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Avertissement

Cette dissertation est proposée dans le cadrexdarien d'agrégé de I'enseignement
supérieur. De conception inhabituelle, nous avtrssc volontairement de la rédiger sous
forme d'un condensé auquel nous joignons nos p@italits les plus significatives sur le sujet
traité.

Notre analyse du nucléole des noyaux des celtulearyotes a débuté en 1984, lors
de la préparation de notre mémoire de licence iemses zoologiques dans le service de
biologie cellulaire et tissulaire du Professeur §keas. Elle a donné matiére a une thése de
doctorat en 1989, puis s'est poursuivie au seimé&ume service et sur le méme théme jusqu'a
ce jour.

L'objectif de ce manuscrit est de dresser un apgiapal des conclusions tirées de
notre travail durant cette derniére période. Ddragjae chapitre, nous présentons une
synthese épurée de nos résultats originaux, ceayacit eté, avec matériel et méthodes,
exposeés et discutés au fur et a mesure de leuntabtedans différents journaux scientifiques.

Les questions qui ne trouveraient pas une répomsetuelle satisfaisante dans ce
mémoire sont renvoyées aux articles y annexeés.

Certaines données, n‘ayant pas fait I'objet déqations, sont accompagnées
d'informations détaillées, soit dans les légendssfigures les illustrant, soit dans les pages
les mentionnant.
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1. INTRODUCTION

Chez les Eucaryotes, les genes ribosomiques sésemis dans toutes les cellules,
regroupés en des lieux précis. Redondants, ilsdsaatant plus facilement accessibles.
Actifs, ils se structurent en cet organite nuckeaissentiel a la cellule : le nucléole.

L'intérét apporté a la connaissance de ces élémemniposites a imprimé un essor
formidable a leur étude. Leur analyse, de préfé@end'autres genes, a été approfondie dans
les différentes disciplines de la biologie.

1. 1. Les génes ribosomiques

Dans le génome, les genes ribosomiques sont galgns des régions
caractéristiques de certains chromosomes, appad@sfrictions secondaires ou organisateurs
nucléolaires (NOR). Chez 'Homme, par exemplecleemosomes 13, 14, 15, 21 et 22
portent les NOR. Par génome haploide, les copiegélees ribosomiques sont répétées
plusieurs centaines de fois chez les Animaux edi@lus milliers de fois chez les Plantes
(Hadjiolov, 1983.

Dans d'autres organismes, les genes ribosomiqugéribme s'amplifient et les copies
produites peuvent créer des nucléoles extrachromigses des activation transcriptionnelle.
C'est le cas durant la méiose chez les Amphibfensétion d' anneaux épisomiaux d'environ
dix copies) et chez les Insectes, ou pendant lasance somatique des Myxomycetes et des
ProtozoairesHrown and Dawid, 1968 ; Gall, 1969 ; MacGregor, 298iadjiolov, 1985.

Gréace a la mise au point par Miller et Beatty @R&une technique d' étalement
moléculaire de la chromatine, l'organisation desegé&ibosomiques de plusieurs organismes
a pu étre visualisée au microscope électronique.

Les genes ribosomiques sont en général organisésiies répétitives disposées en
tandemsl(ong and Dawid, 1980 ; Hadjiolov, 19855ur chaque gene, une région a transcrire
communément appelée unité de transcription (owiserst un intercalaire externe 5', la
séquence a l'origine de I'ARN ribosomique 18S nwercalaire interne 1, la séquence a
l'origine de I'ARN ribosomique 5,8S, un intercadsiinterne 2, la séquence a l'origine de
I'ARN ribosomique 28S et un intercalaire exterrjee8t séparée de la suivante par un élément
intermédiaire nommeé intercalaire intergénique (figl). La longueur des unités répétitives
varie d'un organisme a l'autre (44 kb chez les Mdenes et 9,1 kb chez la Levure). Ces
différences découlent de modifications existant tkams les séquences intercalaires de l'unité
de transcription, que, de facon plus sensible enaans l'intercalaire intergénique (2kb chez
Saccharomyces cerevisia2lkb chez des Mammiféres). Ces variations setatam non
seulement entre les espéces mais eégalement adiseiméme génome. Quant aux séquences
a transcrire pour donner les ARN ribosomiques 5885 et 28S, elles sont hautement
conserveées au cours de |'évolutiergs and Stefanovsky, 1995

Chez les Eucaryotes, une zone de l'intercalaieegénique est primordial®i¢ss and
Stefanovsky, 1995 ; Grummt, 19950n agencement global est généralement biereoans
guoique la séquence en nucléotides a son niveaaingas toujours identique. Cette région
contient des segments (particulierement deux @enix) essentiels a la régulation de la
transcription des genes ribosomiques.

Le premier, le "core promotor", est I'unique élamadispensable au départ fidéle de
la transcription. Il s'étend de la position -401®;+comporte une région riche de quatre a six



paires de bases AT au site de mise en route érdégpnt en amont, une zone ou se lient les
facteurs de transcription (figure 1).

Le second, I "upstream core element", correspgonde région proche de la position -
150 (figure 1). Non indispensable, cette zoneasefois reconnue stimuler fortement la
transcriptionin vivo et capable de se lier aux mémes facteurs quete fromotor” si elle est
bien positionnée vis-a-vis de ce dernier.

Sont également identifiés a ce niveau les promstae l'intercalaire, les éléments de
terminaison du promoteur de l'intercalaire, lesharcers" répétitifs et non répétitifs, mais
aussi des séquences servant a la réplicationavegdmbinaison de 'ADN. Toutes ces
séquences different tres fortement d'une espéaateéel (figure 1). En fait, le role de certains
de ces éléments, situés en amont, consisteragimaler I'activité du promoteur, a stabiliser
les complexes de mise en route et a multiplieolalre de génes transcriptionnellement
actifs Osheim et al., 1996

1. 2. La transcription des genes ribosomiques

Chez les Eucaryotes, la transcription des gérnmssomiques est régie par I'ARN
polymérase | dont c'est le réle exclugfymmt, 1999 ; Reeder, 1909

Cette enzyme, d'un poids moléculaire de 500 kD¢@sstituée de deux grandes sous-
unités polypeptidiques et de petites sous-unitégppptidiques (3 a 14, ce nombre dépendant
du procédé de purification employé). Sous sa foauive, elle est phosphorylée par la
caséine kinase II.

Des le début de son action, elle requiert la gpdtion de facteurs protéiques
nécessaires au déclenchement constant du phénateemnanscription. Il en existe quatre :
TIF-IA, TIF-IB, TIF-IC et UBF (figure 2).

Leur collaboration se modélise selon deux schéffigqigre 3). La possibilité la plus
frequemment admise est la formation d'un premienptexe résultant de la liaison des
facteurs TIF-IB et UBF au promoteur de I'ADN ribasque ; cette étape serait suivie de
I'association de 'ARN polymérase | et du complé¥dRN polymérase | et facteurs TIF-IA et
TIF-IC, attirésvia des liaisons entre protéines, avec le premier texepformé. Seul le
complexe final devient compétent. Une autre évditduagerait fondée sur un assemblage
préalable des quatre facteurs de transcription &&N polymérase | avant leur réunion
avec le promoteur de I'ADN ribosomique.

L'ARN polymérase | s'allie également a la topoiéoase | qui est capable de
supprimer les tours superhélicoidaux de I'ABNykind et al., 1997 ; Stewart et al., 1998

Sur étalement moléculaire de la chromatine deulesll provenant de différents
organismesniller and Beatty, 1969 ; Mc Knight and Miller, 1687 Reeder et al., 1976 ; Foe, 1978 ; Franke
et al., 1979 ; Puvion-Dutilleul, 1933les molécules d'’ARN polymérase | apparaissents $orme
de granules de 12 a 14 nm accolés les uns auxsawgeouvrant entierement l'unité de
transcription (quarante a cinquante molécules d'AiWmeérase | papm d'axe d'ADN
ribosomique) ; le sens de la transcription est éguer I'allongement des ARN ribosomiques
naissant le long de lI'axe d'ADN ribosomique aumghde vingt a quarante nucléotides a la
seconde.

La transcription se termine au niveau des séguetiederminaison présentes en aval
de la région a l'origine de I'ARN ribosomique 2&3. pause de I'ARN polymérase |, les
largages du préARN ribosomique et de I'ARN polyreéraainsi que le clivage de I'extrémité
3' de I'ARN primaire transcrit sont des opératigns nécessitent des protéines spécifiques
(figure 4) ; le mécanisme d'intervention de cedgines est cependant mal coniiumt,
1999 ; Reeder, 1999



Une fois transcrit, le géne ribosomique produitARN ribosomique primaire allant
de 37 a 47 S suivant les especes et dont la tapabsg présentée dans la figure 5.

1. 3. La maturation de I'ARN ribosomique

Le phénomene de la maturation ribonucléique asémement compliqué. Il dépend
de multiples agents intervenant au cours de dgaestynajeurs d'événements : les
modifications de nucléotides et les opérationsligdage.

1. 3. 1. Les modifications des nucléotides

Les modifications des nucléotides s'effectuenditaque les préARN ribosomiques
s'allongent. Au nombre de trois, elles se réaligeges positions bien précises et
correspondent a des éléments conservés de las&seicondaire. La méthylation de
I’hydroxyle du carbone 2'du ribose concerne ceoért quatre nucléotides ; la transformation
en pseudo-uridine a trait & nonante-cing uridinasméthylation touche neuf bases. Ces
modifications auraient une responsabilité dansriectire tertiaire fine des ARN
ribosomiques et dans lI'assemblage des particubetbpsomiques. Par ailleurs, certains
auteurs leur attribuent un role dans la fonctios mlaosomes.

La méthylation du ribose fait appel a une classpetits ARN nucléolaires antisens (a
raison de dix a vingt et un nucléotides complémiess) qui guident jusqu'aux sites de
méthylation. De structure en tige (figure 6), leMtrémité 5' porte une boite C et leur 3' une
boite D. La boite C est une séquence présentedeéamsmbreux petits ARN nucléolaires
permettant de reconnaitre la fibrillarine, suppu@tee la méthyltransférase idéale de 'ARN
ribosomique Ro-Choi, 1997 ; Bachellerie and Cavaille, 197

La modification d'uridine en pseudo-uridine fgipal a une autre famille particuliére
de petits ARN. Ces derniers sont organisés en sanenle typique (figure 6) de deux
épingles a cheveux alternant avec une boite Hebafte ACA dont la préservation de
I'intégrité est cruciale pour I'exécution de la mfiodtion. Ils ne possedent pas de séquences
antisens pour les sites a reconnaitre, seuledetste secondaire les orient®{Choi, 199}. La
présence de la protéine Cbf5p, identifiée chezblauke, témoigne d'une synthese active de
pseudo-uridineGadwell et al., 1997 ; Lafontaine et al., 1)9€ette dernieére montre septante-neuf
pour cent d’homologie avec une protéine NAP57naerpour son association avec la
phosphoprotéine nucléolaire, Nopp140, chez lesiiyates supérieursvigier and Blobel, 1994

1. 3. 2. Les clivages

Sitét la transcription terminée et I'ARN primaliteéré de I'ADN ribosomique, un
enchainement de clivages de 'ARN naissant s'asggrour éliminer toutes les séquences
intercalaires internes et externes transcritegbetitir a la formation des ARN ribosomiques
18S, 5,8S et 283H4dijiolov, 1985 ; Venema and Tollervey, 1995

Etudié dans différents organismes tels Tetrahyméeaopus, la Souris et 'Homme,
c'est chez la Levure que ce processus est le rdifind ( figure 5). Selon un programme
savamment orchestré, un ensemble d'endonucléades@bucléases, dont certaines sont
caractériséeE(ela et al., 1996 ; Kressler et al., 1999 ; Venetniollervey, 1999 ; Allmang et al., 20Q0
clivent successivement les précurseurs des ARNwoiiniques. La part prise a ces cassures
par des petits ARN, dont 'ARN U3 est le plus comeste floue Gerbi, 1995 ; Smith and Steitz,
1997 ; Peculis, 20Q0 Il est certain qu'ils s'associent avec des pregdpour former des petits
complexes mais pas obligatoirement aux endroitslikesges. La fibrillarine {yc and Steitz,



1989 ; Aris and Blobel, 1991 ; Tollervey et al. 98y, par exemple, est une protéine entrant dans la
composition de plusieurs de ces complexes. Lesdestdéja impliqués dans les premieres
étapes des clivages ont été localisés dans likegpstructures sphériques qui s'observent aux
extrémités des branches des "arbres de Noél" apaksnent moléculaire de la chromatine
(Mougey et al., 1998

1. 4. L'assemblage des préribosomes

Dans les ribosomes, a coté des ARN ribosomiqu8s3,8S et 28S, se rencontrent
I'ARN 5S, des protéines ribosomiques et des presanon ribosomiques.

1. 4. 1. L'ARN ribosomique 5S

De provenance extranucléolaire dans la majorisécd#lules eucaryotes, la synthése
de 'ARN 5S suit une autre filiere que les ARNogbmiques issus du nucléole (figure 7).

Dans les cellules somatiques, le nombre de gemesay# I'ARN 5S est plus élevé
gue celui qui donnera les ARN 18S, 5,8S et 28%ique certains Eucaryotes inférieurs
possédent le méme nombre de genes a la sourceates RN ribosomiques et que les
séquences concernées soient sur la méme unité&ixegpdtoutefois, les fragments qui
donneront naissance aux quatre ARN ribosomiquetstisorscrits séparément par les ARN
polymérases spécifiques : I'ADN 5S par I'ARN polyase 11l, les ADN 18S, 5,8S et 28S par
I'ARN polymérase I\{arner, 198).

Lors de la transcription du gene 5S par I'ARN padyase 1ll, 'ARN 5S primaire se lie
a la protéine La, intervenante de la fin de lagcaiption, puis a la protéine ribosomique L5
avant d'étre incorporé dans la grosse sous-urstéloesomesdieitz et al., 1988 ; Guddat et al.,
1990 ; Yoo and Wolin, 1994

L'ovocyte de Xénope est un cas particulier ; arseeau, I'ARN 5S est
momentanément stocké dans le cytoplasme avany dessicier avec la protéine ribosomique
L5 et réintégrer le noyaur(dt and Pieler, 1996 Habituellement, 'ARN 58S, utile au clivage de
I'ARN 27S, reste cantonné au nucléoplasmechampesme et al.1909

1. 4. 2. Les protéines ribosomiques et non ribosoqies

Le premier ARN ribosomique qui se libere de I'ADbbsomique transcrit est déja a
ce stade spécifiqguement couplé a des protéinesaibigues et non ribosomiques et qualifié
de préribosomechooi and Leiby, 1981 ; Olson, 1990

Trois types de préribosomes sont conmiasijjolov, 1989 : les particules de 80S, 55 S
et 40S (figure 7). Celles de 80S constituent edlitteet vingt pour cent de la population
nucléolaire ; elles renferment 'ARN primaire, laitié des protéines de la grosse sous-unité
des ribosomes et le tiers de leur petite sous-urét® particules de 55S représentent septante
a quatre-vingts pour cent des préribosomes nudtésla&lles contiennent les ARN
ribosomiques 32S, 5S et les mémes protéines desagsous-unité des ribosomes que celles
rencontrées dans les particules de 80S. La faidattté nucléolaire de particules de 40S est
composeée essentiellement d'ARN ribosomique 208®pbtéines de la petite sous-unité des
ribosomes, identiques a celles présentes danatsybes de 80S. Les protéines des deux
sous-unités ribosomiques s'ajoutent plus volont@ssdu passage des particules de 55S et
40S vers le cytoplasme, voire méme ne s'additidropgane fois arrivées dans le cytoplasme.

A cOté de ces protéines de structure, d'autrdégipes s'associent aux préribosomes
mais ne se retrouvent pas dans le ribosome m&@uedques-unes impliquées dans la



biogenése des ribosomes ont été décritgsr(, 1990 ; Olson et al., 2000C'est le cas de la
nucléoline ; trés abondante, elle jouerait un dales les mécanismes de maturation des ARN
ribosomiques et dans l'assemblage des préribos@imésy et al., 1998, 1999

1. 5. La structure nucléolaire

Au microscope électronique (figure 8), le nuclédés noyaux des cellules se
différencie en cing compartiments distincts par texture, leur densité aux électrons et leur
agencement spatiadisch and Smetana, 1970 ; Goessens, 1984 ; Hem¥fedeun, 1986 ; Shaw and
Jordan, 1995 ; Scheer and Hock, 1099

Une structure fibrillaire plus ou moins circulgipeu dense aux électrons et appelée
centre fibrillaire est entourée de fibrilles ses,édisposées en cordons denses aux électrons et
dénommeées composant fibrillaire dense. Le consiitgeanulaire est formé d'un réseau de
granules environnant les parties fibrillaires. imsrstices nucléolaires sont des espaces de
dimension et d'aspect variables ; ils sont trésqoetrastés électroniquement et occupent des
positions aléatoires dans le nucléole. Le derroestituant est la chromatine condensée
associée au nucléole ; elle est observée sous fiiemms plus ou moins importants au sein
ou au dehors des autres composants.

Un nucléole est typique du noyau d'un modeéle lzetkidéterminé et reflete volontiers
dans sa forme I'état physiologique de la celluld gacupe.

Trois grands types de nucléoles ont été décris.rucléoles, dits "compacts”, voient
leurs compartiments nettement individualisés fororetout dense. Les nucléoles, qualifiés de
"réticulés"”, présentent un agencement plus lacHeute constituants ; ces derniers restent,
toutefois, bien délimités et maintiennent les méomdacts entre eux, indépendamment du
nombre grandissant d'interstices. Les nucléolésiegrshaped" se caractérisent par une
répartition annelée des constituants classiqueseritre fibrillaire est ceint par une couronne
de fibrilles denses, elle-méme cernée par un antdeauanules, bagué a son tour par des
mottes de chromatine condensée.

Lors de I'entrée en division de la cellule, lelgate disparait progressivement a
I'exception de deux types de composants. Un mhfémidlaire clair reste accolé durant les
différentes phases de la mitose a un ou plusidumsrosomes et des masses granulaires
demeurent, ¢a et 14, autour des chromosomesséens, 1984

La reconstruction du nucléole se réalise autoda gertie fibrillaire persistant tout au
long de la mitose, le NOR. Ce NOR est supposé d@trejoins en partie, le centre fibrillaire
du nucléole dans le noyau de la cellule en intespl@essens and Lepoint, 1974, 1R7Ra
réédification du nucléole s'amorce, dés la réatitimalu géne ribosomique, a partir de
molécules synthétisées au cours du cycle precételigpersées dans le cytoplasme au
moment de I'entrée en mitose de la celluégd Torre and Gimenez-Martin, 1982 ; Goesserg# 19
Hadjiolov, 1989.

Une autre grande modification de I'organisatiodéniaire est celle produite par
I'induction d'une ségrégation suite a l'action d'drogue. Dans ces conditions, les
constituants nucléolaires se compactent et setriédisnt suivant une alternance particuliere
(Bernhard et al., 1965 ; Bush and Smetana, 197@arSliet al., 1974 ; Daskal, 1979 ; Puvion and Moyne
1981 ; Bouteille et al., 1982 ; Hadjiolov, 1985



2. RECHERCHES PERSONNELLES

2. 1. Le nucléole dans les noyaux des cellules dammiferes

Jusqu'en 1984, les études autoradiographiquegnaésint le constituant fibrillaire
dense du nucléole du noyau de la cellule commede sle la synthese des préARN
ribosomiquesKakan, 1978 ; Goessens, 1984 ; Fakan, 1986 ; Szhelaer and Wachtler, 1987Cette
conception devint caduque avec la localisationluskeement dans les centres fibrillaires des
nucléoles, de I'enzyme indispensable a la trartsmmige I'ARN ribosomique, I'ARN
polymérase Igcheer and Rose, 1984

Au cours de notre thése de doctorat, nous aviéwsldppé€, au niveau ultrastructural,
des méthodes immunocytologiques de détection d@EN'Arhiry, 1988b ; Thiry and Dombrowicz,
1988 ; Thiry et al., 1988a, 1988b ; Thiry and Mullg 1989 ; Derenzini et al., 1990 ; Thiry et al., 191a) et
adapté la technique d'hybridationsitu (Thiry and Thiry-Blaise, 1989 ; Thiry et al., 19913. Par le
biais de ces procédés, nous avions décelé de I'dddN les centres fibrillaires des nucléoles
des noyaux de cellules de Mammiferes, essentiefietnkeur bordure. Par hybridation ADN
ribosomique/ADN ribosomiquia situ, nous avions été le premier a y visualiser de NAD
ribosomique. Mais contrairement a d'autres aut@akan and Hancock, 1974 ; Mirre and Stahl, 1978
; Hernandez-Verdun et al., 1982 ; Raska et al.21%aska and Dundr, 1993 ; Derenzini et al., 198fhenez-
Garcia et al.,1993 ; Mosgdller et al., 139B0uUS ne mettions pas en évidence de I'ADN dans |
constituant fibrillaire dense des nucléoles.

Cette divergence de résultats dynamisait a nouleed@bat sur le site de la
transcription des génes ribosomiques et nous aspausassembler un maximum d' éléments
déterminants pour tenter de statuer sur le litige.

2. 1. 1.Localisation de I'ADN par la méthode d'allongementles extrémités libres de
I'ADN par une transférase spécifiqgue

L'étude de I'organisation fonctionnelle du nuaédli noyau de la cellule requiert une
parfaite connaissance de la localisation exact@eéess ribosomiques au sein de celui-ci.

Suite aux études réalisées par hybridaitosity, il n‘existe aucun désaccord quant a la
localisation d'une partie des génes ribosomiques dachromatine condensée associée au
nucléole {acob et al., 1974Thiry and Thiry-Blaise, 1989 ; Schwarzacher and Wachtler, 199uyvion-
Dutilleul et al., 1991a ; Stahl et al., 1991 ; RunDutilleul et al., 1992 Thiry and Goessens, 1992aRaska et
al., 1995 ; Besse and Puvion-Dutilleul, 139@ar contre, pour I'ADN ribosomique visualisé [za
méme voie au sein des parties fibrillaires du ralelétrois options coexistent : soit il est
présent uniqguement dans les centres fibrillairegy(and Thiry-Blaise, 1989 ; Puvion-Dutilleul et
al., 1991a Thiry et al., 1991a ;Puvion-Dutilleul et al., 1992 ; Besse and Puviortillaul, 1996), SOit
seulement dans le constituant fibrillaire der@@gh and Paweletz, 1990 ; Wachtler et al., 1990 ;
Schwarzacher and Wachtler, 1991 ; Jimenez-Garaih, 4993 ; Dadoune et al., 19940it encore dans ces
deux compartiments a la foist§hl et al., 1991 ; Wachtler et al., 1992 ; Hoendl., 1993 ; Raska et al.,
1995). Si la présence d'ADN ribosomique dans les csriiipeillaires est en accord avec la
distribution de I'ADN dans le nucléole comme obéera l'aide d'un grand nombre de
méthodesScheer et al., 1987Thiry, 1988b ; Thiry et al., 1988 ; Thiry and Muller, 1989 ; Thiry et al.,
19919, sa présence dans le constituant fibrillaire derst plus surprenante. Des études y ont
suggére la présence d'ADN, particulierement dampsgae proximale entourant le centre



fibrillaire (Fakan and Hancock, 1974 ; Mirre and Stahl, 1978rneindez-Verdun et al., 1982 ; Raska et al.,
1992 ; Raska and Dundr, 1993 ; Derenzini et ab31.9imenez-Garcia et al.,1993 ; Mosgoller et1#93.

Les méthodes existantes de mise en évidence Dalli#e sont applicables que sur du
matériel biologique préparé dans des conditione @dnservation de l'ultrastructure du
nucléole est loin d'étre optimale, les techniqueaeradiographiques exceptées, mais
malheureusement leur résolution n'est pas suffisam#glevée.

Afin de connaitre la localisation précise de I'ADahs des constituants nucléolaires
parfaitement conservés, nous avons adapté a lécheehstructurale un procédé de la
biologie moléculaireThiry, 1992a, 1995a, 1995b, 1999couramment utilisé dans la préparation
de sondes pour I'hybridation. Son principe est bas@apparition d'extrémités d'ADN a la
surface des coupes ultrafines suite a leur coniec@es extrémités libres d'/ADN peuvent étre
spécifiguement reconnues par la transférase desytascléotides terminaux qui y ajoutent le
bromodésoxyuridine triphosphate fourni. Les si@scernés sont ensuite révélés au moyen
d'une méthode immunocytologique indirecte fais@piehaa des anticorps
antibromodésoxyuridine et des anticorps secondaoeplés a des particules d'or colloidal
(figure 9).

Nous avons choisi d'appliquer cette procéduralssrcellules tumorales d'Ehrlich de
la Souris, apres fixation puis traitement par thireque d'acétylation pour deux raisons
(Thiry, 1992b). Premiérement, le noyau de ce modele cellulaieegpand avantage de posséder
des nucléoles compacts avec de grands centrdiafiles entourés par une couronne
discontinue de fibrilles denses ; deuxiememenpréeédé d'acétylation a la précieuse
propriété de différencier particulierement lesgrobnstituants nucléolaires et d'augmenter
tres sensiblement le contraste de la chromatinderm@e Thiry et al., 1985 ; Thiry and Goessens,
1986) La réunion de ces conditions expérimentales fves est possible avec le nouveau
systeme de détection de I'ADN et améliore sansestmta lecture de la distribution du
marquage.

Dans ces circonstances, nous observons un marmqiagse sur les blocs de
chromatine périnucléolaire, sur leurs invaginatimrigtrant le nucléole jusqu'au contact des
centres fibrillaires, sur les petits amas bienblkes de chromatine condensée présents dans les
interstices interrompant la couronne de fibrillensks et sur la chromatine qui relie parfois
les centres fibrillaires entre eux. Quant aux mefibrillaires des nucléoles, ils sont marqués
préférentiellement a leur pourtour, contrairement eonstituants fibrillaire dense et
granulaire qui ne présentent jamais de marquagéfisagif, méme fortuit.

Nous avons appliqué notre approche sur plus dg types cellulaires différents
(tableau I) et nos observations se sont avérée&@ttous points identiques.

Nous en concluons que les centres fibrillairesnileseoles des noyaux de cellules de
Mammiferes contiennent de I'ADN. Par contre, noasons pas réussi a en mettre en
évidence dans le constituant fibrillaire dense dcléole du noyau d'un grand nombre de
cellules de Mammiferes. Ce résultat est en acooed eeux obtenus par certains auteurs
ayant fait appel a d'autres méthodes cytochimi@esssens, 1976b ; Ploton et al., 1983 ; Scheer et
al., 198%. D'autre part, lorsque nous appliquons la réaatidochimique inspirée de la
réaction de Feulgen sur les cellules tumoralesrlidaide la Souris et comparons une coupe
ultrafine contrastée classiquement avec la coup@arsie colorée a I'ammine d'osmiummity
and Goessens, 1996 NOUS ne voyons pas non plus, contrairementrar2zei erenzini et al.,

1982, 1983, de dépodt d'ammine d'osmium sur les fibrillessdsndes nucléoles.



Quant a la sauvegarde de la réactivité des argggéellulaires, elle ne se garantit, en
général, qu'au détriment de la conservation deedsttucture. Il est donc difficile de déduire
si un marquage est circonscrit a un constituastloe ce dernier n'est pas clairement identifié
et présente des limites diffuses. De plus, peutelms prennent en considération les
interstices localisés a la périphérie des centbeifldires et/ou entre les cordons de fibrilles
denses, contenant des petits amas de chromahineafd Goessens, 1992a, 196

A notre avis, les conclusions discordantes corasgria localisation de I'ADN
proviendraient de la difficulté a lire les infornmats fournies par les systémes de détection de
I'ADN.

Le choix du modéle cellulaire n'est pas non pamssnconvénient. Si nous analysons
une coupe ultrafine dans un nucléole du noyau dtaetele contrastée classiquement, une
partie de la surface occupée par le centre filnéllale structure trés peu dense aux électrons,
pourrait étre masquée par la bordure du constififaiitaire dense, de structure tres dense
aux électrons. Cette surestimation de la surfacepe par le constituant fibrillaire dense
entourant le centre fibrillaire est d'autant plusnoncée que le centre fibrillaire est de petite
taille (figure 10). Pour minimiser cette sourceamdars, il est donc préférable de travailler sur
des nucléoles possédant de larges centres fitedlaels ceux présents dans les noyaux de la
cellule tumorale d'Ehrlich de la Souris ou dansxagw lymphocyte humain au repos.
Certaines incidences de coupes ultrafines darelgses fibrillaires peuvent conduire a de
fausses conclusions. Ce fait n'est pas rare. @sréaiteurs considerent que des filaments
d'ADN colorés par 'ammine d'osmium et sis aux c@néles centres fibrillaires sont dans le
constituant fibrillaire dense ; d'autres attribuelgs particules d'or, déposées a la limite
extérieure des centres fibrillaires, au constitddonillaire dense. Comme expliqué dans le
schéma de la figure 10, des particules d'or, qubdent étre sur le constituant fibrillaire
dense proche du centre fibrillaire ou a la limiére les deux, pourraient se trouver en réalité
sur le centre fibrillaire. Nous avons veillé a tifier en pratique ; des coupes transversales
de coupes semi-fines de cellules marquées partlaone d'allongement des extrémités libres
de I' ADN par une transférase spécifique montrans £quivoque que les particules d'or sont
bien limitées aux seuls centres fibrillaires deslénies des noyauxtifiry and Goessens, 1996

Les localisations de I'ADN ribosomique par hybtioiain situ sont également
faillibles ; en effet, si les hybrides ADN/ARN sqpitis stables que les hybrides ADN/ADN,
ils peuvent, par contre, croiser avec I'ARN ribospra et occasionner un marquage sur le
constituant fibrillaire dense voire sur le consitigranulaire. C'est pourquoi nous avons
choisi pour détecter I'ADN ribosomique de ne margeun seul brin du fragment d'ADN
ribosomique, soit celui qui correspond a I'ARN sbmique, empéchant ainsi toute
hybridation croisée de la sonde avec ce méme ABdsomique Tthiry and Thiry-Blaise, 1989).

En conclusion, la technigue d'allongement deseaxtés libres de I'ADN par la
terminale transférase est une méthode de choigildenspécifique et d'application
indépendante du mode de préparation du matérikedigue ([hiry, 1992b, 1995a, 1995b ; Thiry
and Puvion-Dutilleul, 1995 ; Compeére et al., 1997Zatsepina et al., 1997b ; Thiry and Daneholt, 1998
‘Thiry, 1999 ; Jennane et al., 199p; elle nous a permis de lever toute équivoqudasur
distribution générale de I'ADN. Dans les nucléales noyaux de cellules de Mammiferes,
elle ne révéle
pas d'’ADN dans le constituant fibrillaire dense snaiiquement dans les centres fibrillaires et
la chromatine condensée intra- et périnucléoldlireste a préciser la nature active ou
inactive de I'ADN présent dans les différentescttmes ; tel sera I'objectif du chapitre
suivant.



2. 1. 2. Localisation ultrastructurale des régions actives d la chromatine associée au
nucléole

La particularité de I'ADN du noyau des cellulesa@yotes est son association avec
des histones pour former des structures répétitaesctéristiques : les nucléosomelng and
Olins, 1974; van Holde, 198R Le noyau nucléosomique est édifié a partir dremvcent
guarante-six paires de bases d'ADN double brinueatt de deux tours superhélicoidaux
gauches l'extérieur d'un octamere formé de quairegpd'histones H2A, H2B, H3, H4 ; il est
séparé du noyau nucléosomique suivant par un segd'®PBDN d'une longueur variable
(entre quinze et cent paires de bases), allié &imgeieme histone, H1 ; cette derniére
contribuerait & la condensation de la chromatienfas, 1984 ; Bednar et al., 1998

D'apres des données résultant d'études biochisimuee microscopie électronique,
ce type d'organisation se rencontrerait quel qitd'é@t de la chromatineRéeves, 198¢

Toutefois, lorsque les génes deviennent transoripgllement actifs, un relachement
dans la compacité du nucléosome le rendrait senaibt actions de nucléases telles I
ADNase | et la nucléase microccocaleiptraub and Groudine, 1976 ; Bloom and Ander4&as ;
Bellard et al., 198D; les promoteurs et les éléments activateura dehscription des genes font
partie des secteurs ou les nucléases endommagent (Elgin, 1988 ; Krude and Elgin, 1996

Nous avons mis a profit cette faiblesse particalge la chromatine active vis-a-vis de
certaines enzymes pour la localiser au sein ddgales. Dans ce but, nous avons adapté la
meéthode de "nick-translation” a la microscopie t@ugque (hiry, 1991b, 1995b, 1999 et, de
plus, mis au point un systeme de transcripiiovitro sur coupes ultrafines de matériel
biologique (hiry and Goessens, 1991 ;Thiry, 1999

Dans la premiére approchmnify, 1991b, 1995b, 1999, des concentrations bien précises
d' ADNase | (d'origine pancréatique) occasionnestabupures simple brin dans I'ADN
double brin présent a la surface de la coupe ingafans des cellules tumorales d'Ehrlich de
la Souris. Sur ces coupes mises au contact deegiesoxynucléotides triphosphatés
spécifiques dont certains sont biotinylés, I'ADNypeerase | d&Escherichia colsynthétise un
nouveau brin d'ADN a partir de la cassure en yuiawct les désoxynucléotides biotinylés
fournis. Grace a I'emploi d'une méthode immunoogigjue indirecte, nous détectons les
nouveaux fragments d'ADN.

Dans la deuxieme approchmify and Goessens, 1991 ;Thiry, 1999 'ARN polymérase |
d'’Escherichia colinduit, assistée des quatre ribonucléotides triphates dont 'UTP est
biotinylé, la mise en route de la transcription géses présents a la surface de la coupe
ultrafine dans les cellules tumorales d'EhrlicHad8ouris. Une technique immunocytologique
indirecte nous permet de révéler les sites d'irmmatipn de I'UTP biotinylé.

Dans la procédure de "nick-translatiomhify, 1991a), apres l'action de faibles
concentrations d' ADNase I, nous obtenons, suadéenle, un marquage au niveau de la
périphérie des centres fibrillaires ainsi que dassnterstices qui les bordent et interrompent
la couronne de fibrilles denses. Dés que nous anigme la concentration de I' ADNase |, le
marquage qui s'ensuit s'étend a toute la chromatindensée associée au nucléole ; mais, a
aucune concentration d' ADNase |, nous ne congatermarquage sur les constituants
fibrillaire dense et granulaire.



Par la technique de transcriptimnvitro (Thiry et Goessens, 1991 les centres fibrillaires
des nucléoles sont préférentiellement marquésrgptautour mais les constituants fibrillaire
dense et granulaire ne le sont jamais.

Les résultats de la localisation de 'ADN pardaation a 'ammine d'osmium
suggéraient, qu'au niveau des centres fibrillalessnucléoles, I'ADN serait sous forme non
nucléosomiquederenzini et al., 1982, 1983, 19870r, dans nos expériences, ce sont également
les centres fibrillaires les premiers sites lesftagiles a I'attaque de I' ADNase |.

De notre analyse, il ressort que I'emploi de reasxgorotocoles nous offre la
possibilité de faire la distinction entre les régionactives de la chromatine et des régions
actives ou potentiellement actives, c'est-a-dieztmes ou la transcription des génes
ribosomiques s'amorce, se déroule ou se termine .

Apres application de ces deux techniques, les pitsitifs observés correspondent a
des structures connues pour leur contenu en ADplustspécialement en ADN ribosomique
comme nous l'avions montré précédemmeiiity(and Thiry-Blaise, 1989). De notre point de
vue, les genes ribosomiques actifs ou en voie devenir ou venant de I'étre se limiteraient,
dans le nucléole, aux centres fibrillaires et anigristices y annexés. Si la structure des génes
ribosomiques a été décrite, leur disposition dasaxbmpartiments nucléolaires n'a pas été
clairement établie ; or, ce renseignement pouseitveéler trés utile. Nous aborderons cette
guestion dans le chapitre suivant.

2. 1. 3. Localisation ultrastructurale de régions ds intercalaires des genes ribosomiques
par hybridation in situ

Chez les Eucaryotes supérieurs, les genes ribgsesisont organisés en tandems
répétitifs (ong and Dawid, 1980 ; Hadjiolov, 19855ur chaque géne, une région (ou se succedent
un intercalaire externe 5', la séquence a tramespdur donner 'ARN 18S, un intercalaire
interne 1, la séquence a transcrire pour donn&N'A,8S, un second intercalaire interne 2, la
séquence a transcrire pour donner I'ARN 28S ehtamdalaire externe 3') est flanquée de
zones nommeées intercalaires intergéniques. Parp&arnez la Souris, ces derniers couvrent
guasi les deux tiers de la longueur totale du €oe and Adams, 1937 Selon une estimation
des biochimistes, septante-cing pour cent des gésmsomiques se logeraient dans la
fraction intranucléolaire de la chromatine assoeai¢@ucléoleRachellerie et al., 1937t nul
n'‘objecte, qu'en activité, ils soient exclusivenmaritenus dans le nucléole.

La distribution de I'ADN par voie cytochimique oumunocytologique implique les
centres fibrillaires des nucléoles et la chromasipparente dans les interstices sous forme de
petits amas de densité aux électrons équivaleceiedde la chromatine condensée
périnucléolaire Goessens, 1979, 1984 ; Scheer et al., 198iiry, 1988b ; Thiry et al., 1988a ; Thiry,
1991a ; Thiry et al., 1991a ; Thiry, 1992b, 1992cThiry and Goessens, 1992a ; Scheer et al., 199Bhiry
et al., 1993 ; Thiry and Goessens, 1996

Les auteurs qui appliquent la réaction a I'amrdinemium sur des coupes ultrafines
de matériel cellulaire postulent une configuratimtiéosomique pour la chromatine incluse
dans les interstices et une organisation non nsgtamue pour les filaments élongés dans les
centres fibrillairesferenzini et al., 1997

Sur étalement moléculaire, lI'unité de transcripties génes ribosomiques des cellules
de Mammiferes durant I'activité transcriptionneitgrespond a un axe mince et uniforme,
tandis que l'intercalaire intergénique reste saderime d'un "collier de perles" tel I'aspect
habituel sous lequel apparait la chromatine trgrismnnellement inactivePuvion-Dutilleul and
Bachellerie, 197R



Par hybridationn situ, Puvion -Dutilleul et al. (1991a) ont localisénddes centres
fibrillaires des nucléoles des noyaux des cellileka, la séquence a l'origine de I'ARN 18S,
un fragment de l'intercalaire 5' externe et unégetgion de l'intercalaire intergénique, plus
exactement I'extrémité contenant le promoteur gnixie point d'origine de la mise en route
de la transcription.

Nous pensons que I'agencement précis des diffééddrnents constitutifs des genes
ribosomiques au cceur du nucléole est inféodé péaalisation fonctionnelle de chaque
territoire nucléolaire. Nous avions fait un prenpeas pour connaitre cet arrangement en
mettant au point une méthode non isotopique ditigtionin situ de mise en évidence d' un
petit fragment d'une zone de l'unité de transaiptiu géne ribosomique au niveau
ultrastructural thiry and Thiry-Blaise, 1989). Nous avons adopté le méme procédé
d'expérimentation pour localiser l'intercalairefterne et l'intercalaire intergénique des
genes ribosomiques dans la cellule tumorale d&hde la SourisThiry and Thiry-Blaise,

1991).

Nous avons cloné deux séquences des genes rilmpgEsra partir d'un fragment Eco
R1 Mr 974 de 11,35 kb de I'ADN ribosomique de lai$o Le fragment A Eco R1/Sal 1 de
3,8 kb de l'intercalaire intergénique est clonésda plasmide pBR 322 (sonde A) et le
fragment E Sal 1 de 0,55 kb de l'intercalaire ¥mme est inséré dans le plasmide pBR 325
(sonde E) . Les sondes biotinylées obtenues sdmid@&es sur des coupes ultrafines
dénaturées de cellules tumorales d'Ehrlich de laiSet les molécules hybrides résultantes
sont ensuite visualisées au moyen d'une méthodemooytologique indirecte usant
d'anticorps antibiotine et d'anticorps secondaioeslés a des particules d'or.

Les deux sondes fournissent un marquage strictelimete aux nucléoles. Sur
guelque cent nucléoles observés, la molécule hglidduite a partir de la sonde E se
rencontre au niveau de la périphérie des centvefidires (figure 11a), tandis que celle
produite a partir de la sonde A se révele préfekement dans les petites mottes de
chromatine condensée logées dans les interstic@stguompent la couronne de fibrilles
denses (figure 11b).

Par hybridationn situavec ces deux sondes, aucune molécule hybride d&sttée
dans les constituants fibrillaire dense et granellaseules quelques rares l'ont été dans la
chromatine condensée périnucléolaire.

Nos observations nous conduisent a considéren @é'ne ribosomique en
transcription s'oriente dans les compartimentséulaires, la zone a transcrire a la bordure
des centres fibrillaires et la majeure partieade2jion de l'intercalaire intergénique au niveau
des interstices bordant les centres fibrillaireségtarant les cordons de fibrilles denses au
contact des centres fibrillaires. D'autres autéegion-Dutilleul et al., 199)a0nt montré qu'un
morceau de la région promotrice du gene ribosomaqtié serait également présent dans les
centres fibrillaires.

Sachant qu'une inhibition de I'expression des gébesomiques métamorphose le
nucléole de la cellule, dans le prochain chapitoeis utiliserons ce phénomene pour tenter de
débrouiller la relation des genes ribosomiqueseestlix.

2. 1. 4.Devenir de I'ADN associé au nucléole aprés une irdiiion de la transcription des
genes ribosomiques

Que le nucléole soit I'expression morphologiquéatzivité des génes ribosomiques
est une hypothése devenue incontournable ; touébensement structurel I'affectant, par



exemple lors de la mitose ou de la ségrégatioréolaite, atteste un changement dans le
processus de synthése des ARN ribosomiques.

Dans le noyau d'une cellule au stade prophasksl@acation du nucléole s'apparente a
un arrét de l'activité des génes ribosomiquesaa&dification a la fin du stade télophase, a
la reprise de la genése des ARN ribosomiqu&gof, 1960 ; Chévremont and Baeckeland, 1961 ;
Prescott and Bender, 1962 ; Das, 1963 ; FeinendemggiBond, 1963 ; King and Barnhisel, 1967 ; Lepaird
Goessens, 1978

Quant a la ségrégation induite par I'action dhimhiteur de la transcription des genes
ribosomiques tel I'actinomycine D, elle modifie fmmdément I'agencement habituel des
compartiments nucléolaires fondamentagetrihard et al., 1965 ; Busch and Smetana, 19#0ar8 et
al., 1974 ; Daskal, 1979 ; Puvion and Moyne, 19Bbuyteille et al., 1982 ; Hadjiolov, 1985

Ces cas de figure, mitose et ségrégation, repieyseum terrain de prédilection pour
I'étude des liens existant entre la morphologla &inction du nucléole dans la cellule.

Précédemment, nous n'avions pas pu mettre ennéédie I'ADN dans le matériel
fibrillaire argyrophile de la constriction secongadu chromosome au stade métaphase, ainsi
gue dans les centres fibrillaires des nucléolegésapégrégatiormiiry et al., 19880). Or, non
seulement, d'autres auteurs y localisent des pegémpliquées dans la transcription des

géenes ribosomiquesdheer and Rose, 1984 ; Guldner et al., 1986 ;ioelz- Sanchez et al., 1987 ; Chan
et al., 1991 ; Roussel et al., 1993 ; Zatsepira. £1993 ; Weisenberger and Scheer, 1995 ; Gi#det, 1995 ;
Jordan et al., 1996 ; Roussel et al., 1996 ; Gé&byarunes et al., 1997 ; Junera et al., 1997 ; kéeial., 1998 ;

Sirri et al., 1999, mais il ressort d'une analyse par tomographelgweonstriction secondaire
serait une boucle torsadée de matériel intégree ldachromosome et non distinctI{ot et
al., 1997. Enfin, par hybridatiom situ, Puvion-Dutilleul et al. (1992) visualisent deDA
ribosomique dans les centres fibrillaires des ralelapres ségrégation des noyaux des
cellules Hela.

Ces informations souffraient quelques contradistiavec nos résultats et reposaient le
probléme d'une présence ou non d'ADN dans les N©IR ohitose ou dans les centres
fibrillaires des nucléoles apres ségrégation.

Grace a I'emploi de la technique d'allongementeaté®mités libres de 'ADN par la
terminale transférase, qui supplante avec effigides méthodes que nous avions employées
antérieurement, nous décelons effectivement deN' &b quantité significative dans les
centres fibrillaires des nucléoles aprées ségrégaitiite au traitement par l'actinomycine D de
cellules tumorales d'Ehrlich de la Souris, et dafdOR du chromosome au stade métaphase
(Héliot et al., 1997 ; dans cette derniere structure, postulée étten&repartie mitotique des
centres fibrillaires, il se distribue de préféreada périphérie du matériel fibrillaire,
répartition ne différant guere de celle renconttées les centres fibrillaires des nucléoles des
noyaux des cellules en interphase.

Nous obtenons des résultats identiques sur ldéalas apres ségrégation, soit de
noyaux d'hépatocytes traités par la galactosanvitkeafylova et al., 1999, soit de noyaux de
cellules carcinomateuses RT4 de la vessie souraides doses élevées d'aménantrone ou
d'un mélange d'aménantrone/poly r(A-hify et al., 1997).

Dans le cas des cellules tumorales d'Ehrlich &olaris, traitées par la tubercidine (7-
déaza-adénosine, antibiotiquecs et al., 1964 ; Bloch et al., 1967 ; Bassleal ¢t1979, il nous a été
possible de suivre la mise en place progressita gégrégation (figure 12). Les centres
fibrillaires des nucléoles s'organisent en condaiss lesquels ils sont enchainés les uns aux
autres par de petits maillons de chromatine cor@er@es trains s'acheminent vers l'extérieur
des nucléoles en convergeant I'un vers l'autre fimalement se fondre en un seul élément.



La description de ce phénoméne illustre parfaitdroette alternance itérative de la
chromatine condensée et décondensée.

En conséquence, en dehors de tout mouvement teesgrribonucléique, de 'ADN
décondenseé persiste dans les centres fibrillagesdcléoles et dans leur équivalent en
meétaphase, en contiguité avec la chromatine coadenta maniere d'une cordeads, les
centres fibrillaires étant lesmds.

L'ADN et spécialement I'ADN ribosomique, qui pdsia tout I'avenir de I'ARN
ribosomique, étant situés dans le nucléole, lepitriea suivants porteront sur la localisation
de I'ARN et plus particulierement sur celle de IMRbosomique, ce matériau fondamental
du nucléole.

2. 1. 5.Détection ultrastructurale de I'ARN et de I'ARN rib osomique dans le nucléole
par des méthodes immunocytologiques et d’hybridatimin situ

A coté des genes ribosomiques, le nucléole abdwd®N ; en plus de préARN
ribosomiques et de séquences d'ARN ribosomiquesil8$ et 28 S, s'y rencontrent
egalement de faibles quantités de petits ARN nomsomiques tels 'ARN U3 et TARN U8
(Hadjiolov, 1985 ; Fisher et al., 1991 ; Puvion-Detil et al., 1991b, 1992 ; Azum-Gelade et al.,49%atera
et al., 1993. A I'heure actuelle, personne ne met en douteh@sse en ARN des constituants
fibrillaire dense et granulaire des nucléoles ;quatre, la mise en évidence d'ARN dans le
centre fibrillaire convainc beaucoup moins.

La révélation par autoradiographie de l'uridiriiéte incorporéen vivoouin vitro
dans le matériel biologique a été une excellenpeaahe qui a fourni des indications
précieuses mais insuffisantes quant a la distobugenérale de I'ARN. De plus, sa pratique
requiert de longs laps de temps, sa résolutiopeastlevée et ses signaux ne sont pas
ponctuels.

La faculté de fabriquer un complexe a partir duptage d'une ribonucléase avec des
particules d'or a paru de prime abord une solud®remplacement avantageuBenfiayan,
1981 ; Bendayan, 1984Thiry, 1988a; Cheniclet et al., 1995 Hélas, les ARN détectés étaient
uniquement tributaires du type de ribonucléasesib@heniclet and Bendayan, 199pmais les
plus gros écueils rencontrés dans la pratique tle ieehnique sont les problemes
d'encombrement stérique nés de la grosseur dedexgsgormes.

Dans notre quéte de la distribution exacte deNAotal dans le nucléole, nous avons
mis au point deux procédures immunocytologiqueschélle ultrastructurale.

La premiere exploite la propriété d'une transiiggecifique a catalyser I'addition
d'adénosine monophosphate a I'extrémité 3'de ldxydie de 'ARN simple brin pour ajouter
de l'adénosine triphosphate biotinylée dans leges#mps d'’ARN présentes a la surface des
coupes ultrafines dans les cellulgsify, 1993a, 1995a, 1995b, 1999Ces nucléotides incorporés
sont ensuite visualisés par un procédé immunoayimqle indirect faisant intervenir un
anticorps antibiotine et un anticorps secondaitgEba des particules d'or (figure 13).

La seconde méthode repose sur I'emploi d'anticog®oclonaux antiARN (mis
gracieusement a notre disposition) sur des coupadines de cellules tumorales d'Ehrlich de
la Souris apres enchassement en résine partieltdwerosoluble Thiry, 1992¢c, 1999.

Ces deux techniques ne patissent pas des faibldeseanciennes méthodes ; au
contraire, elles allient rapidité, spécificité, tmvésolution et sont moins subordonnées a des



difficultés d'accessibilitéThiry, 1993b, 1993c, 1994, 1995a, 1995c ; Thiry aflvion-Dutilleul, 1995 ;
Mikhaylova et al., 1996 ; Thiry and Goessens, 1996Thiry et al., 1997 ; Thiry and Daneholt, 1998.

Il est possible d'appliquer la procédure d'allonget des ARN par une transférase
spécifique sur des cellules tumorales d'Ehrlickadgouris apres fixation et acétylatiamity,
19939 ; sous ces conditions, nous obtenons une imagz @wmpléte de la distribution de
I'ARN total sur des constituants parfaitement idittles et bien délimités.

Dans les nucléoles des noyaux des cellules tuesocBEhrlich de la Souriskiry,

19929, des cellules HeLarkiry, 1992c, 1993} et des cellules humaines de Sertotir¢, 1993b),
les particules d'or se répartissent sur les tmispartiments, mais sur les centres fibrillaires :
leur nombre semble plus élevé a la périphérie. Aaqarticule ne se dépose sur la
chromatine condensée, méme sur celle incluse dansterstices au contact des centres
fibrillaires. Dans différents types cellulairesuscobtenons un marquage parfaitement
identique avec les deux anticorps antiARN ; tousefeur les centres fibrillaires, le signal est
plus faible puisque ces anticorps ciblent préfiée#ament certaines séquences d'ARNry,
19929.

Bien qu'ayant antérieurement localisé I'ARN ribuggue par hybridatiom situ (Thiry
and Thiry-Blaise, 1989, nous avons tenté d'améliorer nos résultats grdaeonstruction d'une
sonde doublement marquée plus performaritiey(and Thiry-Blaise, 1991). L'emploi de cette
derniere nous a permis de visualiser des quarmti#édN ribosomique plus démonstratives
dans les constituants fibrillaire et granulairendeléole ainsi que dans les centres fibrillaires,
de préférence a leur bordure.

Grace a ces processus et a I'hybridatiositu, nous démontrons que I'ARN
ribosomique est non seulement présent dans lesitoamss fibrillaire et granulaire des
nucléoles mais également au niveau de leurs cdifirdires. Ces observations nous ont
amené a nous demander, au niveau de chaque caomgatrtguelle étape de la transcription
du gene ribosomique cet ARN ribosomique figuradubltenterons de répondre a cette
guestion dans le prochain chapitre.

2. 1. 6.Localisation des ARN naissants dans le nucléole panmunocytologie
ultrastructurale

L'autoradiographie a été la méthode support peglnce pour I'étudia situdes
synthéses des ARMduteille et al., 1975 ; Fakan, 1976 ; Goesseng6h9 Fakan, 1978, 1936Elle est &
l'origine des résultats considérés comme les ploisgnts, par la majorité des auteurs, sur le
site de la transcription des ARN. L'hypothése lesplivace postule que le constituant
fibrillaire dense du nucléole serait le site idilancorporation d'uridine tritiée dans la cellule
(Fakan, 1978 ; Goessens, 1984 ; Fakan, 1986 ; Szhefar and Wachtler, 1987quoique quelques
auteurs ne négligent pas le fait que les centoedldires soient également concernés
(Goessens, 1976bThiry et al., 1985; Dupuy-Coin et al., 1986 ; Derenzini et al., 1287

Face aux dangers d'interprétation soulevés pamdesvénients inhérents a la pratique
elle-méme de l'autoradiographie, nous avons cleisirifier la sensibilité de la technique
sur des cellules tumorales d'Ehrlich de la Sourybées durant un temps fixe de dix minutes
dans un milieu nutritif contenant de l'uridinei&# (Thiry and Goessens, 1991

Nous savons que le nombre de grains d'argenta®gél une structure refléte la
guantité de produit radioactif incorporé dans ta diructure et que, dans le cas d'isotopes de
longue durée de vie, ce nombre de grains d'argeatdsautant plus important que les temps
d'exposition seront longs. Donc, a des temps coleigosition, sont positifs les endroits ou



la teneur par unité de surface en molécules rativescest la plus élevée et, a des temps
d'exposition plus longs, s'ajoutent ceux dont lacemtration en molécules radioactives est
plus faible.

Lorsque peu de temps apres sa pose, hous dévebp@aulsion photographique
coulée sur des coupes de cellules tumorales @Rl la Souris, fixées et enchassées en
résine, elle est impressionnée uniquement au nigeawonstituant fibrillaire dense du
nucléole. Des que nous allongeons les temps d'égxppsin marquage apparait au niveau
des régions extranucléolaires ainsi que dans lesesfibrillaires, tandis que s'intensifie celui
préalablement présent sur le constituant fibridl@ense. Le constituant granulaire et la résine
n'‘en supportent jamais, quel que soit le tempgpd&kon (Thiry and Goessens, 1991
Toutefois, ces observations méritent réflexionistussion.

En effet, les centres fibrillaires des nucléoles doyaux des cellules tumorales
d'Ehrlich de la Souris sont de trés grande tailberésolution des préparations
autoradiographiques est telle que nous ne pouvasisertifier que les grains d'argent révélés
sont localisés exactement au-dessus de la sowggensgable de leur réduction ; explicitement,
la cause du marquage du centre fibrillaire pourpaéndre son origine au sein du constituant
fibrillaire dense owice versa

Pour parer aux désavantages de l'autoradiogradtiiehelle ultrastructurale, certains
auteurs ont tenté d'adopter ce principe d'incorgoreivo aux ARN nouvellement
synthétisés, non pas une molécule radioactive, ama@alogue non isotopique ; sa présence
dans le matériel biologique fixé serait décelééridurement par une méthode
immunocytologique,Jackson et al., 1993 ; Wansink et al., 1993

Hélas, I'introduction de bromouridine triphosphdaas la cellule vivante occasionne
de tels préjudices organiques gue les conséquéraess essais compliquent plus qu'elles
n'éclairent sur les sites de synthese ou de matnraé I'ARN.

Apres avoir expérimenté nous-méme ce type d'appr@airy, 1999), nous lui avons
préféré un systeme de transfection moins invaligant la physiologie de la cellulenry et
al., 2000, 200

Le vecteur qui sert de transporteur aux nucléstets de nature lipidique. A l'aide
d'un procédé immunocytologique, nous avons pu rapgtre la cellule avait métabolisé notre
analogue en le localisant en premier dans le nqyas,lorsqu'il atteint le cytoplasme, dans
ce dernier.

Nous intéressant plus particulierement a la biegerdes ribosomes, nous soumettons
les cellules a I'action dexFamanitine qui inhibe spécifiqguement I'action dé&NA
polymérases Il et lll, privilégiant l'incorporatigpar I'ARN polymérase | du bromouridine
triphosphate dans le nucléole.

Nous avons réalisé en parallele I'étude de lehggetde I'ARN ribosomique en
microscopies confocale et électronique ; sur désles HelLa, nous maintenons un temps de
lipofection fixe mais nous multiplions les duréesrdmise en culture.

A I'échelon optique, l'incorporation de bromouniglitriphosphate se manifeste par
étapes et adopte au cours de leur déroulementequrainds types de figure caractéristiques.
Apres des remises en culture suite a la transfedis cellules allant de deux, quinze, trente a
cent vingt minutes, nous visualisons le bromougdniphosphate dans le nucléole sous forme
de petites sphéres exactement la ou se localiBdI'Bolymérase | ; ces sphéres gagnent en
ampleur mais, en leur centre, perdent en intengitsuite elles se creusent et prennent la
forme de larges anneaux qui finissent par fusioehaten constituer qu'un seul, limitant la
totalité du nucléole.



Nous avons examiné les phases de la méme expgaahes stades identiques mais
sur les cellules HelLa préparées pour la microsaélpietronique. Au tout début, le marquage
se répartit sur les deux constituants fibrillaiesnucléole, puis il libere progressivement les
centres fibrillaires, s'accrochant aux seuleslféwidenses les encerclant ; ensuite, désertant la
couronne fibrillaire immédiatement au contact desties fibrillaires, il s'irradie dans
I'ensemble du constituant fibrillaire dense, guuiitte a son tour, pour investir le constituant
granulaire (figure 14).

La transcription des génes ribosomiques est ungrhéne qui se déroule
promptement, les ARN ribosomiques produits atteignapidement une grande taille, se
détachent et s'éloignent tres vite de leur liegyaghése.

Afin d'en analyser minutieusement le cheminemestsa mise en route et d'en
disséquer les étapes initiales, nous nous sommagteers un modele ou le mécanisme
serait ralenti Cheutin et al., 200). Nous avons travaillé sur des nucléoles de nogeusellules
tumorales d'Ehrlich de la Souris, isolés a l'aithene méthode qui veille a leur préservation
(Vandelaer et al., 199% ; lorsqu'ils sont retirés de leur contexte ndidagtranscription s'y
effectue plus lentement.

Le bromouridine triphosphate leur est intégré dula maintien de leur survie dans un
milieu adéquat. Les observations faites sur coufiesfines réalisées dans ce matériel
témoignent effectivement d'une activité dans lesmasants fibrillaires des nucléoles. Afin de
nous assurer que le démarrage de la transcriptioPdRN polymérase | et I'allongement des
ARN, qui suit immédiatement, n'ont pas lieu en it® @mmun, nous avons échafaudé un
schéma expérimental qui désolidariserait, le chéad, ces deux événements précoces.

Si, dans un premier temps, nous fournissons acbéoles isolés du bromouridine
triphosphate pendant dix minutes, puis durant vinigiutes de l'uridine triphosphate, il en
résulte une accumulation du nucléotide marquéamé dans le composant fibrillaire dense
du nucléole, dépot qui traduirait une présencesivasl’ARN en cours d'allongement.

D'autre part, si nous soumettons pendant un laperdps les nucléoles isolés a
I'action de la cordyceépine, puis que nous la retirdu milieu et que les nucléoles isolés sont
remis en présence de bromouridine triphosphateatacription s'enclenche de nouveau et ce
sont, dans ces conditions, les centres fibrillagnéisaccueillent la majorité du nucléotide
bromé. Rappelons que la cordycépine posséde ladatribloquer la transcription en
empéchant I'allongement et en provoquant un déagehrématuré des ARN en train d'étre
élaborésgiev et al., 1969 ; Suhadolnik, 1970Nous en déduisons que les centres fibrillaiess d
nucléoles correspondent au tout premier sitelidation du nucléotide marqué, ce que
suggérait par ailleurs les localisations de 'ARNMymérase | dans ce seul compartiment
nucléolaire $cheer et Rose, 1984

Ainsi, grace a la mise au point d'une procédureselte dont l'autoradiographie a
servi de marchepied, nous avons pu fractionneis darmatériel cellulaire hautement
conserve, la dynamique de préparation des ribosdeyass leur lieu d'élaboration jusqu'a
leur destination finale, leur formation terminéeiry et al., 2000, 200).

Les acides nucléiques ne sont pas les seulsipartts a la biogenese des ribosomes,
un grand nombre de protéines y sont impliquées laaide qu'elles y jouent est encore peu
exploré. Le prochain chapitre aura trait a la lsedion d'une protéine susceptible d'influer sur
le déroulement de la synthese des ARN ribosomiques.

2. 1. 7 Localisation ultrastructurale d'une protéine assocdge a I'ARN polymérase |



Les acides nucléiques sont les acteurs essetdidisrganisation fonctionnelle du
nucléole, mais autour d'eux s'articulent une nudgtde protéines dont il est difficile de
débrouiller le pourquoi de leur présence a telebmitveau, en telle ou telle proportion et leur
part prise a tel ou tel moment du processus décttion des ribosome®ison, 1990 ;
Hernandez-Verdun, 1991

L'ARN polymérase | a retenu tout particuliéremeotre attention car elle est I'enzyme
obligée de la transcription des genes ribosomidtkes se rencontrerait, selon les uns,
exclusivement dans les centres fibrillaires dedéules des noyaux de divers types cellulaires
(Scheer and Rose, 1984 ; Hadjiolova et al., 198fhe& and Raska, 1987 ; Reimer et al., 1987a, 198ths
et al., 1988, alors que d'autres auteurs en révelent égalemmenpetite quantité dans les
fibrilles denses encerclant les centres fibrillaif@aska et al., 1989, 1990, 1992 ; Raska and Dundr,
1993 ; Wachtler and Stahl, 1993 ; Raska et al.5L9Rappelons que la topoisomérase | et I'UBF
protéines intervenantes de la transcription, oasiaété mises en évidence dans des sites
identiques Raska et al., 1989 ; Scheer and Benavente, 1986karet al., 1990, 1992 ; Rendon et al., 1992 ;
Rodrigo et al., 1992 ; Raska and Dundr, 1993 ; Reiut al., 1993 ; Zatsepina et al., 1993 ; Raskdh,1999.

Il'y a peu, Grummt et son equipe ont identifiéagtip de cellules tumorales d'Ehrlich
de la Souris, une protéine liée a I'ARN polymérase RAP67, qui lors de sa purification
reste alliée a une ARN polymérase | issue d'uns-population active. Sa séquence montre
une forte homologie avec une protéine humaine noore caractérisée.

Pour étudier sa distribution sur des coupes utteafide cellules tumorales d'Ehrlich de la
Souris, nous avons appliqué la marche a suivregus avait servi a confirmer la présence de
protéines nucléolaires connues : la nucléoline tEsomposants granulaire et fibrillaire
dense du nucléole, et la fibrillarine uniquememgies fibrilles densesndelaer and Thiry,

1999).

Dans le nucléole, le marquage révélant la RAP&&astonne aux centres fibrillaires et
ne se manifeste jamais sur les constituants graewgfibrillaire densedeither et al., 200).

En résumé, une protéine associée a une fracttveale I'ARN polymérase | est
uniguement présente dans le centre fibrillairerdeséoles ; ce nouveau résultat constitue une
donnée importante.

2. 1. 8. Discussion partielle

Toute information n'a de valeur de référence qedesest le fruit d'une étude
détaillée, contrélée, reposant sur I'emploi d'sdtdbles, performants et reproductibles.
Pousseé par la nécessité de respecter ces criteutgeanticité, nous avons développé un
certain nombre de méthodes au niveau ultrastrucBoi en les adaptant, soit en les
transposant, soit en innovamhigy, 1991b ; Thiry and Goessens, 1991 ; Thiry, 1¥a, 1993a, 1995a,
1995b, 1999 ; Thiry et al., 2000, 2001

L'apport considérable de résultats ( figure 15¢ltgs nous ont fournis nous ont aidé a
mieux comprendre comment le nucléole réalisaibtenfition du ribosome, ainsi qu'a vérifier
et intégrer les hypothéses formulées par d'autresies.

Nous montrons et confirmons qu'en dehors de lanchtine condensée, les centres
fibrillaires des nucléoles des noyaux de celluleddmmiferes contiennent de I'ADN, de
I'ADN actif, de I'ADN ribosomique, présents égalernéans les interstices interrompant les
fibrilles denses les entourarmh{ry, 1991a ; Thiry and Goessens, 1991 ; Thiry an@hiry-Blaise, 1991



; Thiry, 1992b ; Thiry and Goessens, 1992a, 1992Ischeer et al., 1993 ; Thiry, 1993b ; Vandelaer ai.,
1993 ; Thiry and Goessens, 1996

Par hybridationn situ, nous avons décelé un fragment de l'intercalxireree 5' dans
les centres fibrillaires et un fragment de l'intdadre intergénique (précédant la région de I
élément activateur et du promoteur) dans les ittessy annexésfiry and Thiry-Blaise, 1991).
Chez les Vertébrés supérieurs, cet intercalaireestong ; dans le cas de la Souris, il
représente environ les deux tiers des 44 kb dessg#tosomiquesCpry and Adams, 1977t est
de configuration plus compactée que la régioraastrire, caractéristique propre aux
Mammiferes Puvion-Dutilleul and Bachellerie, 1979

Par ailleurs, nous détectons de I'ARN ribosomidges les trois constituants
nucléolaires thiry, 1992c ; Scheer et al.,1998; toutefois, la faible quantité présente en boedu
des centres fibrillaires est en fait un résultégioal qui fut appuyé ultérieurement par
guelques auteurs, dont Puvion-Dutilleul et al.(1)99di y mirent en évidence I'ARN de
l'intercalaire externe 5' transcrit.

Ces données nous suggeéerent un positionnementdes gbosomiques chevauchant
les deux constituants fibrillaires des nucléolésiésignent la zone du centre fibrillaire, a la
frontiére des fibrilles denses, comme l'unique @dateé possible au site de leur transcription.
Notre intention ne sera pas de passer en revuesteg propositions qui ont servi a la
démarche, mais a exposer les plus opportunes.

Une zone du promoteur de l'intercalaire intergéajdndispensable a la régulation de
la transcription a été localisée dans le centrdlibve par hybridationn situ (Puvion-Dutilleul et
al., 19913. A cet endroit, il existe des éléments répétitifsss and Stefanovsky, 1995 ; Grummt,
1999 auxquels vient se lier une protéine spécifiqBFF, qui, en plus, d'étre présente dans le
constituant fibrillaire denseRéska et al., 1992 ; Rendon et al., 1992 ; Rod¥tgd., 1992 ; Roussel et al.,
1993 ; Raska et al., 1995'est aussi dans le centre fibrillairagka et al., 1992 ; Rendon et al., 1992 ;
Rodrigo et al., 1992 ; Roussel et al., 198 heer et al., 1993 Zatsepina et al., 1993 ; Raska et al., J996r
elle facilite et intensifie la transcription, comsant un précomplexe au niveau de I'élément
activateur interagissant avec I'ARN polymérasesiguavant que cette derniere n'entame son

travail (Bell et al., 1989, 1990 ; Jantzen et al., 199ka&id et al., 1990 ; Smith et al., 1990 ; Voitlgt 092 ;
Kuhn et al., 1994 ; Putnam et al., 1994 ; Schnamh. 1994 ; Moss and Stefanovsky, 1995 ; Mc $tagl.,

1997 ; Grummt, 1999 ; Tuan et al., 1999

Selon une analyse par tomograpldiee(tin et al., 200}, I'ARN polymérase | se
répartirait essentiellement dans la région coricls centres fibrillaires. Par ailleurs, nous
avons montré qu'une protéine associée a une fnaatiive de 'ARN polymérase | se
localiserait dans le centre fibrillairggther et al., 200).

Quant aux ARN naissants, visibles en premier tesdeux constituants fibrillaires,
ils semblent se replier dans le centre fibrillaés que leur allongement est arbitrairement
suspenduTiry et al., 2000 ; Cheutin et al., 200)L

L'ARN U3, mis en évidence dans les fibrilles dend$a également été dans le centre
fibrillaire (Fischer et al., 1991 ; Puvion-Dutilleul et al., 1891992 ; Raska et al., 1992 ; Raska and Dundr,
1993 ; Azum-Gelade et al., 1994 ; Raska et al.519®r il est connu en tant qu' intervenant aux
premieres étapes de clivage du préARN 4&Ss(et al., 1990

Les séquences des intercalaires externes 5detdg®ne ribosomique sont considérés
comme des sites d'ancra@elfa et al., 1985 ; Smith and Rothblum, 1987 p&anova et al., 1993 Par
analogie avec les événements ayant lieu a I'ektFdih) nous supputons que la séquence de
I'intercalaire externe 3' serait également situa@esde centre fibrillaire. A son endroit,
l'allongement des ARN se termine et les préARN d&8étachent, ce pble du géne dispose
d'éléments bloquants l'action de I'ARN polyméragadmmt et al., 1986 ; Evers et al., 1995 ;



Grummt, 1999 ; Reeder, 199% I'encontre de son homologue 5' qui lui, bé&méfi'éléments
stimulants Grummt, 1999 ; Reeder, 1909

Subséquemment, le centre fibrillaire arbitreramala préparation et la mise en route
de la transcription. Nous avons établi, que mémsxlee les génes ribosomiques sont au
repos, de I'ADN décondenseé y persistit{aylova et al., 1996 ; Thiry et al., 199] ainsi qu' au
niveau du matériel argyrophile du NORé(ot et al., 1997.

Quant au constituant fibrillaire dense, sa richegs maints ARN n'est plus a prouver ;
s'y rencontrent le SnoARN UB8igcher et al., 1991 ; Puvion-Dutilleul et al., 18691992 ; Raska et al.,
1992 ; Raska and Dundr, 1993 ; Azum-Gelade e1884 ; Raska et al., 19B5qui catalyse le clivage
précoce de l'intercalaire externe 5' et les cligagggour de I'ARN ribosomique 18Sa{ino and
Gerbi, 1990 ; Kass et al., 1990 ; Hughes and Ar@8] ; Hughes, 1996 ; Borovjagin and Gerbi, 19a8)Si
gueles MRP et I'U8Matera et al., 1994 ; Jacobson et al., J998i catalysent respectivement le
clivage dans la région de l'intercalaire interret &ux extrémités des ARN ribosomiques 5,8S
et 28S §chmitt and Clayton, 1993 ; Peculis and Steitz,3198hu et al., 199

Sitdt construit, I'ARN se trouve dans le constituigbrillaire dense ou il s'allonge, ou
il arrive a maturité, ou il se libére de I'axe ding, ou il se clive par degrés etou il y
progresse. Malgré ces multiples fonctions qui egsent les fibrilles denses, celles-ci ne se
morcellent pas en parcelles différant par leur eisp@rphologique par exemple, la région
du clivage de l'intercalaire externe 3' ne se dgomepas de celle du clivage de l'intercalaire
externe 5' alors que ce dernier ARN, localisé paritdationin situ, est plus abondamment
étendu dans les fibrilles denses que le premiér(citdins et al., 1997 Méme, lorsque les ARN
naissants progressent dans le constituant filvelldénse, aucune caractéristique structurelle
ne permet de les pister ; les acteurs moléculforegionnant au sein des fibrilles denses sont
probablement de composition trés proche et telleémndoriqués qu'indistincts.

La réunion de ces investigations personnelles ptétées par des travaux extérieurs
récents, pose le fondement d'un modele (figuregibyouligne le réle prépondérant joué par
le centre fibrillaire des nucléoles des noyaux elules de Mammiféres dans la transcription
des génes ribosomiques.

Pendant le phénomeéne de transcription, chaqué tépétitive ribosomique se
confinerait aux parties fibrillaires et intersticgattachés. La région intergénique se
pelotonnerait dans un interstice avant de pénktegntre fibrillaire en un point situé en
amont de l'extrémité 5' de l'intercalaire intergée, repoussant €élément activateur et
promoteur dans le centre fibrillaire. L'arborisatibustrant la région transcrite du géne
ribosomique apres étalement moléculaire, verraittsmnc d'ADN ressortir du centre
fibrillaire au niveau de l'intercalaire externensarit 5' et s'étendre a la périphérie globulaire
du centre fibrillaire tandis que les branches les pourtes (ARN de l'intercalaire externe 5'
transcrit), implantées dans I'enveloppe, adoptetaiee orientation privilégiée et ensuite
feraient saillie dans les fibrilles denses, imitpasles branches suivantes devenant de plus en
plus longues ; le géne ribosomique ressortiraitehire fibrillaire dans un interstice, en un
point de l'intercalaire intergénique situé légereten aval de la terminaison 3'.

Cette modeélisation de l'unité répétitive ribosoneige décline de plusieurs fagons.
Telle que décrite, elle illustre un seul géne ridmgjue contenu dans un petit centre
fibrillaire, I'interstice I'avoisinant et les preaénes fibrilles denses le limitant (figure 16a). Un
nucléole jalonné de tels petits centres fibrillaicerrespondrait aux genes ribosomiques en
transcription distants les uns des autres maigfoistentravés entre eux et reliés a la



chromatine périnucléolaire par I'une des petitea@sae chromatine condensée contenue
dans l'un des interstices concernés (figure 16bhdervation de coupes ultrafines sériées
montre que, dans le cas d'un grand centre fibrgllde nombre de génes ribosomiques
présents serait proportionnel au nombre de modethrbmatine condensée incluses dans les
interstices les entourant (figure 16c) ; I'une'autte de ces mottes réalisant la connexion
avec la chromatine périnucléolaimnity and Goessens, 1996

Nous fondant sur le critére de répartition de M\Bans une cellule en mitose, il existe
une certaine concordance entre la disposition de gbosomique au stade métaphase et
l'agencement du géne ribosomique imaginé danselheecen interphasegliot et al., 1997.

Les régions intergéniques s'entasseraient damrsdeda chromatide, alternativement, avec les
régions a transcrire qui, elles, s'étendraient tnertex du matériel argyrophile (figure 17).



2. 2. Le nucléole dans le noyau d'autres cellulea@ryotes

A l'origine, la plupart des auteurs ne reconnasgajue deux constituants
ribonucléoprotéiques au nucléole, tout en faisanasionnellement allusion a un troisieme,
d'aspect fibrillaire lache qui semblait "palir" aprdigestion protéique par la pepsine. Cette
troisieme structure n'a été baptisée centre fadrdiqu'en 196%Recher et al., 1999

Elle a été la cible privilégiée des investigatidnsProfesseur Goessens, qui les a plus
particulierement étudiées dans la cellule tumaddtérlich de la Souris, lignée cellulaire dont
le nucléole du noyau posséde de grands centrdiafiles Goessens, 1973, 19rdl a formulé
I'hypothese que le centre fibrillaire correspondsipas totalement du moins en partie, au
NOR (Goessens and Lepoint, 1974, 1376onception qu'a I'époque il a exprimée dans adéaie
(Goessens, 1984

Ultérieurement, les moyens d'expérimentation gotu# et les connaissances sur le
sujet ont progressé. Depuis que nous avons reptiseene de recherche, nous l'avons
actualisé. Si le centre fibrillaire est un compagsmrmanent de la cellule, autour duquel se
reforme le nucléole en fin de mitose, nous avomsiBfa posteriori,a le créditer d'une
responsabilité fondamentale dans la fonction dléale, celle d'orchestrer la transcription
des génes ribosomiques.

En dehors des cellules de Mammiferes, les nudétds noyaux des cellules des
Oiseaux et des Reptiles comptent également troistitoants ubert, 1975 ; Goessens, 1976a ;
Mirre and Stahl, 1976 ; Knibiehler et al., 1977 irfd and Stahl, 1978 ; Hernandez-Verdun and Bdeteib79.

Mais fait déroutant, il s'avere que les nuclédies noyaux de cellules de certaines
especes d'Invertébrés et de Vertébrés infériemtsdgpourvus de centre fibrillaire apparent
(tableau Il ; figure 18). Dans ces conditions, tAllesas abusif d'accorder au centre fibrillaire
un réle d'une telle valeur? Pour éprouver notrerieg¢pour éclaircir et expliciter pourquoi les
nucléoles different dans I' expression morphologide leurs compartiments, il nous a paru
nécessaire d' aborder leur étude dans diversesessant des regnes animal et végétal que
chez les Champignons.

2. 2. 1. Le nucléole dans les noyaux des cellulegnaales, non mammaliennes

Dans le nucléole des noyaux des cellules somatideg Insecteg{inins et al., 1964 ;
Stevens, 1964, 1965 ; Jacob, 1967 ; Favard-Soil@®&®d, ; Cave, 1976 ; Locke and Huie, 1980 ; Olinal et
1980 ; Knibiehler et al., 1982 ; Morag et al., 19&xibiehler et al., 1984 ; Troster et al., 1985cheer et al.,

1997) et dans les nucléoles extrachromosomiques des/tsdeXenopus laevifran Gansen
and Schram, 1972 ; Angelier and Lacroix, 1975 ;e8clet al., 1982 ; Boloukhere, 1984 ; Raska e9ab),
seuls deux compartiments s'y distinguent : 'umiode fibrilles est encadré de l'autre,
constitué de granules.

Nonobstant que tres récemment, Mais et Scheet) @ient semé le doute quant a
cette assertion. En réalité, ils décrivent desresritbrillaires dans les nucléoles
extrachromosomiques de noyaux de celluleXel®opus laevidjxées et enchassées dans le
Lowycril K4M. Ces centres fibrillaires ne sont tetdis plus observables si les auteurs
modifient ou emploient une autre méthodologie dgaration en vue de leur examen au
microscope électronique.

A l'exception de ce cas paradoxal, les deux zdassiwucléoles des noyaux des
cellules animales non mammaliennes contiennentrgieméent de I'ARN ribosomique, seule
la région fibrillaire renferme de I'ADN et de I'ARMNissantKarasaki, 1965 ; von Gaudecker,



1967 ; Knibiehler et al., 1982 ; Azevedo et al.849 Knibiehler et al., 1984 ; Raska et al., 19&%erron et al.,
1989 ; Soyer-Gobillard et al., 1990 ; Géraud etl#191 ; Puvion-Dutilleul and Pierron, 1992 ; Péerand

Puvion-Dutilleul, 1993, 1996

Nous avons appliqué différentes techniques cyioithies et immunocytologiques sur
la lignée Sf9 provenant d'un insecte lepidopt8pmdoptera frugiperdd;hiry et al., 1991b,
1993 et sur les cellules germinales d'un poisson séé&m femelleBarbus barbusau cours
de I'ovogenese (figure 19). Plus accessoiremepitistponctuellement, nous avons étendu
nos observations a d'autres modeles.

La technique d'acétylation posséede la précieusgri@té d'accentuer notablement les
différences entre les compartiments nucléolaireigy(et al., 1985 ; Thiry and Goessens, 1996
couplée a l'imprégnation a l'argent, la quantitéslu moins abondante d'argent métallique
déposé sur la structure permet de distinguer réspatent les fibrilles denses du centre
fibrillaire (Thiry et al., 1985 ; Ploton et al., 1987 ; Thiry ad Goessens, 1996 Sur nos préparations
des cellules Sf9 fixées et acétyléesir( et al., 1991b), une zone fibrillaire et une zone
granulaire, nettement identifiables, se partagentiéreté de l'aire occupée par le nucléole
dans le noyau. Apres imprégnation a l'argghity et al., 1991b), le dépbt métallique épargne
la région granulaire, mais recouvre la totalitdadegion fibrillaire. Au niveau de celle-ci, il
n‘adopte pas une répartition homogene, quoideiori, les fibrilles sous-jacentes semblent
structurellement identiques en tout point de |dag@ qu'elles occupent.

Grace a la méthode d'allongement des extrémiigsslde 'ADN par une transférase
spécifique thiry et al., 1993, nous visualisons une petite quantité d'ADN, eispe
uniquement dans la zone fibrillaire.

Pour mémoire, dans certains nucléoles de noyaceltides de Mammiféres, les
centres fibrillaires petits et quasi indistinctssgedémarquent qu’ apres seégregation
nucléolaire thiry and Goessens, 1996 Par acquis de conscience, nous avons sountglleges
Sf9 a I'action de I'actinomycine Dhry et al., 19910). L'inhibition de la transcription des genes
ribosomiques induit une ségrégation subséquentévaau des nucléoles des noyaux mais
par contre, aucun "centre fibrillaire” ne s'indivadise dans la masse fibrillaire. Toutefois, de
I'ADN ainsi que la fibrillarine, localisés dans teetégion fibrillaire avant le phénomene de
ségrégation, y perdurent malgré l'inhibition deyathese ribonucléique.

Dans la cellule en mitos&h(ry et al., 1991b), hous constatons que du matériel
argyrophile persiste étroitement associé aux chsomes, au stade métaphase.

Dans les nucléoles extrachromosomiques des naesrvocytes chez le Barbeau,
I'ADN mis en évidence au niveau de la zone fibrddfigure 19a) I'évacue dans son
intégralité au cours de la vitellogenése et s'acderm I'extérieur sous forme de gros blocs de
chromatine condensée. La pp135, protéine habitaeh¢ caractéristique des centres
fibrillaires des nucléoles de Mammiferegfdelaer and Thiry, 1999, Se retrouve aux cotés de
la fibrillarine dans la zone fibrillaire. Quant dép6ét d'argent a son niveau, il adopte une
répartition homogene (figure 19b).

Dans les nucléoles des noyaux des hépatocytes@arpeCyprinus carpioau cours
de l'acclimatation saisonniére et dans les nucéds noyaux des cellules des glandes
salivaires des larves d'un Insecte Dipt&ironomus tentan&hiry and Goessens, 1996
I'ARN abonde dans les deux zones tandisl'gueploi de la technique d'allongement des
extrémités libres de I'ADN par une transférase ifipée ne détecte de 'ADN que dans la
zone fibrillaire. Dans différents organes d'un Arbpgdn Urodéle Pleurodéle waltiinous
décelons, par le biais de la méme méthode, de I'ABijuement dans la zone fibrillaire des
nucléoles thiry et al., 1993).



A la lumiere de nos observations, force nous ‘estdpter que les nucléoles des
noyaux des cellules animales non mammalienneggésemtent sous une configuration de
deux et non de trois compartiments, une régionujaine comparable a celle des nucléoles a
trois constituants et une région fibrillaire n'étaindes fibrilles denses, ni un centre fibrillaire
mais dont la composition s'apparente aux deux.

2. 2. 2.Le nucléole dans les noyaux des cellules végétales

Le nucléole des noyaux des cellules des Plantegagralement envisagé comme un
modéle de choix pour I'étude de la biogenése Besames. Trois criteres de sélection
priment en sa faveur. Ce nucléole posséde un noéidwé de génes ribosomiques actifs, un
matériel fibrillaire dense abondant et trés étefwiutin et al., 1989 ; Deltour and Motte, 1990 ;
Risueno and Testillano, 19B4suppose ne renfermer que de I'ADN ribosomiguéinEles Plantes
disposent de la faculté d'activer le systeme destrdption des génes ribosomiques par voie
naturelle. Selon les dires de certains auteurs;aestéristiques les prédisposent a plus de
succesNiartin et al., 198) dans |'étude des genes ribosomiques que leseseinimales.
Effectivement, a l'antithése, les fibrilles dendes nucléoles de cellules de Mammiferes ne
s'y prétent guére de par leur disposition proprére couronne et du peu d'ADN
ribosomique présent dans leur nucléole. Quoiquaotie point de vue, ces justifications ne
suffisent pas a expliquer la difficulté voire l'iogsibilité de mettre en évidence de I'ADN a
leur niveau.

Si les descriptions des nucléoles des noyauxelkdas des Plantes leur attribuent
volontiers trois compartimentgiueno and Medina, 1986 ; Jordan, 1987 ; DeltodrMosen, 1987 ;
Deltour and Motte, 1990 ; Risueno and Testillar894L; Shaw et al., 1995 ; Medina et al., 2pde terme de
centre fibrillaire n'est entré en vigueur que dsppielque quinze angofdan et al., 1982 ;
Risueno et al., 1992 Auparavant, les auteurs parlaient de "lacurigehes L", "matériel

fibrillaire pale" et autresdhouinard, 1970 ; Jordan and Chapman, 1971, 1B@Rntaine and Lord, 1973 ;
Chouinard, 1974 ; Esponda and Gimenez-Martin, 19&fontaine and Lord, 1974 ; Esponda and Gimenez-

Martin, 1975 ; Jordan and Luck, 19762our Chouinard (1975), "I'espace lacunaire"laaune”
résulterait de sections transversales ou obligaas dn canal convoluté renfermant la
chromatine du NOR.

Néanmoins, ces centres fibrillaires ne sont pasocmes a ceux rencontrés dans les
nucléoles des noyaux des cellules des Mammifdeesoht enclavés dans une grande masse
de fibrilles sans aucun contact avec les granOleax formes structurelles les particularisent
. les centres fibrillaires homogénes généralemetittspet nombreux, et, les centres fibrillaires
hétérogenes, larges, plus rares et incluant defesndé chromating{sueno et al., 1982 ; Risueno
and Medina, 1986 L'altérité morphologique serait tributaire dugded'activité des genes
ribosomiques. Dans les nucléoles des noyaux dedesetie Mammiféres, les centres
fibrillaires n'intégrent jamais de chromatine camsiee en eux, méme en période de latence, et
seule une mince couronne discontinue de fibrilkssds les cerne a leurs confins.

La contradiction ne réside pas uniquement endpadlité morphologique des centres
fibrillaires, mais également en leur compositiostidicte. Au contraire des centres fibrillaires
des noyaux des cellules animales, ils ne semb&ntpntenir de protéines argyrophilestfe
et al., 1988 ; Moreno et al., 1989a, 1989b, 19B@mblay et al., 1992 d'ARN (Sato, 1990, 1992 ; Tremblay
et al., 1992 ; Risueno and Testillano, 1994 ; Menal., 1994 ; Testillano et al., 199%le facteur de



transcription tel 'UBFRodrigo et al., 199pet, par autoradiographie, I'uridine ne parait$gas

incorporer, méme a leur périphérias{ieno et al., 1982 ; Deltour and Mosen, 1987 tt&]d 99).
Conduits par un certain nombre d'arguments qtay@at mutuellement, la plupart des

auteurs parviennent a la conclusion que la traptson des génes ribosomiques s'opéere au

sein du constituant fibrillaire dense ; y sont prés de I'ADN Klartin et al., 1989 ; Tremblay et al.,

1992 ; Risueno and Testillano, 1994le I'ARN naissanR{sueno et al., 1982 ; Deltour and Mosen, 1987 ;

Motte, 1991 ; Melcak et al., 1996 ; Thompson ef.8p7), des hybrides ADN/ARNRjsueno and

Testillano, 1994 ; Testillano et al., 1994le I'ARN, de I'ARN ribosomiqued(medilla et al., 1993 ;

Testillano et al., 1995 ; Bassy et al., 2podes agents essentiels au déroulement de latijatinen

tels I'ARN polymérase | et I'UBRvrtin and Medina, 1991 ; Rodrigo et al., 1992 Qiecer and

Medina, 1999 ainsi que des protéines argyrophilBsripw, 1983 ; Medina et al., 1983 ; Sato, 1985 ;
Motte et al., 1988 ; Moreno et al., 1989a, 198®90L; Sato, 1990 ; Motte, 1991 ; Sato, 1992 ; Maetial.,
1992 ; Tremblay et al., 1992

A I'énonceé de ces opinions, nous estimons queris/es en faveur d'une
tricompartimentation des nucléoles des noyaux dibgles des Plantes manquent de
consistance. Ne souhaitant toutefois pas mettooate sans fondement une conception
généralement admise, nous avons travaillé suelagdes méristématiques des racinesdta
mays au cours de leur germination dans des conditiptismales ou freinées dans leur
développement si placées a basse températuregamsur des cellules méristématiques des
bourgeons cotylédonnaires Besum sativungfigure 20) durant leur croissanaeireur et al.,

1998 ; Jennane et al., 1999, 200

Quel gue soit le matériel végétal envisagé, ntnservons dans le nucléole deux zones
distinctes, une région fibrillaire argyrophile, pé&g d'interstices plus ou moins fréquents, et
une région granulaire. Mais singulierement, nousaoyns pas de centres fibrillaires
caractérisés. Dans les nucléoles activés, I'ADNisteibue dans la zone fibrillaire et plus
abondamment dans les interstices la parsemaninbiéition de la transcription des génes
ribosomiques par le froid ou I'action de I'actinaimg D, 'ADN semble déserter la région
fibrillaire et se replier dans des mottes de chitimeadense émergeant dans les interstices. En
fait, durant l'installation de l'inactivité des g@&rribosomiques, le nombre de petits interstices
tend a diminuer tandis que certains s'élargisdeatceillent I'ADN, sorti de la zone
fibrillaire et venu s'y condenser en petits amasmiploi de I'anticorps antifibrillarine fournit
un marquage des fibrilles denses comme attendingtlique pas les granules.

N'ayant recueilli aucun indice en faveur de I'tise d'un centre fibrillaire typé, nous
rapprochons plus volontiers le nucléole du noyaiadiules végétales des nucléoles a deux
compartiments, fréquents dans les noyaux des eslanimales.

2. 2. 3. Le nucléole dans le noyau de la Levure

Dans notre intention de mieux apprécier la conipedes relations entre la structure
et la fonction des nucléoles des cellules d'Eudasyd'existence des nucléoles a deux
compartiments doit entrer en ligne de compte. Atade de notre analyse, il nous a paru
pertinent de nous tourner vers un type d'organisgtiglaire plus simple, la Levure. Les
Levures possedent un génome de petite dimensianrsaon et plusieurs systéemes de
régulation de leurs génes sont bien connus. Leanide spécialisation de leur nucléole est
susceptible d'étre plus bas, moins complexe, mosssible et plus sensible a I'induction de
modifications.



Les cytologistes sont peu enclins a étudier c&neht rebutés sans doute par la petite
taille du noyau ou par l'obstacle qu'est la pabide ce fait, disposent de peu de
renseignements tangibles sur le nucléole de lareeWRourtant, c'est un outil auquel les
biochimistes accordent depuis longtemps leur peéfge. Leur connaissance de la biogenése
des ribosomes dans la Levure est trés approfomdiesé and Xue, 1995 ; Lafontaine and Tollervey,
1998 ; Venema and Tollervey, 1999 ; Dechampesrag,et999, ils ont déterminé la nature de

multiples protéines concernées par le processidgtifié le role qu'elles y jouaientiark et
al., 1990 ; Aris and Blobel, 1991 ; Tollervey et 4991 ; Oakes et al., 1993 ; Ripmaster et ab31,9rollervey
et al., 1993 ; Sun and Woolford, 1994 ; Berged.ell894 ; Lafontaine et al., 1995 ; Bousquet-Amitiret al.,

1997 ; Gautier et al., 1997 ; Lafontaine et al98 9Lafontaine and Tollervey, 1999 ; Oakes eti#199. La
provocation de mutations par le placement de cextigénes dans des sites du génome
sélectionnés par des recombinaisons homologuesgaiedisolement des mutants ne
présentent guére de difficultés. Par conséqueskjste déja un grand nombre de mutants
dans lesquels un parametre strictement défini getia biogenése des ribosomes. Leur étude
cytologique pourrait résoudre certaines énigmemes apporter des solutions en donnant des
réponses au cas par cas.

Le nucléole de la Levure (figure 21) occupe qeasjuante pour cent du volume
nucléaire total et est structuré en cordons délébmélangés a des granules, évoquant la

forme d'un croissant toujours accolé a lI'envelappeéaire {lolenaar et al., 1970 ; Mc Cully and
Robinow, 1971 ; Sillevis-Smitt et al., 1973 ; Eramll Barker, 1985 ; Hirano et al., 1989 ; Potaskkial., 1990

; Dvorkin et al., 199)L

Récemment, la pratique de la cryotomie a fait egipr@ des centres fibrillaires,
morphologiquement comparables a ceux rencontrésldamucléoles des cellules de
Mammiferes (éger-Sylvestre et al., 1997a, 1997b, Jp9boutefois, la richesse en ADN
ribosomique démontrée par hybridatiarsituau niveau ultrastructuraldger-Sylvestre et al.,
1997b, 199) et I'absence d'ARN polymérase | et d'’ARN ribogpmidans ces soi-disant
centres fibrillaires(éger-Sylvestre et al., 1997b, 19a9éconcertent quelque peu. Résultat plus
étonnant encore, ces structures disparaissentitabildment lorsque les genes ribosomiques
du génome sont remplacés par un plasmide cont&sagénes ribosomiquesmtel et al.,
2000).

Quant a nous, sur certaines soucheSateharomyces cerevisiaesur une souche de
Pichia pastorishous ne trouvons aucun critéere inaliénable déstemce d'un centre fibrillaire
typique {/erheggen et al., 2001 Dans le nucléole, nous distinguons une zonélé&lbe
argyrophile contenant de I'ADN, imbriquée dans noe granulaire plus périphérique, et,
curieusement, pas de chromatine condensée, ni@ssacnucléole, ni, en outre, implantée
ailleurs dans le noyau. Toutefois, l'incubationglane solution molaire en sorbitol produit
une condensation de I'ADN et des petites mottesngre forme dans des interstices proches
de la région fibrillaire parallelement au faconnate plus gros blocs, mais ceux-la
extranucléolaires.

A la lumiere de nos observations, nous tironlectusion que le nucléole de la
Levure ne comporte clairement que deux zones elegueentres fibrillaires, prétendus tels,
égquivaudraient a des interstices englobant laifradghtranucléolaire du chromosome porteur
du NOR.



Dans notre étude préliminaire de certains mutatitshibition de la synthése de
certaines protéines vitales pour la biogeneseidesames (Nopl, Nop56 et Nop58) nous
offre une image peu ordinaire et totalement disgdebte de celles rencontrées dans les
nucléoles des noyaux de cellules de Mammiferesgpldans des circonstances suspendant le
processus d'élaboration des ribosomes. Nous ass&tone disparition progressive mais
totale des fibrilles et des granules ; tous delekfasent ne laissant a la place qu'une
empreinte de territoire nucléolaire.

2. 2. 4. Discussion partielle

La majorité des travaux sur le nucléole se soserdgellement focalisés sur celui de
noyaux de cellules de Mammiféres pour de simplssna de commodité. Effectivement, il
existe un grand nombre de souches cellulairesgoiermammalienne, disponibles et
aisément cultivables dans des milieux standardi¢&sirellement, le chercheur opte
délibérément pour un matériel accessible, reprdaulectt propice a I'application en médecine
humaine.

Le plus souvent, les auteurs n' excluent pasueales a deux compartiments de [I'
argumentation de leurs résultats mais les écattetd@urs conclusions et ne les répercutent
jamais dans les généralisations ; par extensiax-cedeviennent une situation inaccoutumée
dont, pourtant, les exemples fourmillent (tabldyudes nucléoles sont constitués de deux
zones structurelles distinctes dans les noyaua tlevVure, de certaines cellules animales non
mammaliennes ou de cellules de Plantes supéri€ttigset al., 1991b ; Thiry et al., 1993 ; Thiry
and Goessens, 1996 ; Mineur et al., 1998 ; Jennaeteal., 1999, 2000 ; Verheggen et al., 2001

A dessein, nous nous sommes attaché a réeuninfbemations sur ces nucléoles ;
nous avons sélectionné quelques cas représemtatifscléoles chromosomiques et d'un
extrachromosomique. A l'appui de nos expérieneespihclusion s'impose que quels que
soient le contexte physiologique et la marche syaur préparer le matériel biologique, il
nous a été impossible de démasquer un centrddileil Pourtant, la répartition hétérogene
des protéines argyrophiles, observée dans la Zioniéafre des nucléoles de Sf9, présageait
d'une différenciation éventuellement cachée dérletsire sous-jacent@iiry et al., 19910).

Quant aux composants des nucléoles des noyalwellgles de Mammiferes décelés
habituellement dans leurs centres fibrillaires mappes a ceux-ci (figure 22), tel I'exemple de
I'ADN ribosomique, ils se rencontrent dans la zfibellaire des nucléoles a deux
compartiments, mélés a des indicateurs intrinseduesnstituant fibrillaire dense des
nucléoles des noyaux de cellules de Mammiferds, lgefibrillarine (Thiry et al., 1991b ; Thiry
et al., 1993 ; Thiry and Goessens, 1996 ; Mineur at., 1999.

L'absence de centre fibrillaire apparent dansle$éoles des noyaux des cellules
eucaryotes étudiées ne semble pourtant entravégrele mécanisme de production des

"Souches employées :

YDL401, génotype : Mat a, hia200, leual, trpl, gal2, gal108, ura3-52Lafontaine et
Tollervey, 1998

YDL522-17, génotype : comme YDL401 mais HIS3 :: GAL: NOP58 I(afontaine et
Tollervey, 1999

YDL527-1, génotype : comme YDL401 mais HIS3 :: GAL1 NOP56 Kafontaine et Tollervey,
2000)

D255, génotype : BWG1-7A (Mat a, ura3-52, leu2-B,1adel-100, his4-519), mais
URA3pGAL10 :: NOP1Gal :: Nop{schimmang et al.,1989)



ribosomes. En réalité, ces nucléoles se dispedserdt attribut en tant que structure
distincte, ils ont un "centre fibrillaire” fondu s I'unique zone fibrillaire les caractérisant.
Leur comportement reste typique des besoins cetslat de leur environnement, entrainant
le maintien des modalités inhérentes a leur aétspigcifique d'élaboration des ribosomes.

Des ralentissement de I'activité des genes ribmpas, les nucléoles des noyaux des
ovocytes chez les Poissons, qui ont la facultéédeldpper des nucléoles
extrachromosomiques, maitrisent I'excés des gémesomiques devenus inutiles en les
évacuant hors de la zone fibrillaire.

En phase quiescente, les nucléoles des Plantasuiant les genes ribosomiques,
devenus excédentaires, hors de la zone fibriltares des vacuoles ou ils se rassemblent et
forment des mottes de chromatine condengéer et al., 1999).

En période d'inactivité transcriptionnelle, leyaox des cellules Sf9 conservent de
I'ADN dans la zone fibrillaire de leur nucléole,itnage des noyaux des cellules de
Mammiféres dans le centre fibrillaire de leur no&&Mikhaylova et al., 1996 ; Thiry et al., 1997.

De ces constatations, nous extrapolons que lafdmilire des nucléoles a deux
compartiments est I'égale, mais sous forme ungesttactures solidaires (centre fibrillaire et
fibrilles denses) des nucléoles a trois comparttsigalle est riche des mémes molécules et
endosse les mémes réles.

Par opposition, nous voyons que, au stade métapleaNOR, I'équivalent du centre
fibrillaire dans le nucléole du noyau de la celleteinterphase3pessens et al., 1987 ; Ploton et
al., 1987, est pareil tant dans les noyaux des cellules léamucléole compte trois
compartiments que dans celles dont le nucléol®seela deux compartimenten(y et al.,
1991b ; Héliot et al., 199Y. Cette donnée plaide en faveur d'une ubiquitéetie structure dans
les cellules d'Eucaryotes sous quelque forme queceastruise leur nucléole apres
suspension de son activité.

Ce résultat acquis balaie tout doute qui subsigtgunant a une responsabilité
fonctionnelle a la disparité morphologique affetias deux types de nucléoles. Nous
croyons que cette absence de centre fibrillaifémdincié prendrait sa cause ailleurs.



3. CONSIDERATIONS GENERALES

Pourquoi seul le matériel fibrillaire des nucléoties noyaux des cellules des
Eucaryotes supérieurs se subdivise-t-il en un edittrillaire et des fibrilles denses, et non
celui des noyaux des cellules des Eucaryotes afeg?

Quelle est I'origine du centre fibrillaire? Quedie est la substance? Quelle en est
l'utilité? Quelle en est la nécessité? Quelle ¢magsérennité? Quelle en est l'indisponibilité?

Nos résultats joints a ceux de la littératurest¢tat de la symbiose fonctionnelle des
centres fibrillaires et des fibrilles denses dassrucléoles a trois compartiments. Par leur
alliance, ils portent le géne ribosomique. A leiweau, le centre fibrillaire est le moteur de la
transcription des genes ribosomiques. Il conditegramme et enclenche la mise en route du
processus qui a lieu a son pourtour. A sa frontieeeARN pénétrent le constituant fibrillaire
dense ou ils s'y allongent et poursuivent leur naditon.

La lecture du tableau Il révéle que les ressaicomjuguées des centres fibrillaires et
des fibrilles denses des nucléoles a trois compartis €galent celles de la zone fibrillaire des
nucléoles a deux compartiments. Cette constatatippute que l'unité fonctionnelle
constituée par les fibrilles denses et le centnélifaire des nucléoles a trois compartiments
s'identifie a celle formée par la seule zone fidiré des nucléoles a deux compartiments.

Soit tout, soit une partie du centre fibrillairergurerait tout au long de la mitose dans
le NOR ; cette hypothese est fondée sur I'obsenvake similarités morphologiques et sur la
présence de protéines argyrophiles associéesééinents nécessaires au déroulement de la
transcription des genes ribosomiques tels 'ARNipéfase |, 'ADN topoisomérase | et
I'UBF. Or, cette théorie inclut les nucléoles axdeampartiments. En effet, un NOR
parfaitement identique (structure et compositide)ient visible dans une cellule Sf9 au stade
métaphaseThiry et al., 1991b). Ayant engrangé tous les accessoires utilesitidigrise de la
transcription des genes ribosomiques, le centréldiipe des nucléoles a trois compartiments
ne se désintégre pas au cours de la mitose, aaiterdes constituants fibrillaire dense et
granulaire ; probablement, pour les mémes raisonsgliquat suffisamment substantiel du
bagage indispensable a la transcription des gémesomiques s'extrait de la zone fibrillaire
des nucléoles a deux compartiments, se concendievent distinct, accolé a un chromosome
durant la mitose.

Cette transmission du gene ribosomique, équip@atériel adéquat a sa transcription,
d'une cellule a l'autre a le pouvoir de le maintedéctionnel d'une génération a la suivante.
Ne se détruisant pas lors de son inactivité, sissieerait d'une remise en fonction rapide. Par
conséquent, le centre fibrillaire, individualisé man dans le nucléole, existe dans toute
cellule eucaryote sous la forme du NOR et ce talbag de sa vie.

La différenciation de la partie fibrillaire du réole en deux zones suppose une
composition différente, mais implique forcément oesractions profondes dont la
connaissance contribuerait a comprendre le pourdgioe clivage en un centre fibrillaire et
une couronne de fibrilles denses. En résumé, k& pommun a tout nucléole de noyau de
toute cellule eucaryote est la possession de dempartiments. Le centre fibrillaire est une
"spécialité " du nucléole des noyaux des cellukEs\dertébrés supérieurs.

Quelle que soit la cellule d'Eucaryote observétiredu stade télophase, des corps
prénucléolaires (PNB) s'expriment dans I'environagnales chromosomes. Ils contiennent
des éléments communs impliqués dans la maturaéispeARN ribosomique®éhs et al.,



1985 ; Benavente et al., 1987 ; Jimenez-Garci,et394 ; Dundr et al., 1997 ; Fomproix et al.9&9
Fomproix and Hernandez-Verdun, 1999 ; Mukharyanetl., 1999 ; Savino et al., 1999 ; Verheggen.et a

2000, comparables a ceux rencontrés dans les comdstfibrillaire et granulaire des
nucléoles actifs. Le matériel des PNB migre auinage des NORDundr et al., 2000 ; Savino et
al., 2003, prét pour la coalescence avec ces derniersi®la reprise de la transcription des
genes ribosomiquesdheer and Benavente, 1990 ; Benavente, 1991 sboeisal., 2000

Le nucléole résulte, en fait, de l'intégration A&N produits au niveau du NOR avec
les molécules dispersées des l'arrét de syntHaseucléique au stade prophase et

rassemblées en fin de télophase en PiNB 4§nd Penman, 1971 ; Lepoint and Goessens, 1978 ;
Morcillo and de la Torre, 1979 ; Hernandez-Verdtialg 1980 ; de la Torre and Gimenez-Martin, 198Rigle

et al., 1985a, 1985b ; Ochs et al., 1985 ; Sirale2000. Cet amalgame donne naissance a une
structure finale comportant deux ou trois compaehits.

Il est indéniable qu'un ensemble de forces obdigsquelque incitations inconnues
aimantent, orientent, rapprochent et cimentenbrseh programme bien établi, toute la
matiére a l'origine de I'édification du nucléolen gene ribosomique peut engendrer a lui seul
la formation d'un nucléoleérpen et al., 1988 Warner, 1999 ; la transcription d'un géne
ribosomique unique a la capacité potentielle delgre, organiser, concilier et maintenir les
deux ou trois structures nucléolaires en un congpsable. Les ARN naissants s'articulent
donc au site de médiation qu'est la limite du eefibrillaire pour s'associer a des protéines et
organiser la couche de fibrilles densgshéer and Benavente, 199b.e constituant fibrillaire
dense s'attache intimement au centre fibrillairems structure support qui englobe les
phénomenes transcriptionnel et post-transcriptipmue en accumule les fruits et les
distribue suivant une topologie spécifique prépmarata la succession en cascade des étapes
de la maturation et du clivage des ARN.

Le centre fibrillaire préside a la mise en mardbhda biogenése des ribosomes et
régule le processus dans les nucléoles des noysusetlules des Eucaryotes supérieurs. Or il
y a production de ribosomes méme dans les cekuiearyotes ou les nucléoles ne
comportent que deux compartiments. Ce cloisonneplaatpoussé serait synonyme d'une
efficacité plus performante ; cette efficiencear¥t par ailleurs, qu'une acquisition tardive
dans I'évolution.

Chez les Vertébrés supérieurs, les intercalamesgéniques des genes ribosomiques
sont trés longsHadjiolov, 198§ et la raison en est inconnue, tout comme lelitéutPar contre,
chez les Plantes, chez les Vertébreés inférieuex, l@s Invertébreés, ils sont de longueur égale
ou inférieure a celle des intercalaires de 'ud@dranscriptionHadjiolov, 1985. Nous
imaginons que, pour qu'elle ne s'éparpille pasitéuwde transcription est maintenue avec le
matériel indispensable a la transcription, duraat te cycle cellulaire, en un lieu consacré, le
centre fibrillaire ; cet état de fait aurait le pssnt avantage de la rapidité dans I'exécution de
la production des ribosomes, dans son contrdla eagacité de rendement.



4. PERSPECTIVES

En dépit de leur responsabilité, commune a toassdrer la production des
ribosomes, les nucléoles affichent bien des fageitetre technique du suivi des ARN
naissantsThiry et al., 2000, 200) sera une auxiliaire précieuse et bienvenue pEsgudre un
certain nombre d'énigmes. Elle servira, dans uniapeoche, a nous ouvrir des portes dans la
poursuite de notre recherche sur l'organisatiorphafonctionnelle du nucléole des noyaux
des cellules eucaryotes.

Nous avons essentiellement investigué un typeudkole de noyau de cellule de
Mammiféres durant l'interphase, pourtant, nous seswcontraint de constater que
'agencement et I'étendue des compartiments nadiéslsont inféodés a I'efficience de la
fonction de transcription des génes ribosomiquesa@t le degré de performance de
l'activité cellulaire, nous sommes face a des rletéréticulés ou compacts. Comment
s'installe ce genre de nucléole?

Dans un autre ordre d'idées, nous nous interraggamnle risque d'ingérence que
pourrait exercer la réplication de I'ADN sur I'aspéu nucléole durant la phase S.
L'interphase se scinde en différentes phases S@1G2 ; mais serait-il possible de
discriminer ces trois étapes? Nous aborderonslagme par I'étude de la distribution de
I'ADN ribosomique et de 'ARN polymérase |.

Nous souhaiterions, par ailleurs, détailler lagoession des préribosomes dans le
constituant fibrillaire dense. Sous une seule fostnecturelle, les fibrilles denses abritent la
maturation post-transcriptionnelle des ARN, lewgessblage avec I'ARN ribosomique 5S et
avec des protéines ribosomiques et non ribosomidpaeecalisation d' intervenants dans ces
événements tels des protéines et des petits ARNalates impliqués dans les étapes post-
transcriptionnelles s'enchainant dans le constitiitanilaire dense voire dans le granulaire
nous éclairerait sur la relation entre la structiria fonction a leur niveau.

Nous ne connaissons pas encore le cheminemeARMslepuis le constituant
granulaire du nucléole, la route empruntée etdaméorevétue pour quitter le nucléole et
gagner le cytoplasme. Les préribosomes pourraiéfosdr librement dans le nucléoplasme,
ou suivre un parcours significatif, ou encore, $rar par des structures nucléaires. Nous
envisageons de pistir vivo I'exportation des préribosomes en microscopieasaié. Nous
substituerons au bromouridine triphosphate dalihe triphosphate marquée par une
substance fluorescente et nous filmerons le déplantde cette balise dans la cellule.

Nous avons jeté les premiers jalons de I'étudendel®oles a deux compartiments
dans le noyau de la Levure. Cette cellule estuérsedéle dans lequel il est facile
d'introduire un élément modifié entrainant uneerépssion identifiable. Nous lui adapterons
tout le bagage immunocytologique et cytochimiqueiie portée pour comparer
systématiguement souche sauvage et mutants.

Dans notre démarche pour cerner le probleme dwectrillaire, une protéine
argyrophile caractéristique et spécifique de caideravait retenu notre attention. Intéressé
par cette protéine, nous avions contribué au dgpelment d' une méthode d'isolement des
nucléoles préservant leurs centres fibrillaireselaer et al., 199%. En plus des protéines
argyrophiles connues, C23 et B23, nous distinguiorestroisieme non répertoriée £&25



kD (Vandelaer et al., 199). Nous avons pu mettre en corrélation la présdeda protéine
colorée par l'argent sur "western blot" avec getéssente dans un centre fibrillaire de
nucléole isolé. Ce résultat a une valeur d'autarihsmnégligeable qu'il pourrait avoir un
impact sur le pronostic du cancer. En effet, lebgagistes usent frequemment de la
technique cytochimique des protéines argyrophibesme indicateur pronostique du cancer.
Quoigue étrangere a notre préoccupation premigveloppement d'une approche
immunocytologique de détection de la protéine aptegication serait susceptible
d'optimiser les moyens pronostiques dans un donmire demande est sensible.

Nous pensons que l'utilisation des techniqueshgue avons mises au point pourrait
contribuer avec succes a caractériser des strgatu@éaires mal connues comme les grains
interchromatiniens, périchromatiniens et les cqgstonneés.

Enfin, la participation du nucléole a d'autresezs$p de I'expression des genes ouvre

une perspective plus large, plus radicalement Hmuseson étudergederson, 1998a ; Jacobson and
Pederson, 1998 ; Pederson and Politz, 2000 ; 1&b,62000 ; Olson et al., 2000 ; Politz et al., 200 araia,

2001 ; Grosshans et al., 2Q0Effectivement, des travaux récents suggerenianacléole
interviendrait dans des fonctions autres maisdossi primordiales que celle d'élaborer les
ribosomes. Des molécules siégeant en son endrtitiparaient a la maturation et au
transport de certains ARN messagexgashkin et al., 1990 ; Bond and Wold, 1993 ; Kealo et al.,
19944, 1994b ; Schneiter et al., 1995 ; Tani etl8B5 ; Pederson, 1998 la maturation de 'ARN de la
téloméraseKennedy et al., 1997 ; Sinclair and Guarente, 198inclair et al., 1997 de 'ARN de
transfert facobson et al., 1997 ; Bertrand et al., 1998oUaret al., 1999 ; Tolerico et al., 199@lu petit
ARN nucléaire U6 Ganot et al., 1999 ; Weinstein and Steitz, 199ande and Gerbi, 2000Le nucléole
jouerait également un role important dans le cdmié I'activité des régulateurs du cycle
cellulaire Pederson, 1998b ; Cockell and Gasser, 1999 ; Gand#®illus, 1999 ; Visintin and Amon, 2000
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Abréviations, sigles et acronymes

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

C23, B23 : protéines nucléolaires (chez les Mamase

Cbf5p : protéine nucléolaire chez la Levure, anadode la NAP57 chez les Mammiferes

DNase | : désoxyribonucléase |

Eco R1, Sal 1 : sites de clivage d'endonucléasesstiéction de I'ADN

G1, S et G2 : phases du cycle cellulaire

H1, H2A H2B,H3 H4 : histones

kb : kilobase

kD : kilodalton

MRP : "mitochondrial RNA processing”, RNase interart dans un des clivages de I'ARN
primaire

NAP57 : protéine associée a la Nopp140 de 57 kD

Nopl : protéine nucléolaire chez la Levure, anadogla fibrillarine chez les Mammiféres

Nop 56 et Nop 58 : protéines nucléolaires de SBeD (chez la Levure)

Nopp140 : phosphoprotéine nucléolaire de 140 k2{dbs Mammiferes)

NOR : "nucleolar organizer region”, région de lamgsateur nucléolaire

pb : paire de bases

pBR322 : plasmide

PNB : "prenucleolar body", corps prénucléolaires

poly r( A-U) : polyribonucléotide formé des basegmosine et uridine

ppl135 : phosphoprotéine de 135 kD (chez les Manmesje

RAPG67 : protéine de 67 kD associée a I'ARN polym&igchez les Mammiferes)

Rnase : ribonucléase

S : unité Svedberg

snARN : "small nuclear ARN", petit ARN nucléaire

snoARN : "small nucleolar ARN", petit ARN nucléakai

TIF-IA, TIF-IB, TIF-IC : facteurs de mise en roufle la transcription

U3, U8, U6 : petits ARN nucléolaires riches en uméd

UBF : "upstream binding factor"”

UTP : uridine triphosphate



Tableau | : Liste des lignées cellulaires ou
immunocytologique de l'allongement des e
spécifique a été appliquée

tisgab sur lesquelles la méthode
xtrémiteres$ de 'ADN par une transférase

Références

Homme
Cellules HelLa

Cellules HEp-2
Cellules MRC5
Cellules RT4
Cellules DU 145
Cellules K562
Lymphocytes T
Cellules de Sertoli
Spermatocytes
Singe

Cellules Vero
Cellules Cos
Souris

Cellules tumorales d'Ehrlich

Cellules L 929

Cellules L 1210

Lymphocytes spléniques

Rat

Hépatocytes

Cellules épithéliales du jéjunum
Cellules endothéliales

Cellules embryonnaires du cortex cérébellg
Cellules musculaires lisses de la lamina
propria de l'intestin gréle

Ovocytes

Hamster

Cellules CHO

Poulet

Fibroblastes

Porc

Cellules PK

Thiry and Goessens, 1992a ; Thiry et al.,
1993 ; Thiry, 1995a.

Thiry et al., 1993 ; Scheer et al., 1993.
Thiry, 1992b.

Thiry et al., 1997.

Résultats non publiés.

Thiry et al., 1993.

Vandelaer et al., 1993 ; Thiry, 1995b.
Thiry, 1993b.

Résultats non publiés.

Thiry, 1992b.
Thiry, 1992b.

Thiry, 1992a, 1992b, 1992c ; Scheer et al.,
1993 ; Thiry et al., 1993.

Gilles et al., 1995.

Thiry et al., 1993.

Thiry et al., 1993.

Mikhaylova et al., 1996.
Résultats non publiés.
Résultats non publiés.
pBResultats non publiés.

Résultats non publiés.
Thiry and Goessens, 1992b.

Thiry et al., 1993.
Thiry, 1992b ; Thiry et al., 1993.

Zatsepina et al., 1997a.




Tableau Il : Liste non exhaustive des espécesldagaelles des centres fibrillaires n'ont pas

été observés.

Espéces

Références

Protistes

Prorocentrum micans
Euglena gracilis

Astresia longa

Amoeba proteus
Acanthamoeba castellanii
Nagleria(diverses especes)

Histriculus similis
Tetrahymena pyriformis
Euplotes(diverses espéces)
Trypanosoma brucei
Physarum polycephalum
Mycophytes
Saccharomyces carlsbergensis
Némertiens

Amphiporus lactiflorus
Annélides

Nereis diverticolor
Mollusques

llyanassa obsoleta
Helcion pellucidus
Arthropodes

Crustaces

Acanthocyclops vernalis

Carcinus maenas

Insectes

Gryllus (diverses espéces)
Acheta domesticus

Blattella germanica

Chortophaga viridifasciata

Chironomugdiverses especes)

Smittia parthenogenetica
Drosophila melanogaster
Calpodes ethlius
Ectomylois ceratoniae
Chordés
Poissons
Chondrichthyens
Scyliorrhinus canacula
Squalus acanthias
Raia radiata
Ostéichthyens
Acipensel(diverses espéces)
Xiphophorus helleri

Soyer-Gobillard et al., 1992.

Bertaux et al., 1978 ; Moyne et al., 1975.
Chaly et al., 1979.

Flickinger, 1968.

Dehan and Goessens, 1988.

Carosi et al., 1976, 198@ve8s et al.,
1980 ; Trimbur and Walsh, 1993.
Rodrigo et al., 1992.

Caratero et al., 1984.

Greco et al., 1987 ; Olink, t388.
Selzer et al., 1991 ; Ogbadoyi et al., 2000.
Pierron et al., 1989.

Sillevis-Smitt et al., 1973.
Rué and Bierne, 1983.
Bertout, 1984.

Naus and Kidder, 1982.
Azevedo et al., 1984.

Standiford, 1988.
Theissen et al., 1988.

Favard-Soreno, 1968.
Troster et al., 1985.
Cave, 1976.
Stevens, 1965.
Kalnins et al., 1964 ; Olirsd.£1980;
Stevens, 1964.
Jacob, 1967.
Knibiehler et al., 1984.
Locke and Huie, 1980.
Morag et al., 1982.

Moyne and Collenot, 1982.
Moyne and Collenot, 1982.
Moyne and Collenot, 1982.

Raikova, 1976.
Azevedo and Coimbra, 1980.




Amphibiens

Urodeles
Pleurodeleqdiverses espéces) Angelier and Lacroix, 1975e8cet al,
1982.
Anoures
Xenopus laevis Boloukhere, 1984 ; Raska et al., 1985 ; Scheer

et al., 1982 ; van Gansen and Schram, 1972.




Tableau Ill : Comparaison de la distribution desm@nts constitutifs au sein des divers
compartiments nucléolaires dans les nucléolest iicempartimentés.

Nucléoles bicompartimentés

Nucléoles
tricompartimentés

ADN

ADN ribosomique

ARN polymérase |

UBF

Protéines AQNOR
Phosphoprotéine pp135
Fibrillarine

ARN

ARN ribosomique

CF F
CF F
CF r
CF + CFD F
CF + CFD F
CF + CFD F
CFD F
CF + CFD + CG F+G
CF + CFD + CG F+G

CF : centre fibrillaire ; CFD : constituant fibalke dense ; CG : constituant granulaire ;
F : zone fibrillaire ; G : zone granulaire.



