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RADS1 au cceur de I’équilibre
entre cancer et vieillissement

Gabriel Matos-Rodrigues’, Bernard S. Lopez?,

€mmanuelle Martini®

> Linstabilité génétique est une caracté-
ristique des cellules cancéreuses ou vieil-
lissantes [1, 2]. Pour maintenir la stabilité
du génome, la réponse aux dommages de
I’ADN (DNA damage response, DDR) coor-
donne la progression du cycle cellulaire et
la réparation de I’ADN avec la sénescence
et la mort cellulaire. Notamment, Iacti-
vation de la DDR, qui serait déclenchée en
réponse a un stress de réplication endo-
géne, a été observée aux stades précoces
de la sénescence et du cancer, et méme
au stade pré-cancéreux, ce qui suggere
que instabilité génomique représente
une étape initiale dans la tumorigenése
[3-5]. Bien que le vieillissement soit
reconnu comme un facteur de risque de
cancer, les mécanismes qui sous-tendent
I’équilibre entre la dégénérescence des
tissus conduisant au vieillissement et
la transformation maligne des cellules,
apres I’altération des voies de réparation
de PADN, restent a explorer [1, 2].

La recombinaison homologue
La recombinaison homologue, un méca-
nisme de réparation de I’ADN tres
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conservé au cours de I’évolution des
especes, conduit a I’échange de brins
d’ADN présentant des homologies de
séquence nucléotidique, et joue donc
un rdle essentiel dans la plasticité du
génome. Elle est impliquée dans la répa-
ration des cassures double-brin ou des
pontages inter-brins de I’ADN, et joue
également un role essentiel dans la pro-
tection des fourches de réplication de
’ADN arrétées et dans la reprise de la
réplication [6].

La recombinaison homologue débute par
la résection des extrémités de I’ADN pro-
duisant des extrémités d’ADN simple brin
3’ (3’ADNsb). Ces extrémités 3’ADNsb sont
d’abord recouvertes et protégées par la
protéine de réplication A (RPA). Ensuite,
le complexe BRCA2 (breast cancer 2) /
PALB2 (partner and localizer of BRCA2)
déplace le complexe RPA et le remplace
par la protéine RADSL, formant un fila-
ment RAD51-ADNsb. Ce filament promeut
la recherche d’homologie de séquence et
I’invasion d’une séquence duplex homo-
logue, formant alors des intermédiaires
de recombinaison homologue, qui seront

ensuite résolus pour rétablir la conti-
nuité de I’ADN (Figure 1). La protéine
RAD51 joue donc un rdle central a I’étape
critique de la recombinaison homologue :
la recherche d’homologie et I’échange de
séquences homologues (qui donne son
nom au mécanisme).

Recombinaison homologue et cancer :
le « paradoxe RAD51 »

€n raison de son importance dans le
maintien de la stabilité du génome, la
recombinaison homologue est généra-
lement considérée comme un méca-
nisme de suppression des tumeurs. €n
accord avec cette théorie, de nombreux
geénes impliqués dans la recombinaison
homologue sont altérés dans les cancers
héréditaires du sein ou de "ovaire, mais
aussi dans des tumeurs sporadiques [7].
Cependant, malgré le rdle central de
RADS5!1 dans la recombinaison homologue
(Figure 1), rien n’indique que I'inactiva-
tion de cette protéine puisse étre res-
ponsable de développement tumoral [7].
Plusieurs hypothéses ont été proposées
pour tenter d’expliquer ce « paradoxe
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pour réparer des cassures
double brin de I’ADN. Apres

une cassure double brin de

I’ADN, une résection des
extrémités double-brin pro-
duit des ADN simple brin 3’
(3’ADNsb), qui sont couverts
et protégés par la protéine
de réplication A (replication
protein A, RPA). Un complexe
protéique incluant BRCAI,
BRCA2, et PALB2 déplace
ensuite la protéine RPA et
la remplace par RADS1, for-
mant le filament ADNsb/
RADS51. Ce filament favorise
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la recherche d’homologie et
I’invasion d’une séquence
homologue (ligne rouge),

et représente donc I’espéce

ou

moléculaire « active » du

processus de recombinaison

homologue. La derniéere étape

de ce processus (non repré-

sentée) est la résolution des intermédiaires de recombinaison créés par I'action du filament

ADNsb/RAD51, aboutissant a une conversion génique (échange non réciproque de segments

d’ADN) associée (a droite) ou non (& gauche) & un crossing-over (échange réciproque des seg-

ments d’ADN adjacents).

RAD51» [7-9]. Lune d’elles est fondée
sur le fait que des protéines médiatrices
ou accessoires mutées dans le cancer,
telles que BRCAL, BRCA2 ou PALB2, favo-
risent le chargement et la stabilisa-
tion de RADS1 sur I’ADNsb. Les muta-
tions affectant "'une de ces protéines
entrafnent I’absence de RAD51 sur I’ADN
endommagé, qui devient alors acces-
sible a d’autres processus de réparation
mutagénes (i.e., non-conservatifs), tels
que le single strand annealing (SSA) ou
I'alternative end-joining (A-€)), ce qui
accroitrait I'instabilité du génome. La
suppression des médiateurs de RAD51 a
donc pour conséquence, non seulement
la suppression de la réparation conser-
vatrice de ’ADN par la recombinaison
homologue, mais aussi la mise en jeu
concomitante des processus de répa-
ration mutagenes de I’ADN [9, 10]. Ces
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processus non conservatifs pourraient
compenser la diminution de viabilité
cellulaire résultant de la suppression
de la recombinaison homologue, mais
au détriment de la stabilité du génome.
L'hypothése susmentionnée souleve
donc la question suivante : "oncoge-
nése résulte-t-elle uniquement de la
suppression de la recombinaison homo-
logue ou nécessite-t-elle I'activation
de processus de réparation de I’ADN non
conservatifs ?

Linhibition de ’activité de RAD51
dans la recombinaison homologue
induit un vieillissement prématuré

des souris et les protege contre

la tumorigenese

Les modéles murins sont des outils
essentiels pour étudier la carcinogenése
et le vieillissement in vivo. Cependant,

la plupart des genes impliqués dans la
recombinaison homologue sont vitaux,
et leur inactivation ubiquitaire chez la
souris entraine une létalité embryon-
naire précoce. Des stratégies d’inacti-
vation partielle ou conditionnelle de ces
génes ont permis de confirmer la corré-
lation avec le développement tumoral.
Néanmoins, en dépit du role primor-
dial de RADS51 dans la recombinaison
homologue, aucune stratégie alternative
n’avait encore été mise en ceuvre pour
analyser I"impact de sa déficience in
vivo [11].

€n plus d’étre essentielle a la recombi-
naison homologue, la fixation de RAD51
a ’ADN endommagé protége les fourches
de réplication et empéche I’ADN endom-
magé d’étre réparé par des processus
mutagenes [9, 10]. Afin de pouvoir ana-
lyser séparément le role propre de RAD51
et celui de la recombinaison homo-
logue dans le maintien de la stabilité
du génome ainsi que dans la protection
contre le cancer et le vieillissement
prématuré, nous avons tiré parti d’une
forme mutée de RAD51 (SMRAD51) dont
la présence supprime 'activité de la
protéine endogene dans la recombinai-
son homologue (par un effet « domi-
nant négatif »), mais qui conserve sa
capacité de liaison a ’ADN endommaggé,
qu’elle protege contre la réparation
non-conservative [8, 10]. Nous avons
concu deux modeles de souris avec une
expression conditionnelle exogéne et
ubiquitaire de SMRADS1 pour I'un, ou
de la forme non mutée de RAD51 pour
I’autre, utilisé comme témoin. L'ex-
pression des transgénes est induite par
I’apport de doxycycline (en injection
ou dans la nourriture) apreés la nais-
sance des souriceaux, ce qui permet de
s’affranchir de la létalité embryonnaire
de la mutation. Nous avons constaté
que la suppression de la recombinaison
homologue par I’expression de SMRADS1
entrafnait un stress de réplication de
I’ADN, une inflammation généralisée et
I’épuisement des cellules souches pro-
génitrices, et a I’échelle de I'organisme
entier, un vieillissement prématuré et
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une réduction de la durée de vie. €ton-
namment cependant, elle n’induisait
pas la formation de tumeurs. Qui plus
est, en croisant les souris exprimant
SMRADS51 avec des souris prédispo-
sées au cancer du sein par expression
de la protéine oncogénique polyoma
middle T dans I’épithélium mammaire,
nous avons constaté une diminution de
la fréquence et de la taille des tumeurs
mammaires, révélant un effet antago-
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Vieillissement prématuré
Mort précoce

niste de SMRAD5! sur le développement
de ces tumeurs [8] (Figure 2).

Laltération des cellules qui se divisent
activement rend compte du phénotype
des souris mutantes SMRAD51

Nous avons montré que la protéine
mutante SMRADS51, en accord avec
le maintien de sa capacité de liaison
a I’ADN, protege de la dégradation les
fourches de réplication de ’ADN arré-

Figure 2. Inhibition in vivo de activité de
recombinaison homologue de RAD51 par
expression d’une protéine mutée : consé-
quences sur le vieillissement et la forma-
tion tumorale. én haut : La protéine RADS1
se lie a "ADN simple brin, ce qui empéche
la réparation non conservative par single
strand annealing (SSA) ou alternative end-
joining (A-€)), protege les fourches de répli-
cation bloquées de la dégradation, et favo-
rise I’échange de brins d’ADN. L’échange de
brins conduit a la recombinaison homologue
et favorise le redémarrage des fourches de
réplication de I’ADN arrétées. €n bas : La pro-
téine RAD51 mutée (SMRAD51) se lie a I’ADN
simple brin, empéchant ainsi la réparation
non conservative (pur SSA ou A-€)) et pro-
tégeant les fourches de réplication bloquées
de la dégradation. Cependant, la présence
de SMRADS5I, par son effet dominant négatif
sur la protéine endogene, empéche I’échange
de brins d’ADN, altérant ainsi a la fois la
réparation par recombinaison homologue et le
redémarrage des fourches de réplication blo-
quées, ce qui entraine un stress de réplication
affectant les cellules en division, donc les cel-
lules tumorales et les cellules souches progé-
nitrices. Cela entrave la progression tumorale
et conduit a un épuisement de la réserve de
cellules souches progénitrices qui empéche le
renouvellement des tissus et entraine un vieil-
lissement prématuré. Les déficiences combi-
nées de différents tissus réduisent la durée
de vie. Uinflammation généralisée (qui peut
résulter du stress de réplication de I’ADN) peut
également amplifier le vieillissement préma-

turé et la réduction de la longévité.

tées, mais elle empéche la reprise de la
réplication (en raison de la suppression
de P'activité d’échange de brins d’ADN),
ce qui conduit finalement a un stress de
réplication [8]. Ce stress devrait donc
affecter plus particulierement les cellules
qui se divisent activement, notamment
les cellules souches progénitrices. Il en
résulterait un épuisement de la réserve
de cellules progénitrices empéchant le
renouvellement des tissus, et qui pourrait



rendre compte du vieillissement accé-
|éré chez les souris SMRAD51. Quant a la
réduction de la longévité, elle peut s’ex-
pliquer par le cumul des défauts dans les
différents tissus (a cause de Iattrition du
pool de cellules progénitrices). D’autres
effets de la mutation de RADSI, tels que
I’inflammation généralisée consécutive
au stress de réplication, pourraient aussi
contribuer au vieillissement prématuré.
Les cellules transformées se divisent acti-
vement, et répliquent donc rapidement
leur génome. Par conséquent, I'inacti-
vation du processus de recombinaison
homologue (sans activation concomitante
des processus non conservatifs de répara-
tion de I’ADN) chez les souris SMRAD51, en
affectant préférentiellement les cellules
en prolifération, empéche vraisemblable-
ment I'expansion des cellules transfor-
mées et, de ce fait, le développement de
tumeurs cancéreuses. De plus, I'induction
de cytokines inflammatoires chez ces sou-
ris pourrait favoriser "élimination, par le
systeme immunitaire, des cellules dont le
génome est instable (Figure 2).

Ainsi, la tumorigenese nécessiterait de
combiner la non protection des fourches
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de réplication, ainsi que les processus
non conservatifs de réparation de I’ADN,
avec I'inhibition du mécanisme, conser-
vatif, de la recombinaison homologue.
Isolément, cette inhibition entraine en
effet un vieillissement accéléré, mais
sans favoriser le cancer, auquel elle
peut méme s’opposer [8]. Nos résultats
expérimentaux chez la souris soulignent
Ilimportance de I'activité de la protéine
RADS1 pour "homéostasie des cellules
souches, la prévention du vieillissement
et, plus généralement, pour I'équilibre
entre tumorigeneése et vieillissement. €n
effet, ils mettent en lumiére une possible
concurrence, plutot que la coopération,
entre vieillissement et tumorigenése :
RAD51 protege contre le vieillissement
prématuré, mais pourrait favoriser le
développement tumoral par I'intermé-
diaire du processus de recombinaison
homologue, auquel elle contribue. ¢
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