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Biogénese de la télomérase :

un long voyage jusqu’au bout

des chromosomes

Franck Gallardo, Pascal Chartrand

> La télomérase est une enzyme essen-
tielle qui maintient la stabilité des géno-
mes en agjoutant des séquences répétées
aux extrémités 3’ des chromosomes : les
télomeres [1]. Si Pactivité de la télomé-
rase est constitutive chez les eucaryo-
tes unicellulaires comme la levure, son
expression chez I"humain se limite aux
tissus en forte prolifération. La réacti-
vation de cette enzyme dans des cellules
somatiques participe directement aux
mécanismes de transformation tumorale
puisque plus de 85 % des tumeurs expri-
ment la télomérase. D’un autre point de
vue, I'inhibition de I’activité de la télo-
mérase dans les cellules transformées
induit un fort taux de rémission in vitro,
ce qui en fait une cible potentielle pour
les thérapies anticancéreuses [2].

La télomérase est un complexe ribonu-
cléoprotéique (RNP) qui posséde une
activité rétrotranscriptase et qui porte
sa propre matrice d’ARN, appelée TLCI
chez la levure et hTR chez I’humain. Cet
ARN sert aussi de squelette pour I'as-
semblage des composants protéiques du
complexe. Chez la levure S. cerevisiae,
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la protéine Est2p (hTERT chez I’humain)
est responsable de Iactivité catalytique.
Elle contient la fonction de rétrotrans-
criptase et est accompagnée des sous-
unités régulatrices, Estlp et Est3p, qui
sont accessoires a 'activité catalytique
in vitro mais essentielles in vivo. Estlp
est responsable de Pactivation de la
télomérase aux extrémités terminales
des téloméres [3], tandis que la fonction
d’E€st3p est moins bien caractérisée. Un
autre complexe, le complexe yKu70/80,
lie PARN TLCI et est associé au processus
de recrutement de la télomérase aux
télomeres [4].

Trafic intracellulaire et biogenése

de la télomérase chez la levure

Méme si les facteurs associés a I'activité
télomérasique et a sa régulation sont
bien caractérisés, la biogenése de cette
enzyme reste mal connue. A cause du
tres faible nombre de copies de I’ARN
TLCI (29 molécules par cellule haploide
[51), les études cytologiques visant a
détecter cet ARN in situ chez la levure
n‘ont été réalisées qu’en condition de
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Figure 1. L’ARN TLC1 colocalise avec les téloméres en phase G1 du cycle cellulaire. Colocalisation

entre "ARN TLCI (rouge) et la protéine télomérique Rap1-13xMyc (vert) dans une cellule de levure

sauvage en phase G1 du cycle cellulaire. Les signaux des deux images ont été déconvolués, super-

posés et la colocalisation a été mesurée en utilisant le programme Metamorph™ ; 92 % des foci de

TLCI et Raplp colocalisent. DAPI : ADN nucléaire. Barre de calibration : 1 pm. Image tirée de [8].
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surexpression, mais elles ont apporté
des informations suggérant un trafic
intracellulaire de cet ARN [6, 7].

€n utilisant des techniques d’hybrida-
tion in situ en fluorescence sur la forme
endogene de I’ARN TLCI de la levure
S. cerevisiae, notre équipe a pu étudier
en détail son trafic et proposer un lien
avec la biogenése de la télomérase [8].
LARN TLCI se regroupe en 6 a 10 foci
dans le nucléoplasme des cellules et
on le retrouve avec les foci téloméri-
ques en phase G1/S du cycle cellulaire
(Figure 1). Cet ARN est transcrit sous une
forme précurseur contenant une coiffe
mono-méthyle guanosine et une queue
poly A; sa forme mature posséde une
coiffe tri-méthyle guanosine et est sans
queue poly A. €n étudiant la localisation
de "ARN TLCI dans une souche contenant
une délétion de I’hyperméthylase Tgslp,
nous avons observé que I’hyperméthyla-
tion de la coiffe de ce transcrit dépend
de Tgslp et a lieu dans le nucléole. Ce
résultat suggere qu’une étape initiale de
la maturation de I’ARN TLCI réside dans
le nucléole.

La délétion des protéines Estl-3, ainsi
que celle du complexe yKu70/80 induit,
de facon surprenante, une accumulation
de ’ARN TLCI dans le cytoplasme des
cellules. Cependant, cette accumulation
cytoplasmique pourrait étre le reflet d’un
export nucléaire lié a un défaut de recru-
tement de la télomérase aux télomeres.
Afin de vérifier que "ARN TLCI est capa-
ble de faire la navette entre le noyau et le
cytoplasme, des essais de trafic nucléo-
cytoplasmique par hétérocaryon ont été
utilisés. Les hétérocaryons sont issus de
la fusion de cellules TLCI positives et
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négatives. Les cellules TLCI positives
contiennent un allele mutant du geéne
KARI qui permet la fusion cellulaire mais
prévient la fusion des deux noyaux. €n
utilisant cette technique, ’ARN TLC! fut
détecté dans tous les noyaux des hété-
rocaryons, démontrant un trafic nucléo-
cytoplasmique de la forme endogéne de
cet ARN. €n utilisant des mutants condi-
tionnels des différentes voies d’import/
export nucléaire, nous avons montré
que PARN TLCI mature est exporté du
noyau par une voie dépendante de 'ex-
portine Crmlp et ré-importé au noyau
par une voie dépendante des importines
Kapl22p et Mtrl0p.

Un mécanisme de contrdle de qualité ?
Nous avons disséqué pour la premiére
fois le trafic nucléo-cytoplasmique d’un
ARN nucléaire résidant qui est néces-
saire a la fonction télomérasique chez
la levure. Il apparalt que "accumu-
lation nucléaire de la télomérase est
dépendante de son propre assemblage,
puisque la délétion d’un seul de ses
composants protéiques induit une accu-
mulation cytoplasmique de I’ARN TLCI. Il
est possible que "assemblage de la télo-
mérase soit vérifié dans le cytoplasme et
qu’un mécanisme de contréle de qualité
inhibe I'import nucléaire de formes mal
assemblées. Ces défauts d’assemblage

pourraient, par exemple, étre liés a un
probléeme de repliement de ’ARN TLCI,
ce qui aurait des conséquences graves
sur la fonction télomérasique en créant
des mutants a activité constitutive ou a
activité dominante négative.

Trafic de la télomérase et homéostasie
des télomeres chez I’humain

Le controle de la localisation intracel-
lulaire de hTR est également un élément
de la régulation de I’élongation des
télomeres humains. Dans les cellules de
cancer, hTR s’accumule dans les corps
de Cajal, un corps nucléaire ou s’effec-
tuent I"assemblage et la modification
des snRNP (small nuclear ribonucleo-
proteins) et snoRNP (small nucleolar
ribonucleoproteins) [9, 10]. Un mutant
de hTR ne pouvant plus étre localisé aux
corps de Cajal peut toujours s’associer a
hTERT, mais I’élongation des télomeres
est alors diminuée, accréditant I’idée
que les corps de Cajal interviennent dans
le recrutement de la télomérase aux
télomeres [11]. Est-ce que la localisa-
tion de hTR dans les corps de Cajal fait
partie d’un mécanisme d’assemblage
et de contréle de qualité de la télomé-
rase chez "lhumain ? La question reste a
explorer. Notre étude suggere cependant
que la biogenése et le recrutement de la
télomérase aux téloméres dépend d’un

long trafic de son ARN, et que ce trafic
constitue un niveau de contréle potentiel
de I'activité de la télomérase. ¢
Telomerase biogenesis:

a journey to the end of chromosomes
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