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Le nucléole:

structure,
fonctions
, et maladies
> Dans le noyau de la cellule, le nucléole est le - -
centre de synthése des ribosomes. Domaine associees

nucléaire dynamique, son activité reflete un Daniéle Hernandez-Verdun, €milie Louvet
équilibre entre le niveau de synthese des ARN
ribosomiques (ARNr), directement lié a la crois-
sance et a la prolifération cellulaires, Iefficacité
de la maturation des ARNr, et le transport des
sous-unités ribosomiques vers le cytoplasme. Le
nucléole disparait avant la division cellulaire et
réapparalit juste aprés, I'assemblage du nucléole
étant un événement tres précoce en sortie de
mitose. La fabrication des ribosomes est inter-
rompue pendant la mitose, mais les machineries
nucléolaires sont transmises aux cellules filles.
Le nucléole est également un domaine nucléaire
multifonctionnel qui joue un réle important dans
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humaines. <
impliqué dans d’autres

fonctions cellulaires, comme "assemblage ou la matu-
ration de complexes impliquant des ARN différents des
ARNr (signal recognition particle ou SRP, ARN de trans-
fert, ARN U6, complexe télomérase), le cycle cellulaire
ou le vieillissement [5, 6]. Les données de la protéo-
mique nucléolaire mettent en évidence une complexité
inconnue jusqu’ici [7] et indiquent que le nucléole est
au centre d’échanges entre différents domaines
nucléaires [8, 9], dont on commence & découvrir 'or-

Le nucléole est une structure nucléaire proéminente,
visible en microscopie conventionnelle par contraste de
phase (Figure 14), ce qui lui a valu son nom d’organite
bien qu’il ne soit entouré d’aucune membrane. Connu
depuis les années 1960 comme étant le centre de syn-
thése des ARN ribosomiques (ARNr) et d’assemblage
des sous-unités ribosomiques, le nucléole contient les
genes codant pour les ARNr ainsi que des particules
contenant les ARNr 18S et 28S a différents stades de
maturation et d’assemblage avec les protéines riboso-
miques [1]. Depuis, le nucléole a fait objet de nom-
breuses recherches visant a comprendre la biogenese
des ribosomes [2, 3] et les relations entre la fonction
nucléolaire et la croissance cellulaire [4]. Plus récem-
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ganisation [10, 11]. Les principes qui régissent I'ex-
pression des genes ribosomiques étant généralisables a
d’autres types de genes, I’étude du nucléole permet une
meilleure compréhension de I'organisation fonction-
nelle du noyau.

Production de ribosomes par le nucléole

Le nucléole est un domaine trés dynamique dont I’ap-
parence varie en fonction de son activité [12]. Chez la
grande majorité des eucaryotes y compris la levure,
quand la biogenese des ribosomes est active, le
nucléole est organisé en trois composants majeurs
visibles en microscopie électronique: les centres fibril-
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laires sont des régions claires dont la taille varie
de 0,1 alpm;ilssontentourés parle composant
fibrillaire dense, dont le nom est directement lié
a son aspect contrasté et a sa texture; ces deux
composants sont enchdssés dans le composant
granulaire constitué de granules de 15 @ 20 nm
(Figure 1B, 1B’) [2, 3, 13].
Les ribosomes sont constitués de deux sous-unités, une petite
de 40S et une grande de 60S qui sont produites dans le nucléole
et transportées séparément dans le cytoplasme (Figure 2). La
sous-unité de 40S est constituée de I’ARNr 18S auquel sont
associées 33 protéines ribosomiques. La sous-unité de 60S est
formée par les ARNr 28S, 5,85 et 5S auxquels sont associées
49 protéines ribosomiques. Les ARNr 28S, 18S et 5,8S sont syn-
thétisés, maturés et assemblés avec les protéines ribosomiques
dans le nucléole & partir de transcrits primaires (ARNr 475 chez
les mammiféres) issus de la transcription des génes riboso-
miques par I’ARN polymérase | (Pol I). Les étapes les plus tar-
dives sont réalisées au cours du transport des sous-unités ribo-
somiques dans le nucléoplasme ou méme dans le cytoplasme.
L’ARNr 5S est associé a la sous-unité ribosomique 60S dans le
nucléole apres avoir été synthétisé dans le nucléoplasme par
’ARN polymérase Il (Figure 2).
La quantité de ribosomes produits dépend de I’efficacité de ces
machineries nucléolaires mais aussi du nombre de genes riboso-
miques activés.

Genes ribosomiques

Ce sont des genes répétés, regroupés dans des régions chromoso-
miques appelées régions organisatrices du nucléole ou NOR
(nucleolar organizer region). Le nucléole s’organise autour du NOR
et, dans certaines espéces comme chez ’homme, il y a coopéra-
tion entre plusieurs NOR pour former un nucléole. Le nombre de
genes ribosomiques varie de 100 a plusieurs centaines chez les
mammiféres. Chez I’homme, les 400 copies sont regroupées sur les
chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22. Cependant, toutes les copies ne
sont pas actives: méme lorsqu’une forte production de ribosomes
est nécessaire, on estime que seulement 60% des génes riboso-
miques sont actifs dans les cellules de mammiféres en phase
exponentielle de croissance [14] et 46 % chez la levure [15].

Figure 1. Structure du nucléole. A. Cellules humaines en culture (Hela)
observées en contraste de phase. Les nucléoles sont les masses tres
contrastées visibles dans les noyaux. B. Organisation du nucléole
observée en microscopie électronique @ transmission et B’ représenta-
tion schématique de cette image. Sur cette coupe fine, on distingue
plusieurs centres fibrillaires (CF, jaune) entourés de composant fibril-
laire dense (CFD, vert). Ces structure sont enchdssées dans le compo-
sant granulaire (CG, rose). Le contact entre nucléole et enveloppe
nucléaire formant une invagination est visible sur la partie inférieure
de I'image (blanc). La chromatine condensée est figurée en gris mou-
cheté. Echelle: A = 10 um, B = 0,5 um.
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L'organisation en tandem des geénes ribosomiques
(séquences répétées orientées dans le méme sens) est
retrouvée chez tous les eucaryotes et, chez la levure,
semble contrdler 'activité et I'organisation nucléolaires
[13, 16]. Certaines copies de génes ribosomiques pour-
raient étre sous forme hétérochromatique, favorable au
regroupement des génes ribosomiques et a 'intégrité du
nucléole. Il faut noter que les genes actifs et inactifs
sont intercalés chez la levure [17] comme dans les cel-
lules de mammiféres [18]. Pendant la mitose, la chro-
matine des NOR présente deux configurations, vraisem-
blablement en rapport avec des états différents des
geénes ribosomiques dans un méme NOR [19].

Transcription des génes ribosomiques
Uinitiation de la transcription des génes ribosomiques
se situe a la jonction centres fibrillaires-composant

fibrillaire dense (Figure 1B’). €lle dépend de Pol | et de
facteurs spécifiques des génes ribosomiques (Figure 3)
[4, 20]. Récemment, il a été montré que le facteur
TFIIH (transcription factor Il H), impliqué dans initia-
tion de la transcription par Pol Il, est essentiel a la
transcription par la Pol | [21]. TFIIH, impliqué égale-
ment dans la réparation de la chromatine, pourrait
participer au couplage entre transcription et réparation
des genes ribosomiques.

Maturation des ARN ribosomiques

La maturation des ARNr est déclenchée dans le composant fibrillaire
dense et se poursuit pendant la migration des ARNr vers le composant
granulaire (Figure 1). €lle est trés complexe puisqu’elle implique plus
d’une centaine de protéines et au moins autant de petits ARN nucléo-
laires (small nucleolar RNA ou snoARN en francais). La maturation des
ARNr nécessite deux étapes cruciales: (1) la modification des ARNr par

plusieurs dizaines de

TRANSCRIPTION Pol I

5’ ETS ITS1 ITS2

Genes des protéines
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I’lhomme. €n particulier,
I"ordre des clivages et le
role de guide des snoARN
responsables des modifi-
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] 32S
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ribosomiques

(ARNr) 285, 18S et 5,85 et le site d’association avec ’ARNr 5S. C’est également le lieu oli les ARNr s’associent avec les pro-
téines ribosomiques. La synthése des ARNr (rectangles jaunes) est suivie de leur maturation par élimination, par étapes
successives, des séquence ETS (external transcribed sequence) et ITS (internal transcribed sequence) (traits fins noirs) par
des complexes agissant séquentiellement. Il faut noter que la fabrication des ribosomes nécessite la mise en ceuvre des
trois machineries de transcription. Les génes (ADN) des ARNr 18S, 5,85 et 28S sont transcrits par I’ARN polymérase | (Pol I),
I’ARNr 5 par ’ARN polymérase |11 (Pol I11) et ceux codant pour les protéines ribosomiques par I’ARN polymérase Il (Pol I1).
Certaines des protéines impliquées dans la maturation sont indiquées en lettres vertes. hPopl: processing of precursor
RNAs; Nop52: nucleolar protein 52; B23: protéine nucléolaire; PM-Scl 100: 100 kDa-polymyositis/scleroderma antigen.
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Figure 2. Biogenése des ribosomes. Le nucléole (cercle bleu) est le site de synthése et de maturation des ARN ribosomiques

cations des ARNr sont
conservés au cours de
I’évolution [23]. Diffé-
rents complexes intervien-
nent de fagon ordonnée
pour éliminer les régions
transcrites externes (5’ et
3’) et internes de I"ARNr
primaire, qui ne seront pas
conservées dans les ARNr

NOYAU

CYTOPLASME

matures (Figure 2). Les
clivages qui vont conduire
a I’élimination des régions
transcrites internes font
intervenir des exonu-
cléases [24], des héli-
cases (huit hélicases
impliquées dans la matu-
ration précoce et neuf
dans la maturation tar-
dive chez € coli) [25] et
différentes protéines dont
le role exact n’est pas
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connu. Les étapes de maturation qui donnent naissance a
la grande sous-unité de 60S étant plus longues et inter-
venant aprés les premiers clivages, les protéines impli-
quées dans ces étapes ont été qualifiées de machinerie
de maturation tardive [26]. La caractérisation des inter-
médiaires d’assemblage de la sous-unité de 60S a mon-
tré, par une approche protéomique, que de nombreuses
protéines interviennent successivement sur un ARNr au
méme stade de maturation, soit a des étapes précises,
soit en restant associées pendant plusieurs étapes [27].

Continuité entre les étapes

Il est essentiel pour la cellule de maintenir une continuité
entre les différentes étapes du processus de synthese des
ARNr, notamment entre transcription et maturation. Bien
qu’il y ait une association co-transcriptionnelle des ARNr
avec certains complexes de maturation précoce, c’est
seulement apres la terminaison de la transcription que le
clivage de I’ARN 47S commence. Chez la levure, le clivage
du transcrit primaire (ARNr 35S) commence 10 secondes
aprés la fin de la transcription [28] et la cléture de la
transcription pourrait étre un facteur de contrdle de
qualité pendant la biogenése des ribosomes. Cependant,
la recherche d’un signal permettant d’associer transcrip-
tion et maturation n’a donné aucun résultat. Récem-
ment, nous avons montré qu’il est possible de déconnec-
ter la fin de la transcription de I’ADNr de la maturation
des ARN 47S grace a des inhibiteurs de kinases [29]. On
peut donc supposer qu’il s’agit d’un processus controlé
sans que I’on sache actuellement par quel mécanisme.
Une perturbation ou un blocage de la transcription de
I’ARNr induit une ségrégation des composants du
nucléole [30, 31] caractérisée par un regroupement des
partenaires associés a une étape et a leur juxtaposi-
tion. Dans ce cas, les protéines de la machinerie de
transcription forment un croissant caractéristique situé
au-dessus des deux masses formées respectivement par
les machineries de maturation précoce et tardive. Cette
image typique, observable en microscopie optique,
indique une inhibition de transcription des genes ribo-
somiques [32]. Le prototype de la ségrégation nucléo-
laire est obtenu par traitement des cellules par I'acti-
nomycine D, qui, a faible dose, induit un blocage
spécifique de la transcription par Pol I. Si la maturation
de I’ARNr est perturbée alors que la transcription est
maintenue, il y a séparation des machineries de matu-
ration et de transcription. Lorsque cette perturbation
est induite par des inhibiteurs de kinases [29, 33], les
genes ribosomiques se déploient dans le nucléoplasme
et les sites de transcription apparaissent comme un
collier de perles [34]. Dans ce cas, il n’y a plus de
nucléole caractéristique mais une structure couram-
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ment appelée nucléole en collier de perles, visible dans
le nucléoplasme par contraste de phase [33].

Cycle cellulaire et nucléole

Chez les eucaryotes supérieurs, la mitose correspond a
une période d’inactivation et/ou de délocalisation des
machineries nucléaires, et I'organisation fonctionnelle
du noyau doit étre reconstituée apres chaque mitose. Le
nucléole, assemblé en fin de mitose (Figure 4), est actif
pendant 'interphase et désassemblé en début de
mitose. Dans le cas des mitoses sans rupture de I’enve-
loppe nucléaire, comme chez la levure S. cerevisiae,
I’activité nucléaire persiste et le nucléole n’est pas
désorganisé pendant la mitose.

ADNr sL1
UBF
1
RRN3 Pol |
ADNr I-—>
SL1
UBF
\_/ 2
ADNr Pol |

SL1

Figure 3. La transcription de I’ADN ribosomique. 1. ’ADN riboso-
mique (ADNr) est associé aux facteurs de transcription UBF (ups-
tream binding factor) (vert) et SL1 (selectivity factor 1) (jaune)
dans la région du promoteur. 2. ARN polymérase | (Poll) est
recrutée sur le site d’initiation de la transcription (fleche rouge)
par I'intermédiaire du facteur RRN3 (bleu) [51]. 3. Au cours de
Iélongation, Pol | se déplace (sens de la fleche verte) jusqu’au
site de terminaison associé au facteur de terminaison TTF1
(transcription termination factor 1) (rose), qui interagit égale-
ment avec le promoteur [52]. Le point d’interrogation indique
que la question de la participation de la dimérisation de TTF1 a

I"organisation en boucle des génes ribosomiques reste a élucider.



U'assemblage du nucléole est réalisé trés précocement
en sortie de mitose a partir des machineries ou des
complexes transmis de la cellule mere aux cellules
filles. Dans les cellules humaines, la transcription par
Pol | commence en télophase et le recrutement de la
machinerie de maturation dure en moyenne 90 minutes,
puis plusieurs NOR s’associent pour former un nucléole.
Les facteurs UBF (upstream binding factor), SL1
(selectivity factor 1), TTF1 (transcription termination
factor I) et le complexe Pol | restent associés aux
génes ribosomiques pendant la mitose [19, 35, 36],
mais sous une forme inactive. C’est la kinase CDK1-
cycline B qui est responsable de cette inactivation,
I’inhibition de cette kinase étant capable de restau-
rer la transcription par Pol | dans des cellules mito-
tiques [37]. Ainsi, en sortie de mitose, quand la
dégradation de la cycline B supprime la répression

Nucléole

Gl G2

Nu}(ole

(
LTI A

M

NOR inactifs
NOR actifs

Machinerie de
maturation

associée aux

chromosomes

Figure 4. Nucléole et cycle cellulaire. Le nucléole est présent
pendant toute I'interphase (G1 a G2) (cercle rose) et est absent
pendant la mitose (pointillé noir). Il se dissocie & la transition
G2/M quand la machinerie de maturation se disperse a la péri-
phérie des chromosomes et quand, de fagon concomitante, la
transcription I’ARN polymérase | (Pol I) est réprimée. Cepen-
dant, la machinerie de transcription Pol | reste assemblée sur
les NOR (nucleolar organizer region). Pour réassembler un nou-
veau nucléole en sortie de mitose, il faut activer la transcription
Pol | (NOR actifs) et recruter la machinerie de maturation sur les
sites de transcription. Ce recrutement requiert la formation de

corps nucléaires appelés PNB (pre-nucleolar bodies).
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mitotique de la machinerie Pol I, la transcription des
ARNr reprend (Figure 4).

Pendant la mitose, les machineries de maturation des
ARNr sont distribuées autour des chromosomes. €n sor-
tie de mitose, la concentration de ces machineries a la
surface des chromosomes crée des masses morphologi-
quement identifiables, connues sous le nom de PNB
(pre-nucleolar bodies), qui pourraient étre des plates-
formes d’assemblage des machineries de maturation.
Les protéines des PNB sont relocalisées sur les sites de
transcription par tris successifs, comme le montre
I’analyse en temps réel dans des cellules vivantes qui a
permis de visualiser des transmissions directionnelles
entre PNB et sites de transcription [26]. La formation
des PNB en sortie de mitose dépend de 'inactivation de
CDK1, comme le ciblage des machineries de maturation
précoces, tandis que le ciblage des machineries de
maturation tardives est controlé par une autre kinase
encore non identifiée [29].

Comment sont recrutées les machineries de maturation
des ARNr au moment de I’assemblage d’un nucléole en
fin de mitose? La cinétique observée suggere que ce
recrutement dépendrait de I’activation de la transcrip-
tion [3]. Pourtant, I’élément déterminant semble étre
la présence d’ARNr et non la transcription. €n effet,
méme lorsque la transcription par Pol | est bloquée dans
les cellules en sortie de mitose, on observe le recrute-
ment, autour des genes ribosomiques, des protéines de
la machinerie de maturation associées a des pré-ARNr
stables transmis pendant la mitose [32]. De méme, au
cours du développement de I"embryon de xénope, la
présence d’ARNr provenant du stock maternel est
capable de recruter la machinerie de

maturation autour des genes riboso- (o) mss
miques en I’absence de transcription 2003, n°6-7,
[38, 39]. UARNr semble donc jouer un  P-673

réle crucial dans la structuration du

nucléole ().

Uactivité du nucléole est d’autant plus importante que
la prolifération cellulaire est rapide, comme par
exemple dans les cellules cancéreuses, et elle est forte-
ment réprimée, voire arrétée dans les cellules différen-
ciées [4, 20]. Lefficacité de la machinerie de trans-
cription peut étre controlée au niveau de la formation
du complexe de préinitiation, de I'initiation de la trans-
cription par Pol | via "expression de facteurs de trans-
cription spécifiques [40, 41] ou au niveau de I’activité
des genes ribosomiques. Le contrdle de I'activité de
transcription par Pol | en fonction du cycle cellulaire
peut dépendre de la protéine du rétinoblastome, un
suppresseur de tumeur qui joue un role crucial dans le
contrdle du cycle cellulaire, et qui peut inhiber 'acti-
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vité de transcription Pol | en agissant directement sur
UBF [42]. Par ailleurs, une maturation anormale des
ARNr induit I'accumulation du suppresseur de tumeur
p53 et par conséquent 'arrét du cycle cellulaire [43,
44], ce qui constitue un autre lien entre cycle cellulaire
et biogenese des ribosomes.

Enfin, des mutations au niveau de genes codant pour
des protéines du nucléole sont associées a des maladies
humaines. Dans certains cas, les symptomes de la
maladie pourraient étre la conséquence directe de
mutations qui affectent la production de ribosomes
(voir Encadré).

Conclusions

Le nucléole est un domaine nucléaire résultant de I"ac-
tivité de production de ribosomes. L’équilibre entre
transcription, maturation et transport des sous-unités
ribosomiques crée un domaine fonctionnel de grande
taille qui constitue une zone de séquestration ou d’ex-
clusion de molécules participant a des fonctions diffé-
rentes de la biogenése des ribosomes. Le nucléole
représente la plus forte concentration d’ARN dans la
cellule, associé a des machineries sophistiquées impli-
quant un grand nombre de snoARN. Cette concentration
localisée semble permettre I"assemblage de ribonucléo-
protéines différentes des ribosomes. €n outre, le
nucléole établit de nombreux contacts et échanges
avec plusieurs corps nucléaires. La compréhension des
fonctions nucléolaires intégrées dans le contexte
nucléaire devrait permettre de répondre a plusieurs
questions non résolues concernant, notamment, le rdle
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des protéines ribosomiques dans la dynamique d’as-
semblage des nucléoles, le contrdle du transport des
sous-unités ribosomiques et I'existence d’un contrdle
de qualité des ribosomes produits. ¢
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SUMMARY

The nucleolus: functions, assembly and pathology

In eukaryotes, the nucleolus is the ribosome factory. The
nucleolus is a very active large nuclear domain resulting
from the equilibrium between level of ribosomal gene
transcription, efficiency of rRNA processing and trans-
port of the ribosomal subunits (40S and 60S) towards
the cytoplasm. The ribosome production is regulated
and is linked with cell growth and cell proliferation. The
ribosome production is stopped during mitosis but the
nucleolar machineries are inherited in daughter cells
and the nucleolar reassembly is a very early event at the
exit of mitosis. The nucleolus is also a multifunctional
domain involved in nuclear architecture and specific
interaction with some nuclear bodies. Finally, several
human diseases appear to result from mutations of
nucleolar proteins. ¢
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PROTEINES NUCLEOLAIRES ET MALADIES

*Syndrome de Werner: maladie autosomique récessive rare caractérisée par un vieillissement
prématuré. Le géne responsable de cette maladie code pour la protéine Wrn, homologue des
hélicases RecQ de . coli, Sgslp de S. cerevisiae et Blm humaine (protéine mutée dans le syn-
drome de Bloom) [45]. La protéine Wrn est localisée dans le nucléole tout comme Sgslp chez
la levure [45], dont la mutation provoque des modifications de la fonction nucléolaire [46].
Plusieurs observations suggerent que la protéine Wrn serait impliquée dans la transcription de
I’ARNr dans les cellules humaines et que la diminution de la transcription par Pol | pourrait étre
le défaut primaire a 'origine du vieillissement prématuré des patients atteints du syndrome de
Werner [47].

*Syndrome de Treacher Collins: maladie autosomique récessive qui affecte le développement
delaface et du crne. Il est dli @ des mutations du gene TCOFI qui code pour la protéine nucléo-
laire Treacle [48]. Treacle, comme la protéine Nopp140, est localisée dans le composant fibril-
laire dense du nucléole, est hyperphosphorylée et possede des domaines répétés dans la région
centrale de la protéine [49]. Bien que le role précis de cette protéine dans le développement de
la maladie ne soit pas connu, on observe que la protéine Treacle mutée n’est plus nucléolaire.

Il existe des mutations affectant des fonctions nucléaires communes aux

(=) m/s voies de synthése des ARNm et des ARNr (=). Par exemple, le g&ne SMN (sur-
20::; DRl vival motor neuron), dont la mutation entraine une atrophie musculaire,
p-

code pour la protéine SMN qui est impliquée dans la maturation des ARNm et

est localisée dans le corps de Cajal (corps nucléaire ayant des contacts avec
le nucléole dans lequel on retrouve des machineries de maturation des trois voies de trans-
cription) mais aussi dans le nucléole de certaines cellules ol elle pourrait assumer d’impor-
tantes fonctions.

* Dyskératose congénitale. Elle est due a des mutations de la dyskérine qui

(=) m/s affectent la longueur des télomeéres (=). Cette protéine, principalement
2003, n°8-9, localisée dans le nucléole, a de fortes homologies avec les protéines de
p.792

levure et de rat impliquées dans la pseudo-uridylation des ARN riboso-
miques. Or, la dyskérine est un composant des snoARN de type H/ACA, impli-
qués dans la pseudo-uridylation, et I’expression stable des ARN du complexe télomérase

dépend de son association avec les snoARN de type H/ACA [50].
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