1138

médecine/sciences 2013 ; 29 : 1138-44

m's

médecine/sciences

>Le gene qui code I'hélicase de I’ADN RTEL1
(regulator of telomere elongation helicase 1) a
été identifié chez ’homme il y a plus de 10 ans
dans une région génétique associée au cancer
gastrique. Depuis, plusieurs travaux, réalisés
essentiellement chez le nématode Caenorhabditis
elegans et la souris, ont mis a jour certaines
caractéristiques fonctionnelles de RTELL et
démontré son implication dans la stabilité
chromosomique, le maintien de la longueur des
télomeres et la réparation de certaines Iésions de
I’ADN. De plus, récemment, quatre laboratoires
ont identifié des mutations du géene codant
RTELL chez des patients atteints de dyskératose
congénitale et de sa forme sévere, le syndrome
de Hoyeraal-Hreidarsson, ce qui démontre le
de RTELL dans
des télomeres chez I’homme. Cependant, les

role essentiel ’lhoméostasie

fonctions précises de RTELI restent a ce jour mal
définies. Dans cette synthese, nous récapitulons
les données concernant RTELL et discutons des
autres activités que pourrait exercer ce facteur
essentiel au maintien du génome. <

Le maintien de I'intégrité du génome est essentiel pour
la survie cellulaire et la propagation de I'information
génétique. Cependant, le génome est continuellement
soumis a des agressions provenant de facteurs exogenes
tels que les radiations ionisantes, les ultraviolets, ou
des agents chimiques génotoxiques. Des lésions de I’ADN
peuvent également survenir a la suite de certains pro-
cessus biologiques endogénes, tels que la synthese d’ATP
dans les mitochondries (productrice de radicaux libres)
ou la réplication. Les extrémités des chromosomes, les
télomeres, du fait de leurs séquences répétées riches
en guanidine, représentent des régions particulierement
complexes a répliquer et sensibles aux attaques des
agents pro-oxydants [1, 2]. La réplication des extrémi-
tés des chromosomes eucaryotes est incompléte (end
replication problem) et conduit & un raccourcissement
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progressif de la taille des téloméres
apres chaque division cellulaire [3]. La
télomérase, un complexe ribonucléo-
protéique exprimé spécifiquement dans

les cellules germinales, les cellules souches et certaines cellules activées,
compense cette perte [3]. Dans les autres cellules, I’érosion progressive
des télomeéres conduit, a terme, a un arrét de la prolifération : sénescence
réplicative ou apoptose selon le contexte génétique [4, 5].

Une mauvaise prise en charge des dommages de I’ADN et/ou un mau-
vais maintien de I'intégrité des télomeres provoquent chez I'homme
des pathologies associées a une forte instabilité génétique et au
développement de cancers. C’est pourquoi une multitude de facteurs
protéiques contrélent le bon déroulement des mécanismes impliqués
dans le métabolisme de I’ADN (réplication, recombinaison, réparation,
etc.) afin de garantir la stabilité du génome. Certains de ces facteurs,
spécifiquement localisés aux télomeres, participent a leur homéosta-
sie et leur protection ; d’autres sont nécessaires a la stabilité globale
du génome. Plusieurs travaux récents ont permis d’identifier RTELL
comme un acteur crucial tant pour le maintien des télomeres que pour
la stabilité du génome dans son ensemble [6-17].

Identification du gene Rtel

Chez la souris, le gene codant Rtel a été identifié il y a pres de 10 ans a
la suite de I'observation d’une différence importante dans la taille des
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Figure 1. Modéle proposé de I’activité de RTELI in vitro comme anti-recombinase. |'activité hélicase de RTEL1, dépendante de I’hydrolyse de I’ATP,

permet de désassembler les structures intermédiaires de recombinaison homologue (D-loop).

télomeres entre les souris Mus spretus et Mus musculus (communément
étudiée en laboratoire) : la taille moyenne des télomeres était respec-
tivement comprise entre 5 et 15 kilobases (kb) pour la premiére et plus
de 25 kb pour la seconde. Un travail remarquable réalisé par clonage
positionnel dans le laboratoire de R.). Hodes a permis d’isoler une région
chromosomique de 5 cM (centimorgan) située sur le chromosome 2 qui
comporte le trait génétique contrdlant la taille différentielle des télo-
meéres dans ces deux souches [18]. Ce n’est que six ans plus tard que
I’équipe de P. Lansdorp identifiait dans cette région chromosomique un
géne codant une hélicase de ’ADN nommée Rtel [19]. Uinvalidation de
Rtel par recombinaison homologue dans les cellules souches embryon-
naires murines (€S) provoque une réduction significative de la taille des
télomeéres, démontrant ainsi le role de Rtel dans ’lhoméostasie de la lon-
gueur télomérique [19]. De plus, les cellules €S déficientes en Rtel accu-
mulent de nombreux signes d’instabilité génétique, incluant des fusions
télomériques, des cassures chromosomiques et des pertes de télomeres
lors de leur différenciation [19]. €nfin, Pinvalidation du géne Rtel chez
la souris (souris knock out, KO) conduit & une Iétalité embryonnaire vrai-
semblablement causée par de profonds défauts de développement [19].
€tant donné que les souris KO pour I’activité télomérase sont tout a fait
viables et n'ont pas de phénotype particulier avant plusieurs généra-
tions, il est vraisemblable que 'effet [étal de I'invalidation de Rtell chez
la souris est en rapport avec des fonctions bien plus importantes que
le maintien de la longueur télomérique. Quoi qu’il en soit, ces données
initiales impliquaient Rtel dans les processus régulant la biologie des
télomeres et la stabilité génomique. Chez I’lhomme, I'orthologue de Rtel
est situé sur le chromosome 20 et correspond au geéne RTELI (regulator
of telomere elongation helicase 1, OMIM : 608 833) initialement nommé
NHL (novel helicase like) et associé a des cancers gastriques [19, 20].

RTELL, un facteur clé de la stabilité génomique

De trés nombreuses hélicases d’ADN jouent un role crucial dans la
maintenance et la stabilité du génome en coordonnant la recombi-
naison, la réplication, la réparation, la ségrégation chromosomique,
ainsi que la transcription. C’est le cas notamment des enzymes BLM
et WRN dont les déficiences sont a I’origine, respectivement, des
syndromes de Bloom et de Werner [21]. RTELL, comme XPD (dont
la déficience est responsable du xeroderma pigmentosum), DDX11
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(aussi appelée CHLL ou CHLRI, et dont la déficience
est responsable du syndrome Warsaw breakage) et
FANCJ (dont la déficience est responsable de I"anémie
de Fanconi) appartient & une sous-famille d’hélicases
d’ADN qui contiennent un domaine fer-soufre (Fe-
S). RTELL requiert I'activité du facteur d’assemblage
MMS19 pour le transfert des ions Fe-S, qui lui permet
d’étre correctement structurée [22-24]. La plupart des
informations fonctionnelles dont nous disposons pour
RTELL proviennent d’études réalisées chez le nématode
Caenorhabditis elegans et la souris. Il a en particulier
été démontré que RTELL participait a la régulation du
mécanisme de recombinaison homologue, un processus
clé, non seulement dans la réparation des cassures
double brin de I’ADN, mais également dans la dyna-
mique et le redémarrage des fourches de réplication
arrétées [7]. Les vers C. elegans déficients pour rtel-1
présentent une augmentation des intermédiaires de
recombinaison homologue, une hypersensibilité a des
agents génotoxiques, tels que la camptothécine, ainsi
qu’une augmentation de la recombinaison méiotique
[7, 14]. De plus, des lignées cellulaires humaines dans
lesquelles le taux de RTELL a été diminué par interfé-
rence ARN ont un taux de recombinaison homologue
augmenté et une sensibilité accrue a la mitomycine
C (MMC), un agent créant des ponts d’ADN interbrins
[7]. Des expériences in vitro utilisant la protéine RTEL1
humaine purifiée ont suggéré que cette derniere jouait
un role suppresseur de la recombinaison homologue
ou « anti-recombinase homologue » en dissociant
les structures intermédiaires de la recombinaison
homologue nommées boucles D (Figure 1) [7]. Il a
ensuite été démontré que cette activité anti-recom-
binase jouait un role dans le controle de la fréquence
des recombinaisons méiotiques chez C. elegans [14],
puisque le taux de recombinaison méiotique (crossing
over) est anormalement élevé chez les nématodes
déficients en rtel-1 [14]. Dans cette méme étude, des
expériences in vitro avec une protéine RTELL humaine
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Figure 2. Modéle proposé de I’activité de RTELI au cours de la réplication des téloméres. A. Les télomeres peuvent adopter une structure en boucle

(T-loop) formée par I'invasion du surplomb télomérique 3’ dans la séquence télomérique double brin. Cette structure particuliére forme une boucle

D (voir zoom). B. Au cours de la réplication des téloméres, RTELL pourrait dissocier la boucle D télomérique et, ainsi, permettre une réplication

complete des télomeres. C. €n absence de RTELL, au cours de la réplication, les boucles T ne pourraient étre désassemblées et génereraient, apreés

excision, la formation de cercles T.

purifiée ont permis de préciser que la dissociation de la boucle D
relayée par RTELL agit préférentiellement sur les invasions des extré-
mités 3’ de I’ADN (Figure 1), et nécessite la présence de RPA (replica-
tion protein A), une protéine interagissant spécifiquement avec I’ADN
simple brin [14].

Une premiere étude réalisée dans des fibroblastes embryonnaires de
souris (MEF, murine embryonic fibroblasts) dans lesquels I’expression
de Rtell avait été réduite par interférence a ARN montrait une aug-
mentation de la fragilité télomérique (caractérisée par de multiples
signaux télomériques sur une méme chromatide). Cela suggérait un
réle de Rtell dans la réplication correcte des télomeres [10].

Plus récemment, I’étude du phénotype de MEF dont le geéne Rtell a
été invalidé de facon conditionnelle (KO conditionnel) a permis de
préciser les conséquences au niveau des télomeres de la suppression
de Rtell chez la souris [12]. On observe dans les fibroblastes embryon-
naires murins déficients en Rtell une augmentation des cassures chro-
mosomiques, des pertes télomériques sur une ou deux chromatides
sceurs, ainsi que des signes de fragilité télomérique [5, 12]. Dans cette
étude, les auteurs proposent qu’une des conséquences d’un défaut en
Rtell soit I’excision inappropriée des télomeres sous forme de cercles
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(cercle T, T-circle) au cours de la réplication. €n effet,
les télomeres peuvent adopter une structure en boucle
(boucle T, T-loop) via I’invasion de I’extrémité 3’ simple
brin télomérique dans la séquence double brin télo-
mérique (Figure 2) [5, 12, 25]. Par conséquent, cette
structure, similaire a la D-loop, pourrait étre dissociée
par Rtell afin de permettre une réplication complete
des télomeéres. Cette proposition semble étre confortée
par I'observation d’une augmentation des cercles T
au cours de la réplication des cellules déficientes en
Rtell [12] (Figure 2). Dans ce contexte, I’excision de
la boucle T semble principalement impliquer le com-
plexe nucléase SLX4 [12, 26]. Par ailleurs, Vannier et al.
suggerent qu’un autre réle de Rtell serait de dissocier
les G-quadruplexes (des structures complexes d’ADN
présentes aux télomeres qui perturbent la réplication)
et, ainsi, de protéger les télomeres de Iésions déléteres
et d’éviter Iexpression d’un phénotype de télomeres
fragiles [10, 12]. Une autre étude réalisée par Uringa
et al. dans des cellules souches embryonnaires murines
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invalidées pour Rtell a confirmé le rGle important qu’exerce Rtell pour
répliquer correctement les téloméres [11]. Cependant, sa participa-
tion dans I’ouverture des boucles T pour éviter les pertes télomériques
n’a pas été confirmée. €n effet, contrairement aux résultats obtenus
dans les MEF déficients en Rtell [12], ’augmentation des cercles T n’a
pas été observée dans les cellules €S déficientes en Rtell [11]. Cette
différence pourrait provenir du type de cellules étudiées (notamment
la possibilité d’une adaptation a Iabsence de Rtell dans des cel-
lules indifférenciées), ainsi que des méthodes différentes utilisées
pour détecter les cercles T. Enfin, I’étude menée dans les cellules €S
déficientes en Rtell par Uringa et al. démontre I"implication de Rtell
dans la réparation des ponts interbrins de ’ADN générés par la MMC
et, dans une moindre mesure, des lésions produites par les radiations
ionisantes et les ultraviolets [11].

Déficience en RTELL chez I’homme

Chez ’lhomme, un défaut congénital de protection des télomeres et/ou
de maintenance de leur longueur conduit a la dyskératose congénitale
(DC), une maladie génétique rare dont les signes cliniques sont I'apla-
sie médullaire, un vieillissement accéléré, et une prédisposition aux
cancers [5]. Le syndrome de Hoyeraal-Hreidarsson (HH), une variante
rare et sévere de dyskératose congénitale, associe au moins quatre des
six caractéristiques suivantes : insuffisance médullaire précoce, retard
de croissance intra-utérin, défauts du développement, microcéphalie,
hypoplasie cérébelleuse et immunodéficience [5]. Des mutations dans
plusieurs génes codant des facteurs impliqués dans la régulation de la
taille et/ou de la protection des télomeres ont été identifiées dans ces
pathologies : DKC1 (dyskerin), TERC (telomerase RNA component), TERT
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(telomerase reverse transcriptase), TIN2 (TRF1-interac-
ting nuclear protein 2), NOP10, NHP2 (non-histone pro-
tein 2), TCAB1 (telomerase cajal body protein 1), Apollo,
et CTC1 (CST complex protein 1) [5]. Néanmoins, environ
40 % des DC/HH n’ont encore aucune cause moléculaire
identifiée. €n 2013, quatre études indépendantes ont
caractérisé des patients atteints de DC/HH et porteurs
de mutations du géne RTELI (Figure 3) [6, 8, 9, 13, 15].
Au total, ces différentes explorations permettent de
décrire a ce jour 14 patients atteints de DC/HH porteurs
de mutation dans le gene RTELI. Dans la plupart des cas,
la transmission génétique est autosomique récessive
(les patients portent des mutations homozygotes ou
hétérozygotes composites). Chez deux patients d’une
méme famille, une seule mutation hétérozygote dans le
gene RTELI a été identifiée, suggérant une transmission
autosomique dominante avec anticipation de la maladie
(la mere porte également la mutation sans présenter de
signe clinique) [6]. Cependant, on ne peut exclure chez
ces patients I'existence d’une altération du géne RTELI
en dehors des exons (et éventuellement conduisant a des
défauts d’expression ou d’épissage) qui n’aurait pas été
détectée par le séquencage d’exome. Puisqu’un défaut
complet en Rtell est Iétal chez la souris [19], il est tres
probable que les mutations identifiées chez les patients
soient hypomorphes. Tous les patients déficients en
RTELL décrits a ce jour ont des télomeres anormalement
courts pour leurs dges, confirmant le rdle de RTELL dans
la régulation de la taille des téloméres chez I’lhomme
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[6, 8,9, 13, 15]. Par ailleurs, une étude phénotypique réalisée dans
les cellules de trois patients déficients en RTELL a mis en évidence la
présence inhabituelle de ponts d’anaphase (signe d’instabilité géno-
mique), un nombre de foyers 53BP1 spontanés (marqueurs de cassures
de ’ADN) anormalement élevé, ainsi que des aberrations télomériques
(pertes séches, délétions terminales et échanges de séquences télo-
mériques entre deux chromatides sceurs), sans signe d’instabilité
chromosomique générale [9]. Curieusement, et contrairement a ce
qui a été observé dans des lignées humaines déplétées en RTELL par
interférence a ARN [7], Walne et al. n’ont pas noté d’altération de la
recombinaison homologue dans les cellules de patients déficients en
RTELL (conclusions basées sur I'absence d’augmentation de cassure
chromosomique aprés MMC ou diépoxybutane [DEB]) [13]. Par ailleurs,
la méme étude relate une légére augmentation du nombre de cercles
T dans les cellules de ces patients. Cependant, deux autres études
indépendantes n’ont pu confirmer la présence (ou I’augmentation) de
cercles T dans différents types de cellules de plusieurs patients défi-
cients en RTELL (T. Le Guen et P. Revy, données non publiées, et [8]).
Ces résultats divergents peuvent résulter de la nature différente des
mutations portées par ces patients et/ou des méthodes utilisées pour
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détecter les cercles T. U'identification de mutations de
RTELL chez des patients atteints de DC/HH démontre le
role essentiel joué par RTELL chez I’lhomme pour garantir
la stabilité du génome et le maintien des télomeres.
Il est envisageable que des mutations moins délé-
téres de RTELL ou des dérégulations de son expression
puissent étre associées au développement de cancers.
Cette hypotheése est renforcée par I'observation que
des souris transgéniques pour Rtell développent des
tumeurs hépatiques [27], et que des souris portant
une mutation hypomorphe de Rtell a I’état homozygote
présentent une susceptibilité accrue au développe-
ment de cancers (lymphomes, sarcomes, tératomes et
médulloblastomes) lorsqu’elles sont croisées avec les
souris déficientes en p53 (utilisées comme accélérateur
de tumeur) [17]. De plus, plusieurs études ont identifié
des polymorphismes dans des régions non codantes du
géne RTELI, associés a des susceptibilités accrues a
développer des cancers, dont des gliomes de haut grade
[28-30].



Fonctions de RTEL1 : de nombreuses questions demeurent

Bien que les différents travaux décrits précédemment aient établi une
implication de RTEL] dans la réplication, la régulation de la taille et
la stabilité des télomeres, ainsi que dans la réparation de certaines
Iésions de I’ADN, de nombreuses zones d’ombre demeurent quant a
ses modes d’action. Outre son domaine hélicase, I’analyse structu-
rale de RTELL donne des indices sur ses éventuels modes d’action et
ses partenaires (Figure 3). Ainsi, deux motifs PIP (proliferating cell
nuclear antigen [PCNA] interacting protein) permettant I’interaction
avec PCNA, un facteur impliqué dans la réplication et la réparation de
I’ADN, le remodelage chromatinien et la régulation du cycle cellulaire
[31], sont présents dans la région carboxy-terminale de la protéine.
Uinteraction de RTELL avec PCNA via le premier domaine PIP a été
rapportée tres récemment chez la souris, et semble étre importante
pour permettre une progression optimale des fourches de réplication
et éviter les effets déléteres du stress réplicatif [17]. Chez ’lhomme,
deux isoformes de RTELL sont principalement exprimées. Ces iso-
formes, générées par épissage alternatif, different par leur extrémité
carboxy-terminale [9]. De facon trés intéressante, la forme longue
de RTELL posséde a son extrémité carboxy-terminale un domaine
RING tres similaire a celui qui est présent dans BMI-1, une protéine a
activité d’ubiquitination (ubiquitinase ou ubiquitine ligase) [9]. Par
conséquent, RTELL pourrait avoir, via son domaine RING, une activité
d’ubiquitination, interagir avec des ubiquitinases de type €3 ou bien
permettre des homo- ou hetérodimérisations [9]. tant donné que
ce domaine est encadré par deux motifs PIP, une possibilité intéres-
sante serait que ces activités d’ubiquitination soient dépendantes,
ou du moins coordonnées par, une interaction avec PCNA, par exemple
pour la réparation dépendante de la réplication. Il est a noter que les
domaines présents dans la partie carboxy-terminale de RTELL sont
apparus au cours de I"évolution chez les vertébrés (Figure 4). De plus,
deux domaines Harmonin [32] ont été identifiés dans RTEL] [16].
Ces domaines, localisés en aval du signal de localisation nucléaire,
pourraient permettre I'interaction avec des partenaires qui restent
a identifier. Enfin, bien que le réle initial attribué a RTELL ait été la
régulation de la taille des téloméres [19], son mode d’action dans
ce processus reste encore largement méconnu. De méme, les pertes
télomériques observées dans les cellules déficientes en RTELL ne
peuvent sans doute pas rendre compte a elles seules de la réduction
globale de la taille des téloméres dans ce contexte. Par conséquent,
il est probable que RTELL participe, directement ou indirectement, a
la régulation de 'activité de la télomérase. Des analyses précises des
divers domaines de RTELL et de ses partenaires sont nécessaires pour
mieux caractériser les multiples fonctions qu’exerce cette protéine
pour assurer la stabilité du génome, en particulier chez ’lhomme. ¢

SUMMARY

RTEL1 (regulutor of telomere elongation helicase 1), a DNA helicase
essential for genome stability

RTEL1 (regulator of telomere length helicase 1) is a DNA helicase
that has been identified more than 10 years ago. Many works since,
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mainly in the nematode Caenorhabditis elegans and
the mouse, have highlighted its role in chromosomal
stability, maintenance of telomere length, and DNA
repair. Recently, four laboratories have characterized
RTELL mutations in patients with dyskeratosis congenita
(DC) and Hoyeraal-Hreidarsson (HH) syndrome, a rare
and severe variant of DC. We here summarize the current
knowledge on RTELL and discuss the possible other func-
tions that RTELL could play. ¢
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