la plupart
des neuroblastomes de mauvais pronostique ne déges de cellules possédant déja une
AT mais plutét de cellules ayant réactivé la téloasé au cours du développement tumorale
et de la progression de la maladie. Le fait qu@ligart de ces tumeurs agressives sont
retrouvées chez des enfants de plus de 1 an detrégga compatible avec I'hypothése que ce
type de tumeurs auraient pu émerger suite a I'aatation d’altérations génétiques au cours

des divisons cellulaires successives.

Les neuroblastomes de bon pronostic quant a embyleat partager des liens avec les
neuroblastes foetaux. En effet, la plupart des tusneée pronostic favorable chez les enfants
de moins de 1 an ont moins d’altérations génétiguesdéveloppement des neuroblastes
requiert la présence de NGF et son récepteur NTER&ffioni et al., 1993). La majorité des
tumeurs de pronostic favorable ont une expresstoNTRK1 forte (Nakagawara et al., 1993)
ce qui est compatible avec le fait que ces tumeowsraient étre des vestiges des neuroblastes

foetaux.

Dans certain cas, notamment dans les stades #Setiae d'activité télomérase peut
étre reliée & une régression de la tumeur. Dansaa@®blastomes particuliers le niveau d’AT
est insuffisant pour maintenir la longueur desrt@ces, la tumeur continue de proliférer, ses
télomeres raccourcissent et il en résulte une sénes ou une mort cellulaire selon le
contexte. Une défaillance dans le maintien desrétes pourrait donc étre un mécanisme

permettant a certains neuroblastomes de régrgasetasiément.

Ainsi, il a été proposé que la forte AT observéesdlas neuroblastomes agressifs soit
la conséquence de la réactivation de la télomgrasda tumeur au cours de la progression
tumorale alors que la faible AT dans les neuroblass de bon pronostic suggére que ces
tumeurs seraient issues de neuroblastes foetaust pgashu la capacité de réprimer leur

activité telomérase durant le développement emingioe.

2. La télomérase comme marqueur biologique et facteur prédictif des

neuroblastomes

Une des caractéristiques particulieres des newstuntees est leur grande hétérogénéité

clinique. C’est pourquoi, il est important de distner les différentes caractéristiques
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biologiques de ces tumeurs grace a des marquelitdaice et moléculaire. Certains
marqueurs comme le nombre de copies du déddyc et la perte d’hétérozygotie du
chromosome 1p ou 17q permettent d’identifier lesroelastomes de mauvais pronostic.
Basées sur ce principe, des études ont établiamélation entre la télomérase et la longueur
des télomeres avec le stade de la maladie etvaéesua télomérase (et les téloméres) pourrait
donc constituer un marqueur moléculaire pronostigffieace (Brinkschmidt et al., 1998;
Hiyama et al., 1995).

2.1 La longueur des télomeéres dans les neuroblastomes

A l'inverse de la télomérase, l'utilisation de langueur des télomeéres comme facteur
pronostique dans les neuroblastomes a été relativiepeu étudié.

Quelques études (Hiyama et al., 1992; Hiyama etl@85; Ohali et al., 2006) analysé la
longueur des télomeéres a partir de 'ADN génomiguerait des tumeurs et I'ont comparé
avec l'activité télomérase et le stade de la mala@Gies études ont révélé que les tumeurs
ayant une forte activité télomérase ont des télemate tailles variables, alors que les
neuroblastomes ayant peu ou pas d’activité télosediatectable ont des téloméres raccourcit
ou de longueur inchangé en comparaison avec leméges du tissu sains (Hiyama et al.,
1992). De plus, dans certains cas, la présencerds ltélomeres malgré une faible AT est
signe de mauvais pronostic. Il n’y a pas donc asadrélation entre la taille des télomeéres et
la forte activité télomérase de certaines tumettiyafna et al., 1992). En revanche, la
présence de téloméres courts dans la plupart desuts de stade 4S suggere que l'activité
télomérase faible ou inexistante peut étre assoamiee raccourcissements des télomeres
(Hiyama et al., 1995) et donc représenter un destedes de la régression spontanée

caractéristique de ce genre de tumeurs.

Pour Ohalie et al., la taille des télomeres penat étilisée comme un facteur pronostique.
En effet, la présence de télomeéres longs ou in@wagt associee a un pronostic défavorable
alors que les neuroblastomes ayant des télométets amnt de meilleur pronostic. De plus,
la longueur des télomeres permet de discriminerpiients de «bon » ou « mauvais »

pronostic dans le groupe de patients a haut rigQbali et al., 2006).

Méme si de fagon générale, la télomérase semtdeaélbiorigine du maintien de la
longueur des télomeres dans les neuroblastomes,été rapporté que certaines de ces
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tumeurs ont des télomeéres trés long maintenus gpandcanisme ALT. Cette absence de
corrélation entre I'AT et la longueur des télomeseggéere que le maintien de la taille des
télomeres dans les neuroblastomes peut étre |#atéda I'activation du mécanisme ALT ou
d’'une régulation par d’autres facteurs tels quepleseines associées aux télomeres ou TBPs
(Telomere binding protein) (Onitake et al., 2009)équipe d’'Onitake et al., a récemment
mis en évidence gu’'une faible expression de l'etderdes TBPs analysées (TRF1, TRF2,
RAP1, TIN2, POT1, TNK1, TNK2) correle avec lalloeigent des téloméres et de leur
extréemité 30H (Onitake et al., 2009) et la forte activitéor@erase. L'inhibition de chacune
des TBPs par ARN interférence ou par I'expressiamel protéine dominante négative
montre que les TBPs régulent négativement la lamgdes télomeres des cellules télomérase
positives. Des modifications dans la biologie dékrhéres pourraient étre intimement
corrélées a I’hétérogénéité clinique et biologides neuroblastomes.

Le maintien des télomeres par I'activation de lané&rase constitue un des facteurs
importants de I'agressivité des neuroblastomes.idasaux d’AT important et la stabilisation
ou I'élongation des télomeres sont des facteursiam de la progression tumorale et du
potentiel invasif de ces tumeurs. De plus, le misca@ ALT peut étre activé dans certains
neuroblastomes de mauvais pronostic et pourraiiqeigy la résistance de ces tumeurs a la
chimiothérapie. L'analyse de la longueur des tél@mépourrait ainsi constituer un outil
prédictif permettant de distinguer les differentsnportements tumoraux, quelque soit I'age

du patient, le stade tumoral et le statut de N-Kligs neuroblastomes.

2.2. L’activité télomérase dans les neuroblastomes

L’AT dans des cohortes de patients atteints deaidastomes a pu étre analysée par la
technique du TRAP (Brinkschmidt et al., 1998; Hiya®t al., 1997; Hiyama et al., 1995;
Poremba et al., 2000a; Poremba et al., 2000b; Parexhal., 1999; Reynolds et al., 1997).
Dans la majorité des études, la présence d’'une fFtdans les extraits de tumeurs primaire
de neuroblastome est fortement corrélée avec umvargpronostic et une progression de la
maladie. A linverse, une AT faible ou indétectaldst associée a des tumeurs de bon
pronostic et une survie favorable. D’autre pasandlyse de I'AT est également trés prédictive
de la survie des neuroblastomes particuliers ddes#&. En effet, une AT indétectable ou
faible est fortement associée avec les neuroblastata stade 4S (Choi et al., 2000; Hiyama
et al., 1995; Poremba et al., 1999). Les stadesofASdes tumeurs de bon pronostic, capables

de régresser spontanément. En revanche, dansréss gas ou une tumeur de stade 4S
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présente une AT élevée, il a été observé une éopludéfavorable de la maladie
(Brinkschmidt et al., 1998; Hiyama et al., 1995 &ffet, dans I'étude réalisée par I'équipe
de Hiyama, une seule tumeur de stade 4S sur lexal§sgées présente une forte activité
télomérase associé a une amplification de 'oncedéMyc et une chimiorésistance. De ce
fait, il a donc été possible de distinguer 2 soumiges de « bon » et « mauvais » pronostic
dans le groupe des tumeurs de pronostic favorddes(nba et al., 2000a) tel que les stades
4S (Brinkschmidt et al., 1998; Hiyama et al., 1995)

En outre, il existe parfois de grandes variatioassdes niveaux de détection de I'AT par
TRAP entre les différentes études. Par exemple, qgusoit dans les études menées par
'équipe de Poremba ou Choi, la télomérase n'esectie que dans 20 a 41% des
neuroblastomes analysés (Choi et al., 2000; Poretndla, 2000b; Poremba et al., 1999) alors
que I'équipe de Hiyama et al., ainsi que celle dm It al., détecte une AT dans 96,2% et
100% des tumeurs respectivement (Hiyama et al5;1Ri#n et al., 1994). Ces variations dans
la détection de I'AT pourraient expliquer le fait’'gne minorité d’équipes comme Choi et al.,
ne rapporte pas de corrélation entre une forte ATeg tumeurs de haut risque. Cette
variabilité inter-études peut étre expliquée parni@éthode de TRAP utilisée (TRAP
conventionnel ou modifié), par de mauvaises maaipmis ou conservations des biopsies

tumorales ou par une hétérogénéité d’expressida ddomerase au sein de la tumeur.

Enfin, une analyse multivariée sur 133 neuroblastm rapporté que seule I'AT et le
stade sont des facteurs pronostiques indépendantinverse de la LDH (Lactate
déshydrogénase) sanguine, du statut de N-Myc gk du patient au moment du diagnostic
(Poremba et al., 2000Db).

L’analyse quantitative d’'hTR réalisé sur dedradts de neuroblastomes primaires non
traités, a montré gu'’il existe une grande varitdbitie I'expression de hTR entre les différents
tumeurs primaires (Choi et al., 2000; Reynoldsletl®97). Le niveau moyen d’expression
d’hTR tend a augmenter avec le stade de la matddierrele avec un mauvais pronostic vital
(Reynolds et al., 1997). D’aprés Choi et al., uaiblé expression I’hTR permet de multiplier
la survie globale a 5 ans par 2 en comparaison Egtumeurs exprimant de fort niveau
d’ARNm de hTR (Choi et al., 2000). L’analyse englieéde de I'activité telomérase dans ces
mémes tumeurs a montrer que I'expression d’hTR doénb I'AT est plus prédictif de la
survie des patients notamment des stades 4S, epdssion d’hTR ou I'AT seul (Choi et
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al., 2000). En effet, la survie globale a 5 anseate 54% a 91% pour les patients tout stade
confondu, a la fois TRAP négatif et hTR faible, @mparaison avec les neuroblastomes
TRAP positif ou exprimant de fort niveau d’hTR. Cessultats sont également valables
lorsqu’on se focalise uniquement sur les neurotasts de type 4S (Choi et al., 2000). En
effet, la survie globale augmente chez les patiattiésnts de stades 4S, TRAP négatif et hTR
faible (100% vs 72%) (Choi et al., 2000). Méme 'glilisation combinée de I'expression
d’hTR et de I'AT peut constituer un marqueur prétlide la survie, la corrélation entre les
niveaux d’hTR et d’activité télomérase est assarrowersée (Avilion et al., 1996; Poremba
et al., 2000Db).

La régulation de I'AT par la sous unité catalytigo€ERT permet d’expliquer en
partie 'absence de corrélation entre I'expressitiniR et I'AT de certaines études. Pour
I'équipe de Poremba et al., (Poremba et al., 200@kpression en ARNm d’hTERT est
fortement corrélée a I'AT. En effet, sur les 23 mdlastomes TRAP positif, 22 d’entre eux
expriment 'ARNm d’hTERT a des niveaux équivalent &T. Autrement dit, les tumeurs
exprimant un niveau faible, intermédiaire ou folhTERT présentent un niveau faible,
intermédiaire ou fort en AT respectivement. En revee, méme si I'expression de TERT
correle avec I'AT dans les neuroblastomes, auctugeéa ce jour n'a permis de démontrer
gue TARNmM d’hTERT est un facteur pronostique deamoblastomes

Ainsi, 'ensemble de ces études démontrent I'eriste’une corrélation entre I'activité
télomérase, le stade tumoral et la survi€Choi et al., 2000; Hiyama et al., 1997; Poremba et
al., 2000a; Poremba et al., 2000b; Poremba et399; Streutker et al., 200&) suggere que
I'activité télomérase constitue un facteur de mauvia pronostic dont la détection par
TRAP pourrait étre intégrer aux investigations cliniques réalisées lors du diagnostic des

neuroblastomes

D. Théorie de la cellule souche cancéreuse dans lgehliastomes

Il est généralement admis que les neuroblastosont issus de la transformation des
neuroblastes normaux qui dérivent eux-mémes ddslexldes crétes neurales. Pour bien
comprendre l'origine de la théorie de la celluled® cancéreuse dans les neuroblastomes, |l

est nécessaire d'introduire en pré-requis certainfsmations concernant les cellules des
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crétes neurales, les différents progéniteurs elulesl matures qui découlent de leur
différenciation.

Les cellules de la créte neurale sont constituBes petit contingent de cellules
embryonnaires issues du processus de la neurulaies cellules forment une population
transitoire qui posséde des propriétés de cellstasches (LaBonne and Bronner-Fraser,
1998; Morrison et al., 1997). Dotées de capacigutdrenouvellement et de différenciation,
les cellules de la créte neurale donnent naissarses progéniteurs qui eux-mémes sont a
'origine d'une large variété de cellules (neur@salet non-neuronales) incluant les
mélanocytes, les muscles de la face, les cellubesntaffines de la glande surrénale, les
cellules de Schwann et différents types de neur(®esy, 2003; Bronner-Fraser, 1995). Les
cellules chromaffines et les neurones du systémeeunr sympathique dérivent de cellules
progénitrices intermédiaires en cours de différatimn appelé neuroblastes. Les neuroblastes
dont sont issus les neuroblastomes sont donc desmiédiaires de la différenciation des

cellules de la créte neurale.

Tout comme les progéniteurs normaux des cellulesladecréte neurale, certains
neuroblastes malins peuvent se différencier eruleslineuronales ou en cellules de type
shwannien aprés traitement par lI'acide rétinoiqueleo 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)
respectivement (Ross et al., 1995). La double pieiga en terme de différenciation a
conduit certains chercheurs a s’intéresser auxrigt@s « souches » de ces neuroblastes
malins et a proposer une théorie « de cellulestmsicancéreuses » des neuroblastomes.
Parallelement, la caractérisation de lignées deobéastomes a permis de proposer un
modele de classification des cellules tumoralesr@s groupes, selon leur morphotype. On
distingue ainsi les cellules de type NeuroblastifiNie celles de type Shwannien (S) et celles
de type Intermédiaire (1).

- Les cellules de type N, ont une morphologie detgeteuroblastes indifférenciés
arrondi et peu réfringents. lls présentent un ratiyau/cytoplasme élevé et ont
tendance a fortement adhérer entre-eux sous laefderpetits agrégats cellulaires et
peu au substrat. lls possedent la capacité de fategeneurites, des pseudoganglions
et de se différencier dans une voie neuronaleedpriment également des récepteurs
neuronaux (récepteurs au Nerve Growth Factor, téaepmuscariniques, opioides) et
ont une activité de synthese de certains neuratrateurs (Ciccarone et al., 1989;
Rettig et al., 1987; Ross et al., 1983; Sadee e1287).
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Les cellules de type S (adhérente au substrat)hetashien sont de grandes cellules
plates avec un petit noyau ovale et un cytoplastnendant. Elles ont une
morphologie non-neuronale de type fibroblastiqueépithéliale. Contrairement aux
cellules de type N, elles ne possedent aucun posaseural et sont plus adhérentes
au support de culture gu’entre-elles, c’est lagmigour laquelle elles sont appelées de
type S (de I'anglaiSubstrate adheren{Ciccarone et al., 1989; Rettig et al., 1987,
Ross and Biedler, 1985; Slack et al., 1992). Géméxent, les cellules de type S sont
incapables de former des tumeurs chez la sousiice valu a certain scientifiques de
les ont considérés (a tort) comme des cellules al®snprovenant du stroma sain
avoisinant la tumeur plutét que de la tumeur eléma. Des études ont ensuite affirmé
que ces cellules de type S provenaient bien iammaint de la tumeur, puisqu’elles
partageaient les mémes anomalies génétiques queelletes tumorales du patient
(Ciccarone et al., 1989; Mora et al., 2001; Valental., 1999) démontrant ainsi
I'existence de cellules de type S issues de tumeueoblastiques.

Le troisieme et dernier type cellulaire est le typ@ntermédiaire). Comme leur nom
I'indique, ces cellules présentent un phénotypermédiaire entre les types N et S
(Ciccarone et al., 1989). Elles ont un noyau rasgka volumineux comme les cellules
de type N et un cytoplasme abondant comme leslegltile type S. Elles possédent
des propriétés d’adhésion communes aux deux tygadaires puisqu’elles adherent
aussi bien entres-elle gu’au support de cultuexptiment a la fois des marqueurs de
différenciation des cellules N et B. vitro, ces cellules de type | sont capables de se
différencier en cellules de type N ou S selon lg@harmacologique utilisé
(Ciccarone et al., 1989; Ross et al., 2003; Rosd.,1995). Contrairement aux deux
autres types, les cellules | sont les seuls a mgorie marqueur de cellules souches c-
Kit (Walton et al., 2004) et leur capacité a exellg colorant Hoechst (Hirschmann-
Jax et al.,, 2004) tend a renforcer I'hypothése duwaatére souche de ce type
intermédiaire. Cette capacité a exclure des margueolorés mais e€galement les
agents cytotoxiques provient de I'hyper-expresgsienpompe a efflux. Ce caractere
marginal des cellules souches permet égalemenplitieer la chimiorésistance et
I'importante capacité de survie de ces cellulesfdrte tumorigénicité observée chez
la souris ainsi que les caractéristiques particedieé évoquées plus haut
(autorenouvellement, différenciation vers type NSt chimiorésistance) suggerent

que les cellules de types | pourraient ainsi cpordre a des cellules souches
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cancéreuses de la créte neurale a 'origine duegsus tumorale et de la rechute. Ces
résultats ont été confortés récemment par la misévidence de cellules souches
initiatrice de tumeurs dans des neuroblastomescpbgrement agressifs (Hansford et
al., 2007; Vangipuram et al., 2010). Ainsi, 'enddende ces observations suggéere que
les cellules de neuroblastomes de type | représentanodele particulierement
pertinent pour la caractérisation des cellules Besicancéreuses et leur implication

dans la tumorigenése et la progression de la nealadi

E. Le modeéle cellulaire IGR-N-91

La lignée IGR-N-91 (Ferrandis et al., 1994), est lignée de type N, établie vitro
dans le laboratoire du Dr Bénard (IGR, Villejuif,partir de métastases médullaires d’un
patient atteint de stade 4 dont I'évolution de #dadie a été fatale. L'inoculation sous-cutanée
de cette lignée chez des souris immunodéficierdegngendré des tumeurs primaires
extrémement hémorragiques, invasives et disséngsanEn effet, des métastases
macroscopiques, issues de ce tissu hémorragiquepéllen and Benard, 1997) ont été
retrouvées dans le sang, les surrénales, le mydadrth moelle osseuse de ces souris. Ces
tumeurs secondaires ont ensuite été extraitesadarial et établieg vitro (Ferrandis et al.,
1994).

La lignée IGR-N-91 et ses sous lignées métastatjquamstituent un excellent modele,
mimant le neuroblastome métastatique chez le gatim modele IGR-N-91 constitue donc
un outil de choix pour comprendre les événementsggés et les altérations fonctionnelles
impliqués dans l'agressivité tumorale et la dissg&tion métastatique des neuroblastes

malins.

Au niveau génétique, la lignée IGR-N-91 présenteamenu génomique relativement
constant de 60 copies d¥-Myc par génome haploide. En revanche, les sous lignées
métastatiques dérivant des xénogreffes sous-cigaméez la souris, présentent une
augmentation significative du niveau du transceitNdMyc. Cette augmentation du messager
du géne N-Myc a été décrite comme associée adardisation métastatique (Ferrandis et al.,
1994). Ces résultats suggerent que l'augmentatienl’ekpression de N-Myc entraine

I'activation des genes impliqués la prolifératiotaedissémination métastasique.
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D’autres altérations ont également été identifaass la lignée IGR-N-91, notamment
dans la signalisation apoptotique. En effet, ilté @montré que cette lignée exprime une
forme mutée de p53 (duplication des exons 7,8,@bablement inactive et incapable de
transloquer en dehors du noyau (Goldschneider .et28D3). La caspase-8 ainsi que la
caspase-10, sont réprimées dans ces cellules btesdgratre impliquées dans la résistance des
cellules a 'apoptose induite par des agents cyiqtes tel que TRAIL (Muhlethaler-Mottet
et al., 2003; Muhlethaler-Mottet et al., 2004). Ga®malies pourraient donc expliquer en
partie la chimiorésistance de cette lignée agressiv

La lignée de neuroblastome métastatique IGR-N-%téautilisée dans ce projet car
elle constitue un excellent modéle d’étude poutuarada contribution de la télomérase dans
le phénotype agressif des neuroblastes malins ets da résistance aux agents

chimiothérapeutiques.
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Projet de recherche

Le rble de la télomérase dans le développementaesers et la progression tumorale
commence a étre mieux compris par les scientifigC@strairement aux cellules saines, les
cellules cancéreuses réactivent anormalementdaétbhse pour échapper aux processus de
sénescence et de mort cellulaire. La réactivatierladtélomérase dans 90% des cancers
permet aux cellules tumorales de proliférer indéfent en maintenant la longueur de leurs
télomeres. Ce role canonique de la télomérasenmgedocumenté, n'est pas le seul réle
gu’'on lui connait. En effet, des travaux récentggewent que la télomérase pourrait avoir
d'autres fonctions indépendantes de son réle soraiatien de la longueur des télomeéres,
dans diverses voies de signalisation cellulairegjue la différenciation (Choi et al., 2008;
Sarin et al., 2005), la réponse aux dommages aN'ABasutomi et al., 2005) la régulation de
I'expression génique (Choi et al., 2008; Smithlet2®03), mais également dans I'apoptose.
En effet, aux cours de la derniéere décennie, plusiéquipes dont la nbtre ont proposé que
cet enzyme puisse également posséder une fonctibrapoptotique non canonique et
télomere-indépendante, conférant aux cellules wuméegtion contre la mort induite par
certains agents cytotoxiques (Dudognon et al., 2G@tbunova et al., 2002; Lee et al., 2008;
Santos et al., 2006).

Dans les neuroblastomes, I'augmentation du nivéaatidité télomérase est associée a un
stade avancé de la maladie et a un mauvais pronéstieffet, plusieurs études ont montré
gue les neuroblastomes agressifs ont un niveawé @&\T alors que les tumeurs de bon
pronostic, ont peu ou pas d’AT (Hiyama et al., 1;99®%ama et al., 1995; Reynolds et al.,
1997). Ainsi de facon intéressante, un tres faildleau, voire une absence totale d'AT a été
retrouvé dans un groupe particulier de neuroblastomdtastatique, le stade 4S, caractérisé
par un bon pronostic vital et des capacités deesSgsn spontanée. Ces observations
suggerent que la télomérase peut jouer un réle riiapo dans le développement du
neuroblastome et représenter un facteur pronostits dette pathologie. Au vu des ces
observations, il nous est apparu important d’&wusli I'inactivation de la télomérase dans des
cellules IGR-N-91 établies a partir de neuroblagterohimiorésistants de stade 4, permettait
d’'induire une régression du phénotype malin conipara celle observée des tumeurs de
stade 4S télomérase négatives et/ou une sendibitisaux agents thérapeutiques.
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Ainsi la réactivation de la télomérase observéesdas neuroblastomes mais également
dans une large variété de cancers en fait une daelechoix dans [I'élaboration de
chimiothérapie anticancéreuse. Dans ces conditidnglisation d'une stratégie anti-
télomérase permettrait d’entrainer une apoptosecelses tumorales selon 2 mécanismes
non mutuellements exclusif : soit par un raccogensent des télomeres (fonction télomeére-
dépendant de la télomérase) soit par une inhibitlenla fonction anti-apoptotique non-

canoniqgue de la télomérase (mécanisme télomergandante).

Le but de mon projet de thése a donc été :

1. de caractériser comment des modulations de I'expre®n de hTERT ou de
l'activité de la télomérase peuvent affecter le dés des cellules de
neuroblastome et leur sensibilité a la chimiothéraie.

2. de déterminer les voies de signalisation par lesglless hTERT exercerait ce

réle anti-apoptotique.

Les moyens utilisés au cours de cette these poduleol’activité télomérase dans les
neuroblastomes furent: a) un traitement par I'ac&dmoique tout trans ; b) I'expression de la
forme sauvage de hTERT (WT-hTERT); c) I'expresgiume protéine hTERT dominant-
négative (DN-hTERT). Ce mutant d'hTERT possede fatimns ponctuelles dans le domaine
de transcriptase inverse générant une protéineutdp® d'activité télomérase mais ayant des
propriétés d'inhibition de l'activité télomérasalegene. Afin de mieux cerner le rble de la
télomérase dans la tumorigenése et/ou la progredsimorale des neuroblastomes nous
avons appliqué ces trois stratégies dans des Bgnéiereprésentent un échantillon des trois
catégories existantes de neuroblastomes. Pourlisaton de ce projet nous avons utilisé,
deux lignées de type Schwannien « S » (SH-EP, SI&NAne de type Neuroblastique « N »
(IGR-N91) et une autre de type Intermédiaire {$kK-NBE2).
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A. Article: Linhibition de la télomérase influencde destin des
neuroblastome via un mécanisme télomere-indépenitaiuiction de la
différenciation et sensibilisation a I'apoptose.

Article en cours d’écriture

TELOMERASE INHIBITION INFLUENCES NEUROBLASTOMA CELL FATE IN A
TELOMERE  LENGTH-INDEPENDENT MECHANISM: PROMOTION  OF
DIFFERENTIATION AND SENSITIZATION TO APOPTOSIS.

Mona Samy ', Charles-Henri Gattolliat®, Frédéric Pendino™?, Josette Hillion*?, Setha
Douc-Rasy?, Jean Bénard®* et Evelyne Ségal-Bendirdjian*'2
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94805 Cedex, France

Une forte activité télomérase est généralementcasaux neuroblastomes agressifs et de
mauvais pronostiques. A linverse, les tumeursilisées et celles capables de régresser
spontanément (stade 4S) ont une activité téloméaible ou inexistante (Hiyama et al.,
1997; Hiyama et al., 1995; Reynolds et al., 19€8s résultats suggerent que la télomérase
pourrait étre un élément clé du processus oncogénigy neuroblastome et représenter une
cible anti-cancéreuse ainsi qu’un facteur pronostiqitérressant dans cette pathologie. En
plus de son action canonique d’élongation des téfes) la télomérase possederait d’'autres
fonctions (extra-télomérique) qui pourrait explique tumorigenése du neuroblastome et sa
progression. Face a l'ensemble de ces observationgs avons voulu évaluer les
conséquences de la modulation de la téloméraske slastin des cellules de neuroblastome.
Nous avons utilisé la lignée IGR-N-91 établie atipaie métastases médullaires d’'un patient
atteint d’'un neuroblastome de stade 4, réfractaira chimiothérapie. Cette lignée fut
transduite avec des vecteurs rétroviraux codafdarlae sauvage de la télomérase (hTERT-

WT) ou pour une forme catalytiguement inactive eindante négative (hnTERT-DN), qui
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contient deux mutations ponctuelles dans le domaamscriptase inverse de I'enzyme. Apres
avoir validé l'efficacité du dominant négatif stinhibition de l'activité télomérase, par le
test TRAP, nous avons ensuite procédé a des exgr@ations fonctionnelles qui font I'objet

d’articles a soumettre et qui montre que :

1. L'expression ectopique du mutant négatif,ERT-DN, inhibe I'activité télomérase
et induit une modification de la morphologie des cellules IGR-N-91 sans
raccourcissement des télomeres ni ralentissementaderolifération cellulaire.
L’observation de I'éemergence de caracteres morgiqles propre aux cellules de
type S, associés a une diminution d’un marqueuype N et a 'augmentation d’'un
de type S, nous conduisent a penser que cettefésati€iation » des cellules
surexprimant hTERT-DN s’oriente vers un phénotype type Shwannien.
L’augmentation de la NSE et la diminution du CD4hsl les neuroblastomes étant
associée avec les tumeurs de haut grade et untimégatif sur la survie (Favrot et
al., 1993; Zeltzer et al., 1983), I'acquisitiorude morphologie de type S associé a la
diminution de la NSE et a l'augmentation du CD44issentend un processus de
«réversion » du potentiel malin de la lignée IGR-N-9A [linverse, I'hyper-
expression de la forme sauvage d’hTERT conduisanhé augmentation de son
activité catalytique et au rallongement des tél@sén’entraine aucun changement de
la morphologie ou de la croissance. En outre, haeigtation de I'expression de la
NSE et la diminution du CD44 dans les cellules WIFERT suggére a l'inverse, une

orientation de la cellule vers un phénotype a makgaugmenté.

2. L'expression ectopique HTERT-DN conduit a la perte progressive des copies
amplifiées de N-Mycaboutissant a I'extinction de I'oncoprotéine apt&® jours de
culture. A I'inverse la surexpression dhTERT-WTgawente le nombre de copies du
géne par rapport au vecteur vide. Ces dernierdtaéswsuggerent qu'hTERT est
capable de réguler la quantité de copies du geMydNdans les cellules IGR-N-91.
L’amplification de N-Myc étant observée dans lesumoblastomes invasifs et de
stades avanceés (Brodeur et al., 1984)ERT pourrait donc entrainer la sélection

de cellules ayant un comportement particulieremenagressif
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3. Linhibition de [lactivité télomérase par la suregpsion d’hTERT-DN suffit a
sensibiliser les cellules IGR-N-91 a I'apoptos@duite par le cisplatine, TRAIL ou la
staurosporine. A contrario, I'expression ectopigU€TERT-WT ou celle endogéne
les proteges de cette méme mort cellulaire. Nousnsvmontré que cette
sensibilisation a l'apoptose augmente au cours pdassages cellulaires et serait
télomeres-indépendantguisqu’aucun raccourcissement des télomeéres n’est
observé. Ces derniers résultats confirment gh@ERT exerce un rble anti-
apoptotique et que celui-ci est indépendamment de $onction sur le maintien de

la longueur des télomeres.

4. La sensibilisation aux agents cytotoxiques indpége hTERT-DN semble donc étre le
résultat de l'absence de fanction anti-apoptotique de la télomérasece qui a
également pour conséquence dstaurer I'expression de protéines clées du
processus apoptotiqueEn effet, nos résultats montrent que I'inhibitide I'activité
télomérase, induila réexpression de la caspase-8 et de la forme pS8uvage et
une diminution I'expression de la forme p53 mutée Inversement la surexpression
de la forme sauvage d’'hTERT, entraine au contraieeaugmentation de la répression

de la caspase-8 en comparaison avec les celluasrs.

L'hétérogénéité génétique et la multi-potentigtitnotypique sont des caractéristiques
connues des neuroblastome, notamment pour les [OR-Valent et al., 1999). Nous faisons
I'nypothese que l'introduction du DN-hTERT dans cebules a conduit a la sélection de
cellules ayant perdu leur caractéristique d’agviigset/ou a la réversion phénotypique d'une
population de cellules en favorisant leur progm@ssiers un phénotype différencié, moins
agressif et plus sensible a la chimiothérapie. G@asnées restent a confirmer dans des
modeles murins de xénogreffes. L’'ensemble de magtatés démontre donc un réle majeur de
la télomérase, indépendant de sa fonction canondj@mngation des télomeéres, dans

I'acquisition du phénotype malin et dans la progresion tumorale des neuroblastomes.
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DIFFERENTIATION AND SENSITIZATION TO APOPTOSIS.
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Abstract

Telomerase is a ribonucleoprotein complex composed of at least two essential components, the reverse
transcriptase catalytic subunit, hTERT, and the RNA component, hTR, which acts as a template for the
synthesis of TTAGGG repeats by hTERT. Telomerase is highly active in more than 90% of all
malignancies, and therefore considered as a hallmark of cancer progression because of its ability to
immortalize cancer cells. Neuroblastomas are unfavourable malignant tumours due to resistance to
current chemotherapy, and many studies indicate an association between a high telomerase activity to
maintain telomere length and a poor clinical outcome. We used a stage 4 neuroblastoma cell line (IGR-N-
91) as a model to characterized the phenotypic and genotypic alterations that are associated with
telomerase activity modulation owing to the stable expression of either a wild-type hTERT (WT-hTERT) or
a catalytically-inactive dominant-negative mutant of hTERT (DN-hTERT). Our results show that
telomerase inhibition by DN-hTERT drives cells from N (neuronal) to S (substrate adherent) phenotype
that are more sensitive to apoptosis. Therefore, telomerase expression in neuroblastoma cells could
represent an important mechanism by which it determines neuroblastoma cell fate. Interestingly, this
regulation is not related to telomere length modification but rather to the modulation of the expression of

selected genes involved in both neuroblastoma biology and apoptosis.
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Introduction

Neuroblastoma (NB), the most frequent solid tumor in children, is an embryonic malignancy that originates
from sympathetic neurons (Brodeur, 2003). Most NB are undifferentiated malignant tumors derived from
neuronal crest precursors that are capable of differentiating into a variety of cells. Failure of differentiation
and unlimited replicative potential might be an important step in the development of NB. NB is diagnosed
as a disseminated disease (stage 4) in about 60% of the cases.
Neuroblastomas are featured by cellular heterogeneity. Some are composed of neuroblastic (N-type),
substrate adherent non-neuronal (S-type), or intermediate (I-type) cells that can be distinguished by
morphological and biochemical features and that undergo transdifferentiation (Ciccarone et al., 1989).
The MYCN oncogene plays a pivotal role in the progression of human NB to advanced malignancy, and
its amplification has been correlated with poor clinical outcome (Brodeur et al., 1987; Rosen et al., 1986).
By contrast, caspase-8, an essential mediator of death receptor-triggered apoptosis is frequently
inactivated in NB cells, especially in those with MYCN ampilification (Teitz et al., 2000). This inactivation
has been shown to be responsible for the resistance of NB cells to death receptor-induced apoptosis.
Unlike other human cancers, p53 in NB is rarely mutated in the primary tumor. However, when mutations
occurred, they were found in NB tumors with drug resistance acquired over the course of chemotherapy.
Besides its cellular heterogeneity, NB show remarkable biologic heterogeneity, resulting in favourable or
unfavourable outcomes. Indeed in rare instances of disseminated NB that affects infants in the first few
months of life, the tumors can regress spontaneously or differentiate in a benign ganglioneuroma. This
form is called stage 4S. However, a part from these particular forms of NB, the outcome of high-risk NB
remains poor and poses a major therapeutic challenge in pediatric oncology demonstrating a need of new
therapeutic approaches for these patients (Brodeur, 2003).

Telomerase is a ribonucleoprotein composed at least of an RNA (template human telomerase
RNA (hTR)) and a catalytically active protein subunit (human telomerase reverse transcriptase (hTERT)),
which catalyses the de novo synthesis and elongation of telomeric repeats at chromosomal ends
(Blackburn, 1991; Feng et al., 1995b; Meyerson et al., 1997a). By maintaining telomere length,
telomerase acts to control cell survival and is obligatory for continuous tumor cell proliferation. The

canonic al role of the telomerase is now well established, however, there is growing evidence that
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telomerase has other (non-canonical) functions in several essential cell signalling pathways, including
apoptosis (Dudognon et al., 2004; Gorbunova et al., 2002; Lee et al., 2008; Santos et al., 2006),
differentiation (Choi et al., 2008; Sarin et al., 2005), DNA damage responses (Masutomi et al., 2005), and
regulation of gene expression (Choi et al., 2008; Smith et al., 2003). Recent works suggest that these
functions can be divided further into those that require telomerase activity but not telomere lengthening
and those that require neither telomerase activity nor telomere shortening (Cao et al., 2002). Telomerase
activity is not or poorly detected in most human somatic cells, whereas it is high in germ cells and tumor
cells, including NB. In NB, increased level of telomerase activity was found to be associated with
advanced stage and poor survival outcome. Indeed, aggressive NB expressed high levels of telomerase
activity, whereas favourable tumors had no or low telomerase expression (Hiyama et al., 1997b; Hiyama
et al.,, 1995a; Reynolds et al., 1997a). Therefore, low telomerase activity appears to be linked with
regression or maturation of NB as it can be seen in the particular group of 4S stage neuroblastoma.

Because of its activity present in most cancer cells, telomerase is an attractive anticancer
therapeutic target (Pendino et al., 2006). Many strategies have been used to target hTERT such as
oligonucleotides, ribozymes, or small interfering RNA. Direct inhibition of telomerase activity using a
mutant catalytic subunit (DN-hTERT) has been shown to induce telomere shortening, limits the growth of
human cancer cells and decreases tumorigenicity of cancer cells in vivo by the induction of apoptosis or
senescence depending on the cell line used (Hahn et al., 1999c; Nguyen et al., 2009; Pantic et al., 2005;
Poynter et al., 2009; Preto et al., 2004; Roth et al., 2003).

The aim of our present investigation was to characterize the phenotypic and genotypic alterations
that are associated with telomerase activity modulation in a stage 4 neuroblastoma cell line (IGR-N-91).
We find that telomerase inhibition due to the stable expression of a dominant negative variant of hTERT
induces the selection of a cell population with a more differentiated phenotype and sensitize cells to drug-
induced apoptosis. Interestingly, these effects were observed in absence of any telomere shortening and
results from modification in the expression of selected genes involved in both apoptosis and telomere

biology.
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Material and Methods

Cell cultures: The human MYCN-amplified NB IGR-N-91 cell line was established from a stage-4
NB infiltrated bone marrow of a patient after unsuccessful adriamycine-vincristine chemotherpy (Ferrandis
et al., 1994) was kindly provided by Dr Bénard (IGR, Villejuif). The GM847 (SV40 immortalized human
skin fibroblasts) cell line was a gift from Dr Olivia Pereira-Smith (Baylor College of Medicine, Waco, TX).
The cells were cultured either in DMEM/F12 (IGR-N-91) or DMEM (GM847) supplemented 10% fetal
bovine serum, penicillin (50 1U/ml), streptomycin (50 ug/ml), and L-Glutamine (2 mM), (PAA Laboratories,
Les Mureaux, France), and incubated at 37C at 5% C O2 atmosphere (Binder Incubators, Nanterre,

France).

Drugs: cis-platin was purchased from Sigma (St Louis, MO, USA), staurosporine from Roche and TRAIL

from Alexis.

Vector constructions and infections: Cells were transduced with retroviral vectors which drives
expression of both transgenes and green fluorecscent protein (GFP) from a single bicistronic message as
previously described (Pendino et al., 2001b). Mig-R1-wild type (WT) hTERT and Mig-R1-Dominant
Negative (DN) form of hTERT (Mig-R1-DN-hTERT) vectors were obtained by subcloning the catalytic unit
of human telomerase sequence from pBABE-puro-WT-hTERT and pBABE-puro-DN-hTERT constructs
kindly provided by Dr Robert A. Weinberg (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge,
USA) into the murine stem cell virus vector Mig-R1 containing encephalomyocarditis virus internal
ribosomal entry sequence and GFP as a reporter gene (Pui, JC, 1999), so that 59 viral long terminal
repeat (LTR) promoter drives its expression. DN-hTERT is a catalytically inactive dominant-negative form
of hTERT obtained by substituting the aspartic acid and alanine residues at position 710 and 711 in the
third reverse transcriptase motif of hTERT with valine and isoleucine, respectively (Hahn et al., 1999b).
Each Mig-R1 construct and pN8 epsilon vectors containing Moloney murine leukemia virus gag pol and
vesicular stomatitis virus-G sequences were transfected into the HEK293 EBNA cell line by using Exgen
500 (Euromedex, Souffelweyersheim, France). Mig-R1 control vector Mig-R1-hTERT-WT and Mig-R1-

hTERT-DN supernatants were harvested for further IGR-N91 cell infections, which were carried out in the
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presence of 4 ug of Polybrene/ml. To avoid the possibility of selection bias associated with the isolation of
clones stably expressing the various transgenes, infected neuroblastoma cells were sorted two days later

for GFP fluorescence and analyzed as unselected pools of GFP-expressing population.

Reverse transcription (RT)-PCR experiments. Total cellular RNA was collected from samples using
TRIzol reagent (Invitrogen, France) as described by the manufacturer. RNA vyields and purity were
determined spectrophotometrically at 260-280 nm. Reverse transcription (RT) reaction was carried out
using “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche Diagnostics, Meylan, France) according to
the manufacturer’s instructions with oligo(dT)s primers. The cDNA samples were amplified in a 25 pl
reaction mixture containing 50 uM each of the four deoxynucleotide triphosphates (dNTPs), 0.5 U Taq
DNA polymerase (Promega, France), and 0.4 uM specific primers (Primer sequences are shown in Table
1). The cDNA samples were amplified for 30 cycles (94 for 30s, 56 for 30 s and 72 for 45 s). For

the internal control GAPDH, the annealing temperature was 62<C. The PCR products were separated on
a 2% agarose gel. After staining with ethidium bromide, the gels were visualized under UV light and

photographed.

Real-time quantitative PCR analysis of hTERT expression: cDNA samples were prepared as above.
The expression of full length hTERT transcripts in leukemic cells was quantified by fluorescence real-time
RT-PCR using the LightCycler® technology and the “Light Cycler FastStart DNA MasterPLUS SYBR
Green” kit (Roche Diagnostics, Meylan, France) according to the manufacturer's instructions. Primer
sequences were 5'-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-3' for the sense primer located in exon 3 (hTERT-
LCS) and 5-CTCCCACGACGTAGTCCATG-3' for the antisense primer located in exon 4 (hnTERT-LCR).

hTERT level was normalized to the expression of the housekeeping gene GAPDH measured in parallel.

Real-time quantitative PCR quantification of MYCN copy number: In a copy number quantitation
reaction, purified genomic DNA (20ng) is combined with (i) the Tagman® Copy Number Assay (Applied
Biosystems), containing two primers and a FAM™ dye-labeled MGB probe to detect and measure copy
number variation within the human genome (MYCN: part number 4400292), (i) the Tagman® Copy

Number Reference Assay (Applied Biosystems), containing two primers and a VIC® dye-labeled
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TAMRA™ probe to detect the genomic DNA reference sequence allowing the relative quantification of
copy number targets, and (iii) the FastStart Universal Probe Master (ROX) (Roche Diagnostics, Meylan,
France), containing DNA polymerase and dNTPs required for the PCR reactions. The reference gene
used is RNase P, which detects the Ribonuclease P RNA component H1 (HLRNA) gene (RPPH1) on
chromosome 14, cytoband 14q11.2 (RNase P: part number 4403326). Tagman® Copy Number Assays
are run simultaneously with a Tagman® Copy Number Reference Assay in a duplex real-time polymerase
chain reaction (PCR). The real-time PCR reaction occurs in a single well in a 20-ul final volume, and it
uses universal PCR cycling conditions (50 for 2 min, 95T for 10 min and 40 cycles of 95T for 15s a nd
60T for 60s. Reactions are run on a 96-well Real-Time StepOnePlus™ PCR System (Applied
Biosystems) according to the MIQE guidelines (Bustin et al., 2009). All reactions were run in duplicate,
and amplified at 50C for 2 min, 95T for 10 min an d 40 cycles of 95T for 15s and 60T for 60s. Each
test sample C; values are determined in duplicate. After amplification, data files contained the sample
replicate C; (Threshold Cycle) values for each reporter dye. The number of copies of the target sequence
in each test sample is determined by relative quantification (RQ) using the comparative C; (AACt) method
(Livak and Schmittgen, 2001). We used a Human Genomic DNA (Female) provided by Promega, as

calibrator. The copy number of the target is calculated to be two times the relative quantity.

Telomerase activity and telomere length assay: Telomerase activity (TA) was measured using the
telomerase polymerase chain reaction (PCR) enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Roche
Diagnostics, Meylan, France) according to the manufacturer’s instructions. TA was expressed as a
percentage of that detected in untreated cells. Telomere lengths were determined, after isolation of
genomic DNA as described previously (Segal-Bendirdjian and Jacquemin-Sablon, 1995), using a non-
radioactive chemoluminescent assay developed by Roche Diagnostics (TeloTAGGG Telomere length
assay). The average telomere lengths can be determined by comparing the signals relative to a molecular

mass standard.

WST-1 assay for cell viability. Cell viability was measured using the WST-1 assay (Roche, Germany).

IGR-N-91 cells (8><103 cells/well) were seeded in triplicate in 96-well plates (Costar, Cambridge, MA) and
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were cultivated for 24 h, prior to drug addition. Drugs were added at the following concentration ranges:
Etoposide: 0—-200 pM, Staurosporine: 0-200 nM, Cisplatin: 0-50 puM, TRAIL: 25-200 ng/ml After 48 hours
at 37T in a humidified 5% CO ,/95% air incubator. WST-1 labelling mixture was added and the cells were
incubated for additional 3 h. The absorbance of the samples, against a background control (medium

alone) as a blank, was measured at 550 nm with using a microliter plate (ELISA) reader (Dynex).

Apoptosis assay: Apoptosis was assessed by the TUNEL technology using "In Situ Cell Death Detection
Kit, TMR red" (Roche Diagnostics, Meylan, France), which labelled free 3'-OH DNA cleavage observed
during apoptosis. After 2 washes with PBS solution, 2x10° cells were fixed using a 4% paraformaldehyde
solution in PBS pH7.4 for 30 minutes. They were washed again once and could be stored at —20C during
5 days in 70% ethanol solution or directly permeabilized using 0.1%Triton -0.1% sodium citrate freshly
prepared, for 8 minutes on ice. After 2 washes, cells were incubated in TUNEL reaction mixture
(containing Terminal deoxynucleotidyl transferase which catalyses polymerization of labelled nucleotides
to free 3'OH-DNA ends of DNA stand breaks, mixed to label solution 1:50) in humid atmosphere at 37C
during one hour. After 3 final washes, TMR red labelled nucleotides, incorporated in nucleotide polymers,

were detected and quantified by fluorescent microscopy.

Immunoblots. Total cellular proteins were extracted with SDS lysis buffer (SDS8%, Tris 250mM ph6.8,
2.5mM NaF, 0.2mM sodium orthovanadate , PIC 1X) and 20 ug of proteins were separated by SDS-PAGE
polyacrylamide gel (10 to 15%) and transferred onto a nitrocellulose membrane. The membranes were
then saturated with 5% non-fat dry milk powder and 0.5% Tween-20 in TBS 0.5%- for 1h and probed overnight
with the primary antibody. Mouse monoclonal, N-Myc (Santa Cruz, NCM Il 100), caspase 8 (BD
Pharmingen, 551242), CD44 (Abcam, MEM-263), caspase 3 (Calbiochem, AM-20), p53 (BD Pharmingen,
554293) and NSE (Thermo Scientific, Ab-1) were used as primary antibodies at the dilution of 1/2500 for
caspase 8 and CD44 detection, 1/2000 for caspase 3, and 1/1000 for p53 and NSE detection. Rabbit
monoclonal hTERT (Epitomics) was use at the dilution of 1/1000. After washing, blots were then
incubated with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody for 1h and then

developed by enhanced chemiluminescence (ECL, Perkin Elmer Life Sciences, Courtaboeuf, France),
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according to the manufacturer’s instructions. Rabbit polyclonal GAPDH (HRP) (Abcam, Ab9385) was used

at a dilution of 1/3000 for 2h as a control for equal loading.

DNA fingerprints analysis. DNA from IGR-N-91 transduced cells, expressing DN-hTERT, WT-hTERT or
control vectors, were purified as previously described (Segal-Bendirdjian and Jacquemin-Sablon, 1995).
These DNAs were digested with restriction enzyme (BstNI, Haell), electrophoresed through a 20-cm long
1.1% agarose gel and transferred by blotting to a Hybond-N nylon membrane (Amersham, Life Science).
The membrane was dried and baked at 80C for 30 min and the DNA was crosslinked onto the membrane
by UV radiation for 3 min. Prehybridization is carried out for 1 h at 60C with a buffer containing 7% SDS,
1 mM EDTA (pH 8), 263 mM Na2HPO4 and 1% bovine serum albumin (fraction V). Hybridization is
carried out at 60C overnight with the addition of 32P-labeled single-strand M13 DNA probe. After
hybridization, the membrane was washed in 2 SSC (Trisodium citrate, 30 mM, NaCl, 300 mM, pH 7.0),

0.1% SDS twice at room temperature and once at 60T, and exposed to X-ray film.
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Results

DN-hTERT selected S-type phenotypic variants from |  GR-N-91 neuroblastoma cells. To study the
effects of long-term expression of the catalytically inactive dominant-negative (DN)-hTERT, the wild-type
(WT)-hTERT, the DN-hTERT and the control vector expressing only the green fluorescent protein (GFP)
were retrovirally infected into neuroblastoma IGR-N-91 cells. Transduced cells were sorted as a
population on the basis of GFP expression. We first assessed the expression of the ectopic transgenes by
real-time RT-PCR, telomerase activity assay, western blot and immunofluorescence analyses compared
to the GFP-control cells (Figure 1A, B, C, D). Figure 1A shows that DN-hTERT and WT-hTERT were
highly expressed in the transduced cells. Western blot (Figure 1C) and immunofluorescence (Figure 1D)
analyses revealed a high expression of the transgenes and showed that both DN-hTERT and WT-hTERT
are mainly nuclear. We then tested if the expression the DN-hTERT could have a dominant-negative
effect on endogenous telomerase enzyme by measuring telomerase activity of cell extracts prepared from
mock, WT-hTERT and DN-hTERT expressing cells by TRAP assay. As shown in Figure 1B, DN-hTERT
expressing cells demonstrated a dramatically reduced endogenous telomerase activity (more than 80%),
whereas WT-hTERT expressing cells exhibited almost a 4-fold increase level of telomerase activity
compared to the control vector transduced cells. Note that although WT-hTERT transduced cells
demonstrated a stable expression of hTERT mRNA and telomerase activity throughout the 180 day-
treatment, DN-hTERT transduced cells displayed a decline of the expression of the transgene by day 120
leading to a re-induction of telomerase activity from 15% of the control cells by day 21 to 50% by day 160
(data not shown).

We next determined whether inhibition of telomerase activity influenced telomere length in IGR-N-91 cells.
Despite the high telomerase activity inhibition, telomere length was maintained even at late population
doublings (Figure 1G). As expected, cells ectopically expressing hTERT displayed increased telomere
lengths. Note that telomere length of control cells slightly decreased over the course of serial passages.
Decreased telomerase activity is generally associated with cell growth arrest and loss of viability. To
evaluate the effect of the hTERT-DN transgene on cell proliferation, cells were counted regularly during

more than 150 days. As shown in Figure 1F, the growth kinetics of IGR-N-91 cells expressing DN-hTERT
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did not differ from those of cells carrying WT-hTERT or the control vector. This lack of effects on growth
proliferation and viability was confirmed by clonogenic assays (Figure 1E). These data indicate that
telomerase inhibition via the expression of DN-hTERT leads neither to telomere shortening nor to loss of
proliferative capacity even at late passages. This observation is in marked contrast with previous
descriptions reporting telomere shortening and subsequent dramatic loss of viability in cells expressing
dominant-negative hTERT (Hahn et al., 1999b; Zhang et al., 1999b).

Importantly, as shown on Figure 2, hTERT-DN expressing cells showed a progressive loss of their initial
morphology and developed features of substrate-adherent or S phenotype with enlarged and flattened
nuclei and cytoplasm. These features were different from neuronal differentiation observed after treatment
of IGR-N-91 cells with 1 uM all-trans retinoic acid (ATRA) for 14 days. To determine that cell lines had not
become cross-contaminated with by another cell type during viral infection, expansion, and passage, we
performed DNA fingerprinting on IGR-N-91 transduced cells. As assumed the DNA fingerprint profiles
were very similar (Figure 2B). This result indicate a common origin for these three sublines.and confirm
that they were not the result of a contaminated sublines that could have been selected throughout the cell
culture.

As it is assumed that N-type cells expressed high levels neuron specific enolase (NSE), an early neuronal
progenitor marker but not CD44, in contrast to S-type cells, which expressed high levels of CD44 but did
not expressed NSE, we analyzed the expression of these two markers. Figure 2B shows that DN-hTERT
cells expressed high levels of CD44 protein and exhibited an important reduction of NSE protein
compared to the empty vector transduced cells. In contrast IGR-N-91 expressing WT-hTERT displayed an
increase in NSE and a decrease in CD44 proteins. This result indicates that the level of hTERT
expression can determine the phenotype of NB cells, DN-hTERT expressing cells loosing their initial
neuronal phenotype and developing features of S-type cells.

IGR-N-91 is a MYCN-amplified NB cell line (about 60 copies) and N-MYC protein level is therefore high as
shown on Figure 2C. Transduction of WT-hTERT in these cells did not modify N-Myc protein expression
level. In contrast, DN-hTERT transduction led to the selection of cells with a progressive loss of N-Myc
protein, which became undetectable by 170 days after DN-hTERT transduction. The genomic copy

number of MYCN was measured by real-time PCR and compared in WT-hTERT, DN-hTERT, and control
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vector expressing IGR-N-91 cells. Table 2 shows a progressive loss of MYN copy number in DN-hTERT
expressing cells from about 60 to 0.5. In contrast, an increase of MYCN copy number was observed in
WT-hTERT overexpressing cells from 60 to 80. Note that in these cells the protein level remained
unchanged. MYCN amplification in neuroblastoma tumor is a significant marker of advanced stage tumors
and risk of relapse. Moreover it has been shown that the loss of amplified sequences is correlated with a
loss of malignant properties and cellular differentiation (Ambros et al., 1997). Altogether our results
indicate that inhibition of telomerase activity due the expression of the DN-hTERT may select S-type
differentiated IGR-N-91 cells with low MYCN copy number. Conversely, hTERT may regulate the MYCN

copy number and could contribute to the selection of cells that have an aggressive behaviour.

DN-hTERT causes a progressive sensitization of IGR- N-91 cells to drug-induced apoptosis.

Previous studies have established increased sensitivity to chemotherapeutic drugs after telomerase
inhibition in a variety of tumor cell lines, whereas ectopic hTERT expression has been reported to protect
cells from death through its antiapoptotic function (Cerone et al., 2006; Dudognon et al., 2004; Misawa et
al., 2002; Nakamura et al., 2005; Ward and Autexier, 2005). However, in most cases using the DN-hTERT
in order to inhibit telomerase activity, this chemosensitization had been associated with telomere
maintenance mechanism. Even though DN-hTERT transduced IGR-N-91 cells did not show a noticeable
telomere shortening, they displayed a different phenotype, therefore, we wanted to determine whether this
long-term expression of the DN-hTERT modify the sensitivity of cells to chemotherapeutic drugs.
Therefore, we examined the ability of IGR-N-91 transduced cells to survive treatment with cisplatin, a DNA
damaging agent, staurosporine, a protein kinase inhibitor, and TRAIL, a death receptor ligand. The results
of the WST-1 proliferation assay performed at both 24 and 48h of treatment showed that DN-hTERT
expressing cells exhibited a greater sensitivity to all tested drugs (Figure 3A). Furthermore, the inhibition
of proliferation was much more striking when cells were treated after long-term expression of DN-hTERT
(compare day 35 and day 135 after transduction). Note that the expected protective effect of WT-hTERT
was noticeable also after a long-term expression of the transgene and that this protection was much more

pronounced in TRAIL-treated cells.
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To determine whether the decrease in cell viability caused by DN-hTERT expression was due to an
increase in apoptosis, both floating and adherent cells were collected for analysis of apoptosis by TUNEL
assay (Figure 3B). Neither GFP control- nor hTERT-transduced cells revealed significant apoptotic nuclei.
In contrast, drug treatments produced significantly high levels of apoptosis in the hTERT-DN transduced
cells and sensitization to apoptosis was higher at 135 days after hTERT-DN transduction confirming and

extending the results obtained with the WST-1 proliferating assays.

Modulation of hTERT expression influences the expre  ssion of proteins involved in differentiation,
apoptosis and/or DNA damage pathways.  The above studies demonstrate a differential expression of
proteins between WT-hTERT and DN-hTERT expressing cells, including NSE, CD44 and N-Myc. To
investigate the mechanisms by which hTERT-DN expression sensitize cells to drug-induced apoptosis, we
performed immunoblots to analyse the expression pattern of selected proteins known to have a functional
role in neuroblastoma biology and participate in differentiation, apoptosis and/or DNA damage pathways,
including p53, caspase-8.

IGR-N-91 cells expressed both wild-type p53 and a mutant form with an abnormal molecular weight due to
the previously identified duplication of exon 7-8-9 (Goldschneider et al., 2006). This insertion of exons 7,
8, 9 in tandem was confirmed by RT-PCR spanning exons from 1 to 11 (Figure 4A). Indeed, PCR
products submitted to electrophoresis showed a band of 1750 bp instead of 1432 bp. However, the
mutated form of p53 was predominantly detected in control, WT-hTERT, and DN-hTERT cells up to 21
days after transductions (Figure 4A and B). Intriguingly, by 80 days after DN-hTERT transduction, the
amount of the mutated form of p53 diminished in DN-hTERT cells, whereas the amount of the transcript at
the expected normal molecular weight increased. Sequence analysis confirmed that the p53 detected then
was the wild-type form of the protein. Western blot analysis confirmed that the continuous expression of
DN-hTERT selected for a loss of mutated p53 at the benefit of the wild type p53 (Figure 4B). Note that by
day 80, p53 mRNA level was significantly increased in WT-hTERT transduced cells compared to control
transduced cells, although the amount of the protein was not significantly different.

Caspase 8, a key mediator of death receptor-induced apoptosis, has previously been reported to be

frequently inactivated by epigenetic silencing in neuroblastoma cell lines and MYCN amplified tumors
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(Teitz et al., 2000). The caspase 8 silencing has been shown to be responsible for the resistance of NB
cells to TRAIL-mediated apoptosis (Hopkins-Donaldson et al., 2000) (Eggert et al., 2001) and to enhance
the metastasis process . Caspase-8 has been also shown to play non-apoptotic roles in many tissues
(Helfer et al., 2006; Kang et al., 2004). Furthermore, a recent report characterized recently a new function
for caspase-8 as an orchestrator of not only apoptosis but also differentiation (Mielgo et al., 2009; Rebe et
al., 2007). Figure 4C shows that vector-transduced IGR-N-91 cells, expressed moderate levels of
caspase-8 mMRNA and protein. DN-hTERT transduced cells expressed displayed a significant increase of
the expression of this protein at both mRNA and protein levels, while WT-hTERT expressing cells
demonstrated a decreased of its expression. Note that all transduced cells expressed similar levels of
procaspase-3. The specific modulation of caspase 8 expression by DN-hTERT has been also observed
using another neuroblastoma cell line (SK-N-BE2) suggesting that this effect is not cell line specific (data
not shown). These results suggest a possible regulation of caspase 8 expression by hTERT that may

contribute to determine cellular sensitivity of neuroblastoma cells to chemotherapeutic agents.

Discussion

The mechanisms by which telomerase regulated NB biology, are an important open question with
implications for tumorigenesis and therapeutic strategies.

Our study suggests a model in which the continuous expression of DN-hTERT in N-type neuroblastoma
cells contributes to drive these cells from N to S phenotype through modifications of gene expression.
These conclusions are supported both by morphological analysis as well as modifications in the
expression of genes characteristic of either of the phenotype. Indeed, NSE a common tumor antigen used
as a marker for the detection and progression of neuroblastoma is lowly expressed in DN-hTERT cells
whereas it remains expressed in WT-hTERT cells. In the other hand expression of CD44, a marker of S-
type neuroblastoma cells is lost in WT-hTERT cells whereas it remains expressed in DN-hTERT
transduced cells.

Besides we found other differences in important genes involved in neuroblastoma biology such as MYCN
and p53. MYCN amplification in neuroblastoma tumors is a marker of advanced stage tumors and risk of

relapse, moreover it has been shown that the loss of amplified sequences is correlated with loss of

116



Résultats Article

malignat properties and cellular differentiation (Brien et al., 1997). We show that in IGR-N-91 cells, the
continuous expression of DN-hTERT results in a dramatic loss of MYCN copy number leading to the
disappearance of MYCN protein expression, whereas the overexpression of WT-hTERT induces an
increase in MYCN copy number. Because S phenotype in neuroblastoma cell lines is considered as a
phenotype that has lost malignant properties, it is assumed that this switch from an N-type into a S-type
represents a processus of cell reversion. Our results are in agreement with previous studies
demonstrating an inducible elimination of MYCN copies leading to a tumoral reversion phenotype in some
restricted neuroblastoma cellules carrying MYCN amplified double minute chromosomes. Therefore our
observations suggest a strong link between hTERT expression and MYCN copy nhumber. This relationship
can be involved in the selection process of tumors with a more or less aggressive behaviour. However, in
the model it is not possible to distinguish a tumoral reversion due to the long-term expression of DN-
hTERT from a selection process of a cell population already present at a very low level in the initial cell
population. Nevertheless, our finding strongly supports the evidence of an actively regulated process
induced by telomerase, although the underlying mechanisms accounting for this selective phenomenon
remains to be elucidated.

In contrast to what is observed in up to 50% of all human cancers, p53 mutations are unusual in human
NB (Hosoi et al., 1994) but when they do occur, they are found in NB tumors associated with drug
resistance or at relapse (Keshelava et al., 2001; Tweddle et al., 2001a). We provide evidences that long-
term culture of DN-hTERT expressing IGR-N-91 cells lead to select a cell population loosing progressively
the mutated p53 to the benefit of the wild-type protein.

Caspase 8 is a key enzyme at the top of the apoptotic cascade, both involved in the extrinsic or death
receptors pathways and in the intrinsic mitochondrial pathway induced by some cytotoxic drugs (Bozzo et
al., 2006). Several studies have reported that loss of this gene expression in neuroblastoma contributes to
an aggressive disease and a metastatic phenotype while spontaneous resolving tumors (including
neuroblastoma type 4S) will frequently express caspase 8 (Stupack et al., 2006; Teitz et al., 2001).
Resistance of neuroblastoma cells to anticancer chemotherapy has been related to absent or reduced
caspase 8 expression. It has already been demonstrated that telomerase contributes to install an immortal

cell phenotype by preventing apoptosis, and may play a role in cellular resistance to anticancer drugs
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(Kondo et al., 1998; Fu et al.,, 1999, 2000; Kushner et al., 2000). We have previously shown that a
telomerase might have a function on one specific apoptotic signalling, the death receptor-induced pathway
(Dudognon et al. 2004). Here, we provide further evidence of a functional link between hTERT expression
and apoptotic signalling pathways through the modulation of caspase-8 expression.

Changes in gene expression profile by modulation of hTERT expression have already been described in
previous studies (Armstrong et al., 2005; Li et al., 2005; Smith et al., 2003). Furthermore, genetic
experiments using a dominant-negative form of human telomerase demonstrated that telomerase
inhibition can result in telomere shortening, followed by proliferation arrest and cell death (Delhommeau et
al., 2002; Hahn et al., 1999c; Nakajima et al., 2003; Tauchi et al., 2002; Zhang et al., 1999b). In our study
we provide functional evidence that gene expression modifications could account for the progressive
changes in sensitivity to drug-induced apoptosis independently of telomere maintenance mechanisms.

In conclusion, our discovery of a link between telomerase expression and neuroblastoma cell fate
suggests possible new therapeutic strategies for neuroblastoma in the form of telomerase inhibitors that
would be predicted to induce a less aggressive tumor behaviour through the selection of S-type

phenotype while sensitizing cells to apoptosis.
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Legends to the figures

Figure 1: Transduction of hTERT-DN in IGR-N-91 neur oblastoma cells inhibits telomerase activity

but has no effect on telomere length. . After transduction with retroviral vectors, IGR-N-91 cells were
sorted on the basis of GFP expression and expanded. Transduced cells were analyzed for (A) hTERT
mMRNA level by real-time quantitative PCR, (B) telomerase activity (TA) by TRAP assay, (C) protein level
by immunoblot and (D) immunofluorescence. GAPDH was used as a loading control. (E) DNA samples
were collected at the indicated days after infection with DN-hTERT or hTERT. Size markers are indicated
on the side of a representative gel. IGR-N-91, vector control cells (EV), and WT-hTERT-IGR-N-91 (WT)
cells served as useful controls. (F) Proliferation of IGR-N91 cells was not inhibited by hTERT-DN

expression. After retroviral transduction, cells were counted regularly during more than 150 days.

Figure 2: hTERT-DN expression promotes cell differe  ntiation. (A) Cell morphology was analyzed after
May-Grunwald Giemsa staining 63 days after transduction with WT-hTERT, DN-hTERT or control vectors.
Cells transduced with DN-hTERT show a progressive loss of their initial morphology and developed
features of substrate-adherent or S phenotype. These features were different from neuronal differentiation
observed after treatment of IGR-N-91 cells with 1 uM all-trans retinoic acid (ATRA) for 14 days. In
contrast, the morphology of WT-hTERT or control cells was unchanged. (B) DNA fingerprints of IGR-N-91
transduced cell populations. ¥p_jabeled single-strand M13 DNA was hybridized with Southern blot of
restriction endonuclease digests of empty vector control (1, 4), WT-hTERT (2, 5) and DN-hTERT (3, 6)
transduced IGR-N-91 27 days (1, 2, 3) and 160 days (4, 5, 6) after infection. Ten mg samples of DNA
were digested with BstNI, Haelll. DNA from two CML cell lines are used as unrelated DNA controls. (C)
Marker proteins for N-type (NSE) and S-type (CD44) in IGR-N-91 expressing either the empty vector (EV),
the WT-hTERT (WT) or DN-hTERT (DN) were analyzed at 128 days after infection by western blot. S-type

cells (SH-EP) and N type cells (IGR-N-91) served as useful controls.

Figure 3: DN-hTERT sensitizes IGR-N-91 neuroblastom a cells to drug induced apoptosis.  (A) IGR-

N-91 cells were exposed to different concentrations of cisplatin, staurosporine or TRAIL. At the indicated
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time, cell proliferation was determined by WST-1 assay. (B) Apoptotic cells were detected by TUNEL

staining.

Figure 4: Molecular analysis of DN-hTERT expression in IGR-N-91 neuroblastoma cells. IGR-N-91
cells were infected with retroviruses expressing either the empty vector (EV) or WT-hTERT (WT) or DN-
hTERT (DN). (A) PCR analyses of p53 and caspase 8 expression at the indicated period of culture (B)
and (C) Immunoblots documenting protein levels of caspase 8 and 3, p53 and GAPDH in IGR-N-91

transduced cells.
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Table 1: Sequences and characteristics of gene-spec ific primers used for RT-PCR.

Primer Sequence (5'to 3) location Size Th
name product | (T)
(bp)
Caspase 8 | F: CAGCATTAGGGACAGGAATG 462 56
R: CAGTTATTCACAGTGGCCAT
P53 F: GCTTTCCACGACGGTGACA 1565 62
R: CCCACAACAAAAACACCAGTGC 1492
GAPDH F: AAG GTC GGAGTC AACGGATTT 445 62
R: TCATGA GTC CTT CCACGATAC

Table 2: hTERT regulates the MYCN copy number in th e IGR-N-91 cell line. At the indicated times
after infection, genomic copy number of MYCN was measured by real-time using Tagman® Copy Number
Assay (Applied Biosystems) as described in Materials and Methods. The MYCN copy number was
determined by calculated the CT difference (ACT) between MYCN and RNase P sequences, and then
compared these ACT values to a calibrator sample known to have two copies of the MYCN sequence.
Upper line, MYCN copy number by haploid genome. Lower line, MYCN copy number expressed as a

percentage normalized to empty vector transduced cells.

Days post- 27 118 160 180
infection

EV | WT | DN EV | WT | DN EV | WT | DN EV | WT | DN
MYCN
copy 66.7 | 69.8 | 69.3 | 59.6 | 58.7 | 42.3 | 63 85.3 |43 |628 818 |05
number
% (EV) 100 | 104 | 103 | 100 | 98 71 100 | 135 | 0.6 100 | 130 | 0.7

121



Résultats Article

References

Ambros IM, Rumpler S, Luegmayr A, Hattinger CM, Strehl S, et al. 1997. Neuroblastoma cells can actively
eliminate supernumerary MYCN gene copies by micronucleus formation--sign of tumour cell revertance?
Eur J Cancer 33:2043-9

Armstrong L, Saretzki G, Peters H, Wappler I, Evans J, et al. 2005. Overexpression of telomerase confers
growth advantage, stress resistance, and enhanced differentiation of ESCs toward the hematopoietic
lineage. Stem Cells 23:516-29

Blackburn EH. 1991. Structure and function of telomeres. Nature 350:569-73.

Bozzo C, Sabbatini M, Tiberio R, Piffanelli V, Santoro C, Cannas M. 2006. Activation of caspase-8 triggers
anoikis in human neuroblastoma cells. Neurosci Res 56:145-53

Brien TP, Kallakury BV, Lowry CV, Ambros RA, Muraca PJ, et al. 1997. Telomerase activity in benign
endometrium and endometrial carcinoma. Cancer Res 57:2760-4.

Brodeur GM. 2003. Neuroblastoma: biological insights into a clinical enigma. Nat Rev
Cancer 3:203-16

Brodeur GM, Hayes FA, Green AA, Casper JT, Wasson J, et al. 1987. Consistent N-myc copy number in
simultaneous or consecutive neuroblastoma samples from sixty individual patients. Cancer Res 47:4248-
53

Bustin SA, Benes V, Garson JA, Hellemans J, Huggett J, et al. 2009. The MIQE guidelines: minimum
information for publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin Chem 55:611-22

Cao Y, Li H, Deb S, Liu JP. 2002. TERT regulates cell survival independent of telomerase enzymatic
activity. Oncogene 21:3130-8

Cerone MA, Londono-Vallejo JA, Autexier C. 2006. Telomerase inhibition enhances the response to
anticancer drug treatment in human breast cancer cells. Mol Cancer Ther 5:1669-75

Choi J, Southworth LK, Sarin KY, Venteicher AS, Ma W, et al. 2008. TERT promotes epithelial
proliferation through transcriptional control of a Myc- and Wnt-related developmental program. PL0S
Genet 4:e10

Ciccarone V, Spengler BA, Meyers MB, Biedler JL, Ross RA. 1989. Phenotypic diversification in human
neuroblastoma cells: expression of distinct neural crest lineages. Cancer Res 49:219-25

Delhommeau F, Thierry A, Feneux D, Lauret E, Leclercq E, et al. 2002. Telomere dysfunction and
telomerase reactivation in human leukemia cell lines after telomerase inhibition by the expression of a
dominant-negative hTERT mutant. Oncogene 21:8262-71

Dudognon C, Pendino F, Hillion J, Saumet A, Lanotte M, Segal-Bendirdjian E. 2004. Death receptor
signaling regulatory function for telomerase: hTERT abolishes TRAIL-induced apoptosis, independently of
telomere maintenance. Oncogene 23:7469-74

Eggert A, Grotzer MA, Zuzak TJ, Wiewrodt BR, Ho R, et al. 2001. Resistance to tumor necrosis factor-

related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)-induced apoptosis in neuroblastoma cells correlates with a loss
of caspase-8 expression. Cancer Res 61:1314-9

122



Résultats Article

Feng J, Funk WD, Wang SS, Weinrich SL, Avilion AA, et al. 1995. The RNA component of human
telomerase. Science 269:1236-41.

Ferrandis E, Da Silva J, Riou G, Benard I. 1994. Coactivation of the MDR1 and MYCN genes in human
neuroblastoma cells during the metastatic process in the nude mouse. Cancer Res 54:2256-61

Goldschneider D, Horvilleur E, Plassa LF, Guillaud-Bataille M, Million K, et al. 2006. Expression of C-
terminal deleted p53 isoforms in neuroblastoma. Nucleic Acids Res 34:5603-12

Gorbunova V, Seluanov A, Pereira-Smith OM. 2002. Expression of human telomerase (hTERT) does not
prevent stress-induced senescence in normal human fibroblasts but protects the cells from stress-induced
apoptosis and necrosis. J Biol Chem 277:38540-9

Hahn WC, Counter CM, Lundberg AS, Beijershergen RL, Brooks MW, Weinberg RA. 1999a. Creation of
human tumour cells with defined genetic elements. Nature 400:464-8.

Hahn WC, Stewart SA, Brooks MW, York SG, Eaton E, et al. 1999b. Inhibition of telomerase limits the
growth of human cancer cells. Nat Med 5:1164-70.

Helfer B, Boswell BC, Finlay D, Cipres A, Vuori K, et al. 2006. Caspase-8 promotes cell motility and
calpain activity under nonapoptotic conditions. Cancer Res 66:4273-8

Hiyama E, Hiyama K, Ohtsu K, Yamaoka H, Ichikawa T, et al. 1997. Telomerase activity in
neuroblastoma: is it a prognostic indicator of clinical behaviour? Eur J Cancer 33:1932-6.

Hiyama E, Hiyama K, Yokoyama T, Matsuura Y, Piatyszek MA, Shay JW. 1995. Correlating telomerase
activity levels with human neuroblastoma outcomes. Nat Med 1:249-55.

Hopkins-Donaldson S, Bodmer JL, Bourloud KB, Brognara CB, Tschopp J, Gross N. 2000. Loss of
caspase-8 expression in highly malignant human neuroblastoma cells correlates with resistance to tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand-induced apoptosis. Cancer Res 60:4315-9

Hosoi G, Hara J, Okamura T, Osugi Y, Ishihara S, et al. 1994. Low frequency of the p53 gene mutations
in neuroblastoma. Cancer 73:3087-93

Kang TB, Ben-Moshe T, Varfolomeev EE, Pewzner-Jung Y, Yogev N, et al. 2004. Caspase-8 serves both
apoptotic and nonapoptotic roles. J Immunol 173:2976-84

Keshelava N, Zuo JJ, Chen P, Waidyaratne SN, Luna MC, et al. 2001. Loss of p53 function confers high-
level multidrug resistance in neuroblastoma cell lines. Cancer Res 61:6185-93

Lee J, Sung YH, Cheong C, Choi YS, Jeon HK, et al. 2008. TERT promotes cellular and organismal
survival independently of telomerase activity. Oncogene 27:3754-60

Li S, Crothers J, Haqq CM, Blackburn EH. 2005. Cellular and gene expression responses involved in the
rapid growth inhibition of human cancer cells by RNA interference-mediated depletion of telomerase RNA.
J Biol Chem 280:23709-17

Livak KJ, Schmittgen TD. 2001. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative
PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods 25:402-8

Masutomi K, Possemato R, Wong JM, Currier JL, Tothova Z, et al. 2005. The telomerase reverse
transcriptase regulates chromatin state and DNA damage responses. Proc Natl Acad Sci USA 102:8222-7

123



Résultats Article

Meyerson M, Counter CM, Eaton EN, Ellisen LW, Steiner P, et al. 1997. hEST2, the putative human
telomerase catalytic subunit gene, is up- regulated in tumor cells and during immortalization. Cell 90:785-
95.

Mielgo A, Torres VA, Schmid MC, Graf R, Zeitlin SG, et al. 2009. The death effector domains of caspase-
8 induce terminal differentiation. PLoS One 4:€7879

Misawa M, Tauchi T, Sashida G, Nakajima A, Abe K, et al. 2002. Inhibition of human telomerase
enhances the effect of chemotherapeutic agents in lung cancer cells. Int J Oncol 21:1087-92

Nakajima A, Tauchi T, Sashida G, Sumi M, Abe K, et al. 2003. Telomerase inhibition enhances apoptosis
in human acute leukemia cells: possibility of antitelomerase therapy. Leukemia 17:560-7

Nakamura M, Masutomi K, Kyo S, Hashimoto M, Maida Y, et al. 2005. Efficient inhibition of human
telomerase reverse transcriptase expression by RNA interference sensitizes cancer cells to ionizing
radiation and chemotherapy. Hum Gene Ther 16:859-68

Nguyen BN, Elmore LW, Holt SE. 2009. Mechanism of dominant-negative telomerase function. Cell Cycle
8:3227-33

Pantic M, Zimmermann S, Waller CF, Martens UM. 2005. The level of telomere dysfunction determines
the efficacy of telomerase-based therapeutics in a lung cancer cell line. Int J Oncol 26:1227-32

Pendino F, Flexor M, Delhommeau F, Buet D, Lanotte M, Segal-Bendirdjian E. 2001. Retinoids down-
regulate telomerase and telomere length in a pathway distinct from leukemia cell differentiation. Proc Natl
Acad Sci U S A 98:6662-7.

Pendino F, Tarkanyi I, Dudognon C, Hillion J, Lanotte M, et al. 2006. Telomeres and telomerase:
Pharmacological targets for new anticancer strategies? Curr Cancer Drug Targets 6:147-80

Poynter KR, Sachs PC, Bright AT, Breed MS, Nguyen BN, et al. 2009. Genetic inhibition of telomerase
results in sensitization and recovery of breast tumor cells. Mol Cancer Ther

Preto A, Singhrao SK, Haughton MF, Kipling D, Wynford-Thomas D, Jones CJ. 2004. Telomere erosion
triggers growth arrest but not cell death in human cancer cells retaining wild-type p53: implications for
antitelomerase therapy. Oncogene 23:4136-45

Rebe C, Cathelin S, Launay S, Filomenko R, Prevotat L, et al. 2007. Caspase-8 prevents sustained
activation of NF-kappaB in monocytes undergoing macrophagic differentiation. Blood 109:1442-50

Reynolds CP, Zuo JJ, Kim NW, Wang H, Lukens JN, et al. 1997. Telomerase expression in primary
neuroblastomas. Eur J Cancer 33:1929-31.

Rosen N, Reynolds CP, Thiele CJ, Biedler JL, Israel MA. 1986. Increased N-myc expression following
progressive growth of human neuroblastoma. Cancer Res 46:4139-42

Roth A, Vercauteren S, Sutherland HJ, Lansdorp PM. 2003. Telomerase is limiting the growth of acute
myeloid leukemia cells. Leukemia 17:2410-7

Santos JH, Meyer JN, Van Houten B. 2006. Mitochondrial localization of telomerase as a determinant for
hydrogen peroxide-induced mitochondrial DNA damage and apoptosis. Hum Mol Genet 15:1757-68

Sarin KY, Cheung P, Gilison D, Lee E, Tennen RI, et al. 2005. Conditional telomerase induction causes
proliferation of hair follicle stem cells. Nature 436:1048-52

124



Résultats Article
Segal-Bendirdjian E, Jacquemin-Sablon A. 1995. Cisplatin resistance in a murine leukemia cell line is
associated with a defective apoptotic process. Exp Cell Res 218:201-12

Smith LL, Coller HA, Roberts JM. 2003. Telomerase modulates expression of growth-controlling genes
and enhances cell proliferation. Nat Cell Biol 5:474-9

Stupack DG, Teitz T, Potter MD, Mikolon D, Houghton PJ, et al. 2006. Potentiation of neuroblastoma
metastasis by loss of caspase-8. Nature 439:95-9

Tauchi T, Nakajima A, Sashida G, Shimamoto T, Ohyashiki JH, et al. 2002. Inhibition of human
telomerase enhances the effect of the tyrosine kinase inhibitor, imatinib, in BCR-ABL-positive leukemia
cells. Clin Cancer Res 8:3341-7

Teitz T, Lahti JM, Kidd VJ. 2001. Aggressive childhood neuroblastomas do not express caspase-8: an
important component of programmed cell death. J Mol Med 79:428-36

Teitz T, Wei T, Valentine MB, Vanin EF, Grenet J, et al. 2000. Caspase 8 is deleted or silenced
preferentially in childhood neuroblastomas with amplification of MYCN. Nat Med 6:529-35

Tweddle DA, Malcolm AJ, Bown N, Pearson AD, Lunec J. 2001. Evidence for the development of p53
mutations after cytotoxic therapy in a neuroblastoma cell line. Cancer Res 61:8-13

Ward RJ, Autexier C. 2005. Pharmacological telomerase inhibition can sensitize drug-resistant and drug-
sensitive cells to chemotherapeutic treatment. Mol Pharmacol 68:779-86

Zhang X, Mar V, Zhou W, Harrington L, Robinson MO. 1999. Telomere shortening and apoptosis in
telomerase-inhibited human tumor cells. Genes Dev 13:2388-99.

125



Article

Résultats

[ odnlitg g e Ag

- 0sl 0ol 0% 1 shEp
- . : 5 ) i m
i, - | 0T el
“ sz 2
T
[
TEETOLT gl
c¥ Ll | =
K] AF= m
[
99 nL z
[ MO LA A3 RN H_
o E——— D (1
TN ST T RE-TERN T 4 iV TOR A A T HOdv5
M3 L A3 9] Ony
i WOMET L
14314
.uw....u. . ....n_.....ﬁ el . —T * 1 U
ONE O EEEITEYY) L3l HEE: .
el g Bl
e’ ] we =
e o w2 g
e N ws =
toi ‘m e 1L H3 YA %M =
=T N 449 T d
L B fuin —_— oa
£ L
& . ey e ¥
! AT e =7
-.. .- ._. 4 ® i qv m w
-t 11 05 FE
s o
z T L
00sC  05¢) oo 7

1H3I4-NT ER=EIE ST A

126



Article

Résultats

Z 2inbi je 12 Awes

(ASE) HOGYD — | . e

(@ir9) 2ANEN —= ~ N

(@0g) ran —| e = .

(@oFiry) 35N — —-—

NO 1M A3

uonaajul jsod
gz1a
L6-N-H9)|

§.95F€cC |l

8/9G8vEC |

INisd

[I2eH

14H314Nd

IH3LUIM

127



Article

Résultats

O ainhig B8 AL
g6 I UNT & unadsainels, Uat Wb UnOL ¥ H L Utz wrlnl 14510 [0S

Geld

LHILUNA LHILN I L LHILWHT LHIL0 1 LE| LHILNHO THILN 1M hE! LHILWHD LHIL0 1M LE|

NI E g Ty e [ LU E L R LR T B N IREIY (VO LA L IR NE SR

HE 05 & 0T 0 Q0T 20T 25 57 0 a o f 1] 0aT - 0y 5 D 07 00T s s 0 TT % ER ]
| i
% % ' _E: :
| T
Usy : . E baT
Wl
neT
5410
r 1]
_ 3 of
- 0&
gl NP
Uye % : s oo
o] - )
0%k
colb

IR-EIUNEaN | 11U 0 A3 0
Uopdajursedeyl g topaajuHsod 6o g

{|ouos o 9,
ucielajoid |8

128



Article

Résultats

¢ aunbiy e 2 fueg

g O¥se}
o — 5 g
i el Py [,
..d.uu.nnn.u..-.
T - - + jmesd
Pt 1 — | |-z %2 g E50
MO 418 3 MNILN A3 HO LWL A3
gzt g2l 0l Lo aled
9 g
{ gzt

foazas]
I [ —— p— * o sepdeen)
ADIEERL] LA
= | | —|% idopen  [esd
52 X3 wdhn)
MO 1w A3 oMo Lw o AE] MO W NS | NO-Lw A3
%L Sl o8 | ¥rid uoipaiurend alden
v
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B. Résultats complémentaires

1. L’inhibition de la télomérase influence le dest des neuroblastome via un mécanisme

télomere-indépendant: Induction de la différenciaton et sensibilisation a l'apoptose.

1.1. Les cellules IGR-N-91 hTERT-DN présentent une dimiation de
I'expression des protéines TRF1, TRF2 et PARP-1

Les résultats présentés dans l'article précedeminerdt que la télomérase est capable de
moduler I'expression de certaines protéines notamcelles impliquées dans la signalisation
apoptotique. En complément de cette étude, noussaxaulu déterminer si des variations des
niveaux de la télomérase affecteraient 'expresdemprotéines télomériques TRF1 et TRF2,
toutes deux impliquées dans l'intégrité et a lagmtoon des téloméres. Les résultats présentés
figure 17Amontrent que I'expression des protéines TRF1 diZIRais également celle de la
protéine PARP-1 qui est impliquée dans la recosaace des dommages a I'ADN sont
diminuées dans les cellules hTERT-DN. La diminutienla quantité de ces deux protéines
dans ces cellules pourrait engendrer une "déprotéctdes télomeres contribuant a la
sensibilisation a I'apoptose induite par les agphsrmacologiques utilisés dans notre étude.
Ceci interviendrait en I'absence de modificatioigmsicatives de la longueur des téloméres.

J128
A postinfection

V.V. WT DN

sy s —— 4— PARP (116kD)

— . —— TRF2 (66kd)

T

- e wse <— GAPDH (38kD)
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B

Jours
post-infection 21 80 115 160

V.V. WT DN [(V.V. WT DN|V.V. WT DN ([V.V. WT DN
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Figure 17: hTERT-DN diminue I'expression des protdies TRF1, TRF2 et
PARP-1 sans modification notable des niveaux de tnacrits de TRF2 et PARP-1. A.
Les extraits protéiques sont préparés a partircdgles IGR-N-91 cultivées 128 jours
apres transduction et sont analysés par immuneblattilisant les anticorps indiqués.
L’expression en ARNm des protéines correspondagesvaluée par RT-PCR classique.
V.V.= vecteur vide, WT=hTERT-WT, DN=hTERT-DN

J170
post infection
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Figure 18 : Le traitement des cellules surexprimanhTERT-DN par un inhibiteur du
protéasome ne restaure pas une accumulation des pémes TRF2 et PARP-1Les extraits
protéigues sont préparés a partir des cellulegémidurant 6h avec 2,5uM de l'inhibiteur du
protéasome MG132 et sont analysés par immunoblattiégsant les anticorps indiqués. La
protéine Id1 (inhibitor of DNA binding 1) est utte comme contrdle de l'efficacité du
MG132 et la glyceraldehyde 3 phosphate deshydregeii@APDH) comme contrdle de
charge. V.V.= vecteur vide, WT=hTERT-WT, DN=hTERTND

Contrairement a TRF1, la diminution de la quandieprotéines TRF2 et PARP-1 ne
serait pas le résultat d’'une régulation transaiptelle. En effet, la quantité de chacun des
transcrits mesurée par RT-P@Rgure 17B)ne semble pas étre significativement modifiée.
Ces observations nous ont donc conduit & envishggpothese d’'une régulation post-
traductionnelle faisant intervenir la voie du @adome (Herbst et al., 2004; Sears, 2004).
Cependant I'ajout d’un inhibiteur du protéasome (\8@) a la culture cellulaire ne modifie
pas le profil d’expression des protéines TRF2 eRPAL (Figure 18) En revanche, nous
observons une accumulation de la protéine Id1 foika dans les cellules témoins et les
hTERT-WT et —DN ce qui témoigne de l'efficacité ddG132 dans l'inhibition de la
dégradation de cette protéine par le protéasohmesi, ces résultats suggerent que la
diminution des protéines TRF2 et PARP-1 dans les IB-N-91 surexprimant hTERT-DN
n'est pas le résultat d’'une augmentation de la dégdation spécifique par la voie du
protéasome et laisse a penser que dautres mécanesnde régulation pourraient

intervenir dans ces cellules.

1.2. L’expression ectopique I’hTERT-WT ou hTERT-DN ne malifie pas la
sensibilité des cellules SK-N-BE(2), SK-N-AS et SHP aux agents cytotoxiques

Nous avons également cherché a évaluer la répapsptotique au cisplatine, a la
staurosporine et I'étoposide ainsi qu'a TRAIL dareutres lignées de neuroblastome plus ou
moins sensibles aux agents chimiothérapeutique®, des caractéristiques sont présentées
tableau 6 Contrairement a ce que nous avons observé dan&R-N-91, la modulation du
niveau d'activité télomérase par I'expression eicfop d’'hTERT-WT ou hTERT-DN ne
semble pas modifier la sensibilité des cellulesNeBE(2), SK-N-AS et SH-EP a 'apoptose
induite par la staurosporine, le cisplatine, I'@sipe, TRAIL et par la combinaison
cycloheximide+TRAIL (Figure 18) Néanmoins, ces expériences ont été réaliséed@eu

temps aprés l'infection rétrovirale et il n'est pasclu que la sensibilisation a I'apoptose
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induite par ces mémes agents n’'est pas eu le tdmpe mettre en place dans les cellules
hTERT-DN. De plus dans les SK-N-BE(2), nous avarmarqué une perte de I'expression
des vecteurs en quelques semaines, visible par diectoissance de la fluorescence émise par
la GFP. Cette perte d’efficacité des transgeness naucontraint a interrompre nos
expérimentations dans cette lignée. D’autre partellules SH-EP sembles étres au départ
particulierement sensibles a I'ensemble des agsitdoxiques testés, ce qui rend peut étre
plus complexe I'observation d’'un effet du mutart TERT sur la chimiosensibilisation de la
lignée SH-EP hTERT-DN. Enfin, il n’est pas excliedunhibition de I'activité télomérase ne

soit pas suffisante pour restaurer une sensibdisatans les trois autres lignées.

SHEP SK-N-AS IGR-N-91 SK-N-BE2
Stade 4 4 4 4
(chimiorésistant) (chimiorésistant) (chimiorésistant)
Caract. Issu de 2 sous Patiente 8mois | Patient 8mois Patient 22 mois
clonage de la SK- Métastase MO | Métastase MO Métastase MO
N-SH (patiente de Aprés chimio Résistante a thérapie
4 ans) ADR+VCR antérieure RT, ADR,
VCR,Cycloph,actino
Type S N I
Non neuronal §hwann/glialimelan.) Neuroblaste immature mixte
N-MYC 1 copie 1 copie Amplifié Amplifié (HSR)
(HSRs+DMs)
Del 1p ? Oui Oui Oui +t(1)p
t(17) ? Non Non Oui
Statut p53 WT Muté Muté Muté
Caspase 8 positive positive négative négative
Caspase 10 ? positive négative négative

Tableau 6 : Caractéristiques cliniques et biologiges des quatre lignées de neuroblastomes.
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Oshep MIGR V.V
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Figure 19 : la surexpression ’'hTERT-WT ou hTERT-DNn’influence pas la viabilité des
cellules soumises a un traitement de 48h par diffénts agents cytotoxiqueslLa viabilité des
cellules SH-EP, SK-N-AS, et SK-N-BE(2) est évalyggr un test WST-1 aprés deux jours
d'exposition a des concentrations variables deragparine, cisplatine, TRAIL, cycloheximide
(CHX) et d’étoposide. Elle est exprimée en pouragatde densité optique par rapport aux cellules
témoin:.
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2. Régulation de hTERT et autres modifications en répase a ’ATRA dans 4 lignées

de neuroblastomes

Les neuroblastomes sont des tumeurs qui présdateatractéristique particuliere de
régresser spontanément (Knudson and Meadows, 1980).dehors de tout traitement,
certains neuroblastomes, méme ¢s’ils présentent hesastases, sont capables de
completement régresser ou de se différencier spémtant en une tumeur bénigne appelée le
ganglioneurome (Cushing and Wolbach, 1927). L'okstton de cette différenciation
tumorale spontanée chez les patients a conduithiesheurs a étudier ce mécanismeitro,

en utilisant des agents différenciants comme lacétinoique tout trans (ATRA).

Les réponses observées au cours des étnddso et la faible toxicité de cet agent
constaté lors des études de phase |, ont condester I'acide rétinoiquan vivo. Des études
randomisées ont montré que l'acide 13 cis rétiroégministré en traitement d'entretien chez
des patients atteint de neuroblastomes de hautieriggtade 4 ou tumeur avec une
amplification de N-Myc) présente un intérét clinégpuisque ces patients ont une probabilité
de survie supérieure de 15 % environ par rappograwpe témoin (Matthay et al., 1999). Les
résultats de cette étude ont conduit & une motiditades protocoles thérapeutiques et a
I'introduction d'un traitement d'entretien par id@crétinoique chez les patients atteints de

neuroblastomes a risque de récurrence élevé.

Dans études menées sur le modele de Leucémie Riguidyelocytaire (LAP) dans
notre laboratoire ont montré que I’ATRA inhibe lartscription de hTERT et que cette
répression peut étre associée a la différenciatielfulaire mais aussi en étre dissocié
(Pendino et al., 2001). Le neuroblastome comme A#® ltésulte d'un blocage dans le
processus normal de différenciation et répond ertiepaa I'ATRA. Les cellules de
neuroblastome peuvent exprimer de multiples phémsty(N, S ou I). Ces possibilités de
maturation et de régression spontanée font du blEstome une tumeur tout a fait
particuliere.Ainsi, nous avons voulu déterminer si la régulationde la télomérase par
I’ATRA est corrélée a la différenciation cellulaire ou peut en étre dissociée comme dans

le modele de LAP et comprendre les mécanismes ddtegégulation.
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2.1 Evaluation de la morphologie et de la prolifératiom cellulaire des lignées

de neuroblastomes lors d’un traitement par 1uM d’ATRA

Le neuroblastome est issu de la transformationgmelde neuroblastes dérivés des crétes
neurales primordiales. A linstar des neuroblastesmaux, les neuroblastes tumoraux
peuvent se différencier en cellules neuronalessapnéraitement a I'acide rétinoique (Brown
et al., 2005; Chu et al., 2003; Hahn et al., 2@8ell, 1982).

In vitro, 'ATRA induit une différenciation neuronale desllales neuroblastiques qui
se traduit au niveau morphologique par un phénordéngroissance neuritique et d’agrégats
cellulaires de type pseudoganglions. Au niveau oubédre, cette différenciation est
caractérisée par l'augmentation de I'expressionceleains marqueurs neuronaux. L’'acide
rétinoigue induit également une diminution de l'egsion de I'oncogéne N-Myc (Thiele et

al., 1985) et un ralentissement de la croissanibaaiee.

Nous nous sommes ainsi intéressés a caractaisépdnse a 'ATRA dans 4 lignées
de neuroblastomes qui different dans leurs caiatitRres phénotypiques et génotypiques.
Nous avons utilisé, deux lignées de type « S » cuw@nnien (SH-EP et SK-N-AS), une
lignée de type « N » ou Neuroblastique (IGR-N-31)ree autre de type « | » ou Intermédiaire
(SK-N-BE(2)

Les cellules de type N (neuroblastique) présentast morphologie de neuroblastes
immatures (petites cellules arrondies) et sont ll@gade processus neuronaux. Les cellules
de type S (schwannien) contrairement aux cellueesyde N, sont de nature non-neuronale
(Ciccarone et al., 1989; Ross et al., 1983) et wrg morphologie plutdt allongée dite
« fibroblastic-like ». Les cellules de type |, quaa elles, présentent un phénotype
intermédiaire qui leur donne la possibilité de g&encier en cellules de type N ou S (Ross
et al., 2003; Ross et al., 1995) et sont considép@e certains comme cellules des souches

cancéreuses de la créte neurale (Ross et al., Ro@3;et al., 1995; Walton et al., 2004).
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Figure 20 : Morphologie et courbes de croissance dignées de neuroblastomes
traitées ou non par 1uM d’ATRA. Micrographies en contraste de phase des lignées de
neuroblastomes. A gauche, les cellules contréletraitées ; a droite les cellules traitées par
1uM d’ATRA (8 et 15 jours de traitement). La prélifition cellulaire est exprimée en
doublements de population. Courbes bleues = Celhua traitées ; Courbes rouges = cellules
traitées par 1uM d’ATR

Nos résultats présentés dans figure 20 montrent que le traitement a l'acide
rétinoique tout trans (ATRA) a dose pharmacologique (1uMipduit un changement
morphologique des lignées IGR-N-91 et SK-N-BE(2), sg traduit par un allongement des
cellules, la formation d’excroissances de typeritesi caractéristique de la différenciation
neuroblastique et I'agrégation des cellules soumrame de pseudoganglions (SK-N-BE(2)
seulement). Aprés une semaine de traitement, diebke des cellules de ces deux lignées
commencent a acquérir un aspect différencié gniesisifie a 15 jours de traiteme(Rtigure
19). En effet, a ce stade les neurites se sont alengé on peut apercevoir une sorte de
« réseau neuritique » qui s’établit entre les teslu

De plus, l'induction de ce processus de différetimmaest associée a un ralentissement
de la croissance cellulaire. En revanche, le treet& par 'ATRA n’entraine ni ralentissement
de la croissance ni de différenciation neuritigaaslles 2 lignées de type « S » (SH-EP et

SK-N-AS).
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2.2. Le traitement par ’ATRA conduit a la dégradation des récepteurs
nucléaires RARu et RXRa,

Les rétinoides, qu’ils soient naturels ou de sysghéont capables de réguler un grand
nombre de fonctions cellulaire. L'activité de cesidés de la vitamine A est assurée par les
facteurs nucléaires RAR et RXR. L'ATRA active pr&iétiellement les récepteurs RAR. En
revanche, il peut étre métabolisé en 9-cis RA quiesa la fois a RAR et a RXR. Il semblerait
qgue la signalisation ATRA et l'inhibition de cros@se observée dans les neuroblastomes
s’exercent en réalité par une action des récepsaus la forme hétérodimérigue RAR/RXR
(Giannini et al., 1997).

Nous avons donc vérifié par immunodétection, qeecklules exprimaient bien les
récepteurs de I'acide rétinoique notamment RARRXRy (Figure 21) Il est décrit que les
récepteurs nucléaires sont dégradés par la voieprdtéasome aprés leur activation
transcriptionnelle par leurs ligands naturels (&tual., 1999a). Afin de vérifier que ces
récepteurs étaient bien activés par 'ATRA, nousmngvanalysé I'expression protéique des
récepteurs RAR et RXRu apres traitement par cet ag€higure 20) D’aprés lafigure 2Q
chacune des lignées de neuroblastome exprime depteiirs RAR et RXRu. Nous avons
également observé une diminution des bandes comdapt a RAR et RXRu lors du
traitement prolongé par 'ATRA 1uM dans toutesllgaées de neuroblastomes a I'exception
des cellules SK-N-BE(2). La dégradation des récgpt®XRr mais aussi celle de RAR
semble étre maximale dans la lignée IGR-N-91 sénsibla différenciation par 'ATRA.
L’absence de dégradation de ces 2 récepteurs ddigaée SK-N-BE(2) peut étre interprétée
comme une conséquence de la résistance a l'adideigie qui semble s’opérer au dela du
premier mois de traitement. D’autres études vigatdractériser '’émergence de la résistance
a 'ATRA dans la lignée SK-N-BE(2) au-dela du preminois de traitement sont nécessaires
pour étayer cette hypothése. Ainsi, I'absence genge a I'ATRA dans les lignées de type

« S » ne peut pas étre attribuée a une absenéeelgeurs a 'ATRA.
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SH-EP SK-N-AS IGR-N-91 SK-N-BE(2)

- * - * - * - * ATRA1uM J40

& [@® ow|w= [* @& { RARC (5055 kD)
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Figure 21: Expression protéique des récepteurs nughires RARn et RXRa, au cours
d’'un traitement par 'ATRA (1uM). Les extraits protéigues sont préparés apres qesja@unts
de traitement par 'ATRA (1uM) et sont analysés pamunoblot en utilisant les anticorps
indiqués.

2.3. Le traitement par ’ATRA entraine une modulation des marqueurs

phénotypiques

Afin de mieux caractériser cette différenciatiom sn plan moléculaire nous avons
tout d’abord entreprit de rechercher des marqueuoséiques spécifiques permettant de
discriminer les phénotypes « N » de ceux de tyBex<Nous avons alors évalué I'expression
de marqueur du type « N » et de type « S » dankgleses de neuroblastomes en dehors de

tout traitement puis en réponse a 'ATRA.

Parmi les marqueurs neuroblastiques connus, noosisatesté l'expression de
I'énolase spécifique des neurones. Nous avons régalecaractérisé ceux de type « S »
comme la vimentine, le filament intermédiaire duwosguelette (Mergui et al.; Walton et al.,
2004), le récepteur membranaire CD44 et l'alphase, une protéine impliqué dans la
réticulation des filaments d’actine (Walton et 2D04).

Nous avons testé différents anticorps et avonstatingue beaucoup des marqueurs
décrits dans la littérature ne sont finalement g@adusif du phénotype « N » ou « S ». En
revanche, se sont plutdt les niveaux de ces margjyeatéiques (faible ou important) et la
combinaison de plusieurs de ces marqueurs qui peteneenseigner sur la nature du type
cellulaire. Contrairement a ceux que nous atterglionl’expression de la vimentine ni celle
de l'alpha-actinine ne permet de discriminer leatogilignées en un profil de type « N » ou
« S». En effet, en dehors de tout traitement, emouve des niveaux protéiques assez
comparables dans ces quatres lignées. En revamthpeut constater que le CD44 est hyper-
exprimé dans les lignées de type « S » SH-EP eN&S en comparaison avec les deux
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autre lignées IGR-N-91 et SK-N-BE(2), de type « Btx | » respectivement. En accord avec
la littérature, la NSE semble étre plus expriméasda lignée de type « N » IGR-N-91 que
dans les autres lignées non neuroblastigbegire 22) Ainsi, le CD44 et la NSE pourraient
donc étre de « bons marqueurs » pour discrimireetigeées de type « N » (CD44 faible et
NSE forte) de celle de type « S » (CD44 fort et N&iBle) mais aussi pour caractériser une
différenciation vers un lignage de type neurobtasti ou schwannien selon l'agent
différenciant utilisé.

Au vu de ces premiers résultats, nous avons dorerclcd a caractériser la
différenciation induite par I'ATRA. En effet, I'dervation microscopique de neurites et de
pseudoganglions dans les cellules IGR-N-91 et SBEYR2) en réponse a I'ATRA, laisse
présager une différenciation de type neuronalepi@=mlafigure 21, on peut voir que 'ATRA
entraine une augmentation de I'expression de tiactiniguement dans les lignées IGR-N-91
et SK-N-BE(2), sensibles a la différenciation indupar I'ATRA. Cette augmentation de la
guantité d’actine au cours du processus de difééation pourrait étre le reflet du remodelage
dynamique du cytosquelette au cours de la croigsaearitique induit par I'ATRA (Ulloa et
Avila, 1996). Cette variation de la quantité d’aetiau cours du traitement différenciant nous
a conduit a choisir la GAPDH (Glyceraldehyde 3-git@te dehydrogenase) comme contréle
de charge puisqu’aprés vérifications elle n'appgras étre soumise a régulation dans notre
modéle d’étude.

On peut également observer une augmentation plusains forte de I'expression du
marqueur neuroblastique NSE ainsi qu'une diminudanCD44 dans les cellules IGR-N-91
et SK-N-BE(2) en réponse a I’ATRA, alors que dassdellules de type « S » I'expression de
ces deux protéines ne semblent pas étre affect€epamaitemeniFigure 21) Ce dernier
résultat signifie que la différenciation induiter pacide rétinoique dans les cellules IGR-N-
91 et SK-N-BE(2) tend bien vers un lignage de typaronal puisque les marqueurs de type
« N » semblent étre induit et ceux de type « Smirdiés.

Il est intéressant de noter que dans les IGR-Ne&xlSK-N-BE(2) et les SK-N-AS, le
traitement par 'ATRA entraine I'apparition de basdsupplémentaires reconnues par
I'anticorps dirigé contre la vimentingigure 21) Ce résultat laisse supposer que ces bandes
correspondent a des fragments de vimentine. Lafisigtion de ce résultat doit étre évaluée

par des expériences complémentaires.
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Les résultats que nous avons obtenus de I'étud&a deodulation des marqueurs
protéiques sélectionnés nous ont permis de validealyse visuelle de la morphologie
cellulaire. Ainsi, les différentes lignées de ndiiastomes sélectionnées nous permettent

d’analyser I'expression de hTERT en fonction deelgonse au traitement par 'ATRA.

SH-EP  SK-N-AS IGR-N-91 SK-N-BE(2)
- *+ - + - * - +* ATRA1uM J40

o o D e |+ | CD44 (80 kD)

‘--T‘ Vimentine (57/60 kD)
—— = et vimentine clivée

) S NSE (44/46 kD)
T — —— Actine (42 kD)

a-actinine (100 kD)

e R PR —— GAPDH (38 kD)

Figure 22: Expression protéigue de marqueurs de Ildifférenciation au cours d’un traitement

par 'ATRA (1uM) dans les lignées de neuroblastomed.es extraits protéiques sont préparés
apres quarante jours de traitement par 'ATRA (1jeM¥ont analysés par immunoblot en utilisant
les anticorps indiqués.

2.4. Le traitement par ’ATRA diminue la quantité de tr anscrits de hTERT et
I'activité télomérase dans les lignées IGR-N-91 &K-N-BE(2)

Des études antérieures réalisées au sein du lalveratir des lignées établies a partir
d’'un patient atteint de leucémie aigué promyélaicgt ont montré que les rétinoides
exercent une régulation négative de hTERT qui g associée au processus de
maturation ou en étre dissocié. Nous avons donku\gavoir si un traitement a des doses
pharmacologique d’ATRA (1uM) pouvait aussi réprinfierpression de hTERT dans les

lignées de neuroblastomes et si cette modulatiofad€élomérase était corrélée a un
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phénomeéne de différenciation. Pour cela les guareées de neuroblastomes ont été
traitées en présence ou non d' 1uM d’ATRA puis diession d’hTERT ainsi que

I'activité télomérase ont été évalués.
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Figure 23: Traitement des lignées de neuroblastomemar 'ATRA 1uM: expression
en ARNm de hTERT et activité téloméraselLes lignées de neuroblastomes sont traitées par
'ATRA 1uM. Aux temps indiqués, I'expression en ARNde hTERT a été quantifiée par RT-
QPCR a laide du kit “Light Cycler FastStart DNA BtarPLUS SYBR Green” (Roche
Diagnostics, Meylan, France). Les taux d’hTERT ét# normalisés a I'expression du géne de
référence glyceraldehyde 3 phosphate deshydrogef@&®DH). Aux temps indiqués, des
extraits protéiques ont été préparés et l'actitétbomérase (AT) a été mesurée selon les
instructions du kit « Telomerase Polymerase ChaieacRon (PCR) Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA)» (Roche Diagnosticsylslie, France). L'activité télomérase est
exprimée en pourcentage de celle détectée dansllekes SH-EP non traitées.

Les lignées étudiées présentent une expressiasgend de hTERT différente qui
résulte en des niveaux d'activité télomérase vimsal’apres Idigure 23 le traitement des
cellules par 'ATRA 1uM induit une inhibition de altivité télomérase résultant de la
diminution du taux de transcrit de hTERT uniquemgsms les lignées IGR-N-91 et SK-N-
BE(2). En effet, ni l'activité télomérase ni I'exgssion de ce méme messager ne semblent
varier dans les lignées de type « S » SH-EP et SKSNFigure 22) Cette diminution de
I'activité télomérase reflete une forte répresdmamscriptionnelle de la sous-unité catalytique

de la télomérase hTER(Figure 22) Annoter qu’au dela du premier mois de traitenmmnt
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hY

assiste a une réactivation de la télomérase dansSkeN-BE(2) qui se traduit par une
réapparition de I'activité télomérase basale dtedgression de 'TARNm d’hTERT. De fagon
surprenante, cette réactivation de la télomérass ts cellules SK-N-BE(2) aboutit a un
rallongement des télomer@sigure 24) Deux explications peuvent étre envisagees. lraetg
SK-N-BE(2) étant particulierement hétérogene, il gsssible que 'acide rétinoique lors du
traitement prolongé ait entrainé la sélection driles ayant une forte activité télomérase et
des télomeéres plus longs (les cellules ayant demétes les plus courts auraient alors été
éliminées au court du traitement). La réactivatittnla télomérase dans les cellules ayant
initialement réprimé hTERT, pourrait également eyer ce phénomene. Enfin, dans les
lignées SH-EP et SK-N-AS, la taille des téloméesta globalement inchangée puisque dans
ces cellules l'activité télomérase n’est pas régudar 'ATRA. En revanche, dans les IGR-
N-91 les télomeres restent stables, malgre lefarbke niveau d’activité télomérase atteint en
réponse a 'ATRA(Figure 22 et 23)Cette absence de raccourcissement télomériguelesn
IGR-N-91 peut étre expliquée par I'inhibition deisisance induite par 'ATRA observé au

cours de la différenciation.
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Figure 24: Evolution du profil de la longueur des éloméres lors du traitement long
par 'ATRA 1uM dans les lignées de neuroblastomed.es lignées de neuroblastomes sont
traitées par 'ATRA 1uM. Aux temps indiqués, les W@es cellules de neuroblastome traitées au
long cours par 'ATRA 1uM ont été extraits. La mesde la longueur des télomeéres a été réalisée
a partir par la technigue utilisant une sonde fodahimioluminescente du kit « TeloTAGGG
Telomere length » commercialisé par Roche Diago®giMeylan, France). La taille moyenne des
téloméres était déterminée en comparant le signalarqueur de masse moléculaire. La longueur
des télomeéres est exprimée en kilo-paire de badg® (k
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2.5. Le traitement par I'ATRA diminue I'expression de I'oncoprotéine N-Myc

L’ATRA est un agent pharmacologique connu pour dumer I'expression de N-Myc
dans les neuroblastomes (Matsuo and Thiele, 1998\ également été rapporté que
I'inhibition de N-Myc par l'acide rétinoique pouitapermettre la déséquestration d’un
inhibiteur du cycle cellulaire, p27, et ainsi eimiex un arrét des cellules en phase G1 du cycle
cellulaire (Matsuo and Thiele, 1998).

Dans notre étude, I'analyse de I'oncoprotéine N-Myar immunoblot(Figure 24)
montre que les deux lignées N-Myc amplifié IGR-N-8fL SK-N-BE(2) expriment une
quantité importante de protéine N-Myc par rappart dgnées SH-EP et SK-N-AS qui ne
possédent qu'une seule copie du gene. En effets ¢tk lignées SH-EP et SK-N-AS,
I'expression de la protéine est trop faible poue @énmunodétectée. Comme attendu, nous
avons pu observer une disparition de la bande gmorelant a N-Myc en réponse a un
traitement long par 1uM d’ATRA dans les lignées 81 et SK-N-BE(2). Nous avons
également pu observer un ralentissement de lafgmation uniquement dans ces deux types
cellulaires(Figure 24) Nos résultats suggerent donc que I'ATRA dimirieggdression de N-
Myc et que cette inhibition semble étre coupléecaun ralentissement de la croissance

cellulaire.

SH-EP SK-N-AS IGR-N-91 SK-N-BE(2)
- * = * - + - o+ ATRA1pM J40

NMYC (64 kD)
S — e e —— =~ | GAPDH (38 kD)

Figure 2t: Le traitement par I'ATRA (1uM) in hibe I'expression de -MYC. Les
extraits protéiques sont préparés apres quaramte gie traitement par 'ATRA (1uM) et sont
analysés par immunoblot en utilisant les anticamgi&jués.

2.6. Le traitement par ’ATRA induit la réexpression de la caspase-8 dans
deux lignées de neuroblastomes sensibles a la diffiéciation par les rétinoides
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Dans une large variété de cancers pédiatriquermméant dans les neuroblastomes N-Myc
amplifié, la caspase-8 est fréquemment inactivéeupamécanisme de délétion allélique ou
par hyperméthylation de 'ADN (Teitz et al., 200Des études réaliséasvitro et dans des
modeles animaux, ont montré que la perte de I'esgina de la caspase-8 est impliquée dans
la formation de métastases et la résistance awapies médicamenteuses (Muhlethaler-
Mottet et al., 2003; Muhlethaler-Mottet et al., 20Gtupack et al., 2006; Teitz et al., 2006).
Le traitement de neuroblastomes chimiorésistantsl'gaN-vy, par le fenrétinide, par des
agents déemeéthylants ou par I'expression de vec&ttoviraux codant la caspase-8 permet de
re-sensibiliser les cellules a certains agentstoyigues (Fulda and Debatin, 2006; Fulda et
al., 2001; Muhlethaler-Mottet et al., 2003; Muhkgd#dr-Mottet et al., 2004; Raguenez et al.,
2009).

La fonction importante de la caspase-8 dans lesobtastomes, nous a conduit a
examiner le role de 'ATRA sur I'expression de eeftrotéine. Contrairement aux cellules
SH-EP et SK-N-AS, les lignées IGR-N-91 et SK-N-BE€Rpriment de tres faible quantité de
caspase-8 au niveau basal, comme le mdatfigure 26 A et BUn traitement par 'ATRA
permet la réexpression de la caspase-8 via unetindude sa transcriptioffrigure 25)dans
ces deux lignées. Dans les cellules de type 4’'8PRA ne semble pas modifier le niveau de
la protéine, déja important en dehors de toutemaéint. Des études récentes rapportent que la
restauration de I'expression de la caspase-8 damngdllules IGR-N-91, par un traitement
avec un rétinoide de synthese, le fenrétinide aurdgiatroduction stable de la protéine, est
suffisante pour restaurer le processus apoptotigii@lement déficient dans cette lignée
(Muhlethaler-Mottet et al., 2003; Muhlethaler-Mdté&t al., 2004; Raguenez et al., 2009). Au
vu de nos résultats et en concordance avec ceenation nous avons voulu tester
I'hypothese selon laquelle la réexpression de $pase-8 dans les lignées IGR-N-91 et SK-
N-BE(2) en réponse a I’ATRA pourrait sensibilisesccellules a I'apoptose. Nous avons
donc pré-traité les cellules IGR-N-91 par 'ATRArmafl'induire la réexpression de la caspase-
8 puis ajouté au milieu de culture 10uM de cispmtiurant 48h. Les résultats présentés dans
la figure 27 montrent que la réexpression de la caspase-8 ldatignée IGR-N-91 par
I’ATRA ne suffit pas a sensibiliser les cellule$apoptose par le cisplatine. Contrairement a
'ATRA, le fenrétinide est plus efficace pour indeiiun processus apoptotigue que la
différenciation des neuroblastome et semble éure pfficace pour induire la mort cellulaire
des neuroblastomes résistant a I'acide rétinoigieedlifférence de réponse a I'apoptose
dans les IGR-N-91 peut donc étre expliqué paritatfité relative du fenrétinide par rapport a

I’ATRA pour induire la mort des cellules (Ponzoniad, 1995; Reynolds, 2000) ou par le fait
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gue le niveau de réexpression de la caspase-& palufrATRA est peut étre insuffisant pour

permettre l'initiation de la cascade apoptotiquesdrait également intéressant de tester

d’autres molécules cytotoxiques, notamment lesntigades récepteurs de mort comme

TRAIL ou le TNFo.

SH-EP  SK-N-AS IGR-N-91 SK-N-BE(2)

- 4+ - * - + - * ATRA1uM J40
e e —_ Procaspase-8 (50/55 kD)
GAPDH (38 kD)
B

IGR-N-91| SK-N-BE(2)
-+ - + ATRA 1uM J30
- — s | Caspase-8
S S| s w== | GAPDH (514pb)

Figure 2€: 'ATRA (1uM) induit | a ré-expression de lecaspas-8 dans les lignées IG-N-91
et SK-N-BE(2). A. Les extraits protéiques des lignées de neurollestosont préparés apres
quarante jours de traitement par 'ATRA (1uM) enhtsanalysés par immunoblot en utilisant les
anticorps indiqués.B. L'expression en ARNm de la caspase-8 et du generéérence
glyceraldéhyde 3 phosphate deshydrogénase (GAPPdE}s ain traitement de 30 jours par 'ATRA,
sont analysés par PCR classiques (voir conditierBER et séquences des primers utilisés page x).

146



Résultats dRéas complémentaires

IGR-N-91
ATRA 1pM - + - +
CISPT 10uM - - t *
- - - - -
o - - - -

Figure 27. La ré-expression de lacaspas-8 en réponse a 'ATRA (1uM) n’est pas
suffisante pour induire 'apoptose des IGR-N-91 parle cisplatine. Les cellules IGR-N-91 sont
pré-traitées ou non durant 14 jours avec 1uM d’ATRHAs incubées avec 10uM de cisplatine ou du
PBS durant 48h. L'ensemble des cellules est engtitgpére et fixé puis I'apoptose est mesurée par
le test TUNEL a l'aide du kit "In Situ Cell Deathelzction Kit, TMR red"(Roche Diagnostics,
Meylan, France).

En conclusion de cette deuxieme partie, 'ensemélros résultats suggere que :

1. L’'acide rétinoique entraine une différenciation newonale caractéristique,

uniguement dans les lignées de type « N » ou « | ».

2. Nous avons montré qu& modulation de marqueur neuroblastique ou schwanien
permet de renseigner sur le phénotype mais égalentesur la nature de la
différenciation.

3. Il existe unesignalisation par les rétinoides qui conduit a la épression de la
télomérase dans les lignées IGR-N-91 et SK-N-BE(2hais pas dans les deux
lignées de type « S ». Cette inhibition de la t@wmse intervenant uniquement dans
les lignées a potentialité neuronale semble étsmcide a la diminution de la
croissance cellulaire mais surtout au processusliffiérenciation neural. Ainsla
régulation de la télomérase par I'ATRA semble é&tre corrélée avec la

différenciation neuronale.
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4. On remarque unegtactivation de la télomérase dans la lignée SK-NE2), qui se
maintien méme en présence d’ATRA. Cette réactimaiemble étre associée a la

reprise de la croissance et a un rallongementéaii@méres.

5. Les quatre lignées de neuroblastomes expriment legcepteurs RARx et RXRa et
la stimulation des ces récepteurs par 'ATRA indeitr dégradation (sauf dans le cas
particulier de la SK-N-BE(2)).

6. L’ATRA induit la répression de la protéine N-Myc et la réexpression de la
caspase-8 dans les lignées N-Myc amplifiés IGR-N-9ét SK-N-BE(2) En
revanche, elle ne module pas I'expression de ga®t2ines dans les lignées de type
« S » SH-EP et SK-N-AS.

7. La réactivation de la caspase-8 dans la lignée IGR-91 n’est pas suffisante pour

induire la mort des cellules par le cisplatine.

148



Discussion et perspectives

Discussion et perspectives

Les extrémités des chromosomes eucaryotes sordégges de la dégradation et de la
fusion par des structures spécialisées, les tésngui raccourcissent progressivement au
cours des cycles successifs digision. Dans les cellules somatiques, ce racissement
aboutit a une instabilité chromosomique et a laeséence. La perte des séquences
télomériques est compensée par une enzyme, ladésm qui est réactivée dans prés de
85% des cancers alors que son expression est taibddsente dans la majorité des cellules
somatiques humaines a I'exception des cellules hmsu@t des cellules germinales. Ces
observations ont donc conduit a proposer la télasgcomme cible de nouvelles stratégies
anticancéreuses.

En maintenant la longueur des télomeres, la télaseepermet la survie des cellules
tumorales. Ce role canonique de la téloméraseugstra’hui bien documenté. Cependant des
travaux récents, dont les notres, suggérent gté&ldmérase pourrait avoir d'autres fonctions
indépendantes de son réle sur le maintien de ulewr des télomeéres dans diverses voies de
signalisation cellulaires dont I'apoptose (Dudogebil., 2004; Gorbunova et al., 2002; Lee
et al., 2008; Santos et al., 2006), la differemara(Choi et al., 2008; Sarin et al., 2005), la
réponse aux dommages a I'ADN (Masutomi et al., p@@5a régulation de I'expression
génique (Choi et al., 2008; Smith et al., 2003).

Dans les neuroblastomes, I'augmentation du nivéaatidité télomeérase est associée a un
stade avancé de la maladie et & un mauvais proné&stieffet, plusieurs études ont montré
gue les neuroblastomes agressifs ont un nivealé ééctivité télomérase alors que les
tumeurs de bon pronostic, en ont peu ou pas (Hiyamal., 1997; Hiyama et al., 1995;
Reynolds et al., 1997). Ainsi de facon intéressantérés faible niveau d'activité télomérase a
été retrouvé dans un groupe particulier de neustinae, le stade 4S, caractérisé par un tres
bon pronostic vital et des capacités de régresstfou de maturation spontanée chez des
patients de moins de 1 an. Ces observations sugggre la télomérase joue un réle
important dans le développement du neuroblastorpeldtreprésenter un facteur pronostique

dans cette pathologie.

Sur la base de cette hypothése, nous nous somtaessses au réle de la télomérase dans

la tumorigenese et la progression tumorale desobé&astomes ainsi que dans la résistance de
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ces tumeurs a la chimiothérapie. Pour répondres anterrogations, nous avons évalué I'effet
de deux stratégies anti-télomérase distinctesesdestin des neuroblastomes (tumorigénicité,
différenciation, prolifération) et leur résistanaedifférents agents cytotoxiques. Ces deux
stratégies sont: le traitement par I'acide rétineicet I'expression d’'une protéine mutée
dominante négative de hTERT (hTERT-DN). Nous avarnsgisé quatre lignées de
neuroblastomes de différents phénotypes (S, N ptu§ ou moins agressives et ayant des
capacités de différenciation et des sensibilités agents pharmacologiques relativement
différentes. Les conditions expérimentales et hep® consacré a ces expérimentations nous
ont contraint a nous focaliser sur une seule deligeges, les cellules IGR-N-91 afin

d’approfondir nos résultats.

Nos résultats montrent que I'expression du mutaalgtique inactif hTERT-DN
dans la lignée IGR-N-91 induit une différenciatiaellulaire de type stromale et une
sensibilisation a I'apoptose en réponse a troisitageytotoxiques (cisplatine, staurosporine,
TRAIL). Cette chimiosensibilisation n’est pas lanséquence d’un raccourcissement des
télomeres mais probablement celui d’'une modulatien 'expression de certains genes
impliqués dans la réponse apoptotique (ré-expresse la caspase 8 et de p53 sauvage),
suggérant une fonction non canonique de la télasrér®e plus, nous avons montré
gu'hTERT régule activement I'expression de N-Mya Effet, I'expression ectopique du
mutant inactif entraine une perte des copies suéraines de N-Myc conduisant a I'extinction
de l'expression de la protéine alors que la suesgion d’hTERT sauvage augmente au
contraire le nombre de copies du gene. Cette @itioin de la protéine N-Myc pourrait étre
le signe d’'une perte du caractére agressif desileslltumorales comme en témoigne la
diminution de I'expression de la NSE (marqueur @divais pronostique des neuroblastomes)
et l'induction du CD44 dans les cellules hTERT-DN.

D’autre part, nous avons montré que 'ATRA permee uépression d’hTERT dans
deux lignées N et I. Nos résultats montrent égattérgae cette inhibition de la télomérase
corréle avec une différenciation neuronale, unntedsement de la croissance cellulaire et la
modulation de genes importants dans la biologie rdegoblastomes tels que N-Myc, la
caspase-8 mais aussi la NSE et le CD44. Nous disnd de la stratégie anti-télomérase par

I’ATRA dans les neuroblastomes dans le paragrapivaist.
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1. Régulation de hTERT et autres modifications en répase a 'ATRA dans 4 lignées

de neuroblastomes.

Les neuroblastomes comme la leucémie aigué promgioe (LAP) résultent de la
prolifération de cellules immatures bloquées dens processus de maturation. Dans la LAP,
'acide rétinoiqgue permet une rémission compléete lde maladie en restaurant la
différenciation granulocytaire des blastes (Huah@le 1988). Dans les neuroblastomes,
I'acide rétinoique est utilisée en clinique commagtément d’entretien des neuroblastomes a
haut risque en relais de la chimiothérapie a hadts®s. Son action pro-différenciante et
antiproliférative sur les neuroblastes malins afgan bénéfice puisqu’il permet d’améliorer
la survie de ces patients de 15% (Matthay efi@9).

Les travaux précédents du laboratoire ont montré cgrtains rétinoides exercent un
controle négatif de la télomérase dans des celldéet AP via la diminution du taux de
transcrits ’hTERT (Pendino et al., 2003; Pendihale 2001). Cette répression peut-étre
associée a la différenciation ou bien étre disgodie celle-ci, comme cela a été démontré au
cours du traitement a long terme d’'une lignée tasie a la maturation induite par 'ATRA.

Ces résultats démontrent que la télomérase edtilbleamportante des rétinoides.

Dans mon travail de thése, nous avons montré gtraitement par 'ATRA de 4 lignées
de neuroblastomes de type N, S ou | entraine ¢gemsés variables selon le type cellulaire.
En effet, un traitement prolongé par 1uM d’ATRA undune différenciation neuronale
caractérisée par la formation de neurites allongéete pseudoganglions, uniquement dans
les cellules de type N et dans celles de type R{N&91 et SK-N-BE(2) respectivement). Les
cellules qui se différencient dans une voie neusnaontrent une augmentation de
I'expression de la NSE (marqueur de type N) et @ardlexpression du CD44 (marqueur de
type S). Nous avons également montré que danselkdes de type S, la NSE n’était pas
augmentée. Associé au phénomeéne de différenciateuronale, I'ATRA entraine un
ralentissement de la prolifération cellulaire desllutes IGR-N-91 et SK-N-BE(2)

contrairement aux cellules de types S pour lesegsiddl croissance reste inchangée.

Nous avons également montré que la signalisatian lgm rétinoides conduit a la
répression de la télomérase uniguement dans leéeliga potentiel neuronal, IGR-N-91 et
SK-N-BE(2). Il semblerait donc dans notre modéle da répression de la télomérase par

'ATRA soit corrélée avec la différenciation neuad® On peut également émettre
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I'hypothese que les cellules de type S soient sibdas a I'action de 'ATRA. Plusieurs
études ont montré que la répression de la télomérasles rétinoides semble étre attribuée a
I'action pro-différenciatrice et non a une réguwatispécifique de hTERT par ces agents. En
effet, la différenciation terminale a été associda répression rapide de I'activité télomérase
dans de nombreux systemes cellulaires (Albanell.el996; Reichman et al., 1997; Sharma
et al., 1995; Xu et al.,, 1996). En revanche, desled ultérieures réalisées dans notre
laboratoire ont montré que la répression d’hTERTr déATRA peut s'opérer
indépendamment de la différenciation (Pendino .e801). Cela suggéere donc que selon les
modeles et le contexte d'étude, la régulation deélamérase peut étre associee a la
différenciation ou en étre dissociée. En revanthagpression de la télomérase dans les
lignées IGR-N-91 et SK-N-BE(2) n’entraine pas decoarcissement des télomeres. Plusieurs
hypothéses peuvent expliquer cette observation i'at}ivité télomérase résiduelle est
suffisante pour maintenir une taille de télomeénable. 2) Les téloméres ne raccourcissent
pas car les cellules ne se divisent plus du faltioleibition de croissance induit par lATRA.
Nous avons également assisté a un phénoméne dphapt dans la lignée SK-N-BE(2),
qui se traduit par une reprise de la croissandalaek, par la réactivation de la télomérase et

I'allongement des télomeres.

Dans les deux lignées N-Myc amplifiees IGR-N-91S#&-N-BE(2), le traitement
prolongé par I'ATRA induit une diminution de la quaé de la protéine N-Myc et la
réexpression de la caspase-8. En revanche, daoslleles de type S, SH-EP et SK-N-AS,
I'expression de ces deux protéines reste inchangée telle action de I'ATRA sur
I'oncoprotéine N-Myc dans les neuroblastomes et dénnue (Abemayor and Sidell, 1989)
en revanche aucune étude a ce jour n'a rapporténduoetion de la caspase-8 en réponse a
'ATRA. Neéanmoins, ces modifications ne sont padfisantes pour restaurer une
chimiosensibilisation des cellules IGR-N-91 au l@tipe et a TRAIL, contrairement aux

résultats du laboratoire rapportés dans le modeleAd (Dudognon et al., 2004).

2. Roéle extra-télomérique de la télomérase dans le photype malin et la résistance

a la chimiothérapie de la lignée de neuroblastome étastatique IGR-N-91.

Plusieurs équipes ont supposé que les neuroblastayant une faible activité
télomérase seraient issus de neuroblastes foetauxXaguwaient pas compléetement réprimé

cette activité enzymatique au cours du développeembryonnaire alors qu’a l'inverse, les
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neuroblastomes ayant une forte activité télomeérassulteraient d'un processus
d'immortalisation acquis par une cellule uniqueifBschmidt et al., 1998; Hiyama et al.,
1997; Hiyama et al., 1995; Reynolds et al., 199C&tte hypothése aurait ainsi des
répercutions clinique. En effet, les neuroblastomgessifs (stade 4) ont un niveau élevé
d’activité télomérase alors que les stades 4ScEarsées par des capacités de régression
spontanée et tumeurs localisées ont peu ou pasivitéidélomérase et sont des tres bon
pronostique (Hiyama et al., 1997; Hiyama et al93;Reynolds et al., 1997).

Afin d'étudier limplication de la télomérase dank développement des
neuroblastomes, nous avons surexprimé dans unéeligmétastatique de neuroblastome,
particulierement agressive et résistante a de nemmbagents pharmacologiques, une forme
catalytiguement inactive dhTERT (hTERT-DN), posagéddeux mutations dans le domaine
transcriptase inverse. Cette forme inactive d’hTERT décrite comme exercant une fonction
dominante négative sur la protéine sauvage hTERjJuybh et al., 2009) conduisant a une
inhibition de lactivité enzymatique de la télomsea Le mécanisme d’action du mutant
hTERT-DN est toujours sujet a débats. Il pourraierf sur la plus part des composants du
complexe télomérase (hTR, chaperonnes...) et étreompétition avec la forme sauvage
endogene pour fixer les télomeéres et assurer amgement. Plusieurs équipes (Beattie et
al., 2001; Wenz et al., 2001) ont suggéré que ptnar active et rallonger les télomeres, la
télomérase doit étre assemblée sous forme de diméee dimérisation d’'une molécule
d’hTERT sauvage avec un mutant inactif hTERT-DN rpaiti alors créer un dimere de
télomérase non fonctionnel (Nguyen et al., 2009)ceAjour, seule une étude propose un
mécanisme d’action du mutant hTERT-DN sur la fosaavage d’hTERT. Dans cette étude
Nguyen et al., montre que I'expression éctopiqueladéorme hTERT-DN serait capable
d’entrainer I'export vers le cytoplasme de la formiEERT sauvage couplée a la GFP pour
étre déegradée par le protéasome. hTERT-DN pouwat egxercer sa fonction dominant-
négatif en stimulant la dégradation de la formeogede de hTERT (Nguyen et al., 2009). En
revanche dans ces travaux, aucune interaction @ntneutant et la forme sauavge n’a été
démontrée, pas plus que [linhibition de l'activitélomérase par I'expression forcée
d’hTERT-DN. De ce fait la preuve de I'existence mBudimérisation entre hTERT sauvage
endogene et hnTERT-DN reste encore a prouver.

En plus de I'expression ectopique d’hTERT-DN, nausns également surexprimé la
forme sauvage active (hnTERT-WT) dans cette mémm&dégAu cours de la culture cellulaire

nous avons observé une transformation de la masgleoliniquement dans les cellules IGR-

153



Discussion et perspectives

N-91 qui exprimaient hTERT-DN. Les petites celfulmmmatures et initialement trapézoides
ont acquis une morphologie allongée « fibroblakkie-» (caractéristique des cellules de type
S) et ont perdu leur capacité a former des petirggats cellulaire. Ces modifications
morphologiques sont associées a la diminution d&Si&, un marqueur des cellules de type N
considéré en clinique comme un facteur de mauvasgstique des neuroblastomes, ainsi
gu’a 'augmentation du CD44, un marqueur de tymd &es neuroblastomes de bon pronostic.
Ces résultats semblent indiquer que les celluldSRTFDN initialement de type N ont acquis
un phénotype de cellules de type S. Parce queclkdes de morphotype S sont considérées
comme des cellules stromales « non-malignes » (Baals, 2003), ce dernier résultat suggere
que les cellules hTERT-DN tendent a perdre leuemtil malin. A ce jour aucune étude n'a
mis en évidence une différenciation d’'un type Nsvan type S dans les neuroblastomes
consécutivement a l'inhibition de I'activité télorage. En revanche des études ont montré
que linhibition de la télomérase par différentdsategies, entraine une différenciation
terminale des mélanocytes (Bagheri et al., 2006)nethangement de la morphologie des
gliomes aprées plusieurs semaines de cultures (Katdal., 1998). La surexpression de
hTERT aurait pour effet contraire de bloquer |dédénciation de différents type cellulaires
(Cerezo et al., 2003; Wang et al., 2005) dont @dales neuronales (Richardson et al., 2007).
Cependant, le réle de la télomérase dans ce precess encore trés controversé, puisque
dans certains modéles I'expression ectopique d’AITERtentialise la différenciation de
différents types cellulaire dont les cellules hépaiétiques (Armstrong et al., 2005;
Zimmermann et al., 2004) ou semble n’avoir aucdet efur ce processus. De ce fait, le rble
de la télomérase dans le processus de différemtiagllulaire semble étre dépendant du type
cellulaire et des conditions de culture. L'étudel’depression de genes de la différenciation
potentiellement modulés par hTERT devrait permetérdaire la lumiere sur son mécanisme

d’action.

D’aprés les données de la littérature, la tramsédion morphologique de neuroblastes
initialement agressifs vers un morphotype S pouo@irespondre a une perte des caracteres
« malins » (Ambros et al., 1997), signature d’'uéeersion du phénotype tumoral au profit
d’'une « normalisation » des cellules. Si tel éimitas, cette modification phénotypique des
cellules induite par l'inhibition de l'activité t@énérase dans la lignée métastatique IGR-N-91
pourrait expliquer pourquoi les neuroblastomes dfatérisés par une absence d’activité
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télomérase ont la capacité de régresser spontahémende se différencier et son

généralement de trés bon pronostic (80-90% deesargans) (Maris, 2010).

Plusieurs auteurs rapportent que la réversion ligeges neuroblastiques N-Myc
amplifiées de type N en type S s’accompagne d’'@neemles copies surnumeéraires de N-Myc
(Ambros et al., 1997; Valent et al., 2001). Cetimi@ation des séquences N-Myc amplifiées
est également un processus qui s’observe danselesbiastomesn vivo mais aussi dans
d’autres cellules cancéreuses (HL60, carcinomeottiny et serait a I'origine d’'une perte de
la tumorigénicité et de la différenciation celluai(Ambros et al., 1997; Bonatti et al., 1989;
Eckhardt et al., 1994; Shimizu et al., 1994; Valenal., 2001; Von Hoff et al., 1992). Afin
d’établir une corrélation entre le phénotype S oliset la perte du caractére agressif de la
lignée dans les IGR-N-91 transduite avec hTERT-DbLIS avons analysé le nombre de
copies du gene N-Myc. Nos résultats montrent cla@@t une élimination totale et
progressive du nombre de copies du gene (de 6@xa@pl copie) aboutissant a I'extinction
de l'oncoprotéine alors que dans les cellules summant la forme sauvage d’hTERT, le
nombre de copies tend au contraire a augmente®qde80 copies) par rapport aux cellules
témoins.

Nos résultats sont donc particulierement impostapuisqu’ils suggeérent que
I'inhibition de la télomérase, par I'expressionggtjue d’un mutant hTERT-DN permet une
élimination des séquences amplifiées de N-Myc dageotéine. La surexpression de N-Myc
et/ou son amplification constitue un critere de waasl pronostic et d’agressivité du
neuroblastome. La perte de I'oncoprotéine N-Mycsdianlignée IGR-N-91 laisse fortement
présager une perte du phénotype malin de la lifBBeN-91. L’'augmentation du nombre de
copies de N-Myc dans les cellules hnTERT-WT par capaux cellules témoins démontre que
la régulation du nombre de copies de N-Myc danseckgnée est bien exercée par la
télomérase.

Cette régulation de la quantité de copies de N-Msc la télomérase n'a jusqu'a
présent jamais été décrite. En revanche, il est banu que Myc est capable de réguler
I'expression d’hTERT de facon ubiquitaire (Kyo €t 2000; Oh et al., 2000; Wu et al., 1999;
Xu et al., 2001). Cette observation renforce I'njy@se d’'une boucle de contrble entre Myc et

hTERT déja suggérée par plusieurs auteurs.
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L’élimination des copies surnuméraires de I'oncag®hMyc est un phénomeéne tres
étonnant mais qui a déja été décrit par plusiégespes. En effet, selon les auteurs les copies
surnuméraires de Myc qui sont organisées sous rlaefade chromosome double-minute
peuvent étre éliminées au cours de la formatiorpdétes structures « nuclear-like » appelées
micronoyaux (Ambros et al., 1997; Valent et al.020Von Hoff et al., 1992). Le mécanisme
qui accompagne ce phénomeéne est assez obscur Insaisblerait que les chromosomes
double-minutes soient « englobés » dans ces miganxoau cours de la phase S ou apres la
mitose (Shimizu et al., 1994) puis expulsés en dekdo compartiment nucléaire pour étre
enfin éliminés par la cellule. Ce phénomene exasitar vitro mais égalemenn vivo (Valent
et al.,, 2001) et s'effectuerait parfois spontanémen en réponse a divers agents
pharmacologiques (Ambros et al., 1997; Von Hofilet1992).

Il serait donc intéressant de vérifier si dans enatmodele, la perte des séquences
amplifiées de N-Myc pourrait étre la conséquenasmé’stimulation de la formation de ces
micronoyaux. Si tel était le cas, l'inhibition dadtivité télomérase pourrait donc constituer
un signal induisant la formation de ces petitegcstires a l'origine de la perte des copies de
N-Myc et de I'extinction de la protéine. Cela siggnait également que l'augmentation de
I'expression d’hTERT au contraire freinerait larf@tion de micronoyaux ce qui entrainerait
'augmentation du nombre de copies de N-Myc. llégilement possible d’envisager que le
phénotype observé et ses modifications soientdelta d’un processus de sélection par la
télomérase sauvage et son mutant inactif, de esllpfésentent initialement au sein de la
population parentale ayant soit une amplificatienNdMyc ou au contraire une seule copie.
Un tel mécanisme de sélection sera discuté plas M@éanmoins, nos résultats démontrent un

processus activement régulé par la télomérase.

Nos résultats démontrent que l'inhibition de laobéérase dans les IGR-N-91 est
suffisante pour restaurer un phénotype plus difféige et moins agressif. Nous avons émis
I'hypothese que ce phénomene qui tend vers unermalisation » des cellules pouvait
donner lieu a une chimiosensibilisation des cedlulrERT-DN. Pour répondre a cette
interrogation nous avons traitées les cellules ghesieurs agents cytotoxiques. Les résultats
de cette expérience démontrent clairement queeladeas qui surexpriment hTERT-DN sont
devenues particulierement sensibles a I'apoptodaitan par ces agents alors que les cellules
hTERT-WT et les cellules témoins ne le sont pasudNmontrons également, que cette

sensibilisation a I'apoptose n’'est pas la consécgiatiun raccourcissement des télomeres
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dans les cellules hTERT-DN. Une activité téloméréseduelle méme faible dans les cellules
hTERT-DN pourrait étre suffisante pour maintenie daille des télomeres constantes.

Dans le but de caractériser les effecteurs potensponsables de la sensibilisation du
mutant hTERT-DN a I'apoptose induite par des ageyiistoxiques, I'expression de protéines
connues pour participer a l'apoptose et /ou awesale signalisations des dommages a
I’ADN ont été analysées. Initialement, la lignéeRIBI-91 exprime un niveau trés faible de
caspase-8 et de p53 sauvage, ce qui pourrait eeplign partie la chimiorésistance des
cellules. En effet, dans les neuroblastomes N-Mypldi€s, la caspase-8 est frequemment
réprimée par un mécanisme de délétion alléliqupasthyperméthylation de '’ADN (Teitz et
al., 2000) et cette perte de I'expression de Ipases-8 serait impliquée dans la résistance a
I'apoptose et la formation de métastases (Raguehalz, 2009; Stupack et al., 2006; Teitz et
al., 2006). A l'inverse les neuroblastomes de stlayant tendance a régresser, expriment la
caspase-8 (Stupack et al., 2006). A l'instar dedspase-8, la protéine p53 est une protéine
essentielle pour le processus apoptotique. Dansdesoblastomes p53 est rarement mutée,
contrairement a la majorité des cancers (Vogar..e1293). En revanche, dans de rares cas,
cette mutation est souvent associée a une résestnc chimiothérapies et a un risque de
récurrence élevé (Keshelava et al., 2001; Tweddh.e2001). En effet, p53 est retrouvée
plus fréquemment mutée apres la chimiothérapie (tieeet al., 2001). Dans notre modéle,
nous montrons que l'inhibition de I'activité téloraée, induit une réexpression de la caspase-
8 et de la forme p53 sauvage (et une diminutior'alg@ression de la forme p53 mutée.
Inversement la surexpression de la forme sauvab@ERT, entraine au contraire une
augmentation de I'expression de la p53 mutée etélaression de la caspase-8, en
comparaison avec les cellules témoins. La encoseobservations peuvent étre le résultat
d’'une sélection par hnTERT-DN et -WT, de cellulegialement présentes dans la population
générale ou la conséquence d’'une modificationelglession des genes régulés par hTERT.
En effet, des changements dans le profil d’expoasgénique induit par hTERT ont déja été
décrits dans plusieurs études$ chapitre I, 3.5.1YArmstrong et al., 2005; Park et al., 2007,
Perrault et al.,, 2005; Smith et al.,, 2003). De plosrtaines études ont rapporté une
modulation de I'expression de protéines de la siggi@on apoptotique, notamment p53, par
la télomérase (Lai et al., 2007; Xiang et al., J0UZerait donc €également envisageable que
les modifications cellulaires provoquées par laespression de hTERT-DN ne soient pas
uniquement celles engendrées par l'inhibition dactlvité télomérase. En effet, les

modifications observées peuvent étre la conséquénoe fonction « propre » de la protéine
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mutante, indépendante de linhibition de l'actii@omérase. Dans tout les cas, I'absence de
raccourcissement des télomeres dans les celluldSRH'DN suggere un phénoméne
télomére-indépendant de la télomérase.

Enfin, lors de la culture a long terme, nous avpusassister a une ré-augmentation de
I'activité télomérase dans les cellules hTERT-DNOYb6 de I'activité basale). Cette
réapparition de I'activité télomérase n’'a pas médiexpression des protéines initialement
modulées par le mutant ni entrainé la réappartdiophénotype de départ ou la résistance aux

agents pharmacologiques.

Au vu de I'ensemble de nos résultats, nous émettbypgothese que I'inhibition de la
télomérase entrainant une modification du phénofgig&renciation de type S), du génotype
(perte de N-Myc, réexpression de la caspase-8 et p88 sauvage...) et la
chimiosensibilisation des cellules soit le résultat

i) d’'un phénomeéne de « réversion » des cellules trdesdpar hTERT-DN. Ce
processus de réversion, pourrait alors étre défminme une « différenciation » des
neuroblastes tumoraux indifférenciés en cellulesrnales » de type stromale.

ou ii) d’'une sélection par ce mutant de deluprésentent initialement au sein de la
population parentale. En effet, la lignée IGR-Né&Xt constituée d’'une population cellulaire
non homogene (Valent et al., 1999). On pourraitcdemvisager que I'expression d’hTERT-
DN conduit a sélectionner des cellules de typeificsensibles (N-Myc=1 copie, caspase-8
et p53 sauvage positive) et que la surexpressibmERT-WT sélectionne a l'inverse des
neuroblastes de type N, particulierement agresdifshimiorésistants (N-Myc >60 copies,
caspase-8 négatif et p53 mutéleijgure 28) Il est tout a fait plausible que le mécanisme a
I'origine de la transformation du phénotype de itmée de IGR-N-91 soit en réalité une
combinaison des deux mécanismes c’est a dire @daih phénomeéne de sélection associé a
des modifications induite par la surexpression &ERT-DN. Néanmoins dans notre modéle,
il est particulierement difficile de distinguer fitou I'autre mécanisme. Dans tous les cas, une
telle régulation par la télomérase n’a jamais &erite a ce jour et illustre un nouvel aspect
des effets extra-télomériques de la télomérase ré3edtats sont particulierement importants
d’un point de vue clinique puisqu’ils démontremtérét d’'une stratégie anti-télomérase pour

traiter les neuroblastomes a risque de récurreiegé é@otamment ceux chimiorésistants.
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Figure 2€& Modele proposé pour expliquer la modification du plénotype de la
lignée IGR-N-91 apres transduction par le mutant hERT-DN. En haut, hypothése de la
« différenciation» (ou « réversion 3. Les cellules au départ on un phénotype homogtne
lintroduction du mutant catalytique inactif hTERON induit une différenciation
morphologique, une sensibilisation a I'apoptosenst perte de certains marqueurs tumoraux. A
I'inverse, la forme endogéne d’hTERT ou la suregpi@n de la forme sauvage maintient un
phénotype indifférencié, plus agressif et chimistéast.

En bas, hypothése dedaléctionpar hTERT-DN (ou par hTERT-WT) d'un tres faible
contingent de cellules pré-éxistantes au dépars darnpopulation totale phénotypiquement
hétérogéne. Les cellules minoritaires ainsi sé&@otes posséderaient initialement ces
caractéristiques génétiques et phénotypiques.
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Durant ma thése, nous avons produit un ensembiéstdtats suggérant une nouvelle
fonction extra-télomérique de la télomérase direet® impliquée dans le développement
tumoral des neuroblastomes métastatiques. Nostatsuint permis de démontrer que la
télomérase participe activement au processus onpge ainsi qu’a la chimiorésistance de
ces neuroblastomes et que son inhibition conduih@ modification du phénotype et du
génotype des cellules ainsi qu’'a leur sensibilisatiux agents chimiothérapeutiques. Nous
proposons donc que la télomérase pourrait activenpamticiper a I'émergence de
neuroblastes malins via un rdle extra-télomériqugotre hypothese est appuyée par les
travaux de I'équipe de Stewart et al., qui montéinglépendamment de sa fonction
d’élongation des télomeres, la télomérase est teftanent capable de conférer un pouvoir
tumorigéne a des cellules normales (Stewart e2@02).

La priorité maintenant est d’évaluer la tumorigé@iaes cellules hTERT-DN dans
des modéles de xénogrefiasvivo. La capacité des cellules hTERT-DN a former deseturs
chez des souris immunodeéficientes sera évaluébsétae de tumeurs ou une diminution de
la taille de ces tumeurs en comparaison avec ladesetémoins renforcera les conclusions
formulées. Dans le cas ou les cellules injectées seraientotepae former des tumeurs, les
modéles animaux alors mis en place constitueraleatoutils particulierement intéressants
pour i) évaluein vivo la sensibilité des cellules hTERT-DN aux agenissés précédemment
(évaluation de la régression tumorale) et ii) d&weer et évaluer 'efficacité de nouvelles

drogues contre ces cellules modifiées.

A coté de cet aspect, il serait également inténessBapprofondir I'étude du
mécanisme qui régit les modifications (phénotypeastilisation, modulation de I'expression
génique) de la lignée IGR-N-91 par hTERT-DN, afend&terminer s'il s’agit d’'un processus
de réversion phénotypique des cellules a partrentié@ d'une sélection. Afin de répondre a
cette interrogation, un clonage de la populatioR4&91 et une analyse du morphotype et du
contenu génétique de plusieurs clones est en efinrde déterminer si ces mémes cellules de
type N et S existent initialement dans la poputafmarentale. Malgré tout, I'existence au
départ de ces deux types cellulaires ne pourrattpelement exclure un phénoméne de

transformation additionnel.

La télomérase comme cible de la thérapie anticancénse ?
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D’un point de vue clinique, nos résultatsvitro concernant les effets de 'ATRA dans
le traitement des neuroblastomes métastatiques renaptun tel traitement permet une
diminution de lactivité télomérase, la différenaim des neuroblastes immatures et le
ralentissement de leur prolifération mais n’est paffisant pour entrainer la mort de ces
neuroblastes (seul ou en réponse a des agentsxagiees). Nous montrons également dans
notre modéle que des phénomenes de résistancd BRA&aractérisés par une reprise de la
croissance cellulaire et la réactivation de lant@oase (dans la lignée SK-N-BE(2)) peuvent
survenirin vitro ce qui pourrait donner lieu chez le patient a uangmene d’échappement
thérapeutique. De telles rechutes ont été rapmorBez 1/3 des patients atteints de LAP et
traités par I'ATRA. L'utilisation de [lacide rétirique en traitement d’entretien des
neuroblastomes de haut risque a permis d’allorggsutvie de 15%. Néanmoins, malgré ce
bénéfice incontestable, le sort de ces patients psticulierement sombre, d’ou la nécessité
de trouver de nouveaux traitement plus efficacer gmrmettre la « différenciation » des
tumeurs et leur régression. C’est pourquoi a catétrditement par les rétinoides nous

préconisons une stratégie anti-télomérase.

Bien que les mécanismes exacts restent a élutaderise en évidence d’une nouvelle
fonction non canonique de la télomérase présentenalevelles perspectives quant au
traitement du neuroblastome. En effet, nous mostrqone la télomérase maintien un
phénotype particulierement immatures et agressifnembre de copies de N-Myc éleveé et
I'inactivation de protéines pro-apoptotique (Cagp8st p53). L'ensemble de ces altérations
contribuent a I'établissement du phénotype tumarata persistance et a la résistance aux
chimiothérapies. Au cours de ce travail de thésasravons pu montrer que I'inhibition de la
télomérase est une stratégie particulierement agfficpour conduire a la réversion du
phénotype malin initial d’'une lignée de neuroblasto métastatique chimiorésistante et
entrainer la mort des cellules en réponse a destaggtotoxiques. En 1999, I'équipe de
Hahn et al.a démontrer le potentiel thérapeutique d’'un vegitasmidique hTERT-DN dans
des cellules cancéreuses ovariennes xénogrefféesdels souris immunodéficientes (Hahn et
al., 1999b). Plusieurs études ont également mogté la surexpression d’'un mutant
dominant négatif ’hTERT potentialise I'effet d’age cytotoxique comme le cisplatine, le
docetaxel, I'étoposide, le témozolomide et l'imdiiriBiroccio et al., 2003; Misawa et al.,
2002; Tauchi et al., 2003). Nous proposons doméltanérase comme cible thérapeutique des

neuroblastomes, en particulier dans ceux de hsauei particulierement incurable. Utilisé en

161



Discussion et perspectives

combinaison avec les thérapies actuellement utdis&linique, nos résultats montrent que
cette stratégie pourrait s’avérer étre efficacesquielle permettrait de cibler, non seulement
I'élongation télomérique par la télomérase, maissales autres fonctions tumorigéne de
hTERT. Méme si les applications cliniques de mdiExgiblant spécifiguement hTERT sont

encore relativement difficiles a mettre en ceuvrie®trésultats de tests cliniques pas toujours
encourageants, un effort soutenu doit étre mainttans cet axe de recherche et dans le
développement de nouvelles approches thérapeutaptiesncéreuses ciblant cette protéine.
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L'imatinib a démontré une efficacité remarquablesdée traitement des patients
atteints de leucémie myéloide chronique. Cependant, dépit d'une bonne réponse
hématologique et cytogénétique, le traitement fiaratinib peut favoriser I'apparition de
résistance conduisant a la rechute des patientss Ratte étude nous avons étudié la
participation de la télomérase dans le développehefa résistancea l'imatinib. Nous avons
montré que la sensibilité a l'imatinib peut étrepartie restaurée dans des cellules résistantes
a limatinib en ciblant l'expression de téloméraseijt par lintroduction d'une forme
dominant-négative de la sous-unité catalytiquerdéeme du telomerase (hTERT), soit par le
traitement avec l'acide rétinoique tout-trans (AJRén agent pharmacologique déja utilisé
en clinigue humaine. Nous avons également montedajsurexpression de hTERT favorise
le développement de la résistance a l'imatinib @leses fonctions anti-apoptotiques et de
maintient de l'intégrité des telomeres. Ainsi, tanbinaison de stratégies d'anti-telomerase au
traitement par l'imatinib en début de traitementrdié permettre de réduire le risque de
développement de résistance a limatinib et aingjmenter la possibilité d'éradiquer la
maladie chez les patients.
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Leukemia Cells: Therapeutic Implications
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Abstract

Imatinib mesylate has shown remarkable efficacy in the treatment of patients in the chronic phase of
chromic myeloid leukemia. However, despite an overall significant hematological and cytogenetic response,
imatinib therapy may favor the emergence of drug-resistant clones, ultimately leading to relapse. Some
imatinib resistance mechanisms had notbeen fully elucidated yet. In this study we used sensitiveand resistant
sublines from a Ba-Abl positive cell line to investigate the putative involvement of telomerase in the
promotion of imatinib resistance. We showed that sensitivity to imatinib can be partly restored in imatinib-
resistant cells by targeting telomerase expression, either by the introduction of a dominant-negative form of
the catalytic protein subunit of the telomerase (hTERT) or by the treatment with all-trans-retinoic acid, a
clinically used drug. Furthermore, we showed that hTERT overexpression favors the development of imatinib
resistance ﬂ‘lrﬂugh both its antiapoptotic and telomere maintenance functions. Therefore, combining anti-
telomerase strategies to imatinib treatment at the beginning of the treatment should be promoted toreduce the
risk of imabinib resistance development and inaease the probability of eradicating the disease. Mol Canger

Thier; 10(3); 711-19, ©201T AACR.

Introduction

Chronic myeloid leukaemia (CML) is a clonal myelo-
proliferative disorder characterized by t(%;22) chromoso-
mal translocation, which results in the generation of
pllﬂ”““'a‘u_. achimeric protein endowed with constitutive
active tyrosine kinase activity (1). This activity isessential
for the induction of in vitro cellular transformation and i
vite leukemogenesis. The disease usually progresses in3
phases: a relatively stable chronic phase, fullowed first by
an accelerated phase and then by a blastic phase with
acute lenkemia characteristics, including genetic instabil-
ity and acquisition of additional cytogenetic abnormal-
ities. Imatinib mesylate, a competitive inhibitor of the
ATP-binding site of the Ber-Abl enzyme, has revolutio-
nized the treatment of this particular type of lenkemia (2).
In vitro studies have shown that imatinib induces apop-
tosis in Bar-Abl positive cell lines (3). However, despite
an overall significant hematologic and cytogenetic
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response, 15% to 20% of the patients, especially in the
advanced phase of the disease, develop resistance to
imatinib and ultimately relapse (4—8). About half of these
resistances are Ber-Abl-dependent and are due to the
reactivation of Ber-Abl kinase activity by either gene
amplification of Ber-Ab or point mutations in the Abl
kinase domain (9). The other half, requiring signaling
pathways involved in cell proliferation and/or immor-
talization, remain to be characterized to propose addi-
tonal therapies to either eradicate these Ber-Abl positive
imatinib-resistant clones or prevent the emergence of
such resistances. This led us to consider telomerase as
possibly involved in these resistances.

Telomerase is a ribonucleoprotein complex that is
responsible for the maintenance of telomeres (10,11).
The catalytic protein component of the telomerase com-
plex, human telomerase reverse transcriptase (hWTERT)
plays a fundamental role in cellular immortalization.
Furthermore, it has been established that telomerase is
endowed with additional functions that are independent
of the telomere elongating activity (12-14). Its actvity is
undetectable or low in normal somatic cells, while it is
highly expressed in approximately 85% of common can-
cers, supporting the notion that telomerase is a relevant
target in anticancer therapy. Telomerase activity is regu-
lated at various molecular levels, including transcription,
splicing, mRNA maturation and posttranslational mod-
ifications of hTERT. It has been reported that imatinib
decreases telomerase activity in both Ber-Abl positive
and negative cells (15) and conversely that telomerase
inhibition could enhance imatinib-induced apoptosis in
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K562 Ber-Abl positive cells (16). Furthermore, it has been
recently hypothesized that long-term treatment with
imatinib, through the sustained suppression of Ber-Abl
activity, could induce alternative telomerase-dependent
signaling pathways, thus leading o the restoration of an
abnormal proliferation of leukemic cells (17). However,
no clear demonstration of this hypothesis has been pro-
vided yet. Whether telomerase could be involved in the
binlogical effect of imatinib and whether it could con-
tribute to the development of imatinib resistance are 2
unanswered questions so far.

We therefore evaluated the consequences of imatinib
freatment on telomerase expression and activity using a
pair of Ber-Abl positive, sensitive and resistant cells and
investigated the putative involvement of hTERT in the
establishment of imatinib resistance. We showed that
imatinib sensitivity can be restored in resistant cells by
antitelomerasestrategies and showed that overexpression
of hTERT, first, protected sensitive cells from apoptosis
induced by low concentration of imatinib and second,
facilitated the establishment of imatinib resistance.
These observations show that telomerase is an additional
factor in the mechanisms of imatinib resistance and also
suggest that antitelomerase strategies could prevent or at
least delay the onset of such resistance.

Materials and Methods

Cell cultures

LAMAB4-5, a CML imatinib-sensitive cell line derived
from a patient in the blast crisis stage of (ML and its
imatinib-resistant subline (LAMAGS4-R), were both kindly
provided by Prof. . X. Mahon (Université Victor Ségalen
Bordeaux 2, France; ref. 18). Cells were immediately
expanded, frozen on receipt and resuscitated every 4
months, using the original frozen stock. The cells were
checked for the expression of the characteristic the
p210%A8 chimeric protein by immunoblot LAMAS4
R cells are resistant to imatinib because of the amplifica-
tion of the Ber-Abl gene (18). pZIﬂBrH‘hl protein expres-
sion and imatinib sensitivity were regularly tested all
through the study by immunoblot and apoptosis assay
(see below), respectively. Otherwise, no additional
authentication was done in our laboratory. Both cell lines
were cultured in RPMI-1640 medium (PA A Laboratories)
supplemented with 10% FBS, penicillin (50 IU/mL),
streptomyein (50 pg /mL), and Lghamine (2 mmol/L;
PAA Laboratories), and incubated at 37°C at 5% CO,
atmosphere (Binder Incubators). Every 2 days, cell den-
sity was determined using a Coulter counter and pro-
liferation was represented in population doublings (P}
or total cell number. Cellular morphology was evaluated
using May-Griinwald—Giemsa staining on cytospin pre-
parations. Importantly, to maintain the resistant pheno-
type, LAMAB4-R cells were continuously cultured with
imatinib (I pmol/L) even during the experiments.
Indeed, these cells experienced a significant loss of via-
bility and reduction of proliferation as early as 3 days

after imatinib withdrawal from the medium as pre-
viously reported (19). The parental sensitive LAMABSI-
5 cells were always maintained in parallel culture with-
out imatinib.

Vector constructions and infections

Mig-R1-hTERT and Mig-Rl-dominant negative (DN}
form of hTERT (Mig-R1-DN-hTERT) vectors were
obtained by subcloning the catalytic unit of human
telomerase sequence from pBABE-purc-hTERT and
pBABE-puro-DN-hTERT constructs (20) into the murine
stern cell virus vector Mig-R1, containing encephalomyo-
carditis virus internal ribosomal entry sequence and
green fluorescent protein (GFP) as a reporter gene (21),
s0 that 59 viral long terminal repeat promoter drives
its expression as previously described (22). The Mig-R1
constructs were transfected into Phoenix retroviral
packaging cell line (derived from HEK293) by using
Fugene HD (Roche Diagnostics), to produce (VSV-G
pseudotyped) viral supernatants that were harvested
2 days posttransfections. Mig-R1 control vector Mig-
RI-hTERT and Mig-R1-DN-hTERT supemnatants were
harvested for further LAMAS4Y cell infectons, which
were carried out in the presence of 4 g of Proteamine
sulfate /mL (Sigma). Infected LAMAB4 cells were sorted
several days later for GFP fluorescence.

Drugs

Imatinib mesylate was kindly provided by Novartis
Pharmaceuticals Corporation. Alltrans retinoic acid
(ATRA) was purchased from Sigma. Chemical structures
are shown in Supplementary Fig. 15.

Quantitative real-time PCR analysis of hTERT
expression

Total cellular RNA was collected from samples using
TRIzol reagent (Invitrogen) as described by the manufac-
turer. RNA yields and purity were determined spectro-
photometrically at 260 to 280 nm. Reverse transcription
reaction was carried out using Transcriptor First Strand
cDNA  Synthesis Kit (Roche Diagnostics) according
to the manufacturer's instructions with oligo(dT) pri-
mers. The expression of hTERT transcripts in leukemic
cells was quantified by fluorescence real-time PCR using
the LightCycler technology and the Light Cycler FastStart
DNA MasterPLUS SYBR Green Kit (Roche Diagnostics)
according to the manufacturer’s instructions. Primer
sequences were 5-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-Y
for the sense primer located in exon 3 (WTERT-LCS) and
S5-CTCCCACGACGTAGTCCATG-3' for the antisense
primer located in exon 4 (hTERT-LCR). hTERT level
was normalized to the expression of the housekeeping
gene glyceraldehyde 3 phosphate deshydrogenase
(GAPDH) measured in parallel.

Telomerase activity and telomere length assay
Telomerase activity was measured using the telomer-
ase PCR ELISA kit (Roche Diagnostics) according to the
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manufacturer's instructions. Telomerase actvity was
expressed as a percentage of that detected in untreated
cells. Telomere lengths were determined, after isolation
of genomic DNA as described previously (23), using a
nonradicactive chemiluminescent TeloTAGGG Telomere
Length Assay developed by Roche Diagnostics. The aver-
age telomere lengths could be determined by comparing
the signals relative to a molecular mass standard.

Apoptosis assay

Apoptosis was assessed by the terminal deoxynucleo-
tidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling
(TUNEL) technology using In Situ Cell Death Detection
Kit, TMR red (Roche Diagnosties), which labeled free 3'-
OH DNA cleavage observed during apoptosis. After 3
washes with PBS solution, 2 x 10° cells were fixed using a
4% paratormaldehyde solution in PBSpH 7.4 for 30 min.
They were washed again once and could be stored at
=20rC during 5 days in 70% ethanol solution or directly
permeabilized using 0.1% Triton — 0.1% sodium ciirate
freshly prepared, for 2 min on ice. After 2 washes, cells
were incubated in TUNEL reaction mixture (containing
Terminal deoxynucleotidyl transferase which catalyses
polymerization of labeled nucleotides to free 3’OH-DNA
ends of DNA stand breaks, mixed to label solution 1:50)
in humid atmosphere at 37°C during 1 hour. After 3 final
washes, TMR red labeled nucleotides, incorporated in
nucleotide polymers, were detected and quantified by
flow cytometry.

Clonogenic assay

LAMAS4-S and LAMABI-R cells were seeded in
MethoCult TM H4230 (StemCell Technologics Inc.) at
a concentration of 60 and 250 cells/cm®, respectively.
This semi-solid medium contains methyleellulose (1%),
FBS (30%), bovine serum albumin (1%), 1-glutamine
(2 mmol /L), and 2-mercaptoethanol (107 M). The clono-
genic assay was done by adding the cell suspension
directly o methylcellulose medium in a 1:10 (v/ v) ratio.
Finally, the methylcellulose cell suspension was seeded
in the dishes and the cultures incubated at 37°C in
5% COo for 20 days. For LAMAB4-R cells, imatinib
(1 pmol/L) was added to the methylcellulose medium.

Results and Discussion

Imatinib induces a transcriptional repression of
hTERT in imatinib-sensitive, not in imatinib-
resistant CML cells

To find new targets and effective strategies for imati-
nib-resistant cells, we investigated whether telomerase
could be involved in the biological effect of imatinib and
therefore used a pair of sensitive and resistant blast crisis
CML cells.

We first treated the imatinib-sensitive Ber-Abl positive
LAMAB4-S cells with increasing concentrations of ima-
tinib {from {1125 to 1.0 pmol/L) for 48 hours. For each
dose tested, we determined hTERT mRN A levels by real-

time quantitative PCR, telomerase activity by TRAP
assay, and apoptosis by TUNEL assay. Figure 1A shows
that treatment with imatinib resulted in a dose-depen-
dent apoptotic response with EDA between (.250 and (.5
pmol/L. hTERT mENA level and telomerase activity
were not significantly modified by imatinib treatment
at low doses (0125025 pmol/L), whereas they were
significantly decreased in cells treated at high doses
{05 and 1.0 pmol/L).

We then did a kinetic analysis to evaluate whether the
effecs of imatinib at high concentrations on hTERT
expression could result from apoptosis induction
(Fig. 1B). LAMABA-5 cells showed a clear transcriptional
repression of hTERT as early as 4 hours after treatment
while no significant apoptosis was detected at this time.
This effect is clearly not a mere consequence of apoptosis
that was clearly detected only after 36 hours of imatinib
treatment as telomerase activity decreased.

Imatinib-resistant LAMAS4-R cells, maintained con-
tinuously under the selective pressure of 1 pmol/L
imatinib, showed similar hTERT mRNA levels and
telomerase activity (data not shown) as LAMABY-S cells
cultured in absence of the drug, even though they
displayed shorter telomeres (see below). In contrast to
their sensitive counterparts, LAMAS4-R cells remained
resistant ko imatinib-induced repression of \TERT, even
at imatinib doses of 2.5 pmol/ L (Fig. 1C). These results
support a relationship between regulation of hTERT
and imatinib sensitivity.

Imatinib is able to induce apoptosis in imatinib-
sensitive LAMAS4-5 cells through both telomerase-
dependent and telomerase-independent
mechanisms

To clarify further whether telomerase was involved or
not in imatinib-induced apoptosis, LAMABA-S cells were
transduced with hTERT (hTERT-LAMAS4-5) and were
then sorted on the basis of GFP expression. The expres-
sion of the transgene was confirmed both by hTERT
mRNA expression and telomerase activity analysis com-
pared to the GFP-control cells (see below). Apoptosis
induction by imatinib was then compared in hTERT
overexpressing and in mock transduced cells. Figure 2
shows that hTERT overexpression was able to signifi-
cantly protect LAMAB4-S cells from apoptosis induced
by 0.250 pmol/L imatinib. In contrast, it did not protect
them from the strong and rapid apoptotic effect induced
by higher concentrations of this drug. This result indi-
cates that even though imatinib at high concentrations is
able to downregulate hTERT expression and activity,
apoptosis is likely not the result of this downregulation.
Note that the ectopic expression of hTERT and telomerase
activity remained unaltered by imatinib treatment (data
not shown).

Altogether, these data suggest that imabinib could
induce apoptosis through both telomerase-dependent
and telomerase-independent mechanisms.
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Figure 1. Effect of imatinib treatment of sensitive LAMABA-S and resistant LAMABA-R cells on telomerse exprassion, activity, and apoptosis. LAMAB4-S,
acdlline derved froma patient in the accelerated stage of CML, and [ts imatinib -resistant LAMABA-R subline were kindly provided by Prod. F, X, Mahon {18).
A LAMABY-5 calls wera culturad for 48 hours with various concentratons of imatinib {Im). B, LAMAB4-5 cells were traated with high concentations of
imatinib (0.5 and 1.0 pmol/L). G, imatinib- resistant LAMAB4-R calls maintained continuously undar the salective pressure of 1 wmoll imatinb wens treated
with 2.5 pmol/L imatinib. At the indicated tima, apoptosis was measured (upper panal) using Tunal technology using In Situ Cell Death Datection Kit,
TMR rad {(Roche Diagnostics). At the indicated time, hTERT mRANA expression was quantified by flucmscence real-tirme PCR imiddle panel). Tha hTERT
level was normalized to the expression of the housekeeping gene glyceraldehyde 3 phosphate deshydrogenase (GAPDH) and expressed as a percentage of
that detected in control cells. At the indicated time, protain extracts were prepamed and telomerase activity (TA) was measured using the telomemse
PCR enzyme-linked immunoserbant assay (ELISA) lat {Roche Diagnostics| lower pana). Telomeraseactivity was expressed as a parcantage of that detected in

untreated calls.

Long-term ATRA treatment decreases telomerase
activity and slows down proliferation of imatinib-
resistant LAMASA cells

Because LAMABGR cells resist to imatinib-induced
apoptosis, we wondered w hether targeting h'TERT expres-
sioncould be a means to overcome imatinib resistance. We
have previously shown that, in myeloid leukemic cells
isolated from patients, ATRA may exertits antiproliferative
action independently of differentiation through down-reg-
ulation of telomerase activity, which develops slowly dur-
ing long-term treatment and leads to telomere shortening
and subsequent cell death (24). Hence, LAMAS4-R cells
were incubated in the presence of 1 pmol/L ATRA for a
long-term treatment. As shown on Fig. 3A, hTERT mRNA
levels measured by quantitative RT-PCR dereased as early
as after 3 days of ATRA treatment and remained at 60% of
control expression as early as day 7. This decrease was
associated with a clear reduction of telomerase activity and
a dlowdown of proliferation. As a consequence of the
decrease of telomerase activity, a small but significant
reduction of the mean length of telomeres could be noticed
throughout ATRA treatment of the LAMASI-R cells

(Fig. 3B). However this decrease of hTERT expression
was not associated with increased apoptosis (data not
shown). This observation is in agreement with the notion
of a threshold determined by the level of enzyme activity,
which has to be reached to induce sufficient shortening of
telomeres and cell death, as previously reported (25).
Importantly, in contrast to LAMAS-R cells, the sensitive
LAMAB4-S counterpart cells were neither responsiveto the
antiproliferative effect of ATRA (Fig. 3C)nortoits actionon
hTERT expression and activity (data not shown). This
observation reinforces the notion that hTERT represents
an important actor in imatinib resistance.

The dominant-negative form of hTERT
overcomes imatinib resistance in LAMAS4-R cells
Even though ATRA treatmentslowed cellular prolifera-
tHon of imatinib-resistant cells, it failed to restore fully
imatinib sensitivity, especially as regards cell death induc-
tion, because of a limited inhibition of telomerase activity.
The fact that ectopic expression of a DN-hTERT variant is
able to sensitize K562 CML cells o imatmib-induced cell
death has already been established (16,26). Therefore, we
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Figure 2. hTERT overnexpression rescues LAMAB4-S cells from apoplosls
induced by low concantrations of imatinib. Imatinib-sensitive LAMAB4-S
calls transfectad with either hTERT or GFP-vector construct were cultured
in the absence or in the presence of imatinib for 48 hours. Apoptosis
was quantified using the TUNEL assay as descrdbed in Fig. 1.

wondered whether this strategy could be more efficient
than ATRA treatment to overcome imatinab resistance in
LAMASI-R cells. Both the LAMAS4-R and the sensitive
LAMAB4-5 counterpart cells were then transduced with
DN-hTERT, WT-hTERT and the control vector. DN-hTERT
and WT-hTERT expressions were confirmed by real-time
quantitative PCR (Fg. 4, first panel). TRAP assay showed
that telomerase activity was dramatically reduced in DN-
hTERT transduced cells (Fg. 4, second panel) compared to
control LAMABY cells (vect LAMASA-S and vect LAMASY-
R), indicating that the expression of the DN-hTERT results
in the disruption of telomerase activity in these cells. The
extinction of telomerase activity was equivalent in both
sensitive and resistant LAMASS cell lines.

We next determined whether inhibiion of telomerase
activity by DN-hTERT expression influenced telomere
lengths in the transduced cells. We assessed telomere
lengths in LAMAB-S and LAMAR4-R cells expressing
either DN-hTERT or WT-hTERT or control vector
(Fg. 4, third panel). Telomere length analysis revealed
shorter telomere lengths in DN-hTERT-LAMAS4-R com-
pared to the control vector. Note that although telomerase
activity was similarly reduced in both DN-hTERT-
LAMAB4-R and DN-WTERT-LAMASL-S cells, telomeres
remained significantly longer in DN-hTERT-LAMAB4-S
(~32 kb) than in DN-hTERT-LAMASA-R (~2.0 kb). As
expected from their higher telomerase adivity, telomere
lengths of WT-hTERT-LAMAS4-S and WT-hTERT-
LAMAR4R cells were significantly longer than those of
their respective controls.

We then characterized the growth properties of
LAMAS4-5 and LAMAB4-R cells expressing either DN-
KTERT or WT-hTERT or the control vector. The DN-
hTERT transduced LAMAS4-R cells exhibited a reduced
clonogenic proliferation compared to the control vector
or WT-hTERT-transduced cells (Fig. 4, fourth panel). This
decrease in proliferation was associated with the induc-
tion of apoptosis (data not shown). Altogether, these
results show that the repression of telomerase activity
by the expression of a dominant-negative form of hTERT
was able to restore imatinib sensitivity in an imatinib-
resistant cell line. No effect on cell proliferation was
observed in DN-hTERT-LAMAS4-S cells. It can be specu-
lated that this differential effect of imatinib resuls from
the difference observed in the telomere lengths between
the 2 cell lines.

It can be noticed that the antitelomerase strategy
through the expression of DN-hTERT was more efficient
than ATRA treatment at restoring imatinib sensitivity. As
previously pointed out, this can be explained by a higher
inhibition of telomerase activity by DN-hTERT than by
ATRA, leading to a sufficient telomere shortening and
consequently an efficient induction of cell death. This
observation supports the notion that telomere length
could represent an important parameter to measure in
CML patients, especially to evaluate the efficiency of such
antitelomerase treatment.

Altogether, these results indicate that the extinction
of hTERT expression or activity could alter specifically
the viability of imatinib-resistant cells. However, it is
important to keep in mind that although LAMAS4-R
cells were resistant to the toxic action of imatinib,
their wiability relies on the continuous presence of
this drug (as already mentioned, see Materials and
Methods). Therefore, it cannot be excluded that the
specific acion of antitelomerase strategies on imati-
nib-resistant cells requires cooperation with imatinib
signaling pathways.

hTERT overexpression facilitates imatinib-
resistance establishment

Altogether, the above results indicate that the extine-
tion of hTERT expression or activity could modulate
specifically imatinib sensitivity of CML cells and they
point to a possible involvement of hTERT in the emer-
gence of imatinib resistance. To check this hypothesis we
investigated whether the ectopic expression of WT-
hTERT in the LAMAB4-S cells could facilitate the devel-
opment of imatinib resistant clones compared to non-
transduced LAMABLS cells. For this purpose we
proceeded as already described for the generation of
the imatinib-resistant LAMAS4-R cells (18). hTERT-
LAMAS4-S and their nontransduced LAMAB4-S counter-
part cells were exposed to successive dose escalations,
from 0.125 pmol/L imatinib (first dose-step) to 0.250
pmol/L about 2 weeks later, when cells stopped dying
{(second dose-step). Proliferation curves (Fig. 5A), cytos-
pin slides (Fig. 58) stained with May-Griinwald Giemsa
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and clonogenic assays (Fg. 5C) clearly showed that
hTERT-LAMAGSB4S cells recovered more rapidly from
imatinib-induced cell death than the nontransduced
LAMABRAS cells did, allowing a more rapid emergence
of resistant clones. Qut of the many attempts to generate
imatinib-resistant clones, resistant cells emerged repro-
ducibly faster from WT-hTERT-LAMAB4-S than from
LAMASA-S cells. These observations indicate that h'TERT
expressionis able to give cells a growthad vantage during
the establishment of imatinib-resistance. The median
telomere length of imatinib treated cells shortened during

the establishment of the resistance over an expansion
time of 15 weeks. In contrast, hTERT expression stabi-
lized telomere length in the hTERT-LAMAGS4S cells
suggesting that the telomere maintenance funchon of
hTERT is likely to participate in the emergence of resis-
tant cells.

Concluding remarks

Imatinib discovery represents a major breakthrough in
the therapy of CML. However, despite satisfactory remis-
sion rates, resistance to this drug isan importantissue for

Mol Ganeer Ther: 10(5) May 2011

Molecular Cancer Therapeutics

218



KTERT Promotes Imatinib Resistance in CML Cells

LAMAB4-5 LAMAB4-R

E o
&
.}.‘ggﬁ?-& é’&
g
EE mf
= R
-‘:5 1000

TA (%)
g

Telomere length (kbp)
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therapy, because it is now clear that a significant propor-
tion of patients in advanced disease phases display
reduction of imatinib sensitivity over time and undergo
relapse. Activation or upregulation of telomerase is
believed to play an important role in the progression

of most human malignancies. While implication of telo-
merase in the development of imatinib resistance has
already been suggested (27,28), no direct obvious demon-
stration has been given. Furthermore, some contradictory
studies can be found in the literature.

Our results show, first, that imatinib could nduce
apoptosis in imatinib sensitive cells through both telo-
merase-dependent and -independent mechanisms; sec-
ond, that imatinib induces a transcriptonal repression of
hTERT associated with the induction of apoptosis only in
imatinib-sensitive cells and not in their imatinib-
resistant counterparts. These observations suggest that
telomerase represents an additional factor in imatinib
resistance in blast crisis CML cells. This hypothesis has
been validated by showing that the emergence of resis-
fance occurred faster in cells overexpressing hTERT
compared to control cells. It has been shown that telo-
merase contributes to installing an immortal cell pheno-
type by preventing apoptosis, and thus plays a role in
cellular resistance to anticancer drugs (12,13,29-31). In
keeping with this notion, we showed that hTERT over-
expression significantly protects these cells from apop-
tosis induced by 0.250 pmol/L imatinib. Therefore the
emergence of imatinib-resistant cells could result from
both the antiapopiotic and telomere-maintenance func-
tons of hTERT.

Hence, targeting this enzyme could be beneficial for the
elimination of resistant clones. We therefore submitted
imatinib-resistant LAMAS4-R cells to 2 antitelomerase
strategies known to use different mechanisms: the
expression of a dominant-negative form of hTERT and
ATRA treatment leading to a ranscriptional repression of
hTERT. These 2 antitelymerase strategies resulted in
either cell death (DN-hTERT transduction) or antiproli-
ferative effects (ATRA treatment). Intriguingly, although
constifutive h'TERT expression and activity and Ber-Abl
expression did not differ between imatinib-resistant
LAMARL-R and imatinib sensitive LAMARL-S cells, these
effects were observed only in the imatinib-resistant and
not in the imatinib-sensitive cells. It can be speculated
that this specific effect on LAMAS4-R cells could be partly
explained by the fact that telomeres in these cells are
shorter than those in the sensitive parental ones and
therefore more prone to reach the telomere length thresh-
old ultimately leading to cell death induction. If so,
telomere length measurement in newly diagnosed
CML patients might have a predictive value for the
evaluation of the efficiency of antitelomerase treatments.
Alternatively, because LAMAS4-R cells need to be main-
tained in the continuous presence of imatinib it cannot
also be excluded that this specific effect of antitelomerase
strategies on imatinib-resistant cells requires cooperation
with imatinib signaling pathways.

The complexity of telomerase regulation, which can
differ between various cell lines as well as between
patient cells, makes it obvious that our treatment proto-
col, done on a single cell line, could not be effective in
all cases. In keeping with this notion, a recent study
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reporis that the success of antitelomerase strategies could
depend on the presence of a functional p53 pathway (32).
Nevertheless, our strategy, i.e., combining antitelomerase
agents to imatinib at the beginning of the therapy, should
be considered as an attractive approach to be integrated
into extended trials to reduce the risk of imatinib resis-
tance development and ultimately increase the probabil-
ity to eradicate the disease.
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Introduction

Cell senescence is the consequence of the limited ability of primary human cells to divide
when cultured in vitro. As cells are the fundamental structure composing our bodies, there are good
theorical reasons for thinking that cellular decline contributes to human aging and age-related
diseases. However, it is still under debate whether findings from studies on cell senescence in vitro
could be related to organism aging. The absence of telomerase in human cultured cells and the
shortening of telomeres at each population doubling have suggested that telomere length could act as
a molecular clock that counts the number of times a cell has to divide.

In this review, we discuss the pathways that signal cell senescence, the role of cell
senescence in human and whether cellular senescence relates to human aging. The potential

involvement of telomeres and telomerase in human aging and cancer will be also debated.

Role of telomeres and telomerase in cell senescence control

1. Replicative senescence

In the earlier 1900, the work of Alexis Carrel, a Nobel prize-winning surgeon, led to the idea
that vertebrate cells can divide indefinitely in culture and are "immortal". This led to the conclusion,
shown latter to be incorrect, that aging is a characteristic of the multicellular body as a whole (Carrel
and Ebeling, 1921). In 1961 this concept was challenged and changed by Leonard Hayflick and Paul
Moorhead who discovered that normal human diploid fibroblasts can only divide a finite number of
times in culture, known now as the Hayflick's limit (Hayflick and Moorhead, 1961). These cells undergo
60-80 population doublings, after which they slow their rate of division, stop dividing and develop a
senescence phenotype, referred now to as replicative senescence (Fig. 1-a). These observations led
to the hypothesis of a "biological clock" or a "replication counter" that counts biological time in

numbers of cell divisions.

Replicative senescence has been found in many adult cell types (keratinocytes, endothelial
cells, chondrocytes, vascular smooth cells, etc...), and is observed in cells derived from embryonic
tissues, and in cells taken from many animals. Most stem cells demonstrate also replicative
senescence, but do so with a much extended cellular life span. In contrast, cell lines derived from

embryonic germ cells or from tumors never reach replicative senescence.

The phenotype of replicative senescence in human diploid fibroblasts is characterized by a
series of features (reviewed in (Campisi, 1999)). The most obvious is growth arrest in the transition
from phase G1 to phase S of the cell cycle. In contrast to reversibly arrested quiescent cells, this

growth arrest is irreversible since mitogens cannot stimulate senescent cells to divide even though
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they remain metabolically active for long periods of time. Another important feature is cellular
morphology. Senescent cells adopt a large and flat morphology with an increased granularity and a
vacuole-rich cytoplasm. Most senescent cells express a specific type of beta-galactosidase called
senescence-associated beta-galactosidase (SA beta-gal), which has an optimal pH of 6.0. SA beta-gal
can be detected by histochemistry and is used as a marker for the senescent phenotype (Dimri et al.,
1995) although the specificity of this assay has been recently challenged (Going et al., 2002).
Senescent cells also display changes in the expression or regulation of cell-type specific genes,
including osteonectin, fibronectin, apolipoprotein J, type IlI-procollagen, interleukin-171, p53, p21 and
pl6INK4a proteins whose expression increases. Lastly, senescent cells were also shown to display an
increased activity of metalloproteinases and collagenase, which degrade the extracellular matrix and
could account for some features of aging tissues (reviewed in (Campisi, 2005; Cristofalo et al., 1998;
Toussaint et al., 2002)).

The cell cycle arrest imposed to senescent cells is maintained by signals that activate the
tumor suppressors, p53 and retinoblastoma (pRB) (Shay et al., 1991). Critical mutations or expression
of tumour viruses that inactivate key components of either p53 and/or pRb pathways abrogate the
senescence-associated cell cycle arrest and then cells continue to proliferate beyond their normal life-
span (reviewed in (Lundberg et al., 2000)). However, these cells cannot divide indefinitely. Following
20-30 additional population doublings, they enter a state termed "crisis" (Fig. 1-b). At crisis, the cells
continue to proliferate but show high rates of apoptosis triggered by severe chromosomal
abnormalities (due to end-to-end chromosome fusions and breakage-fusion-bridges cycles). A few

cells, however, emerge from crisis and become immortal (Fig. 1-c).

If the Hayflick’s limit is referred to a "biological clock" that times replicative senescence, what
is this cellular "clock" and what is the relationship between cell senescence, aging and disease-related

aging in the organism?

2. The telomere hypothesis of senescence

Early studies by Hermann Muller and Barbara McClintock showed that the ends of
chromosomes are capped by specialized structures called telomeres which prevent chromosome
fusions (McClintock, 1941; Muller, 1938). In humans, telomeres consist of 15-20 kb array of duplex
DNA repeats of TTAGGG that end in a 100-200 nucleotide 3' single-stranded G-rich overhang (Moyzis
et al., 1988). Without telomeres, chromosome ends are indistinguishable from DNA double-strand
breaks and are subject to degradation and/or fusion. James Watson implicated telomeres in replicative
senescence for the first time in 1971 (Watson, 1972). Indeed, at that time, it became clear that, owing
to the biochemistry of DNA replication, it is not possible to replicate the extreme ends of DNA
molecules and each round of DNA replication leaves 50-200 bp at each 3' end of linear duplex DNA
unreplicated. This was referred to as the “end-replication problem” (Fig. 2). At about the same time,
while waiting in a Moscow subway station, Alexey Olovnikov saw in Watson's problem an analogy

between the track representing the DNA and the train representing the DNA polymerase. He then
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proposed that the “end-replication problem” would result in telomere shortening with each round of
replication (200 base pairs of DNA are lost from chromosomal ends at each division) and that this
mechanism could be the cause of replicative senescence and might explain Hayflick's limit (Olovnikov,
1971, 1973). Telomere shortening is now considered as to the main causal mechanism of replicative
senescence and, telomere length, the "molecular clock” that counts the number of times a cell has to
divide providing a measure of its proliferative history (reviewed in (Wright and Shay, 2001)). Whether
the “end-replication problem” alone is responsible for telomere shortening has become recently a
center of debate. Indeed, telomeres seem to control replicative senescence through mechanisms
more complex than the mere maintenance of telomere length (see below).

Germ line cell precursors, early embryonic cells, and most cancer cells avoid the “end-
replication problem” and are identified as "immortal". Most of them do so by activating mechanisms for
telomere stabilization (mainly by re-activation of a ribonucleoprotein enzyme terminal transferase

called telomerase) (Fig. 1-c).

3. Telomerase, a determinant to "immortality"

How do cells, identified as “immortal” (as germinal and most cancer cells), avoid telomere
shortening that would lead to their loss of replicative capacity? The answer to this critical question
originated in studies by Greider and Blackburn (1985), who discovered that telomeres are synthesized
de novo by a ribonucleoprotein enzyme, called telomerase (Greider and Blackburn, 1985).
Telomerase is a reverse transcriptase enzyme that elongates the 3’ end of telomeres and thus
corrects the normal telomere erosion. This enzyme consists of at least two components: an RNA
template (hTR for human Telomerase RNA) (Feng et al., 1995a) and a catalytic reverse transcriptase
subunit (hTERT for human TElomerase Reverse Transcriptase) (Nakamura et al., 1997) for the
synthesis of telomeric sequences. With a sequence complementary to telomeric DNA, hTR binds to
the 3' overhang of telomeric DNA, providing a template for reverse transcription of new telomere
repeats (Fig. 3). Most somatic mammalian cells do not express telomerase, or express it transiently,
resulting in the progressive telomere shortening responsible for replicative senescence. In contrast,
telomerase activity was shown to be high in embryonic cells, adult germ cells and in 85-90% of cancer
cells (Counter et al.,, 1992a). Thus, these cells proliferate indefinitely without telomere loss or
replicative senescence (Kim et al.,, 1994a; Wright et al., 1996). Today, the presence of high
telomerase activity in cancer cells is the most reliable property that distinguishes them from human
normal cells. However, the expression of telomerase has also been found in a number of normal
human cell types or tissues. These include fetal tissue, normal bone marrow stem cells, testes,
peripheral blood lymphocytes, skin epidermis and intestinal crypt cells. All these cells have high
turnover rates or are in a continuously replicating pool of differentiating cells. However, it is important
to note that the level of telomerase activity found in these normal cell populations is significantly less
than that found in cancer cell populations and is not always sufficient to maintain telomere length. In
these cases, telomeres shorten slowly and senescence can occur although delayed (Chiu and Harley,
1997).
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That expression of hTERT in human normal cells avoids replicative senescence and induces
lengthening of telomeres without signs of transformation provides the direct evidence demonstrating
the role of telomere shortening in cell senescence, and the requirement for telomerase expression in
most immortal cells (Bodnar et al., 1998b; Jiang et al., 1999; Morales et al., 1999). Even expression of
hTERT in old human diploid fibroblasts appears to reverse the loss of function characteristic of
senescent cells (Funk et al., 2000). Furthermore, it then appears that ectopic hTERT expression alone

is sufficient to restore telomerase activity in human cells (Counter et al., 1998b).

Telomerase is reactivated in the majority of human cancers. This activation is thought to
provide the tumour with an unlimited growth potential. Interestingly, telomerase activity was also found
to be upregulated during mouse tumorigenesis, even though mice have long telomeres. This suggests
that telomere length independent tumour promoting actions of telomerase, different from its
established role in telomere elongation, are involved in tumorigenesis (Blasco, 2002). Indeed, it has
been found that hTERT expression can regulate the transcription of several genes implicated in cell
proliferation (Geserick et al., 2006; Smith et al., 2003; Xiang et al., 2002). Telomerase has been also
shown to promote cell survival by protecting cells from apoptosis (Dudognon et al., 2004; Smith et al.,
2003). These telomere elongation independent mechanisms are likely to account for the positive
impact of increased telomerase levels on aging. Thus, although telomerase-induced inhibition of
apoptosis may favour tumour growth, it might also have beneficial effect on tissue integrity. This

antagonistic dual effect of telomerase is illustrated in Figure 5.

Telomerase is not the only mechanism capable of elongating the telomeres. Some cancer
cells maintain telomeres by telomerase-independent mechanisms (Bryan et al., 1995b). Although the
exact mechanisms behind what is called Alternative Lengthening of Telomeres (ALT) remain
unknown, recombination processes seem involved (Bryan et al., 1995b; Dunham et al., 2000a)
(reviewed in (Muntoni and Reddel, 2005)).

4. Telomere dysfunctions, cellular senescence and ¢ ancer promotion

Telomeres are not linear structures, but instead appear to fold into a structure termed the
“T-loop” in which the 3' single-stranded overhang invades a duplex region of the telomere to sequester
the overhang, forming a single-stranded displacement loop (D-loop) (Griffith et al., 1999) (Fig. 4). The
telomeric T-loop is bound and stabilized by several telomere-specific binding proteins that form a
complex called the telosome (Liu et al.,, 2004a) or shelterin (de Lange, 2005). This complex is
composed of six core components: three shelterin subunits, the duplex telomere-binding proteins
TRF1 and TRF2, and the single-stranded TTAGGG-repeat binding protein POT1, interconnected by
three additional shelterin proteins, TIN2, TPP1, and Rapl. TRF1 is a negative regulator of telomere
length (van Steensel and de Lange, 1997b) and TRF2 is essential for telomere end protection and
promotion of the T-loop formation (van Steensel et al., 1998b). The current hypothesis is that the
telomeric conformation stabilizes or caps the telomeres. Capping may protect them from being

recognized as double-strand breaks that would otherwise activate DNA damage checkpoint responses

226



or participate in aberrant recombination events (reviewed in (d'Adda di Fagagna et al., 2004)). When
cumulative loss of telomeres results in critical shortening (to 2-6kb), the capping function of telomeres
is compromised and cells undergo a senescent arrest. Recent findings suggest that telomere capping,
not just telomere length, is crucial to avoid telomere dysfunction and to prevent apoptosis and
senescence (Blackburn, 2000; de Lange, 2001; Karlseder et al., 1999; Karlseder et al., 2002). For
example, expression of a dominant negative form of TRF2 disrupts the normal structure and result in
the rapid onset of either senescence or apoptosis depending on the cell type. Results showing that
telomerase disruption can slow proliferation and alter the 3’ single-stranded telomeric overhang
without telomere shortening support this view (Masutomi et al., 2003).

It has become clear that many proteins involved in the DNA-damage response play key roles
in telomere maintenance (reviewed (von Zglinicki et al., 2005)). Thus, the signalling pathway
connecting telomere uncapping and replicative senescence appears to be the same as the one
activated by DNA damages. Indeed, uncapped telomeres activate signalling cascades involving
proteins linked to DNA repair as ATM (for "ataxia telangiectasia”), ATR (for "ataxia telangiectasia and
Rad3 related") and DNA-PK. Furthermore, phosphorylation of histone H2A.X facilitates the formation
of DNA damage foci around uncapped telomeres, and this in turn activates downstream ckeckpoint
kinase 1 (Chkl) and Chk2 and eventually p53. Thus, cellular senescence can be regarded as a
permanently maintained DNA damage state.

Direct evidence that altered telomere length or function has consequences for multicellular
organisms in vivo comes from experiments carried out in various species in which telomerase activity
is eliminated by inactivation of telomerase genes. Telomere dysfunction in S. cerevisiae due to
mutations in telomerase leads to senescence (Lowell and Pillus, 1998; Lundblad and Szostak, 1989).
In C. elegans, telomerase defects appear to result in sterility after a certain number of generations
(Ahmed and Hodgkin, 2000), but a role of telomeres in its aging process have not been established
yet. Due to the extremely long telomeres of the laboratory mouse, telomerase-deficient mice are
normal up to four generations but then show a number of abnormalities similar to some aspects of
premature aging associated to telomere shortening (Blasco et al., 1997; Rudolph et al., 1999).

Although dysfunctional telomeres initiate checkpoint signals that provoke senescence or
apoptosis, they are also highly recombinogenic, leading to chromosomal breakage-fusion-bridge
cycles that are potentially cancer promoting. This dual effect of dysfunctional telomeres is illustrated in
Figure 5. It appears now that many human precancerous lesions progress through a phase of
genomic instability likely to be generated in part by dysfunctional telomeres (Bartkova et al., 2005;
Gorgoulis et al., 2005). In addition to this genomic instability, activation of telomere-maintenance
mechanisms (achieved either by telomerase reactivation or ALT mechanism development) is crucial

for tumor progression.

5. Stress-induced senescence

Dysfunctions of telomeres are not the only cause for cellular senescence. Some cell types

that express telomerase and maintain telomere length in culture still can acquire a senescent
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phenotype. For example, human keratinocytes and mammary epithelial cells are not immortalized by
telomerase expression alone (Kiyono et al.,, 1998). Similarly, rodent cells express telomerase and
maintain very long telomeres, yet senesce in culture. This observation indicates that there are

additional, telomere-independent mechanisms that limit the proliferative lifespan of certain cell types.

Many normal cells arrest growth with a senescent phenotype, independently of their
replicative history, when they experience DNA damage or inappropriate conditions of culture (low
serum or growth factor concentrations) (Chen et al., 1995; Toussaint et al., 2002). The level of
damage determines whether cell death or senescence happens. Finally, normal cells senesce when
they experience strong mitogenic signals, such as those delivered by certain oncogenes or
overexpressing signal transducing proteins, like activated forms of Ras or Raf (Ferbeyre et al., 2002;
Serrano et al., 1997).

The term “stress-induced premature senescence” (SIPS) has been used to design these
stress-dependent and telomere-independent senescent-like phenotypes (Brack et al., 2000). It has
been proposed that telomere-independent mechanisms that limit replicative lifespan seen in some
human epithelial cells and rodent cells are a form of SIPS triggered by the cumulative trauma of
culturing cells in vitro (Sherr and DePinho, 2000; Wright and Shay, 2000).

The SIPS phenotype appears indistinguishable from that shown by cells that have reached
the Hayflick’s limit and enter replicative senescence. However, in contrast to replicative senescence,
which is bypassed by ectopic expression of hTERT, overexpression of hTERT has no detectable
effect on stress-induced senescence. These observations indicate that replicative senescence and
stress-induced senescence are distinct biological processes, although both processes show many
similar characteristic (phenotypic markers or expression of senescence-associated genes). In both
cases senescence response converges on a central network governed by p53 and Rb. The
downstream cyclin-dependent kinase inhibitors p21 and p16INK4a are two primary effectors involved

in the induction and maintenance of this response.

6. Cellular senescence as a tumour-protection mech  anism

In human somatic cells, which do not express telomerase, the proliferation required for a
tumour to develop is sufficient to trigger replicative senescence. Thus replicative senescenec,
limiting the number of cell divisions, may function to prevent malignant cells from being able to
continue to proliferate and acquire additional mutations resulting in tumorigenesis. As such this
mechanism acts to protect against cancer. This concept has been recently supported in by two
recent studies (Cosme-Blanco et al., 2007; Feldser and Greider, 2007). In the first one, using mTR(-
/-) mice crossed with Emu-myc transgenic mice, an established model of Burkitt's lymphoma, D.
Feldser and C. Greider provide evidence that short telomeres suppressed tumorigenesis in Emu-myc
transgenic animals by inducing senescence when apoptotic mechanisms were inhibited.

Furthermore, the loss of p53 in these mice restored lymphoma formation. Using the same mTR(-/-)
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mice with short telomeres, the second study shows that suppression of tumorigenesis by
dysfunctional telomeres requires the activation of the p53-dependent cellular senescence pathway.
As mentioned above, both p53 and pRB pathways are crucial for establishment and
maintaining the senescent phenotype . Inactivation of these pathways abrogates the senescence
response. If cells bypass this checkpoint by telomerase activation or telomere stabilization tumour
development can then proceed. Thus, cellular senescence is likely a powerful tumor suppressive
mechanism, which can ensure longevity by suppressing the development of cancer. However, this
tumour protection mechanism of senescence was challenged by the observation that late generation
of telomerase knockout mice had an increased frequency of tumour development compared with wild-
type or early generation animals although tumors did not progress. Thus, in these mice telomere
shortening was increasing the frequency of cancer rather than protecting against it (Rudolph et al.,
1999). This apparent contradiction can be explained by the dual effect due to telomere shortening as
already discussed (see Fig. 5). The fact that knockout mice have a higher incidence of tumours shows
that chromosomal instability leading to the rapid accumulation of deleterious mutations balance any
protective advantage of a proliferative checkpoint. For now it is not clear whether the results obtained
in mice could apply to humans and the telomere balance in human cells remains unknown. In addition,
as it will be detailed below, recent evidence supports the idea that senescent stromal fibroblasts may
be able to create a tissue environment that could promote the development of age-related epithelial

cancers.

Cell senescence, human aging and cancer

Aging of organisms is characterized by a gradual functional decline of all organ systems.
Cells derived from most multicellular organisms have a finite replicative potential in culture, thus it is
reasonable to assume that human aging has a cellular basis and that the progressive accumulation of
senescent cells contributes to some pathologies that develop in the aging process. However, the
question whether aging is the result of a cellular program that is governed by a “biological clock”
(telomere length) or is the result of the slow accumulation of damages leading to cellular decline is still
under debate. Important findings stressing the differences between the replicative fate of cells in
culture and in the organism had cast doubt on the validity of the relation between senescence of cells
in culture and lifespan of the organism (reviewed in (Rubin, 2002)). One example is the wide
distribution of replicative potential of cells in any population cultured from humans and animals. It is
clear from these studies that although the use of cell culture had led important findings in biochemistry
and molecular and cellular biology, the cellular models and the methods used to study them have a
series of flaws. Thus, extrapolations from results obtained in in vitro studies of cells (in an abnormal
environnement) could dangerously lead to false conclusions about what actually happens in the whole
organism. Therefore, although replicative senescence and SIPS may reflect certain pathological
changes observed in aging, they are not accurate representations of human aging. However, although

a connection between cell aging and normal aging in humans has still to be established, there are
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substantial indications that a) senescent cells accumulate with advancing age (Dimri et al., 1995), b)
telomere shortening occurs in multiple cell lineages during normal human aging, and c) accelerated
shortening can occur in specific cell types derived from individuals with premature aging syndromes
(reviewed in (Faragher, 2000; Mohaghegh and Hickson, 2001)).Although senescence has been
proposed as a barrier to cancer progression in human, it has been hypothesized that senescent cells
accumulate with normal aging and contribute to age-related pathologies by inhibiting tissue
regenerative capacities and to cancer resulting from telomere dysfunction (Krtolica and Campisi,
2002). For example, SA-beta-gal-positive senescent cells have been identified in aged liver,
atherosclerotic plaques, and skin (Dimri et al., 1995). Much research is ongoing to find out how
telomere shortening contributes to the process of aging and the development of age-related diseases.
Shortened telomeres have been found in a variety of human tissues, including peripheral white blood
cells, aging skin, skeletal muscle, endothelial cells, and central nervous system tissue (Farazi et al.,
2003; O'Sullivan et al.,, 2002; Rudolph et al., 2001; Wiemann et al., 2002). A correlation between
shortened telomeres in peripheral blood mononuclear cells and increased risk of death has been
found in subgroups of patients (Cawthon et al., 2003). Whether this shortening relates to the
development of disease is still being examined. Some research has shown that people over 60 years
old with the shortest telomeres in blood cells are the ones with the most age-related deterioration
(Cawthon et al., 2003; Chang and Harley, 1995; Epel et al., 2006). In a group of more than 1500
patients, a correlation between telomere length and risk of developing coronary heart disease has also
been reported (Vasa-Nicotera et al., 2005). This could provide the idea that telomere length can be a
predictive factor to identify individual patients at risk for coronary events. However, although intriguing,
these observations do not directly demonstrate that telomere length is a direct determinant of survival
and telomere shortening the cause of aging. Indeed, there is considerable variability of telomere
length between individuals that prevents such firm cause-and-effect conclusions. Furthermore, genetic
events and environmental factors may affect survival and, in parallel, telomere length, so that telomere
attrition can be only considered as an epiphenomenon.

The most convincing evidence for the existence of a causal relationship between telomere
shortening and disease-or age-related changes in humans is the inherited bone marrow failure
syndrome, dyskeratosis congenita (DKC). The autosomal dominant variant of DKC is caused by a
mutation in the telomerase RNA template gene, whereas the X-linked variant is caused by mutations
in the telomere-associated protein, Dyskerin (Vulliamy et al., 2005). The phenotype of this aging
disorder closely reproduces that of the telomerase knockout mice. DKC is marked by abnormally short
telomeres, defects in organs with a high cell turnover, including those involved in haematopoiesis and
skin functions. Bone marrow failure is primarily responsible for early death (reviewed in (Dokal, 2001)).
A recent study shows that transduction of hTERT and hTR in autosomal DKC cells resulted in
extension of telomeres and lifespan. Interestingly, these effects were already noticed, although to a
less extent, after hTERT transduction alone (Westin et al., 2007). Altogether, these findings suggest
that telomere length or telomerase activity can affect human health.

Another evidence of the relationship between telomere shortening and aging is observed in

patients with Werner's syndrome (WS) who show greatly elevated frequencies of age-related diseases
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such atherosclerosis and cancer together with impaired wound healing likened to that seen in elderly
individuals. Fibroblast cultures derived from Werner patients exhibit a profound reduction of in vitro
proliferative ability and enter replicative senescence prematurely (Faragher et al., 1993). At the
molecular level, the syndrome results from a mutation in the gene encoding WRN, a member of the
RecQ DNA-helicase family, which can interact with telomere binding proteins (Yu et al., 1996). WRN
appears to play a major role in genome stability, particularly during DNA replication and repair and
telomere metabolism. Much of the pathophysiology associated with WS, can be attributed to a defect
in telomere maintenance. Recent genetic evidence from mTR(-/-)/Wrn(-/-) mice demonstrates that
mice with critically shortened telomeres display aging phenotypes reminiscent of human WS, further
reinforcing the notion that telomere dysfunction is required for the manifestation of aging
pathophysiology in the setting of WRN deficiency. The observation that premature senescence
characteristic of WS cells can be rescued by ectopic expression of telomerase supports the role for
telomere integrity in the pathogenesis of WS (Crabbe et al.,, 2007; Wyllie et al., 2000). However,
sensitive single telomere length analyses reveal that there are circumstances when telomeres in WS
cells erode at rates similar to those of normal controls. This suggests that accelerated global telomere
attrition is not necessarily a mechanism that generates dysfunctional telomeres in WS cells (Baird et
al., 2004). Rather, WS cells may be particularly sensitive to the presence of a few dysfunctional
telomeres that arise owing to the loss of WRN functions at telomeres. Although some clear features of
human aging can be reproduced in diseases associated with telomere maintenance deficiencies, it
does not prove that telomere erosion is in normal physiology the primary causal force that drives
human aging.

As the incidence of cancer increases with age, thus, it has been speculated that growth
arrest associated with cellular senescent will initially benefit young organism by suppressing early
onset cancers, but in contrast will be deleterious to old organism by contributing to aging and age-
related cancers. As with age the number of cells approaches the end of their replicative lifespan, it has
been proposed that the resultant telomere shortening might increase genetic instability. Another
possibility is that their accumulation may create a permissive pro-oncogenic tissue environment for the
development of malignant tumors by the secretion of factors (including growth factors, matrix-
degrading enzymes, and inflammatory cytokines) that synergizes with oncogenic mutations and
induce the rise in cancer incidence with age (Campisi, 2001b; Krtolica and Campisi, 2003). The idea
that senescent fibroblasts can promote the expression of malignant phenotype by preneoplastic

epithelial cells has been recently tested (Krtolica et al., 2001).

Implications for therapy: targeting senescence path ways

Cancer therapeutics are primarily thought to work by inducing apoptosis in tumour cells.
Various tumour suppressors and oncogenes have been shown to regulate senescence in normal cells,
and senescence bypass appears to be an important step in the development of cancer. However,
genetic events that abrogate oncogene-induced senescence may not necessarily co-disrupt the

possibility of drug-induced senescence and tumor cells may still retain the capacity to senesce.
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Consequently induction of senescence along with apoptosis is an antiproliferative process that can be
exploited as a basis for cancer therapy. Senescence is already induced by existing anticancer agents
(mostly DNA damaging agents) (Chang et al., 1999; Elmore et al., 2002). Since the drug amounts
required for induction senescence are much lower than those necessitated for induction of cell death,
forcing cancer cells to undergo senescence may represent a less aggressive approach to control
tumor progression and may reduce chances of drug resistance development. Furthermore, the
identification of senescence-associated proteins will allow the development of agents, which
specifically promote this process. As escape from cellular senescence by activating telomerase or ALT
mechanisms to maintain telomeres are required for the ongoing proliferation of most human tumours,
this makes telomere/telomerase biology a target for the development of novel anticancer strategies.
Besides, the fact that short telomeres contribute to different pathologies associated with aging,
indicates that strategies based on temporary telomerase re-activation may have also utility both in

tissue engineering and anti-aging therapy (Figure 6).

1. "Anti-telomerase" strategies as an anticancer th erapy

The close correlation between telomerase activation and cancer cell immortalisation has
placed telomerase as an important target for malignancy diagnostic and therapeutic applications
(Table 1). By specifically targeting telomerase or induction of telomere dysfunctions, it is proposed to
restore telomere attrition toward a critical length that will trigger cellular senescence and apoptosis.
However, if cellular senescence indeed contributes to age-related rise of cancers, there are needs for
further investigations to evaluate the safety of these approaches.

Therapeutic strategies for inhibition of telomerase have included targeting components of the
telomerase complex (hTERT, hTR or telomere-associated proteins) or directly targeting telomere DNA
structures (including G-quadruplex-interacting) agents (reviewed in (Pendino et al., 2006)). Numerous
strategies exist like antisense strategies or ribozymes against hTR and hTERT, introduction of
dominant negative form of hTERT, and reverse transcriptase inhibitors. Molecules targeting hTERT
expression such as antiestrogens, progesterone and retinoids (natural or synthetic derivatives of
vitamin A) are also interesting approaches. Indeed, these latter classes of molecules are already
clinically relevant as there are widely used as anticancer agents for some tumors, including
endometrial cancers and haematological malignancies. It is not excluded that some of the clinical
benefit of these agents result from their action on telomerase expression and/or induction of
senescence. In fact, retinoids, which regulate cell growth and differentiation are able to induce a
transcriptional repression of hTERT independently of differentiation associated or not with the
induction of a senescence program (Chen et al., 2006; Dokmanovic et al., 2002; Pendino et al., 2003;
Pendino et al., 2001b; Pendino et al., 2006; Roninson and Dokmanovic, 2003). The identification of
genes that mediate retinoid-induced senescence should help in developing new therapeutic strategies
aimed at inducing senescence (reviewed in (Roninson and Dokmanovic, 2003)).

Promising strategies were also designed to target specifically telomerase-positive cells as
telomerase immunotherapy and telomere promoter driven gene therapy (Keith et al., 2004;

Vonderheide et al., 2004). However, despite efforts, few of these strategies are to date exploitable in
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clinic for reasons of low effectiveness or toxicity in vivo. Presently, telomerase immunotherapy is the
first strategy to undergo clinical trials. It is also becoming clear that focusing solely on a relative
inhibition of telomerase activity may misjudge the therapeutic efficacy of some telomerase inhibitors.
Indeed, it has been reported in some case that a very high inhibition of telomerase activity or
expression is needed to be efficient in terms of telomere shortening and cell viability (Tarkanyi et al.,
2005). This requirement is not always fulfilled. This feature has to be taken into account for the

development of telomerase inhibitors.

2. "Telomerase restoration" strategies as anti-agin g therapies

The role of telomeres in replicative senescence had led to suggestions that telomerase can
be used as an anti-aging therapy and for related technologies such as tissue engineering (Blasco,
2005; Fossel, 2002; Shay and Wright, 2000). The most accessible approaches at present appear to
be those in which specific human cells would be manipulated ex vivo, by telomerase gene
transduction to express telomerase, maintain or increase telomere length, and therefore to extend
capacity for cell division. This can offer the possibility of replacing tissues and organs damaged during
aging. After expansion, the cells would be reintroduced into the body to restore tissue and/or organ
function or to allow expansion of specific cells such as stem cells. However, as mentioned above, the
relationship between replicative senescence and organismal aging remains unproven and telomerase
alone will not solve the aging problem. Whether telomere shortening plays a role in human aging is
still debatable. No connection exists between mean telomere length and rate of aging in mammalian
species. Of all studied primates, humans appear to have relatively short telomeres and a longer
lifespan (Steinert et al., 2002). Although mice are short lived compared to human, they have longer
telomeres and higher telomerase activity in many organs (Prowse and Greider, 1995). Furthermore,
safety of telomerase-based anti-aging therapies has to be more accurately evaluated and further
studies are needed to determine whether telomerase can favour tumorigenesis and whether

telomerase-based therapies may promote cancer.

Conclusion

Although the role of cell senescence in tumor suppression has received much support since its
original description, its role in organismic aging remains unclear. Aging is a stochastic and
heterogeneous process that involves cooperation of both extrinsic and intrinsic factors. In humans and
complex animals the study of aging is not as simple as in single cell organisms in which aging of the
whole body reflects aging of its unique cell.

With the discovery of the first molecular counting mechanism to the finding how immortal
cancer cells escape replicative senescence, it becomes clear that research areas on aging and cancer
are now converging. Thus, these two fields of research are taken advantage from each other’s
advances giving the opportunity to targeted therapeutic intervention for the benefit of healthcare. In

that, senescence machinery manipulations may become a therapeutic option both for tissue
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engineering in the treatment of age-related diseases and for inhibition of cancer development.
However, because of the antagonistic pleiotropic effect of such a manipulation, further studies will be
required to determine the role played by senescence in tumorigenesis as well as the mechanisms of
senescence before using routinely these strategies in clinic. Finally, if telomere/telomerase biology
and cellular senescence are important tools to study cancer and develop antitumor strategies, it is not

known yet whether they can actually help in understanding human aging.

Table 1: Anticancer strategies based on telomerase and telomere biology
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Target

Therapeutic

approach

References

Targeting hTERT

Nucleoside inhibitors

AZT (3-azido-2',3'-
dideoxythymidine)
ddG (dideoxyguanosine)

(Fletcher et al., 2001)

(Strahl and Blackburn,
1996a)

Non-nucleosidic

TMPyP derivatives

(Dixon et al., 2005)

inhibitors FJ5002 (Naasani et al., 1999)
BIBR1532 (Damm et al, 2001a;
El-Daly et al., 2005)

Antisense (Kraemer et al., 2003)

technology

Ribozymes (Yokoyama et al., 2000)

Dominant negative (Hahn et al., 1999c)

hTERT Hahn et al., 1999)
Targeting hTR Antisense GRN163 (Asai et al., 2003)

oligonucleotides and
siRNA

2'-5’ oligoadenylate antisense
anti-hTR

(Mukai et al., 2000)
(Fu et al, 2005;
Tarkanyi et al., 2005c;
Wang et al., 2004a)

Ribozymes Yeo et al., 2005)
Targeting Demethylating 5-Azacytidine (Kitagawa et al., 2000)
regulatory agents

mechanisms  of

Histone deacetylase

Trichostatin A, FR901228

(Tsurutani et al.,, 2003)

telomerase inhibitors Estrogens (Aldous et al., 1999a)
Hormones Progesterone (Wang et al., 2000)
retinoids (Pendino et al., 2003;
Pendino et al.,, 2001b;
Pendino et al., 2006b;
PKC and AKT Tarkanyi et al., 2005b)
inhibitors (Kang et al., 1999b; Ku
et al., 1997b)
Targeting the | G-quadruplex DNA- | BRACO 19 (Burger et al., 2005)
telomeres and | interactive Telomestatin (Kim et al., 2002; Sumi
associated compounds Quindoline derivatives et al., 2004)
proteins (Liu et al., 2007b; Zhou
et al., 2006)
Conventional Cisplatin (Furuta et al.,, 2003;
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cytotoxic Mese et al, 2001;
compounds Wang et al., 1998b)
Targeting telomere- | Geldanamycin derivatives | (Holt et al., 1999)
associated proteins (targeting hsp90)
Targeting Tumor specific | Vaccines targeting telomerase | (Vonderheide et al.,
telomerase immunotherapy (hTERT-derived peptides) 2004)
positive cells
Telomerase- Use of the hTERT promoter to | (Keith et al., 2004b)
mediated tumor | drive  proapoptotic  genes
specific gene | (Bax, caspase-6 and -8,
therapy FADD, TRAIL)
Suicide genes
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Legends to figures:

Figure 1: The telomere hypothesis of senescence. (a) After 60-80 population doublings in culture,

cells stop dividing and develop a senescent phenotype. Telomere shortening is considered as the

main causal mechanism of replicative senescence. (b) Abrogation of the retinoblastoma (pRB) and

p53 tumor-suppressor pathways overcome senescence and subsequent cell death allowing continued

division until they enter a state termed "crisis". (c) Rare cells emerge from crisis by activating

mechanisms for telomere stabilization (telomerase expression, ALT).
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Figure 2: The “end-replication problem” . DNA polymerase requires an RNA primer to initiate
synthesis in the 5'-3' direction. DNA polymerase synthesizes the leading strand as a continuous
molecule until the end of the chromosome. In the lagging strand, however, DNA polymerase synthesis
is based on a series of fragments, called Okazaki fragments, each requiring new RNA primers. They
are then ligated by the DNA ligase to make a continuous strand. However, the replication machinery is
unable to synthesize the sequence complementary to the final end of the chromosome, as there is no
DNA beyond the end for a priming event. This incomplete replication results in telomere shortening at

each round of cell division. This is called the "end-replication problem".

Figure 3: Mechanism of telomere extension by telomerase. Telomerase consists of a protein
subunit (hnTERT) with reverse transcriptase activity and an integral RNA component (hTR) that serves
as a template for addition of nucleotides to the telomeres. (a) The template region of hTR binds to the
telomeric end. (b)Telomerase acts as a reverse transcriptase catalyzing the extension of the G-rich
telomeric strand by adding the TTAGGG sequence until the end of the template region of the RNA
molecule. (c) The enzyme complex translocates along the newly synthesized strand to start a new
elongation step. The process continues with subsequent translocation-extension steps resulting in the
elongation of the telomere in the 5'-to-3' direction. (d) The complementary (C-rich) strand is

synthesized by extension of an RNA primer by a conventional DNA polymerase.

Figure 4: A putative structure of the telomere. Duplex structure of telomeres ends in a 3' single-
strand overhang. The telomere folds back on itself to form a large telomere loop (T)-loop. The 3’ G-
strand overhang invades the double-stranded telomere repeat sequence of the 5’ end strand, forming
a displacement loop (D-loop). Two main protein complexes are bound to telomeres, the telomere
repeat binding factor 1 and 2 complexes, TRF1 and TRF2 complexes including TRF1 and TRF2

proteins associated with various other proteins.

Figure 5: Antagonistic effects of telomere shorteni ng and telomerase activation . Depending on
the genetic context, telomere shortening might either promote or inhibit tumor formation. In the same
way, high levels of telomerase exert either growth-promoting effects enhancing tumor formation or

have a positive impact on longevity by preventing age-related degenerative lesions.

Figure 6: Targeting senescence pathway . Diverse factors can promote irreversible proliferative
arrest known as senescence (either replicative or stress-induced senescence). Depending on the cell
specificity, on the genetic context or on the intensity of the damage, the same stimulus can induce
either senescence or apoptosis. Thus, both senescence and apoptosis pathways can be exploited as
a basis for cancer therapy. On one hand, therapeutic strategies can be used to force fully transformed
cancer cells to re-enter the senescence program, on the other hand, the role of telomere and
telomerase biology in the induction of senescence suggests that telomerase can be used as an anti-

aging therapy.
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Questions for self-evaluation

1. The problem of replicating the lagging strand of DNA requires which of the following statements?
A) RNA primers

B) DNA ligase

C) Okazaki fragments

D) A and B only

E) A, B,and C

2. With each replication of the DNA molecule, the DNA molecule becomes shorter.

A) This is true only if the organism has been exposed to excessive of DNA damages.

B) This is best explained by the fact that DNA polymerase can only add nucleotides to a 3' end.
C) This problem is not resolved by telomerase because it extends the DNA at 5' end of the DNA.

D) This is not a problem because the telomere is a nonessential repeating unit.

3. Which of the following cellular alterations can abrogate replicative senescence in human diploid
fibroblasts?

A) Defects in both p53 and pRB pathways.

B) Defects in both Ras and Raf

C) Reactivation of telomerase

D) Telomere maintenance by “ALT” mechanisms.

E)A,BandC

F)A,Cand D

4. Which of the following statements is true?

A) Telomeres are non coding DNA sequences which prevent chromosome fusions

B) Telomeres encode proteins essential for cell survival

C) Telomerase reactivation is the only mechanism responsible for telomere maintenance in tumours

D) Shortening telomeres are the only mechanism capable of inducing senescence.

Answers
1. E) see legend to Figure 2
B) see legend to Figure 2 and text “the telomere hypothesis of senescence”.

F) see Figure 1 and text “Telomerase, a determinant to immortality”.

> wN

A) see text “the telomere hypothesis of senescence”, “Telomerase, a determinant to

immortality”. And “stress-induced senescence”.
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