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RESUME

Les ARNs H/ACA remplissent des fonctions variées dans la cellule. IIs servent d’ARNs
guides pour les conversions d’uridines en pseudouridines des ARNSs ribosomiques mais
¢galement des snARNs du spliceosome. Les ARNs H/ACA nucléolaires, les snoARNS,
guident les modifications des ARNr alors que ce sont des ARNs H/ACA qui s’accumulent
dans les Cajal bodies, les scaARNs, qui guident les modifications des snARNs du
spliceosome transcrits par I’ARN polymérase II. Nous avons montré par une large analyse
mutationnelle d'un ARN chimérique artificiel que la localisation des scaARNs dans les Cajal
bodies ne dépendait que d’un court motif de quatre nucléotides situé au niveau des boucles
terminales 5 et 3’ du domaine H/ACA et appelé «boite CAB ». La boite CAB est conservée
chez de nombreux organismes et est nécessaire et suffisante a la localisation des scaARNs
dans les Cajal bodies. De fagon plus inattendue, I’ARN de la télomérase, hTR, responsable de
I’élongation des télomeres lorsqu’il est associ¢ a la reverse transcriptase hTERT, comporte
¢galement un domaine scaARN dans sa partie 3’. Ce domaine H/ACA possede en effet une
boite CAB, situé¢e au niveau de la tige boucle 3’ du domaine H/ACA, qui est responsable de la
localisation de hTR dans les Cajal bodies. Nous avons voulu comprendre la signification
biologique de cette accumulation dans les Cajal bodies tout au long du cycle cellulaire par une
approche d’hybridation in situ et d’immunofluorescence. L’¢tude de la dynamique
intranucléaire de hTR par microscopie a fluorescence nous a permis de mettre en évidence un
role de hTR, associé¢ aux Cajal bodies, dans la régulation de 1’élongation des téloméres. Les
Cajal bodies pourraient en effet délivrer hTR, potentiellement associ¢é a hTERT, directement
au niveau des télomeres.

Nous nous sommes intéressés dans un deuxiéme temps, a 1’expression et a la maturation des
sno/scaARNs H/ACA introniques. Alors que plusieurs travaux mettent en évidence
I’existence d’une synergie entre la machinerie d’épissage et la machinerie d’assemblage des
snoRNPs C/D, nos résultats montrent qu’au contraire, 1’épissage et 1’assemblage de la
particule H/ACA chez I’homme sont deux événements indépendants. Nous apportons
également I’évidence que I’expression correcte des ARNs H/ACA nécessite une transcription
par PARN polymérase II et que la particule H/ACA s’associe trés précocement au niveau du

pré-ARNm.
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ARNm: ARN messager

ARN pol L, IL, I1IT : ARN polymerase I, II, III
ARNr : ARN ribosomique

ARNt: ARN de transfert

BLM : Bloom syndrome protein

BrdU : bromo-deoxyuridine

BrUTP : bromoUTP

CBs : Cajal Bodies

CBP : CREB-binding protein

ChlIP : Chromatine Immuno-Précipitation
CPSF100 : Cleavage/Polyadenylation Specificity Factor 100
CR : conserved region

CRM1 : chromosomal-region-maintenance 1
CstF77 : Cleavage stimulation Factor 77

CTK1 : Carboxy-Terminal domain Kinase 1

DAPI : 4°, 6-Diamidino-2-phenylindole : blue

DC : dyskératose congénitale

2’-O-me : 2’-O-méthylation

DDX1 : DEAD (Asp-Glu-Ala- Asp) box polypeptide 1
D. melanogaster : Drosophila melanogaster

E. coli : Escherichia coli

FISH : fluorescent in situ hybridization

FLIP : fluorescence loss in photo bleaching

FRAP : fluorescence recovery after photo-bleaching
FRET : fluorescence resonance energy transfer
GFP : Green Fluorescent Protein

hnRNPI : heterogeneous nuclear RNPI

IGCs : interchromatin granule clusters



ITS : internal spacer region

MRP : Mitochondrial RNA Processing

nt(s) : nucléotide(s)

OREF : Open Reading Frame

Pb : Paire de bases

PHAX : phosphorylated adaptor for RNA export
PML bodies : Promyelocytic Leukaemia bodies
Poly(A) : Polyadénylée

protéines SR : protéines riches en serine/arginine
PTF : Proximal element sequence-binding Transcription Factor
Rb : Rétinoblastome

RG : Arginine- and Glycine-rich

RNP : RiboNucleoProtein

S : unité Sevdberg

SAM : S-adénosyl-L-méthionine

SART3 : Squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells 3
scaARN : small Cajal Bodies specific ARN

S. cerevisiae : Saccharomyces cerevisiae

Site A, P, E du ribosome : A : Aminoacyl-tRNA ; P : Peptidyl-tRNA ; E : Exit
SMN : Spinal Motor Neuron

snARN: small nuclear ARN

snoRNP : small nucleolar RiboNucleoProtein
snRNP : small nuclear RiboNucleoProtein

SR : splice regulatory

TBP : TATA-binding protein

TERT : telomerase reverse transcriptase

TFIIF/H : Transcription Factor II F/H

Tgsl : Tri-méthylguanosine synthase 1

TMG : 5’-trimethylguanosine

TPP1 : tripeptidyl peptidase |

TR : telomerase RNA

UBF : upstream binding factor

U2AF : U2 auxiliary factor

UTR : Untranslated region



SOMMAIRE

AVANT PROPOS. ... cvuiitiiitiieiiteiiitsiasitesisssstsstassssssssssssssssssssssssssssssssssasss 3
INTRODUCTION ..ccciiuiiiuiirniinecireccrenrsesissscsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssses 4
DYNAMIQUE DU NOYAU : UNE ARCHITECTURE COMPLEXE ........ccccccccvevuveennennen. 5
| TS 110 ) ) R RUPSPRRURPPSRN 5

2. L nUCICOIE ..ot 6
2.1, SON OFANISALION....cuiietieiiiieiieeiieeieesiee et e ette et e seteebeeseeeebeessaeenseesseessseenseesaseens 6

2.2, Ses IMplications bBIOIOZIQUES ......c.ueeeeuiieeiieeeiie ettt e e e 7

3. Les Speckles ou IGCs (Interchromatin Granule Clusters) et Paraspeckles ................ 8

4. Les Sites de tranSCriPtiON........cccueerieeriierieeiienieeteesteeteeseteeteeseeeeaeesseessseeseesnseenseas 9
5. LS Cajal DOGICS......ccciieiieeiiieiieeiie ettt ettt et e eebe et e enbeeaeeenbeenneas 10
S5.1. LeUr AECOUVEITE. ...cuueieuiieiiieiie ettt ettt ettt et et e 10

5.2, Leurs COMPOSANTS. ......eerruiiieiiiieeiieeeiteeriteesiteesiteesiteeesireeesiteesbteesbeeesbeeesaaeeas 10

530 Leur fOrmMation ........coveruieiiiiieniieieeiestcete ettt 13

0. LES GOIMS ..ottt ettt sttt 14

7. LeS PML DOGIES ..c.eviiiiiiieiiie ettt ettt eea e e e e e snae e ennaeennns 14

8. Les Cleavage DOAIES. .....c.ueevieriiieiieiie ettt ettt ettt 16

9. Les Structures perinuCIEOLaITes ........c.ceevreriieriieiiieiieeieerte et ere e ere e 17
9.1.  Le compartiment périnucléolaire (PNC pour PeriNucleolar Compartment)....17

0.2, Le domaine SAMOSE .........coooiieeiiieeeiieeeieeeiee et eere e e seveeeaae e e e saaeesreees 17

1O, CONCIUSION ..ottt ettt sttt ettt 18
NUCLEOLE ET SNOARNS......coitiiiteieeteeiteetete ettt sttt 19
I1. Biogenese des ITDOSOMES .......eeevuvirerieeeiieeeiieeeiereesieeesreeesaeeessseeessseesseeesseeesnnes 19
12. Biogenese des SNOARNS ........ooiiiiiiiiiieieeeee ettt 21
13.  Les SNOARNS @ DOTIES C/D ....oiieiiiiiiieiieieeeseeeeee e 23
13.1. Structure €t fONCHION. . ...oiiuiiiiiiiieiiee e 23
13.2. Assemblage de 1a partiCule..........cceeeviieriieeciieeieeee e 25

13.3. Biogenése des SNORNPS C/D .......ooviiiiiiiiiiiieciieteseteiee e 27
13.4. Trafic intracellulaire...........cccovieiiiiiinieni e 28

14.  Les snoARNSs a boites H/ACA........cooiiiiiiieee e 30
14.1. Structure et fONCHION........cccviieiiieeiie e 30
14.2. Assemblage de 1a partiCule..........ceevcuieriieiienieeieeeeee e 32
14.3. Biogenese des SNnORNPS H/ACA........coooiiioiieeieeeeeee e 36
14.4. Trafic INtracellulaire..........cooviiiiiiiiiii e 37

15. SnoRNP C/D versus SNHORNP H/ACA .....cooooiiiiiiiieieeeeee et 38
15.1. Association avec NOPPL40......c.iiuiieiieieeieeeeee ettt 39
15.2. AsS0CIation aVEC SIMIN L....ooiiiiiiiiiiiiiee e 40
15.3. Association avec pSO0-p55 (Tip48-Tip49) ..ccoveeeeieieiieeeeeeeee e 40

16,  Biogenese de U .......cccoeviiiiiiiiiieiieeie ettt ettt et 41
17, EVOIUHON ..ottt ettt ettt et 42
18.  Bases de données des SNOARNS.......ccuiiiiiiiiiiiiiiieee e 44
19, CONCIUSION ..ottt sttt ettt s 45
CAJAL BODIES ET SCAARNS.....ccitiiiiiiieiiteeiieeeite ettt et ettt st esieeesnee e 46
20. La machinerie d’EPISSAZE ....ccvuvreruieiriieeeiieeeieeertee et e erireeeeree e eeeaaeesaeeesnnaee e 46
21.  Biogenese des snARNSs du spliceosome transcrits par I’ARN pol I.................... 47
21.1. SMN, facteur d’assemblage ............ccccveriieriiiiiieiieeie e 48
21.2. Assemblage des SNARNS ......ocviiiiiiiicieceeeece e 49
21.3. Importance des modifications des SNARNS.........ccoccviieiiiieiiiiieeniiecieeeee 50



22. S SCAA RIS ..o 50

22.1. La découverte de USS ..ottt 51
22.2. Les scaARNS introniques : une famille grandissante ............ccccceceeveeniennene. 51
22.3. UL DIOZENESE ..eovvveeevieiiieieeeiie et eete ettt eie e eee e e taeebe et e esseeseeensaenseeenns 52
22.4. Les scaARNSs : une fonction conservée depuis la levure ? ..........cccveeeeneeenne 53
22.5. Une nouvelle organisation des ARNS C/D .......ccccoeviiniiinieniiienieniieieeieane 53
22.6. CONCIUSION ...ttt e et e e e et e e e eetaeeeeeennneeean 54
23. | 0 IS (0)101S) ¢ 1L SRR 55
23.1. LES EIOIMETES ...ttt e et e e e e e e e et e e e e e e s sennns 56
23.2. RTERT ..ottt e e 57
23.2.1.  Sa découverte et SON ACHIVITE .......ccuvveeeeeureieeeeieeeeeeeiteeeeeeieeeeeeeieeeeeeeaeeeeeenns 57
23.2.2.  Sa localisation NUCIEAITE..........ccovuvvviiiieie e 58
23.3. TR oottt e et e e e naas 60
23.3.1.  Structure et fonction de hTR .......cccoooiiviiiiiiiieee e 60
23.3.2. Les protéines associées & hTR..........ccccoevieriiiiiieniiiiecceeece e 62
23.3.3.  Sa localisation NUCIEAITE..........cooevvviiiiiie e 63
23.4. La dyskératose congénitale .............ccoeceeriieiiieniiiiiieie et 65
23.4.1. La forme liée au chromosome X .........cccoveeeeviuviieiiiiieieeeeieeeeeeieee e 65
23.4.2. Les formes autosomales de la maladie...........ccccooeevviiiiviieiinieiiiiiiieeee, 66
24, CONCIUSION ....cooieitiiiiieeee ettt e e ettt e e e e e e e s aaaa e e e eeeeessennaraneeas 67
PRESENTATION DES RESULTATS ououtuititititieeceerececrececeececsececsesscsnssnes 68
I. SIGNAL DE LOCALISATION DANS LES CAJAL BODIES DES scaARNS :
découverte de 1a boTte CAB. ........ooiiiiiieiieeeeee et 69
L 1. INtrOAUCIION ...ttt e et e e e e e eeaaeeeeeeaaeeeeeeaneeeeeenns 69
| B T U 12 £ OO 69
I. 3. Résultats COMPIEMENLAITES .......c.eeeeiuiieeiiieeiieeeiieeeieeeeteeesteeesereeeeaeeereeeeaaeesreeesaneeas 81
I. 3. a. Identification des boites CAB du scaARN C/D-H/ACA US87.....ccoveeeeevieeeeeeireeeen, 81
I. 3. b. Identification des boites CAB du scaARN H/ACA U92 ........oooovvvvviieeiiiiieeeieeeeen, 81
. 4. CoNCIUSION/PEISPECIIVES ...eeuviieeiiiieeiiieeiieeeieeesteeesteeeseteeeseseeessseessseesssneesseeesnseeesnseens 82
II. DYNAMIQUE INTRANUCLEAIRE DE hTR.......ccccviiiiiiiiieceeceeeeeeeeee e 83
IL 1. INtrOAUCHION. .....uvviiieeiiiee ettt e et e e e et e e e et e e e eeaaeeeeeeaseeeeenaneeeeeenns 83
II 2. RESUILALS ..ot e et e e e e e et e e e e e e e esnaabraereeeeeeeeeanes 83
I1. 3. CONCIUSION/PETSPECLIVES ...uuvveeeeiiieeiiieeeiieeeieeesteeesteeessseeesaseeessseeesseesssseessseesseeesnseens 95
III. EXPRESSION DES ARNs H/ACA INTRONIQUES CHEZ L’HOMME.................... 96
|0 0 O O 515 0 Yo 13 o150 ) s WO PR RRRRRRPPRN 96
IIL 2. RESUITALS ....cooeeiieiiieiiee ettt e e e e e e e e eebb b e e e e e e e sesesbbraeeeeeeeessenanes 96
1. 3. CONCIUSION/PETSPECTIVES .....uveeueieentieiieeiieeite et e eite et e et eteesateebeesieeebeesateenseesnneeneeas 107
IV. ASSEMBLAGE DES PARTICULES C/D versus H/ACA ..........ooovvviiieeiiiiieiieeeen, 110
IV, 1. INEEOAUCTION ...t eeaae e e et e e e eeaaeeeeeeaaaeeeeesaeeeeeanns 110
IV . 2. RESUILALS .ottt e e e e et e e e e e e e s seabaaeeeeeeesssnanes 110
CONCLUSITON ... et ititeeetceceecececescecsecsssesscsssscsssscsssssssssssssssscsssssssssssssssnssns 119
I.  ARNs introniques C/D et H/ACA : des mécanismes de biogenéses différents.......... 120
II. La boite CAB : un motif court mais nécessaire et suffisant a la localisation dans les
CBs des SCAARNS H/ACA. ... et eaaee e e 121
III. L’ARN de la télomérase : une autre fonction d un SCAARN...........coovvvvvvviiiiiiiiinns 122
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.....ctititriiieniencnctecteceeceecencancenes 123



AVANT PROPOS

La cellule eucaryote renferme un nombre impressionnant de structures dont la liste ne cesse
de s’accroitre. Le compartiment cytoplasmique a été le premier a délivrer une grande partie de
ses secrets. La découverte de la traduction dans le cytoplasme a sans doute suscit€¢ un
engouement important pour la dissection de ce compartiment et des organelles qui le
composent. Le noyau, qui contient notre patrimoine génétique, est également un haut lieu de
compartimentation. En effet, il contient de nombreux corps nucléaires, qui, contrairement aux
organelles cytoplasmiques, ne sont pas délimités par une membrane. Il apparait d’autant plus
fascinant que ces corps qui ne semblent délimités par «rien» puissent exister et perdurer tout
au long de la vie de la cellule. Ils résultent d’'une dynamique intranucléaire trés intense régie
en grande partie par une diffusion passive des protéines et des ARNs au travers du noyau. Ces
corps nucléaires, parmi lesquels, le célebre nucléole, disparaissent en effet trés souvent en
mitose pour se reformer a chaque nouveau cycle cellulaire. Lorsque le professeur Camillo
Golgi découvre en 1898, I’appareil réticulaire qui porte maintenant son nom, le professeur
Ramon Y Cajal découvre a la méme époque, une petite structure ronde a I'intérieur du noyau
d’un neurone de rat. Alors que la découverte de I’appareil de Golgi suscite 1’enthousiasme
général des scientifiques, la «maigre » découverte de Cajal passe inapercue. Méme si les
deux professeurs ont finalement partagé le prix Nobel pour leurs travaux respectifs sur la
structure du systéme nerveux en 1906, c’est le corps nucléaire découvert par Cajal en 1903,
longtemps appelés coiled bodies et derniérement rebaptisés Cajal bodies en 1’honneur de celui
qui les a observé et décrit pour la premicre fois, qui suscite maintenant un grand intérét. En
effet, ce corps nucléaire longtemps ignoré participe, tout comme le nucléole et bien d’autres
corps nucléaires, a la dynamique fonctionnelle du noyau et a la régulation de I’expression
génique. Les Cajal bodies témoignent d’une dynamique intranucléaire longtemps
insoupconnée, qui comprend de nombreux autres acteurs et sur laquelle repose stirement de

nombreuses fonctions essentielles a la vie cellulaire.
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DYNAMIQUE DU NOYAU : UNE ARCHITECTURE COMPLEXE

1. Le noyau

Le noyau est l'organelle cellulaire ou les évenements biochimiques les «plus vitaux » sont
mis en place. Il est séparé¢ du cytoplasme par une double membrane, la membrane extérieure
étant en continuit¢ avec le réticulum endoplasmique ou a lieu la traduction des protéines
sécrétées et membranaires. Dans le nucléoplasme, les chromosomes occupent des volumes
nucléaires distincts et sont organisés en territoires chromosomiques. Dans les cellules
eucaryotes, le noyau sert donc a séparer le lieu de transcription des genes des lieux de
synthése des protéines. Le mouvement de protéines et de complexes ARNs-protéines entre le
noyau et le cytoplasme, est continu.

Le noyau est donc un lieu d’activit¢ biologique trés intense qui comprend entre autres la
biogenese des ribosomes, la réplication de ’ADN, la réparation, la transcription, 1’épissage,
les modifications de I’ARN et de ’ADN ... La majorité de ces activités sont concentrées dans
des compartiments nucléaires, incluant le nucléole, les speckles, les Cajal bodies, les gems,
les PML bodies... (Figure 1). Ils sont retrouvés dans tous les types cellulaires (sauf
exceptions restreintes a certains types cellulaires) et montrent des changements dynamiques
(en nombre, taille, localisation, morphologie) en fonction de I’activité cellulaire, du cycle, du
vieillissement, de la sénescence et de stimuli spécifiques (physiologiques ou pathologiques).
Contrairement aux compartiments cytoplasmiques, les compartiments nucléaires ne possedent
pas de membranes qui les séparent du reste du nucléoplasme. Ils sont malgré tout considérés
comme des domaines ou des corps nucléaires pour plusieurs raisons : ils contiennent une
population de protéines bien distincte, ils sont morphologiquement identifiables par
microscopie et ils peuvent étre biochimiquement purifiés (Mintz et al., 1999) (Andersen et al.,
2002). L’accumulation de facteurs au niveau de corps nucléaires aide a générer une forte
concentration locale de composants qui doit alors permettre une réaction spécifique efficace.
Cette compartimentation doit moduler I’acces d’enzymes et de récepteurs a leurs substrats ou
séparer physiquement des groupes distincts de facteurs. Ainsi, des mécanismes spécifiques
doivent avoir lieu dans le noyau afin de controler ’assemblage des corps nucléaires et le
ciblage correct des facteurs nucléaires vers leur destination. De nombreuses observations,
détaillées plus loin, montrent que 1’organisation interne du noyau, ainsi que les nombreux
facteurs protéiques et RNPs qui le composent sont trés dynamiques (Misteli, 2001).

L’utilisation de techniques de «photobleaching» a montré que les protéines nucléaires
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peuvent diffuser rapidement et se déplacer d’un compartiment a un autre de fagon fréquente
(Phair and Misteli, 2000). Cette dynamique continue du noyau est responsable d’une
organisation subnucléaire complexe qui a une importance capitale dans le maintien des
fonctions cellulaires en assurant ainsi une bonne coordination des processus d’expression

génique.

2. Le nucléole

2.1. Son organisation

Le nucléole est la structure la plus proéminente du noyau d’une cellule en interphase (Figure
2). Chez les mammiféres, on compte de 1 a 5 nucléoles par noyau. C’est une structure tres
dynamique (Andersen et al., 2005; Chen and Huang, 2001; Dundr et al., 2000) qui s’assemble
a la fin de la télophase autour des clusters de répétition d’ADNr, appelés NORs (nucleolar
organizing regions) (400 copies par génome diploide réparties sur 5 paires de chromosomes).
Elle persiste tout au long de I'interphase pour finalement se désassembler a ’entrée en mitose
(Leung et al., 2004).

Les geénes d’ARNr sont transcrits par I’ARN polymérase I (ARN pol I) sous forme d’un long
précurseur qui est ensuite clivé pour générer les ARNs de 5.8S, 18S et 28S composant le
ribosome (Figure 3). Chacun de ces ARNs est modifi¢ co- ou post-transcriptionellement au
niveau de certaines bases et sucres par une grande diversit¢é de snoRNPs. Ils s’assemblent
ensuite aux protéines ribosomiques et a ’ARN 5S, transcrit par ’ARN pol III dans le
nucléoplasme. Les particules pré-ribosomiques ainsi formées peuvent alors étre exportées a
travers le complexe de pores nucléaires vers le cytoplasme (Figure 4). Dans des cellules

HeLa en culture, 14000 particules pré-ribosomiques quittent ainsi le nucléole par minute.

Le nucléole est généralement composé¢ de trois domaines: le centre fibrillaire (FC pour
fibrillar center) qui contient a la fois les geénes actifs et inactifs de I’ADNr ainsi que les
facteurs de transcription tels que I’ARN pol I, UBF, IADN topoisomérase I; le composant
fibrillaire dense (DFC pour dense fibrillar component), souvent adjacent au FC et ou se met
en place la maturation et I’assemblage des ARNr. L’antigéne fibrillarine est utilis€é comme
marqueur du DFC ; le composant granulaire (GC pour granular component) ou se déroulent

les étapes tardives de la maturation des ribosomes et qui est donc enrichi en facteurs
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Figure 4 : Etapes majeures de la biogenese des ribosomes eucaryotes. Les protéines non-ribosomomique
et les sSnoOARNSs s'associent avec le pré-ARNr naissant. Le pré-ARNr est méthylé et pseudouridylé par les

snoRNPs. L'ARNr 5S, un composant de la sous-unité de 60S, s'incorpore au niveau du complexe en voie

de maturation. Le pré-ARNr subit une série de clivages conduisant a la formation des ARNr de 18S, 5.8S «
28S (25S chez la levure). Le complexe est alors divisé en deux particules précurseurs de la petite (40S) et
la grande (60S) sous-unités ribosomiques. Les protéines ribosomiques s'associent aux complexes précurs
a différentes étapes de I'assemblage. Les sous-unités, presque matures, sont exportées dans le cytoplasn
a travers les complexes de pores nucléaires grace a des protéines adaptatrices. La petite et la grande sou

s‘assemblent alors pour former le ribosome. (d'aprés Olson et Dundr. 2005).



d’assemblage et en protéines ribosomiques (Figure 2 et 5). Chez les mammiferes, le lieu
exact de la transcription des ADNTr est toujours controversé (Figure 6). Bien que la plupart
des acteurs de la transcription semblent étre présents au niveau du FC, Koberna et
collaborateurs, entre autres, montrent par microscopie €lectronique que les transcrits naissants
d’ARNTr ainsi que ’ADNr sont majoritairement concentrés au niveau du DFC (Cmarko et al.,
1999; Huang, 2002; Koberna et al., 2002). Cependant, le recoupement des nombreuses
données de microscopie sur la localisation des pré-ARNr favorise I’hypothése d’une
transcription qui a lieu a la frontiere entre le FC et le DFC (Olson et al., 2000; Raska et al.,
2004). 11 semble que I’assemblage des particules pré-ribosomiques suit alors un mouvement
vectoriel de leur site de transcription (FC/DFC) au GC puis dans le nucléoplasme et enfin
dans le cytoplasme.

Par ailleurs, de récentes données ont révélé I’existence de régions subnucléolaires ne
correspondant pas a 1'un des trois compartiments « classiques » du nucléole (Politz et al.,
2002; Politz et al., 2005; Sommerville et al., 2005). Ces résultats surprenants montrent que le
nucléole posséde davantage de compartiments que ceux décrits auparavant et suggerent par
conséquent, que de nouvelles fonctions nucléolaires qui restent a découvrir, soient attribuées a

ces nouveaux compartiments.

2.2. Ses implications biologiques

L’isolation des nucléoles de cellules HelLa a permis au laboratoire d’Angus I. Lamond de

mener deux études récentes du protéome qui a conduit a I’identification d’environ 700

protéines nucléolaires @Www.lamondlab.com/Nopdb) (Andersen et al., 2005; Andersen et al.,

2002). Ces études ont d’ailleurs été complétées par I’analyse du protéome du nucléole

d’Arabidopsis  thaliana (http://bioinf.scri.sari.ac.uk/cgi-bin/atnopdb/home) (Pendle et al.,

2005). Environ 30% des protéines nucléolaires proviennent de geénes encore non caractérisés.
Plus d’un tiers des protéines correspondent a des protéines impliquées dans la biogenese des
ribosomes mais on retrouve également de nombreuses protéines qui ne sont impliquées ni
dans les processus de transcription, ni de maturation ou de modification de ’ARNr. Il a en
effet ét¢ identifi¢ des protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (3.5% du
protéome identifi¢), dans la réparation de ’ADN (environ 1%), ou encore dans la maturation
des ARNs pré-messagers. Ces résultats suggeérent que le nucléole posséde des fonctions autres

que la biogenése des ribosomes (Olson et al., 2002; Pederson, 1998). D’autres travaux mettent



Figure 5: Visualisation du nucléole d'une cellule de souris en microscopie électronique.
Les fleches noires indiquent la chromatine condensée périnucléolaire, I'astérisque montre
un composant fibrillaire dense (DFC) piégé dans un centre fibrillaire (FC). f, d et g cor-
respondent au FC, DFC et au composant granulaire (GC), respectivement.

(d'aprés Raska et al, 2004).

Figure 6: Modéles illustrant les différentes possibilités permettant la synthése des pré-ARNr.
Pour le moment, le modéle le plus favorisé est celui qui représente la transcription entre le FC
et le DFC (Koberna et al, 2002). (d'apres Huang, 2002).



ainsi en évidence des activités nucléolaires impliquées dans divers processus biologiques, tels
que I’édition (Sansam et al., 2003), la réparation des dommages a I’ADN (van den Boom et
al., 2004), le métabolisme des télomeres (Etheridge et al., 2002; Khurts et al., 2004; Mitchell
et al., 1999a; Wong et al.,, 2002; Yang et al., 2002b; Zhang et al., 2004), la maturation
d’ARNSs transcrits par I’ARN pol III et pol II (Bertrand et al., 1998; Ganot et al., 1999;
Grosshans et al., 2001; Lange and Gerbi, 2000; Mouaikel et al., 2002; Paushkin et al., 2004;
Thompson et al., 2003; Tycowski et al., 1998; Wang et al., 2005), la régulation de
I’expression génique, les réponses au stress (Mekhail et al., 2004; Olson, 2004; Rodway et al.,
2004; Rubbi and Milner, 2003), la régulation du transport des protéines (Politz et al., 2000), la
régulation de la réplication virale (Daelemans et al., 2004; Michienzi et al., 2002; Zolotukhin
and Felber, 1999) et bien d’autres encore. Le nucléole est le site de la biogenése ou de la
maturation de nombreux ARNs mais aussi un site de séquestration de molécules, pouvant

ainsi réguler I’activité de certaines RNPs.

Le nucléole est donc un compartiment plurifonctionnel intervenant dans la régulation de
nombreuses fonctions de la cellule et s’impose alors comme un ¢€lément essentiel a son
fonctionnement. Le nucléole, dont la fonction a longtemps été restreinte a 1’assemblage des
ribosomes, nous dévoile petit a petit 1I’étendue de son implication dans des processus
cellulaires variés. Les études intensives menées sur cette imposante et mystérieuse structure

nucléaire devraient nous dévoiler dans un futur proche ses fonctions les plus inattendues.

Pour revue (Lam et al., 2005; Olson et al., 2002).

3. Les Speckles ou IGCs (Interchromatin Granule Clusters) et
Paraspeckles

Les speckles sont des structures au contour irrégulier qui contiennent de nombreux facteurs
d’épissage tels que les snRNPs ou les protéines SR. On peut compter entre 25 et 50 speckles
de 1 a 1.5 um par cellule. Des structures similaires ont été retrouvées dans les ovocytes de
Xénope (B snurposomes) et dans des embryons de D. melanogaster. Par contre, les speckles
n’ont pas été identifiés chez la levure.

Contrairement au nucléole, les speckles ne s’assemblent pas autour de loci chromatiniens
spécifiques. IIs se forment plutdt au niveau de régions qui contiennent peu ou pas d’ADN

(Thiry, 1995). Des études d’hybridation in situ ont montré que les genes actifs étaient situés
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Figure 7 : La modulation de la transcription affecte I'organisation des speckles.
Dans des cellules actives en transcription, les facteurs d'épissage des pré-ARNm,
visualisés grace a l'anticorps Y12 (anti-protéines Sm), se localisent normalement
dans les speckld¢feches, cellule de gauche) et de facon diffuse dans le nucléo-
plasme. lIs se situedains des régions du noyau qui contiennent peu ou pas d'ADN
et sont exclus doucléole. Dans certains types cellulaires, ils s'accumulent égale-
ment dans le€ajalbodies (fleches courtes, cellule de gauche). Aprés l'inhibition de
la transcriptionla taille des speckles, qui s'arrondissent, augmente (fleches, cellule
de droite)De plus,certains facteurs forment "une coiffe" a la surface du nucléole
(fleches courtes, cellutke droite). (d'apres Lamond et Spector, 2003).

Figure 8 : Marquage des ARNS naissants et des domaines riches en facteurs impliqués dans I'épissage ¢
des fibroblastes humains. (A) Les ARNs naissants ont été marqués par incorporation de BrUTP (15 min
température ambiante). (B) Visualisation de domaines riches en snRNPs grace a un anticorps anti-SC-3!
détecté par un anticorps secondaire couplé au TRITC. Il n'apparait globalement pas de co-localisation er
les deux domaines. (d'aprés Wansink et al, 1993).



en périphérie plutét qu’a I'intérieur s speckles qui sont cependant souvent proches des sites
actifs de transcription, au niveau des fibrilles périchromatiniennes (Huang and Spector, 1991).
Plusieurs évidences montrent que les speckles seraient un compartiment de
stockage/assemblage/modification/recyclage des facteurs d’épissage afin d’approvisionner les
sites de transcription (Misteli et al., 1997; Saitoh et al., 2004) mais en aucun cas un lieu de
transcription (Cmarko et al, 1999). En effet les speckles s’élargissent lorsque la transcription
ou I’épissage sont inhibés (Figure 7) (O'Keefe et al., 1994).

Tout comme le nucléole, ce sont des structures trés dynamiques (Misteli et al., 1997) dont les
composants protéiques sont redistribués a travers le cytoplasme lors de I’entrée en mitose. On
pense que les speckles se forment via des interactions protéines-protéines régulées par des
cycles de phosphorylation/déphosphorylation.

Le laboratoire de David L. Spector a réussi a purifier biochimiquement les speckles a partir de
noyaux d’hépatocytes murins (Mintz et al., 1999; Saitoh et al., 2004). Il a ainsi identifié
environ 150 protéines dont plusieurs impliquées dans 1’épissage des ARN pré-messagers.
Parmi les nombreux autres composants des speckles identifiés, on retrouve entre autres une
population d’ARNs poly(A)" (Carter et al., 1991; Huang et al., 1994). Un de ces ARNs a
derniérement fait 1’objet d’une étude approfondie et a permis de mettre en évidence un rdle
dans la régulation de I’expression génique d’un ARN poly(A)" retenu dans le noyau par sa
région 3’UTR (Prasanth et al., 2005). Le clivage post-transcriptionnel de cette région 3’UTR
conduit & I’export de ’ARNm dans le cytoplasme ou il peut alors étre traduit. De fagon
intéressante, cet ARN est stocké dans de nouveaux domaines nucléaires adjacents aux

speckles et présents dans I’espace interchromatinien, les paraspeckles (Fox et al., 2002).

Pour revue : (Lamond and Spector, 2003)

4. Les Sites de transcription

Le marquage au BrUTP des ARNs naissants a montré que la transcription par I’ARN pol II
avait lieu dans des milliers de foci discrets distribués a travers le nucléoplasme et avec
lesquels I’ARN pol II co-localise (Jackson et al., 1993) (Wansink et al., 1993) (Figure 8). On
les retrouve souvent a la périphérie des speckles. Xing et collaborateurs ont méme pu, des
1993, visualiser ’ARN pré-messager de la fibronectine depuis son site de transcription

jusqu’a son site d’épissage (Xing et al., 1993).
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Figure 9: Section d'un ganglion sensoriel de neurone de rat. (A) Visualisation du nucléole (N) et d'un
Cajal body (CB) par une technique de coloration a I'argent mise au point par Ramon Y Cajal en 1903.
(B) Visualisation d'un Cajal body en microscopie électronique aprés une préparation a l'argent d'un
neurone de rat. On peut voir que l'argent se dépose au niveau des colliers de perles du Cajal body.
(d'aprés Lafarga et al, 1995 et Gall, 2000).

Figure 10: Cajal bodies (CBs) et promyelocytic leukemia (PML) bodies dans des cellules humaines
visualisés par immuno-fluorescence. Un anticorps anti-coiline marque les CBs en rouge qui apparaisset
comme des foci sphériques distribués a travers le nucléoplasme. Les PML bodies sont visualisés en ve
détectés par un anticorps anti-PML. Les PML bodies et les CBs peuvent étre parfois tres proches
(astérisque). L'ADN est marqué au DAPI. (d'aprés Cioce et Lamond, 2005).



5. Les Cajal bodies

5.1. Leur découverte

Les Cajal bodies ont pour la premiere fois été décrits dans des neurones de rat par Ramon y
Cajal en 1903 (Cajal, 1903). 1l les avait alors qualifiés d’accessoires du nucléole étant donné
leur forte association avec le nucléole dans ces neurones. Ils peuvent d’ailleurs se localiser
dans le nucléole de certaines lignées cellulaires (Ochs et al., 1994). Dans les années 60, cette
structure a été redécouverte par microscopie €lectronique et appelée coiled body a cause de sa
structure en collier de perles Figure 9). Dans les années 90, la microscopie a fluorescence a
permis d’identifier des molécules enrichies dans les Cajal bodies, telles que la coiline Figure
10), souvent utilisée comme marqueur des Cajal bodies (Andrade et al., 1991; Raska et al.,
1991), et les protéines nucléolaires Nopp 140 et la fibrillarine. En 1999, J. Gall rebaptisa les
«coiled bodies » en «Cajal bodies » en hommage a I’homme qui les a initialement découvert.
Ces corps nucléaires d’un diameétre de 0.2 a 2 pm sont présents dans de nombreux types
cellulaires a raison de 1 a 10 Cajal bodies (CBs) par cellule et sont retrouvés chez différents
mammiferes, insectes (Richard et al., 2003), amphibiens (Gall et al., 1995) et chez les plantes
(Acevedo et al., 2002; Shaw and Brown, 2004). Chez la levure, il est possible d’observer des
compartiments nucléolaires apparentées aux CBs et baptisés «nucleolar bodies » (Verheggen
et al.,, 2002). La taille et le nombre des CBs varient en fonction du cycle cellulaire mais c’est
en G1/S qu’ils sont les plus nombreux et proéminents. Malgré des études intensives des CBs,
notamment avec des ovocytes de Xénope ou ils sont particulierement gros (2 a 10 um), leurs

fonctions restent treés hypothétiques.

5.2 Leurs composants

Les CBs contiennent de nombreuses molécules qui participent a la biogenése et la maturation
des snRNPs du spliceosome et des snoRNPs: les snARNs (Carmo-Fonseca et al., 1992;
Matera and Ward, 1993; Shpargel and Matera, 2005; Stanek and Neugebauer, 2004; Stanek et
al., 2003), des facteurs d’assemblage nucléaires des snRNPs (Stanek and Neugebauer, 2004;
Stanek et al., 2003), les scaRNPs responsables des modifications post-transcriptionnelles des
snARNs (Darzacq et al., 2002; Jady and Kiss, 2001), les snoRNPs (Bauer et al., 1994; Boulon
et al., 2004; JimenezGarcia et al., 1994; Verheggen et al., 2002) et la protéine SMN (Survival

10



of Motor Neurons) (Liu and Dreyfuss, 1996) impliquée dans I’assemblage des snRNPs du
spliceosome (Fischer et al., 1997; Liu et al., 1997).

On retrouve d’autres RNPs mpliquées dans divers processus biologiques telles que la RNP
U7 responsable de la maturation en 3’ des ARNs pré-messagers des histones (Frey and
Matera, 1995; Pillai et al., 2001; Wu and Gall, 1993) et ’ARN de la télomérase (Jady et al.,
2004; Jady et al., 2006; Tomlinson et al., 2006; Zhu et al., 2004). En effet, le snARN U7
s’accumule dans les CBs de noyaux d’ovocytes de Xénope (Wu and Gall, 1993) et de cellules
HelLa (Frey and Matera, 1995). Plusieurs de ces CBs sont également associés aux genes
codant les histones. Ainsi, les CBs sont impliqués dans la maturation des ARNm des histones.
Liu et collaborateurs ont, quant a eux, montré que chez la drosophile D. melanogaster, la
snRNP U7 ne s’accumule pas dans les CBs, mais dans un autre corps nucléaire qu’ils ont
appelé HLB (Histone Locus Body) puisqu’il est toujours associé aux loci des geénes codant les
histones (Liu et al., 20006).

Des complexes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire sont également concentrés
dans les CBs. Ainsi, le complexe cycline E/CDK2 (Liu et al., 2000) se localise dans les CBs
en G1/S, de méme qu’un de ses interactants p220/NPAT qui permettrait a la cycline E/CDK2
de réguler la transcription des génes codant les histones (Ma et al., 2000; Ye et al., 2003).

Par contre, les CBs sont dépourvus d’ARNs poly(A)+ et de facteurs d’épissage tels que les
protéines SR. Il a ét¢ assez difficile jusqu’a maintenant de caractériser les activités spécifiques
des CBs dans la mesure ou la grande majorité¢ de ses constituants sont présents a de nombreux

autres endroits du noyau.

La coiline, un des composants des CBs les plus étudiés, a ét¢ découvert en 1991 grace a un
sérum auto-immun (Raska et al., 1991). Bien que de tels anti-sera marquent sélectivement les
CBs, 70-80% de la coiline est dispersée dans le nucléoplasme (Lam et al., 2002). La coiline
joue un role important dans I’assemblage et la composition des CBs. En effet le taux de
méthylation et de phosphorylation de la coiline affecte son interaction avec un autre
composant des CBs, la protéine SMN (Hebert et al., 2001) et plus généralement,
’organisation et la composition des CBs (Boisvert et al., 2002; Carmo-Fonseca et al., 1993;
Hebert et al., 2002; Shpargel et al., 2003). Un modele de souris dont le géne codant la coiline
a ¢ét¢ invalidé, montre une viabilit¢ réduite. Les fibroblastes embryonnaires de ces souris
coiline -/- survivantes possedent des CBs anormaux. On retrouve alors deux types de
CBs résiduels : ceux qui contiennent notamment les snoARNs, la fibrillarine et Nopp140

(Tucker et al.,, 2001) et ceux qui contiennent les snARNs du spliceosome et les scaARNs
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Figure 11: Les ARN pol I, Il et lll sont présentes dans les CBs des noyaux d'ovocytes de
Xénope. Chaque cliché montre une petite fraatiomatériel obtenu a partir d'un seul noyau
d'ovocyteLes clichés du haut correspondent gisaialisation des ARN polymérases en
fluorescence et ledichés du bas, aux mémes images observées en contrphtesde

(A) Détection de la plugrande sous-unitgol | de rat (RPA194) grace a un sérum polyclonal.
(B) Distribution d'unesous-unité de I'ARN pol Il humaine (RPB9) étiquetéd'gpitope myc,
4.5 h apréesinjectionde I'ARNm, transcriin vitro, dans le cytoplasme d'un ovocyte.

(C) Marquage d'unsous-unitelel’ARN pol Ill humaine (RPC62) par un anticorps polyclonal.
CB : Cajal body, N : Nucléolé¢d'apres Gall, 2001).



(Jady et al., 2003). Par contre aucun de ces CBs résiduels ne contient la protéine SMN. De
méme, lorsque des ovocytes de Xénope sont déplétés en coiline, les snRNPs du spliceosome
ne s’accumulent plus dans les CBs (Bauer and Gall, 1997). La coiline apparait donc comme
une protéine essentielle a la fonction des CBs plutdt qu’une protéine nécessaire a leur
formation méme si elle joue un role majeur dans I’accumulation des différents composants

des CBs dans un seul et méme domaine.

Les CBs contiennent de nombreux autres facteurs impliqués dans divers processus de la
régulation de I’expression génique. On y retrouve notamment des composants des trois ARN
polymérases (Figure 11). En effet, Schul et collaborateurs mettent en évidence la présence de
la forme non phosphorylée de la CTD de la grande sous-unit¢ de ’ARN pol II dans les CBs
(Schul et al., 1998). D’autres expériences montrent la présence de la forme phosphorylée mais
mnactive de la CTD de la grande sous-unit¢ de I’ARN pol 1I (Xie and Pombo, 2006) ou
d’autres facteurs de I’ARN pol II dans les CBs des noyaux d’ovocytes de Xénopes (Gall et al.,
1999; Morgan et al., 2000). On y retrouve également plusieurs facteurs nécessaires a la
transcription et a la maturation des ARNs: les facteurs TBP, PTF, TFIIF (Schul et al., 1998),
TFIIH (Smith et al., 2003) et les facteurs de clivage et de polyadénylation CstF77 et CPSF100
(Gall et al., 1999). Des immunofluorescences utilisant des anticorps dirigés contre des sous-
unités de ’ARN pol I et pol III, ainsi que le facteur TFIIIA, mettent également en évidence la
présence des ARN pol I et III dans les CBs d’ovocytes de Xénopes (Figure 11) (Gall et al.,
1999).

En résumé, Les CBs contiennent les trois ARN polymérases eucaryotes, une variété de
facteurs, protéines et ARNs, impliqués dans la transcription et la maturation de nombreux
types d’ARNs et méme dans la biogenese des télomeres. Ce sont toutes ces données qui ont
permis a J. Gall d’émettre ’hypothése que les CBs soient un lieu de pré-assemblage des
machineries de transcription pol I, II et III, ou autrement dit un lieu de mise en place des
« transcriptosomes » (Gall, 2000). Les CBs seraient donc un lieu de pré-assemblage et de

stockage de complexes préts a étre délivrés au niveau de leur lieu d’action.

Pour revue : (Cioce and Lamond, 2005) (Gall, 2000)
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5.3. Leur formation

La présence des CBs, ou du moins leur visualisation en microscopie, est souvent corrélée au
niveau d’expression des genes et a lactivit¢ métabolique de la cellule. Ainsi, s’ils sont
présents et proéminents dans toutes les cellules de tissus feetaux (Young et al., 2001) et les
cellules transformées, ils peuvent étre « invisibles » dans de nombreuses cellules normales de
tissus adultes bien que la coiline, un constituant clé¢ des CBs, y soit exprimée (Young et al.,
2000). II est cependant possible d’induire I’apparition des CBs en augmentant par exemple
artificicllement 1’abondance des snRNPs dans la cellule (Sleeman et al., 2001; Tuma and
Roth, 1999).

IIs se désassemblent en mitose pour se réassembler en fin de télophase/G1 (Carmo-Fonseca et
al., 1993; Ferreira et al., 1994; Sleeman et al., 2003). Cette dissociation est corrélée a une
hyperphosphorylation de la coiline conduisant & une réduction de son oligomérisation,
nécéssaire a son ciblage vers les CBs (Carmo-Fonseca et al., 1993; Hebert and Matera, 2000).
De méme, le taux de phosphorylation du domaine Gterminal de la coiline module le nombre

de CBs chez la souris et chez I’homme (Shpargel et al., 2003).

Les CBs sont également trés mobiles (Boudonck et al., 1999; Platani et al, 2002; Platani et
al., 2000; Sleeman et al., 2003). IIs peuvent faire de larges mouvements en interphase,
fusionner ou se diviser. Certains CBs peuvent se déplacer en périphérie du nucléole et méme a
I'intérieur de celui-ci (Platani et al., 2000). Cependant, ils peuvent aussi étre confinés dans un
volume donné du nucléoplasme. Ce confinement peut s’expliquer par le fait que les CBs sont
souvent associés aux loci de geénes codant certains snARNs (Frey and Matera, 2001; Smith
and Lawrence, 2000), snoARNs (Gao et al., 1997) et aux loci de génes codant les histones
(Frey and Matera, 1995; Schul et al., 1999). Tout comme de nombreux corps nucléaires, la
simple diffusion des composants des CBs a travers le nucléoplasme semble étre en grande
partie responsable de la dynamique des CBs (Deryusheva and Gall, 2004; Dundr et al., 2004;
Platani et al., 2002). Cependant, des données récentes montrent qu’il pourrait exister un autre
moyen de déplacement des CBs. En effet, le manque d’énergie dans une cellule conduit a un
changement de structure et de dynamique de la chromatine qui est corrélé a une augmentation
du mouvement des CBs (Gorisch et al., 2004; Platani et al., 2002). En d’autres termes, le

mouvement des CBs semble déterminé par 1’accessibilité et la dynamique de la chromatine.

13



Ainsi, il semble qu’il existe deux types de déplacements des CBs: la diffusion passive qui est
le mode de déplacement des CBs le plus répandu (80%) et un déplacement en étroite
association avec la chromatine, qui requiert de 1’énergie (Platani et al., 2002).

Des données récentes et surprenantes ont montré une co-localisation de I’actine nucléaire et
d’un facteur controlant la polymérisation de I’actine avec les CBs et les speckles dans des
cellules en culture (Gedge et al., 2005; Skare et al., 2003). Ces résultats sont encore loin de
montrer un transport actif des CBs a travers le nucléoplasme, mais la visualisation de
filaments reliant les complexes de pores a plusieurs corps nucléaires tels que les CBs dans des

noyaux d’ovocytes de Xénope, permet d’envisager cette hypothése (Kiseleva et al., 2004).

6. Les Gems

Les Gems ou «gemini des Cajal bodies » sont des corps nucléaires enrichis en protéine SMN
et qui sont, dans la majorité des types cellulaires et des tissus adultes, indistinguables des CBs
(Liu and Dreyfuss, 1996; Matera and Frey, 1998; Young et al., 2000). SMN est une protéine
cytoplasmique et nucléaire qui est impliquée dans I’assemblage des snRNPs du spliceosome
(Liu et al., 1997; Massenet et al., 2002; Narayanan et al., 2002; Pellizzoni et al., 2002; Yong
et al., 2004a), des snoRNPs et de la machinerie de transcription pol II (Pellizzoni et al.,
2001a; Pellizzoni et al., 2001b; Pellizzoni et al., 1998). La protéine SMN est codée par le
gene SMNI qui est muté chez les patients atteints de la maladie neurodégénérative humaine,
SLA (Sclérose Latérale Amyotrophique) (Lefebvre et al., 1995). SLA est une maladie
autosomale récessive sévere qui conduit a la dégénérescence des neurones moteurs de la
moelle épinicre.

Contrairement aux CBs, les gems ne contiennent pas de snRNPs. L’association des gems et
des CBs est régulée par le taux de diméthylation de la coiline au niveau de son domaine riche
en arginine et glycine (boite RG) (Boisvert et al., 2002). En effet, la coiline est hypométhylée
dans des cellules ou les gems et les CBs sont bien distincts (Hebert et al., 2002; Young et al.,
2001).

7. Les PML bodies

Les Promyelocytic Leukaemia bodies (PML bodies, aussi connus sous le nom de ND 10,

nuclear domain 10) sont présents dans I’espace interchromatinien de la plupart des cellules de
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mammiferes. Leur taille peut varier de 0.3 a 1 pm de diametre et leur nombre de 10 a 30 par
noyau. Les PML bodies sont également des corps sphériques souvent associés aux autres
corps nucléaires tels que les CBs (Figure 10) et les «cleavage bodies » (voir paragraphe 8,
page 16). Le composant majeur des PML bodies est la protéine non essentielle PML. Les
PML bodies contiennent plus d’une quarantaine de facteurs, incluant les protéines Rb, CBP et
p53 (Dellaire et al., 2003; Guo et al., 2000; Hofmann et al., 2002; Muratani et al., 2002;
Wiesmeijer et al., 2002). La réorganisation des PML bodies pendant la mitose est corrélée a
des changements des modifications post-traductionnelles de la proté¢ine PML. Tout comme les
CBs, ils peuvent se séparer en deux corps nucléaires. Muratani et collaborateurs montrent que
I’on peut classer les PML bodies en trois catégories selon leur mobilité, de trés rapide a quasi-
immobile (Muratani et al., 2002). Par contre, le manque d’énergie métabolique de la cellule
conduit cette fois a une diminution des mouvements rapides des PML bodies (Wiesmeijer et
al., 2002). Dans certaines circonstances de stress, les PML bodies peuvent se scinder en
microstructures, qui dans ce cas, diffusent dans I’espace interchromatinien.

IIs sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires tels que la régulation de la
transcription (Marcello et al., 2003; Ruggero et al., 2000), le stockage nucléaire (Maul, 1998),
le controle de la croissance cellulaire, la réponse anti-virale (Marcello et al., 2003; Ruggero et
al., 2000), I’apoptose (Guo et al., 2000; Quignon et al., 1998) et la réponse aux dommages a
I’ADN (Carbone et al., 2002; Conlan et al., 2004). Bien que le cceur central des PML bodies
ne contienne pas de chromatine ou d’ARN, les PML bodies sont associés en périphérie a des
ARNs nouvellement synthétisés et leur structure ainsi que leur stabilité sont intimement lices
a l'intégrit¢ de la chromatine (Boisvert et al., 2000; Dellaire et al., 2006a; Dellaire et al.,
2006b; Eskiw et al., 2004). Les PML bodies sont également impliqués dans le processus
alternatif d’¢longation des téloméres, le mécanisme ALT (alternative lengthening of
telomeres) (Grobelny et al., 2000; Yeager et al., 1999). Ce mécanisme utilise le phénomene
de recombinaison homologue entre télomeres plutdt que I’action de la télomérase pour
maintenir la longueur des télomeéres. Seule une sous-population de PML bodies, appelée APB
(ALT-associated PML bodies), s’associe a I’ADN télomérique et contient les protéines
nécessaires au mécanisme de recombinaison homologue. L’apparition des APBs est correlée a
la stabilisation de la longueur des téloméres dans des cellules ALT", suggérant fortement que
ces corps nucléaires soient responsables du maintien de la longueur des télomeres en absence
d’activité de la télomérase (Grobelny et al., 2000; Yeager et al., 1999).

Les PML bodies sont réduits en de minuscules spheres dans des cellules de patients atteints

d’APL (acute promyelocytic leukemia). Cette maladie résulte d’une translocation responsable
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de D’expression d’une protéine oncogénique résultant de la fusion des genes codant le
récepteur de l’acide rétinoique a et la protéine PML. Les patients en rémission, traités a
I’acide rétinoique, reforment des PML bodies normaux. Ceci suggere que les PML bodies
pourraient avoir un role dans la différenciation des promyélocytes (Dyck et al., 1994; Koken

et al., 1994).

Pour revue : (Dellaire and Bazett-Jones, 2004)

8. Les Cleavage bodies

Certains facteurs impliqués dans les étapes de clivage et de polyadénylation des ARNs pré-
messagers sont concentrés dans les «cleavage bodies » (Schul et al., 1996). On y retrouve
ainsi les facteurs CstF64 et CPSF100, concentrés dans 1 & 4 foci de 0.3 a 1 pm (Schul et al.,
1999). La protéine DDX1 OEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 1), impliquée dans la
maturation et le transport d’ARNs (Godbout and Squire, 1993; Kanai et al., 2004), a
¢galement ¢été identifiée comme un composant des cleavage bodies (Bleoo et al., 2001).
Cependant, de récentes données montrent que des «DDXI1 bodies» peuvent exister
séparément des cleavage bodies (Li et al., 2005). Les cleavage bodies sont souvent adjacents
aux gems et aux CBs (Schul et al., 1996). Par contre, ils montrent une dynamique un peu
différente des CBs dans la mesure ou ils disparaissent rapidement en G2 (Schul et al., 1999).
Et contrairement a ces derniers, ils ne sont pas affectés par I’inhibition de la transcription (Li
et al., 2005). Par contre I’inhibition de la réplication de I’ADN conduit a la chute du nombre
de cleavage bodies contenant CstF64. Comme les CBs, les cleavage bodies sont souvent
associ¢s aux loci des génes codant les histones, qui sont transcrits préférentiellement pendant
la phase S. Il a donc été propos¢ que les cleavage bodies soient impliqués dans la
transcription/maturation des geénes codant les histones (Schul et al., 1999). La disparition de
CstF64 des cleavage bodies lorsque la réplication est inhibée peut étre corrélée a la
diminution de la transcription des génes codant les histones. L’absence d’ADN et d’ARN
dans les cleavage bodies suggeére qu’ils ne sont pas un lieu de transcription/maturation, mais
que, comme les CBs, ils sont plutét un lieu de pré-assemblage de complexes impliqués dans

CCS processus.
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Figure 12 :Une protéine de fusion GFP-PTB montre la localisation
du compartimenpérinucléolaire (en jauna@)la périphérie du nucléole
marqué par un anticorps anti-fibrillarine (en rouge)périphérie du
noyau est démarquée par la lamine nucléaire (en bleu).

(d'apres Huang et al, 1997 et Huang, 2000).

Figure 13: Les domaines Sam68 (SNBs pour Sam68 Nuclear Bodies) et les compartiments
périnucléolairesRNCs pour PeriNucleolar Compartments) se localisent dans différentes régions

d'une méme cellule. (d'aprésiang, 2000).



9. Les Structures périnucléolaires

9.1. Le compartiment périnucléolaire (PNC pour PeriNucleolar
Compartment)

Le PNC se localise préférentiellement a la périphérie du nucléole (Figures 12 et 13). C’est
une petite structure de 0.25 a 1 um a1 sont concentrés le facteur PTB (Polypyrimidine tract
binding) ou hnRNPI et des petits ARNs transcrits par I’ARN pol III. On y trouve ainsi I’ARN
de la RNase MRP qui est impliquée dans la maturation des ARNs pré-ribosomiques et I’ARN
de la RNase P impliquée dans la maturation des ARNt (Ghetti et al., 1992; Lee et al., 1996;
Matera et al., 1995). Le PNC est maintenu en phase S, se dissocie au début de la mitose pour
se réassocier en fin de télophase. Des expériences de vidéo-microscopie avec la protéine GFP-
PTB montrent que le PNC est une structure trés dynamique (Huang et al., 1997) qui change
en taille et en forme au cours du cycle cellulaire. C’est une structure que 1’on observe

davantage au niveau des cellules cancéreuses que des cellules normales.

9.2. Le domaine SAM68

Le domaine SAM68 est un autre domaine nucléaire présent a la périphérie du nucléole
(Figure 13) riche en protéines possédant des domaines de liaison aux ARNs et en acides
nucléiques mais qui n’est pas un lieu de transcription (Chen et al., 1999). 1l contient
également la protéine Sam68 qui pourrait étre impliquée au méme titre que la protéine Rev du
HIV-1 dans le transport des ARNSs cellulaires (Reddy et al., 1999). Comme le PNC, le
domaine SAMG68 se désassemble a I’entrée en mitose et se réassemble en fin de télophase et
est rarement détecté¢ dans des cellules en culture primaire. Pour I'instant, le réle de ce domaine
dans le métabolisme de I’ARN et son implication dans les processus de transformation

cellulaire restent a élucider.

Pour revue : (Huang, 2000)

17



10. Conclusion

L’organisation complexe du noyau nous améne a nous poser de nombreuses questions sur la
régulation et la fonction des différents corps nucléaires. Par exemple, comment des molécules
requises pour des fonctions biochimiques spécifiques se retrouvent-elles concentrées dans des
domaines subnucléaires et surtout quels sont les mécanismes qui controlent leur rétention ou
leur relarguage de ces domaines? Comment le nombre, la taille, la dynamique de ces corps
nucléaires sont-ils contr6lés? Comme nous venons de le voir, les avancées technologiques en
matiére de microscopie et de purification biochimique des corps nucléaires ont déja permis de
répondre a quelques-unes de ces questions ou du moins a mieux comprendre cette
organisation. Certains corps nucléaires sont souvent proches les uns des autres, ce qui suggere
une coopération fonctionnelle entre eux. C’est par exemple le cas entre les CBs et les
cleavage bodies qui sont impliqués dans la maturation des pré- ARNm des histones.

L’¢quilibre dynamique du noyau est donc en grande partie régi par une simple diffusion des
molécules qui s’associent pour former des interactions parfois complexes, responsables de la
formation des corps nucléaires (Dundr and Misteli, 2001).

Shav-Tal et collaborateurs ont d’ailleurs récemment complété les travaux de Politz et
collaborateurs, en nontrant que la mobilit¢ d’'une mRNP contenant plusieurs étiquettes MS2
est également gouvernée par une simple diffusion a travers le nucléoplasme, indépendante de
I’énergie cellulaire (Politz et al., 1999; Shav-Tal et al., 2004).

De nombreux autres corps nucléaires n’ont pas été détaillés ici (Figure 1) et il est certain qu’a
l’avenir, 1’évolution des techniques de microscopie vont permettre d’en découvrir de
nouveaux.

Des travaux surprenants montrent [’existence d’un réel réseau de filaments contenant
notamment de l’actine, a 'intérieur du noyau d’ovocyte de Xénope. Ces filaments semblent
connecter différents corps nucléaires tels que les CBs, les speckles ou le nucléole a la
membrane interne du noyau et notamment au complexe de pores nucléaires (Kiseleva et al.,
2004). Par contre, ils ne sont pas connectés a la chromatine. Ceci suggére 1’idée intéressante
qu'un réseau de filaments hétérogenes peut contribuer a 1’assemblage du noyau ainsi qu’au
trafic intranucléaire. Ce réseau tridimensionnel pourrait alors é&tre considéré comme une
«autoroute » permettant un mouvement directionnel de certaines molécules ou un réseau

permettant de maintenir des zones de diffusion libre dépourvues de chromatine.
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NUCLEOLE ET snoARNs

11. Biogenése des ribosomes

Les ribosomes eucaryotes matures de 80S constituent une véritable usine macromoléculaire a
fabriquer des protéines. Elle comporte deux sous-unités (une grande sous-unité de 60S et une
petite sous-unité de 40S) qui contiennent approximativement 80 protéines et qui s’organisent
autour des ARNr comportant de nombreuses modifications biochimiques. Toutes les ARN
polymérases de la cellule sont sollicitées pour la « fabrication» des ribosomes. En effet,
I’ARN pol T synthétise les ARNr 28S, 18S et 5.8S, pendant que ’ARN pol III synthétise
I’ARNr 5S et que ’ARN pol II synthétise les pré-ARNm donnant naissance aux protéines
ribosomiques. Bien que toutes les répétitions d’ADNr ne soient pas utilisées au méme
moment, les ARNr constituent plus de 80% des ARNs totaux & la cellule. La transcription
des pré-ARNr est une étape trés régulée qui implique des modifications au niveau des facteurs
de remodelage de la chromatine, des facteurs de transcription et des facteurs impliqués dans la
maturation post-transcriptionnelle (Figure 14).

La majorité¢ des composants du ribosome s’assemble au niveau du nucléole pour former les
particules pré-ribosomiques qui vont traverser le nucléoplasme et sortir du noyau par les
complexes de pores nucléaires pour rejoindre le cytoplasme ou les ribosomes finissent leur
maturation (Figure 14).

Une fois que le pré-ARNr a été synthétisé en un long précurseur (Figure 3), il subit de
multiples étapes de clivages pour débarrasser les séquences des ARNs 28S, 18S et 5.8S des
espaceurs externes et internes (Figure 3). Dans le méme temps, il subit des modifications
biochimiques au niveau de résidus nucléotidiques. En effet, plusieurs sites conservés du pré-
ARNr sont clivés par des endo- et des exonucléases et modifiés, entre autres, par de
nombreuses 2’-O-méthylations du ribose et pseudouridylations de certains nucléotides. Bien
que la fonction de ces modifications ne soit pas connue, elles sont concentrées au niveau de
régions fonctionnellement importantes du ribosome (Decatur and Fournier, 2002) telles que le
centre peptidyl transférase (King et al., 2003) ou la région de décodage (Maden, 1990). Elles
contribuent sans doute a stabiliser la structure des ARNr, a déterminer et a contrler les
interactions structurales et fonctionnelles entre les sous-unités du ribosome, a influencer la
liaison du ribosome a ’ARNt ou a ’ARNm et par conséquent, I’activité traductionnelle du
ribosome. Le blocage simultané de plusieurs 2’-O-méthylations ou pseudouridylations inhibe

la croissance cellulaire de la levure (Tollervey et al, 1993; Zebarjadian et al., 1999) alors que
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Figure 15: Etapes de maturation de I'ARN pré-ribosomique chez les Eucaryotes. Présentation
tres simplifiée des étapes de maturation du pré-AdRaactérisées chez la lev@eerevisiae.

(A) Schéma du pré-ARNtte 35&ontenant les séquences matures du 18S, 5.8S, atepabees
par deux espaceurs internes (ITS1 et ITS2) et entopaéeleux séquences exter(i@sETS et
3'-ETS). Les lettres erapitales correspondent a la position des différents clivegessaires
pour aboutir a la formation des ARNr matui@. Schéma des étapes de maturatiompré-ARNT.
Les ARNr matures sont généres par des clivagdenucléolytiqueséquentielet des digestions
exonucléasiqueses ciseaux avec les points d'interrogationmespondent a desidonucléases
encore non identifiées. Chez la levirexiste une voialternative générant uestension en 5'
du 5.8S. Pour plus de simplicité cette étalpst pas représentser ce schéma.

(d'apres Fatica et Tollerve3002 et Olson et al, 2002).



la présence des deux pseudouridines les plus conservées de I’ARNr confere une meilleure
croissance a la levure (Badis et al., 2003). D’autre part, les sous-unités ribosomiques
bactériennes assemblées in vitro a partir d’ARNr hypo-modifiés apparaissent beaucoup moins
actives que celles assemblées a partir d’ARNr naturels (Green and Noller, 1996; Khaitovich et
al., 1999). Les différentes étapes de maturation des ARNr ont été longuement étudiées chez la
levure S. cerevisiae par des approches génétiques. L’analyse de nombreux mutants a permis
d’établir un schéma séquentiel des étapes de la maturation du pré-ARNr et d’identifier les
facteurs impliqués (Figure 15). Certaines ¢étapes de clivages et les modifications
biochimiques (2’-O-méthylation et pseudouridylation) du pré-ARNr sont prises en charge par
des snoRNPs qui s’associent parfois précocément au pré- ARNTr.

Les snoARNs requis pour la maturation nucléolytique du pré-ARNr sont peu nombreux mais
essentiels. Le snoARN US est le seul parmi eux a étre requis pour la formation des ARNr de
28S et de 5.8S (Lange et al., 1998b; Peculis, 1997; Peculis and Steitz, 1993). Par contre, la
formation du 18S nécessite plusieurs snoARNs dont U3 (Borovjagin and Gerbi, 1999;
Borovjagin and Gerbi, 2001; Enright et al., 1996; Kass et al., 1990), Ul4 (Enright et al.,
1996), U22 (Tycowski et al., 1994) et U17 (Enright et al., 1996). Bien qu’il semble que ces
RNPs servent de chaperons guidant le repliement correct de I’ARNr pour permettre le ciblage
des protéines nécessaires au clivage, il n’est pas impossible qu’elles fonctionnent comme des
ribozymes. Une activité nucléasique a, pour 'instant, seulement ét¢ démontrée au niveau de la
RNase MRP. La RNase MRP est une endonucléase dont la structure est trés proche de la
RNase P, responsable de la maturation en 5’ des ARNt. Elle est requise pour le clivage en A3
du précurseur de I’ARNr (Figure 15).

Contrairement aux snoARNs impliqués dans la maturation nucléolytique du pré-ARNr, il
existe une multitude de snoARNs responsables de nombreuses modifications du pré-ARNT.
On peut classer tous ces snoARNs en deux grandes catégories selon leur fonction et leur
structure conservée : les snoARNs a boites C/D et les snoARNs a boites H/ACA. Ils sont
associés a un ensemble distinct de quatre protéines conservées et essentielles chez la levure et
forment ainsi des snoRNPs. Seule la RNase MRP ne fait pas partie des snoARNs C/D ou
H/ACA. La plupart des snoARNs a boites C/D guident les 2’-O-méthylations (2’-O-me) du

ribose alors que les snoARNs a boites H/ACA guident les conversions de ['uridine en

pseudouridine () (Figure 16).

Pour revues : (Gerbi et al., 2001; Venema and Tollervey, 1999)
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Figure 17: Diversité de I'organisation génomique des snoARNSs chez plusieurs organismes.

Les rectangles noirs représentent les exons, alors que les rectangles colorés en forme de fleches
représentes les snoARNs. Chaque couleur représente un snoARN différent. Les Organismes
chez lesquels ces organisations génomiques sont retrouvées sont indiqués en rouge. (adapté de
Huttenhofer et al, 2002).



12. Biogenese des snoARNs

Les cellules eucaryotes utilisent différentes stratégies pour synthétiser les snoARNs (Figure
17). Les snoARNs impliqués dans le clivage du pré-ARNr tels que U3 et U8, et la plupart des
snoARNs exprimés chez la levure sont transcrits a partir de leur propre promoteur. Ils
posseédent donc une coiffe triméthylée en 5° (2,2,7-trimethylguanosine (msGpppN ou
22"mGpppN)). La RNase MRP est, quant & elle, transcrite par 'ARN pol IIT et n’est pas
coiffée en 5°. Les plantes utilisent une stratégie différente puisqu’elles synthétisent le plus
souvent un pré-snoARN polycistronique contenant plusieurs snoARNs qui sont ensuite
maturés (Chen et al., 2003; Leader et al., 1997; Leader et al., 1994; Qu et al., 2001). Seul le
snoARN U3 est transcrit par I’ARN pol III, chez les plantes (Kiss et al., 1991). Chez les
mammiferes, tous les snoARNs guides de modifications des pré-ARNr sont codés dans les
introns de genes transcrits par ’ARN pol II et codant souvent des protéines ayant des
relations directes avec les fonctions traductionnelles (36% de protéines ribosomiques, 13% de
protéines nucléolaires) (Figure 17). Chez les vertébrés et la drosophile, les génes hotes des
snoARNs font le plus souvent partic de la famille des génes 5TOP (5° Terminal
OligoPyrimidine Tract). Les séquences 5’UTR de ces geénes sont responsables d’une
régulation du niveau traductionnel de leurs ARNm en fonction des besoins de la cellule en
synthése protéique (Amaldi and Pierandrei-Amaldi, 1997; Levy et al., 1991). Le site
d’initiation de la transcription de ces génes est toujours situé¢ au niveau d’un tract de 15-25
pyrimidines entouré¢ par de courtes régions riches en G/C. Il est estimé qu’il existe plus d’une
centaine de geénes 5’TOP dans la cellule dont les transcrits correspondent a environ 10-20%
des ARNm totaux d’une cellule normale. On retrouve également plusieurs genes hotes dont
I’ARNm ne semble pas étre traduit ou code une protéine non caractérisée (Filipowicz and
Pogacic, 2002; Kiss et al., 2004; Smith and Steitz, 1998; Weinstein and Steitz, 1999).

Chez les plantes et chez la levure trés peu de snoARNs sont introniques (sept chez la levure).
La plupart des snoARNSs introniques sont maturés a partir de ’intron en lasso du pré-ARNm
qui apres débranchage est digéré par des exonucléases jusqu’aux extrémités du snoARN
mature (Cecconi et al., 1995; Kiss et al., 1996; Kiss and Filipowicz, 1995; Ooi et al., 1998;
Petfalski et al.,, 1998). De facon moins fréquente, ils peuvent étre maturés aprés digestion
endonucléolytique du transcrit non épissé (Caffarelli et al, 1994; Caffarelli et al., 1996;
Cavaille et al.,, 2000; Fragapane et al, 1993; Laneve et al., 2003; Prislei et al., 1993),
permettant ensuite & des exonucléases de digérer les extrémités 5° et 3’ du pré-snoARN

Jusqu’a ses extrémités matures (Cavaille and Bachellerie, 1996; Cecconi et al., 1995; Kiss et
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al., 1996; Kiss and Filipowicz, 1993; Kiss and Filipowicz, 1995). Dans les deux cas, ces
snoARNs possedent donc des extrémités 5° phosphate et 3* hydroxyl.

La plupart des snoARNs de levure sont générés a partir d’unités de transcription
indépendantes, monocistroniques ou polycistroniques (Chanfreau et al., 1998a; Chanfreau et
al., 1998b). La libération des snoARNs est initiée par la digestion endonucléolytique de la
région 3’ du transcrit primaire par un complexe interagissant avec le domaine CG-terminal de la
grande sous-unit¢ de I’ARN pol II, et comprenant notamment la protéine Nrdlp. Nrdlp est
une protéine de liaison a ’ARN essentielle, qui reconnait I’extrémité¢ 3’ de certains snoARNs
(Steinmetz et al, 2001). Ce complexe contient également les facteurs de clivage et de
polyadénylation impliqués dans la maturation des ARNm. Cette maturation en 3’ des
snoARNSs transcrits par I’ARN pol II implique donc un découplage des activités de clivage et
de polyadénylation effectué par d’autres protéines spécifiques du complexe de terminaison
(Dheur et al., 2003; Fatica et al., 2000; Morlando et al., 2004; Steinmetz et al., 2001).
L’endoribonucléase Rntlp, I’orthologue de I’enzyme RNase III bactérienne, conduit ensuite a
la séparation des pré-snoARNs (Chanfreau et al., 1998a; Chanfreau et al., 1998b; Qu et al.,
1999) et dans la plupart des cas a I’élimination de la coiffe en 5° (Chanfreau et al., 1998a).
Les exonucléases Ratlp et Xrnlp digérent ensuite les séquences flanquantes du snoARN
Jusqu’a Pextrémité 5° mature (Ooi et al., 1998; Petfalski et al., 1998; Villa et al., 1998). En 3’
du pré-snoARN, Rntlp crée un site d’entrée pour I’exosome qui dégrade ’ARN jusqu’a
Iextrémité 3’ mature (Allmang et al., 1999; Villa et al., 1998). Pour la plupart des snoARNs
introniques de levure (U18, U24, snR38, snR39, snR44, snR54, snR59), I’intron doit
préalablement étre débranché par I’enzyme Dbrl pour étre ensuite dégradé par les
exonucléases (Ooi et al., 1998; Petfalski et al., 1998).

Dans tous les cas, c’est la liaison des quatre protéines spécifiques du cceur de la particule au
niveau des motifs conservés (C/D ou H/ACA) qui potege les extrémités matures du snoARN

de la dégradation exonucléolytique.

Pour revue : (Filipowicz and Pogacic, 2002)
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13. Les snoARNSs a boites C/D

13.1. Structure et fonction

Les snoARNs a boites C/D sont de petits ARNs (70-90 nts) qui contiennent deux séquences
conservées, appelées boite C (RUGAUGA) (R=purine) (Xia et al., 1997) et boite D (CUGA),
proches des extrémités 5° et 3° du snoARN. Ils contiennent souvent des séquences internes
homologues mais non identiques aux boites C et D, appelées boites C’ et D’ (Figure 18). La
distance entre les boites C’ et D’ est restreinte a moins d’une dizaine de nucléotides et
fréquemment une tige boucle interne les rapproche I'une de I'autre (Kiss-Laszlo et al., 1998).
Les boites C et D sont également proches 1'une de l'autre grace a un appariement des
extrémités 5’ et 3’ qui forme une courte hélice (Kiss-Laszlo et al., 1998; Tycowski et al.,
1996a). Le motif C/D constitu¢ par cette hélice terminale et les boites conservées C et D est
essentiel a la biogenese et a la fonction des snoARNs (Caffarelli et al., 1996; Cavaille and
Bachellerie, 1996; Darzacq and Kiss, 2000; Huang et al., 1992; Samarsky et al., 1998;
Watkins et al., 1996; Xia et al., 1997). En effet, cet ¢lément permet 1’association des protéines
du cceur de la particule au snoARN. Le motif C/D constitue une structure particulicre
initialement décrite au niveau du snARN U4, le motif kink-turn (Vidovic et al., 2000). Le
motif kink-turn est une structure en hélice-bulle-hélice (Figure 18). L’hélice I contient des
appariements Watson-Crick suivis par une bulle de trois nts, alors que I’hélice Il contient des
interactions non canoniques, deux paires G-A et une paire U-U trés conservées chez les
snoARNs C/D (Watkins et al., 2000) (Klein et al., 2001) (Figure 18).

Les ARNs guides de 2’-O-méthylation posseédent un ou deux éléments anti-sens de 10 a 20
nucléotides complémentaires a des séquences cibles d’ARNr. Ainsi, le snoARN qui forme
une parfaite double hélice avec ’ARNr positionne le nucléotide de ’ARNr a modifier a
exactement 5 pb en amont de la boite D ou de la boite D’ (Cavaille et al., 1996; Kiss-Laszlo et
al., 1996; Tycowski et al., 1996b) (Figure 18). Chez les mammiferes, un snoARN C/D guide
plus souvent une seule modification plutét que deux, contrairement aux Archae qui utilisent
fréquemment leurs deux motifs C/D pour guider deux modifications différentes. Chez les
mammiferes, les snoARNs a boites C/D sont responsables de la synthése d’environ 110 2’-O-

méthylations (Maden, 1990).
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une coiffe tri-méthylée en 5' et une extension 5'. U3 possede plusieurs autres boites conservées
que les boites C et D, impliqguées dans les interactions avec I'ARNr, et conduisant a la liaison

de nombreuses autres protéines spécifiques. (d'aprés Watkins et al, 1996 et Granneman et al, 2004)



Chez les mammiferes, les snoARNs U3 et U8 sont des snoARNs C/D impliqués dans le
clivage du pré-ARNr (Granneman et al., 2004). Ils sont transcrits par 'ARN pol II et
possedent donc une coiffe triméthylée. Le snoARN U3 diffeére quelque peu des snoARNs C/D
classiques dans la mesure ou il posséde davantage de boites conservées (A, A’, B) et par
conséquent une structure différente (Gerbi et al.,, 2001) (Figure 19). U8 posséde également
une structure particulicre avec une extension en 5° (Figure 19). En absence de U3,
P’accumulation du 18S est inhibée chez S. cerevisiae et chez le Xénope (Hughes and Ares,
1991; Savino and Gerbi, 1990). Il existe également des snoARNs C/D introniques qui
permettent le clivage du pré-ARNr. Par exemple, la déplétion de U14 et U22 chez le Xénope
abolit la production de I’ARNr de 18S (Lange et al., 1998a; Tycowski et al., 1994).

Il n’a pas pu étre identifi¢ d’ARNs cibles pour tous les snoARNs caractérisés. Ces snoARNs
ont alors ét¢ qualifiés de snoARNs orphelins. D’ailleurs, certains snoARNs C/D orphelins
sont spécifiquement exprimés dans le cerveau (Cavaille et al., 2000; Cavaille et al., 2002;
Cavaille et al, 2001). De facon surprenante, ces snoARNs sont présents sous forme de
clusters et certains sont présents dans une région soumise a I’empreinte génomique et
impliquée dans le syndrome de Prader-Willi. Un de ces snoARNs, HBII-52, est prédit pour
méthyler I’ARNm du récepteur SHT-2C de la sérotonine au niveau d’un résidu adénosine qui
est normalement édit¢ en inosine (Cavaille et al., 2000). Bien que la méthylation endogéne de
ce résidu n’ait p étre mise en évidence, HBII-52 pourrait jouer un role dans la maturation de
PARNm d’un récepteur de la sérotonine. Ainsi, les snoARNs pourraient avoir un large
¢ventail de substrats, parmi lesquels des ARNm. De facon intéressante, les sRNPs C/D
d’Archae ne guident pas seulement les modifications des ARNr mais également les 2’-O-
méthylations de certains ARNt (Clouet d'Orval et al., 2001; Omer et al., 2000; Renalier et al.,
2005)

En général, I'inhibition de la méthylation d’un seul nucléotide au niveau de ’ARNr n’a pas
d’effet sur la croissance cellulaire (Cavaille et al., 1996; Kiss-Laszlo et al., 1996; Samarsky
and Fournier, 1999; Tycowski et al., 1996b). Cependant, il a ét¢ mis en évidence une
exception: I’Uridine 2918 de ’ARN 25S de S. cerevisiae est trés conservée et située au
niveau du centre peptidyl transférase. Cette modification semble pouvoir étre prise en charge
soit par une méthyltransférase spécifique, soit par une snoRNP. Des souches de levures
mutantes ne possédant plus aucun moyen de modifier cette base (délétions du geéne codant

pour la méthyltransférase et du snoARN responsable de la méthylation) montre un retard de
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croissance trés important (Bonnerot et al., 2003). D’autre part, le blocage global des 2’-O-
méthylations chez S. cerevisiae inhibe séverement la croissance cellulaire (Tollervey et al.,
1993). Chez E. coli, la délétion de méthyltransférases des ARNr peut conduire a des
augmentations de petites et grandes sous-unités libres, & une diminution de 1’¢longation de la
traduction et a une diminution de la traduction pouvant aller jusqu’a 65% (Bugl et al., 2000;
Caldas et al., 2000a; Caldas et al., 2000b; Gustafsson and Persson, 1998). Ces résultats
montrent que [’absence globale des méthylations au niveau des régions conservées et

fonctionnellement importantes du ribosome conduit a de séveres désavantages pour la cellule.

13.2. Assemblage de la particule

Quatre protéines, conservées chez la levure et les Archae, font partie du coeur de la particule
snoRNP C/D. Elles sont toutes essentielles a la croissance cellulaire chez la levure. La
snoRNP C/D contient la 2’-O-méthyltransférase, appelée fibrillarine ou Noplp chez la levure
(Caffarelli et al., 1998; Feder et al., 2003; Galardi et al., 2002; Lapeyre et al., 1990; Omer et
al., 2002; Saez-Vasquez et al., 2004; Tollervey et al., 1993; Wang et al., 2000), Nop58
(Caffarelli et al., 1998; Lyman et al.,, 1999; Newman et al., 2000; Watkins et al., 2000),
Nop56 (Lyman et al., 1999; Newman et al., 2000; Watkins et al., 2000) (Lafontaine and
Tollervey, 2000) et une protéine de 15.5 kDa (p15.5 kDa ou Snul3p chez la levure) (Watkins
et a., 2000). Des études chez le Xénope (Szewczak et al., 2002), chez ’homme (Watkins et
al., 2002; Watkins et al., 2000) et chez les Archae (Omer et al., 2002) montrent que
I’assemblage de la particule C/D est initiée par la liaison de la protéine p15.5 kDa au niveau
du motif kink-turn (Klein et al., 2001; Watkins et al., 2002; Watkins et al., 2000). Nop56p
s’associe au snoARN en présence de Noplp, alors que Nop58p peut se lier indépendamment a
I’ARN (Lafontaine and Tollervey, 2000). Noplp n’est pas essentielle a la stabilit¢ de tous les
snoARNs et Nop56p n’est pas requise pour leur accumulation (Lafontaine and Tollervey,
2000). Nop5S8p et Snul3p sont nécessaires a la stabilit¢ de tous les snoARNs C/D chez la
levure (Lafontaine and Tollervey, 1999; Watkins et al., 2000). Par contre, la déplétion de
Snul3p, Nop56p, Nop58p ou Noplp abolit la localisation nucléolaire des snoRNPs C/D
(Verheggen et al., 2001). La particule snoRNP chez les Archae, appelée sSRNPs ne contient en
effet que trois protéines: un homologue de la fibrillarine, NopSp (unique homologue de

Nop56 et Nop58) et ’homologue de Snul3p/p15.5kDa, la protéine ribosomale L7Ae (Kuhn et
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Figure 20: Modeles proposés pour lI'assemblage des snoRNPs C/D chez les Archae (A) et chez les
Eucaryotes (B). Aittaleb et collaborateurs ont proposé que L7Ae se lie au motif kink-turn que forment les
boites C/D, suivit de l'association du complexe fibrillarine-Nop5p, qui peut ensuite dimeériser via le
domaine coiled-coil de Nop5p. Chaque complexe fibrillarine-Nop5p peut interagir avec un motif C/D.
Chez les Eucaryotes, il est prédit gu'il existe un hétérodimere entre Nop56 et Nop58.

(adapté de Fatica et Tollervey, 2003).



al., 2002). La liaison de L7Ae a I’ARN permet le recrutement de NopSp suivi de celui de la
fibrillarine (Aittaleb et al., 2003; Omer et al., 2002; Rashid et al., 2003; Tran et al., 2003).

La symétrie que I’on observe au niveau de la structure de ’ARN (Figure 18) et le fait que
certains ARNs peuvent guider deux modifications différentes suggéreraient une symétrie au
niveau de la particule snoRNP. L’analyse du co-crystal de NopSp a permis de confirmer cette
hypothése (Aittaleb et al., 2003). Aittaleb et collaborateurs proposent qu’un hétérodimere
fibrillarine-Nop5p interagit avec chaque motif C/D (C/D, C’/D’) ou s’associe ¢également
snul3p/L7Ae (Figure 20). Rashid et collaborateurs ainsi que Tran et collaborateurs
montreront d’ailleurs plus tard que cet assemblage symétrique est requis pour la fonction de
méthylation (Rashid et al., 2003; Tran et al., 2003).

Par contre les ¢études de pontage du snoARN U25 de Xénope contenant 1’agent 4-thiouridine
(*U) au niveau de nucléotides spécifiques des boites conservées, ont permis de mettre en
¢vidence une asymétrie de la particule chez les Eucaryotes (Figure 20) (Cahill et al., 2002).
En effet, la fibrillarine interagit avec les boites D, D’ et C’, alors que Nop56 et Nop58
reconnaissent respectivement les boites C’ et C (Cahill et al., 2002). Alors que les expériences
de Cahill et collaborateurs n’avaient pas permis de ponter la protéine pl15.5 kDa au snoARN
U25, Szewczak et collaborateurs ont montré, in vitro et in vivo, que bien qu’il y ait deux sites
potentiels de liaison de p15.5kDa au snoARN U25, une seule protéine se fixe a la particule au
niveau du motif C/D uniquement et non au niveau du motif C’/D’ (Szewczak et al., 2002). Ce
résultat a été confirmé plus tard par gel retard (Szewczak et al., 2005). Ces données suggerent
donc un modele d’association protéique asymétrique de la particule C/D chez les vertébrés en

opposition au modele symétrique chez les Archae (Figure 20).

Comme mentionné précédemment, le snoARN U3 posséde une structure particuliere. Outre
les quatre protéines du cceur des snoRNPs C/D, il est associ¢ a de nombreuses autres protéines
pour former un complexe de grande taille appelé «SSU (small subunit) processome » présent
a lextrémité 5’ des pré-ARNr des « Christmas trees » et impliqué dans la maturation et le
repliement du pré- ARNr (Dragon et al., 2002).
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13.3. Biogenése des snoRNPs C/D

Le processus de maturation des pré-snoARNSs introniques par 1’action d’une endoribonucléase
a initialement ét¢ caractérisé chez le Xénope par I’étude de la biogene¢se du snoARN a boites
C/D Ul6. Dans ce cas, il a ét¢ montré que les processus d’épissage du pré-ARNm et de
synthése du snoARN sont mutuellement exclusifs (Caffarelli et al., 1996; Fragapane et al.,
1993). I a d’ailleurs été récemment montré que certains éléments du promoteur des geénes
5’TOP pouvaient controler le taux de snoARN U16 issu de la dégradation exonucléolytique
de I'intron débranché ou du clivage endonucléolytique du pré-messager non épissé (de Turris
et al., 2004).

Cinq des six snoARNs a boites C/D introniques de levure ne possédent pas la courte hélice
terminale faisant partie du motif C/D. Par contre, ils possédent une hélice externe provenant
de l’appariement de régions complémentaires présentes dans les régions flanquantes du
snoARN mature (Villa et al., 2000). Il a ét¢ montré que cette hélice externe est essentielle a la
libération du snoARN UI8 de son pré-ARNm hote. En effet, lorsque la protéine Noplp
s’associe co-transcriptionnellement au snoARN C/D (Morlando et al., 2004), elle permet le
recrutement de I’endonucléase Rntlp directement au niveau de I’hélice externe du pré-
snoARN U18 (Giorgi et al, 2001). Noplp interagit également avec la machinerie de
terminaison, influengant la transcription et la maturation en 3’ du snoARN et permettant ainsi
la formation efficace et correcte de la partie 3’ des snoARNs C/D (Dheur et al., 2003;
Morlando et al., 2004). Morlando et collaborateurs proposent 1’existence d’un mécanisme de
«controle qualité » qui permet la transcription et la maturation en 3°, seulement lorsque les
snoARNs naissants sont assemblés en une particule fonctionnelle (Morlando et al., 2004;
Watkins et al., 2004).

Chez les vertébrés, les pré-snoARNs U3, U8 et Ul3, contiennent une coiffe monométhylée
(m’'G) et une courte extension en 3’ (Figure 19), tout comme les snARNs du spliceosome
transcrits par I’ARN pol II. Ces snoARNs subissent également plusieurs étapes de maturation
durant la biogenése des snoRNPs: la coiffe est hyperméthylée (mzG) et I’extension 3’

¢liminée par I’exosome (Terns and Terns, 2002; Watkins et al., 2004).

Jusqu’a maintenant, aucun facteur impliqué dans la maturation des snoARNs introniques n’a
¢té identifi¢ chez ’homme. Cependant, des études récentes entreprises par I’équipe de Joan A.
Steitz montrent que 1’assemblage des snoRNPs a boites C/D est facilit¢ par la machinerie

d’épissage et qu’il s’effectue a une étape tardive de ce processus (Hirose et al., 2003). En
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Figure 21: Modele de maturation des snoARNs C/D introniques chez I'homme. La protéine p15.5 kDa,

la premiére a se lier au snoARN, s'associe au motif C/D de facon dépendante de I'épissage, au moment
de la formation du complexe C1 d'épissage. Un ou des facteurs associés aux facteurs d'épissage (AF pou
Associated Factor(s)) et localisés a environ 70 nts en amont du site 3' d'épissage, pourraient recruter

pl15.5 kDa et la déposer au niveau du snoARN intronique. E1 et E2 représentent les exons 1 et 2; U2, U5
et U6 représentent les snRNPs U2, U5 et U6 du spliceosome.



effet, la protéine de 15.5 kDa se lie au pré-snoARN au moment de la formation du complexe
Cl1 d’¢épissage. Ainsi, des facteurs d’épissage du complexe C1 ou des facteurs associ€s a ce
complexe (AF pour Associated Factor) divent recruter et déposer pl5.5 kDa au niveau du
snoARN intronique (Hirose et al., 2003). D’ailleurs, chez les mammiféres, la plupart des
snoARNs C/D sont situés a une distance conservée en amont du site 3’ d’épissage (3’SS pour
3’ splice site) d’environ 60 a 90 nts. Ces résultats confirment une étude antérieure de la méme
équipe qui montrait que la distance entre le snoARN et le point de branchement de 1’intron
hote était cruciale pour I’expression du snoARN (Hirose and Steitz, 2001) (Figure 21). Il
existe donc une synergie entre la machinerie d’épissage et la machinerie d’expression des
snoRNPs C/D. L’épissage pourrait faciliter le repliement correct du motif kink-turn pour
permettre [’association de pl5.5 kDa. Cependant, dans cette méme ¢étude, Hirose et
collaborateurs montrent que les quelques snoARNs C/D qui ne sont pas idéalement placés en
amont du 3’SS, compensent leur ¢€loignement du point de branchement en adoptant une
structure comportant une longue hélice terminale. Cette hélice permet alors de stabiliser le
snoARN et ainsi d’assembler la particule indépendamment de la machinerie d’épissage
(Hirose et al., 2003). Dans ce cas, les hélicases p50 et pS5, associées aux snoRNPs C/D,
pourraient faciliter le repliement du motif kink-turn en absence des facteurs d’épissage (King

et al., 2001; Newman et al., 2000; Watkins et al., 2002) (voir paragraphe 15.3, page 40).

13.4. Trafic intracellulaire

Plusieurs études ont montré que le motif conservé C/D est requis pour la localisation
nucléolaire des snoARNs (Lange et al., 1998a; Lange et al., 1998b; Narayanan et al., 1999b;
Samarsky et al., 1998; Speckmann et al., 1999). L’injection des snoARNs fluorescents U14 et
U8 dans des noyaux d’ovocytes de Xénope montrent que les boites C et D, mais également
leur position correcte au sein de I’ARN, sont requises pour la localisation nucléolaire. Par
contre, les séquences des snoARNs complémentaires aux ARNr ne constituent pas un €lément
important pour leur localisation (Lange et al, 1998a). La méme année Samarsky et
collaborateurs montrent que le motif C/D est nécessaire et suffisant pour la localisation
nucléolaire d’'un ARN C/D artificiel (Samarsky et al., 1998).

Le motif C/D est nécessaire non seulement pour une accumulation nucléolaire du snoARN
mais aussi pour son association avec les quatre protéines composant le cceur de la particule

C/D (Verheggen et al., 2001; Watkins et al., 2002; Wu et al., 1998). Avant de s’accumuler
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dans le nucléole, les snoARNs C/D transitent par les CBs chez les vertébrés (Lange and
Gerbi, 2000; Narayanan et al., 1999b; Samarsky et al., 1998) et par le corps nucléolaire (NB
pour Nucleolar Body) chez la levure (Verheggen et al, 2001). Les ARNs ne possédant pas un
motif C/D intact s’accumulent dans les CBs (Narayanan et al., 1999b; Speckmann et al.,
1999) ou le NB (Verheggen et al., 2001). L’association d’une snoRNP fonctionnelle est donc

¢galement nécessaire pour quitter les CBs et rejoindre le nucléole.

Plusieurs étapes de la maturation du snoARN U3 ont lieu dans les CBs (Verheggen et al.,
2002). En effet, on y a localisé les précurseurs et les formes matures du snoARN, ainsi que ks
protéines C/D et I’homologue humain de la méthylase Tgsl responsable de
I’hyperméthylation de la coiffe (Mouaikel et al., 2002; Verheggen et al., 2002). Récemment,
Boulon et collaborateurs ont mis en évidence que la prot¢éine PHAX permet au pré-snoARN
U3 d’étre exporté de son lieu de synthese vers les CBs (Boulon et al., 2004). C’est ensuite la
protéine CRMI, impliquée par ailleurs dans I’export nucléaire de la grande sous-unité
ribosomique, qui permet a U3 de transiter des CBs vers son lieu d’action, le nucléole (Boulon
et al., 2004). En paralléle, Watkins et collaborateurs montraient que le précurseur de U3 et la
forme mature formaient deux complexes multiprotéiques distincts (Watkins et al., 2004). En
effet, le précurseur de U3 est déja associ¢ aux protéines C/D et également a un complexe
multiprotéique contenant notamment PHAX et une protéine de I’exosome. Ces auteurs
concluent que le complexe associé au précurseur permet 1’assemblage et la maturation du pré-
snoARN qui correspondent donc a deux éveénements coordonnés dans le nucléoplasme. Alors
que PHAX n’est associé qu’au précurseur, CRMI1 est présent au niveau du complexe
contenant le précurseur mais également au niveau de la forme mature de U3 a laquelle
s’associe aussi Tgsl (Watkins et al., 2004). Tous ces résultats suggerent que le complexe
associ¢ a PHAX correspond a une particule qui est ciblée vers les CBs ou ’ARN U3 est
hyperméthylé par Tgsl, ou a une particule sur le point de quitter les CBs. Le complexe
contenant le snoARN U3 mature et la protéine CRMI serait plutét un intermédiaire qui quitte
les CBs pour rejoindre le nucléole.

Bien que ces résultats ne fassent pas état d’'une phase cytoplasmique des snoRNPs C/D, Leary
et collaborateurs montrent par 1’utilisation d’hétérokaryons que certaines protéines de la
particule snoRNP U3 font la navette entre le noyau et le cytoplasme (Leary et al., 2004). La
localisation cytoplasmique du snoARN U3 n’ayant jamais ét¢ formellement décrite, il est
possible que certaines protéines faisant partie du complexe snoRNP U3 restent associées au

pré-ribosome jusque dans le cytoplasme ou que cette localisation soit indépendante des
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Figure 22: Structure des snoARNS a boit¢ACA. Les motifs H/ACA nécessairada localisation
nucléolaire des snoARNSs sont représentés en rouge. Les régions ne contribuksuir gtebdité sont

en noir et I'ARN cible en blew. représent& nucléotide qui sera pseudouridylé dans la poche de
pseudouridylationN = G, A, U ou C. Le snoARN H/ACA sélectionne l'uridine a modifier en formant
deux courts (3-10 pb) duplexes avec I'ARN cible qui entourent l'uridine cible. Avec une séquence guide
de modification au niveau de chaque poche de pseudouridylation, un snoARN H/ACA peut potentiel-
lement guider deux sites de pseudouridylations. La distance entre les boites H ou ACA et I'uridine a
modifier varie de 14 a 16 nts.



fonctions nucléolaires des snoRNPs C/D et refléte leur implication dans un processus
cellulaire autre que la biogenese des ribosomes. Toutefois, de nouvelles expériences devront

étre entreprises pour confirmer ou non une phase cytoplasmique des snoRNPs.

14. Les snoARNSs a boites H/ACA

14.1. Structure et fonction

La majorit¢ des snoARNs a boites H/ACA ont une taille comprise entre 100 et 150 nts et
servent de guides pour I’isomérisation de I'uridine en pseudouridine (Figure 16). Ils ont été
identifiés il y a déja pres de 10 ans (Balakin et al., 1996; Ganot et al., 1997b). Tous les
snoARNs H/ACA sont constitué¢s de deux tiges boucles séparées par une région simple brin
contenant la boite conservée H (ANANNA; N = G, A, T ou C) et suivie par une queue
terminale contenant la boite conservée ACA située exactement a trois nts de I'extrémité 3’ de
PARN (Figure 22) (Balakin et al., 1996; Ganot et al., 1997b). Les deux tiges boucles
contiennent des bulles internes qui correspondent aux poches de pseudouridylation. L’ARN
spécifie 1'uridine a modifier en ciblant ’ARNr par un appariement avec une séquence anti
sens de 10 a 15 nts. Cette séquence anti-sens est complémentaire des séquences flanquant
I'uridine a modifier et se trouve au niveau des poches de pseudouridylation. L’uridine non
appariée et positionnée au centre de la poche de pseudouridylation est distante de 14 a 16
nucléotides de la boite H ou ACA et peut alors étre le substrat de la pseudouridine synthase, la
dyskérine (Ganot et al., 1997a) (Figure 22). La dyskérine partage en effet une forte
homologie avec la famille des pseudouridines snthases TruB : elle possede le méme domaine
catalytique et le domaine PUA (PseudoUridine synthase and Archaeosine transglycosylase)
spécifiques de cette famille (Rashid et al., 2006) (Figure 23 et 24).

L’accumulation des snoARNs H/ACA requiert les boites H et ACA. La tige boucle 3’
proximale est essentielle a la stabilit¢ des snoRNAs chez la levure (Balakin et al., 1996;
Bortolin et al.,, 1999; Ganot et al., 1997b). La tige boucle 5’ proximale est essenticlle a
I’accumulation des snoARNSs introniques qui ne sont pas protégés en 5° par une coiffe
(Bortolin et al., 1999). Enfin, la fonction de pseudouridylation des snoARNs H/ACA dépend
de Dl'intégrit¢ des boites H et ACA, ainsi que des hélices des tiges boucles basales 5° et 3’
(Bortolin et al., 1999).
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Figure 23: NAP57 humain est la pseudouridine synthase du complexe snoRNP H/ACA. Sa partie amino-
terminale contient deux courts motifs conservés chez la plupart des pseudouridine synthases, et son
domaine carboxy-terminal contient un domaine de liaison a 'ARN conservé dans les pseudouridylases et
transglycosylases, le domaine PUA. Le second iibtif  contient un aspartate catalytique universellement
conserveé (D125, astérisque) qui formerait un intermédiaire covalent enzyme-substrat durant l'isomérisatic
l'uridine en pseudouridine. Le domaine carboxy-terminal est trés chargé puisqu'il posséde trois clusters d
lysine (K). Le 4éme cluster de lysine est situé dans la partie amino-terminale. La plupart de ces clusters
pourraient fonctionner en tant que signaux de localisation nucléaire. Les fleches indiquent la position des
différentes mutations impliquées dans des cas de dyskératose congénitale (DC). A353V est la mutation
la plus fréquente (40% des cas de DC liée au chromosome X). Le pourcentage d'identité entre NAP57
humaine et son homologue chas musculus, Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli est également
indiqué.(d'aprés Meier, 2005).



Chez les Archae, les sSRNAs H/ACA peuvent contenir une a trois structures hélice-bulle-tige
boucle (Rozhdestvensky et al., 2003; Tang et al., 2002).
Chez les mammiféres, on trouve ainsi une centaine de snoARNs H/ACA guides de

pseudouridylation des pré- ARNT.

Certains snoARNs H/ACA ne sont pas des guides de pseudouridylation mais sont requis pour
la maturation nucléolitique du pré-ARNr. Ul7 et son homologue snR30 chez la levure sont
requis pour la production de ’ARNr 18S et sont par conséquent essentiels (Atzorn et al.,
2004; Morrissey and Tollervey, 1993). Le snoARN snR10 de levure, impliqué dans les
modifications de la grande sous-unit¢ du ribosome, est le seul autre snoARN H/ACA a étre
clairement impliqué dans le clivage du pré-ARNr. Des études de maturation in vitro du pré-
ARNr chez les vertébrés ont également impliqué des snoARNs guides de modifications (U19
et E3) dans les étapes de clivage du pré-ARNr (Enright et al., 1996; Mishra and Eliceiri,
1997).

Il n’a pas été possible d’identifier une séquence anti-sens a des ARNs non-codants (ARNT,
snoARNs, snARNs...) au niveau de la poche de pseudouridylation d’une quinzaine de
snoARNs H/ACA chez ’homme et chez la levure. La cible potentielle de ces snoARNs
orphelins n’a donc toujours pas été identifiée. Ceci suggere que ces ARNs sont plutot des
ARNSs qui servent de chaperons pour un repliement correct de I’ARN cible ou encore que leur
cible differe des ARNs non codants et serait plutét des ARNm par exemple. Il a d’autre part
¢t¢é montré quun de ces snoARNs orphelins (HBI-36) est exprimé spécifiquement dans le
cerveau (Cavaille et al., 2000).

Chez le trypanosome, une réaction d’épissage en trans conduit a I’ajout d’une séquence de 39
nts aux pré-ARNm. Cette courte séquence provient d’une partie de Pextrémité 5° du petit
ARN SL (Spliced Leader) qui doit étre pseudouridylé¢ avant la réaction d’épissage. Cette
modification est guidée par un ARN H/ACA, PARN SLAI (Spliced Leader-Associated RNA)
(Liang et al.,, 2002). Ceci suggere donc que tous les ARNm du trypanosome sont

pseudouridylés en 5°.

La fonction des pseudouridylations au sein du ribosome, comme elle des 2’-O-méthylations,
est loin d’étre ¢élucidée. Cependant quelques données chez les bactéries et chez la levure
indiquent que la perte de pseudouridines au niveau du centre peptidyl transférase, soit par

I’inactivation de pseudouridines synthases soit par la délétion de snoARNs, conduit a une
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Figure 24 : (A) Homologie structurale entre Cbf5 Bgrococcus furiosus (Pf), en vert et TruB H: cali,

en gris. L'aspartate catalytique des deux structures se superposent (Cbf5 de Pf en magenta et TruB

en rouge). La mutation de Asp85 au niveau de Cbf5 de Pf abolit I'activité de pseudouriohAétiion

(B) Clusters des résidus affectés dans les cas de DC au niveau d'une structure tridimengidanelle
dyskérine humaine basée sur les homologies de séquences entre la dyskeérine et Cbf5 de Pf. Les résidi
affectés sont représentés par des sphéres oranges. Les résidus indiqués en blancs représentent les
mutations retrouvées chez plusieurs familles. (d'aprés Rashid et al, 2006).



diminution de la croissance cellulaire (King et al., 2003; Raychaudhuri et al., 1998) et surtout
influence l’activit¢ du ribosome (King et al., 2003). La perte globale des pseudouridylations
par mutation de CbfSp chez la levure conduit également a une diminution de la croissance
cellulaire (Zebarjadian et al., 1999). Par contre, le manque de pseudourilylations a des
positions autres que les régions fonctionnellement importantes du ribosome, semble avoir trés
peu d’impact sur la croissance des cellules. Les effets ne sont alors détectables que lors
d’expériences de compétition ou les cellules sauvages prennent progressivement l’avantage
sur les cellules auxquelles manquent des pseudouridines (Badis et al., 2003; King et al., 2003;
Ofengand, 2002). Méme s’il apparait clairement que les pseudouridylations des ARNr ne
semblent pas nécessaires a la survie cellulaire, le répertoire complet de toutes les
pseudouridylations est essentiel a la formation de ribosomes parfaitement fonctionnels (King
et al., 2003).

14.2. Assemblage de la particule

Comme les snoARNs C/D, les snoARNs H/ACA sont associé¢s a un ensemble de protéines
spécifiques pour former les snoRNPs H/ACA. Quatre protéines forment le cceur de la
particule H/ACA : la pseudouridine synthase, NAP57/dyskérine ou Cbf5p chez la levure et les
Archae (Hamma et al., 2005; Lafontaine et al., 1998; Zebarjadian et al., 1999), Garl, Nhp2 (la
protéine ribosomique L7Ae chez les Archae) et NoplO (Balakin et al., 1996; Dragon et al.,
2000; Ganot et al., 1997b; Henras et al., 1998; Lafontaine et al., 1998; Watkins et al., 1998).
Ces protéines sont trés conservées et possedent des orthologues chez la levure et les Archae
(Henras et al., 1998; Meier and Blobel, 1994; Rozhdestvensky et al., 2003; Watanabe and
Gray, 2000; Watkins et al., 1998). Les expériences de déplétion chez la levure montrent que
trois d’entre elles (Cbf5p, Nhp2p et NoplOp) sont essentielles a la viabilité des cellules et
qu’elles sont requises pour la stabilit¢ des snoARNs. Par contre, Garl qui n’est pas une
protéine essentielle est quant a elle, nécessaire a la fonction des snoARNs H/ACA (Bousquet-
Antonelli et al., 1997; Dez et al., 2001; Girard et al., 1992; Jiang et al., 1993; Lafontaine et al.,
1998; Watkins et al., 1998). Toutes ces protéines sont concentrées dans le nucléole et les CBs
(Henras et al., 1998; Meier and Blobel, 1994; Pogacic et al., 2000).

NAP57 a tout d’abord ét¢ identifiée comme étant une protéine associée a Nopp140 (Nopp140
associated protein of 57 kDa) (Meier and Blobel, 1994). Nopp140 est une phosphoprotéine

nucléolaire de 140 kDa qui sert de chaperon pour I'import et I’export de molécules du
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Figure 25: (A) snoRNP H/ACA snR42 de levure visualisée en microscopie électronique. Les cing
premiéregangées montrent des exemples différents de trois catégories d'images obtenues pour une
méme molécule. La derniere rangée représantaodele de structure de la particule H/ACA cor-
respondant aux trois différentes projections obtenueschague exemple. La colonne de gauche

et du milieu montrent des images avec une structure bipaditgistant en deux domaines similaires

et légerement allongés, qui se joignent d'un coté et se sépatantrdgB) Modele proposé pour

la structure des snoRNPs H/ACA. Les deux domaines allongés reprépesttabtement les

protéines coeur de la particule associées a chaque hélice du snoARN qui sont séparées par
séquence simple brin contenant le boite H. En effet, le volume de la particule observée en microscopie
électronique correspond approximativement au poids moléculaire d'une snoRNP comportant un ARN
d'environ 300 nts et de deux copies de chaque protéine coeur. (d'apres Watkins et al, 1998).



nucléole (Meier and Blobel, 1992). NAP57 a plus tard été rebaptisée dyskérine en référence a
son implication dans le syndrome de dyskératose congénitale (DC). La dyskérine est codée
par le géne DKC1 situé sur le chromosome X, siége de mutations chez des patients atteints
par la forme de DC liée a I’X (Figure 23). La DC est une maladie héréditaire qui se
caractérise notamment par des atteintes cutanées (troubles de la pigmentation de la peau), une
dystrophie des ongles et une leucoplasie des muqueuses. Bien que les nombreuses mutations
responsables de la maladie soient dispersées dans la séquence primaire de la protéine, la
structure tridimensionnelle de la dyskérine a permis de montrer que la majorité de ces
mutations se concentre au niveau du domaine PUA de la dyskérine (Rashid et al., 2006)
(Figure 23 et 24B).

Garl est une protéine de 22.3 kDa qui posséde un domaine central, suffisant a la viabilité
cellulaire chez la levure, entouré par deux domaines GAR (Glycine-Arginine-Rich) et qui
peut s’associer directement aux snoARNs H/ACA in vitro (Bagni and Lapeyre, 1998; Girard
et al.,, 1994) (Figure 30). Nhp2 est une protéine de 17.2 kDa qui migre a environ 25 kDa dans
un gel SDS-PAGE et qui est homologue a la protéine pl15.5 kDa (Snul3p chez la levure)
présente au niveau des snoARNs C/D et de la snRNP U4 (Henras et al., 1998; Watkins et al.,
1998). Contrairement a son homologue (p15.5kDa), Nhp2 s’associe a ’ARN de facon non
spécifique (Henras et al., 2001; Wang and Meier, 2004). La protéine de 7.7 kDa, Nop10, ne
semble pas contenir de motifs particuliers connus (Henras et al., 1998), mais derniérement
I’analyse de la protéine chez les Archae suggere la présence d’un motif en doigt de zinc et une
possible interaction de Nop10 avec les acides nucléiques (Baker et al., 2005).

L’analyse en microscopie €lectronique de deux snoRNPs H/ACA de levure dévoile une
structure bipartite de la particule (Watkins et al.,, 1998). Cette analyse suggere fortement la
présence d’un ensemble des quatre protéines du ceeur de la particule sur chaque tige boucle du
snoARN H/ACA (Figure 25). D’ailleurs Dragon et collaborateurs montrent que la tige boucle
3> du snoARN H/ACA Ul17 est suffisante pour I’assemblage d’un complexe snoRNP
contenant les protéines du cceur de la particule (Dragon et al., 2000).

En utilisant un systtme de reconstitution in vitro de la particule H/ACA de mammifere,
I’équipe de U.T. Meier a permis de mieux comprendre ’architecture et 1’assemblage des
snoRNPs H/ACA (Wang and Meier, 2004) (Figure 26). Elle a pu montrer par pontage aux
UVs et gels retards que ’association de Nhp2 a NAP57 requiert au préalable 1’association de
Nopl0 avec NAPS57. Bien que ce soit le trimére NAPS57-Nopl10-Nhp2 qui reconnaisse
spécifiquement I’ARN, le complexe des quatre protéines se forme sans I’ARN. Par contre

I’interaction NAP57-Garl est indépendante de Nhp2 et Nop10. Toujours par pontage au UVs

33



Gﬁ}Fﬁ

-

Core trimer
C
v
t
o
p -
| Protein-only
: ~ core complex
m

H/ACA RNA

nco—0c Z

H/ACA RNP

Figure 26: Schéma de l'assemblage des RNPs H/ACA et des interactions intra-RNP.
Plusieurs arguments sont en faveur d'une structure bipartite symétrique de la particule
(voie A) (Travaux de Watkins et coll, 1998, mais on sait également que de nombreux
snoARNSs chez leTrypanosome ou chez les Archae, ne possédent qu'une seule tige
boucle suffisante pour I'association des protéines coeur). D'autre part, la précipitation
de NAP57 semble conduire a la co-immunoprécipitation d'une seule protéine Nhp2

et de deux protéines Nop10 et NAP57 (Wang et Meier, 2004). Dans ce cas, I'assem-
blage de la particule serait asymétrique (voie B). (d'apres Wang et Meier, 2004).



d’une snoRNP et d’un substrat ARNr pour lequel le nucléotide a modifier a ¢été remplacé par
une 4-thiouridine, Wang et Meier montrent ¢légamment que NAP57 et Garl font partie du
cceur catalytique de la particule (Wang and Meier, 2004) (Figure 26). D’autre part, ils
proposent une distribution asymétrique des protéines H/ACA qui s’oppose alors a la structure
bipartite des snoRNPs H/ACA mise en évidence par Watkins et collaborateurs (Watkins et al.,
1998). En effet, lorsque Nopl0 et Nhp2 sont co-précipités avec la dyskérine, le ratio molaire
de NoplO/Nhp2 est proche de deux. Les auteurs suggerent donc qu’il peut exister une
association d’une seule protéine Nhp2 avec deux complexes dyskérine-Nopl0 (Wang and
Meier, 2004) (Figure 26).

La reconstitution in vitro d’'une sRNP H/ACA active en pseudouridylation montre une
organisation de I’assemblage un peu différente chez les Archae (Baker et al., 2005;
Charpentier et al., 2005). Il semble que dans ce cas le complexe SRNP comprenant les quatre
protéines du coeur de la particule ne soit stable qu’en présence du sARN. D’autre part, ces
résultats montrent que contrairement a pl5.5 kDa, L7Ae se lie spécifiquement au SARN au
niveau d’un pseudo kink-turn et qu’une activité basale de pseudouridylation est obtenue par le
complexe Cbf5-Nopl0O (Charpentier et al., 2005). Ces reconstitutions in vitro apportent
d’autres éléments importants a la compréhension de la formation de la particule H/ACA chez
les Archae: Cbf5 et L7Ae sont les seules protéines a pouvoir se lier a
I’ARN indépendamment de toutes autres protéines, au niveau de la boite ACA et du motif
kink-turn, respectivement (Baker et al., 2005; Charpentier et al., 2005). Cbf5 interagit
directement avec Garl et Nopl0, permettant ainsi leur association a ’ARN. Comme il I’a déja
ét¢ décrit dans une étude chez la levure (Henras et al., 2004) et contrairement a ce qui a été
démontré a partir du systtme développé chez les mammiféres (Wang and Meier, 2004), il
peut se former un complexe Cbf5-Garl-NoplO chez les Archae (Baker et al., 2005). De fagon
intéressante, les travaux de Baker et collaborateurs et de Charpentier et collaborateurs,
montrent également que, contrairement aux RNPs C/D, ce n’est pas L7Ae qui permet
I’association des autres protéines a la particule mais plutot Cbf5 (Baker et al., 2005;
Charpentier et al., 2005). En complément de ces résultats, les structures du complexe minimal
conservé Cbf5-NoplO et du complexe Cbf5-Nopl0-Garl ont été obtenues chez les Archae
(Charpentier et al., 2005; Hamma et al., 2005; Henras et al., 2004; Rashid et al., 2006). Ces
co-crystaux montrent comment NoplO et Cbf5 sont en contact sur un large interface et
confirment que NoplO et Garl interagissent indépendamment avec Cbf5 (Figure 27). Rashid
et collaborateurs proposent notamment que la liaison de NoplO0 a Cbf5 stabilise la

conformation de NoplO requise pour l’interaction avec I’ARN ou Nhp2 dans le cas des
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Figure 27 : Structure du complexe Cbf5-Nopl10-Garl obtenue apres crytallisation des protéines

de Pyrococcus furiosus (Pf) co-purifiées aprés expression ckegoli. A gauche, deux vues

différentes de la structure du complexe. A droite, description de la structure secondaire de chaque
protéine (les fleches représentent les feuifietsles cercles, les hélicay Le résidu aspartate

conservé de Cbf5 est indiqué en rose. Quatre cystéines au sein de Nop10 forment un site de liaison
du zinc (Zn) qui joue un rbéle important dans la stabilité structurale de Nop10 d'Archae. Bien que ce
cluster de cystéines soit tres conserveé chez plusieurs especes d'Archae, il n'est pas présent chez
Nop 10 humain et n'est pas requis pour I'assemblage et I'activité de la RNP chez les Archae
(Manival et coll, 2006). L'organisation de I'hétérotrimere Cbf5-Nop10-Garlconfirme les données
biochimiques indiquant que Nop10 et Garl interagissent indépendamment avec Cbf5. Nop10 et
Garl entourent le domaine catalytique de Cbf5 qui apparait alors comme le principal organisateur
du complexe. Les résidus impliqués dans l'interaction de Nop10 avec Garl et Cbf5 sont générale-
ment conserveés entre Cbf5 de Pf, de la levure et de NAP57 humain, indiquant un mécanisme
d'association des trois protéines similaire chez les Eucaryotes. (d'aprés Rashid et al, 2006).



mammiferes. IlIs suggerent également que Garl stabilise 1’élément de liaison a ’ARN de Cbf5
(Rashid et al., 2006). L’équipe de Juli Feigon a derniérement déterminé la structure de
Nopl0p associ¢ a la tige boucle 3’ de U65 par spectroscopie de masse (Khanna et al., 2006).
Cette ¢tude montre que sans les protéines du ceeur de la particule et I’ARN substrat, la poche
de pseudouridylation de ’ARN est en conformation « fermée » et que c’est 1’association des
protéines qui doit déstabiliser les appariements de la poche de pseudouridylation afin de
permettre [’association avec le substrat. En absence des trois autres protéines, NoplO ne
s’associe que faiblement, mais spécifiquement avec I’ARN, plus particuliecrement au niveau
de la base de la poche de pseudouridylation et de la boucle terminale de la tige boucle. La
liaison de Nopl0 a Cbf5 permettrait ainsi a Cbf5 d’étre a proximité¢ de la partie supérieure &
la poche de pseudouridylation ou a lieu la modification (Khanna et al., 2006). Tres
récemment, toutes ces données ont été complétées par la détermination du crystal de Cbf5-
Nopl0 chez Pyrococcus abyssi (Manival et al., 2006). De méme que Rashid et collaborateurs,
Manival et collaborateurs montrent que NoplO interagit avec le domaine catalytique de Cbf5
et que le domaine PUA de Cbf5 interagit avec la boite ACA des sARNs (Manival et al., 2006;
Rashid et al., 2006). Ils montrent également que NoplO dimérise en solution et que
I’hétérodimere Nopl0-Cbf5 peut alors former un hétérotétramere. L’existence d’un tétramere
Nop10-Cbf5 s’inscrit alors parfaitement dans le cadre de la structure bipartite de la particule
H/ACA chez les Eucaryotes (Manival et al., 2006).

Méme s’il existe quelques différences dans 1’assemblage de la particule entre les Eucaryotes
et les Archae (notamment la liaison de L7Ae et Nhp2 au complexe), ces analyses structurales
combinées aux données biochimiques suggerent que NoplO et Garl, en présence de L7Ae,
conduisent a des changements conformationnels qui permettent a Cbf5 d’augmenter ses
capacités d’interaction avec le complexe ARN guide/ARN cible et de faciliter I’assemblage
de la RNP H/ACA (Rashid et al., 2006) (Figure 28).
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Figure 28 : Modeéle structural de la particule H/ACA. Ce modéle est basé sur les prédictions de structure
secondaire d'un ARN H/ACA fonctionnel de Pf (Baker et coll, 2005) et sur la structoecdstal

truB-tRNA (Hoang et Ferre-D'Amare, 2001; Pan et al, 2003). (A) Dans ce modéle, lalpgmswaido-
uridylation est en large contact avec le domaine catalytique de Cbf5. La boite ACA est lacalisée
proximité du domaine PUA. Ce modéle montre une réelle coopération entre I'ARN cible et 'ARN

guide et entre le domaine catalytique et le domaine PUA de Cbf5. (B) Représentation en 2 Dimensions
du modele tri-dimensionnel. Nop10 et L7Ae facilitent la liaison de I'ARN cible en s'associant a I'hélice
terminale de I'ARN guide. (d'aprés Rashid et al, 2006).



14.3. Biogenése des snoRNPs H/ACA

La dyskérine, Garl, Nhp2 et NoplO font partic du cceur de la particule H/ACA et sont
associées au snoARN tout au long de sa biogenése pour former une particule mature stable.
Elles peuvent d’ailleurs s’assembler a un snoARN transcrit in vitro (Dragon et al., 2000).
Cependant, il existe d’autres protéines qui s’associent transitoirement avec les snoRNPs et qui
aident notamment au recrutement des protéines cceur et a 1’assemblage de la particule. L’une
de ces protéines, Nafl (nuclear assembly factor 1) pourrait s’associer co-
transcriptionnellement au pré-snoARN, méme si elle ne fait pas partie de la particule mature.
Cependant, Nafl est requise pour I’accumulation des ARNs H/ACA avec lesquels elle
interagit (Dez et al., 2002; Fatica et al., 2002; Hoareau-Aveilla et al., 2006; Yang et al.,
2002a). Des études in vitro et de double hybride ont également montré son interaction avec
Cbf5p et Nhp2p (Fatica et al., 2002; Ito et al., 2001). D’autre part, Nafl est un facteur qui
s’associe au domaine CTD de la grande sous-unit¢ de I’ARN pol II et a d’autres facteurs de
I’ARN pol II (Fatica et al., 2002; Ho et al., 2002; Ito et al., 2001; Yang et al., 2005b). Cbf5
fait également partie des protéines associées a la CTD phosphorylée (Phatnani et al., 2004).
Des expériences de ChIPs chez la levure S. cerevisiae montrent clairement une association de
Naflp aux régions transcrites des snoARNs, dépendante de la transcription (Ballarino et al.,
2005; Yang et al., 2005b). Naflp s’associe au snoARN en début de transcription de méme que
Cbf5p et Nhp2p alors que Garlp semble s’associer plus tardivement (Ballarino et al., 2005).
Les mémes travaux confirment que 1’absence de CTK1, requise pour la phosphorylation de la
sérine 2 de la CTD pendant 1’¢longation de la transcription, abolit le recrutement précoce de
Nafl et Cbf5 au niveau de la région transcrite du snoARN conduisant également a un défaut
de maturation en 3’ (Ballarino et al., 2005). Ainsi, soit Nafl associée a la CTD phosphorylée
est déposée au niveau du pré-snoARN permettant le recrutement de Cbf5 et Nhp2, soit le
complexe Nafl-Cbf5-(Nhp2) est directement recruté au niveau de la CTD de I’ARN pol IL
Dans tous les cas, comme il I’a ét¢ montré pour les snoARNs C/D, I’assemblage co-
transcriptionnel de la particule H/ACA contribue a la maturation correcte en 3’ du pré-
snoARN (Ballarino et al., 2005).

Une autre protéine, Shql (small nucleolar RNAs of the box H/ACA family gquantitative
accumulation) est nécessaire a la biogenese des snoRNPs H/ACA. Elle interagit également
avec Cbf5, Nhp2, Nafl et Rntl mais, comme Nafl, ne fait pas partie de la particule mature
(Yang et al., 2002a).
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Figure 29 : Modele d'assemblage de la particule RNP H/ACA humaine en trois étapes.

Nafl s'associe a NAP57 dans le cytoplasme (1). Le complexe Nafl-NAP57 est alors recruté
au site de transcription des ARNs H/ACA, comme Nopl10 et Nhp2 qui s'associent peut-étre
au complexe dans le cytoplasme (2). Garhgedors la place de Nafl pour former la

particule mature dans le nucléole et les Cajal bodies (3). Nafl peut alors étre recyclé en
franchissant I'enveloppe nucléaire. (d'apres Darzacq et al, 2006).



On retrouve des orthologues de Nafl et Shql chez la drosophile, les plantes, le nématode et
chez les mammiferes. Pour I’instant aucun orthologue n’a été retrouvé chez les Archae
suggérant une fonction spécifique aux Eucaroytes. D’ailleurs deux études récentes ont été
menées sur I’assemblage des snoRNPs H/ACA chez I’homme (Darzacq et al., 2006; Darzacq,
2006; Hoareau-Aveilla et al., 2006). L’orthologue fonctionnel de Naflp chez I’homme se
localise dans le nucléoplasme a I’exclusion du nucléole et n’est donc en effet pas associé¢ aux
snoARNs matures (Darzacq et al., 2006; Darzacq, 2006; Hoareau-Aveilla et al., 2006). Des
expériences d’hybridation in situ permettant de visualiser le site de transcription d’un
snoARN exprimé de facon stable ainsi que des expériences de ChIPs ont permis d’identifier
Nafl et le trimére NAPS57-Nopl10-Nhp2 au niveau du site de transcription. Par contre Garl
n’est jamais visible au site de transcription. D’ailleurs, il semble que I’association de Garl et
de Nafl a NAP57 soit mutuellement exclusive (Darzacq et al., 2006). Ceci conforte les
résultats obtenus a partir de I’analyse de la structure du crystal Cbf5-Nopl0-Garl chez les
Archae qui montrent que les régions de Garl en contact avec Cbf5 sont fortement conservées
au niveau de Nafl (Rashid et al., 2006).

Tous ces résultats suggerent que Nafl intervient trés tot dans la biogeneése des RNPs H/ACA.
Elle semble participer au recrutement co-transcriptionnel du trimére NAP57-Nop10-Nhp2,
peut-étre préformé dans le cytoplasme, via la CTD de la grande sous-unit¢ de ’ARN pol II.
Nafl est ensuite remplacée par Garl pendant la transcription ou aprés que la particule nmature
ou en voie de maturation ait quitté le site de transcription (Darzacq et al., 2006; Darzacq,

2006; Hoareau- Aveilla et al., 2006; Rashid et al., 2006) (Figure 29).

14.4. Trafic intracellulaire

Des expériences de micro-injections de mutants du snoARN H/ACA U17 fluorescents dans
des ovocytes de Xénope ont montré que les boites H et ACA <étaient requises pour la
localisation nucléolaire du snoARN. Par contre, contrairement aux snoARNs C/D, la mutation
d’'une seule des deux boites n’abolit pas complétement la localisation nucléolaire de Ul7
(Lange et al, 1999). En utilisant la méme approche expérimentale, Narayanan et
collaborateurs montrent que les séquences conservées des boites H et ACA reliées par une
tige boucle sont nécessaires a la localisation nucléolaire des snoARNs H/ACA U64, Ul7 et
U65. Ni la séquence de la tige boucle, ni I’orientation des boites par rapport a cette tige

boucle ne semblent importantes pour une localisation nucléolaire correcte des snoARNs
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Figure 30 : Comparaison des domaines des protéines coeur des RNPs H/ACA et C/D. On retrouve les
domaines riches en lysine (k), les motifs consepvés et le domaine PUA de NAP57, les domaines riches
en glycine et arginine (RGG) et le domaine conservé de la méthyltransférase. Les identités de séquences
entre les protéines correspondantes sont indiquées en vert clair et en bleu. (d'apres Meier, 2005).



(Narayanan et al., 1999a). Une étude chez la levure montre qu’une interaction Garlp-Rntlp
est requise pour DI'import nucléaire des protéines cceur H/ACA et pour la localisation
nucléolaire des snoRNPs (Tremblay et al., 2002).

Contrairement aux snoARNs C/D et bien que les protéines du coeur de la particule H/ACA
semblent toutes présentes aux niveau des CBs (Gall et al., 1999; Meier and Blobel, 1994;
Pogacic et al., 2000; Raska et al., 1991), peu de snoARNs H/ACA ont ¢été détectés dans les
CBs (Richard et al., 2003). Ceci peut suggérer que le temps de passage des snoARNs H/ACA
dans les CBs est trés bref et que par conséquent, il est difficile de visualiser les snoARNs
H/ACA endogénes. Il apparait difficile a imaginer, bien que possible, que la biogenese des

snoRNPs H/ACA soit différente des snoARNs C/D au point de ne pas transiter par les CBs.

15. SnoRNP C/D versus snoRNP H/ACA

Si la question du réle des 2’-O-méthylations et des pseudouridylations des ARNr est loin
d’étre résolue et qu’aucune de ces modifications n’apparait individuellement essentielle a la
fonction du ribosome, il est clair qu’elles conduisent globalement a des changements
structuraux importants pour la fonction du ribosome. Ces changements inclus des
modifications de propriétés stériques, différents potentiels de liaison hydrogéne et une
augmentation de la rigidit¢ structurale des régions simple et double brin (Figure 16). Dans
tous les cas, les changements structuraux et thermodynamiques dépendent du contexte de la
modification et peuvent s’étendre aw-delda de la modification. Ces modifications influencent
donc la structure et la fonction du ribosome par leur concentration au niveau du centre
peptidyl transférase, des sites A, P et E et des sites d’interaction entre les deux sous-unités du
ribosome. Elles sont en particulier absentes des domaines ou les protéines ribosomiques sont
majoritairement présentes, notamment les surfaces extérieures du ribosome (Decatur and
Fournier, 2002). La conservation de ces modifications, ainsi que I’apparition d’une nouvelle
machinerie de modification (ARNs guides) au cours de I’évolution, montrent que I’ensemble
de ces 2’-O-méthylations et pseudouridylations apporte un bénéfice global au fonctionnement

du ribosome, et par conséquent, a la cellule.
Bien que les snoRNPs C/D et HACA guident des modifications des pré-ARNr, elles

possedent un ensemble de quatre protéines coeur bien distinct. Malgré tout, certaines de ces

protéines sont homologues ou possedent des domaines en commun. NAP57 et Nop56 et 58
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possédent un domaine C-terminal riche en lysine, alors que Garl et la fibrillarine contiennent
un domaine riche en glycine et arginine (domaine RGG) (Figure 30). Nhp2 possede des
capacités d’interaction avec I’ARN tout comme pl5.5 kDa. D’ailleurs, chez les Archae c’est
la méme protéine, L7Ae, qui se lie aux SARNs C/D et H/ACA (Rozhdestvensky et al., 2003).
Par contre, contrairement a pl5.5 kDa, I'interaction de Nhp2 avec I’ARN n’est pas spécifique
(Henras et al., 2001).

Alors que I’association de la particule C/D est initiée par la liaison de pl5.5 kDa a ’ARN
(Omer et al., 2002; Watkins et al., 2000), le complexe comportant les quatre protéines cceur
de la particule H/ACA semble déja pré-formé dans le cytoplasme (Wang and Meier, 2004).

Chez I’homme, la maturation des snoARNs C/D est facilitée par la machinerie dépissage du
pré-messager (Hirose et al., 2003; Hirose and Steitz, 2001). Pour I’instant, il n’y a pas de
données expérimentales sur la maturation des snoARNs H/ACA permettant de suggérer une
synergie entre la machinerie d’épissage et la machinerie d’assemblage des snoRNPs H/ACA.
D’autres protéines ne faisant pas partie du coeur de la particule, interagissent avec les
snoRNPs a divers moments de leur biogenése et sans distinction du type de snoARN, C/D ou
H/ACA. Parmi ces protéines, on retrouve entre autres Nopp140, SMN et les protéines p50 et
pSS.

15.1. Association avec Nopp140

La protéine nucléaire Noppl40 est une phosphoprotéine qui fait la navette entre le cytoplasme
et le noyau. Elle est également présente dans les CBs et s’associe aux snoARNs matures
(Meier and Blobel, 1992; Meier and Blobel, 1994). Elle n’est pas un composant stable de la
particule puisqu’elle s’en dissocie a des concentrations élevées en sels (0.5M) et méme a des
concentrations presque physiologiques. Elle co-précipite avec NAP57, Garl, la fibrillarine et
Nop58 (Meier and Blobel, 1994; Yang et al., 2000). Mais elle est présente au niveau des deux
types de particules H/ACA et C/D uniquement sous sa forme phosphorylée (Wang et al.,
2002; Yang et al., 2000). Les travaux de Yang et collaborateurs montrent non seulement que
I’association Nopp140-snoRNPs est conservée au cours de I’évolution puisque I’homologue
de Noppl40 chez la levure, Srp40p interagit également avec les snoARNs mais aussi que
I’expression d’un dminant négatif de Nopp140 conduit a I’exclusion des snoARNs du noyau
(Yang et al., 2000). D’autre part, Nopp140 interagit en double hybride avec un des marqueurs
des CBs, la coiline (Isaac et al., 1998).
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Noppl40 apparait donc comme une protéine chaperon impliquée dans le transport
intranucléaire des snoRNPs (entre le nucléole et les Cajal bodies), dans la biogenese des

snoRNPs ou dans 1’association/dissociation des snoRNPs et de I’ARN cible.

15.2. Association avec SMN

SMN (Survival of Motor Neuron protein) est une protéine impliquée dans la biogenése des
snRNPs du spliceosome (Meister et al., 2002; Paushkin et al., 2002). D’autre part,
I’interaction de SMN avec la fibrillarine a ét¢ montrée dans deux cribles de doubles hybrides
différents. SMN co-localise avec la fibrillarine dans les CBs/gems (Jones et al., 2001; Liu and
Dreyfuss, 1996) et interagit avec Garl. Dans les deux cas, I'interaction est médiée par le
domaine TUDOR de SMN, qui est retrouvé au niveau de nombreuses protéines impliquées
dans le métabolisme de I’ARN, et les domaines GAR (arginine- and glycine-rich) de la
fibrillarine et de Garl (Pellizzoni et al., 2001a). Ces interactions n’ont pas lieu lorsque SMN
posséde des mutations conduisant a la maladie SLA (Sclérose Latérale Amyotrophique).
L’ensemble de ces résultats suggere un role de SMN dans la biogenése et la fonction des
snoRNPs et par conséquent une implication des snoARNs dans le syndrome SLA (Pellizzoni
et al., 2001a; Whitehead et al., 2002; Yang et al., 2000).

Pour revue : (Meister et al., 2002; Paushkin et al., 2002; Terns and Terns, 2001)

15.3. Association avec p50-p55 (Tip48-Tip49)

pS0 et p55 (ou Tip48 et Tip49) sont des protéines nucléoplasmiques trés conservées qui ont
d’abord été décrites comme interagissant avec les snoRNPs C/D et qui possedent des motifs
caractéristiques des ADN/ARN hélicases. p50/p55 possedent d’ailleurs des propriétés d’ADN
hélicase in vitro (Kanemaki et al., 1999; Newman et al., 2000). Chez les Archae, on retrouve
un seul homologue de p50/p55. 11 existe 42% d’identité et 68% de similarité entre p50 et p55
chez la souris (Newman et al., 2000). La déplétion de p50 chez la levure conduit a la perte de
la majeure partie des snoARNs C/D et H/ACA et perturbe la localisation des protéines du
cceur des particules snoRNPs (King et al., 2001). Les deux protéines p50 et p55 semblent
¢galement impliquées dans de nombreux autres processus cellulaires tels que le remodelage

de la chromatine, la transcription, la régulation du cycle cellulaire...(Ikura et al., 2000;
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Newman et al., 2000; Shen et al., 2000). Elles peuvent former un hétérodimere et s’associer
directement ou indirectement a la tige II du motif kink-turn des snoARNs C/D (Kanemaki et
al., 1999; Watkins et al., 2002) (Figure 18). Cette association semble dépendante de la
présence de Nop58 dans le complexe snoRNP C/D (Watkins et al., 2002). L’association de
p50/p55 aux snoRNPs C/D et H/ACA, pourrait s’effectuer via une protéine possédant des
motifs semblables entre les deux particules. p15.5 kDa et Nhp2 possédent des propriétés
communes qui en font de bons candidats (Figure 30). pSO et p5S5 ne s’associent pas aux
particules matures et pourraient donc étre impliquées dans différentes étapes de la biogenese
des snoARNSs, impliquant le remodelage des RNPs pendant la maturation ou I’assemblage des
pré-snoRNPs (King et al.,, 2001). Watkins et collaborateurs ont proposé¢ que p50 et p55
fonctionnent comme des protéines chaperons en masquant le signal de localisation nucléolaire

de la particule jusqu’a ce qu’elle soit correctement assemblée (Watkins et al., 2002).

16.  Biogenése de U6

Les pré-ARNr ne sont pas les seuls ARNs a étre intensivement modifiés co- ou post-
transcriptionnellement. Les snARNs du spliceosome contiennent également plusieurs
nucléotides modifiés en 2’-O-ribose et pseudouridines concentrés dans des régions
phylogénétiquement conservées et importantes pour la fonction du spliceosome (Gu et al.,
1996; Szkukalek et al., 1995). U6 est le plus conservé des snARNs et posséde a lui seul 8
résidus 2’-O-méthylés (des 26 identifiés) et 3 pseudouridines (des 32 identifiées). Bien que
ces modifications ne soient pas essentielles, elles affectent I’efficacité de ’épissage (Zhou et
al., 2002).

Contrairement aux autres snARNs qui sont transcrits par I’ARN pol II, U6 est transcrit par
I’ARN pol III et contient une coiffe monométhylée. A titre exceptionnel, U6 a été identifié
dans une séquence intronique dans trois especes de levures différentes (Zhou et al., 2002).
Apres sa transcription, il est modifié par des snoRNPs (Ganot et al., 1999; Tycowski et al.,
1998), suggérant un transit de U6 par le nucléole au cours de sa biogenese. En effet, U6 a été
détecté¢ dans la fraction nucléolaire de cellules de mammiferes (Ganot et al., 1999; Tycowski
et al., 1998). De plus, U6 transcrit in vitro et marqué a la fluorescéine se localise dans le
nucléole d’ovocytes de Xénope apreés microinjection dans le noyau (Lange and Gerbi, 2000).
U6 s’associe également a la protéine SART3/p110 qui permet sa localisation dans les CBs ou

il s’associe au snARN U4 (Schaffert et al., 2004; Stanek et al., 2003).
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Figure 31 : Structure secondaire de 'ARN H/ACA ACAG65 : Guide de pseudouridylation du

snARN U6 mis en évidence par bioinformatique (Schattner et coll, 2006). La structure de 'ARN

a été obtenue par l'utilisation du programmfield (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/
old/rna/). Les nts correspondants aux boitesAC# ont été entourés en vert. Les nts correspondants
aux signaux putatifs de localisation dansdefal bodies sont entourés en rouge. (Richard et al, 2003).



Jusqu’a trés récemment seuls des guides de 2’-O-méthylation de U6 avaient été identifiés.
Des travaux d’équipes indépendantes visant a identifier de nouveaux ARNs non codants ont
mis en ¢évidence Iexistence de trois ARNs guides de pseudouridylation, U100 et
ACAI12/HBI-100 dirigés contre les uridines en position 9 et 40 (U9 et U40) de U6,
respectivement (Huttenhofer et al., 2001; Kiss et al., 2004; Vitali et al., 2003). ACA12 et
HBI-100 sont deux ARNs différents qui guident la méme modification U40. Contrairement a
la pseudouridylation en U40, la modification en U9 n’a jamais ét¢ décrite. Cependant, comme
ACA12 et HBI-100, U100 s’accumule dans les CBs plutot que dans le nucléole (Vitali et al.,
2003) (résultats non publiés). Ul00 jouerait donc plutdt un role de molécule chaperon que
d’ARN guide a moins que la modification en U9 existe mais n’ait pu étre détectée (Vitali et
al., 2003). Trés récemment, un autre ARN guidant deux pseudouridylations différentes au
niveau de U6, ACA65, a été mis en évidence par recherche bioinformatique (Schattner et al.,
2006). Bien que la localisation nucléaire de ACA65 n’ait pas ét€ entreprise, ’analyse & sa
structure secondaire montre la présence des signaux de localisation dans les CBs au niveau
des boucles terminales (Figure 31) (voir résultats paragraphe I, page 69) (Richard et al.,
2003). Ce motif est également présent au niveau de U100, ACA12 et HBI-100 (Vitali et al.,
2003) (communication personnelle de Michel Weber). ACA65 pourrait donc étre un ARN
spécifique des CBs, un scaARN, au méme titre que U100, ACA12 et HBI-100. Ceci suggere,
de maniere inattendue, que les 2’-O-méthylations et les pseudouridylations de U6 aient lieu
dans des compartiments nucléaires distincts. Cette hypothése reste bien sir valable jusqu’a ce
que I’on mette en évidence I’existence de guides de 2’-O-méthylation de U6 présents dans les
CBs ou de guides de pseudouridylation de U6 nucléolaires.
http://www-snorna.biotoul.fr/euide.php?rma=U6

17. Evolution

Chez tous les organismes, de nombreux nucléotides sont modifiés co- ou post-
transcriptionnellement au niveau d’une grande majorit¢ d’ARNs cellulaires. Parmi ces
modifications, les plus abondantes sont les 2’-O-méthylations et les pseudouridylations de
nucléotides. Cependant, dix fois plus de ces modifications sont présentes au niveau des ARNr
chez les Eucaryotes que chez les bactéries (Une quinzaine chez les bactéries, une cinquantaine
chez la levure et une centaine chez I’homme). Chez les bactéries, ces modifications sont

catalysées par des protéines qui peuvent parfois modifier dusieurs sites apparentés au niveau
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d’ARNs diftérents. Chez les Eucaryotes, les modifications des ARNt sont également prises en
charge par des enzymes spécifiques. Par contre, les modifications des pré-ARNr sont guidées
par des petits ARNs non codants et mcléolaires, les snoARNs C/D et H/ACA, complexés a
des protéines contenant 1’enzyme catalysant la réaction. Le complexe snoARN-ARNr doit
donc posséder une structure similaire dans chaque cas pour pouvoir étre reconnu par une seule
et méme enzyme. Cette enzyme dérive de I’évolution d’un géne codant pour une enzyme
bactérienne (par exemple TruB, pseudouridine synthase d’ARNt chez E. coli, ancétre de
Cbf5) et qui aurait acquis de nouvelles spécificités telles que la reconnaissance d’un duplexe
ARNSs. De maniére corrélative, un ARN ancétre des snoARNs, commun aux Archae et aux
Eucaryotes, aurait évolu¢. Cet ancétre, slrement impliqué dans la synthése des ribosomes,
pourrait correspondre a snR30/U17 et U3 puisqu’ils sont essentiels a la formation des
ribosomes. Au cours du temps, des duplications de ces ancétres et des mutations aléatoires
auraient pu ainsi générer une grande diversit¢ de snoARNs. Ce mécanisme permet de tester
les effets de la modification a de nombreuses positions en ne maintenant que celles qui ©nt
bénéfiques pour la synthése ou la fonction du ribosome. Les Eucaryotes posseédent ainsi un
avantage sérieux par rapport aux bactéries pour qui une nouvelle enzyme doit évoluer pour le
ciblage d’un nouveau site. Ceci peut expliquer pourquoi les Eucaryotes possedent beaucoup
plus de modifications que les bactéries. Des exemples de snoARNs codés au sein de
rétrogénes ont été décrits (Vitali et al., 2003) (communication personnelle de Michel Weber).
Le mécanisme de rétrotransposition apparait en effet comme un excellent moyen de
duplication des snoARNs qui peuvent accumuler de nombreuses mutations (Bachellerie et al.,
2002; Vitali et al., 2003).

La RNase MRP est également un snoARN trés conservé impliqué dans le clivage
endonucléolytique du pré-ARNr. Elle est apparentée a la RNase P, impliquée dans la
maturation des ARNt. Chez la plupart des bactéries et des Archae, la RNase P peut cliver le
pré-ARNr au niveau de I’ARNt contenu dans la région ITS du pré-ARNr. Apres la
duplication d’un géne ancestral codant la RNase P, la co-évolution de la RNase MRP et du
pré-ARNr a pu conduire a la perte de I’ARNt dans la région ITS mais a la rétention du site de
clivage par la RNase MRP.

L’Hypothése du « RNA world » sous-entend que trés tot dans I’évolution, des organismes
utilisaient des molécules d’ARNs a la fois comme génome et comme enzymes. Les ARNs
catalytiques ayant laissé place aux protéines au cours de 1’évolution, les ARNs sont
considérés comme des vestiges du «KRNA world ». Pourtant, les snoRNPs apparaissent plutot

comme de nouvelles molécules émergeant avant la séparation des Archae et des Eucaryotes et
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2'-O-me P

a b a b
S. cerevisiae 55 54 44 44
A. thaliana 130 120 45 45
Homo sapiens 107 93 97 79
E. coli 4 0 10 0
a.nombre de 2'-O-méthylation et b. nombre de 2'-O-méthylation et
pseudouridylation connues pseudouridylation guidées par
au niveau des ARNr des snoARNSs identifiés

Figure 32 :répertoire des 2'-O-méthylations (2'-O-me) et des pseudouridylatipns (
présentes au niveau des ARNr chez la leBucerevisiae, chez la plantérabidopsis
thaliana, chez I'homme et chez la bactéieoli. Cette liste n'est pas exhaustilens

la mesure ou de nouveaux snoARNs apparaissent régulierdamsrt littérature.




remplacant certaines protéines. D’ailleurs, la grande majorit¢ des modifications des snARNs
du spliceosome transcrits par I’ARN pol II est catalysée par des protéines spécifiques chez la
levure alors que chez I’homme (Behm-Ansmant et al., 2003; Ma et al., 2003; Massenet et al.,
1999), elle est catalysée par des particules apparentées aux snoRNPs (Darzacq et al., 2002).

18. Bases de données des snoARNs

La structure particuliere et reconnaissable des snoARNs, ainsi que la disposition des
séquences du génome de nombreux organismes ont conduit de nombreuses équipes a créer de
nouveaux algorithmes permettant une recherche informatique rapide et intensive de ces ARNs
(Barneche et al., 2001; Brown et al., 2001; Eo et al., 2005; Lowe and Eddy, 1999; Omer et al.,
2000; Qu et al., 2001; Schattner et al., 2006; Schattner et al., 2004). Il a donc ét€¢ mis en place
des bases de données répertoriant I’emplacement des modifications au sein de I’ARN et les
ARNSs guides correspondants. On retrouve notamment des bases de données sur 1’homme
(Lestrade and Weber, 2006), la levure (Samarsky and Fournier, 1999), les plantes (Brown et
al., 2003) et les Archae (Omer et al., 2000). Cette « RNomic informatique » a permis
d’identifier un grand nombre des ARNs guides responsables des modifications connues des
ARNs de nombreuses especes. D’ailleurs, chez certains organismes, presque toutes les 2’-O-
méthylations des ARNr ont un snoARN correspondant Figure 32). En effet, leur plus longue
complémentarit¢ avec leur cible et la plus longue séquence des boites conservées C et D, a
permis d’identifier plus facilement les snoARNs C/D que les snoARNs H/ACA dans les
divers génomes séquencés. Cependant, chez ’homme et d’autres organismes tels que les
plantes et la levure, la « RNomic expérimentale » a grande échelle a également permis de
caractériser la grande majorit¢ des snoARNs H/ACA responsables des pseudouridylations des
ARNr (Huttenhofer et al., 2001; Kiss et al., 2004; Torchet et al., 2005). Dans le méme temps,
ces analyses ont également mis en évidence 1’existence de nombreux snoARNs orphelins, que
I’on suspecte d’agir en tant que molécules chaperons ou modifiant d’autres ARNs tels que des

ARNm de fagon tissu spécifique (Cavaille et al., 2000).

Sites Web recommandés :

*http://www-snorna.biotoul.fr/

*http://www.bio.umass.edu/biochem/rma-

sequence/Yeast snoRNA Database/snoRNA DataBase.html
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*http://bioinf.scri.sari.ac.uk/cgi-bin/plant snorna’home
*http://lowelab.ucsc.edu/snoRNAdb/

19. Conclusion

Bien que seulement 1.2% du génome humain code pour des protéines, une grande proportion
du génome est transcrite. En effet, 98% de la production transcriptionnelle chez 1’homme
représente des ARNs non codants. On retrouve parmi eux, les ARNr, les ARNt et les snARNs
du spliceosome, mais également des ARNs souvent contenus dans des introns d’ARNs pré-
messagers, tels que les miARNs impliqués dans la régulation de la traduction d’ARNm cibles
ou comme nous venons de le voir, les snoARNs responsables des modifications biochimiques
des ARNr et du snARN U6. Les introns des ARNm ont ainsi longtemps été considérés
comme des «débris » ¢éliminés par la machinerie d’épissage. Cependant ces ARNs non
codants, trés stables dans la cellule, sont souvent impliqués dans des processus importants de
la régulation de I’expression génique. D’autres ARNs, du type snoARNSs, guident également
des 2’-O-méthylations et des pseudouridylations d’ARNs cibles différents des ARNr ou du
snARN U6. Les modifications des snARNs du spliceosome transcrit par ’ARN pol Il sont en
effet guidées par des ARNs C/D et des ARNs H/ACA.
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Figure 34 : Consensus autour des sites 5' et 3' d'épissage (5'SS et 3'SS) (de la forme majeure d'épissage)
des pré-ARNmM chez les vertébrés. Les seules bases invariantes de l'intron sont le 5'SS (GU) et le 3'SS (AG
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du point de branchement égfalement invariante et est située epfret 50 bases en amont du 3'SS.



CAJAL BODIES ET scaARNs

20. La machinerie d’épissage

La plupart des geénes de vertébrés contiennent plusieurs séquences introniques qui
interrompent les séquences exoniques. Lors de la transcription des génes en pré-ARNm, les
introns sont excisés par la machinerie d’épissage, ou spliceosome, par deux étapes successives
de trans-estérifications (Figure 33). Il est possible de produire distincts ARNm a partir d’un
méme pré-ARNm, par épissage alternatif, en utilisant des combinaisons variées de sites 5° et
3’ d’¢épissage (5SS et 3’SS pour 5’ et 3’ splice site). Ces ARNm peuvent ainsi étre traduits en
divers isoformes possédant des fonctions variées. L’€épissage alternatif est donc un mécanisme
post-transcriptionnel important qui permet la génération de diverses protéines a partir d’un
seul transcrit. Un géne humain moyen contient 9 exons de 150 a 300 nts chacun. Un intron a
une taille moyenne de 3000 nts, alors que les régions 5’ et 3> UTR ont respectivement wme
taille moyenne de 800 et 300 nts. Ainsi un gene standard a une taille d’environ 30 000 pb.
Aprés maturation du pré-ARNm, I’ARNm exporté dans le cytoplasme consiste en une
séquence codante d’environ 1300 nts, une région non traduite d’environ 1000 nts et d’une
queue poly(A). Ainsi, plus de 90% du pré-ARNm est excisé en tant qu’intron, alors qu’a
peine 10% est conservé en tant que fraction exonique obtenue aprés épissage par le
spliceosome. Il existe deux formes de spliceosome en fonction de la reconnaissance des sites
d’épissage, un spliceosome majeur qui reconnait les séquences 5’SS/3’SS du type GT/AG et
un spliceosome plus minoritaire qui reconnait les séquences AT/AC (Figure 34).

La forme majeure du spliceosome consiste en cinq snRNPs (U1, U2, U4, U5 et U6) et un tres
grand nombre de facteurs d’épissage. L’assemblage du spliceosome comprend plusieurs
étapes et est initi¢ par la reconnaissance des sites 5°SS et 3’SS par la snRNP Ul et le facteur
U2AF, respectivement, générant ainsi le complexe d’épissage E (Early). Le complexe pré-
spliceosomal A est ensuite généré par le recrutement de la snRNP U2 au niveau de I’adénine
du point de branchement (BP pour Branch Point). Le site 5’SS et le point de branchement
sont reconnus par un appariement partiel avec les snARNs Ul et U2, respectivement. Puis, la
tri-snRNP  U4/U5/U6 rejoint le pré-spliceosome pour former le complexe B qui va se
transformer en complexe Cl. Aprés de multiples réarrangements ARN-ARN et ARN-
protéine, le complexe CI1 aboutit a la dissociation des snRNPs Ul et U4 et a ’appariement de

U6 a U2. Avant la formation de la tri-snRNP, U4 s’apparie a U6 pour former la di-snRNP qui
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Figure 35 : Etapes de I'assemblage du spliceosome chez les mammiféres. (d'apres Sanford et Caceres, 2



s’associe ensuite a US. Le snARN U6 remplace alors Ul au site 5’SS et forme un
appariement avec U2 qui permet de juxtaposer le site 5’SS et le point de branchement. Les
snRNPs alors dissociées vont étre recyclées pour un autre épissage. Le complexe C2
correspond a la formation de D'intron en lasso et aux exons ligaturés (Figure 35). Le
spliccosome de la voie mineure de I’épissage comporte les snRNPs Ull, Ul2, Udarac,
Ubatac et US. Des études chez la levure ont permis de purifier une penta-snRNP suggérant
que le spliceosome pourrait ne pas s’assembler de fagon séquentielle au niveau du pré-
ARNm, mais qu’il pourrait agir en tant qu’une particule pré-assemblée (Stevens et al., 2002).
Cependant, une étude récente de 1’équipe de Karla M. Neugebauer, a élégamment montré par
des expériences de ChIP chez la levure que I’assemblage co-transcriptionnel du spliceosome
consiste plutot en un recrutement séquentiel des snRNPs (Gornemann et al., 2005).

De fagon importante et surprenante, les travaux de 1’équipe de James L. Manley ont montré
que le centre catalytique du spliceosome était les snARNs eux-mémes et non pas les protéines

qui constituent les snRNPs (Valadkhan and Manley, 2001; Valadkhan and Manley, 2003).

21. Biogenése des snARNs du spliceosome transcrits par I’ARN pol 11

Contrairement au snARN U6, transcrit par ’ARN pol III dans le nucléoplasme, les snARNs
Ul, U2, U4 et U5 sont transcrits par I’ARN pol II. Ils possédent une coiffe monométhylée en
5’ et une extension 3’ de moins d’une vingtaine de nts. Apres leur transcription, les snARNs
sont exportés dans le cytoplasme. La protéine CBC (cap-binding complex) se lic alors a la
coiffe monométhylée. Le complexe CBC-snRNP interagit avec la protéine PHAX
phosporylée. L’association de CRM1 et RanGTP assure la directionnalit¢ du transport vers le
cytoplasme. Dans le cytoplasme, la déphosphorylation de PHAX et I’hydrolyse du GTP par
Ran permet la dissociation du complexe. Chaque snARN s’associe ensuite avec sept protéines
Sm (B/B’, D3, D2, D1, E, F et G) qui forment un anneau heptamérique autour du domaine Sm
des snARNs (RAU4.6GR entouré de deux structures en tiges boucles, R = purine). Chez les
vertébrés, le complexe SMN facilite 1’assemblage des particules snRNPs qui peuvent alors
étre triméthylées par la méthyl transférase Tgsl au niveau de la coiffe et étre maturés en 3’
par une ou plusieurs exoribonucléases (Massenet et al., 2002) (Figure 36). La coiffe
triméthylée et D’association des protéines Sm forment un signal de localisation nucléaire
bipartite (NLS pour nuclear localization signal) qui permet alors I'import de la particule

snRNP grace a I’association de la coiffe triméthylée avec la Snurportin-1, qui interagit avec
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I’Importin B (Narayanan et al., 2004). Les snARNSs sont ensuite modifiés par des RNPs C/D et
H/ACA qui guident leurs 2’-O-méthylations et leurs pseudouridylations, respectivement. Ces
modifications ont lieu dans les Cajal bodies ou s’accumulent les scaARNs (small Cajal body
specific ARNs) C/D et H/ACA, ARNSs responsables des modifications des snARNs (Darzacq
et al.,, 2002; Jady et al., 2003) (Figure 36). Chez la levure les modifications des snARNs du
spliceosome sont le plus souvent effectuées directement par des enzymes, mais peuvent
¢galement étre guidées par des ARNs (Ma et al., 2005; Ma et al., 2003; Massenet et al., 1999).
Derni¢rement, chez S. cerevisiae, un snoARN guide de pseudouridylation de I’ARNr de 25S a
également été identifi¢ comme un guide de pseudouridylation de I’Uridine 42 (U42) du
snARN U2 (Ma et al., 2005). Les deux autres pseudouridylations de U2 sont catalysées par
les enzymes Pus7p (Ma et al., 2003) et Puslp (Massenet et al., 1999). On ne peut donc pas
completement écarter 1'idée que chez I’homme, certaines des modifications des snARNs

soient ¢également effectuées par des enzymes spécialisées.

Pour revue : (Sleeman and Lamond, 1999)

21.1. SMN, facteur d’assemblage

La protéine SMN est une protéine ubiquiste et essentielle présente chez de nombreux
organismes, incluant 1’homme, la souris, le poulet, Caenorhabditis elegans et
Schizosaccharomyces pombe. Par contre il n’a toujours pas ét¢ identifi¢ d’orthologue chez la
levure S. cerevisiae. L’expression réduite de la protéine SMN conduit a la dégénérescence des
motoneurones spinaux caractéristique de la maladie neurodégénérative SLA (Sclérose
Latérale Amyotrophique). Cette maladie autosomale récessive touche un nouveau-né sur
6000. Le taux de SMN dans les neurones est normalement ¢levé. Elle est présente a la fois
dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules, ou elle est concentrée dans les gems (voir
paragraphe 6, page 14). SMN est une protéine oligomérique qui fait partie d’'un complexe
multi-protéique qui comprend les protéines Gemins2-7 qui s’accumulent également dans les
gems (Figure 37). Plusieurs de ces protéines, dont SMN, interagissent avec les protéines Sm
via leur domaine RG. Des expériences chez le Xénope et chez I’homme ont permis de révéler
le role essentiel du complexe SMN dans 1’assemblage des snRNPs du spliceosome (Pellizzoni
et al,, 1998; Pellizzoni et al., 2002). Pour que les protéines Sm puissent s’assembler aux

snARNS, elles doivent au préalable s’associer au complexe SMN (Pellizzoni et al., 2002) qui
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Figure 37: Le complexe SMN et ses substrats. Gemins 2, 3, 5 et 7 lient directement SMN, alors que
Gemins 4 et 6 interagissent avec Gemins 3 et 7, respectivement. Par souci de simplicité, le complexe
est représenté sous forme dimérique mais c'est une structure oligomérique beaucoup plus large dans
cellule. Le complexe SMN interagit avec plusieurs protéines via leurs domaines RG, ainsi qu'avec les
snARNSs trancrits par 'ARN pol 1l (& gauche de la figure). Ces protéines cibles sont des composants
de diverses RNPs qui fonctionnent dans le métabolisme de nombreux ARNs (a droite de la figure).
(d'apres Yong et al, 2004).



possede la capacité intrinséque de se lier aux snARNs (Yong et al., 2004a; Yong et al., 2002).
SMN fonctionne comme un «assemblyosome » qui confeére une spécificité d’association et
qui fournit une réelle plateforme pour I’assemblage des protéines Sm aux snRNPs. SMN
recrute également la méthylase de la coiffe des snARNs, Tgsl (Mouaikel et al., 2003). Ainsi
SMN semble s’associer aux snRNPs durant toute leur phase cytoplasmique et coordonner leur
assemblage et leur maturation corrects (Massenet et al., 2002; Narayanan et al., 2002) (Figure
36). Dernicrement, Wan et collaborateurs ont montré que le taux de SMN dans la cellule est
directement corrélé a la quantité de snRNPs assemblée. En accord avec ces résultats, les
cellules de patients atteints de SLA ont une capacité¢ d’assemblage des snRNPs réduite (Wan
et al., 2005).

Pour revue : (Gubitz et al., 2004; Meister et al., 2002; Yong et al., 2004b)

21.2. Assemblage des snARNs

Les snARNs du spliceosome sont présents au niveau des speckles, des sites de transcription et
des CBs. S’il est clair que les modifications post-transcriptionnelles des snARNSs transcrits par
I’ARN pol II ont lieu dans les CBs (Jady et al., 2003), il reste a déterminer si les snARNs
quittent les CBs sous leur forme mature. Nesic et collaborateurs ont montré qu’un des facteurs
qui s’associe a la particule mature de la snRNP U2, lorsqu’il est surexprimé, est détecté dans
les CBs (Nesic et al., 2004). De plus, Will et collaborateurs avaient également montré que
deux autres facteurs impliqués dans la maturation de la particule snRNP U2 mature de 17S
¢taient présents dans les CBs (Will et al., 2002). Ainsi, les CBs semblent bien impliqués dans
les étapes finales de la biogeneése de la snRNP U2. L’¢quipe de Karla M. Neugebauer a
d’autre part montré par des expériences de FRET que la di-snRNP U4/U6 s’assemblait dans
les CBs. La présence de U5 dans les CBs pourrait également suggérer la formation de la tri-
snRNP dans ces corps nucléaires (Stanek and Neugebauer, 2004; Stanek et al., 2003).
Cependant, des expériences d’injection de snARNs fluorescents dans des noyaux d’ovocytes
de Xénope montrent que les snARNs U2, U4, U6, US, ainsi que la tri-snRNP U4/U6.US se
localisent dans & nucléole (Gerbi et al., 2003; Gerbi and Lange, 2002; Yu et al., 2001). Les
causes de ces résultats en apparence divergents restent a déterminer. Néanmoins, les données
suggerent qu’aprés leur maturation cytoplasmique, les snARNs transcrits par I’ARN pol 1I

transitent par les CBs ou ils subissent de nouvelles maturations, telles que des modifications
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biochimiques de certains nucléotides et 1’assemblage de particules, avant de rejoindre les

speckles ou les sites de transcription.

Pour revue : (Stanek and Neugebauer, 2006)

1.1. Importance des modifications des snARNs

Les modifications des snARNs se trouvent souvent, comme pour le ribosome, au niveau de
régions conservées et fonctionnellement importantes pour I’épissage, telles que les régions
mmpliquées dans la formation des interactions ARN-ARN ou ARN-protéine (Gu et al., 1996;
Patton and Padgett, 2005; Yu et al., 1998; Zhao et al., 2002; Zhao and Yu, 2004). Parmi tous
les snARNs, U2 est le plus ntensivement modifié¢ (10 2’-O-me et 13 ) (Donmez et al., 2004;
Yang et al., 2005a) (Figure 38). Alors que les snARNs U1, U4, U5 et U6 non modifiés sont
capables de participer a 1’épissage in vitro, les modifications au niveau de la région 5° de U2
sont essentielles a I’activité du spliceosome (Donmez et al., 2004). U2 non modifi¢ n’est pas
incorporé dans le spliceosome (Yu et al., 1998) et ’absence de modifications au niveau de la
région de reconnaissance du point de branchement abolit 1’assemblage fonctionnel de la
snRNP U2 de 17S et I’épissage du pré-ARNm (Yang et al., 2005a; Zhao and Yu, 2004).
Valadkhan et Manley ont d’ailleurs montré¢ que la )34 dans la région de reconnaissance du
point de branchement de U2 activait la premiére étape de la réaction d’épissage (Valadkhan

and Manley, 2003) (Figure 38).

Pour revue : (Will and Luhrmann, 2001)

2. Les scaARNs

Les scaARNs (small Cajal bodies specific ARNs), s’accumulent dans les CBs et sont
responsables des modifications post-transcriptionnelles des snARNs du spliceosome transcrits
par PARN pol II aprés leur import nucléaire (Jady et al., 2003). Les snARNs de la voie
majeure et mineure du spliceosome, U6 compris, posseédent 26 pseudouridines identifiées
(Ul : 29, U2: 12¢, U4 : 3P, US: 3@, U6 : 3P, Ul2: 29, Udatac: 1Y) et 32 2°-O-méthyl
riboses identifiés (Ul : 3 2°-O-me, U2 : 10 2°-O-me, U4 : 4 2°-O-me, U5 : 5 2’-O-me, U6 : 9
2’-0O-me, U112 : 1 2°-O-me).
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Les scaARNs sont des ARNs du type C/D et H/ACA qui peuvent avoir une structure dite
«classique » de snoARN C/D ou H/ACA. Mais, les scaARNs peuvent également avoir une

structure plus complexe et inattendue.

22.1. La découverte de U85

U85 a ét¢ le premier scaARN découvert et identifi¢ comme un ARN guide de 2’-O-
méthylation et de pseudouridylation avant d’€tre identifi€é comme un ARN résidant dans les
CBs (Jady and Kiss, 2001). Cet ARN a la particularit¢ d’étre un ARN composite
particulicrement long (330 nts) qui posséde a la fois un domaine C/D et un domaine H/ACA
(Figure 39 A). 1l est en effet associ¢ a la fibrillarine, & 2’-O-méthyltransférase des snoRNPs
C/D, et a Garl, protéine faisant partie du cceur de la particule H/ACA. Jady et Kiss ont en
effet montré, in vitro et in vivo, que U85 pouvait guider la 2’-O-méthylation et la
pseudouridylation des résidus C45 et U46 du snARN US, respectivement (Jady and Kiss,
2001) (Figure 39 B). C’est plus tard qu’il est apparu que U85, qui posseéde deux signaux de
localisation nucléolaire, le domaine C/D et le domaine H/ACA, ne s’accumulait pas dans le
nucléole comme attendu, mais dans les CBs. En effet, U85 co-localise avec le marqueur des

CBs, la coiline (Darzacq et al., 2002) (Figure 40).

22.2. Les scaARNs introniques : une famille grandissante

La découverte d’'un tel ARN a poussé I’équipe de Tamas Kiss a explorer les ARNs dont la
taille était comprise entre 230 et 370 nts et qui étaient immunoprécipités par la fibrillarine.
Darzacq et collaborateurs ont alors identifi¢ trois autres ARNs composites du méme type que
U85, nommés U87, U88 et U89 (Darzacq et al, 2002). Comme US85, ils dirigent des
modifications des snARNSs transcrits par ’ARN pol II et sont localisés dans des introns de
genes hotes (Figure 44). Certains de ces ARNs ont des fonctions redondantes et peuvent donc
guider la méme modification. Par exemple, U85 et U89 sont capables de pseudouridyler U46
du snARN US (Figure 41). Les mémes travaux ont également conduit a la découverte d’un
scaARN H/ACA «classique », U92 et de deux scaARNs C/D, U90 et U91, responsables de
modifications de résidus au niveau de U2, Ul et U4, respectivement (Figure 41). U90 est un

peu moins « classique » que U91 dans le sens ou c’est un ARN particulierement long pour un

51



snARN 2'-0O-me U] Guide
U1 A70 U0
U6
uUS ACA47
U2 G11 (HBII-382)
G19
G25
A30
C40
C61 (HBII-382)
u7 U100
uU34 U92 (HBI-57)
u37 ACA45
U39 ACA26
U41 ACA26
U44 U92 (HBI-57)
U54 U93
U89 ACA35
u91
U4 C8 (U910u HBII-119)
AB5 us7
U5 U41 U87 ou UB8
C45 U85
U43 ACA 57
U46 U85 ou U89
U6 A47 mgu6-47
A53 mgU6-53
C60 HBII-166
Cc62 u94
C77 mguU6-77
U31
u40 ACA12 ou
Us6
U12 G22
U18
U19

Figure 41 : Guides de 2’-O-méthylation (2’-O-me) et de pseudouridylation ) identifiés a ce
jour et responsables des modifications au niveau des résidus indiqués des snARNs du
spliceosome de la voie majeure et du snARN Ul2 de la voie mineure d’épissage. En bleu
clair, les snARNs; en rouge, les scaARNs identifiés expérimentalement ; en orange, les
scaARNs présumés ; en vert, les snoARNs et snoARNs présumés. Les ARNs guides ont été
identifiés par diverses approches expérimentales (Darzacq et al., 2002; Gu et al., 2005;
Huttenhofer et al., 2001; Kiss et al., 2004; Schattner et al., 2006; Tycowski et al., 2004).



ARN C/D (330 nts) qui adopte par conséquent une structure qui differe des snoARNs C/D
habituellement rencontrés (Figure 42).

La construction d’une banque d’ADNc issue de I'immunoprécipitation d’ARNs de cellules
HeLa par Garl a permis d’identifier un autre scaARN de 275 nts dont la structure était tout a
fait inattendue. Malgré sa longue séquence nucléotidique, cet ARN n’est pas immunoprécipité
par la fibrillarine et ne pouvait par conséquent pas étre un ARN composite tel que U8S. Par
contre, cet ARN nommé U93 est composé de deux domaines H/ACA organisés en tandem
(Kiss et al., 2002) (Figure 43).

L’analyse approfondie de la méme banque d’ADNc a permis d’élargir considérablement le
nombre de scaARNs (Kiss et al.,, 2004). Ainsi, six autres scaARNs H/ACA « classiques »
guidant des pseudouridylations des snARNS, incluant le snARN U6, ont été¢ identifiés (Kiss et
al., 2004) (Figure 41). En effet, il semble que les pseudouridylations du snARN U6, transcrit
par ’ARN pol III et 2°-O-méthylé par des snoARNSs, soient guidées par des scaARNSs et non
par des snoARNs (Vitali et al., 2003) (résultats non publiés) (voir paragraphe 16, page 41).
D’autres banques d’ADNc, notamment issues de cerveaux de souris, ont permis de confirmer
ou d’alimenter la liste des ARNs guides de modifications des snARNs (Gu et al., 2005;
Huttenhofer et al., 2001; Vitali et al., 2003), de méme que les approches bioinformatiques
(Schattner et al., 2006) (Figure 41).

22.3. Leur biogenése

Tout comme les snoARNs, la plupart des scaARNs sont des ARNs introniques (Gu et al.,
2005; Kiss et al., 2004). Par contre les génes hotes des scaARNs ne sont pas des génes
donnant naissance a des protéines impliquées dans la biogenése des ribosomes ou dans la
traduction. Ils sont plutét dans des introns de geénes codant des protéines impliquées dans le
maintien fonctionnel du génome humain, telles que la sous-unité catalytique de I’ADN pol a
(ACA12) ou la sous-unité¢ 1 de la condensine (U85) (Kiss et al., 2004) (Figure 44). Certains
scaARNs, comme certains snoARNs, sont présents dans des introns d’ARNm qui ne codent
pas une protéine (U93, ACA45, ACA47). 1l semble que la seule fonction de ces ARNm soit
I’expression des ARNS introniques (Kiss et al., 2004) (Figure 44).
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Figure 42 : Séquence primaire et structure secondaire prédite du scaARN U90. Les boites conserveées
C/D et C'/D' sont encadrées en bleaséquence complémentaire a sa cible, le sShARN U1, permettant
la 2'-O-méthylatiordu residu A70 est indiquée en rouge.
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Figure 43 : Séquence primaire et structure secondaire prédite du scaARN U93. Les boites H
(H1 et H2)et ACA (ACAlet ACA2) sont encadrées. (d'apres Kiss et al, 2002).



22.4. Les scaARNSs : une fonction conservée depuis la levure ?

Les scaARNs sont notamment conservés chez la drosophile (Jady and Kiss, 2001), le rat, la
carpe (Kiss et al., 2004) et chez la souris (Huttenhofer et al., 2001). Jusqu’a trés récemment
aucun ARN guide de modifications des snARNs n’avait ét¢ identifié chez la levure S.
cerevisiae. Cependant, Ma et collaborateurs ont mis en évidence que 1'uridine U46 du snARN
U2 était pseudouridylée par le biais d'un ARN guide (Ma et al., 2005). Cet ARN avait déja
¢t¢ identifi€ comme un snoARN guide de modification de I’ARNr et se localise par
conséquent dans le nucléole. Il se peut que cet ARN se localise dans les «nucleolar bodies »,
structure apparentée aux CBs (Verheggen et al., 2002). Dans ce cas, le scénario conduisant
aux modifications des snARNs transcrits par ’ARN pol II chez les vertébrés, pourrait étre
sensiblement similaire pour une population de résidus des snARNs de S. cerevisiae (Ma et al.,

2005). La localisation intranucléaire de cet ARN reste a étre précisée.

22.5. Une nouvelle organisation des ARNs C/D

L’¢équipe de Joan A. Steitz a également identifi€¢ un ARN surprenant possédant deux
domaines C/D séparés de 175 nts. Ce double ARN C/D intronique, mgU2-19/30, guidant des
modifications du snARN U2, est capable de s’exprimer sous forme d’un doublet ou sous
forme de singulets résultant de la maturation d’un seul des deux ARNs C/D (Tycowski et al.,
2004) (Figure 45).

Cette étude a également permis de caractériser deux autres ARNs C/D, guides de 2’-O-
méthylations de U2, U4 et du snARN de la voie mineure d’épissage Ul2. Ces ARNs ont
¢galement la particularité de posséder deux domaines C/D, tel que mgU2-19/30, mais aussi de
posséder une coiffe en 5°, probablement monométhylée, suggérant une transcription par
I’ARN pol II a partir de leur propre promoteur (Tycowski et al., 2004). La partie 3* de ces
deux ARNs, mgU2-25/61 et mgU12-22/U4-8, qui est la plus conservée, possede un motif
kink-turn fonctionnel et peut ainsi s’exprimer indépendamment de la partie 5’ contenant le
premier ARN C/D (Tycowski et al., 2004). D’ailleurs les parties 3’ de ces deux ARNSs
correspondent respectivement aux ARNs préalablement identifiés par deux autres équipes,
HBII-382 (mgU2-61) et U91 (mgU4-8) (Darzacq et al., 2002; Huttenhofer et al., 2001). HBII-
382 peut également modifier le résidu G11 du snARN U2 ((Huttenhofer et al., 2001);
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ARN Taille Géne héte Acc. No

ugs* 330 condensin subunit 1 (chronmpsome condensati on) AF308283
ug7* 277 hypot heti cal protein FLJ10035 AY077737
ugg* 266 hypot heti cal protein FLIJ10035 AY077738
Ugo* 270 B-cell receptor associated protein AY077739
uoo* 330 karyopherin a4, inportin a3 AY077740
U922/ HBI - 57 131 hypot heti cal protein Kl AA1574 AY077742
u93 275 spliced ESTs (no apparent protein) AF492209
U100 140 hypot heti cal protein FLJ20516 AY349601
U109 134 hypot heti cal protein M3C23099 AMD55742
ACA12 130 DNA pol ynmerase alfa, catalytic subunit AJ609482
ACA26 129 hypot heti cal protein Kl AA0907 AJ609483
ACA35 166 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 8 AJ609484
ACA45 127 spliced ESTs (no apparent protein) AJ609485
ACA47 187 spliced ESTs (no apparent protein) AJ609486
ACA57 137 simlar to chronodomai n helicase DNA binding protein 4 AJ609487
ACA65 143 GTF2A1 (TFI I Aa, p55 isoform1) -

ACA66 140 Ubi quitin specific protease 32 -

ACA68 138 Chr orodonai n hel i case DNA bi nding proteine 3 -

HBII-19 75 - AF357341
HBI - 100 144 Wbiquitin |igase protein COP1 AF357403
HBI - 125 120 Tcp-1 gene AF357405
mgU2- 19/ 30* 353 hypot heti cal protein Kl AA1731 BK005567

Figure 44 : Compilation des scaARNs introniques guides de 2’-O-méthylation (en bleu) et de
pseudouridylation (en noir) des snARNs de la voie majeure d’épissage et du snARN Ul2 de la
voie mineure. Leur taille et leur géne hote sont indiqués. L’astérisque représente les scaARNs
composites C/D-H/ACA ou H/ACA-H/ACA ou C/D-C/D. Acc. No: Numéro d’accés dans
GenBank.



(Figure 41) et http://www-snorna.biotoul.fr/). On pourrait donc renommer I’ARN mgU2-

25/61 mis en évidence par Tycowski et collaborateurs en mgU2-11/25/61.

Le plus surprenant chez ces ARNs, mgU2-19/30 compris, est que les doublets et les ARNs
C/D singulets se localisent différemment dans la cellule. En effet, les doublets se trouvent
dans la fraction nucléoplasmique des noyaux de cellules HelLa, alors que les singulets
semblent s’accumuler dans le nucléole (Tycowski et al., 2004). Sachant que la partie 3’ de
mgU12-22/U4-8 n’est autre que le scaARN U9 identifi¢ par Darzacq et collaborateurs, il
semble que la localisation dans les CBs de U9l soit en fait due a ’expression du double
ARN C/D, mgU12-22/U4-8 (Darzacq et al., 2002; Tycowski et al., 2004). U91 n’apparait
alors plus comme un scaARN, mais plutot comme un snoARN. Il en est de méme pour HBII-
382 (mgU2-11/61) qui semble ne pouvoir s’accumuler dans les CBs que sous forme de
doublet (mgU2-25/61) (Tycowski et al., 2004). Bien que la visualisation des doublets C/D par
hybridation in situ n’ait pas €té entreprise, on peut supposer que c’est sous cette forme d’ARN
(mgU2-25/11/61 et mgU12-22/U4-8) que HBII-382 et U91 guident les modifications de leur
cible dans les CBs. D’aprés Tycowski et collaborateurs, les singulets C/D issus de la
maturation des doublets, ayant perdu leurs signaux de localisation dans les CBs, se
localiseraient par défaut dans le nucléole (Tycowski et al., 2004). Les doublets C/D seraient
donc des scaARNSs, possédant les signaux de localisation dans les CBs, qui seraient absents
des singulets. La nature du signal de localisation dans les CBs reste néanmoins inconnue pour

les scaARNs C/D.

22.6. Conclusion

Les scaARNs représentent une nouvelle famille d’ARNs C/D et H/ACA qui guident les
modifications des snARNs du spliceosome transcrits par I’ARN pol II, les snARNs de la voie
mineure de [’épissage et potentiellement les pseudouridylations du snARN U6 transcrit par
I’ARN pol III (Figure 41). On rencontre des ARNs C/D et H/ACA dits «classiques » et des
ARNs composites du type C/D-H/ACA ou H/ACA-H/ACA ou encore C/D-C/D (Figure 46).
Bien que tous ces ARNs possedent les signaux de localisation nucléolaire (parfois deux), les
motifs C/D et H/ACA, ils possedent un autre signal qui permet leur accumulation dans les
CBs (Figure 46).

Bien que la plupart de ces ARNs soient introniques, deux ARNs C/D sont transcrits
indépendamment par I’ARN pol I (Tycowski et al., 2004). IIs ne sont pas les seuls scaARNs
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Figure 45 : Séquence primaire et structure secondaire de 'ARN mgU2-13/30 et appariements
entre les éléments anti-sens de I'ARN et de sa cible, le snARN U2. Les boites C/D sont encerclées
en noir et les boites C'/D' en gris. (m) résidu 2'-O-méthylé. Les fleches indiquent le début et la

fin des singulets mgU2-19 et mgU2-30. (d'apres Tycowski et al, 2004).
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a étre transcrits a partir de leur propre promoteur, puisqu’un autre ARN résident des CBs et
transcrit par ’ARN pol II a ét¢ identifié. En effet, TARN de la télomérase a récemment été

identifié comme un scaARN (Jady et al., 2004).

23. La télomérase

Les télomeéres sont des complexes nucléoprotéiques protégeant 1’extrémité des chromosomes.
IIs sont composés d’une répétition d’ADN double brin en tandem de plusieurs kilobases (10-
30 kb), riche en GT (TTAGGG chez I’homme) et de facteurs protéiques (de Lange, 2005).
Les télomeres se terminent par une extension 3’ simple brin riche en G qui forme une boucle
terminale appelée « T loop », ou les séquences télomériques forment un large cercle Figure
47) (Nikitina and Woodcock, 2004). En effet, le brin 3' sortant des télomeres envahit 'ADN
télomérique double brin adjacent pour s’apparier au brin riche en C (brin précoce ou brin C)
et déplacer le brin riche en G (brin tardif ou brin G) (Figure 48).

Les téloméres empéchent les chromosomes linéaires d’€tre reconnus comme une cassure
d’ADN double brin et les protégent de la dégradation ou de la fusion entre chromosomes. La
réplication de D'extrémité des chromosomes pose un probleéme particulier a la cellule (Figure
49). L’ADN polymérase ne pouvant pas complétement répliquer la fin des chromosomes,
’ADN a lextrémité des chromosomes est progressivement perdu au cours des divisions
cellulaires successives. En effet, on observe un raccourcissement des téloméres au cours des
divisions cellulaires progressives in vitro et au cours du vieillissement cellulaire in vivo.
L’analyse des chromosomes a montré que pres de 200 pb d’ADN sont perdues a chaque
division cellulaire. La perte des télomeres conduit a une instabilit¢é génomique due a la fusion
des chromosomes et des événements de recombinaisons anarchiques. Les cellules somatiques
normales de mammiféres proliferent jusqu’a un nombre limite de divisions pour entrer en
sénescence réplicative. Les cellules qui échappent a la sénescence réplicative continuent alors
a se diviser jusqu’a «la crise » qui se caractérise par une mort cellulaire massive déclenchée
par un raccourcissement critique des télomeres qui ne peuvent alors plus protéger I’extrémité
des chromosomes. De rares cellules peuvent échapper a la crise et maintenir la longueur de
leurs télomeéres en activant le mécanisme ALT (Alternative Lengthening of Telomeres) ou la
télomérase. Cette activation conduit a une capacité¢ réplicative illimitée. Le mécanisme ALT
est souvent responsable de I’¢longation des télomeres par des systtmes de recombinaison

faisant intervenir les complexes impliqués dans la réparation de I’ADN lorsque les cellules ne
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Figure 47 : Visualisation d'une "T loop" par microscopie électronique d'une préparation
d'érythrocyte de poulet. La chromatine a été fixée au glutaraldéhyde dans du NaCl 5 mM (A)

et 25 mM (B et C). L'augmentation de la force ionique conduit & la compaction de la chromatine.
La fleche indique la jonction de la boucle a I'extrémité de I'ADN. (d'apres Nikitina and

Woodcock, 2004).

Figure 48 : Structure schématique d'une "T loop". L'extrémité 3' sortante envabhit le duplexe
télomérique adjacent formant alors une "D loop". La taille des "T loops" est variable.

(d'apres de Lange, 2005).



possedent pas d’activit¢ télomérase. La télomérase est une ADN polymérase ARN-
dépendante qui synthétise les séquences télomériques a I’extrémité des chromosomes Figure
50). L’activité¢ de la télomérase est absente dans la majorit¢ des cellules somatiques normales
alors qu’elle est présente dans plus de 90% des cancers. Il a cependant été démontré que
certaines cellules humaines normales, telles que les cellules a haut potentiel réplicatif comme
les kératinocytes et les lymphocytes posseédent une activité télomérase notable. Les cellules
souches et les cellules germinales possédent également une activité télomérase qui leur
permet d’assurer leurs fonctions dans le renouvellement de tissus et dans la reproduction,
respectivement. Par contre, il a récemment ¢ét¢é mis en évidence que les fibroblastes possédent
une activité¢ télomérase qui joue un role important dans le controle du potentiel réplicatif des
cellules (Masutomi et al., 2003). La télomérase est un large complexe d’environ 1000 kDa
constitu¢é de deux composants essentiels: I’ARN de la télomérase ou hTR (human
Telomerase RNA) qui sert de matrice pour la synthése de I’ADN télomérique et I’enzyme
reverse transcriptase hTERT (human TElomerase Reverse Transcriptase). L’association de

hTERT et hTR constitue le complexe télomérase actif minimal (Beattie et al., 1998).

23.1. Les télomeres

Plusieurs protéines associées aux télomeres ont été caratérisées. Elles régulent la longueur des
téloméres et la formation des "T loops". Elles sont au nombre de six et ont été baptisées
"shelterin" par Titia de Lange Figure 51 et 52) (de Lange, 2005). Les protéines spécifiques
de I'ADN télomérique double brin, TRF1 et TRF2 (telomeric repeat binding factor 1 et 2) sont
des acteurs importants, voire principaux de cette régulation, qui agissent sous forme de
diméres. Elles possédent deux motifs de liaison a ’ADN double brin spécifiques de la
séquence 5’-YTAGGGTTR-3’ (Y=pyrimidine, R=purine). Les autres shelterin, TIN2 (TRFI-
interacting protein 2) et Rapl (repressor activator protein 1), interagissent en double-hybride
avec TRF1 et TRF2, respectivement, alors que TPP1/PIP1 (POT]1-interacting protein 1)
interagit avec TIN2. POT1 (protection of telomeres 1) est la plus conservée des shelterin et
s’associe spécifiquement a la séquence simple brin 5°-(T)TAGGGTTAG-3’. L’association de
TRF1, TRF2 et POT1 a ainsi une haute capacit¢ de reconnaissance des télomeres avec cing
motifs de liaison a ’ADN qui leurs permettent de distinguer les téloméres de tout autre
extrémit¢ d’ADN. Ces six protéines peuvent former un seul et méme complexe qui est

abondant a DIextrémité des chromosomes et s’associe tout au long du cycle cellulaire aux
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opposite directions
@} Finally only one primer (pink) remains ¥ -
on each daughter DNA molecule B’ 3
3 l 5
(8) The last primers are removed by a g: 5 ¥
§—=3' exonuclease, but no DNA b
polymerase can fill the resulting gaps Gap Gap
because there is no 3'-0H available ? b o
to which a nucleotide can be added 3 l 5
5 )
- 5
5' 3
¥ 5
(4) Each round of replication generates l
shorter and shorter DNA molecules l
L 3
3! 5!
& 3
3 .3

Figure 49 : Représentation du probléme de réplication de I'extrémité des chromosomes. Pour une moléci
d'ADN linéaire, la machinerie "classique” de réplication de 'ADN est incapabtpliquer I'extrémité des
chromosomes. Par conséquent, apres chaque cycle de réplication, les niiEDMese raccourcissent un

peu plus. Les brins parentaux sont représentés en noir, les brins nouvedignigtiisés en bleu et les
amorces d'ARN en rose. Le brin tardif est représenté en bleu clair et le brin prébtesefoncé. Ainsi
chaquebrin nouvellement synthétisé est un brin précose a une extrémité et un bria tatdie extrémite.

Pour plugde simplicité, seule une fourche de réplication est représentée. (d'aprés Addison Wesley Longm
Inc, chapitre 17, 1999).



télomeres. Les shelterin déterminent la structure des télomeres. Elles contrdlent le recrutement
de la télomérase qui requiert en particulier I’activitt de POT1 (Figure 53). De facon
importante, les shelterin interagissent également avec de nombreux facteurs impliqués dans la
réparation de I’ADN. Elles doivent alors empécher les télomeres d’étre reconnus comme un
dommage a ’ADN et les préserver de recombinaisons indésirables conduisant a la fusion des
chromosomes ou encore a la perte des télomeres qui seraient alors délétaire pour la cellule.

Le modele de protection des télomeres proposé est le suivant : plus les télomeres sont longs et
plus ils sont «recouverts» par les shelterin qui bloquent I’accés des nucléases et de la
télomérase. Lorsque les télomeres atteignent une longueur critique, les shelterin ne sont plus
suffisamment nombreuses pour protéger I’extrémité des chromosomes qui adopte alors une
forme «ouverte », notamment accessible a la télomérase ou aux facteurs impliqués dans la

recombinaison (de Lange, 2005) (Figure 53).

23.2. hTERT

23.2.1. Sa découverte et son activité

L’activité reverse transcriptase de la télomérase a été mise en évidence en 1985 par Greider et
Blackburn chez le cili¢ Tetrahymena (Greider and Blackburn, 1985). Ce n’est que dix ans
plus tard que I’enzyme responsable de cette activité a été découverte (Lingner and Cech,
1996). La sous-unité catalytique de la télomérase a initialement été purifieée biochimiquement
chez Euplotes aediculatus et alors nommée p123 (Lingner et al., 1997). Elle contient un motif
reverse transcriptase homologue a celui de la protéine de levure Est2p. L’analyse de la
séquence de pl123 a permis d’identifier I’ADNc codant pour I’homologue humain de la sous-
unité catalytique de la télomérase, hTERT, une protéine de 1132 acides aminés (Harrington et
al., 1997b; Kilian et al., 1997; Meyerson et al., 1997; Nakamura et al., 1997). Depuis, TERT a
¢té identifiée chez de nombreux autres organismes tels que d’autres ciliés, les protozoaires, un
nématode et les plantes. Toutes ces sous-unités catalytiques contiennent, dans leur région G
terminale, les motifs RT (Reverse Trancriptase) conservés et communs a toutes les reverse
transcriptases. Cependant, hTERT différe des autres reverse transcriptases dans la mesure ou
elle reste stablement associée a hTR. En effet, la plupart des TERT possedent dans la région
N-terminale des motifs essentiels a leur liaison & TR (Bryan et al., 2000; Friedman and Cech,

1999; Kelleher et al., 2002; Xia et al., 2000).
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Figure 50 : Représentation de I'extrémité d'un chromosome humain constituée des répétitions
télomériques TTAGGG. Le complexe télomérase (TR en rose + TERT en bleu) permet
I'élongation du brin G. TR sert de matrice a la reverse transcriptase TERT qui synthétise
I'extrémité 5'-3' des télomeres. Les télomeres s'étendent sur plusieurs kb (10-30) et possede
un brin G 3' sortant de plus de 100 nts.

Figure 51 : Représentation des six sous-unités du complexe shelterin positionnées
au niveau d'un télomere.

‘ TRF1+ other factors

‘ TRF2 + other factors

Figure 52 :Modele spéculatif de formation des "T loops". TRF1 a la capacité de courber I'ADN
télomérique et TRF2 peut former une "T loapVitro. (d'aprés de Lange, 2005).



De nombreuses expériences chez ’homme et chez la levure S. cerevisiae indiquent que la
télomérase est un complexe contenant plus d’une sous-unit¢ catalytique et plus d’une
molécule d’ARN (Le et al., 2000; Moriarty et al., 2002) (Ly et al., 2003). En effet, le poids
moléculaire natif de la télomérase humaine recombinante (600 kDa) correspond a un dimere
(Wenz et al., 2001). La t¢lomérase humaine semble cnc fonctionner in vivo sous forme de
dimere ou de multimére (Beattie et al., 2001). Cependant, chez Tetrahymena, un monomere
de la tlomérase (un TR + un TERT) est suffisant pour obtenir une activité catalytique de la
particule (Bryan et al., 2003).

Plusieurs autres protéines s’associent a hTERT, et parmi elles des protéines chaperons telles
que p23 ou Hsp90, essentielles a I’assemblage d’une particule active, la protéine 14-3-3 qui
semble impliquée dans la rétention nucléaire de hTERT et la protéine TEPI1 (telomerase-
associated protein 1) (Harrington et al., 1997a; Holt et al., 1999; Seimiya et al., 2000). Les
protéines 14-3-3 et TEP1 ne sont pas essentielles a I’activité télomérase in vivo et in vitro.
L’expression de TERT est régulée aux niveaux transcriptionnel et post-transcriptionnel. Bien
que la transcription de hTERT soit faible dans de nombreux tissus humains, elle est réactivée
dans de nombreuses cellules cancéreuses. Des modifications post-traductionnelles, telles que

la phosphorylation de hTERT ont également éte observées lors de [’activation des

lymphocytes T.

23.2.2. Sa localisation nucléaire

La détection de hTERT endogene ou étiquetée par une protéine fluorescente dans des cellules
humaines montre une localisation nucléaire dépendante du cycle cellulaire (Tomlinson et al.,
2006; Yang et al, 2002b). Yang et collaborateurs observent que 80% des cellules qui
expriment de fagon stable YFP-hTERT montrent une localisation nucléaire de hTERT, une
exclusion du nucléole pour 10% d’entres elles alors qu’environ 6% des cellules présentent
une localisation nucléolaire. D’aprés Yang et collaborateurs, hTERT posséde un signal de
localisation nucléolaire (NoLE pour Nucleolar Localisation Element) situé au niveau des 15
premiers acides aminés de la protéine (Yang et al., 2002b). La mutation de ce NoLE empéche
la localisation nucléolaire de hTERT ainsi que son association avec hTR, conduisant a une
perte de Dactivité télomérase (Yang et al., 2002b). Dans une autre étude utilisant la méme
stratégie, Etheridge et collaborateurs détectent une localisation majoritairement nucléolaire de
hTERT, indépendante de sa liaison avec hTR (Etheridge et al., 2002). Ils déterminent que le
NoLE est contenu dans la région d’interaction avec hTR (326-620). L’ARN hTR étant
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Figure 53 :Modele de régulation de la longueur des télomeéres par le complexe shelterin. Plus les télomeéres
sont longs, plus ils sont recouverts par le complexe shelterin qui permet a davantage de protéines POT1 de
couvrir I'extrémité 3' sortante des téloméres. C'est cette association télomére-POT1 qui semble responsabl
du blocage de I'action de la télomérase. A droite, est représenté un télomere plus court, possédant moins ©
shelterin. Dans ce cas, beaucoup moins de protéines POT1 peuvent recouvrir I'extrémité 3' sortante qui
devient alors accessible a la télomérase. La forte concentration de POT1 au niveau des télomeres (par
surexpression des shelterin) augmente les chances de blocage de la télomérase et conduit par conséquen
au raccourcissement des télomeres. L'inhibition des shelterin, ou un mutant de POT1 qui ne se lie plus a
I'ADN simple brin, réduisent les chances de blocage de la télomérase conduisant a I'élongation des télomel
(d'aprés de Lange, 2005).



¢galement détecté dans le nucléole, il apparait possible que I’assemblage ou & maturation de
la télomérase ait lieu dans le nucléole.

D’autre part, 1’équipe de Kathleen Collins montre que la localisation intranucléaire de hTERT
dépend non seulement du cycle cellulaire mais également de «l’état » de la cellule (Wong et
al., 2002). En effet, dans des cellules en culture primaire, GFP-hTERT s’accumule dans le
nucléole en phase G1/S et en est exclue en S/G2. Par contre, dans des cellules tumorales ou
transformées, hTERT est complétement exclue du nucléole (Wong et al., 2002). On peut alors
penser que cette «séquestration» nucléolaire avant la phase de réplication de I’ADN
empéche un accés indésirable de la télomérase a la chromatine dans des cellules normales.
Les cellules tumorales ou transformées, quant a elles, ont un potentiel d’élongation des
télomeres plus important qui nécessite un large pool de télomérase active et accessible. De
plus, en réponse aux dommages a ’ADN, les cellules tumorales montrent une accumulation
nucléolaire de hTERT (Wong et al., 2002). Cette localisation nucléolaire pourrait alors
permettre une séquestration de la télomérase pendant la phase de réparation de I’ADN afin de
I’éloigner de la chromatine endommagée et d’éviter ainsi une activit¢ anarchique de la
télomérase (Wong et al., 2002). Plus tard, Khurts et collaborateurs ont montré que la
localisation nucléolaire de hTERT dans des cellules normales était corrélée a une interaction
avec la nucléoline (Khurts et al., 2004). Chez la levure S. cerevisiae, Est2p surexprimée
s’accumule dans le nucléole et diffuse a travers tout le noyau lorsque TLCl (ARN de la
télomérase chez S. cerevisiae) est également surexprimé (Teixeira et al., 2002). Teixeira et
collaborateurs montrent donc que le complexe télomérase actif Est2p-TLC1 est
nucléoplasmique (Teixeira et al, 2002). La protéine nucléolaire PinXlp, initialement
identifi¢e comme une protéine interagissant avec Pin2/TRF1, se lie @ hTERT et inhibe
Pactivité télomérase (Zhou and Lu, 2001). De plus, Lin et Blackburn ont montré que Est2p
peut former un complexe inactif contenant PinXIp mais pas TLC1 (Lin and Blackburn,
2004). Elles montrent que la surexpression de PinXIp conduit & un raccourcissement des
télomeres et a une diminution de I’activité télomérase in vitro. PinX1p et TLC1 sont en
compétition quant a leur association avec Est2p (Lin and Blackburn, 2004). Ainsi, il semble
que PinXlp contrdle la navette nucléole-nucléoplasme de TERT et soit responsable de sa
séquestration nucléolaire sous sa forme inactive (Lin and Blackburn, 2004).

La signification biologique de cette localisation nucléolaire de hTERT reste trés hypothétique.
Cependant, on peut penser que cette localisation correspond, tout du moins dans certains cas,

a une séquestration de hTERT sous sa forme inactive permettant de réguler son accés aux
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Figure 54 : Localisation nucléaire de hTERT. A. Localisation nucléolaire de hTERT en début de phase S.
La localisation de hTERT (en rouge) est superposée a la visualisation de la cellule en contraste de phase
(a droite). B. hTERT s'accumule au niveau des télomeéres en milieu de phase S. hTERT (en rouge) co-loc
avec certains téloméres visualisés par TRF1 (en vert). (d'aprés Tomlinson et al, 2006).



télomeres. Il est également envisageable que le nucléole soit un lieu de maturation ou
d’assemblage de la télomérase.

Tomlinson et collaborateurs montrent que hTERT endogéne réside dans des foci
subnucléaires qui ne correspondent ni aux nucléoles, ni aux CBs ou aux télomeres (Tomlinson
et al.,, 2006) (Figure 54). En début de phase S, une fraction de hTERT s’associe au nucléole
pour s’accumuler au niveau des télomeres en milieu de phase S. hTERT se trouve alors dans
des foci adjacents aux CBs (Tomlinson et al, 2006) (Figure 54). La méme équipe a
également montré une co-localisation de GFP-hTERT et de la coiline qui suggere une réelle

association de hTERT avec les CBs (Zhu et al., 2004).

23.3. hTR

Chez I’homme, hTR s’exprime dans tous les tissus. C’est un ARN de 451 nts, transcrit par
I'ARN pol II et contenant un domaine H/ACA en 3'. Comme les snARNs du spliceosome
transcrits par I’ARN pol II, hTR posseéde une coiffe triméthylée en 5° (Jady et al., 2004). Chez
la levure S. cerevisiae 'ARN de la télomérase, TLCI1, est beaucoup plus long (1,2 kb) et ne
contient pas de domaine H/ACA, mais un domaine Sm en 3" Il est également transcrit par
I’ARN pol II, possede une coiffe triméthylée et est associé¢ aux protéines Sm. La taille de TR
varie énormément selon les especes (de 148 a 209 nts chez les cili¢s, de 382 a 559 nts chez les
vertébrés). Des comparaisons phylogénétiques ont néanmoins permis de mettre en évidence

une structure conservée de TR importante pour sa fonction (Chen et al., 2000) (Figure 55).

23.3.1. Structure et fonction de hTR

Chez les vertébrés, TR possede trois domaines structuraux conservés (CR pour conserved
region) : le domaine matrice/pseudo-nceud (CRI1-CR2/CR3), le domaine CR4-CRS, et le
domaine H/ACA (CR6/CRS8) qui contient le domaine CR7 Figure 55) (Chen et al., 2000).
Tous ces domaines doivent étre impliqués dans des interactions avec TERT ou d’autres
protéines faisant partie du complexe télomérase. C’est ce que confirme I’analyse structurale in
vitro et in vivo de hTR qui montre également que le domaine CRI1 reste accessible aux
modifications et aux nucléases et n’est par conséquent pas associ¢ de facon stable a une
protéine (Antal et al., 2002). Le domaine matrice/pseudo-nceud contient la région servant de
matrice a la synthése d’ADN télomérique et un domaine en pseudo-nceud conservé, essentiels

a lactivité télomérase in vitro et in vivo (Bachand and Autexier, 2001; Martin-Rivera and
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Figure 55 : Structure secondaire de hTR. Les 3 motifs conservés sont encadrés en pointillés : le domaine
matrice/pseudo-noeuld domaine CR4-CR5 et le domaine scaARN. Les mutations de hTR identifiees
chez des patientdteints de DC ou de AA (Aplastic Anemia), un autre syndrome touchant la moélle
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Blasco, 2001). La tige boucle du domaine CR4-CRS est requise pour l’interaction avec
hTERT et par conséquent pour I’activité¢ de la télomérase (Bachand and Autexier, 2001; Chen
et al.,, 2002; Mitchell and Collins, 2000). Il a ét¢ montré que la partiec 5° de hTR (domaine
CR1-CR2/CR3) s’associe également a hTERT (Bachand and Autexier, 2001; Mitchell and
Collins, 2000). Le domaine 3’ de hTR a suscité beaucoup d’intérét depuis qu’il a ét¢ identifié
comme ¢étant un domaine H/ACA (Mitchell et al., 1999a) (Figure 55 et 56). Le motif H/ACA
est a la fois important pour la stabilit¢ de hTR et pour sa maturation en 3’ (Mitchell et al.,
1999a). 1l peut également étre nécessaire a I’activité de la télomérase in vivo dans la mesure
ou le remplacement du domaine H/ACA de hTR par le snoARN H/ACA U64 abolit ’activité
télomérase (Mitchell et al., 1999a; Mitchell and Collins, 2000). Le domaine H/ACA de hTR
correspond davantage a un scaARN qu’a un snoARN puisqu’il posséde un signal de
localisation dans les CBs (CAB box pour Cajal body box ou boite CAB) au niveau du
domaine CR7 (Figure 55 et 56) (Jady et al., 2004; Richard et al., 2003). Il serait donc
intéressant de remplacer le domaine H/ACA de hTR par un scaARN comme U92 plutdt que
par le snoARN U64.

La mutation du domaine CR7 n’affecte pas I'interaction de hTR avec hTERT (Bachand and
Autexier, 2001). Le méme résultat a ét¢ obtenu aprés la mutation de la boite ACA de hTR
(Bachand and Autexier, 2001). Ainsi, les motifs H/ACA et le domaine CR7 semblent avoir
des roles spécifiques, nécessaires a I’activité de la télomérase in vivo (Mitchell et al., 1999a;
Mitchell and Collins, 2000). En effet, Fu et Collins ont montré que le domaine CR7 est
essentiel a h stabilit¢ de hTR (Fu and Collins, 2003). La boite CAB du domaine CR7 de hTR
n’est quant a elle ni impliquée dans la stabilité, ni dans ’activité in vitro de la télomérase (Fu
and Collins, 2006; Jady et al., 2004).

Méme si la séquence primaire et la taille de TR chez les cili¢s, les vertébrés et la levure, sont
tres variables, il émerge une structure bien conservée et essentielle a Iactivit¢ de la

télomérase (Figure 57) (Chen and Greider, 2004a).

La structure de hTR et plus particulicrement son domaine H/ACA, auquel s’associe
notamment la pseudouridine synthase, la dyskérine, pourrait suggérer son implication dans
des pseudouridylations d’'un ou plusieurs ARNs cibles (voire paragraphe 23.3.2, page 62).
Cependant les séquences des poches de pseudouridylation potentielles de hTR ne semblent
pas posséder les séquences anti-sens dun quelconque ARN. D’autre part, leur position par
rapport aux boites H et ACA ne confére pas une structure favorable a ’ARN pour étre un

guide de modification opérationnel (Figure 56) (Antal et al., 2002; Chen et al., 2000).
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Figure 56: Structure secondaire prédite du domaine H/ACA de hTR.
Les boites H et ACA sont encadrées. Les nucléotides correspondant
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L’ARN hTR joue un rdle central dans la fonction de la télomérase, puisqu’il sert de matrice a
la reverse transcriptase hTERT. Il semble que cette fonction implique la dimérisation de hTR
au sein de la particule active (Ly et al., 2003; Wenz et al., 2001). En effet, Wenz et
collaborateurs ont montré, aprés purification d’'un complexe télomérase recombinant, que la
télomérase contient deux molécules d’ARN dans chaque RNP, qui semblent coopérer pendant
I’élongation des télomeres (Wenz et al., 2001). Ly et collaborateurs avaient proposé¢ que la
dimérisation de la télomérase implique une interaction entre deux molécules hTR au niveau
du domaine P3 conduisant a la formation d’un «trans-pseudo-noeud » (Figure 55 et 57) (Ly
et al,, 2003; Wenz et al., 2001). Chen et Greider ont derni¢rement montré que I’activité
télomérase in vitro ne nécessitait pas une dimérisation inter-moléculaire de hTR et proposent
plutdt que la structure en pseudo-nceud de hTR reste stable pendant 1’¢élongation des télomeres

(Chen and Greider, 2005).

23.3.2. Les protéines associées a hTR

De nombreux composants protéiques autres que hTERT interagissent avec hTR. On trouve
parmi eux des facteurs impliqués dans divers processus tels que la biogenése de la télomérase,
son trafic intra-cellulaire et son activité.

Bachand et collaborateurs ont montré que la protéine SMN s’associe avec la télomérase
catalytiquement active (Bachand et al., 2002). Il a derniérement ét¢ montré que les CBs jouent
sGrement un role dans la biogenese ou la fonction de la télomérase (Jady et al., 2004; Zhu et
al., 2004). SMN s’accumule également dans les CBs/gems ou elle semble jouer un role dans
I’assemblage des snRNPs du spliceosome et des snoRNPs. Ainsi, il se peut que SMN soit
¢galement impliquée dans I’assemblage de la particule télomérase dans les CBs. Puisque
SMN interagit avec les protéines Sm, il est envisageable que les protéines Sm s’associent a
hTR, comme c’est le cas pour TLCI. C’est d’ailleurs ce que nous prouve Kathleen Collins
dans des travaux trés récents ou elle montre qu’une fraction de hTR est co-précipitée par
certaines protéines Sm (Fu and Collins, 2006). Cependant, les travaux de Bachand et
collaborateurs, ainsi que ceux de Lukowiak et collaborateurs, montrent au contraire que les
protéines Sm ne sont associées ni @ hTR, ni a hTERT (Bachand et al., 2002; Lukowiak et al.,
2001). hTR ne s’accumulant pas dans les gems, si la protéine SMN est impliquée dans la
biogenese de la télomérase, c’est seulement lorsqu’elle est associée aux CBs (Zhu et al.,

2004).
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(d'apres Chen et Greider, 2004).



Comme le laissait prévoir la structure canonique du domaine H/ACA de hTR, la dyskérine,
Nhp2, Nopl0O et Garl font partie de la RNP hTR (Dez et al., 2001; Dragon et al., 2000;
Mitchell et al.,, 1999b; Pogacic et al., 2000). hTR est en effet un compétiteur spécifique de
I’assemblage de la particule HHACA U17 (Dragon et al., 2000). Il semble d’autre part que la
biogenése de hTR ait d’autres points communs avec les sno/scaRNPs puisqu’il s’associe
¢galement a la protéine Nafl qui est également requise pour son accumulation (Hoareau-
Aveilla et al., 2006).

Les autres protéines associées a hTR sont impliquées dans la biogenese de la télomérase a des
niveaux trés variés incluant ’assemblage, le transport ou la régulation de la particule. Parmi
elles, on trouve les protéines aux fonctions inconnues, hStau, L22, TEP1 (telomerase-
associated protein 1) ou encore la protéine Ku, également impliquée dans la réparation de

I’ADN (Harrington et al., 1997a; Le et al., 2000) (Ting et al., 2005).

23.3.3. Sa localisation nucléaire

Chez la levure S. cerevisiae, il semble que TLCI peut transiter par le cytoplasme, qui pourrait
alors étre un lieu important pour la biogenese de la télomérase (Teixeira et al., 2002). En effet,
TLCI s’associe aux protéines Sm et bien qu’il n’ait toujours pas ét€ mis en évidence que les
snARNs de levure transitent par le cytoplasme au méme titre que les snARNs chez les
Eucaryotes supérieurs, il se peut que cette association permette 1'import nucléaire de TLCI.
D’autre part, le transcrit résultant de la fusion d’'une ORF avec TLCI est correctement traduit
(Teixeira et al., 2002). La surexpression de TLCI ne montre pas une accumulation nucléolaire
mais plutdt une distribution nucléaire homogeéne (Teixeira et al., 2002). Le complexe
télomérase actif comprenant TLC1 serait donc nucléoplasmique. hTR radio-marqué montre,
contrairement au snARN Ul ou U5, une rétention nucléaire méme 8 heures aprés injection
dans des noyaux d’ovocytes de Xénope (Lukowiak et al., 2001). Il semble donc qu’il n’existe
pas de phase cytoplasmique de TR chez les vertébreés.

Quelques travaux rapportent une localisation nucléolaire d’une fraction de hTR (Lukowiak et
al., 2001; Mitchell et al., 1999a; Narayanan et al., 1999a). On ne peut en effet pas
complétement exclure cette possibilité, mais hTR endogéne ne peut pas étre visualisé dans le
nucléole par des techniques d’hybridation in sifu (Tomlinson et collaborateurs rapportent une
localisation de hTR a la périphérie du nucléole (Tomlinson et al., 2006)). hTR se trouve en

effet dans la fraction nucléoplasmique de cellules HelLa, mais co-localise avec le marqueur
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(d'apres Jady et al, 2004).



des CBs, la coiline et apparait exclu du nucléole (Jady et al., 2004; Zhu et al., 2004) (Figure
58). Cette accumulation dans les CBs est dépendante du cycle cellulaire puisque c’est en
phase S qu’elle apparait la plus importante (Jady et al., 2004). D’aprés Boulon et
collaborateurs, cette localisation pourrait dépendre de la protéine PHAX qui s’associe a une
fraction de hTR (Boulon et al., 2004). D’aprés Zhu et collaborateurs, cette localisation est
spécifique des cellules cancéreuses puisque hTR n’est pas détectable dans des cellules
somatiques en culture primaire (Zhu et al., 2004). De plus, Jady et collaborateurs ont montré
que la partie 3’ de hTR était un scaARN qui possede une boite CAB (Jady et al., 2004;
Richard et al., 2003) (Figure 58). Il est alors envisageable que la méthyl transférase Tgsl,
résidant dans les CBs et interagissant avec SMN, soit responsable de I’hyperméthylation de
hTR (Verheggen et al., 2002). Cependant, les récents travaux de Fu et Collins montrent que la
mutation de la boite CAB de hTR conduisant a sa relocalisation dans le nucléole n’abolit pas
I’immunoprécipitation de hTR par un ant-corps anti-TMG (Fu and Collins, 2006).

Les travaux de Tomlinson et collaborateurs confirment une localisation de hTR
majoritairement dans les CBs, trés dynamique au cours du cycle cellulaire de cellules HeLa.
IIs observent cependant un changement dans la distribution subnucléaire de hTR au cours de
la phase S, dans un certain nombre de cellules (Tomlinson et al., 2006). Il décrivent en effet
une distribution en anneau de hTR, qui co-localise avec la coiline et qui correspond a la
périphérie du nucléole, en début de phase S. Ils proposent donc que les CBs contenant hTR
s’associent a la périphérie du nucléole en début de phase S pour ensuite s’associer aux

télomeres en milieu de phase S (Tomlinson et al., 2006) (Figure 59).
Les travaux de I’équipe de MP. Terns et de notre équipe suggerent que les CBs délivrent la

télomérase a une sous-population de télomeres pendant la phase S du cycle cellulaire (Jady et

al., 2006; Tomlinson et al., 2006) (voir résultats paragraphe I, page 83).
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Figure 59 :Modéle de régulation du trafic intra-nucléaire de la télomérase au cours de la phase S.

Les fleches indiquent un trafic potentiel de la télomérase. Avant la phase S, hTR et hTERT sont

dans des structures intranucléaires différentes : hTR dans les CBs et hTERT dans des foci nucléo-
plasmiques distincts des CBs. En début de phase S, hTR et hTERT peuvent s'associer au nucléole,
dans des compartiments distincts. hnTERT montre une distribution a travers tout le nucléole alors

gue hTR se localise dans les CBs, souvent associés a la périphérie du nucléole. En milieu de phase S,
hTR et hTERT se retrouvent dans les CBs ou dans des foci associés aux CBs. Cette co-localisation
semble précéder leur association avec les télomeres. (d'apres Tomlinson et al, 2006).



23.4. La dyskératose congénitale

La dyskératose congénitale (DC) est une maladie héréditaire rare qui résulte de la mutation
d’un des composants de la télomérase. L’absence d’activité télomérase provoque une
altération de la longueur des télomeres et des fonctions télomériques dans les cellules des
malades. La DC se caractérise notamment par des atteintes cutanées (troubles de la
pigmentation de la peau), une dystrophie des ongles et une leucoplasiec des muqueuses. Les
complications incluent une fibrose pulmonaire, des problémes intestinaux, ainsi qu’une forte
prédisposition au cancer (peau, muqueuses, cesophage, lymphomes) (Artandi et al., 2000;
Collins and Mitchell, 2002; Kim et al, 1994; Rudolph et al, 2001). La DC atteint

essentiellement des tissus a renouvellement rapide.

23.4.1. La forme liée au chromosome X

La DC est un syndrome qui est le plus couramment li¢ au chromosome X, impliquant le gene
DKC1 (Heiss et al., 1998). DKCI1 code pour la dyskérine, composant structural essentiel des
sno/scaRNPs et de la télomérase. Des expériences montrent que les cellules de patients
atteints par la DC ont un défaut d’accumulation de hTR, ainsi qu’une baisse de Iactivité
télomérase corrélée a un raccourcissement des télomeres (Mitchell et al., 1999b). De plus, des
expériences chez la souris ont mis en évidence que des mutations de la dyskérine affectent
non seulement la stabilit¢ de hTR, des snoARNs mais aussi le processus de maturation des
pré-ARNr (Mochizuki et al., 2004; Ruggero et al., 2003). Ainsi, la maladie liée a I’X, la plus
sévere, pourrait étre le résultat de plusieurs défauts cumulés et impliqués dans des processus
essentiels de la vie cellulaire. L’analyse du crystal de Cbf5 obtenu par les travaux de Rashid
et collaborateurs a permis de montrer que, bien que les mutations de DKCI1 conduisant a la
DC soient dispersées dans la structure primaire de la protéine (Figure 55), elles se retrouvent
concentrées d’un coté¢ du domaine PUA de la dyskérine (Rashid et al., 2006) (Figure 24). Le
domaine PUA étant prédit pour jouer un role spécifique dans la liaison aux ARNs H/ACA, il
est tout a fait envisageable que ces mutations perturbent la liaison de la dyskérine a hTR

conduisant a une perte de stabilit¢ de hTR et a une baisse de son accumulation nucléaire.
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23.4.2. Les formes autosomales de la maladie

Il existe également des formes de transmission autosomales, dominantes ou récessives, de la
maladie. Les génes impliqués dans la forme autosomale récessive n’ont toujours pas été
identifiés. Des mutations du gene codant pour hTR sont responsables de la forme autosomale
dominante de la maladie (Vulliamy et al, 2001). Ces mutations détruisent des éléments
structuraux importants de hTR et empécheraient des interactions ARN-ARN ou ARN-
protéine fonctionnelles (Theimer et al., 2003). L’¢quipe de K. Collins a expérimentalement
testé les effets de certaines de ces mutations sur Iactivit¢ de la télomérase et la stabilit¢ de
hTR (Fu and Collins, 2003). Les résultats obtenus dans cette étude, complétés par les travaux
de plusieurs autres équipes, montrent que de maniere générale les mutations affectant le
domaine H/ACA dont le domaine CR7 conduisent a des défauts d’accumulation de hTR
corrélés a une perte de lactivité télomérase. Les mutations du pseudo-nceud ou du domaine
CR4-CRS5 ne déstabilisent pas I’ARN mais inhibe I’activit¢ de la télomérase (Fu and Collins,
2003; Theimer et al., 2003) (Figure 60). Apres plusieurs générations, les souris transgéniques
mTR” (mTR pour mouse Telomerase RNA) présentent un phénotype commun aux patients
atteints de DC (Blasco et al.,, 1997). D’autre part Wong et collaborateurs ont derniérement
montré que I’haplo-insuffisance de hTR (Marrone et al., 2004) conduit a un défaut spécifique
d’accumulation de hTR dans les cellules lymphoides de patients atteints de DC (Wong et al.,
2004). Puisque la télomérase agit sous forme dimérique, on peut également penser que la
forme inactive de hTR forme un complexe avec la télomérase active qui se comporte alors

comme un dominant négatif.
Tous ces résultats convergent vers 1'idée que la DC est une maladie résultant majoritairement
de la perte de fonction des télomeres dans des cellules qui ont besoin de proliférer pour un

renouvellement constant de certains tissus.

Pour revue : (Chen and Greider, 2004b)
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24. Conclusion

Tous ces travaux confirment que les CBs jouent un role important dans la dynamique
intranucléaire de nombreuses RNPs. Les CBs apparaissent nettement impliqués dans la
fonction de la télomérase, puisqu’ils semblent réguler I’acces de la télomérase aux télomeres
(Jady et al., 2006; Tomlinson et al, 2006) (voir résultats paragraphe II, page 83).
L’accumulation de hTR dans les CBs peut également signifier qu’ils interviennent dans
I’assemblage ou la maturation de la particule télomérase. En effet, la protéine SMN,
également présente dans les CBs, pourrait faciliter 1’assemblage de la particule active
contenant hTERT. Ainsi, la biogenese et la fonction de la télomérase sont des étapes dont la

dynamique est treés régulée au cours du cycle cellulaire.
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I. SIGNAL DE LOCALISATION DANS LES CAJAL BODIES DES
scaARNS : découverte de Ia boite CAB.

I. 1. Introduction

Les scaARNSs, aussi variées que puissent étre leurs structures, possedent toujours les motifs de
localisation nucléolaire des snoARNSs, c'est-a-dire, les motifs C/D et H/ACA (Figure 46).
Alors, comment ces ARNs, qui ont parfois deux de ces motifs, s’accumulent-ils dans les CBs
plutot que dans le nucléole ? Qu’est-ce qui differe entre les scaARNs et les snoARNs?
Puisque leur structure sont identiques, il apparaissait vraisemblable que leur différence était
d’ordre nucléotidique. C’est dans le but d’identifier une séquence responsable de la
localisation des scaARNs dans les CBs, absente chez les snoARNs, que nous avons entrepris
une étude mutationnelle systématique du scaARN US8S5. Nous avons en fait utilis¢é un scaARN
chimérique, constitu¢é du domaine C/D de U85 et du domaine H/ACA de U64. Cet ARN
chimérique s’accumule alors dans le nucléole. Lorsque la tige boucle apicale 5’ du domaine
H/ACA de U85 remplace la tige boucle apicale 5° de U64, ’ARN chimérique résultant se
comporte alors comme un scaARN et se localise dans les CBs. La tige boucle apicale 5° du
domaine H/ACA de U85 comporte donc un signal de localisation suffisant pour permettre
I’accumulation dans les Cajal bodies. Nous avons, a partir de cet ARN chimérique U85CD-
U85/U64, réduit au maximum la séquence de la tige boucle apicale 5’ de U85, jusqu’a obtenir
le motif minimal responsable de la localisation dans les Cajal bodies, appelé¢ boite CAB (ou

CAB box pour Cajal body box).

I. 2. Résultats

« A common sequence motif determines the Cajal body-specific localization of box H/ACA

scaRNAs »
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Post-transcriptional synthesis of 2’-O-methylated
nucleotides and pseudouridines in Sm spliceosomal
small nuclear RNAs takes place in the nucleoplasmic
Cajal bodies and it is directed by guide RNAs
(scaRNAs) that are structurally and functionally indis-
tinguishable from small nucleolar RNAs (snoRNAs)
directing rRNA modification in the nucleolus. The
scaRNAs are synthesized in the nucleoplasm and
specifically targeted to Cajal bodies. Here, mutational
analysis of the human U85 box C/D-H/ACA scaRNA,
followed by in situ localization, demonstrates that box
H/ACA scaRNAs share a common Cajal body-specific
localization signal, the CAB box. Two copies of the
evolutionarily conserved CAB consensus (UGAG) are
located in the terminal loops of the 5’ and 3’ hairpins
of the box H/ACA domains of mammalian, Drosophila
and plant scaRNAs. Upon alteration of the CAB
boxes, mutant scaRNAs accumulate in the nucleolus.
In turn, authentic snoRNAs can be targeted into Cajal
bodies by addition of exogenous CAB box motifs.
Our results indicate that scaRNAs represent an
ancient group of small nuclear RNAs which are local-
ized to Cajal bodies by an evolutionarily conserved
mechanism.

Keywords: box C/D RNA/box H/ACA RNA/Cajal body/
RNA localization/scaRNA

Introduction

In eukaryotes, most aspects of the nuclear biogenesis of
cellular RNAs can be linked to distinct subnuclear
domains, also called nuclear organelles (Lamond and
Earnshaw, 1998; Misteli and Spector, 1998; Lewis and
Tollervey, 2000). The structural and functional compart-
mentalization of the nucleus requires specific targeting of
many RNAs to their correct destination. Therefore,
intranuclear RNA transport plays a fundamental role in
eukaryotic gene expression. However, in contrast to the
extensively studied nucleo-cytoplasmic RNA transport,
little is known about the principles governing RNA
localization within the nucleus. In this study, we investi-
gate the mechanism directing specific localization of small
Cajal body (CB)-specific RNAs (scaRNAs) to the
nucleoplasmic CBs.

© European Molecular Biology Organization

CBs are evolutionarily conserved nucleoplasmic organ-
elles that contain many protein and ribonucleoprotein
(RNP) factors involved in mRNA and rRNA biogenesis
(Bohmann et al., 1995; Matera, 1999; Gall, 2000; Dundr
and Misteli, 2001; Ogg and Lamond, 2002). The list of
proteins and RNPs detected in CBs includes RNA
polymerase I, II and III subunits, basal transcription
factors, small nuclear RNPs (snRNPs) mediating mRNA
splicing and small nucleolar RNPs (snoRNPs) required for
rRNA modification and nucleolytic processing. CBs,
however, do not contain nascent mRNAs and rRNAs,
indicating that neither synthesis nor processing of these
RNAs occur in this organelle. Instead, the available data
are most consistent with the idea that the major function of
CBs is in maturation, assembly and/or trafficking of
snRNPs, snoRNPs and transcription complexes which
later function in mRNA and rRNA biogenesis in other
nuclear compartments (Gall et al., 1999; Sleeman and
Lamond, 1999; Gall, 2001; Carmo-Fonseca, 2002; Ogg
and Lamond, 2002; Verheggen et al., 2002; Jady et al.,
2003; Stanek et al., 2003).

We recently have demonstrated that an important step of
maturation of spliceosomal snRNPs, namely post-tran-
scriptional modification of small nuclear RNAs (snRNAs),
takes place in CBs (Jady et al., 2003). We found that site-
specific synthesis of 2’-O-methylated nucleotides and
pseudouridines in the RNA polymerase II-synthesized
Ul, U2, U4 and US Sm snRNAs is directed by guide RNAs
that specifically localize to CBs (Kiss, 2001, 2002;
Darzacq et al., 2002; Kiss et al., 2002). Intriguingly, the
scaRNAs are structurally and functionally indistinguish-
able from small nucleolar RNAs (snoRNAs) that direct
2’-O-methylation and pseudouridylation of rRNAs within
the nucleolus (Tollervey and Kiss, 1997; Weinstein and
Steitz, 1999; Bachellerie et al., 2000, 2002; Kiss, 2001;
Filipowicz and Pogacic, 2002; Kiss et al., 2002; Terns and
Terns, 2002). The 2’-O-methylation guide scaRNAs and
snoRNAs feature the conserved box C (RUGAUGA) and
D (CUGA) elements located close to their 5" and 3” ends,
respectively, and also internal copies of these elements,
called C’ and D’ boxes. The 5" and 3’ termini of
2’-O-methylation guide RNAs form a common terminal
core motif that encompasses the C and D boxes. The
pseudouridylation guide snoRNAs and scaRNAs fold into
a common ‘hairpin-hinge-hairpin—tail’ secondary struc-
ture. The single-stranded hinge and tail regions carry the
conserved box H (AnAnnA) and ACA elements which,
together with the basal stem of the 3” hairpin, form the
minimal core structure of box H/ACA RNAs. Both
2’-O-methylation and psedouridylation guide RNAs select
the substrate nucleotides via formation of transient base
pairing interactions with their target RNAs (Kiss, 2001;
Bachellerie er al., 2002; Filipowicz and Pogacic, 2002;
Terns and Terns, 2002; Decatur and Fournier, 2003).
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The box C/D and H/ACA core motifs, through directing
binding of two distinct sets of RNP proteins, play a crucial
role in both accumulation and function of snoRNAs and
scaRNAs. The box C/D snoRNAs are associated with
fibrillarin, Nop58p, Nop56p and 15.5 kDa snoRNP
proteins, while the box H/ACA snoRNAs are complexed
with dyskerin, Nhp2p, Garlp and NoplOp (reviewed in
Filipowicz and Pogacic, 2002; Terns and Terns, 2002;
Decatur and Fournier, 2003). Amongst the snoRNP
proteins, fibrillarin and dyskerin are the catalysts of the
2’-O-methylation and pseudouridylation reactions,
respectively. The box C/D and H/ACA scaRNPs are
believed to contain all of the RNP proteins known to be
associated with box C/D and H/ACA snoRNAs, although
this assumption has been confirmed experimentally only
for fibrillarin and Garlp (Darzacq et al., 2002).

Previous works proved that snoRNAs represent an
excellent model system to obtain insights into the
molecular mechanism underlying intranuclear RNA
targeting. It has been demonstrated that the common box
C/D and H/ACA core motifs, and probably the associated
snoRNP proteins, are the key determinants of the nucleolar
localization of snoRNAs (Lange et al., 1998, 1999;
Samarsky et al., 1998; Narayanan et al., 1999a,b). Since
scaRNAs also contain the box C/D or H/ACA core motif
or, most frequently, both of them (Darzacq et al., 2002),
they would be predicted to accumulate in the nucleolus. In
this study, we demonstrate that box H/ACA scaRNAs
share a common, evolutionarily conserved sequence motif
that is responsible for targeting these RNAs into CBs. We
show that addition of an exogenous CB localization signal
is sufficient to target snoRNAs specifically into CBs and
that authentic scaRNAs can be directed into the nucleolus
by alteration of their CB localization elements.

Results

ScaRNAs are evolutionarily conserved and specific
components of CBs

Although previous fluorescent in sifu hybridization (FISH)
experiments failed to detect scaRNAs outside CBs
(Darzacq et al., 2002; Kiss et al., 2002; Jady et al.,
2003), we cannot exclude the possibility that a portion, or
even the majority of scaRNAs are dispersed in the
nucleoplasm, as has been demonstrated for p80-coilin,
the commonly used marker protein of CBs (Andrade et al.,
1991). To test this possibility, we performed cell fraction-
ation experiments, taking advantage of the recently
reported CB purification protocol of the Lamond labora-
tory (Lam et al., 2002). Nuclei of human HeLa cells were
disrupted and fractionated into nucleolar, nucleoplasmic
and CB fractions by differential centrifugation (see
Materials and methods). RNA was extracted from each
fraction and the distribution of the U85 scaRNA and, as a
control, the nucleoplasmic U2 spliceosomal snRNA and
the nucleolar U3 snoRNA was determined by RNase A/T1
protection analysis (Figure 1A). We found that the U85
scaRNA co-purified with the CB fraction (lane 5), and it
was hardly detectable in the nucleoplasmic (lane 3) and
nucleolar (lane 4) fractions. As expected, the U2 snRNA
and U3 snoRNA accumulated predominantly in the
nucleoplasm and nucleolus, respectively. These results
indicate that U85 and perhaps all scaRNAs are tightly
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Fig. 1. U85 scaRNA is a specific molecular marker for CBs in both
human and Drosophila cells. (A) Human U85 scaRNA co-purifies with
CBs. Nuclei (Nu) of human HeLa cells were subfractionated into
nucleoplasmic (Np), nucleolar (No) and CB fractions (Lam et al.,
2002). RNA extracted from each fraction corresponding to 5 X 100
cells was mapped by RNase A/T1 protection by using an excess of
sequence-specific antisense RNA probes as indicated on the right.
Protected RNAs were separated on a 6% sequencing gel. Lane C, con-
trol mapping with E.coli tRNA. Lane M, size markers in nucleotides
(Haelll- and Tagl-digested pBR322). (B) In situ localization of
Drosophila U85 scaRNA. Drosophila Schneider II cells were hybrid-
ized with fluorescent oligonucleotide probes specific for the U85
scaRNA (dU85), U2 snRNA (dU2) and U3 snoRNA (dU3). CB-like
structures are indicated by open arrowheads. Nuclei were visualized by
DAPI staining. Scale bar, 5 pm.

associated with CBs and, in contrast to the other known
components of CBs, are not present in other nuclear
compartments.

Thus far, scaRNAs have been demonstrated to exist
only in mammalian cells (Darzacq et al., 2002; Kiss et al.,
2002). Since CBs or CB-like structures have been found in
many species, including amphibians, insects and plants
(Gall, 2000), scaRNAs may not be confined to mammalian
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Fig. 2. The box H/ACA domain is essential for CB-specific localization of human U85 C/D-H/ACA scaRNA. (A) Computer-predicted two-
dimensional structures of the human U85 scaRNA (black) and U64 box H/ACA snoRNA (blue) and schematic structures of the box C/D domain of
U85 (U85CD) and the USCD-U64 chimeric RNAs. Positions of the conserved C, D, H and ACA box elements and the relevant restriction sites are
indicated (B, Bg/II; K, Kpnl). (B) Schematic structure of the pCMV/globin expression cassette. The test RNA genes (open arrow) were inserted into
the second intron of the human B-globin gene that had been placed under the control of the cytomegalovirus promoter (CMV). The exons (E1, E2 and
E3) and the polyadenylation site (PA) of the globin gene as well as the SP6 promoter used to transcribe antisense RNA probes are indicated. Relevant
restriction sites are shown (H, HindIll; C, Clal; X, Xhol). (C) In situ localization of transiently expressed human U85 scaRNA, the box C/D domain
of U85 (U85CD) and the USS5CD-U64 composite RNA in HeLa cells. The RNAs were detected by sequence-specific fluorescent oligonucleotide
probes (see Materials and methods). CBs were detected by an anti-coilin antibody and nucleoli were visualized by co-expression of GFP-tagged
fibrillarin (fibrillarin). Nuclei were visualized by DAPI staining. A CB accumulating U85CD is indicated by an open arrow. Scale bar, 10 um.

cells. We previously have identified a functional homo-
logue of the human U85 scaRNA in Drosophila melano-
gaster (Jady and Kiss, 2001). Here, to determine the
intracellular localization of Drosophila U85 (dUS8S), we
used in siru fluorescent microscopy (Figure 1B).
Hybridization of Drosophila Schneider II cells with a
dU85-specific fluorescent oligonucleotide probe showed
that dU85 concentrates within one or, less frequently, two
discrete dot-like nucleoplasmic domains. Probing the same
cells with a fluorescent oligonucleotide complementary to
the Drosophila U3 snoRNA demonstrated that the U85-
containing domain is located outside the nucleolus of
Schneider cells. In contrast, in situ localization of the U2
spliceosomal snRNA (dU2) showed that regions accumu-
lating dU85 also concentrate U2. Since spliceosomal
snRNAs are known to be enriched in CBs (Bohmann et al.,
1995; Matera, 1999), we conclude that the nucleoplasmic
loci accumulating U85 represent Drosophila CBs
(Yannoni and White, 1997). Based upon the above results,
we propose that scaRNAs represent an evolutionarily
conserved group of snRNAs and they are the most specific
molecular markers for CBs identified so far.

The box H/ACA domain is required for localization
of the human U85 scaRNA to CBs

The box C/D and H/ACA core motifs have been demon-
strated to be essential and sufficient to direct nucleolar
accumulation of snoRNAs (Lange et al., 1998, 1999;
Samarsky et al., 1998; Narayanan et al., 1999a,b). Thus,
we assumed that scaRNAs might possess additional
localization element(s) necessary to override the nucleolar
localization function of the box C/D and H/ACA motifs.
To define this putative cis-acting CB localization signal,
we performed a mutational analysis of the human U85
scaRNA that is composed of box C/D and H/ACA
domains (Figure 2A). Altered versions of the intron-
encoded U85 RNA were transiently expressed in human
HeLa cells by using the pCMV/globin expression vector
(Figure 2B) (Jady and Kiss, 2001; Darzacq et al., 2002).
Accumulation and correct processing of each RNA was
confirmed by RNase A/T1 mapping (data not shown), and
intracellular localization of the accumulating RNA was
determined by in sifu fluorescent microscopy. CBs were
stained with an antibody directed against p80-coilin, and
green fluorescent protein (GFP)-tagged fibrillarin was
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expressed to mark both nucleoli and CBs (Lapeyre et al.,
1990; Aris and Blobel, 1991; Jansen et al., 1991).

Because box C/D snoRNAs transit through CBs before
accumulating in the nucleolus (Narayanan et al., 1999b;
Verheggen et al., 2002), we first tested whether the box
C/D domain of U85 alone could localize to CBs. Upon
removal of the box H/ACA domain of U85, the remaining
U85CD RNA (Figure 2A) was expressed efficiently and
correctly in transfected HeLa cells (data not shown).
However, in contrast to the wild-type U85 scaRNA that
accumulated exclusively in CBs, the truncated U885CD
RNA localized mainly to nucleoli, although it was also
detectable in CBs (Figure 2C). Since authentic box C/D
snoRNAs show a similar intranuclear distribution
(Samarsky et al., 1998; Narayanan et al., 1999b;
Verheggen et al., 2002), we conclude that U85CD can
be considered as a canonical box C/D snoRNA.
Unfortunately, the H/ACA domain of U85 alone lacks
metabolic stability (Jady and Kiss, 2001). Therefore, we
could not assess whether this domain of U85 could localize
to CBs. However, when the H/ACA domain of U85 was
replaced with the U64 box H/ACA snoRNA, the resulting
U85CD-U64 composite RNA (Figure 2A) co-accumu-
lated with GFP-fibrillarin in the nucleoli (Figure 2C).
These results demonstrate that the box H/ACA domain
plays an essential role in the CB-specific localization of
the human U85 scaRNA.

Identification of a CB localization element in the
box H/ACA domain of U85

To define the putative CB localization element(s) in the
box H/ACA domain of U85, we tried to restore the CB-
specific accumulation of the US5CD-U64 artificial com-
posite snoRNA by adding back various segments of the
box H/ACA domain of the U85 scaRNA (Figure 3). First,
the 5" hairpin and the H box of U85 were fused to the
3’-terminal half of U64 to produce U85CD-U85/U64.
Upon transient expression in HeLa cells, the U85CD-U85/
U64 chimeric RNA accumulated mainly in CBs, although
it was also detected in nucleoli (see below). Replacement
of the upper part (U85CD-U64/U85u) or the terminal
stem-loop (U85CD-U64/U85t) of the 5” hairpin of U64
with the corresponding regions of U85 resulted in chimeric
RNAs that accumulated exclusively in CBs. This demon-
strates that the terminal stem—loop region (C97-G106) of
the 5 hairpin of U85 contains signal element(s) that
are sufficient to support CB-specific accumulation of
U85CD-U64.

Appropriate structural arrangement of the box H/ACA
core motif is critical for efficient assembly of box H/ACA
snoRNPs (Ganot et al., 1997; Bortolin et al., 1999). The
observation that the U85CD-U85/U64 chimeric RNA, in
contrast to US5CD-U64/U85u and U85CD-U64/U85t,
failed to localize fully to CBs suggested that assembly of
box H/ACA RNP might be important for the function of
the CB-specific localization signal of U85. We hypothe-
sized that the suboptimal structure of the chimeric H/ACA
core of U85CD-U85/U64 might not support efficient
binding of box H/ACA proteins, and molecules not
associated with H/ACA proteins are probably targeted
into the nucleolus by the box C/D domain of the RNA. To
test this hypothesis, we altered the ACA motif of the
U85CD-U64/U85t RNA (Figure 3). Consistent with
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expectations (Balakin et al., 1996; Ganot et al., 1997;
Jady and Kiss, 2001), immunoprecipitation with an
antibody directed against the Garl snoRNP protein
demonstrated that the expressed U85CD-U64aca/U85t
RNA failed to associate with box H/ACA RNP proteins
(data not shown). FISH showed that US85CD-U64aca/
U85t, contrary to the presence of the CB-specific local-
ization signal of U85, behaved as a canonical box C/D
snoRNA: it co-localized with GFP-tagged fibrillarin to the
nucleolus and CBs. Similar results were obtained when the
H box of US5CD-U64/U85t was altered (data not shown),
demonstrating that assembly of box H/ACA RNP is
required for the efficient function of the CB-specific
localization signal of US8S.

Targeting of U64 box H/ACA snoRNA to CBs

The experiments described above demonstrate that the
C97-G106 terminal stem—loop region of U85, in concert
with the box H/ACA core motif of U64, can localize the
U85CD-U64/U85t chimeric RNA to CBs (Figure 3).
Since the US5CD-U64/U85t RNA contains the box C/D
domain of U85, we cannot exclude the possibility that the
box C/D core motif or other element(s) located in this
region of U85 may also contribute to the CB-specific
localization of U85CD-U64/U85t. This possibility is
especially appealing when one considers that box C/D
snoRNAs pass through CBs before reaching nucleoli
(Samarsky et al., 1998; Narayanan et al., 1999b;
Verheggen et al., 2002). Therefore, we tested whether
fusion of the C97-G106 terminal stem—loop of U85 to the
U64 box H/ACA snoRNA can alter the intracellular
localization of the resulting U64/U85t RNA (Figure 4A).
In situ hybridization demonstrated that the transiently
expressed U64/U85t RNA co-localized with p80-coilin-
containing CBs. This result shows that no box C/D domain
is required for the correct function of the CB localization
signal of U85 and that addition of an external CB
localization element can direct box H/ACA snoRNAs
into CBs. It is also noteworthy that in a control experiment,
overexpressed wild-type U64 snoRNA was also detected
within CBs, raising the intriguing possibility that box
H/ACA snoRNAs may also transit through CBs (see
Discussion).

U85 carries two CB-specific localization elements

Next, we wanted to confirm that the C97-G106 stem—loop
region indeed functions in the CB-specific localization of
the wild-type U85 RNA. Nucleotides A94-U109 encom-
passing the alleged CB localization element of U85 were
altered, and localization of the transiently expressed U85/
5L RNA was determined by in situ hybridization
(Figure 4B). To our surprise, the mutant U85/5’L RNA,
apart from a small fraction that localized to the nucleoli,
showed a predominant CB-specific accumulation. We
speculated that U85 might carry another CB localization
signal that could compensate abolition of the localization
element in the 5’ hairpin of the RNA. In fact, the
appearance of U85/5’L in the nucleolus indicated that the
C97-G106 terminal stem—loop contributes to the CB-
specific localization of U85. The terminal stem-loop
region of the 3" hairpin seemed to be the most likely region
to accommodate a second CB localization signal in the box
H/ACA domain of U85. Therefore, we changed the
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Fig. 3. Intranuclear localization of transiently expressed composite U85-U64 RNAs in HeLa cells. Structures of the artificial box H/ACA domains
composed of U85- (black) and U64-specific (blue) sequences are shown. The sequence and structure of the common box C/D domain (U85CD) of the
expressed chimeric RNAs is shown in Figure 2A. Localization of RNAs was determined by in situ hybridization with sequence-specific fluorescent
oligonucleotide probes complementary to the 5" (U85CD-U64/U85u, U85CD-U64/U85t, US5CD-U64aca/U85t) and 3" (US5CD-U85/U64) junction
sequences of U85 and U64. For other details, see the legend to Figure 2C.

sequence of this stem—loop region (G190-U208) of U85 localization elements located in the terminal regions of the
(Figure 4B). In situ hybridization revealed that the 5" and 3’ hairpins of its box H/ACA domain.
expressed mutant U85/3°L RNA, like U85/5’L, accumu-

lated in both CBs and nucleoli, indicating that the terminal CAB box, a common sequence motif for

stem—loop of the 3" hairpin also contributes to localization box H/ACA scaRNAs

of U85 to CBs. Finally, when the 5’ and 3’ hairpin In the hope of identifying a common sequence or structural
mutations were combined, the double mutant U85/5'L+3’L motif responsible for targeting scaRNAs into CBs, we
RNA showed a predominant nucleolar localization. We have collected the sequences of the 5’- and 3’-terminal
conclude that the human U85 scaRNA carries two CB stem—loop regions of the available box H/ACA scaRNAs
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distribution of mutant U85 RNAs overexpressed in HeLa cells was
determined by in situ hybridization. For other details, see the legend to
Figure 2C.

(Figure 5A). Thus far, nine authentic or potential box
H/ACA scaRNAs have been reported from human,
Drosophila and Arabidopsis. Accumulation of the
human (h) U85, U87, U8, U89, U92 and U93 (Darzacq
et al.,2002; Kiss et al., 2002) and Drosophila (d) U85 (this
study) RNAs in CBs has been demonstrated already. The
Arabidopsis (A) snoR103 and snoR104 RNAs, since they
are predicted to direct pseudouridylation of the U5 and U2
spliceosomal snRNAs (Marker et al., 2002), may represent
the first scaRNAs identified in plants. Inspection of
the compiled terminal stem—loop sequences revealed the
presence of a common sequence motif that showed
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significant evolutionary conservation. This putative CB
localization element, called the CAB (Cajal body) box,
can be described by the ugAG consensus in human,
Drosophila and Arabidopsis scaRNAs (Figure SA and B).
Deviations from the ugAG consensus sequence are found
frequently in the first and second positions of the CAB
boxes. In contrast, the A and G residues in the third and
fourth positions show a striking conservation. So, we
propose that the terminal loops of the 5" and 3’ hairpins
share a common sequence element, the CAB box, that
probably determines the CB-specific accumulation of box
H/ACA scaRNAs.

The CAB box is essential for localization of
scaRNAs to CBs

We have demonstrated above that the C97-G106 terminal
stem—loop of U85, when fused to the U64 (Figure 4A) or
the U85CD-U64 (Figure 3) snoRNA, is capable of
directing these, otherwise nucleolar RNAs to CBs. To
test the functional importance of the 98-AGAG-101
putative CAB box motif, we performed a systematic
mutational analysis of the C97-G106 stem—loop of U85 in
the U85CD-U64/U85t composite RNA (see Figure 3).
Selection of U85CD-U64/U85t, rather than U64/U85t, as
atest RNA was justified by the fact that all mutant versions
of US5CD-U64/U85t could be readily distinguished from
the endogenous U85 and U64 RNAs by utilization of a
single fluorescent oligonucleotide probe complementary to
the U85-U64 junction sequences.

First, we tested the functional importance of the
strongly conserved A100 and G101 residues in the last
two positions of the putative CAB box of U85CD-U64/
U85t (Figure 6). Upon replacement of these nucleotides
with a U (A100) or C (G101) residue, the resulting L1 and
L2 derivatives of U85CD-U64/U85t, as demonstrated by
co-expression of GFP-fibrillarin, accumulated in the
nucleolus and were hardly detectable in CBs. These
results support the notion that the conserved Aj; and Gy
residues in the CAB box motif are fundamental to the
localization of box H/ACA scaRNAs to CBs.

As expected, an A to U transversion in the first position
of the CAB box of U85CD-U64/U85t, that actually
restored the ugAG consensus sequence, did not influence
the CB-specific localization of L3 RNA. However, the L4
derivative of U85CD-U64/U85t that carried a G residue in
the first position of its CAB box motif, although accumu-
lated mainly in CBs, was also detectable in the nucleolus.
Interestingly, disruption of the A98-U105 base pair
provoked a partial nucleolar accumulation of the mutant
L5 RNA, contrary to the fact that the CAB box motif
(AGAGQG) of this RNA remained unchanged. This observ-
ation suggests that the structural organization of the
terminal loop carrying the CAB box motif is also
important for the efficient localization of scaRNAs to
CBs. Substitution of G99 for a C (mutant LL6) in the second
position of the CAB box had no detectable effect on the
intranuclear distribution of U85CD-U64/U85t. Likewise,
alteration of the non-conserved U102 (L7), A103 (L8)
or A104 (L9) residues in the loop failed to change the
CB-specific accumulation of U85CD-U64/U85t. Finally,
replacement of the C97-G106 base pair by an A-U pair in
the L10 RNA did not alter the CB-specific accumulation of
U85CD-U64/U85t, indicating that the base composition
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of the terminal helix has no influence on the function of the
CB localization signal of scaRNAs. Taken together, our
results demonstrate that the conserved CAB box element
plays a fundamental role in the CB-specific accumulation
of scaRNAs. In the ugAG consensus, the conserved A; and
G, residues are indispensable, while the U, and G,
residues in the first two positions seem to be less important
for targeting scaRNAs to CBs.

Discussion

In eukaryotes, post-transcriptional modification of rRNAs
and snRNAs is directed by a vast array of box C/D
2’-O-methylation and box H/ACA pseudouridylation
guide RNAs that specifically accumulate and function in
either the nucleolus (snoRNAs) or the nucleoplasmic CBs
(scaRNAs). Since both snoRNAs and scaRNAs are
synthesized in the nucleoplasm, specific transport mechan-
isms are required to target these RNAs to the nucleolus or
CBs. Previous studies by several laboratories demon-
strated that the common box C/D or box H/ACA core
motifs are responsible for the nucleolar accumulation of
snoRNAs (Lange et al., 1998, 1999; Samarsky et al., 1998;
Narayanan et al., 1999a,b). In this work, we have
investigated the determinants of the CB-specific accumu-
lation of human scaRNAs.

We have demonstrated that the CB-specific localization
of box H/ACA scaRNAs, which represent the majority of

scaRNAs identified so far (Darzacq et al., 2002), is
directed by a newly discovered cis-acting sequence
element, called the CAB box. Each box H/ACA scaRNA
carries two copies of the CAB box consensus (ugAG) that
are located in the terminal loops of their 5" and 3’ hairpins
(Figure 5A). Mutational analysis of the human U85
scaRNA has revealed that both CAB boxes contribute to
the efficient CB-specific localization of scaRNAs. Mutant
U85 RNAs lacking either the 5" or 3 CAB box motif can
only partially localize to CBs (Figure 4B). The same
results were obtained upon mutational analysis of the 5’
and 3" CAB box elements of the human U87 scaRNA (our
unpublished data), leading to the conclusion that the 5" and
3’ CAB boxes of scaRNAs function in an additive manner.
In contrast to the C, D, H and ACA boxes, the CAB boxes
are not required for RNA expression: scaRNAs with
diminished CAB boxes are metabolically stable, but they
accumulate in the nucleolus, as do canonical snoRNAs.
The CAB boxes therefore function exclusively as CB
localization elements. A previous localization study
demonstrated that the CB-specific accumulation of U7
snRNA is directed by its unusual Sm core motif that is also
essential for the accumulation and function of U7 (Wu
et al., 1996).

The finding that CAB boxes support CB-specific
accumulation only in concert with the box H/ACA core
motif of scaRNAs (Figure 3) suggests that the putative
protein factor that probably binds to the CAB box
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(tentatively called CAB protein) may also interact with
box H/ACA core proteins. Earlier, electron microscopy
revealed a symmetric bipartite structure for box H/ACA
snoRNPs and, based on the predicted molecular mass of
the snoRNP particles, suggested the presence of two
copies of each of the Garl, Nopl0, Nhp2 and dyskerin
(CbfS) core proteins (Watkins et al., 1998). Our finding
that box H/ACA scaRNAs possess two CB localization
signals that probably bind two copies of the putative CAB
protein further emphasizes the bipartite structural organ-
ization of box H/ACA RNPs. In this context, it was
somewhat unexpected that the 5 CAB box of the U85
scaRNA, when fused to the U64 authentic and the
U85CD-U64 artificial snoRNAs, could alone support
efficient accumulation of these RNAs in CBs (Figures 3
and 4A). However, closer inspection of the terminal loop
of the 3" hairpin of the U64 snoRNA revealed the presence
of a putative cryptic CAB box motif (101-UGUG-104)
(Figure 2A). It seems conceivable that in the U64/U85t
RNP, binding of one copy of the CAB protein to the 5’
CAB box originating from the U85 scaRNA might
facilitate recruitment of another copy of the CAB protein
by the cryptic 3 CAB box of U64, for example, by
protein—protein interaction.

It has been observed that box C/D snoRNAs transiently
localize to CBs before being transported to the nucleolus
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(Samarsky et al., 1998; Narayanan et al., 1999b). Most
probably, nucleolytic processing of mature termini and
assembly into snoRNP particles take place in CBs
(Verheggen et al., 2002). Notably, in this study, we
found that the overexpressed U64 box H/ACA snoRNA
also appears in CBs of transiently transfected HeLa cells
(Figure 4A). Consistent with our data, earlier microinjec-
tion experiments showed that the human telomerase RNA
that has a box H/ACA snoRNA domain (Mitchell et al.,
1999) travels through CBs before accumulating in the
nucleoli of Xenopus oocytes (Lukowiak et al., 2001).
Hence, both classes of snoRNAs might pass through CBs
to undergo maturation. This notion raises the intriguing
possibility that the CAB box motif of scaRNAs in fact
could be considered as a CB retention element rather than
a CB targeting signal. According to this scenario, the
putative CAB box protein would be likely to bind to
scaRNAs only within CBs and would tightly anchor the
mature scaRNPs to CB structures.

Nucleotides in the ugAG consensus CAB box sequence
are unequally conserved (Figure 5). Mutational analysis
demonstrated that the A; and G4 residues in the last two
positions of the CAB box consensus, consistent with
their strong conservation, are indispensable for CB
localization (Figure 6). In contrast, the loosely conserved
U, and G, residues seem to be less important. Some of our



observations suggest that not only the nucleotide com-
position, but also the three-dimensional structure of the
CAB box motif and the entire loop region contribute to the
efficient CB-specific localization of scaRNAs. Disruption
of the base pairing ability of the first nucleotide in the CAB
box of U85 by changing its complementary base altered
the CB localization capacity of the mutant US5CD-U64/
US5LS5 RNA (Figure 6). Similar results were obtained
when more than one nucleotide was altered simul-
taneously in the non-conserved U102-A104 loop region
of U85 (our unpublished data). Understanding the optimal
structural conformation of the ‘CAB box loop’ of
scaRNAs that support efficient CAB protein binding
requires further mutational and structural analysis of
scaRNAs.

Sequence motifs identical to or highly reminiscence of
the CAB box consensus of human scaRNAs are also
present in the terminal loops of the 5" and 3’ hairpins of
the Drosophila U85 and Arabidopsis AsnoR103 and
AsnoR104 box H/ACA RNAs (Figure 5A). Indeed, in
situ hybridization demonstrated that the Drosophila U85
RNA specifically accumulates in CB-like structures in the
nucleoplasm of Schneider cells (Figure 1B). Thus, we
propose that scaRNAs are not confined to mammals, but
represent an evolutionarily conserved group of snRNAs.
Although the functional importance of the alleged CAB
boxes of the Drosophila U85 and Arabidopsis RNAs has
not yet been confirmed, the strong sequence conservation
of these elements suggests that the putative CAB box-
binding protein(s), similar to the box C/D and H/ACA core
proteins, might also be conserved during evolution. In the
future, identification of scaRNAs in phylogenetically
distant species might help us to understand the evolution-
ary origin of scaRNAs. According to the most obvious
scenario, scaRNAs probably evolved from snoRNAs by
acquiring CB-specific localization signals.

Most known components of the CB localize only
transiently or partially to this dynamic organelle
(Matera, 1998). This applies even to the autoantigen
p80-coilin that has long been used as a marker protein for
CBs, contrary to the fact that most of the cellular coilin is
dispersed in the nucleoplasm (Andrade et al., 1991; Raska
et al., 1991). Our results demonstrate that scaRNAs
represent highly specific molecular markers for CBs, that
can unambiguously indicate CB structures even in those
organisms where a homologue of p80-coilin has not yet
been identified. Therefore, future identification of
scaRNAs from lower eukaryotes may also lead to identi-
fication of CBs or CB-related structures which, due to a
shortage of appropriate molecular markers, remain hidden
thus far.

Finally, we have to mention that although the great
majority of scaRNAs feature a box H/ACA domain and
possess putative CAB boxes, two human scaRNAs, the
U90 and U91 box C/D RNAs, lack H and ACA boxes and
are not associated with box H/ACA snoRNPs (Darzacq
et al., 2002). The elements responsible for the CB-specific
accumulation of these scaRNAs remain totally unknown.
This raises the intriguing possibility that beside the
CAB box-supported localization mechanism of box H/
ACA scaRNAs, there might exist other molecular
devices to sequester specifically modification guide
RNAs into CBs.

Cajal body-specific localization of box H/ACA scaRNAs

Materials and methods

Plasmid constructs

Unless otherwise stated, standard manipulations of Escherichia coli,
nucleic acids and oligodeoxynucleotides were performed as described
(Sambrook et al., 1989). The identity of all constructs was verified by
sequence analysis. Construction of the pCMV/globin expression vector
has been described (Darzacq et al., 2002). To obtain pCMV/globin/U8S,
the coding region of human U85 scaRNA together with upstream and
downstream flanking sequences of 64 and 52 nucleotides, repectively,
was PCR amplified with oligonucleotide primers 1 (ATAATCGATGG-
AAGGTGTTTGTTATC) and 2 (ATACTCGAGTTTCACTCACTTCT-
TTC) by using human genomic DNA as a template. The amplified
fragment was digested with Clal and Xhol and inserted into the same sites
of pCMV/globin. The same approach was used to generate pCM V/globin/
U64, except that the coding region of human U64 was amplified with
oligonucleotides 3 (TATATCGATACTCTCTCGGCTCTGCATAG)
and 4 (TTACTCGAGGCCTGTTGCACCCCTCAAGG). To generate
pCMV/globin/U85CD, the 5- and 3’-terminal portions of U85 were
amplified with oligonucleotides 1 and 5 (ATAAGATCTTTAACAGGC-
CAAAGGTCCCT) or 2 and 6 (TAAAGATCTATAGGTACCGGGC-
ATGTTCAGGGTATC), respectively. After digestion with Bg/II, the two
fragments were ligated together, digested with Clal and Xhol and inserted
into the same sites of pCMV/globin. To obtain pCMV/globin/U85CD-
U64, the coding region of U64 was amplified with oligonucleotides 7
(ATAGGATCCACTCTCTCGGCTCTGCAT) and 8 (ATAGGTACCG-
CCTGTTGCACCCCTCAAGG), digested with BamHI and Kpnl and
inserted into the Bg/Il and Kpnl sites of pCMV/globin/U85CD. To
construct pCMV/globin/U85CD-U85/U64, the 5’ half of U85 was
amplified with oligonucleotides 1 and 9 (ATAAGATCTTGTTGGT-
CTGCCCTTAC). The amplified fragment was digested with Clal and
Bglll and used for replacement of the Clal-BglIl fragment of pCMV/
globin/U85CD-U64.

Construction of recombinant pCMV/globin vectors expressing
U85CD-U64/U85u, U85CD-U64/U85t, UBS/5’L, U85/3’L, U85/
5’L+3’L and U85CD-U64/U85L1 to U85CD-U64/U85L10 RNAs was
performed by the megaprimer amplification approach (Datta, 1995). In
the first amplification reaction, oligonucleotide 1 or 2 was used together
with an appropriately designed mutagenic internal oligonucleotide
(available upon request) to amplify the 5" (oligonucleotide 1) or 3’
(oligonucleotide 2) part of the desired mutant RNA gene. The resulting
products were used as megaprimers in the second amplification step in
combination with oligonucleotide 1 or 2. Finally, the amplified products
were cut with Clal and Xhol and inserted into the same sites of pCMV/
globin. To generate pPCMV/globin/U64/U85t, the coding region of U64/
U85t was amplified with oligonucleotides 3 and 4 using pCMV/globin/
U85CD-U64/U85t as a template. The amplified DNA was digested with
Clal and Xhol and cloned into the same sites of pCMV/globin. To
construct pCMV/globin/U85CD-U64aca/U85t, the coding region of
U64/U85t was amplified with primer 7 and a mutagenic 3" end-specific
oligonucleotide (ATAGGTACCGCCACATGCACCCCTCAAGG). The
resulting DNA was digested with BamHI and Kpnl and inserted into the
Bglll and Kpnl sites of pCMV/globin/USS5CD. Construction of
pFibrillarin—-GFP has been reported (Dundr et al., 2000). Transfection
of human HeLa cells was performed with Fugene 6 (Roche) transfection
reagent as recommended by the manufacturer.

Cell fractionation and RNA analysis

Nuclei of human HeLa cells were isolated as described by Tyc and Steitz
(1989). Subfractionation of nuclei into nucleoplasmic, nucleolar and CB
fractions was performed according to the protocol of the Lamond
laboratory (Lam et al., 2002). Briefly, nuclei were suspended in 0.35 M
sucrose and 0.5 mM MgCl, and disrupted by ultrasonication. After
addition of sucrose to 1 M final concentration, nucleoli were pelleted by
centrifugation for 10 min at 3000 g. The supernatant was supplemented
with 15.4% Percoll and 1% Triton X-100 and centrifuged in an SW41
rotor at 170 000 g for 2 h at 4°C. The upper part of the Percoll gradient
was removed and used as the nucleoplasmic fraction; the last 1 ml at the
bottom of the tube, containing a loose pellet, was considered as a crude
CB fraction. RNA isolation from the nuclear and nucleolar fractions of
HeLa cells was performed by the guanidine thiocyanate—phenol—
chloroform extraction procedure (Goodall et al., 1990). RNA from the
nucleoplasmic and CB fractions of HeLa cells was obtained by phenol—
chloroform extraction after a 2-fold dilution with TE pH 8.0. After adding
carrier glycogen at 50 pg/ml final concentration, RNA was collected by
ethanol precipitation. RNase A/T1 protection analysis was performed
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according to Goodall er al. (1990). Synthesis of internally labelled
antisense RNA probes complementary to the human U85, U2 and U3
RNAs has been described (Jady and Kiss, 2001). Before utilization, each
probe was purified on a 6% sequencing gel.

In situ hybridization

Synthesis and chemical conjugation of amino-modified oligonucleotides
with FluoroLink Cy3 monofunctional dye (Amersham), FISH of human
HeLa cells and image acquisition and processing were performed
according to the protocols of the laboratory of Dr R.Singer (http:/
singerlab.aecom.yu.edu; Darzacq et al., 2002). The following oligo-
nucleotide probes were used to detect endogenous or transiently
expressed RNAs: dU85, AT*GACGTCGTCACCAT*GACAAACAG-
CTTAGACCTAACT*A; dU2, CT*ACACTTTGATCTTAGCCAT*A-
AGGCCGAGAAGCT*A; dU3, AT*AGAACGATTCAACT*CATC-
AACGCGGGT*GCACTTGGCTTTCT*A; hU85, CT*TAGCCAAAC-
CAACT*GAATCACAACAGCCT*TGATATCATCATGT*G; U85CD,
CT*GAACATGCCCGGTACCT*ATAGATCTTT*AACAGGCCAA-
AT*G; U85CD-U64, U85CD-U64/U85u, US5CD-U64/U85t, US5CD—
Ub4aca/U85t and U5CD-U64/U85L1 to US5CD-U64/U85L10, AT*G-
CAGAGCCGAGAGAGT*GGATCTTT*AACAGGCCAAAT*G;
U85CD-U85/U64, AT*CCTGAACAT*GCCCGGTACCGCCT*GTTG-
CACCCCT*C; U85/5’L and U85/5’L+3'L, TT*ACAGTGAACAGTG-
T*ATTGACACACT*CGCCCACCAAGAT*T; U85/3'L, CT*CACTC-
CAGTTCGT*CGTTAAAGAGAGGT*CGAACTGGAAGAAT*C; U64,
TT*ACGAAAGTCACACGGGT*GAAGCCAAGTGCAACT*A; and
U64/U85t, TT*ACGAAAGTCACACAT*AACTCTGTGCAACTAT*G.
Amino-allyl-modified T residues are indicated by asterisks. p80-coilin
was detected with polyclonal rabbit anti-coilin antibody (kindly provided
by Dr A.Lamond) as described earlier (Darzacq et al., 2002). Nuclear
DNA was stained with 0.1 pg/ml 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).
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l. 3. Résultats complémentaires

Les deux premicres bases de la boite CAB étant trés variables, il n’est pas toujours évident
d’identifier correctement les boites CAB de tous les scaARNs. Nous avons ainsi cherché a
identifier expérimentalement les boites CAB de deux autres scaARNs, U87 et U92. En effet,

les boites CAB présumées ne correspondent pas toujours aux réelles boites CAB.

1. 3. a. Identification des boites CAB du scaARN C/D-H/ACA
us87

US87 est un scaARN composite du méme type que U85, qui posséde un domaine C/D et un
domaine H/ACA (Figure 61). Les boites CAB présumées de U87 sont en 5’ : U100-A101-
A102-G103 et en 3’ : Ul62-G163-A164-G165. Le signal en 3’ correspond & une parfaite
boite CAB. La mutation de la boite CAB 5’ (mutant A) affecte peu la localisation de U87 qui
reste majoritairement dans les CBs. La mutation de la boite CAB 5’ et 3’ (mutant B) conduit a
une double localisation (nucléole + CBs), avec toujours une concentration non négligeable de
I’ARN dans les CBs. Ainsi, la mutation des deux boites CAB présumées n’affecte que
légérement la localisation de U87. Cependant, la mutation de la boite A164-G165-A166-
G167 au lieu de la boite CAB 3° présumée conduit a la relocalisation du double mutant dans
le nucléole (Figure 62). Cette expérience confirme qu’il existe des boites CAB plus ou moins

« fortes » et que leurs effets sont additifs.

I. 3. b. Identification des boites CAB du scaARN H/ACA U92

Nous avons obtenu un résultat similaire lorsque nous avons voulu abolir la localisation dans
les CBs du scaARN H/ACA U92 (Figure 63B). Cette fois, nous n’avons pas cherché a
identifier les boites CAB, mais plutét a confirmer 1'importance de la présence des deux boites
CAB. Les mutations, soit de la boucle terminale 5° (mutant 5°), soit de la boucle terminale 3’
(mutant 3’) affectent trés peu la localisation de U92, voire pas du tout dans le cas du mutant
3’°, puisque I’on observe peu d’ARN dans le nucléole. Par contre, le cumul des deux mutations
(mutant 5°+3’) conduit a une localisation nucléolaire de U92 Figure 63). Encore une fois,
nous avons mis en évidence que les boites CAB ont des fonctions cumulatives nécessaires a la

localisation correcte des scaARNS.
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l. 4. Conclusion/perspectives

La boite CAB est donc un motif trés court dont la fonction repose essentiellement sur les deux
derniéres bases (A3 et G4). Cette courte séquence doit cependant étre suffisante pour la
reconnaissance spécifique d’une protéine. Ce motif est d’autre part trés conservé (résultats
non publiés et communication persomnelle de Michel Weber). Il existe des boites CAB
différentes, plus ou moins « fortes » (résultats complémentaires). Il se peut donc que parfois,
une boite CAB « forte », comme celle de la tige boucle 5° de U85 n’ait pas besoin de la
coopération d’une autre boite CAB. Néanmoins, la présence fréquente d’une boite CAB en 5’
et en 3° montre 'importance de la synergie entre les signaux. De plus, I’ancrage d’une
protéine spécifique au niveau des deux boites CAB, nécessitant la formation d’une particule
H/ACA fonctionnelle (résultat du mutant U85CD-U64aca/U85t), s’accorde parfaitement avec
I’hypothése d’une structure bipartite de la particule scaRNP (Watkins et al., 1998).

Bien qu’aucun scaARN n’ait formellement ét¢ identifi¢ chez la levure, il a derniérement été
mis en évidence un guide de pseudouridylation (snR81) du snARN U2 (Ma et al., 2005). La
levure possede ¢également une structure apparentée aux CBs, le «nucleolar body» (NB)
(Verheggen et al., 2002). Bien qu’il soit difficile de repérer une boite CAB au sein de ’ARN
snR81, il est envisageable que les scaARNs aient été conservés chez la levure pour permettre
les modifications de certains ARNSs. Il faudrait dans un premier temps vérifier la localisation
nucléolaire de snR81 pour savoir s’il s’accumule dans le NB.

Nous essayons également d’identifier la boite CAB des scaARNs C/D en utilisant la méme
approche que pour les scaARNs H/ACA, c'est-a-dire par une analyse mutationnelle d’un
scaARN modele, U90. Pour I’instant, cette étude ne nous a pas permis ¢ mettre en évidence
un signal de localisation de U90 dans les CBs, mais les résultats préliminaires indiquent que
le motif des scaARNs C/D n’est pas identique a celui des H/ACA. Malheureusement, trop peu
de scaARNs C/D ont été caractérisés jusqu’a présent pour permettre 1’identification d’un
motif commun par comparaison de séquences. La recherche de la boite CAB des scaARNs
C/D s’avere donc beaucoup plus fastidieuse que celle des scaARNs H/ACA.

A Theure actuelle, nous nous concentrons sur la mise au point d’expériences de purification
de la particule scaRNP afin de caractériser la «CAB box binding protein ». Les nombreuses
approches utilisées jusqu’a maintenant ne se sont pas avérées trés fructueuses. Nous essayons
de purifier la particule a partir de différentes versions d’un scaARN étiqueté par la séquence
MS2 reconnue par la protéine de bactériophage MS2. Bien que ’ARN étiqueté soit souvent

trés stable, il semble que la particule ait des difficultés a se former in vitro ou in vivo.
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ll. DYNAMIQUE INTRANUCLEAIRE DE hTR

Il. 1. Introduction

Malgré sa structure unique et spécifique, hTR se comporte comme un scaARN. Il s’accumule
dans les CBs et posseéde une boite CAB au niveau du domaine CR7 (Jady et al., 2004; Zhu et
al., 2004). Pourtant hTR ne guide pas de pseudouridylations de snARNs du spliceosome. Il
sert par contre de matrice a hTERT responsable de 1’¢élongation des téloméres. Les CBs sont
des corps nucléaires qui semblent impliqués dans I’assemblage ou la maturation de
nombreuses RNPs (Gall, 2000). Il apparait alors possible qu’il soit également le lieu
d’assemblage a1 de maturation de la télomérase. La présence de hTERT au niveau des CBs a
¢té décrite par Zhu et collaborateurs (Zhu et al., 2004). Cependant, contrairement aux snRNPs
et snoRNPs, qui ne font que transiter par les CBs, hTR est un résident permanent des CBs, tel
qu’un scaARN (Jady et al., 2004). Ainsi, cette séquestration dans les CBs peut suggérer un
role direct de cette localisation dans la fonction de la télomérase. Les CBs sont en effet des
corps nucléaires trés dynamiques qui peuvent par conséquent réguler la fonction de leurs
composants. C’est afin de tester cette hypothése et de mieux comprendre la signification
biologique de la localisation de hTR dans les CBs que nous avons entrepris I’analyse par

FISH de la localisation nucléaire de hTR au cours du cycle cellulaire.

Il. 2. Résultats

« Cell Cycle-dependent Recruitment of Telomerase RNA and Cajal Bodies to Human

Telomeres »
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Telomerase is a ribonucleoprotein enzyme that counteracts replicative telomere erosion by adding telomeric sequence
repeats onto chromosome ends. Despite its well-established role in telomere synthesis, telomerase has not yet been
detected at telomeres. The RNA component of human telomerase (hTR) resides in the nucleoplasmic Cajal bodies (CBs)
of interphase cancer cells. Here, in situ hybridization demonstrates that in human HeLa and Hep2 S phase cells, besides
accumulating in CBs, hTR specifically concentrates at a few telomeres that also accumulate the TRF1 and TRF2 telomere
marker proteins. Surprisingly, telomeres accumulating hTR exhibit a great accessibility for in situ oligonucleotide
hybridization without chromatin denaturation, suggesting that they represent a structurally distinct, minor subset of HeLa
telomeres. Moreover, we demonstrate that more than 25% of telomeres accumulating hTR colocalize with CBs. Time-lapse
fluorescence microscopy demonstrates that CBs moving in the nucleoplasm of S phase cells transiently associate for 10—40
min with telomeres. Our data raise the intriguing possibility that CBs may deliver hTR to telomeres and/or may function

in other aspects of telomere maintenance.

INTRODUCTION

Telomeres are specific nucleoprotein complexes protecting
the termini of eukaryotic linear chromosomes from degra-
dation, end-to-end fusion and undesired recombination (for
recent reviews, see Wong and Collins, 2003; Ferreira et al.,
2004; Smogorzewska and de Lange, 2004; Blasco, 2005). In
humans, the DNA component of telomere is made up of
~5-15 kb of double-stranded 5'-TTAGGG-3" repeats that
terminates in a 3’ overhang of ~50-300 bases (Makarov et
al., 1997; Wright et al., 1997). By invading into proximal
double-stranded telomeric sequences, the single-stranded
overhang supports formation of a large duplex loop, termed
the T-loop (Griffith et al., 1999). Because of the unidirection-
ality of conventional DNA polymerases, the ends of telo-
meres cannot be fully duplicated and human telomeres lose
~50-200 base pairs during each cell division cycle and
eventually, critically short telomeres induce cell cycle arrest
called proliferative senescence. Therefore, by imposing a
limit on the replicative life span of somatic cells, telomere
erosion represents an innate mechanism for tumor suppres-
sion (Smogorzewska and de Lange, 2004).

The replicative telomere erosion can be balanced by the
telomerase reverse transcriptase that adds telomeric DNA
repeats to the 3’ overhang of telomeres (reviewed in Collins
and Mitchell, 2002; Cong et al., 2002). In humans, telomerase
activity is not detectable in most somatic cells, but germ line

This article was published online ahead of print in MBC in Press
(http:/ /www.molbiolcell.org/cgi/doi/10.1091/mbc.E05-09-0904)
on November 30, 2005.

Address correspondence to: Tamds Kiss (tamas@ibcg.biotoul.fr).

Abbreviations used: CB, Cajal body; hTR, human telomerase RNA;
hTERT, human telomerase reverse transcriptase.

944

and other highly proliferative cells as well as the majority of
tumor-derived cell lines possess highly active telomerase,
indicating that maintenance of telomere length is necessary
for indefinite proliferation of human cells (Kim et al., 1994;
Greider, 1996; Shay and Bacchetti, 1997). Telomerase is a
ribonucleoprotein (RNP) enzyme that is minimally com-
posed of the telomerase RNA (TR) that specifies the repeat
sequence added and the telomerase reverse transcriptase
(TERT) protein (Greider and Blackburn, 1989; Weinrich et al.,
1997; Beattie et al., 1998). The human TR (hTR) is a 451-nt-
long RNA that is composed of two major structural do-
mains. The 5'-terminal template domain of hTR folds into an
evolutionarily conserved pseudoknot structure and the 3'-
end region possesses a “hairpin-hinge-hairpin-tail” second-
ary structure that is indistinguishable from the consensus
structure of box H/ACA pseudouridylation guide RNAs
(Mitchell ef al., 1999; Chen et al., 2000). Although no evidence
suggests that hTR could function in RNA pseudouridyla-
tion, the mature telomerase RNP is associated with the
complete set of box H/ACA RNP proteins, including the
pseudouridine synthase dyskerin (Meier, 2005).

The 3'-terminal box H/ACA domain provides metabolic
stability for hTR and it is also essential for telomerase func-
tion (Mitchell ef al., 1999; Mitchell and Collins, 2000; Martin-
Rivera and Blasco, 2001; Chen et al., 2002; Fu and Collins,
2003). Moreover, the box H/ACA domain determines the
correct intracellular localization of hTR (Jady et al., 2004).
The apical loop of the 3’-terminal hairpin of hTR carries a
Cajal body (CB) localization signal, the CAB box, that is also
present in a subclass of box H/ACA pseudouridylation
guide RNAs that accumulate in CBs and are called small
CB-specific RNAs (scaRNAs; Richard et al., 2003). Indeed,
hTR specifically localizes to CBs in a CAB box-dependent
manner, indicating that hTR can be considered as a scaRNA
(Jady et al., 2004; Zhu et al., 2004).
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The functional importance of accumulation of hTR in CBs
remains unknown. CBs are evolutionarily conserved sub-
nuclear compartments that vary both in size (0.2-1.5 um in
diameter) and number (0-10), depending on the cell type
(reviewed in Ogg and Lamond, 2002; Gall, 2003; Cioce and
Lamond, 2005). CBs are most prominent in cells that show
high transcriptional activity and are actively dividing. Sev-
eral lines of evidence indicate that at least one function of
CBs is in the assembly and maturation of small nuclear and
nucleolar RNPs (snRNPs and snoRNPs) and other protein
machines involved in mRNA and rRNA biogenesis. It is
therefore possible that CBs may also provide the nuclear
locale for the assembly and/or maturation of telomerase
holoenzyme (Jady et al., 2004; Zhu et al., 2004). However, in
contrast to snRNPs and snoRNPs which transiently appear
in CBs before accumulating in the nucleoplasm or in the
nucleolus where they function, hTR appears to permanently
reside in CBs. This raises the intriguing possibility that
sequestering of hTR into CBs may play a regulatory role in
telomere elongation and/or CBs may directly participate in
telomere biogenesis (Jady et al., 2004). Studies in living plant
and mammalian cells revealed that CBs are mobile or-
ganelles (Boudonck et al., 1999; Platani ef al., 2000, 2002;
Snaar et al., 2000; Gorisch et al., 2004). Movement of CBs
within the interchromatin space is often interrupted by tran-
sient interactions with chromatin (Platani ef al., 2002). In fact,
earlier studies frequently found CBs to be associated with
small nuclear RNA (snRNA) and histone genes, leading to
the speculation that CBs may act as nucleoplasmic transport
or sorting structures (reviewed in Matera, 1999; Ogg and
Lamond, 2002).

In this study, by taking advantage of the oligonucleotide
fluorescence in situ hybridization (FISH) procedure estab-
lished earlier to visualize hTR (Jady et al., 2004), we system-
atically analyzed the intranuclear localization of hTR in syn-
chronized human HelLa and Hep2 cancer cells. We
demonstrate that during S phase, hTR specifically accumu-
lates at a few telomeres that frequently colocalize with CBs.
By using in vivo time-lapse microscopy, we also demon-
strate that in S phase cells, CBs transiently associate with
telomeres.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid Construction and Cell Cultures

To generate the pGFP-TRF1 expression plasmid, the coding region of the
human TRF1 gene was PCR-amplified using the pBluescriptlI-HA-TRF1 plas-
mid (Kim et al., 1999; kind gift of Dr. J. Campisi) as a template and the
obtained PCR fragment was inserted downstream to the GFP gene controlled
by the human L30 promoter by using the GATEWAY (Invitrogen, Carlsbad,
CA) recombination system. To obtain pGFP-TRF2 and pHcRed-TRF2, the
EcoRI-HindIII fragment of pAD-hTRF2 (Karlseder et al., 1999; provided by Dr.
T. de Lange) carrying the coding region of TRF2 was inserted into the same
sites of the pEGFP-C1 and pHcRed-C1 vectors (BD Biosciences Clontech, San
Jose, CA). Construction of pDsRFP-coilin has been described (Boulon ef al.,
2002). HeLa and Hep2 cells were grown in DMEM supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS; Invitrogen). Transfection was performed with FuGENE
6 (Roche, Indianapolis, IN) transfection reagent according to the manufactur-
er’s instructions. HeLa cells were synchronized by double thymidine blocking
(Galavazi et al., 1966). FACS analysis was performed as reported (Crissman
and Steinkamp, 1973) and the results were analyzed with CELLQuest soft-
ware (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ).

Fluorescence Microscopy of Fixed Cells and Signal
Quantification

FISH with oligonucleotide probes has been described (http:/ /singerlab.aeco-
m.yu.edu). Oligonucleotides containing aminoallyl-T nucleotides were la-
beled with FluoroLink Cy3 or Cy5 monofunctional reactive dye (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) and were used as probes to detect hTR (Jady et
al., 2004) and telomeric DNA (5'-CT*AACCCTAACCCT*AACCCTA-
ACCCT*A-3’, aminoallyl-modified thymidines are marked by asterisks). Hy-
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bridization reactions were carried out in 40% formamide/2X SSC at 37°C.
Human coilin was detected with a polyclonal rabbit anti-coilin antibody
(1:400 dilution; provided by Dr. A. Lamond) followed by incubation with an
anti-rabbit antibody-FITC conjugate (1:300 dilution; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). SMN, RPA14, RPA34, and PCNA proteins were detected by monoclonal
mouse anti-SMN (1:500 dilution; BD Biosciences), anti-RPA14 (1:50 dilution,
Abcam, Cambridge, United Kingdom; ab6432), anti-RPA32 (1:100 dilution,
Interchim, Montlugon, France; clone 9HS8) and anti-PCNA (1:900 dilu-
tion, Abcam, ab29) antibodies in combination with an anti-mouse-FITC con-
jugate (1:100 dilution; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA). Slides were mounted in mounting media containing 90% glycerol, 1X
PBS, 0.1 pg/ml DAPI, and 1 mg/ml p-phenylenediamine. Images were ac-
quired at RT on a DMRA microscope (Leica, Deerfield, IL) equipped for
epifluorescence, with Leica PL APO lenses (100X/1.40-0.7) and with a
CooISNAP camera (Photometrics, Tucson, AZ) controlled by MetaMorph
software (Universal Imaging, West Chester, PA). Images were pseudocolored
with Adobe Photoshop (San Jose, CA).

To quantify the light emitted by fluorescent oligonucleotides hybridized to
telomeres, digital images from a series of eight focal planes were acquired at
400-nm z-intervals. Images were restored by the iterative deconvolution al-
gorithm of the Huygens Professional Software (Scientific Volume Imaging
BV, Hilversrum, The Netherlands). To determine the total fluorescence inten-
sity detected at each telomere, the restored images were analyzed with Imaris
Software (Bitplane AG, Zurich, Switzerland). The amount of light per telo-
mere was calibrated by measuring the total fluorescence intensity of known
number of probe molecules (Femino et al., 1998). Probe molecules were
dispersed in 5 ul of mounting medium with final concentrations ranging from
0.25 to 4 ng/ul. Probe solutions were distributed between a slide and a
coverslip of known area. For each solution, several single plane images were
taken under identical conditions as for the hybridized cells. By using the
MetaMorph software (Universal Imaging), the average gray level/pixel was
determined and plotted on a graph against concentration. The resulted cali-
bration curve was used to define the number of probe molecules detected at
telomeres.

Microscopy of Living Cells

HeLa cells were grown on coverslips with a diameter of 40 mm and were
synchronized with double thymidine blocking. One hour before the second
thymidine block, cells were transfected with a mixture of pGFP-TRF2 and
PREP-coilin expression plasmids. One hour after the release from the second
block, the cells were mounted in DMEM/10% FCS (without phenol red and
riboflavin) by using a closed, heated chamber (FCS2, Bioptechs, Butler, PA).
Image acquisition conditions were identical to that applied for fixed cell
microscopy, except that the temperature of both the chamber and the objec-
tive was 37°C. Images from a series of four or five focal planes at 400-nm
z-intervals were obtained every 3 or 4 min over a time period of 1-2 h. Images
were recorded using a binning of 2 X 2. Images were restored by the iterative
deconvolution algorithm of the Huygens Professional Software (Scientific
Volume Imaging BV). The restored images were analyzed and pseudocolored
with Imaris Software (Bitplane AG).

RESULTS

Detection of Novel Nucleoplasmic Foci Accumulating hTR

hTR is a CB-specific RNA that shares a common CB local-
ization signal with box H/ACA pseudouridylation guide
scaRNAs (Jady et al., 2004; Zhu et al., 2004). However, al-
though box H/ACA scaRNAs direct pseudouridylation of
spliceosomal snRNAs within CBs (Jady et al., 2003), there are
no data yet to indicate that hTR could function in this
nuclear compartment. This suggests that at some stage of the
cell cycle, hTR likely leaves CBs to accumulate at telomeres.
To test this hypothesis, human HeLa cells were synchro-
nized by double thymidine blocking that arrests cells in the
Gl to S phase transition (Galavazi et al., 1966). Progression of
synchronized cells through the cell cycle was monitored by
FACS analysis (Figure 1). In G1, S, and G2 phase cells, the
intracellular distribution of hTR was investigated by FISH
using a mixture of three fluorescently labeled oligonucleo-
tide probes complementary to different regions of hTR (Jady
et al., 2004). CBs were visualized by staining the cells with
antibodies directed against coilin or the survival of motor
neurons (SMN) protein, two marker proteins of the CB
(Andrade et al., 1991; Liu and Dreyfuss, 1996; Matera, 1999;
Cioce and Lamond, 2005). As reported before (Jady et al.,
2004), hTR colocalized with coilin and SMN in CBs during
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the whole cell cycle (Figure 1 and unpublished data). How-
ever, closer inspection of the double-stained S phase cells
revealed that besides concentrating in CBs, hTR frequently
accumulated at a few sharp dotlike nucleoplasmic foci
(white arrowheads). The newly detected hTR-specific foci
were significantly smaller than CBs (~0.1-0.4 um in diam-
eter; see magnified images) and contained neither coilin nor
SMN, indicating that they are not related to the CB. The
latter conclusion was corroborated by the fact that the U85
canonical scaRNA failed to localize to the new hTR-specific
foci (unpublished data). We therefore concluded that in
HeLa S phase cells, besides accumulating in CBs, hTR can
also localize to small nucleoplasmic foci of unknown nature.

hTR Accumulates at Telomeres in HeLa S Phase Cells

The biological significance of the newly detected hTR-con-
taining nuclear foci was strongly supported by the fact that
they were observed only in S phase cells (Figure 1 and see
below). Because telomere synthesis occurs during S phase
(Ten Hagen et al., 1990; Wright et al., 1999; Marcand et al.,
2000), we reasoned that the new hTR-specific nucleoplasmic
foci might correspond to telomeres. To investigate this pos-
sibility, in the first approach, HeLa S phase cells were hy-
bridized with the hTR-specific oligonucleotide mix and an-
other fluorescently labeled oligonucleotide probe
complementary to the G strand of human telomeric DNA.
The staining patterns of three representative cells are shown
in Figure 2A. In the great majority of nuclei, our telomere-
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Figure 1. In situ localization of hTR in syn-

5 chronized HeLa cells. HeLa cells were syn-

G1 8% chronized and the results of FACS analysis

S 12% are indicated on the right. At 3 (S phase), 7

G2 80% (G2 phase), and 12 (G1 phase) h after being

released from the second thymidine block,
cells were fixed and double-stained with a
mixture of hTR-specific fluorescent oligonu-
cleotides (red) and antibodies against coilin
or SMN (green). Nuclei were visualized by
DAPI staining. White arrowheads indicate
nucleoplasmic foci accumulating hTR but
lacking coilin and SMN. An enhanced mag-
nification of a nucleoplasmic area (boxed by
dashed line) is shown. Unless indicated oth-
erwise, bars, 10 pm.

specific oligonucleotide probe specifically stained ~2-10
small nucleoplasmic dotlike foci, suggesting that only a
small fraction of HeLa telomeres are accessible for oligonu-
cleotide FISH under the experimental conditions used to
detect hTR (see below). Nevertheless, the nucleoplasmic foci
stained by the telomere-specific probe frequently reacted
also with the hTR-specific oligonucleotide mix (white arrow-
heads). Even more tellingly, all small nucleoplasmic foci
highlighted by the hTR-specific probe, but different from
CBs (see also Figures 5 and 6), also reacted with the te-
lomere-specific fluorescent oligonucleotide, lending strong
support to the idea that in HeLa S phase cells hTR accumu-
lates at a few telomeres.

To unambiguously demonstrate that the nucleoplasmic
foci stained with the telomere-specific fluorescent oligonu-
cleotide correspond to telomeres, GFP-tagged versions of
the human telomeric repeat-binding factors, TRF1 and TRF2
(Chong et al., 1995; Bilaud et al., 1997; Broccoli et al., 1997),
were transiently expressed in synchronized HelLa S phase
cells (Figure 2B). As expected for authentic telomere-specific
proteins (Ludérus et al., 1996; Molenaar et al., 2003), both
GFP-TRF1 and GFP-TRF2 accumulated in numerous small
nucleoplasmic spots. Faithful localization of the GFP-tagged
TRF1 and TRF2 proteins was corroborated by the observa-
tion that the GFP-TRF1 protein and another fluorescently
labeled version of the TRF2 protein, HcRed-TRF2, showed a
largely overlapping localization pattern when coexpressed
in HeLa cells (bottom panels). When HelLa S phase cells
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Tri1

Figure 2. HeLa hTR accumulates at telomeres. (A) Colocalization
of hTR with telomeres. HeLa S phase cells were fixed and hybrid-
ized with a mixture of hTR- (red) and telomeric DNA-specific
(green) fluorescent oligonucleotide probes. Nucleoplasmic foci
stained by both hTR and telomeric DNA probes are indicated by
arrowheads. (B) Colocalization of telomeres (green) and hTR (red)
with ectopically expressed GFP-tagged TRF1 and TRE2 (blue) te-
lomere-specific proteins. Arrowheads indicate nuclear foci contain-
ing telomeric DNA, hTR, and GFP-TRF1 or GFP-TRF2. Bottom
panels show the distribution of transiently expressed GFP-TRF1
(green) and HcRed-TRF2 (red) proteins. Insets, close-ups of boxed
area. Bars, 10 um.

expressing either GFP-TRF1 (top panels) or GFP-TRF2 (mid-
dle panels) were hybridized with a mixture of telomere- and
hTR-specific fluorescent oligonucleotides, it became appar-
ent that the GFP-TRF1 and GFP-TRF2 telomere marker pro-
teins also concentrated at the nucleoplasmic foci highlighted
by the telomere-specific oligonucleotide probe, demonstrat-
ing that they represent a subset of HeLa telomeres. Likewise,
the novel hTR-specific nucleoplasmic foci that were success-
fully stained with the telomere-specific oligonucleotide
probe also concentrated the GFP-tagged TRF1 and TREF2
telomeric marker proteins (white arrowheads). Taken to-
gether, these results clearly demonstrate that in HelLa S
phase cells, hTR specifically accumulates at a few telomeres.

To further substantiate the notion that hTR accumulates at
telomeres in a cell cycle-dependent manner, we performed
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Figure 3. Statistical analysis of accumulation of hTR at telomeres
in HeLa S phase cells. (A) Distribution of the number of telomeres
accumulating hTR. On inspection of 500 randomly selected S phase
cells, colocalization of hTR with telomeres was observed in 113 cells.
(B) Distribution of the number of telomeres detected by fluorescent
oligonucleotide hybridization performed without chromatin dena-
turation. On inspection of 350 S phase cells, telomeres were detected
in 297 cells.

an extensive statistical analysis of synchronized HeLa cells
expressing GFP-TRF2 and hybridized with the hTR-specific
oligonucleotide probe. On rigorous scrutiny of 500 ran-
domly selected cells representing each cell cycle phase, spe-
cific colocalization of hTR with GFP-TRF2-stained telomeres
was observed in 113 S (22%), 9 G2 (2%), and 4 G1 (1%) phase
cells, indicating that hTR accumulates at telomeres predom-
inantly, if not exclusively, in S phase cells. Indeed, given that
in our experiments the efficiency of cell cycle synchroniza-
tion was ~80% (see Figure 1), the few cells accumulating
hTR at telomeres in the G1 and G2 cell populations might
represent S phase cells that escaped synchronization. Like-
wise, considering that in the analyzed S phase cell popula-
tion ~20% of the cells were in fact G1 and G2 cells, we can
estimate that more than 25% of the actual S phase cells
accumulate hTR at telomeres at the time of fixation. Nor-
mally, hTR accumulation was detected at one or two telo-
meres with a maximum number of six observed in one cell
(Figure 3A). In summary, we concluded that in human HeLa
cells, hTR accumulates at telomeres in a cell cycle-dependent
manner.

Telomeres Accumulating h'TR Possess a Distinct Structure
The finding that a small fraction of HeLa telomeres, actually
those ones that are able to recruit hTR, are accessible for in
situ oligonucleotide hybridization was rather surprising
(Figure 2). Our in situ oligonucleotide hybridization reac-
tions were carried out without heat denaturation in 40%
formamide at 37°C and they were not supposed to denature
chromatin or tightly packed telomeres. Therefore, our oligo-
nucleotide probe was not expected to interact with telomeric
DNA (Moyzis et al., 1987; Lansdorp et al., 1996). Consistent
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with this notion, the majority of HeLa telomeres were not
detectable in our oligonucleotide FISH experiments, sug-
gesting that those telomeres that are accessible for oligonu-
cleotide hybridization represent a structurally distinct sub-
set of HeLa telomeres. After analysis of 350 randomly scored
HeLa S phase cells that had been double-stained with the
telomere- and hTR-specific oligonucleotide probes, telo-
meres were detected in 297 cells (85%). Usually, the number
of telomeres visualized by FISH was between 2 and 10 per
nucleus, with a maximum number of 25 observed in one cell
(Figure 3B). In great accordance with the results obtained
above with S phase cells expressing GFP-TRF2, hTR accu-
mulation at telomeres was detected in 75 cells (21%). It is
important to emphasize again that hTR accumulation was
detected exclusively at those telomeres that were also
stained by the telomere-specific fluorescent oligonucleotide
probe, raising the fascinating possibility that a structural
rearrangement of telomeres is a prerequisite for hTR recruit-
ment.

To learn about the length of telomeric DNA accessible for
oligonucleotide FISH, we determined the number of the
fluorescently labeled oligonucleotide probe molecules accu-
mulating at telomeres (Figure 4A). To achieve this, we mea-
sured the fluorescent light emitted by our probe molecules
interacting with 25 distinct telomere foci observed in a HeLa
S phase cell. Quantification of the light emitted by known
numbers of probe molecules enabled us to define the num-
ber of probe molecules interacting with each telomere de-
tected by FISH (Femino et al., 1998). We estimated that the
numbers of the telomere-specific oligonucleotide probe mol-
ecules accumulating at the least and most intensively
stained telomeres ranged from 28 to 340. Given that the
utilized oligonucleotide probe was 27-nt-long and assuming
that HeLa telomeres are not clustered in the nucleus (Lud-
érus et al., 1996; Nagele et al., 2001; Molenaar et al., 2003), the
fluorescent probe was predicted to cover ~800-9000-nt-long
fragments of the telomeric DNA. Because in the test HeLa
cell line, the length of telomeres varied between 7 and 20 kb
(our unpublished data), we concluded that great portions of
the telomeres visualized by FISH were accessible for oligo-
nucleotide hybridization. These results excluded the formal
possibility that our G strand-specific oligonucleotide probe
hybridized solely to the single-stranded 3" overhang of the
telomeric DNA.

Next, we investigated whether telomeres accessible for in
situ hybridization are engaged in DNA replication (Figure
4B). Synchronized HeLa S phase cells hybridized with our
telomere-specific probe were counterstained with antibodies
directed against the 14- or 34-kDa subunits of the replication
protein A (RPA), a single-stranded DNA-binding protein
complex that plays a crucial role in DNA replication (Iftode
et al., 1999) and the proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
protein, the auxiliary protein (cofactor) for DNA polymerase
delta (Suzuka ef al., 1989). RPA14, RPA34, and PCNA
showed a very similar, sprinkled nucleoplasmic distribution
pattern, but they failed to concentrate at telomeres visual-
ized by FISH, suggesting that the observed structural rear-
rangement of a fraction of HeLa S phase telomeres is not
linked to telomeric DNA replication. Consistent with this
conclusion, extension of our analysis to HeLa G1 and G2
phase cells revealed that telomeres highly accessible for
oligonucleotide FISH are present also in G1 and G2 cells
with a comparable frequency observed for S phase cells
(unpublished data).
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Figure 4. Characterization of HelLa telomeres detected by FISH.
(A) Determination of the local quantity of the fluorescently labeled
telomere-specific oligonucleotide probe upon FISH analysis of a
HeLa S phase cell. The light emitted by hybridizing probe molecules
was quantified in order to determine the number of hybridizing
oligonucleotides for each detected telomere. (B) HeLa RPA14,
RPA34, and PCNA proteins fail to localize to telomeres accessible
for in situ oligonucleotide hybridization. HeLa S phase cells were
hybridized with the telomere-specific fluorescent oligonucleotide
probe and counterstained with antibodies against RPA14, RPA34,
and PCNA. Insets, close-ups of boxed area. Bars, 10 um.

Telomeres Accumulating hTR Frequently Colocalize
with CBs

During inspection of HeLa S phase cells hybridized with the
telomere- and hTR-specific fluorescent oligonucleotides and
counterstained with anti-coilin antibody, we noticed that
telomeres accumulating hTR frequently colocalized with
CBs (Figure 5, yellow arrowheads). Examination of 93 ran-
domly scored telomeres accumulating hTR revealed that
26% of them (24) were associated with a CB. The fluorescent
signals corresponding to telomeres and CBs either com-
pletely overlapped or at least, contacted on the periphery,
suggesting that there is a direct physical interaction between
these structures. It is very important to emphasize that we
failed to detect CBs colocalizing with telomeres lacking hTR
(Figure 5 and unpublished data). In other words, CBs
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Figure 5. CBs frequently associate with
telomeres accumulating hTR. Synchronized
HelLa S phase cells were hybridized with
hTR- (red) and telomere-specific (green) flu-
orescent oligonucleotides and counterstained
with an antibody directed against coilin
(blue). Arrowheads indicate telomeres accu-
mulating hTR. Yellow arrowheads point to
telomeres colocalizing with a CB. Bottom
panels, a magnified view of colocalization of
a telomere and a CB. Unless indicated other-
wise, bars, 10 um.

showed colocalization exclusively with those telomeres that
were visualized by oligonucleotide FISH and also concen-
trated hTR. Finally, telomeres associated with CBs always
concentrated high amounts of hTR, whereas in the associ-
ated CB, the hTR-specific signal was less intense (see Figure
5, bottom panels).

Next, we examined the formal possibility that the frequent
colocalization of telomeres accumulating hTR with CBs was
a result of random nucleoplasmic distribution of these struc-
tures. To calculate the probability of random colocalization
of hTR-containing telomeres and CBs, we applied the locus
association test developed for HeLa cells (Jacobs et al., 1999).
We calculated that under our experimental conditions, the
expected colocalization frequency of hTR-containing telo-
meres and CBs would be 4.7%. To test whether the difference
between the experimental (26%) and expected (4.7%) colo-
calization frequencies were significant, we compared these
values in a y? test. The obtained y? value (92.5) indicated that
the probability that the experienced colocalizations of telo-
meres and CBs were due to random distribution was
<0.01% (p < 0.0001). We therefore propose that the ob-
served preference for colocalization of CBs with telomeres
accumulating hTR might reflect a functional interaction of
CBs and telomeres in HeLa S phase cells.

To confirm the generality of the observed S phase-depen-
dent colocalization of CBs with telomeres accumulating
hTR, we investigated the localization of hTR in synchro-
nized human Hep2 laryngeal carcinoma cells (Figure 6).
Hep2 cells were hybridized with the hTR- and telomere-
specific oligonucleotide probes and immunostained with
anti-coilin antibody. As expected, hTR showed a CB-specific
accumulation in G1, G2 (unpublished data), and S phase
Hep2 cells (Figure 6, top panels). More importantly, in S
phase cells, hTR also accumulated at telomeres (middle pan-
els, white arrowheads), which often colocalized with a CB
(bottom panels, yellow arrowheads). We therefore con-
cluded that in both HeLa and Hep2 cells, a subset of telo-
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meres are accessible for oligonucleotide FISH and during S
phase, these “open” telomeres frequently accumulate hTR
and colocalize with CBs.

Dynamic Association of CBs and Telomeres in Living
HeLa Cells

We next attempted to confirm the biological significance of
the observed colocalization of telomeres and CBs in fixed
cells by investigating the intranuclear movements of these
structures in living HeLa cells. We also hoped that these in
vivo imaging experiments would provide us with some
insights into the dynamics of telomere and CB association.
To visualize CBs, we utilized a fusion protein of the red
fluorescent protein DsRFP and the CB marker protein coilin.
As a telomere marker, the GFP-TRF2 fusion protein was
used (see Figure 2B). DsRFP-coilin and GFP-TRF2 were tran-
siently coexpressed in synchronized HeLa cells and the in-
tranuclear movements of CBs accumulating DsRFP-coilin
and telomeres concentrating GFP-TRF2 were monitored by
three-dimensional time-lapse fluorescence microscopy by
taking images of the cotransfected S phase cells at 3—4-min
intervals over periods of 1-2 h. Previous studies revealed
that in live cells CBs either move in the interchromatin space
by passive diffusion determined by chromatin dynamics or
they are closely associated with chromatin. Finally, a minor,
highly mobile fraction of CBs can translocate large distances
through the nucleoplasm (Platani et al., 2002; Gorisch et al.,
2004).

Transient interaction of fluorescently labeled CBs with
telomeres was documented in the nuclei of 47 S phase cells.
We found that in 72% of the observed S phase cells, CBs
associated with at least one telomere. The measured fre-
quency of CB and telomere association was 1.8 association/
h/cell. As a representative example, the fluorescent images
of three cells taken at 18 time points is shown in Figure 7. In
the nuclei of these cells, five CBs (red) indicated by colored
arrowheads were found to transiently associate with telo-
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meres (green). We also observed CBs that rapidly moved
through the nucleoplasm before associating with a telomere
(an example is indicated by a white arrow in the magnified
images). The magnified time-lapse images of associated CBs
and telomeres revealed that the two associated structures,
although are continuously turning around each other, show
no significant translocation movements. Consistent with the
notion that the majority of human telomeres are associated
with the nuclear matrix (de Lange, 1992; Ludérus et al., 1996;
Weipoltshammer et al., 1999), HeLa S phase telomeres
showed more constrained intranuclear movements than
CBs, but as it has been reported before (Molenaar et al.,
2003), translocation of telomeres was also apparent in a few
instances (unpublished data). Our in vivo imaging experi-
ments also demonstrated that association of CBs and telo-
meres is a reversible process. The shortest and longest asso-
ciations observed between a CB and a telomere lasted for 6
and 75 min, but most frequently, their in vivo colocalization
persisted for 12-40 min (Figure 8). After dissociation, CBs
and telomeres appeared again as distinct structures, dem-
onstrating that CBs and telomeres have the ability to tem-
porarily associate with each other in HeLa S phase cells.

DISCUSSION

Contrary to its well-established role in telomeric DNA syn-
thesis, the telomerase enzyme has not yet been observed to
accumulate at telomeres. In this study, we have systemati-
cally investigated the intranuclear localization of the RNA
component of human telomerase in synchronized HeLa and
Hep2 cells by using oligonucleotide FISH. Our experiments
confirmed that in interphase cells, hTR localizes to CBs (Jady
et al., 2004; Zhu et al., 2004), but they also revealed that in
~25% of S phase cells, a fraction of hTR accumulates at one
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Figure 6. Colocalization of CBs with telo-
meres accumulating hTR in human Hep2
cells. Hep2 S phase cells were hybridized
with hTR- and telomere-specific oligonucleo-
tide probes and counterstained with anti-coi-
lin antibody. An enhanced magnification of
the boxed area is shown. Other details are
identical to Figure 5.

or at a few (maximum 6) telomeres that also concentrate the
GFP-tagged TRF2 and TRF1 telomere marker proteins and
interact with a fluorescent oligonucleotide probe comple-
mentary to the G strand of human telomeric DNA. A sys-
tematic analysis of HeLa G1, G2, and S phase cells confirmed
that accumulation of hTR at telomeres is a cell cycle-regu-
lated process; it occurs predominantly or rather exclusively
during S phase when telomere synthesis is known to occur
and telomerase shows the highest activity in cancer cells
(Zhu et al., 1996).

Because the only known function of hTR is in telomeric
DNA synthesis, it seems logical to assume that in our FISH
experiments, the observed accumulation of hTR at telomeres
reflects telomere elongation events. The finding that in HeLa
S phase cells hTR concentrates at only a few telomeres
indicates that human telomerase does not act on every telo-
mere in each cell cycle. At the moment, it is difficult to
estimate the accurate number of HeLa telomeres recruiting
hTR within one cell cycle, because our FISH experiments
were unable to determine how long hTR stays associated
with telomeres in living cells. However, on the basis of the
observed low frequency of hTR accumulation at telomeres,
we can assume that only a very small fraction of telomeres
are elongated within one cell cycle (see below), provided
that HelLa telomeres are not clustered in S phase cells (Lu-
dérus et al., 1996). This hypothesis becomes more appealing
in the light of a recent discovery of the Lingner laboratory
(Teixeira et al., 2004). By using an elegant genetic approach,
Teixeira et al. demonstrated that the yeast Saccharomyces
cerevisiae telomerase extends only a subset of telomeres
within one cell cycle.

The notion that in both mammalian and yeast cells, only a
fraction of telomeres are elongated in one cell cycle under-
lines the previous concept that controlling the recruitment of
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Figure 7. Transient association of CBs and telomeres in living HeLa S phase cells. In vivo time-lapse imaging of HeLa S phase cells
expressing DsRFP-coilin and GFP-TRF2 fusion proteins. CBs transiently associated with telomeres are indicated by colored arrowheads. The
magnified images of CBs labeled by white, orange, and blue arrowheads and the associated telomeres are shown. White arrow indicates a
CB rapidly translocating through the nucleoplasm toward a telomere. Elapsed time is indicated in each image.

hTR to a specific subpopulation of telomeres plays an im-
portant regulatory role in telomere synthesis. Earlier works
have indicated that the enzymatic properties of telomerase
and/or its recruitment to telomeres are controlled by the
telomeric chromatin (reviewed in Smogorzewska and de
Lange, 2004). The yeast telomerase has strong preference for
the shortest telomeres which are open for telomere extension
(Teixeira et al., 2004). In contrast, the long telomeres tend to
switch to a nonextendible “closed” state. The potential sim-
ilarity of the yeast and HeLa telomere length regulation
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Figure 8. Distribution of the association time of CBs and telomeres
in live HeLa cells. Only those interactions that were both formed
and terminated during time-lapse imaging were considered.
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mechanisms was emphasized by the unexpected finding of
this work that HeLa telomeres fall into two distinct groups
based on their accessibility for in situ oligonucleotide hy-
bridization. As expected, the majority of HeLa telomeres
failed to interact with telomere-specific oligonucleotide
probes in FISH reactions performed without prior heat de-
naturation (Moyzis et al., 1987; Lansdorp et al., 1996). A few
telomeres, usually 2-10 (Figure 3B), however, showed high
accessibility for oligonucleotide probes, indicating that they
belong to a structurally distinct subset of HelLa telomeres
(Figures 2, 4, 5 and 6, and our unpublished data). Impor-
tantly, hTR accumulation was observed exclusively at the
latter minor class of telomeres which are open for oligonu-
cleotide hybridization. Our observations therefore suggest
that similarly to the yeast system (Teixeira et al., 2004), there
might exist a binary regulatory switch that controls the
telomerase-extendible and -nonextendible states of human
telomeres. Mammalian telomerases have been proposed to
preferentially elongate short telomeres (Zhu et al., 1998;
Ouellette ef al., 2000; Hemann et al., 2001; Samper et al., 2001).
Quantification of probe oligonucleotides accumulating at
HeLa open telomeres suggested that ~1-9-kb fragments of
these telomeres are available for in situ hybridization. How-
ever, it is difficult to draw firm conclusions from these
observations, because some open telomeres may be clus-
tered in HelLa nuclei and the accumulation level of the
fluorescent oligonucleotide probe is not necessarily propor-
tional to telomere length because of the potential variability
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of the access of the probe to different telomeres. A simple
explanation of the elevated oligonucleotide FISH reactivity
of open telomeres would be that they undergo DNA repli-
cation (Diede and Gottschling, 1999). However, the obser-
vation that prominent components of the DNA replication
machinery are not detectable at telomeres visualized by
FISH and that accessible open telomeres are also present in
G1 and G2 nuclei strongly argue against this possibility
(Figure 4B). In the future, further studies are required to
understand the structural bases of the increased FISH reac-
tivity of HeLa telomeres competent in hTR accumulation.

Although we can postulate with great certainty that hTR
accumulating at telomeres functions in telomeric DNA syn-
thesis, thus far no evidence supports hTERT accumulation at
telomeres. Unfortunately, in situ localization of endogenous
hTERT is very difficult, because of its low cellular concen-
tration and the lack of reliable antibodies. In HeLa cells,
transiently overexpressed GFP-tagged hTERT accumulates
in the nucleolus or in the nucleoplasm and perhaps also in
CBs, but shows no apparent concentration at telomeres
(Wong et al., 2002; Yang et al., 2002; Zhu et al., 2004; our
unpublished data). In this context, it is noteworthy that
telomerase is a processive enzyme that can add multiple
copies of the telomeric DNA repeats after a single binding
event (Collins and Mitchell, 2002; Cong et al., 2002). In prin-
ciple, one telomerase particle possesses the capacity to effi-
ciently elongate a telomeric DNA end. This raises the ques-
tion whether all hTR molecules accumulating at HeLa
telomeres are complexed with hTERT or hTR has another
not yet identified, hTERT-independent role in telomere bio-
genesis that necessitates its high local concentration.

The biological importance of accumulation of hTR in CBs
has remained conjectural. hTR may be sequestered into CBs
to reduce the risk of inappropriate telomere addition to
replicating chromosomal DNA. CBs may also function in the
biogenesis of telomerase holoenzyme. Hypermethylation of
the primary 7-monomethylated guanosine cap of hTR to
2,2,7-trimethylated guanosine and/or assembly of hTR with
telomerase RNP proteins may also take place in CBs (Jady et
al., 2004; Zhu et al., 2004). In this study, demonstration that
26% of HeLa telomeres accumulating hTR colocalize with
CBs raised the intriguing possibility that CBs might have a
direct function in telomere biogenesis. According to the
most obvious scenario, CBs may deliver hTR to open telo-
meres that are competent in hTR accumulation and are
prone to telomeric DNA elongation. Several observations
seem to support this hypothesis. Systematic FISH analysis of
HeLa S phase cells revealed that CBs colocalize only with
those telomeres that also accumulate hTR and are readily
stained with the telomere-specific fluorescent oligonucleo-
tide probe (Figures 5 and 6). In the associated CB-telomere
structure, hTR shows a highly asymmetric distribution, it
concentrates predominantly at the telomere and it is almost
absent from the CB (Figure 5). In general, telomeres associ-
ated with CBs contain more hTR than do free telomeres.
Finally, in vivo imaging confirmed that in HeLa S phase
cells, CBs transiently and specifically associate with telo-
meres (Figure 7). Because in HelLa S phase nuclei, the fre-
quency of CB association with telomeres is ~1.8 associa-
tion/h, during the entire S phase (~3-4 h), CBs can associate
with 5-7 telomeres. If we accept the hypothesis that CB
delivers hTR to individual telomeres, this implicates that no
more than 5-7 telomeres are elongated within one cell cycle.
Finally, we have to emphasize that CBs stay associated with
telomeres for 10-40 min. Therefore, it is possible that CBs
also function in other aspects of telomere maintenance; they
may carry telomere-specific proteins, may facilitate struc-
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tural rearrangements of the telomeric chromatin or even
may protect telomeres during elongation.

A few human tumor-derived cell lines lacking telomerase
activity maintain their telomere length by a recombination-
based (alternative lengthening of telomeres [ALT]) mecha-
nism (Lundblad and Blackburn, 1993; Bryan et al., 1995). An
emblematic feature of ALT cells is that they carry promy-
elocytic leukemia (PML) nuclear bodies which colocalize
with telomeres (Yeager et al., 1999). The ALT-associated
PML bodies also contain the TRF1 and TRF2 telomere-bind-
ing proteins and accumulate protein factors involved in
DNA synthesis (replication factor A), double-stranded
breaks repair, and/or homologous recombination (RAD51
and RAD52 and the RAD50/MRE11/NBS1 complex), lead-
ing to the concept that telomere length maintenance in ALT
cells occurs at PML bodies (Yeager et al., 1999; Wu et al.,
2000, 2003). In vivo imaging of intranuclear movements of
telomeric DNA repeats in human U20S ALT cells, besides
confirming that PML bodies associate with telomeres in a
dynamic manner, also demonstrated that CBs do not interact
with ALT telomeres (Molenaar et al., 2003). Therefore, it
seems that association of CBs and telomeres is linked to
those proliferating cells in which telomere length is stabi-
lized by telomerase activity. Association of PML bodies with
telomeres is not detectable in HeLa cells (Molenaar et al.,
2003), lending further support to the hypothesis that CBs
play a crucial role in telomere maintenance in telomerase-
positive cells, whereas PML bodies function in ALT cell
telomere lengthening.

In summary, we demonstrated that in the nuclei of human
HeLa and Hep?2 interphase cells, a minor subset of telomeres
show high accessibility in oligonucleotide FISH. We demon-
strated that in S phase cells, the FISH reactive open telo-
meres can specifically recruit hTR. We showed that 26% of
the S phase telomeres accumulating hTR colocalize with
CBs. Finally, consistent with the later observation, we dem-
onstrated that in HelLa S phase live cells, CBs transiently
associate with telomeres. These surprising observations in-
evitably led to the provocative hypothesis that CBs may
deliver hTR to a structurally distinct subset of HeLa telo-
meres and/or may function in some aspects of mammalian
telomere biogenesis. Testing this fascinating model will be
an exciting and challenging task for the future.
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Il. 3. Conclusion/perspectives

Les résultats de ces travaux confirment une association de hTR avec les CBs tout au long du
cycle cellulaire. D’une maniére tout a fait intéressante, ils montrent également que hTR
s’accumule au niveau d’une sous-population de télomeres reconnus par une sonde
oligonucléotidique spécifique du brin G. Ces téloméres sont accessibles a la sonde sans
dénaturation préalable de ’ADN cellulaire et correspondent donc a des téloméres qualifiés
«d’ouverts ». Lorsque hTR se trouve au niveau de tels télomeres, il est toujours associé aux
CBs. Ces résultats soulévent 1’hypotheése que les CBs délivrent hTR au niveau des télomeres
les plus courts, qui doivent alors étre allongés par la télomérase (Hemann et al., 2001). Cette
hypothése implique que hTR associ¢ a ces télomeres représente la forme active de la
télomérase, qui comporte hTERT. Jusqu’a trés récemment, hTERT endogeéne n’avait jamais
pu étre visualisée au niveau des CBs. Mais, au méme moment que la parution de nos travaux,
I’équipe de Michael P. Terns a également publi¢ des résultats similaires (Tomlinson et al.,
2006). Par contre, ils ont également pu visualiser hTERT dans des foci nucléoplasmiques
souvent en étroite association avec les CBs en phase S. Méme s’il ne leur a pas été possible de
visualiser hTR et hTERT dans une méme cellule, il y a une forte probabilit¢é pour qu’ils co-
localisent dans les foci associés aux CBs. Ainsi, les travaux de notre équipe et celle de
Michael P. Terns apportent des ¢€léments convaincants quant a une régulation de
laccessibilit¢ de la télomérase aux télomeéres. La visualisation de moins d’une dizaine de
télomeres « ouverts » par cellule suggere que les 92 télomeres que renferme une cellule ne
sont pas synthétisés a chaque cycle cellulaire. Cette hypothése n’apparait pas si abérante
depuis que le laboratoire de Joachim Lingner a montré que chez la levure S. cerevisiae,
seulement une sous-population de télomeres est synthétisée au cours d’un cycle cellulaire
(Teixeira et al., 2004). Méme si les expériences de «time lapse » montrent une association
dynamique des CBs et des télomeres qui appuie notre hypotheése, il apparait important
d’inclure hTR a cette dynamique. Nous essayons actuellement de mettre au point la
visualisation en «time-lapse » des trois composants majeurs de cette dynamique : les CBs, les
télomeres et hTR. Pour cela, nous avons étiqueté hTR a plusieurs endroits de I’ARN avec une
étiquette MS2. La dynamique de hTR peut alors étre visualisée en temps réel grace a
I’expression de la protéine MS2-YFP. Malheureusement, il semble que I’ajout de 1’étiquette

MS2 perturbe énormément la dynamique naturelle de hTR.
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lll. EXPRESSION DES ARNs H/ACA INTRONIQUES CHEZ L’HOMME

Ill. 1. Introduction

L’équipe de Joan Steitz a montré que I’expression des snoARNs C/D chez ’homme était
dépendante de 1’épissage (Hirose et al., 2003; Hirose and Steitz, 2001). En effet, ’épissage est
nécessaire pour permettre 1’acces des exonucléases au pré-snoARN. Mais dans ces travaux,
Hirose et collaborateurs proposent qu’un ou des facteurs (AF pour associated factor) associés
au complexe C1 du spliceosome permettent le recrutement de p15.5 kDa, qu’ils déposent au
niveau du snoARN. Il apparait en effet que les snoARNs C/D se trouvent majoritairement a
une distance fixe du 3’SS, de 70 a 90 nts. Cette distance est en adéquation avec I’hypothéese
que les facteurs d’épissage du complexe Cl1, associés a I’intron en lasso, puissent permettre a
un ou plusieurs facteurs de déposer p15.5 kDa au niveau du snoARN C/D.

Nous avons donc cherché si cette fonction du spliceosome était conservée pour 1’expression
des snoARNs H/ACA. Est-ce que, comme les snoARNs C/D, les snoARNs H/ACA se
positionnent a une distance conservée du 3’SS, et donc du point de branchement et est-ce que
la machinerie d’épissage intervient dans 1’assemblage de la particule RNP H/ACA. Nous
avons entrepris 1’étude de 1’expression de plusieurs ARNs H/ACA, snoARNs (U64, Ul7 et
U19) et scaARN (U92), dans des contextes introniques différents, a partir du deuxiéme intron

du gene de la B-globine ou du gene hote endogene.

Ill. 2. Résultats

« Cotranscriptional Recognation of Human Intronic Box H/ACA snoRNAs Occurs in a

Splicing-Independent Manner »
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Processing from pre-mRNA introns is a widespread mechanism to generate human box C/D and H/ACA
snoRNAs. Recent studies revealed that an optimal position relative to the 3’ splice site is important for efficient
processing of most box C/D snoRNAs and that assembly of box C/D snoRNPs is stimulated by splicing factors
likely bound to the branch point region. Here we have investigated the processing of another major class of
human intron-encoded RNAs, the box H/ACA snoRNAs. Analysis of 80 H/ACA RNA genes revealed that human
H/ACA RNAs possess no preferential localization close to the 3’ or 5’ splice site. In vivo processing experiments
confirmed that H/ACA intronic snoRNAs are processed in a position-independent manner, indicating that
there is no synergy between H/ACA RNA processing and splicing. We also showed that recognition of intronic
H/ACA snoRNAs and assembly of pre-snoRNPs is an early event that occurs during transcription elongation
parallel with pre-mRNA splice site selection. Finally, we found that efficient processing and correct nucleolar
localization of the human U64 H/ACA snoRNA requires RNA polymerase II-mediated synthesis of the U64
precursor. This suggests that polymerase II-associated factors direct the efficient assembly and determine the

correct subnuclear trafficking of human H/ACA snoRNPs.

Mammalian cells contain a large number of small non-pro-
tein-coding RNAs (ncRNAs), including small nuclear RNAs
(snRNAs), nucleolar RNAs (snoRNAs), Cajal body-specific
RNAs (scaRNAs), cytoplasmic RNAs (scRNAs), and short
microRNAs (miRNAs) (1, 5, 6, 30, 44, 66). Biogenesis of small
ncRNAs follows diverse pathways. Some ncRNAs are synthe-
sized from independent transcription units (26), but the ma-
jority of mammalian ncRNA genes are located within introns
of protein-coding genes, and they lack their own transcrip-
tional regulatory elements (5, 20, 34, 54, 62). The intron-en-
coded RNAs are cotranscribed with and processed from the
intron region of the host pre-mRNA. This genetic arrange-
ment has an innate regulatory potential to coordinate the ex-
pression of the intron-encoded ncRNA and the protein prod-
uct of the host gene. The intronic ncRNAs often show an
apparent functional relationship with their host genes. The
majority of mammalian snoRNAs required for rRNA process-
ing are within genes that specify proteins involved in ribosome
biogenesis or function (45, 54). Likewise, cotranscription with
regulated protein-coding genes can ensure the tissue-specific
and/or developmentally controlled expression of some intronic
snoRNAs and miRNAs (2, 5).

Although many miRNAs seem to be processed from pre-
mRNA introns, box C/D and H/ACA snoRNAs represent the
most abundant groups of mammalian intron-borne ncRNAs.
The majority of box C/D and H/ACA snoRNAs guide 2'-O-
methylation and pseudouridylation of rRNAs in the nucleolus,
respectively (reviewed in references 2, 15, 35, and 53). A minor
group of intron-encoded box C/D 2'-O methylation and box
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H/ACA pseudouridylation guide RNAs, called scaRNAs, di-
rect modification of spliceosomal snRNAs in the nucleoplas-
mic Cajal bodies (12, 32). While all box C/D RNAs are asso-
ciated with fibrillarin (the 2’-O-methyltransferase), Nop56,
Nop58, and 15.5-kDa proteins, the box H/ACA RNAs are
complexed with dyskerin (the pseudouridine synthase), Garlp,
Nhp2p, and NoplOp to form functional modification guide
snoRNPs or scaRNPs (15, 53). The RNP proteins specifically
recognize the box C/D or box H/ACA structural core motifs
which are composed of the conserved box sequences and as-
sociated stem structures.

Little is known about the processing of mammalian intron-
encoded snoRNAs. The great majority of box C/D and H/ACA
snoRNAs seem to be processed directly from the excised and
debranched host introns by exonucleolytic trimmings (36, 37,
56). In a minor pathway, endonucleolytic cleavages of flanking
intron sequences provide the entry sites for the processing exo-
nucleases (9, 10, 42). The RNP proteins bound to the box C/D
and H/ACA structural core motifs are believed to delineate the
termini of mature snoRNAs by protecting them from exo-
nucleolytic trimming (7, 10, 21, 61, 63).

So far, no factors involved in the processing of mammalian
intronic snoRNAs have been identified. Recent studies re-
vealed that assembly of most intronic box C/D snoRNPs is
facilitated by the splicing machinery, and it occurs during a late
step of splicing (27, 28). The 15.5-kDa protein, the first binding
box C/D protein (60), binds to the box C/D core motif in a
splicing-dependent manner at the C1 complex stage (27). Most
likely, some splicing factor(s) recruits and deposits the 15.5-
kDa protein on the intronic snoRNA that, as confirmed by
mutational analysis, is located optimally about 70 nucleotides
(nt) upstream of the 3’ splice site (3'ss) (28). Consistently, the
majority of mammalian intronic box C/D snoRNAs are posi-
tioned about 60 to 90 nt upstream of the 3’ splice site of the
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host intron (28). In a few cases, suboptimal intronic location is
compensated for by a stable external intronic stem which fa-
cilitates the correct folding of the snoRNA and thereby stim-
ulates binding of the 15.5-kDa core protein (13, 27, 58).

Here we have investigated the relationship between process-
ing of human intron-encoded box H/ACA RNAs and splicing
of host pre-mRNAs. We provide evidence that recognition of
box H/ACA intronic snoRNA sequences and selection of pre-
mRNA splice sites are independent processes, although they
both occur on the newly synthesized nascent pre-mRNA and
both are dependent on RNA polymerase II (pol II) transcrip-
tion.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid construction. All expression constructs were generated by PCR am-
plification, using standard reaction conditions and appropriate oligodeoxynucle-
otide primers (sequences are available upon request). In brief, to generate
pCMV-RPS2, part of the human ribosomal protein S2 gene containing exons 3
and 4 was PCR amplified from human HeLa genomic DNA, and the resulting
fragment was inserted into the HindIIl and EcoRI sites of expression vector
pCMV-globin (12). The pCMV-RPS2A10, pCMV-RPS2+21, and pCMV-RPS2+57
constructs were generated by the megaprimer amplification approach (14), using
pCMV-RPS2 as a template and appropriately designed mutagenic oligonucleo-
tides as PCR primers. To obtain pCMV-globin-a, pCMV-globin-b, and pCMV-
globin-c expression vectors, Clal and Xhol restriction sites were introduced into
the second intron of the human B-globin gene 70 bp (globin-a) and 454 bp
(globin-b) downstream of exon 2 or 70 bp (globin-c) upstream of exon 3 by using
a two-step PCR approach essentially as described earlier (36). The HindIII-
EcoRI fragments of the resulting mutant globin-a, globin-b, and globin-c genes,
encompassing the first and second exons and the 5’ half of the third exon, were
used to replace the HindIII-EcoRI fragment of pCMV-globin (12). The coding
regions of human U64, U17, U19, and U92 box H/ACA RNAs with (U17f, U19f,
and U64f) or without (U17, U19, U64, and U92) their natural flanking sequences
were amplified from HeLa genomic DNA and inserted into the Clal-Xhol
cloning sites of pCMV-globin-a, pPCMV-globin-b, and pCMV-globin-c. Site-di-
rected mutagenesis of pCMV-globin-b-U92 to obtain U92m1, U92m2, U92m3,
and U92m4 constructs was performed by the megaprimer amplification approach
(14). Construction of p7SK expression vector carrying the human 7SK snRNA
gene with its promoter (224 bp) and terminator (5 bp) regions has been reported
previously (18). p7SK-U64, generated by PCR, carried the promoter (224 bp)
and the first 6 bp of the coding region of the 7SK snRNA, the human U64 gene
flanked by 28-bp upstream and 48-bp downstream sequences fused to the ter-
minator of the 7SK gene. To obtain pW-U64, the U64 gene with its 28- and 48-bp
flanking regions was inserted into the Xbal and Xhol sites of pW (24). The
identity of all constructs was verified by sequence analysis. Transfection of simian
COS7 was performed with FUGENE 6 transfection reagent (Roche) according to
the instructions of the manufacturer. Mouse 1.929 cells were transfected by the
DEAE-dextran method (52).

RNA analysis. RNA from HeLa cells and transfected COS7 and 1929 cells was
isolated by the guanidine thiocyanate/phenol-chloroform extraction method 48 h
after transfection (38). RNase A/T1 protection analysis was performed as de-
scribed previously (23). To generate sequence-specific antisense RNA probes,
the appropriate pCMV-globin expression plasmids were linearized with HindIII
and used as templates for in vitro transcription by SP6 RNA polymerase in the
presence of [a-*?P]CTP (specific activity, 30 Ci/mmol) as a label. To obtain 7SK
and 7SK-U64 RNA probes, the p7SK and p7SK-U64 plasmids were linearized
with PstI and transcribed with T7 RNA polymerase. To generate an antisense
probe for W-U64, the Pstl-EcoRI fragment of pW-U64 encompassing the full-
length ribosomal minigene was cloned into the same sites of pBluescript (KS),
linearized with PstI, and transcribed by T3 RNA polymerase. Before utilization,
all probes were purified on a 6% polyacrylamide sequencing gel.

To prepare cellular extract, about 2 X 107 mouse L1929 cells were collected in
NET2 buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 250 mM NaCl, and 0.05%
Nonidet NP-40 and sonicated three times for 30 s each with 30-s intervals at a
setting of 300 W using a Branson B15 sonifier. The sonicate was centrifuged for
10 min at 10,000 X g and precleared by incubation with protein A-agarose
(Sigma) for 1 h. The precleared supernatant was used for immunoprecipitation
with anti-human NAP57 (kindly provided by U. T. Meier, Albert Einstein Col-
lege of Medicine, Bronx, N.Y.), anti-human GAR1 (17), and antifibrillarin
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(72B9) (55) antibodies bound to protein A-agarose. Before mixing with nuclear
extracts, the agarose beads were blocked by incubation for 90 min in NET2
supplemented with 0.2 mg/ml salmon sperm DNA and 0.5 mg/ml bovine serum
albumin. After immunoprecipitation, beads were washed five times in 1 ml of
NET2, and RNA was recovered by proteinase K treatment and phenol-chloro-
form extraction followed by ethanol precipitation. For Northern blot analysis,
RNAs were separated on a 6% denaturing polyacrylamide gel, electroblotted
onto a Hybond-N nylon membrane (Amersham Biosciences), and probed with
terminally labeled U17-specific (5'-TTCCTGCATGGTTTGTCTCC-3") and
U75-specific (5'-GTCCACTACTCTCATACCATCATGGGCTT-3") deoxyoli-
gonucleotide probes. Reverse transcription-PCR (RT-PCR) was performed as
reported previously (57). To detect wild-type RPS2 (5'-CAACAAATGCCTGC
GAAAAG-3") and mutant RPS2-3'ss (5'-CAACAAATGCGGGCGAAAAG-
3") pre-mRNAs, we utilized sequence-specific 3’ primers in combination with a
common 5’ primer (5'-CAGGTTCAAGGTACCCGGCT-3"). The amplified
DNA products were analyzed on 2% agarose gels.

Florescent in situ hybridization and image acquisition and processing. In situ
hybridization of COS7 and mouse 1929 cells with a fluorescent oligonucleotide
probe (TT*ACGAAAGTCACACGGGT*GAAGCCAAGTGCAACT*T; aster-
isks indicate aminoallyl-T residues) specific for the human U64 snoRNAs was
performed as described earlier (reference 12 and http://singerlab.aecom.yu.edu).
The oligonucleotide probe was labeled with FluoroLink Cy3 monofunctional
reactive dye (Amersham). Fibrillarin was detected by monoclonal antifibrillarin
antibody (72B9; 1/200 dilution) (50), followed by incubation with anti-mouse
antibodies conjugated to fluorescein (1/100 dilution; Sigma). Nuclear DNA was
stained by 0.1 wg/ml DAPI (4',6'-diamidino-2-phenylindole).

RESULTS

Human intronic box H/ACA RNAs possess no preferential
localization close to the 3’ splice site. The majority of mam-
malian intron-encoded box C/D snoRNA genes are positioned
about 60 to 90 bp from the 3’ splice site of the host intron (28).
Recent identification of a large number of human box H/ACA
snoRNAs and scaRNAs enabled us to perform a comprehen-
sive analysis of the genomic localization pattern of human box
H/ACA intronic RNA genes (33). The distances between box
H/ACA RNA genes and the 5" and 3’ splice sites of their host
introns were defined by alignment of genomic sequences with
cDNA sequences of known cognate mRNAs or reported ex-
pressed sequence tags.

A plot of length distribution of the upstream and down-
stream intronic spacer sequences separating 80 human intronic
box H/ACA RNA genes from the neighboring 5" and 3’ splice
sites is shown in Fig. 1. Apparently, the lengths of human
pre-mRNA introns hosting box H/ACA RNAs show a great
variation between 218 and about 120,000 nucleotides, indicat-
ing that box H/ACA RNAs can be efficiently processed from
both short and long introns. More importantly, the majority of
intronic box H/ACA RNA genes are separated from the adja-
cent 3’ splice site by more than a hundred or, sometimes, even
by several thousand base pairs of intronic sequences. The up-
stream intronic spacer sequences of human box H/ACA RNA
genes also show a broad length distribution, ranging from 19 to
almost 20,000 bp. Hence, we conclude that human intronic box
H/ACA RNA genes, in contrast to box C/D snoRNA genes,
possess no preferential localization close to the 3’ or 5’ splice
site of the host intron.

Alteration of the downstream intronic spacer length has no
effect on U64 snoRNA processing. An optimal position of hu-
man intronic box C/D snoRNAs relative to the branch point is
crucial for efficient snoRNA processing, because the splicing
machinery stimulates the recruitment of box C/D core proteins
(27, 28). The finding that human intronic box H/ACA RNA
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FIG. 1. Distribution of the length of intronic spacer sequences sep-
arating 80 human intron-encoded box H/ACA RNAs from adjacent 5’
and 3’ splice sites. The numbers of upstream and downstream intronic
flanking nucleotides are indicated on logarithmic scales.

genes are randomly positioned within their host introns sug-
gests that there is no synergy between H/ACA RNA processing
and host pre-mRNA splicing. To test this assumption, we first
investigated the in vivo processing of the human U64 intronic
H/ACA snoRNA (Fig. 2). The U64 gene has an optimal in-
tronic position defined for efficient processing of box C/D
intronic snoRNA; it is located 63 bp upstream of the 3’ splice
site of the third intron of ribosomal protein S2 (RPS2) gene
(21). A fragment of the RPS2 gene encompassing the host
intron of U64 together with flanking exons E3 and E4 was
placed under the control of the cytomegalovirus (CMV) pro-
moter (Fig. 2A). To assay the potential importance of the
intronic position of U64, the downstream spacer region sepa-
rating U64 from the branch point was either shortened by
deletion of 10 bp or elongated by insertion of 21- and 57-bp
DNA fragments.

The resulting pCMV-RPS2, pCMV-RPS2-A10, pCMV-
RPS2+21, and pCMV-RPS2+57 expression constructs, to-
gether with the p7SK transfection control plasmid carrying the
human 7SK snRNA gene, were transfected into mouse 1.929
cells. Excision of U64 snoRNA, splicing of the “wild-type” and
mutant RPS2 pre-mRNAs, and expression of 7SK snRNA
were monitored by RNase A/T1 mapping performed with se-
quence-specific antisense RNA probes (Fig. 2B). The U64
snoRNA was efficiently processed from all RPS2 transcripts
(lanes 4, 5, 6, and 7), yielding an RNA identical in size to the
authentic human U64 snoRNA (lane 1). The relative intensi-
ties of the U64-specific protected fragments obtained by
PhosphorImager quantification and normalized to the 7SK
external control are shown in Fig. 2C. No significant differ-
ences were observed in the accumulation levels of U64 when
processed from the “wild-type” RPS2 (considered 100%) or
from the mutant RPS2-A10, RPS2+21, and RPS2+57 primary
transcripts. These results support the idea that efficient processing
of human intron-encoded box H/ACA snoRNAs, in contrast to
that of box C/D snoRNAs, is independent from the position of
the snoRNA relative to the 3’ splice site.
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FIG. 2. In vivo processing of human U64 box H/ACA snoRNA
from the third intron of ribosomal protein S2 pre-mRNA. (A) Sche-
matic structure of expression constructs. A fragment of the human
ribosomal protein S2 gene encompassing exons 3 and 4 (E3 and E4)
and the third intron carrying the U64 gene (open arrow) was fused to
the cytomegalovirus promoter (CMV). The polyadenylation region
(PA) and the promoter of the SP6 RNA polymerase are indicated.
Relevant restriction sites are shown (H, HindIIl; E, EcoRI). The
antisense RNA probe used for RNase A/T1 mapping and the expected
sizes of protected fragments (in italics) are shown. The downstream
intronic flanking sequences of U64 as well as sequences deleted from
RPS2-A10 (boxed) or inserted into the RPS2+21 and RPS2+57 genes
are indicated. (B) RNase A/T1 protection. RNAs obtained from mouse
1929 transfected with the indicated expression constructs were
mapped with a sequence-specific antisense RNA probe, and the pro-
tected fragments were separated on a 6% sequencing gel. Control
mappings with HeLa (H) and nontransfected 1.929 cellular RNA
(N) and with Escherichia coli tRNA (C) are shown. Positions and
structures of protected fragments are indicated on the right. Asterisks
indicate a probe fragment protected by the fourth exon of the human
HeLa RPS2 mRNA. E4endo, U64endo, and 7SKendo fragments rep-
resent endogenous mouse RPS2 exon 4, U64 snoRNA, and 7SK
snRNA sequences that partially protect human antisense RNA probes.
Lane M, molecular size markers (Haelll- and Taql-digested pBR322).
(C) Relative accumulation of U64 snoRNA. The intensities of pro-
tected probe fragments were quantified by PhosphorImager. The rel-
ative levels of U64 were normalized to the transiently expressed 7SK
snRNA.

Position-independent processing of U64, U19, and U17 H/ACA
snoRNAs from the globin pre-mRNA. To further substantiate
the notion that the position of intronic H/ACA snoRNAs has
no effect on snoRNA expression, we investigated the in vivo
processing of human U64, U17, and U19 box H/ACA snoRNAs
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FIG. 3. Processing of U64, U19, and U17 box H/ACA snoRNAs
from the second intron of the human B-globin pre-mRNA. (A) Sche-
matic structure of expression constructs. Exons (E1, E2, and E3) of the
globin gene and the insertion sites of U64, U19, and U17 snoRNA
genes (a, b, and ¢) are indicated. (B) RNase A/T1 mapping. RNAs
from COS?7 cells either nontransfected (N) or transfected (T) with the
indicated expression vector were mapped with sequence-specific RNA
probes. Protected probe fragments representing the spliced exons (E1
and E2) of the transiently expressed human globin mRNA and the
excised U64, U19, and U17 snoRNAs are indicated. Fragments
Ul7endo represent endogenous mouse U17 snoRNA partially protect-
ing the human U17 snoRNA probe. (C) Accumulation of U64, U19,
and U17 snoRNAs. The relative levels of U64, U19, and U17 were
normalized to the levels of exons 1 and 2. For other details, see the
legend to Fig. 2.
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imbedded in three different positions of the second intron of
human B-globin pre-mRNA (Fig. 3A). The coding genes of
U64, U17, and U19 devoid of flanking sequences were inserted
either 70 bp downstream of the 5 splice site (site a), 70 bp
upstream of the 3’ splice site (site ¢), or in the middle of the
second intron (site b) of the human B-globin gene that had
been placed under the control of the CMV promoter. Each
expression construct was transfected into COS7 cells, and pro-
cessing of the intronic snoRNAs and splicing of the host globin
pre-mRNAs were monitored by RNase A/T1 mapping (Fig.
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3B). All globin transcripts carrying U64, U19, and U17 se-
quences were correctly and efficiently spliced, indicating that
insertion of H/ACA intronic snoRNAs has no effect on pre-
mRNA splicing. Likewise, the U64 and U17 snoRNAs located
at the a, b, or c site of the second intron of the transiently
expressed globin pre-mRNA were processed with similar effi-
ciency (lanes 3, 5, 7, 17, 19, and 21). This conclusion was
corroborated by PhosphorImager quantification of the pro-
tected probe fragments representing the excised snoRNAs and
the spliced globin introns (Fig. 3C).

The U19 snoRNA, however, showed a reduced accumula-
tion when its gene had been placed close to the 5’ splice site
(site a) of the globin host intron (Fig. 3B, lane 10, and C). Since
the globin mRNA was faithfully and efficiently expressed, we
concluded that processing of the U19 snoRNA, rather than
synthesis of the globin-a-U19 pre-mRNA, was compromised.
We speculated that the intronic sequences flanking the a site of
the globin-a pre-mRNA may accidentally interfere with correct
folding of U19 and, thereby, may inhibit binding of box H/ACA
RNP proteins. Previous works demonstrated that adjacent in-
tronic sequences can facilitate the processing of box C/D in-
tronic snoRNAs (13, 27, 58). To test this possibility, the U109,
U64, and U17 snoRNA genes, together with short natural
flanking sequences (U64f, U19f, and U17f), were inserted into
the a, b, and ¢ sites of pCMV-globin (Fig. 4A). Each expression
construct was transfected into COS7 cells, and processing of
the transiently expressed pre-mRNAs was analyzed by RNase
A/T1 mapping. The presence of natural intronic flanking se-
quences fully restored the processing of U19 from the a site of
the globin-a-U19f transcript (lane 10). Moreover, compared to
the expression levels of U64, U19, and U17 snoRNAs devoid
of natural flanking nucleotides (Fig. 3C), inclusion of cognate
intronic flanking sequences significantly increased the efficacy
of U19, U64, and U17 processing from the a, b, and c sites of
transiently expressed globin pre-mRNAs (Fig. 4B). Based on
the above results, we conclude that the nucleotide composition
of the immediate intronic flanking regions can largely facilitate
the processing of human H/ACA snoRNAs. However, in con-
trast to box C/D snoRNAs, efficient processing of H/ACA
snoRNAs does not require a preferential intronic localization
relative to the 5’ and 3’ splice sites of the host intron.

Recognition of U92 H/ACA intronic RNA and selection of
the host pre-mRNA splice sites occur concomitantly. A notion
that processing of box H/ACA intronic RNAs is independent
from their intronic location implies that recognition of box
H/ACA signal sequences by H/ACA RNP proteins and selec-
tion of the host pre-mRNA splice sites by the splicing machin-
ery are independent molecular events. Therefore, in principle,
assembly of H/ACA RNPs could occur before, during, or after
splicing of the host pre-mRNA. To define the timing of in-
tronic box H/ACA RNA selection, we took advantage of two
observations. We had earlier noticed that the second intron of
the human globin gene contains a cryptic 5" splice site at G976
that can be activated upon providing a 3’ splicing signal se-
quence (T. Kiss, unpublished data) (Fig. 5A). A scrutiny of
human box H/ACA RNA sequences revealed that the H-box
motif of human U92 scaRNA and its preceding nucleotides
show a striking homology to the consensus sequence at the 3’
splice sites of human U2-type introns (Fig. 5A). In other
words, the H-box region of U92 has the capacity to bind
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FIG. 4. Processing of U64, U19, and U17 box H/ACA snoRNAs flanked with natural intronic sequences. (A) RNase A/T1 mapping. The U64,
U19, and U17 snoRNAs genes together with their natural flanking sequences (U64f, U19f, and U17f) were inserted into the a, b, and c sites of
pCMV-globin. RNAs obtained from COS7 cells nontransfected (N) or transfected (T) with the indicated expression construct were mapped with
cRNA probes. (B) Relative accumulation of U64, U19, and U17 snoRNAs. For other details, see the legend to Fig. 3.

H/ACA RNP proteins and also to recruit splicing factors. In
theory, when located upstream of the G976 cryptic 5’ splice
site of the globin pre-mRNA, the U92 RNA might be either
processed to mature U92 scaRNA or, alternatively, its 3" half
could be spliced to the second exon (E2) of globin as part of a
newly included exon (Ex) depending on whether box H/ACA
RNA recognition or splice site selection occurs first.

To test this assumption, the human U92 gene was inserted
into the b site of pCMV-globin-b upstream of the G976 cryptic
5’ splice site. Upon transient expression in mouse 1929 cells,
processing of the globin-b-U92 pre-mRNA was assayed by
RT-PCR (Fig. 5C). By using primers specific for the second
and third exon of the globin pre-mRNA, two amplified DNA
fragments of about 100 and 210 bp were obtained (lane 3).
Cloning and sequencing of the amplified DNAs revealed that
the shorter fragment corresponded to the correctly spliced
globin mRNA, while the longer product represented an alter-
natively spliced version of the globin mRNA in which a 106-nt-
long extra exon, Ex, was inserted between E2 and E3. As
predicted, the “box H” cryptic 3’ splice site of U92 and the
intronic G976 cryptic 5’ splice site were utilized for inclusion of
Ex (Fig. 5C, lower panel). RNase A/T1 mapping confirmed the
inclusion of Ex into the globin mRNA and also revealed that
the U92 scaRNA was also processed from a fraction of the
transiently expressed globin-b-U92 RNA (Fig. 5D, lane 4).
These results demonstrate that the box H region of U92 in the
context of the globin-b pre-mRNA sequence can function as a
3’ splicing acceptor site. On the other hand, the observed
coaccumulation of mature U92 scaRNA and the alternatively
spliced globin mRNA suggested that binding of H/ACA RNP
proteins and recruitment of splicing factors to the box H region
of U92 are parallel and, most probably, competitive molecular
events.

To confirm the above conclusion and to further investigate
the relationship of U92 processing and globin pre-mRNA
splicing, mutations were introduced into the H or ACA motif
of U92 (Fig. 5B). Previous functional analysis of the H box
(consensus AnAnnA) of human H/ACA snoRNAs revealed
that replacement of the evolutionarily conserved A3 residue
for a G is fatal to snoRNA accumulation (21). Consistent with
this, an A3-to-G3 transition fully abolished the processing
of the mutant U92-m2 RNA from the globin-b pre-mRNA

(Fig. 5D, lane 8). This mutation also abolished accumulation
of the wild-type globin mRNA and only the alternatively
spliced, Ex-containing longer globin mRNA was detectable
(Fig. 5C, lane 5). This demonstrates that recognition of the
“box H” cryptic 3’ splice site and inclusion of Ex occurs with
100% efficacy if box H/ACA RNP proteins cannot bind to the
H box of U92. As was highly predictable, replacement of the
G2 residue for a C fully devastated accumulation of the alter-
natively spliced version of globin mRNA (Fig. 5C, lane 7; see
also D, lane 12). More importantly, abolishment of Ex inclu-
sion doubled the accumulation of the mutant U92-m4 snoRNA
compared to the wild-type snoRNA (compare lanes 4 and 12).
This provides further support to the notion that splice site
selection and H/ACA snoRNA recognition are competitive
events.

In great accordance with previous results (21), conversion of
the A3 residue in the H box of U92 to a pyrimidine (U)
strongly inhibited, but did not fully abolish, accumulation of
U92-m3, and alteration of the ACA box of U92 fully abolished
processing of U92-m1 (Fig. 5D, lanes 6 and 10). However, to
some surprise, processing of the wild-type globin mRNA was
not severely inhibited or fully abolished by the U92-m3 and
U92-m1 mutations, respectively (Fig. 5C, lanes 4 and 6). A
simple explanation for this observation is that box H/ACA
RNP proteins still can loosely bind to the structural core motif
of U92-m1 and U92-m3, even in the absence of fully functional
H or ACA box motifs, and they partially prevent the recruit-
ment of splicing factors. Nevertheless, the above results dem-
onstrate that recognition of the U92 box H/ACA intronic RNA
and reading of splicing signals in the globin-b-U92 primary
transcript are competitive events. Since splicing of pre-mRNAs
already occurs during transcription elongation (40), we con-
clude that recognition of box H/ACA intronic RNAs is a co-
transcriptional event that occurs on the nascent host pre-
mRNA parallel with spliceosome assembly.

Dyskerin interacts with pre-mRNA transcripts hosting
U64 intronic snoRNA. We next investigated whether H/ACA
snoRNP proteins could interact with nascent pre-mRNA tran-
scripts hosting a box H/ACA intronic snoRNA. Mouse 1929
cells were transfected with the pCMV-RPS2 expression con-
struct (see Fig. 2A). Cellular extracts were prepared and dys-
kerin (Nap57) and Garl H/ACA proteins were precipitated
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FIG. 5. Processing of globin-b pre-mRNA carrying the U92 box
H/ACA scaRNA. (A) Schematic structure of the 3’-terminal part of
the globin-b-U92 transcript. Dashed lines indicate alternative splicing
patterns. Position of exon x (Ex) (boxed) and sequences at the cryptic
5" and 3’ splice sites are shown. A potential branch point (BP) is
underlined, and the box H motif of U92 is shaded. The consensus
sequence at human U2-type 3’ splice sites is shown (8). Arrows rep-
resent primers used for RT-PCR. Numbering is from the 5’ end of
mature U92 RNA or from the transcription initiation site of the human
B-globin gene. (B) Mutations introduced into the H or ACA box of
U92. Altered nucleotides are shown by lowercase letters, and the
expected consequences on U92 excision and Ex exon inclusion are
listed. (C) Analysis of RNA processing by RT-PCR. RNAs obtained
from mouse L929 cells nontransfected (N) or transfected with the
pCMV-globin-b expression construct carrying the wild-type (WT) or
mutant (m1 to m4) U92 RNA genes were analyzed by RT-PCR. Lane
C represents control RT-PCR performed with Escherichia coli tRNA.
The amplified fragments were separated on a 2% agarose gel, cloned,
and subjected to sequence analysis. Sequencing gels representing the
E2-Ex and Ex-E3 junction regions are shown. (D) RNase A/T1 map-
ping. RNAs from mouse cells expressing (T) globin-b pre-mRNAs
carrying wild-type (WT) or mutant (ml to m4) U92 RNAs were
mapped with sequence-specific RNA probes spanning the entire globin
primary transcripts (see Fig. 3A). Control mappings with nontrans-
fected mouse (N) or HeLa (H) cellular RNAs or E. coli tRNA (C) are
shown.
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with anti-NAP57 and anti-GARI1 antibodies, respectively (Fig.
6). Coimmunoprecipitation of nascent RPS2 pre-mRNA tran-
scripts was monitored with RT-PCR by utilization of PCR
primers that were specific for unspliced pre-mRNA. Precipi-
tation of endogenous H/ACA snoRNPs was verified by North-
ern blot analysis performed with a deoxyoligonucleotide probe
specific for mouse U17 H/ACA snoRNA. The anti-NAP57
antibody precipitated mouse U17 as well as the transiently
expressed RPS2 pre-mRNA (lane 4). The anti-GAR1 antibody
failed to precipitate the RPS2 pre-mRNA (lane 5), although it
recognized U17 snoRNP. Finally, a control antibody specific
for fibrillarin box C/D snoRNP protein did not recognize U17
and RPS2 but precipitated the mouse U75 box C/D snoRNA
(lane 3). These results demonstrate that dyskerin, an essential
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central component of box H/ACA snoRNPs (25, 59), binds to
intronic box H/ACA snoRNAs already in the newly synthe-
sized host pre-mRNA. We also propose that Garl, another
H/ACA snoRNP protein that is dispensable for snoRNA sta-
bility, binds at a later stage of intronic H/ACA snoRNP bio-
genesis (3, 11, 59).

RNase protection experiments demonstrated that exons 3
and 4 of the transiently expressed RPS2 pre-mRNA were cor-
rectly spliced in mouse cells (Fig. 2B and data not shown). To
abolish splicing of RPS2 and to prevent binding of splicing
factors, we destroyed the 3’ splice site signal sequence in the
pCMV-RPS2 expression construct (Fig. 6). Upon transient
expression in mouse cells, as predicted, the mutant RPS2-3'ss
pre-mRNA was not spliced (data not shown). Immunoprecipi-
tation with anti-NAP57 followed by RT-PCR analysis, how-
ever, revealed that dyskerin was successfully recruited by the
unspliced RPS2-3ss pre-mRNA (lane 9), providing further
support to the conclusion that recognition of intronic box
H/ACA snoRNAs and binding of H/ACA core proteins does
not depend on spliceosome assembly. Interestingly, in contrast
to the wild-type RPS2 transcript (lane 5), the mutant RPS2-
3’ss pre-mRNA showed a weak but reproducible interaction
with Garl protein (lane 10). In fact, the RPS2-3'ss transcript
was processed to mature U64 snoRNA with very low efficiency
(data not shown), indicating that efficient splicing of host pre-
mRNA, although not essential for H/ACA snoRNP assembly,
facilitates snoRNA production through providing entry sites
for processing exonucleases (36). In summary, the above re-
sults further corroborated the conclusion that box H/ACA
central core proteins are recruited to the newly synthesized
host pre-mRNA in a splicing-independent manner shortly after
or already during transcription elongation.

Correct expression of U64 snoRNP depends on polymerase
II transcription. After having demonstrated that selection of
intronic H/ACA RNA sequences is independent from pre-
mRNA splicing, we tested whether H/ACA RNAs can be pro-
cessed from precursor RNAs synthesized by RNA pol I and pol
III. The U64f fragment carrying the human U64 snoRNA gene
with 28 bp upstream and 48 bp downstream flanking sequences
was inserted into the pW mouse ribosomal minigene construct
(24) or fused to the promoter and terminator regions of the
RNA pol IlI-specific 7SK snRNA gene (39, 47) (Fig. 7A). The
pW-U64 and p7SK-U64 expression constructs were trans-
fected into mouse 1.929 and COS7 cells, respectively, and pro-
cessing of U64 was assayed by RNase mapping. The RNA pol
III-synthesized 7SK-U64 transcript stably accumulated in
COS7 cells, but it was not processed into mature U64 snoRNA,
indicating that pol III transcripts cannot serve as substrates for
box H/ACA snoRNA processing (lane 4). Fluorescent in situ
hybridization with a human U64-specific oligonucleotide probe
revealed that the transiently expressed 7SK-U64 RNA accu-
mulated in the nucleoplasm, and it was rather excluded from
the nucleolus where mature U64 was expected to accumulate
(Fig. 6B).

RNase A/T1 mapping revealed that U64 was correctly, al-
though with low efficiency, processed from the W-U64 tran-
script (Fig. 7A, lane 8). Since pol I-mediated synthesis of the
W-U64 RNA was expected to occur in the nucleolus (22, 24,
46), it was not surprising that the mature U64 snoRNA and the
unprocessed or partially processed W-U64 RNAs accumulated
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FIG. 6. Coimmunoprecipitation of RPS2 pre-mRNA with dys-
kerin. A schematic structure of transiently expressed human RPS2
pre-mRNA hosting U64 snoRNA is shown. Altered nucleotides in
RPS2-3'ss mutant pre-mRNA are shown. Arrows P1 and P2 represent
deoxyoligonucleotide primers used for PCRs. For other details, see the
legend to Fig. 2A. Cellular extracts prepared from mouse 1929 cells
transfected with pCMV-RPS2 or pCMV-RPS2-3'ss were treated with
protein A-agarose-bound antifibrillarin (a-FIB), antidyskerin (a-
NAP), or anti-GAR1 (a-GAR) antibody. RNAs recovered from the
extracts (E) and protein A agarose beads either containing or lacking
(C) antibodies were analyzed by RT-PCR (upper panel) or Northern
blot analysis (lower panels). The amplified RT-PCR fragments were
analyzed on 2% agarose gel. For Northern blot analysis, RNAs were
separated on a 6% sequencing gel, electrotransferred onto a nylon
membrane, and probed with terminally labeled U17- and U75-specific
deoxyoligonucleotides. Lanes M represent size markers in base pairs
(upper panel) or in nucleotides (lower panels).

in the nucleolus (Fig. 7B). Immunoprecipitation with an anti-
body against Garlp, a late binding H/ACA protein (3, 11, 59),
demonstrated that the excised U64 snoRNA was assembled
into H/ACA snoRNP (data not shown). However, in situ hy-
bridization also revealed that the U64 snoRNA processed from
the W-U64 pol I transcript in the nucleolus had an aberrant
localization pattern concentrated in small dot-like regions of
the nucleolus (Fig. 7B). In contrast, the control U64 snoRNA
excised from the second intron of the RNA pol II-synthesized
globin pre-mRNA showed the characteristic distribution of
snoRNAs: it coaccumulated with fibrillarin in the fibrillar com-
partment of the nucleolus (Fig. 7B). We assume that in the
nucleolus, a fraction of the W-U64 pol I transcript and H/ACA
RNP proteins can assemble into precursor snoRNP (3, 11, 59)
before nucleases, maybe the ones responsible for regular pro-
cessing of intronic snoRNAs, degrade the flanking sequences.
However, default processing from a nucleolar pol I transcript
cannot support correct intranucleolar localization of box
H/ACA snoRNPs. Hence, we conclude that efficient and cor-
rect expression of human box H/ACA snoRNPs requires co-
transcription with RNA pol II-synthesized pre-mRNAs.

DISCUSSION

In mammalian cells, a large number of small regulatory
RNA:s, including box C/D and H/ACA modification guide
RNAs and many microRNAs, are processed from pre-mRNA
introns. The functional relationship between processing of in-
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tron-encoded RNAs and splicing of host pre-mRNAs is poorly
understood. Previous works revealed that removal and de-
branching of the host introns provide the entry sites for exo-
nucleases responsible for processing the majority of intronic
box C/D and H/ACA snoRNAs (36, 48). Recently, a more
intimate role of the spliceosome played in the assembly and
processing of intron-encoded box C/D snoRNAs has been dis-
covered (27, 28). In vitro processing experiments demonstrated
that recruitment of the 15.5-kDa core protein to the K-turn
motif of box C/D snoRNAs is dependent on splicing factors
specific to the C1 complex, and consequently a proper location
relative to the branch point is essential for efficient snoRNA
processing. In this study, we have investigated the in vivo pro-
cessing of box H/ACA RNAs that represent another major
class of human intronic ncRNAs. Several lines of evidence
support the conclusion that assembly of box H/ACA snoRNPs,
in contrast to that of box C/D snoRNPs, is independent of
pre-mRNA splicing and that the sole function of the splicing
machinery is in liberation of the box H/ACA RNA-containing
host intron for exonucleolytic processing.

In contrast to intronic box C/D snoRNA genes which are
typically located 60 to 90 bp upstream of the 3’ splice site (28),
the human H/ACA RNA genes show no preferential localiza-
tion close to the 3’ end of their host introns (Fig. 1) (51). While
an average human intron is about 3,400 bp (41), we found that
the average length of box H/ACA RNA-containing introns is
about 7,400 bp. The functional significance of this observation,
if any, remains uncertain, especially since some box H/ACA
RNAs are processed from very short introns. Nevertheless, the
findings that human box H/ACA RNA genes preferentially
reside within longer than average introns and that they localize
randomly relative to the ends of the host intron strongly sup-
port the notion that recognition of intronic box H/ACA RNAs
is independent of binding of the splicing machinery. Indeed, in
vivo processing experiments demonstrated that expression of
the human U64 box H/ACA snoRNA is not affected by its
intronic position relative to the branch point (Fig. 2) and that
the U17, U19, and U64 H/ACA snoRNAs flanked with short
natural sequences are equally efficiently processed from the
5’-terminal, the middle, or the 3'-terminal region of the second
intron of the human B-globin pre-mRNA (Fig. 4). Overall,
these results strongly argue against a synergy between human
box H/ACA RNA processing and pre-mRNA splicing.

In vivo processing of U17, U19, and U64 snoRNAs from the
globin pre-mRNA also revealed that natural intronic flanking
sequences can stimulate the efficient processing of box H/ACA
RNAs (Fig. 3 and 4). Previous studies showed that formation of
external intronic stem structures can facilitate the expression of
box C/D snoRNAs, probably through safeguarding the accurate
folding of the K-turn core motif (13, 58). The role of intronic
flanking sequences played in H/ACA RNA processing is unclear.
Formation of an external stem is evident for only a few H/ACA
intronic RNAs, but in most cases, computer folding failed to
reveal an apparent intronic stem or other common RNA struc-
ture (unpublished data). We assume that the naturally occurring
intronic flanking nucleotides represent harmless sequences which
do not interfere with the correct folding of the imbedded intronic
H/ACA RNA. For example, intronic sequences capable of form-
ing base-pairing interactions with snoRNA sequences would
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FIG. 7. Correct expression of U64 snoRNP depends on pol II transcription. (A) Processing of U64 RNA from pol I and pol III transcripts.
Schematic structures of the pol III-specific p7SK-U64 and the pol I-specific pW-U64 expression constructs are shown. The human intronic U64
snoRNA gene, together with 28-bp upstream and 48-bp downstream flanking sequences, was fused to the promoter (Pol III) and terminator
(TTTTT) of the human 7SK snRNA gene or inserted into the Xbal (Xb) and Xhol (X#) sites of the pW ribosomal minigene (24). The mouse pol
I promoter (Pol I) and terminator (TR), fragments derived from the 5’ (hatched boxes) and 3’ (open box) external transcribed spacers (ETS) of
the mouse rRNA gene, and a fragment of the chloramphenicol acetyltransferase (CAT) gene are shown. RNAs extracted from HeLa (H) cells,
transfected (T) or nontransfected (N) COS7 cells (lanes 3 and 4), or mouse 1929 (lanes 7 and 8) cells were analyzed by RNase A/T1 mapping with
sequence-specific probes as indicated above the lanes. Lane C represents control mapping with Escherichia coli tRNA. (B) In situ localization.
COS7 cells transfected with the pCMV-globin-U64 or p7SK-U64 and mouse L929 transfected with the pW-U64 expression constructs were
hybridized with a fluorescent oligonucleotide probe specific for human U64. The nucleolus was visualized by staining with an anti-fibrillarin

antibody. Nuclear DNA was stained with DAPI (blue). Bar, 10 pwm.

hamper snoRNA folding and recognition by box H/ACA proteins
or by other auxiliary factors involved in snoRNP assembly.

To determine exactly when selection of box H/ACA intronic
RNAs occurs during pre-mRNA processing in living cells, we
expressed a modified globin pre-mRNA in which the same
intronic nucleotides could be recognized either as the box H
motif of the U92 intronic RNA or as the 3’ splice site signal of
an alternatively spliced intron (Fig. 5). Employing such an
artificial snoRNA processing versus a pre-mRNA splicing
competition system demonstrated that recognition of H/ACA
intronic snoRNA sequences and selection of the 3’ splice site
occur concurrently on the native pre-mRNA. Since all mRNA-
processing reactions, including splicing, occur cotranscription-
ally (reviewed in references 43 and 49), we conclude that se-
lection of intronic box H/ACA RNAs already takes place
during synthesis of the host pre-mRNA. This notion was sup-
ported by the finding that dyskerin, a central component of box
H/ACA snoRNPs, specifically associates with nascent pre-
mRNAs carrying the U64 H/ACA intronic snoRNA (Fig. 6).
Moreover, demonstration that dyskerin can bind to a mutant
U64 host pre-mRNA that lacks a functional 3" splice site fur-
ther supported the conclusion that selection of H/ACA in-
tronic snoRNAs occurs in a splicing-independent manner.

In yeast, the Nhp2p and Cbf5p (the yeast equivalent of
dyskerin) H/ACA snoRNP proteins as well as Naflp, a trans-
acting protein factor essential for yeast box H/ACA snoRNP
assembly (16, 19, 65), can be cross-linked to the coding region
of actively transcribed yeast H/ACA snoRNA genes (4, 64).
Since Naflp can interact with the H/ACA core proteins CbfSp
and Nhp2p as well as with the phosphorylated carboxy-termi-
nal domain (CTD) of RNA pol II (19, 29, 31), and since it
copurifies with the pol II factors Sptl6p, Sublp, and Tfglp
(64), it may play a central role in recruitment of H/ACA core
proteins to RNA pol IT and to the newly synthesized snoRNA
(4, 19, 64). Although the majority of yeast box H/ACA
snoRNAs are transcribed from independent genes, we can
envisage that cotranscriptional assembly of box H/ACA
snoRNPs is an evolutionarily conserved phenomenon.

Since mammalian introns are very unstable after removal, it
seems reasonable to assume that in order to maximize the
efficiency of intronic RNA expression, the H/ACA core pro-
teins and putative auxiliary factors are actively recruited to the
nascent host pre-mRNA. This idea is fuelled by the observa-
tion that binding of H/ACA proteins can efficiently compete
with recruitment of splicing factors that are in fact actively
loaded on the pre-mRNA during transcription elongation (Fig.
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5). The existence of a mechanism stimulating H/ACA precur-
sor RNP assembly on pre-mRNAs is further supported by our
results that correct and efficient expression of human H/ACA
RNPs is dependent on RNA pol II transcription (Fig. 6). Since
Naflp is an evolutionarily conserved protein, it might function
also in the active recruitment mammalian box H/ACA RNP
proteins and other auxiliary factors to nascent pre-mRNAs
hosting intronic box H/ACA RNAs (19).

In conclusion, the results presented in this paper indicate
that recognition of human intron-encoded box H/ACA RNA
sequences occurs cotranscriptionally and in parallel with splice
site selection. However, assembly of H/ACA precursor RNPs,
in contrast to that of box C/D snoRNPs (27, 28), is mechanis-
tically independent from splicing of the host pre-mRNA. In-
stead, efficient processing and correct nucleolar localization of
human intronic box H/ACA snoRNPs depends on RNA pol II
transcription, supporting the idea that factors associated with
pol II facilitate the assembly of box H/ACA snoRNPs both in
humans and yeast (4, 64). In the future, identification of the
trans-acting factors mediating cotranscriptional deposition of
box H/ACA core proteins on nascent intronic H/ACA RNA
sequences will be a challenging task.
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lll. 3. Conclusion/perspectives

Nous avons donc montré que, contrairement aux snoARNs C/D, la distance des ARNs
H/ACA naturels du 3’SS peut étre trés variable et s’étendre de 50 a 20000 nts (1 seul gene
possede une séquence intronique en aval du snoARN exceptionnellement longue (100000
nts)). Il apparaissait donc difficile d’envisager I’existence d’une synergie entre 1’épissage et
I’expression des snoARNs H/ACA, comme il I’a ét¢ démontré pour les snoARNs C/D. Cette
hypotheése a été confirmée par 1’étude du snoARN U64, cloné dans un contexte intronique
naturel, de I’exon 3 a I’exon 4. Quelque soit la distance entre U64 et le point de branchement,
I’expression de U64 reste identique a celle de U64 dans un contexte sauvage. Pour confirmer
que la position du snoARN H/ACA dans I'intron n’influence pas I’expression du snoARN,
nous avons cloné deux autres snoARNs (U17 et U19) et U64 a trois positions différentes dans
le deuxieéme intron du geéne de la B-globine. Non seulement ces résultats nous ont conduit a la
méme conclusion, mais ont aussi révélé que les séquences des régions flanquant le snoARN
avaient, quant a elles, une influence sur I’expression des snoARNs. En effet, plus on
augmente la taille des séquences flanquantes naturelles des snoARNs, plus les snoARNs sont
stables (résultats non publiés). Il est alors difficile de dire en quoi elles sont si importantes
dans la mesure elles ne semblent pas posséder de séquences particulieres et conservées. On
peut penser que certaines séquences flanquantes des snoARNs ont subit, en méme temps que
les snoARNSs, une pression de sélection qui a conduit la cellule & garder les séquences qui
apportaient un bénéfice a I’expression des snoARNs. Cet avantage peut résider dans la
structure secondaire imposée par ces séquences flanquantes. Elles peuvent alors consister en
un site d’ancrage fort pour des protéines de 1’assemblage des snoRNPs ou tout simplement
empécher un repliement avec la séquence s snoARNs matures qui inhiberait leur biogenese
et leur maturation. Des expériences plus approfondies seront nécessaires pour mieux
comprendre I'implication des séquences flanquantes naturelles des snoARNs dans leur
expression.

Non seulement la machinerie d’épissage ne semble pas aider ’expression des snoARNs
H/ACA, mais il apparait plutdét qu’elle peut étre en compétition avec la machinerie
d’assemblage des snoARNs. Nous avons en effet créé artificiellement une situation qui
pousse la cellule a choisir le devenir d’'un pré-ARNm. Soit I’épissage permet 1’expression du
scaARN U92 soit il abolit I’expression de U92 pour donner naissance a un exon
supplémentaire. La mutation du site d’épissage contenu dans la boite H de U92 abolit

completement I’épissage de I’exon supplémentaire et conduit a D’accumulation de U92
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provenant de 100% du pré-ARNm. On voit, par RT-PCR, que certaines mutations de la boite
H ou ACA n’abolissent pas ou peu I’accumulation du pré-ARNm de 104 pb, ne contenant pas
I’exon supplémentaire (Figure 5C). Il apparait donc que ces mutations permettent encore
I’association de certaines protéines du cceur de la particule H/ACA avec le pré-ARNm, qui est
alors suffisante pour empécher ’association des facteurs d’épissage. Ce résultat suggere donc
que les protéines H/ACA s’associent trés rapidement au pré-ARNm, voire co-
transcriptionnellement. C’est ce que nous avons voulu tester par des expériences de ChIP. A
partir de la construction contenant U64 et une partiec de son gene hdte endogene, nous avons
test¢ ’association de NAPS57 avec le geéne codant U64, dans un contexte sauvage et un
contexte mutant pour le site d’épissage 3°SS. Les expériences de ChIP n’ont
malheureusement jamais pu aboutir a des résultats convaincants et reproductibles. L’équipe
de UT. Meier a réussi a mettre au point des expériences de ChIP permettant de visualiser une
association des protéines H/ACA au gene contenant un snoARN dans un contexte tout a fait
particulier (Darzacq et al., 2006). Darzacq et collaborateurs ont en effet créé une lignée stable
possédant de nombreuses copies du géne exprimant le snoARN. Les expériences de ChIP ont
donc été réalisables du fait du nombre important de copie du geéne. Dans notre cas,
I’expression de notre construction de fagon transitoire a partir d’'un plasmide peut expliquer
les problémes rencontrés lors de la mise au point des expériences de ChIP. Cet échec nous a
conduit a ¢élaborer une autre stratégie nous permettant d’immunoprécipiter le pré-ARNm,
avant que celui-ci ne soit €pissé. Et en effet, comme le montre la figure 6, nous avons été
capables d’immunoprécipiter le pré-ARNm non épissé avec un anti-corps anti-NAPS57, dans
des proportions équivalentes pour la construction sauvage et celle portant la mutation du
3’SS. Cette expérience nontre clairement que NAP57 ne s’associe pas davantage avec le pré-
ARNm sauvage qu’avec le pré-ARNm mutant. Cela dit, cette expérience appuie ¢également
I’hypothése que les protéines H/ACA s’associent co-transcriptionnellement au pré-ARNm
comme il ’a déja & montré chez la levure (Ballarino et al., 2005; Yang et al., 2005b). Les
expériences de FISH et d’immunofluorescence de I’équipe de UT. Meier confirment que les
protéines H/ACA s’associent co-transcriptionnellement au pré-ARNm, a I’exception de Garl,
qui est absent du site de transcription (Darzacq et al., 2006). La figure 6 montre que le pré-
ARNm mutant s’associe faiblement a Garl, contrairement au pré-ARNm sauvage qui ne
semble en effet pas s’associer a Garl. Ceci peut s’expliquer par le fait que le pré-ARNm
mutant est stirement beaucoup plus stable que le sauvage dans la mesure ou il n’est pas épissé
et qu’il doit transiter du site de transciption aux CBs par exemple, ou il peut alors s’associer a

Garl sous cette forme non épissée.
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Les travaux de Hoareau-Aveilla et collaborateurs et de Darzacq et collaborateurs appuient
I’hypothése que Nafl, également présent au site de transcription, participe a 1’assemblage
précose de la particule RNP H/ACA chez les mammiféres (Darzacq et al., 2006; Darzacq,
2006; Hoareau- Aveilla et al., 2006).
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IV. ASSEMBLAGE DES PARTICULES C/D versus H/ACA

1V. 1. Introduction

Les récentes données sur 1’expression et I’assemblage des ARNs H/ACA (Darzacq et al.,
2006; Darzacq, 2006; Hoareau-Aveilla et al., 2006; Richard et al., 2006) nous ont permis de
comparer les modes d’expression des RNPs H/ACA et C/D en résumant bricvement leurs

différences et leurs points communs (Hirose et al., 2003; Hirose and Steitz, 2001).

1V. 2. Résultats

« Integrating snoRNP assembly with mRNA biogenesis »; EMBO Reports, in press.
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The biogenesis of translatable eukaryotic messenger RNA requires a series of post-
transcriptional processing steps. First, the 5-end of the nascent pre-mRNA acquires a
cap structure, then the intron regions are successively spliced out from the growing
RNA chain. Finally, the mRNA 3’-end is cleaved and a poly(A) tail is added. To
coordinate efficient and faithful mRNA production, a complex network of dynamic
physical and functional interactions are formed between the elongating RNA
polymerase (ol) Il and the different mMRNA processing machines that carry out each
of these steps (Ares & Proudfoot, 2005). In vertebrates, the intron regions of protein-
coding genes frequently encode small nucleolar RNAs (snoRNAs). These snoRNAs
are post-transcriptionally processed from the spliced out and debranched host intron
by exonucleolytic activities. It has long been assumed that the only role of the RNA pol
Il transcription/splicing machine in intronic snoRNA expression is to provide the linear
substrate RNA for the processing exonucleases. However, recent studies from several
laboratories have revealed more intimate functional interplays between the machines
devoted to snoRNA processing and mRNA biogenesis.

The intronic snoRNAs fall into two structurally and functionally well-defined
classes. SnoRNAs carrying the conserved box C and D elements function mainly as
guides in the site-specific 2’-O-methylation of ibosomal RNAs, whereas box H/ACA
snoRNAs direct the pseudouridylation of rRNAs (Terns & Terns, 2002). To form
functional small nucleolar ribonucleoproteins (snoRNPs), the mature box C/D
snoRNAs associate with fibrillarin, 15.5 kDa, Nop56 and Nop58 proteins, whereas the
box H/ACA snoRNAs form complexes with dyskerin, Nop10, Nhp2 and Gar1 proteins.

The possibility that there is a synergy between intronic snoRNA processing and

pre-mRNA splicing was first raised by the group of Joan Steitz. They noticed that
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human box C/D snoRNAs possess a preferential intronic location with respect to the 3’
splice site (Hirose & Steitz, 2001). Subsequent in vivo and in vitro processing
experiments confirmed that an optimal distance (about 50 nt) between the snoRNA
coding region and the branch point is crucial for efficient snoRNA production (Hirose
et al, 2003). This suggests that the splicing machine directly participates in box C/D
snoRNP processing. By applying an in vitro system that couples pre-mRNA splicing
and snoRNA processing, the Steitz group showed that the 15.5 kDa protein, the first
protein to bind to box C/D snoRNAs and nucleate snoRNP assembly, is recruited to
the intronic snoRNA through an active mechanism at the C1 splicing complex stage
(Fig 1A). The authors proposed that a putative box C/D snoRNP assembly factor (AF)
recruits and deposits the 15.5 kDa protein onto the intronic snoRNA. The hypothetical
assembly factor that is responsible for connecting box C/D snoRNP assembly to pre-
MRNA splicing likely interacts, directly or indirectly, with the U2 spliceosomal small
nuclear RNP 6nRNP) or another splicing factor(s) associated with the branch point
region in the C1 splicing complex.

Previous studies identified the yeast Naf1 protein as an essential factor in box
H/ACA snoRNP biogenesis (Dez et al, 2002; Fatica et al, 2002; Yang et al, 2002). The
yeast Naf1 associates with actively transcribed H/ACA snoRNA genes but not mature
snoRNPs, indicating that Naf1 functions in an early step of H/ACA snoRNP synthesis
(Yang et al, 2005; Ballarino et al, 2005). In a recent study published in the May issue
of RNA, the group of Yves Henry and Michéle Ferrer have characterized the human
orthologue of Naf1 and shown that it is essential for the accumulation of human
intronic H/ACA snoRNPs (Hoareau-Aveilla et al, 2006). In another study, published in
the April 24" issue of the Journal of Cell Biology, the group of Thomas Meier

established a human cell line to visualize the transcription of intronic snoRNA genes
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and they show that Naf1 and three H/ACA core proteins, dyskerin, Nhp2 and Nop10,
specifically associate with transcriptionally active intronic H/ACA snoRNA genes
(Darzacq et al, 2006). By using an in vitro translation/immunoprecipitation assay, the
Meier group also show that mammalian Naf1 interacts with the dyskerin/Nop10/Nhp2
H/ACA core complex. They propose that at a later stage of snoRNP maturation, Naf1
is replaced by the Gar1 H/ACA protein and the mature snoRNP is released from the
transcription site and transported to the nucleolus (Fig 1B). The results of the Meier
group, together with the previous observation that yeast Naf1 can interact with the
carboxy-terminal domain (CTD) of the largest subunit of RNA pol Il (Fatica et al,
2002), strongly suggest that Naf1 recruits box H/ACA snoRNP proteins to the newly
synthesized H/ACA snoRNA through its interaction with the CTD of RNA pol I
Consistent with this view, in vivo processing experiments showed that the assembly of
H/ACA snoRNPs depends on RNA pol Il transcription and confirmed that binding of
H/ACA core proteins to intronic snoRNAs already occurs during pre-mRNA synthesis
(Richard et al, 2006). Therefore, Naf1 might have a central role in coupling H/ACA
snoRNP assembly with RNA pol Il transcription.

Mammalian pre-mRNA introns that are removed by splicing are rapidly
degraded. Therefore, active recruitment of snoRNP proteins during pre-mRNA
synthesis or splicing seems to be crucial for efficient intronic snoRNP production. The
demonstration that intronic snoRNP assembly is actively promoted by machines
involved in pre-mRNA biogenesis indicates that the functional complexity of the
mammalian “mRNA factory” exceeds our previous expectations (Ares & Proudfoot,

2005).
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Fig. 1. Models for coupling intronic small nucleolar ribonucleoprotein (snoRNP)
assembly with pre-messenger RNA transcription and splicing.

(A) Splicing-dependent assembly of intronic box C/D snoRNPs. The majority of
mammalian intronic box C/D snoRNAs are located about 50 nt upstream of the branch
point (BP) and are processed n a splicing-dependent manner. At the C1 complex
stage of splicing, the 15.5 kDa central core protein is actively recruited to the intronic
snoRNA by a putative assembly factor (AF) that likely interacts with splicing factors
associated with the branch point region. Fibrillarin (Fib) and Nop58 are believed to
bind directly after 15.5 kDa docking, but Nop56 may bind at a later stage of snoRNP
biogenesis.

(B) Transcription-dependent assembly of intronic box H/ACA snoRNPs. Assembly of
H/ACA pre-snoRNPs occurs co-transcriptionally. Naf1, an essential H/ACA assembly
factor, may interact with the C-terminal domain (CTD) of RNA polymerase (pol) Il and
may facilitate recruitment and binding of the H/ACA core proteins to the nascent
snoRNA sequences. The oorrect time of Gar1 binding is still unclear. It is important to
note that assembly of a minority group of box C/D snoRNPs that possess suboptimal
intronic positions and carry external intronic stem structures may follow a transcription-
dependent processing pathway similar to that described for H/ACA snoRNPs (Hirose

et al, 2003).
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Nous avons mené¢ une large étude sur différents ARNs H/ACA humains, depuis leur

transcription, leur maturation, leur traffic intranucléaire jusqu’a leur lieu d’action.

L. ARNSs introniques C/D et H/ACA : des mécanismes de
biogeneéses différents.

L’analyse de D’expression des ARNs H/ACA guides de modification des ARNr et des
snARNs du spliceosome a permis de mettre en évidence une réelle différence entre les ARNs
C/D et H/ACA de¢s leur transcription. Contrairement aux ARNs C/D, les ARNs H/ACA
s’assemblent indépendamment de la machinerie d’épissage (Hirose et al., 2003; Hirose and
Steitz, 2001). Cette différence est en grande partie due aux protéines, qui ont en effet une
cinétique d’assemblage différente entre les protéines H/ACA et les protéines C/D. Alors que
I’association de pl5.5 kDa avec le pré-snoARN semble initier I’assemblage de la particule
C/D (Watkins et al., 2002; Watkins et al., 2000), les protéines de la particule H/ACA
apparaissent déja pré-assemblées avant de s’associer au pré-snoARN (Darzacq et al., 2006;
Darzacq, 2006; Wang and Meier, 2004). Nafl, associ¢ a la CTD de la grande sous-unité de
’ARN pol II, apparait alors comme le facteur d’assemblage initiateur qui permet le
recrutement de la tri-particule NAP57-Nhp2-Nopl0 au niveau du pré-snoARN (Ballarino et
al., 2005; Darzacq et al., 2006; Darzacq, 2006; Hoareau-Aveilla et al., 2006; Yang et al.,
2005b). Puisqu’il n’a toujours pas été identifi¢é un tel facteur d’assemblage chez les RNPs
C/D, il se peut que la cellule ait compensé ce manque d’adapteur par un systeéme «d’aide a
I’assemblage » couplé a la machinerie d’épissage. La particule snRNP U4 apparait comme un
bon candidat dans la mesure ou elle partage une protéine avec la particule C/D, la protéine
pl5.5 kDa (Watkins et al., 2000). Dans ce cas, on pourrait penser que la particule U4 elle-
méme peut déposer pl5.5kDa au niveau du pré-snoARN. Cela dit, ’association de p15.5kDa
se fait au moment de la mise en place du complexe C1 d’épissage, lorsque la snRNP U4 ne
fait déja plus partie du complexe d’épissage (Hirose et al., 2003). Méme s’il apparait possible
que la snRNP U4 dépose pl15.5 kDa juste avant de quitter le complexe d’épissage, la distance
entre le point de branchement et le snoARN suggere le besoin d’un autre facteur
d’assemblage (AF pour Assembly Factor). Ainsi, selon le mode d’assemblage des protéines
C/D ou H/ACA, la cellule semble avoir développé et adapté en parallele deux mécanismes

différents afin d’aboutir a la formation de deux particules stables et fonctionnelles.
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1l. La boite CAB : un motif court mais nécessaire et suffisant a
la localisation dans les CBs des scaARNs H/ACA.

Avant méme de nous intéresser a I’expression des ARNs H/ACA, nous avons voulu
comprendre pourquoi et comment les scaARNSs, en tout point identiques aux snoARNs, a
premiére vue, s’accumulaient dans les CBs et non dans le nucléole. L’identification de la
boite CAB des scaARNs H/ACA (5’-UGAG-3’) a ét¢ surprenante dans le sens ou des
analyses mutationnelles systématiques ont clairement montré que la fonctionnalit¢ du motif
repose uniquement sur les deux dernicres bases, AG. Méme s’il est clair que ces deux bases
sont essentielles, la structure du motif est également cruciale. La modification de I’hélice
terminale qui porte la boite CAB conduit en effet a une perturbation de la localisation de
I’ARN. Depuis ces travaux, la boite CAB a été identifiée chez de nombreux autres organismes
et a pu mettre en évidence une conservation de la fonction des scaARNSs, mais également des
CBs. Bien qu’il n’ait toujours pas été identifi€ un géne codant la coiline chez la drosophile,
nous avons pu montrer que le scaARN composite U85 s’accumule dans des foci
nucléoplasmiques apparentés a des CBs chez la drosophile. Puisqu’il existe des scaARNs
C/D, nous avons évidemment cherché a identifier leur boite CAB. Mais contrairement aux
scaARNs H/ACA ou composites, peu de scaARNs C/D ont été identifiés (Darzacq et al.,
2002; Huttenhofer et al., 2002; Tycowski et al., 2004). Il est donc beaucoup plus difficile de
faire émerger un motif commun en comparant si peu d’ARNs. Nous avons malgré tout
entrepris une analyse mutationnelle du scaARN U90, qui n’a pour l'instant pas permis
d’identifier la boite CAB des scaARNs C/D. Il semble cependant que la boite CAB des
scaARNs C/D soit différente du motif 5°-UGAG-3’ des scaARNs H/ACA.

Apres avoir identifié la boite CAB des scaARNs H/ACA ou C/D-H/ACA, nous avons voulu
caractériser la protéine qui s’y associe et qui est donc responsable de cet ancrage dans les CBs
des scaARNs. Sachant que les snoRNPs C/D et H/ACA transitent également par les CBs, on
peut proposer que les scaRNPs restent associés aux CBs grace a leur boite CAB qui est
reconnue par la « CAB box binding protein» résidant dans les CBs. On peut également
penser que la « CAB box binding protéine » s’associe précocement au pré-scaARN et que
c’est I'interaction de la « CAB box binding protein » avec une protéine spécifique des CBs
qui est responsable de I’accumulation des scaRNPs dans les CBs.

Malheureusement, et malgré de nombreuses tentatives, nous n’avons toujours pas pu
identifier la « CAB box binding protein ». Nous continuons cependant a mettre au point de

nouvelle stratégie pour pouvoir la caractériser.

121



Ill. L’ARN de Ia téelomérase : une autre fonction d’un scaARN.

La boite CAB a pourtant ét¢ identifi¢e au niveau d’un autre ARN non codant totalement
distinct des ARNs guides de modification, '’ARN de la télomérase, hTR. Tout comme un
scaARN, la mutation des deux derniers nucléotides de la boite CAB, abolit sa localisation
dans les CBs (Jady et al., 2004; Zhu et al., 2004). Le lieu d’action de hTR n’étant pas les CBs,
mais plutét les télomeéres, nous avons voulu comprendre la signification biologique de cette
localisation inattendue. Nous avons pour cela, en méme temps que 1’équipe de Michael P.
Terns, entrepris 1’é¢tude de la dynamique intranucléaire de hTR par des approches de
microscopie a fluorescence (Jady et al., 2006; Tomlinson et al., 2006). Les résultats des deux
équipes convergent vers une méme hypothése, un peu provocatrice, qui suggere que les CBs,
qui contiennent hTR et hTERT, ou qui sont fortement associés aux foci nucléoplasmiques
contenant hTR et hTERT, délivrent la télomérase active au niveau de télomeres qui en ont
besoin. Cela implique donc que tous les télomeres d’une cellule ne sont pas synthétisés au
cours d’'un méme cycle cellulaire, comme il ’a déja ét¢ montré chez la levure S. Cerevisiae
(Teixeira et al., 2004). Bien sir, il manque encore des données importantes pour confirmer
cette hypothése. C’est d’ailleurs dans ce but, que nous avons entrepris 1I’¢tude de la
dynamique intranucléaire de hTR, des CBs et des téloméres, dans une méme cellule et en
temps réel.

On ne peut cependant pas complétement écarter 1’hypothése que le recrutement de la
télomérase au niveau d’une sous-population de télomeres corresponde plutét a un contrle
négatif de la télomérase plutdt qu’a 1’¢élongation des télomeres. La visualisation de hTR
pourrait alors correspondre & une accumulation de la télomérase au niveau des télomeres qui

n’ont plus besoin d’étre allongés.

Ainsi, les CBs apparaissent comme un ¢€lément central de la régulation d’au moins trois
processus cruciaux pour la cellule : la biogenése des ribosomes, la biogenése et la maturation
du spliceosome et la régulation de la télomérase. On peut imaginer que lorsque Ramon Y
Cajal les a découverts il y a un plus d’un siecle, il était loin d’imaginer une telle implication
de ces petites structures rondes dans le fonctionnement global de la cellule. La poursuite de
leur étude intensive permettra stirement de découvrir encore de nouveaux roles des CBs dans

la régulation de la dynamique intranucléaire de la cellule.
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