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1RÉSUMÉ 

Étude de la Dynamique du Trafic Nucléo-ŎȅǘƻǇƭŀǎƳƛǉǳŜ Ŝǘ ŘŜ ƭΩ!ǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ƭŀ 
Ribonucléoprotéine Télomérase chez Saccharomyces cerevisiae 

Par 
Emmanuel Bajon 

Programme de Microbiologie et Infectiologie 
 

Thèse présentée Ł ƭŀ CŀŎǳƭǘŞ ŘŜ ƳŞŘŜŎƛƴŜ Ŝǘ ŘŜǎ ǎŎƛŜƴŎŜǎ ŘŜ ƭŀ ǎŀƴǘŞ Ŝƴ ǾǳŜ ŘŜ ƭΩƻōǘŜƴǘƛƻƴ Řǳ 
diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en Microbiologie et Infectiologie, Faculté de médecine et 

des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
Les extrémités des chromosomes eucaryotes linéaires ont une structure nucléoprotéique 
particulière, et sont appelées télomères. Étant donnés leur structure et le mécanisme semi-
ŎƻƴǎŜǊǾŀǘƛŦ ŘŜ ƭŀ ǊŞǇƭƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩ!5bΣ ƭŀ ƭƻƴƎǳŜǳǊ ŘŜǎ ǎŞǉǳŜƴŎŜǎ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜǎ Ŝǎǘ ƛƴǎǘŀōƭŜΦ !ǳ Ŧƛƭ 
ŘŜǎ ŘƛǾƛǎƛƻƴǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎΣ ƭŜǎ ǊŞǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎ ǎǳŎŎŜǎǎƛǾŜǎ ŘŜ ƭΩ!5b ŜƴǘǊŀƞƴŜƴǘ ǳƴŜ ǊŞŘǳŎǘƛƻƴ ǇǊƻƎǊŜǎǎƛǾŜ 
des séquences télomériques. Des télomères courts ne ǎƻƴǘ Ǉƭǳǎ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭǎΣ ŎŜ ǉǳƛ ŜƴǘǊŀƞƴŜ ƭΩŀǊǊşǘ 
Řǳ ŎȅŎƭŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ŝǘ ŘŜ ƭΩƛƴǎǘŀōƛƭƛǘŞ ƎŞƴƻƳƛǉǳŜΦ Lƭ Ŝǎǘ ŘƻƴŎ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭ ŘŜ ǇǊŞǾŜƴƛǊ ŎŜ 
raccourcissement. Une enzyme spécialisée rallonge les télomères : la télomérase. 
La télomérase est une ribonucléoprotéine (RNP) qui maintient les télomères par un mécanisme 
ŘΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ǊŞǇŞǘƛǘƛƻƴǎ ŘŜ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜΦ !Ŧƛƴ ŘŜ ŦƻǊƳŜǊ ǳƴ ŎƻƳǇƭŜȄŜ ŀŎǘƛŦΣ ƭŜǎ ǎƻǳǎ-unités 
ǇǊƻǘŞƛǉǳŜǎ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ŘƻƛǾŜƴǘ ǎΩŀǎǎŜƳōƭŜǊ ŀǳǘƻǳǊ ŘΩǳƴ !wb ƴƻƴ-codant, nommé Tlc1 chez la 
levure Saccharomyces cerevisiae. Cependant, le fait que la RNP nécessite plusieurs sous-unités pour 
son activité implique un assemblage précis et coordonné. Peu de données existent au sujet de 
ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ƭŀ wbt Ŝƴ ǳƴ ŎƻƳǇƭŜȄŜ ŀŎǘƛŦΣ Ƴŀƛǎ ƛƭ ǎŜƳōƭŜ ǉǳΩǳƴ ǘǊŀŦƛŎ ƴucléo-cytoplasmique soit 
ǊŜǉǳƛǎ Řŀƴǎ ƭŜ ŎȅŎƭŜ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜΦ /ŀǊŀŎǘŞǊƛǎŜǊ ƭŜ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ƭŀ 
ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ǇŜǊƳŜǘǘǊŀ ŘŜ ƳƛŜǳȄ ŎƻƳǇǊŜƴŘǊŜ ƭŜǎ ǇƘŞƴƻƳŝƴŜǎ ŘŜ ǊŞƎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘŜ 
ƭΩŜƴȊȅƳŜΣ Ŝǘ ŘƻƴŎ Řǳ ƳŀƛƴǘƛŜƴ ŘŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ŎƘŜȊ S. cerevisiae. 
À cette fin, ƧΩŀƛ ŘΩŀōƻǊŘ vérifié ƭΩŞǘŀǘ ǎǘǆŎƘƛƻƳŞǘǊƛǉǳŜ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ in vivo par des méthodes de FISH 
ǎǳǊ ŘŜǎ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ ƛƴŘƛǾƛŘǳŜƭƭŜǎΦ WΩŀƛ ŀƛƴǎƛ Ǉǳ ƳƻƴǘǊŜǊ ǉǳŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ƴŜ ŎƻƳǇƻǊǘŀƛǘ ǉǳΩǳƴ ǎŜǳƭ 
ARN Tlc1. Ces données in vivo corrèlent avec des données publiées précédemment grâce à des 
ǘŜŎƘƴƛǉǳŜǎ ŘŜ ōƛƻŎƘƛƳƛŜΣ Ŝǘ ǎǳƎƎŝǊŜƴǘ ǉǳŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ƴΩŜǎǘ ŎƻƳǇƻǎŞŜ ǉǳŜ ŘŜ ŎƻƳǇƭŜȄŜǎ ƛƴŘƛǾƛŘǳŜƭǎ 
contenant une seule copie de chaque sous-unité protéique.  
5ŀƴǎ ƭŜ ōǳǘ ŘΩŞǘǳŘƛŜǊ ƭŜǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜΣ ƧΩŀƛ ŀǳǎǎƛ ŘŞǾŜƭƻǇǇŞ ǳƴ 
système de contrôle de la transcriptioƴ ŘΩǳƴŜ ŦƻǊƳŜ ǘŀƎǳŞŜ ŘŜ ¢ƭŎмΦ /Ŝǘ ƻǳǘƛƭ ƎŞƴŞǘƛǉǳŜ, basé sur 
les systèmes Cre-Lox et MS2-DCtΣ ǇŜǊƳŜǘ ƭΩƛƴǎŜǊǘƛƻƴ ŘΩǳƴ ǘŀƎ a{н Řŀƴǎ ƭŜ ƎŝƴŜ ¢[/мΦ /Ŝ ǘŀƎ ŘƻƴƴŜ 
la possibilité de suivre des ARN Tlc1 in vivo et en temps réel par microscopie confocale à spinning-
diskΦ /Ŝ ǎȅǎǘŝƳŜΣ ōŀǇǘƛǎŞ /Ǌ9aDŀ¢Σ ŀ ǇŜǊƳƛǎ ŘŜ ƳƻƴǘǊŜǊ ǉǳŜ ƭΩƛƴǎŜǊǘƛƻƴ Řǳ ǘŀƎ Řŀƴǎ ƭŜ ƎŝƴŜ ŜƴǘǊŀƞƴŜ 
ƭΩŀǇǇŀǊƛǘƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎм-MS2, et que ces ARN forment des agrégats nucléaires ayant des caractéristiques 
similaires aux T-Recs précédemment caractérisés ƭƻǊǎ ŘΩǳƴŜ ŎƻƭƭŀōƻǊŀǘƛƻƴ ŀǾŜŎ ƭŜ Pr Chartrand. De 
plus, des résultats préliminaires obtenus avec le CrEMGaT suggèrent que les ARN Tlc1-MS2 finissent 
leur cycle fonctionnel au cytoplasme. Daƴǎ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜΣ ƭŜǎ ŘƻƴƴŞŜǎ ǇǊƻŘǳƛǘŜǎ Ŝǘ ƭΩƻǳǘƛƭ ŘŞǾŜƭƻǇǇŞ 
ŀǳ ŎƻǳǊǎ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ǘƘŝǎŜ ŘƻƴƴŜƴǘ ǳƴŜ ƳŜƛƭƭŜǳǊŜ ƛŘŞŜ ŘŜ ƭΩŞǘŀǘ ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜΦ 
 
Mots clés : Télomères / Télomérase / ARNsn / Cre-EBD / MS2-GFP / Levure / Microscopie 
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2SUMMARY 

Nucleo-cytoplasmic trafficking and Assembly of the Ribonucleoprotein Telomerase in 
Saccharomyces cerevisiae 

By 
Emmanuel Bajon 

Microbiology & Infectious Diseases Program 
 

Thesis presented to the Faculty of medicine and health sciences for the obtention of Doctor 
degree diploma philosophiae doctor (Ph.D.) in Microbiology & Infectious Diseases, Faculty of 

medicine and health sciences, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
In the eukaryotic kingdom, the extremities of the linear chromosomes have a particular 
nucleoproteic structure, and are called telomeres. Because of this structure and the semi-
conservative nature of DNA replication, telomere length is unstable. DNA replications during 
consecutive cell divisions leads to a progressive shortening of telomeric sequences. Below a certain 
threshold, telomeres are not functional, triggering cell-cycle arrest and genomic instability. It is 
therefore essential to prevent this shortening. A specialized enzyme elongates telomeres: 
Telomerase. 
Telomerase is a ribonucleoprotein (RNP) that adds repeats of the telomeric sequence to the end of 
telomeres. The enzyme formation requires protein subunits to assemble onto a scaffolding ncRNA, 
Tlc1 in Saccharomyces cerevisiae. The fact that several subunits are needed for RNP activity implies 
a precise and coordinated assembly occurs. However, data are lacking about telomerase assembly 
into an active complex, but different observations point towards a nucleo-cytoplasmic trafficking 
requirement during the enzyme life-cycle. Characteristics about telomerase assembly mechanism 
would provide useful information in the quest for understanding the phenomena regulating the 
enzyme activity, and therefore telomere maintenance in S. cerevisiae. 
Engaged in this quest, I first verified telomerase stoichiometry in vivo. By quantitative single-
molecule FISH, the results showed that the enzyme only contains one Tlc1 RNA per RNP in the cell. 
These in vivo data correlate with previous publications which, based on biochemical experiments, 
suggested single copies of the different subunits are present in the complex. Taken together, these 
findings are dismantling a previous dogma that stipulated telomerase is composed of two 
complexes, and suggest telomerase quaternary arrangement stays simple. 
Aiming to study telomerase assembly mechanisms, I also developed an inducible genetic system 
governing the transcription of a tagged version of Tlc1 (i.e. Tlc1-MS2). This system, based on the 
Cre-Lox and MS2-GFP systems, allows to control the insertion of a MS2 tag into the TLC1 gene. In 
this system, dubbed CrEMGaT, the genetic insertion is controllable and indeed leads to Tlc1-MS2 
appearance. It is then possible to track these tagged RNAs in vivo and in real time with a spinning 
disk confocal microscope. Furthermore, these RNAs form nuclear aggregates with characteristics of 
the T-Recs previously described in a collaboration between our lab and Pr ChartrandΩǎ. Finally, 
preliminary data obtained with the CrEMGaT suggest cytoplasm is the last cellular compartment 
visited by Tlc1-MS2 RNA. Overall, these data and the system developed during my thesis will give 
insights into telomerase assembly in vivo. 
 
Keywords: Telomeres / Telomerase / snRNA / Cre-EBD / MS2-GFP / Yeast / Microscopy
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1INTRODUCTION 

LES TÉLOMÈRES 

Les télomères, ou « structures des extrémités ηΣ ǎƻƴǘ ƭŜǎ ŞƭŞƳŜƴǘǎ ǇǊŞǎŜƴǘǎ Ł ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŘŜǎ 

chromosomes linéaires eucaryotes. La définition exacte des composants protéiques, la taille de la 

ǎŞǉǳŜƴŎŜ ŘΩ!5b ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ Ł ƭŀ ŦƻƴŎǘƛƻƴ Řǳ ǘŞƭƻƳŝǊŜΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ƭŀ structure ŜȄŀŎǘŜ ŘŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ 

nucléoprotéique ǎƻƴǘ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ŜƴŎƻǊŜ ŘŜǎ ǎǳƧŜǘǎ ŘΩŞǘǳŘŜǎΣ Ƴŀƛǎ ŎŜǊǘŀƛƴŜǎ ŎŀǊŀŎǘŞǊƛǎǘƛǉǳŜǎ 

peuvent en être dégagées, en plus de leur rôle biologique. 

Dans un but de clarification, et sauf mention contraire, les descriptions proposées dans ce mémoire 

sont attribuées à la levure bourgeonnante Saccharomyces cerevisiaeΣ ƭΩƻǊƎŀƴƛǎƳŜ ƳƻŘŝƭŜ ǳǘƛƭƛǎŞ ŀǳ 

cours de mon doctorat. 

Biologie 

Les télomères ont été caractérisés par leur incapacité à être sujet à des réarrangements 

chromosomiques par deux investigateurs différents, menant des études sur deux organismes 

modèles distincts (par les Dr Muller et McClintock, chez la drosophile et le maïs, respectivement). 

Les réarrangements chromosomiques sont généralement susceptibles de se produire lorsque la 

cellule détecte des ŘƻƳƳŀƎŜǎ ƻǳ ŀƭǘŞǊŀǘƛƻƴǎ ŘŜ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ŘΩ!5b. En effet, ces dommages sont 

habituellement réparés rapidement par la cellule, notamment par recombinaison homologue ou 

par fusion des extrémités libres, ǇƻǳǊ ŞǾƛǘŜǊ ƭΩŀǇǇŀǊƛǘƛƻƴ ŘŜ Ƴǳǘŀǘƛƻƴǎ ŘŞƭŞǘŝǊŜǎ. Cependant, il a été 

montré que les télomères et les centromères de cellules soumises à des rayons X, qui provoquent 

ŘŜǎ ŎŀǎǎǳǊŜǎ ŘŜ ƭΩ!5bΣ sont rarement la cible de fusions chromosomiques revu dans (Muller 1938; 

McClintock 1941; revu dans Gall 1995, et Blackburn 2006). 

Pourtant, les extrémités des chromosomes sont équivalentes à des cassures double-ōǊƛƴ ŘŜ ƭΩ!5b 

« naturelle ». Les cassures double-ōǊƛƴ ŘŜ ƭΩ!5b όDNA Double-Strand Breaks, ou DSB), ainsi que 

toutes les altérations ŘŜ ƭΩŀǊǊŀƴƎŜƳŜƴǘ ƴƻǊƳŀƭ ŘŜ ƭŀ ŘƻǳōƭŜ ƘŞƭƛŎŜΣ ǎƻƴǘ ǊŜŎƻƴƴǳŜǎ ŘŜ ƳŀƴƛŝǊŜ ǘǊŝǎ 

ŜŦŦƛŎŀŎŜ ǇŀǊ ƭŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ŘŜ ƭŀ ǾƻƛŜ ŘŜ ǊŞǇŀǊŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŘƻƳƳŀƎŜǎ Ł ƭΩ!5b όDNA Damage Repair, ou 

55wύ ŀŦƛƴ ŘΩŞǾƛǘŜǊ ǘƻǳǘŜ ŀƭǘŞǊŀǘƛƻƴ ƎŞƴŞǘƛǉǳŜ ǇƻǳǾŀƴǘ ƳŜƴŜǊ Ł ǳƴŜ ƻǳ ŘŜǎ mutations. La réparation 

en tant que telle a lieu via deux voies principales : la recombinaison homologue (RH), ou la fusion 

des extrémités libres non-homologues (Non Homologous End-Joining, ou NHEJ). De plus, la 

reconnaissance des cassures par les voies ŘŜ ƭŀ 55w ŜƴǘǊŀƞƴŜ ƭΩŀǊǊşǘ Řǳ ŎȅŎƭŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜΦ Le fait même 
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que les extrémités chromosomiques ne soient pas reconnues par les voies de la DDR, qui agissent 

pourtant très rapidement dans le noyau pour éviter toute altération génomique, révèle un 

processus particulier (Palm & de Lange 2008; Wellinger 2010). 

!ǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ƛƭ Ŝǎǘ ƎŞƴŞǊŀƭŜƳŜƴǘ ǊŜŎƻƴƴǳ ǉǳŜ ƭŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ servent de « coiffe de protection », 

inhibant lΩŀŎǘƛƻƴ Řes protéines de la DDR aux extrémités chromosomiques, permettant alors leur 

maintien dans le noyau et par la suite, la division cellulaire. Ce rôle est conservé dans tout le 

royaume eucaryote : des plantes aux mammifères, en passant par la levure, la drosophile, et les 

poissons (Gomes et al. 2010; Fulcher et al. 2014).  

Génétique 

" ƭΩŞŎƘŜƭƭŜ ŘŜǎ !ŎƛŘŜǎ bǳŎƭŞƛǉǳŜǎ 

Les télomères sont, avant tout, ǳƴŜ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ǇŀǊǘƛŎǳƭƛŝǊŜ ŘΩ!5bΦ Notamment, chez la majorité des 

ŜǳŎŀǊȅƻǘŜǎ Ł ƭΩŜȄŎŜǇǘƛƻƴ ŘŜ ǉǳŜƭǉǳŜǎ ŜǎǇŝŎŜǎ ŘΩƛƴǎŜŎǘŜǎ Ŝǘ ŘΩŀǊŀƛƎƴŞŜǎΣ ƭŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ǇŜǳǾŜƴǘ şǘǊŜ 

découpés en trois grands éléments. Dans le sens centromère-extrémité Υ ŘΩŀōƻǊŘ une partie sous-

télomérique composée de « séquences associées aux télomères » (Telomere Associated Sequences, 

ƻǳ ¢!{ύ Řƻƴǘ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ƎŞƴŞǊŀƭŜƳŜƴǘ ǊŞǇŞǘƛǘƛǾŜ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ŎƻƴǎŜǊǾŞŜ Řŀƴǎ ƭe royaume eucaryote, 

ensuite une partie Řƻƴǘ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ Ŝǘ ƭΩŞǘŜƴŘǳŜ ǾŀǊƛŜƴǘ ǎŜƭƻƴ ƭŜǎ ŜǎǇŝŎŜǎ Ŝǘ composée de 

nombreuses répétitions ŘΩǳƴ ōƭƻŎ ŘŜ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜ, puis Ł ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŘƛǎǘŀƭŜ, une hyper-

ŜȄǘŜƴǎƛƻƴ оΩ ǎƛƳǇƭŜ-brin dont la longueur varie selon les espèces (Wellinger & Zakian 2012; 

Riethman 2008). 

Dans le cas de Saccharomyces cerevisiae, la répétition télomérique de base est dégénérée et est 

notée рΩ-TG1-3-оΩ (Shampay et al. 1984) (figure 1). Il en résulte une séquence riche en guanosines 

(« G-riche »), ŘΩǳƴŜ longueur totale estimée à Ғ300 pb, et pour laquelle ƭΩƘȅǇŜǊ-extension est longue 

ŘΩŜƴǾƛǊƻƴ 15 nt (Wellinger & Zakian 2012). Les séquences sous-télomériques, situées du côté 

centromère-proximal des télomères, sont variables au sein-même des télomères des chromosomes 

ŘΩǳƴŜ même cellule de levure. Elles ǎƻƴǘ ŎƻƳǇƻǎŞŜǎ ŀǳ ƳƛƴƛƳǳƳ ŘΩǳƴ Şƭément appelé « X », et 

ǇŀǊŦƻƛǎ ŘΩǳƴ élément X combiné à un ou plusieurs éléments nommés « Y ». La longueur des TAS 

varie donc de quelques centaines de pb à plusieurs kb selon les chromosomes (figure 1). Ces TAS 

possédant de nombreuses séquences homologues entre elles, elles sont hautement 

recombinogéniques. Cela entraîne une variation de leur longueur au sein-même des différents 

clones ŘΩǳƴŜ ǎƻǳŎƘŜ ŘŜ ƭŜǾǳǊŜΣ Ŝǘ elles ont une distribution différente selon les différentes souches 

de levure existant. 
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/ƘŜȊ ƭΩhumain, la répétition télomérique de base est parfaite et de motif TTAGGG (Moyzis et al. 

1988). Les séquences sous-ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜǎ ǇŜǳǾŜƴǘ ǎΩŞǘŜƴŘǊŜ ǎǳǊ ǇƭǳǎƛŜǳǊǎ ƪō, le segment double-

brin de séquences télomériques répétées est long de plusieurs kb, et ƭΩƘȅǇŜǊ-ŜȄǘŜƴǎƛƻƴ оΩ Ŝǎǘ ƭƻƴƎǳŜ 

de 50-500 nt (Riethman 2008). Le télomère se replie sur lui-ƳşƳŜ Ŝǘ ƭΩƘȅǇŜǊ-ŜȄǘŜƴǎƛƻƴ оΩ ǎΩƛƴǎŝǊŜ 

dans les séquences télomériques double-ōǊƛƴ Ŝƴ ŀƳƻƴǘ ŘŜ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ όŘΩƻǴ ƭŜ ƴƻƳ ŘŜ ζ T-loop », 

pour telomere-loop), ce qui participe à la masquer des acteurs de la DDR (Griffith et al. 1999; Nikitina 

& Woodcock 2004; Palm & de Lange 2008). 

Réplication et Raccourcissement 

Le fait que la réplication ŘŜ ƭΩ!5b soit unidirectionnelle implique que les extrémités 

chromosomiques ne peuvent pas être complètement répliquées (Watson 1972; Olovnikov 1973). 

Lors de la synthèse du brin retardé, la dégradation de ƭΩŀƳƻǊŎŜ ŘΩ!wb ǎŜǊǾŀƴǘ Ł ƭŀ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ Řǳ 

ŦǊŀƎƳŜƴǘ ŘΩhƪŀȊŀƪƛ ƭŜ Ǉƭǳǎ Řƛǎǘŀƭ ŎǊŞŜ ǳƴŜ ƘȅǇŜǊ-ŜȄǘŜƴǎƛƻƴ оΩΣ ŘΩǳƴŜ ƭƻƴƎǳŜǳǊ ŞǉǳƛǾŀƭŜƴǘŜ Ł ŎŜƭƭŜ 

ŘΩǳƴŜ ŀƳƻǊŎŜ !wb όмр ƴǘύΦ Cette hyper-extension pourra alors être liée par les protéines formant la 

« coiffe de protection », ce qui formera un télomère fonctionnel sans autre traitement ni altération. 

9ƴ ǊŜǾŀƴŎƘŜΣ ƭƻǊǎ ŘŜ ƭŀ ǎȅƴǘƘŝǎŜ Řǳ ōǊƛƴ ǇǊŞŎƻŎŜΣ ƭΩ!5b ǇƻƭȅƳŞǊŀǎŜ ǇǊƻŘǳƛǘ ǳƴŜ ŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŘƻǳōƭŜ-

brin franche qui ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ǳƴ ǘŞƭƻƳŝǊŜ fonctionnel. En effet, il est nécessaire que les protéines de 

ƭŀ ŎƻƛŦŦŜ ŘŜ ǇǊƻǘŜŎǘƛƻƴ ǇǳƛǎǎŜƴǘ ǎΩȅ ƭƛŜǊΣ ŎŜ ǉǳƛ ƴŞŎŜǎǎƛǘŜ ƭΩƘȅǇŜǊ-ŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ оΩΦ [ΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŦǊŀƴŎƘŜ 

Figure 1 : La structure des télomères de Saccharomyces cerevisiae 
[Ŝǎ ŞƭŞƳŜƴǘǎ ǊŜƳŀǊǉǳŀōƭŜǎ ŘŜ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ŘΩ!5b ŘΩǳƴ ǘŞƭƻƳŝǊŜ ƳƻŘŝƭŜ ǇƻǎǎŞŘŀƴǘ ƭŜǎ ¢!{ · Ŝǘ ¸ΩΦ ¦ƴ 
ŞƭŞƳŜƴǘ ¸Ω ŎƻƳǇǊŜƴd un élément Y (en rouge bourgogne) ainsi que les séquences télomériques internes 
(Internal Telomeric Sequences, ou ITS ; modélisées ici avec les traits rouge et bleu dans la partie interne 
Řǳ ¸ΩύΦ [Ŝǎ ǊŞǇŞǘƛǘƛƻƴǎ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜǎ ǎƻƴǘ ǎƛǘǳŞŜǎ Ł ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŘƛǎǘŀƭŜ όǘǊŀƛǘǎ ǊƻǳƎŜ Ŝǘ ōƭŜǳ ǇƻǳǊ ƭŜǎ ōǊƛƴǎ 
рΩ-оΩ Ŝǘ оΩ-рΩΣ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŜƳŜƴǘύΣ ƻǴ ƭΩƘȅǇŜǊ-extension est visible (queue sb). Les télomères comportent 
des séquences origines de réplication (Autonomous Replicative Sequence, ou ARS ; ronds gris). Les 
éléments X peuvent contenir des séquence répétées (Sub-Telomeric Repeated elements, ou STR ; en 
ǾŜǊǘ ŦƻƴŎŞύ Ŝƴ Ǉƭǳǎ Řǳ ŎǆǳǊ · ƳƛƴƛƳŀƭ όǾŜǊǘ ŎƭŀƛǊύΦ  
Emprunté de (Wellinger & Zakian 2012) 
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doit donc subir une courte résection ǇŀǊ ŘŜǎ ŜȄƻƴǳŎƭŞŀǎŜǎ рΩ-оΩ, ce qui recrée une hyper-extension 

оΩ fonctionnelle. Ce processus ǊŀŎŎƻǳǊŎƛǘ ŘƻƴŎ ƭŜ ōǊƛƴ ƳŀǘǊƛŎŜ ŘΩŜƴǾƛǊƻƴ мр ƴǳŎƭŞƻǘƛŘŜǎ, recréant 

alors un site de liaison pour les protéines de la coiffe (Lingner et al. 1995; Soudet et al. 2014). Chaque 

nouveau cycle de réplication voit les brins рΩ riches en cytosines raccourcir, et au fil des générations 

cellulaires, la longueur des télomères diminue. 9ƴ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ǘŞƭƻƳŝǊŜs fonctionnels, les acteurs 

des voies de la DDR reconnaissent les extrémités comme des cassures, entrainant aƭƻǊǎ ƭΩŀǊǊşǘ Řǳ 

cycle cellulaire (Sandell & Zakian 1993; Abdallah et al. 2009). Il est donc nécessaire de maintenir les 

télomères à une taille et une structure fonctionnelles pour permettre la progression dans le cycle 

cellulaire (Lundblad & Szostak 1989; Harley et al. 1990). 

Ce phénomène ŘΩŀǘǘǊƛǘƛƻƴ ŘŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ŀǳ Ŧƛƭ ŘŜǎ ƎŞƴŞǊŀǘƛƻƴǎ Ŝǎǘ ŀǳǎǎƛ ŎƻƴǎǘŀǘŞ ŎƘŜȊ ƭŜǎ 

ƳŀƳƳƛŦŝǊŜǎΦ !ƛƴǎƛΣ ƭŀ ǎŞƴŜǎŎŜƴŎŜ ǊŞǇƭƛŎŀǘƛǾŜ ǉǳΩŀǾŀƛǘ ƻōǎŜǊǾŞ [ŜƻƴŀǊŘ IŀȅŦƭƛck au cours de 

Figure 2 : Le problème de réplication des extrémités ς un problème spécifique du brin précoce 
[Ŝ ƳŀƛƴǘƛŜƴ ŘŜ ƭŀ ǎǘǊǳŎǘǳǊŜ ŘΩhyper-extension des télomères nécessite un traitement particulier lors 
de la réplication. En effet, seule la synthèse conventionnelle du brin retardé, après la dégradation 
des amorces ARN (rouges), recréé une hyper-extension Řǳ ōǊƛƴ оΩ D-riche (dénotée en vert). La 
ǎȅƴǘƘŝǎŜ Řǳ ōǊƛƴ ǇǊŞŎƻŎŜ ŎǊŞŞ ǳƴŜ ŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŦǊŀƴŎƘŜΣ ǉǳƛ ƴŞŎŜǎǎƛǘŜ ǳƴŜ ǊŞǎŜŎǘƛƻƴ Řǳ ōǊƛƴ рΩ ǇƻǳǊ 
ǇǊƻŘǳƛǊŜ ƭΩhyper-extension, entraînant alors une réduction de la taille du télomère correspondant 
Ł ƭŀ ƭƻƴƎǳŜǳǊ ŘΩǳƴŜ hyper-extension (12-15 nt). 
Adaptée de (Wong et al. 2014) 
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passages successifs de fibroblastes a pour cause le raccourcissement des télomères (Hayflick & 

Moorhead 1961; Harley et al. 1990; Allsopp et al. 1992). 

Cependant, les cellules à fort potentiel prolifératif, comme les cellules souches, les cellules 

embryonnaires, la majorité des cellules cancéreuses chez les mammifères, ainsi que les organismes 

unicellulaires comme la levure, expriment une enzyme qui maintient les télomères fonctionnels : la 

télomérase (Greider & Blackburn 1985, 1987; Kim et al. 1994; revu dans Shay 2016). 

Épigénétique 

 " ƭΩŞŎƘŜƭƭŜ ǇǊƻǘŞƛǉǳŜ 

[ŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ŘΩŀŎƛŘŜǎ ƴǳŎƭŞƛǉǳŜǎ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜ Ŝǎǘ ǊŜŎƻƴƴǳŜ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜƳŜƴǘ ǇŀǊ ǳƴ ŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ 

protéines pour former le télosomeΦ /ΩŜǎǘ ŎŜǘ ŜƴǎŜƳōƭŜ ƴǳŎƭŞƻǇǊƻǘŞƛǉǳŜ ǉǳƛ ƧƻǳŜ ƭŜ ǊƾƭŜ ŘŜ ōƻǳŎƭƛŜǊ 

contre les voies de la DDR (Wellinger 2010). Certaines protéines télomériques possèdent un 

homologue chez les mammifères, mais elles sont peu nombreuses et ŎΩŜǎǘ ǎǳǊǘƻǳǘ ƭŜ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ 

général qui est conservé. De nombreuses protéines participent à la structure et à la fonction des 

télomères, et je ne les présenterai pas toutes (une révision complète en est faite dans Lydall 2009); 

ƧŜ ƳΩŀǘǘŀǊŘŜǊŀƛ uniquement sur celles ayant une importance bien caractérisée dans le maintien des 

télomères par le recrutement de la télomérase.  

Particulièrement, la protéine Rap1 lie directement les répétitions télomériques double-brin, et 

recrute ensuite les complexes Rif1/2 ou Sir2/3/4, qui se lieront à Rap1 dans un phénomène de 

gradient dépendant de la distŀƴŎŜ Ł ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ (revu dans Ribeyre & Shore 2013). Ces complexes 

inhibent les facteurs des voies de la DDR et participent donc Ł ƳŀǎǉǳŜǊ ƭŜ Ŧŀƛǘ ǉǳŜ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ est 

une cassure (Hirano et al. 2009; Ribeyre & Shore 2012). Notamment, la suppression contrôlée de la 

protéine Rap1 provoque la fusion des extrémités télomériques et une importante résection, sans 

ǘƻǳǘŜŦƻƛǎ ǉǳΩƛƭ ȅ ŀƛǘ ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǾƻƛŜǎ ŘŜ ƭŀ 55w (Pardo & Marcand 2005; Vodenicharov et al. 

2010). Bien que Rap1 soit essentielle, il est à noter que les protéines Rif1/2 ne le sont pas : leur 

suppression provoque un rallongement des télomères (Hardy et al. 1992; Wotton & Shore 1997). 

Ce phénotype de rallongement télomérique des mutants rif est relié à une augmentation de la 

ŦǊŞǉǳŜƴŎŜ ŘΩŞǾŝƴŜƳŜƴǘǎ ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳΩŁ ǳƴŜ ǇŜǊǘŜ ŘŜ ƭΩƛƴƘƛōƛǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ 

télomérase en phase G1 (Teixeira et al. 2004; Gallardo et al. 2011).  

La protéine essentielle Cdc13 lie directement ƭΩƘȅǇŜǊ-ŜȄǘŜƴǎƛƻƴ оΩ et est impliquée dans le 

ƳŀǎǉǳŀƎŜ ŘŜ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ, mais participe en plus à la réplication télomérique en recrutant la 

télomérase Ł ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ (Garvik et al. 1995; Nugent et al. 1996; Evans & Lundblad 1999). Cdc13 
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forme de plus un complexe avec Stn1 et Ten1, qui permettra ƭŜ ǊŜŎǊǳǘŜƳŜƴǘ ŘΩǳƴŜ ǇƻƭȅƳŞǊŀǎŜ Ł 

ADN pour permettre la réplication complète des télomères (revu par Price et al. 2010). La 

suǇǇǊŜǎǎƛƻƴ ǘŜƳǇƻǊŀƛǊŜ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘŜ Cdc13 entraîne une résection télomérique importante dans 

les cellules, sauf en phase G1, ce qui suggère que le rôle de protection de Cdc13 est particulièrement 

requis lors du passage de la fourche de réplication (Vodenicharov & Wellinger 2006; Vodenicharov 

et al. 2010). Il a été montré que Cdc13 pouvait subir des modifications post-transcriptionnelles, ce 

qui participerait à la régulation de son activité au cours du cycle cellulaire (Li et al. 2009; Tseng et 

al. 2009). 

Chez la levure, un autre acteur possède une action remarquable au télomère : le complexe yKu, 

composé des protéines Yku70 et Yku80, qui forment un hétérodimère en formŜ ŘΩŀƴƴŜŀǳ Ŝǘ ƭƛŜ 

ƭΩ!5b ƻǳ ƭΩ!wbΣ ŜȄŎƭǳǎƛǾŜƳŜƴǘ (revu dans Fisher & Zakian 2005). En son absence, les extrémités 

chromosomiques sont maintenues très courtes et subissent une résection extensive, suggérant que 

yKu joue un rôle majeur dans la protection contre les voie de recombinaison homologue (Porter et 

al. 1996; Boulton & Jackson 1996; Gravel et al. 1998). La protection conférée par yKu est observable 

uniquement dans des cellules arrêtées en phase G1, avant la réplication (Vodenicharov et al. 2010). 

Il est notable que la résection ayant lieu Ŝƴ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ȅYǳ dans des cellules arrêtées ne provoque 

Figure 3 Υ [Ŝǎ ŎƻƳǇƻǎŀƴǘǎ ǇǊƻǘŞƛǉǳŜǎ ŘΩǳƴŜ ŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŎƘǊƻƳƻǎƻƳƛǉǳŜ Ŝǘ ƭŜǳǊ ǇƻǎƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ 
relatif 

Les protéines participant à la structure et à la fonction du télomère sont montrées. Les couleurs des 
ōǊƛƴǎ ŘΩ!5b ǎƻƴǘ ƭŜǎ ƳşƳŜǎ ǉǳŜ ŎŜƭƭŜǎ ŀŘƻǇǘŞŜǎ Ł ƭŀ ŦƛƎǳǊŜ мΦ hƴ ǇŜǳǘ ƴƻǘŜǊ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ƴǳŎƭŞƻǎƻƳŜǎ 
dans la région des répétitions double-brin. La complexe yKu se lie en directement au télomère, en 
ŀƳƻƴǘ ŘŜ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜΣ Ƴŀƛǎ Ŝǎǘ ŀǳǎǎƛ ƻōǎŜǊǾŞ ŀǳ ǘŞƭƻƳŞǊŜ Řŀƴǎ ǳƴ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ ŘŞǇŜƴŘŀƴǘ 
de Sir4, bien ǉǳŜ ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ ŘŜǳȄ ŎƻƳǇƭŜȄŜǎ ƴŜ ǎƻƛǘ Ǉŀǎ ŞƭǳŎƛŘŞŜΦ [ŀ ǇǊƻǘŞƛƴŜ /ŘŎмо ƭƛŜ 
ŘƛǊŜŎǘŜƳŜƴǘ ƭΩhyper-extension permettant au complexe CST de jouer son rôle de coiffe, essentiel en 
phase S. 
Emprunté de (Wellinger & Zakian 2012) 
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Ǉŀǎ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǾƻƛŜǎ ŘŜ ƭŀ 55wΣ ŎŜ ǉǳƛ ǎǳƎƎŝǊŜ ǉǳŜ ƭŀ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŘƻƳƳŀƎŜǎ ǇǊƻǾŜƴŀƴǘ 

des télomères est relativement faible. Le complexe yKu est supposé lier ƭŜ ǘŞƭƻƳŝǊŜ Ł ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ 

de la séquence double-brin, mais aussi à des positions légèrement plus centromériques, au niveau 

des répétitions télomériques internes (Internal Telomeric Sequences, ou ITS), notamment à cause 

de fréquents problèmes liés au passage de la fourche de réplication (Fisher & Zakian 2005; Larcher 

et al. 2016). Un autre mécanisme participerait à la présence de yKu au télomère via la protéine Sir4 

du télosome (Tsukamoto et al. 1997; Martin et al. 1999). Le fait que plusieurs voies de recrutement 

participent à amener yKu au télomère de manière redondante suggère que yKu a différents rôles à 

jouer, bien que le complexe ne soit pas essentiel à la survie cellulaire. Ses rôles se situent aux 

niveaux de la protection contre la résection, de la répression des gènes proximaux aux télomères, 

et du recrutement de la télomérase (discuté plus bas). 

Les télomères humains sont composés de protéines possédant des homologies avec les protéines 

de levure.  Certaines, comme Rap1, sont orthologues : la protéine ne possède pas de DNA-Binding 

Domain similaire à la protéine de levure, et ne lie donc Ǉŀǎ ŘƛǊŜŎǘŜƳŜƴǘ ƭΩ!5b ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜ ŎƘŜȊ 

ƭΩƘǳƳŀƛƴ. Rap1 se trouve liée au télomère via une interaction directe avec les protéines TRF1/2, qui 

sont, elles, des analogues de la protéine Rap1 de levure. Plusieurs autres protéines possèdent des 

fonctions analogues à celles de la levure : TPP1 qui recrute la télomérase (analogue de la fonction 

de recrutement de Cdc13)Σ th¢м ǉǳƛ ǊŜŎƻǳǾǊŜ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ǎƛƳǇƭŜ ōǊƛƴ (analogue de la fonction de 

protection de Cdc13) (Palm & de Lange 2008; Pfeiffer & Lingner 2013; Lewis & Wuttke 2012). Le 

complexe POT1-TPP1 semble aussi faciliter la processivité de la télomérase humaine. De plus, la 

suppression du complexe Ku entraîne une instabilité génomique chez les mammifères aussi, ainsi 

ǉǳΩǳƴŜ ǊŞŘǳŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǘŀƛƭƭŜ ŘŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ŎƘŜȊ ƭΩƘǳƳŀƛƴ, mais sa position et son rôle exact sont 

encore flous (Fell & Schild-Poulter 2015). 

Compartimentalisation nucléaire 

5ŀƴǎ ƭŜ ƴƻȅŀǳΣ ƭΩƻǊƎŀƴƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ŎƘǊƻƳŀǘƛƴŜ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ŘǳŜ ŀǳ ƘŀǎŀǊŘ (Dekker & Mirny 2016; 

Taddei & Gasser 2012). Cette propriété a été observée dès le XIXème siècle par Rabl, puis confirmée 

avec les outils informatiques et de microscopie ŘΩŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ (Rabl 1885). Notamment, les 

centromères se placent autour du spindle pole body (SPB), structure traversant la membrane 

nucléaire et à laquelle les kinétochores sont rattachés en permanence par des microtubules, alors 

ǉǳΩŁ ƭΩƻǇǇƻǎŞ Řǳ {t. ǎe forme le nucléole (Taddei & Gasser 2012).  
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Les télomères ǎΩƻǊƎŀƴƛǎŜƴǘ Ŝƴ ǉǳŜƭǉǳŜǎ ζ foci » (6-8 foci pour 32 télomères) à la périphérie des 

noyaux de levure en interphase, dans un ordre allant des SPB vers le nucléole, selon la taille des 

bras des chromosomes (Gotta et al. 1996; Laroche et al. 2000; Therizols et al. 2010). La 

séquestration des télomères à la périphérie nécessite entre autres le complexe yKu et les protéines 

Sir3/4, bien que ce rôle des yKu soit réduit lors de la réplication (Palladino et al. 1993; Laroche et al. 

1998; Ebrahimi & Donaldson 2008; Schober et al. 2009). Lorsque les protéines Sir ou Ku sont 

mutées, ou encore lorsque la sumoylation de yKu est affectée, les télomères se trouvent à des 

positions plus centrales du noyau (Hediger et al. 2002; Taddei et al. 2004; Ferreira et al. 2011). Enfin, 

les télomères courts se trouvent dans une position plus centrale du noyau en fin de phase S, lorsque 

la télomérase les rallonge (Ebrahimi & Donaldson 2008; Ferreira et al. 2011). La position des 

ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ Řŀƴǎ ƭŜ ƴƻȅŀǳ ƴΩŜǎǘ ŘƻƴŎ Ǉŀǎ ŀƭŞŀǘƻƛǊŜΣ Ƴŀƛǎ ŘŞǇŜƴŘ ŘŜ ƭΩŞǉǳƛƭƛōǊŜ ŜƴǘǊŜ ƭŜǳǊ ǘŀƛƭƭŜΣ 

ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ des voies de la DDR qui peut en découler, et du mode de maintenance des télomères 

(Zimmer & Fabre 2011; Taddei & Gasser 2012; Seeber & Gasser 2017). 

Mécanisme de comptage et Maintien des télomères 

Chez la levure, les télomères les plus courts sont préférentiellement rallongés par la télomérase 

(Teixeira et al. 2004). Ceci serait dû à un « mécanisme de comptage » de la taille des télomères 

(Marcand et al. 1997, 1999). bƻǘŀƳƳŜƴǘΣ ƭƻǊǎǉǳΩǳƴ ǘŞƭƻƳŝǊŜ Ŝǎǘ ŎƻǳǊǘΣ Ƴƻƛƴǎ ŘŜ wŀǇм ǇŜǳǾŜƴǘ ǎΩȅ 

lier, et en conséquence, moins de Rif1/2. Un des rôles majeurs de ces protéines est la régulation de 

ƭŀ ǊŞǎŜŎǘƛƻƴ Řǳ ōǊƛƴ рΩ (Wellinger & Zakian 2012). En effet, lors de leur réplication, les télomères 

subissent une résection, notamment médiée par Sae2 et par le complexe Mre11/Rad50/Xrs2 (MRX). 

De plus, le complexe MRX participe au recrutement et à l'activation de Tel1 via la sous-unité Xrs2 

(Wellinger & Zakian 2012). Des télomères courts possédant moins de Rap1/Rif1/2, ils peuvent être 

liés plus efficacement par MRX, entraînant ainsi le recrutement de Tel1 et son activation (McGee et 

al. 2010; Bonetti et al. 2010; Abdallah et al. 2009). Il est supposé que Tel1, une fois activé, se trouve 

à améliorer le recrutemenǘ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜΣ ǇŀǊ ŜȄŜƳǇƭŜ Ŝƴ ŦŀǾƻǊƛǎŀƴǘ ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŘŜ /ŘŎмо ŀǾŜŎ 

ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜΣ ǎǘŀōƛƭƛǎŀƴǘ ŀƛƴǎƛ ƭΩŜƴȊȅƳŜ Ł ǎƻƴ ǎƛǘŜ recrutement (Goudsouzian et al. 2006; Sabourin 

et al. 2007). 9ƴ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ǊŀƭƭƻƴƎŜƳŜƴǘ ŘŜǎ ŜȄǘǊŞƳƛǘŞǎ courtes par la télomérase, une seconde 

ƪƛƴŀǎŜΣ aŜŎмΣ ǇŀǊǘƛŎƛǇŜ Ł ƭΩŀǊǊşǘ Řǳ ŎȅŎƭŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ŝǘ ƭŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ǎŜ ǘǊƻǳǾŜƴǘ ŘŞƭƻŎŀƭƛǎŞǎ ǾŜǊǎ ƭŜ 

complexe de pore nucléaire (Nuclear Pore Complex, NPC) pour y subir des évènements de 

recombinaison (Khadaroo et al. 2009; Abdallah et al. 2009)Φ Lƭ Ŝǎǘ Ł ƴƻǘŜǊ ǉǳΩŜƴ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ƭŀ 

ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜΣ ƭŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ŘŜǾŜƴŀƴǘ ǘǊƻǇ ŎƻǳǊǘǎ Ŝǘ ƴƻƴ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭǎ ǇǊƻǾƻǉǳŜƴǘ ƭΩŀǊǊşǘ ŘŜ ƭŀ 
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croissance et la sénescence (Lundblad & Szostak 1989). /ŜǇŜƴŘŀƴǘΣ ƛƭ Ŝǎǘ ǇƻǎǎƛōƭŜ ŘΩƻōǎŜǊǾŜr 

ƭΩŞƳŜǊƎŜƴŎŜ ŘŜ Ƴǳǘŀƴǘǎ « survivants » capables de maintenir leurs télomères à des tailles 

permettant la croissance (Lundblad & Blackburn 1993). Ce mécanisme alternatif ne dépend pas de 

la télomérase mais plutôt de la recombinaison homologue et repose sur le réarrangement et 

ƭΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀǘƛƻƴ des séquences sous-télomériques. De plus, la réintroduction de la télomérase dans 

des survivants entraîne un rétablissement du maintien régulier des télomères, et la perte des 

séquences sous-télomériques amplifiées (Teng & Zakian 1999). 

Par des expériences élégantes chez la levure, il a été estimé que seuls 3 à 5 télomères étaient 

rallongés par cycle cellulaire, sur les 64 télomères présents dans une cellule diploïde (Teixeira et al. 

2004)Φ /ŜŎƛ ǎǳǇǇƻǎŜ ǉǳΩŀǳ-ŘŜƭŁ ŘΩǳƴŜ ǇǊŞŦŞǊŜƴŎŜ ǇƻǳǊ ƭŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ŎƻǳǊǘǎΣ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ 

maintient uniquement ceux qui sont les plus courts à chaque génération. Cette limitation ravive 

ƭΩƛŘŞŜ ǉǳŜ ƭŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ŎƻǳǊǘǎ ǎƻƴǘ ǇǊƛƻǊƛǎŞǎ ǇŀǊ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ŀŦƛƴ ŘŜ ǇǊŞǾŜƴƛǊ ǳƴŜ ŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ 55wΣ 

ǘƻǳǘ Ŝƴ ŞǾƛǘŀƴǘ ŘŜ ŘŞǇŜƴǎŜǊ ŘŜ ƭΩŞƴŜǊƎƛŜ Ŝǘ Řǳ ǘŜƳǇǎ Ł ǊŀƭƭƻƴƎŜǊ ŘŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ǉǳƛ ƴΩŜƴ ƻƴǘ Ǉŀǎ ƭŜ 

besoin. 

Dans le même sens, il a été montré que ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ Ŝǎǘ ǊŜǎǘǊŜƛƴǘŜ à la phase S du 

cycle cellulaire (Diede & Gottschling 1999; Marcand et al. 2000). Cette restriction serait due en 

partie Ł ƭΩƛƴƘƛōƛǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǇŀǊǘ ŘŜǎ ǇǊotéines Rif1/2 pendant la phase G1 (Gallardo et al. 2011). Une 

explication potentielle de la restriction temporelƭŜ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ est ƭŜ Ŧŀƛǘ ǉǳΩŀƧƻǳǘŜǊ 

de nombreuses répétitions télomériques au-ŘŜƭŁ Řǳ ǎŜǳƛƭ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭ Ŝǎǘ ǳƴŜ ǇŜǊǘŜ ŘΩŞƴŜǊƎƛŜ et 

ŘΩacides nucléiques. ¦ƴ ŀǳǘǊŜ ŀŎǘŜǳǊ ŘŜ ƭΩƛƴƘƛōƛǘƛƻƴ Řǳ ǊŀƭƭƻƴƎŜƳŜƴǘ ǇŀǊ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ Ŝǎǘ ƭΩƘŞƭƛŎŀǎŜ 

Pif1 (Schulz & Zakian 1994; Boulé et al. 2005). En effet, ƭΩhélicase se lie préférentiellement aux longs 

télomères, et la suppression de PIF1 ŜƴǘǊŀƞƴŜ ƭΩŀǳƎƳŜƴǘŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ŦǊŞǉǳŜƴŎŜ ŘŜ ǊŀƭƭƻƴƎŜƳŜƴǘ ŘŜǎ 

télomères longs (Phillips et al. 2015). Ceci suggère que Pif1 a pour rôle de participer au phénomène 

de sélection des télomères courts par la télomérase. 

Il est aussi probable que de trop longs télomères soient plus instables car très difficiles à répliquer 

et hautement recombinogéniques, ce qui entraîne le raccourcissement par des pertes de fragments 

télomériques notamment par des « suppressions télomériques rapides » (Telomeric Rapid deletion, 

ou TRD) (Lustig 2003). 

Il a de plus été montré que les télomères pouvaient être transcrits, exprimant alors un ARN 

dénommé TERRA (Telomeric Repeat-containing RNA) dont la fonction est encore inconnue (revu 

dans Azzalin & Lingner 2015; Cusanelli & Chartrand 2015)Φ [Ω!wb Şǘŀƴǘ ŜȄǇǊƛƳŞ Ł ǇŀǊǘƛǊ ŘŜ 

télomères qui diffèrent en taille et en séquence, il existe une grande variété de TERRA, ce qui laisse 
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supposer des rôles potentiellement différents. Cependant, une fonction de ces ARN récemment 

mise en évidence chez la levure est celle de nucléation de la télomérase (Cusanelli et al. 2013). En 

effet, il a été montré que les télomères étaient transcrits de manière plus importante lorsqǳΩƛƭǎ ǎƻƴǘ 

courts, et que les TERRA semblent ǎΩŀƎǊŞƎŜǊ en un endroit du noyau. Cette agrégation semble 

provoquer la ƴǳŎƭŞŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴ ŀƎǊŞƎŀǘ ŘŜ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ ŘŜ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ό¢-Recs, voir plus bas). Enfin, ces 

ARN sont plus fortement associés à leur télomère pendant la phase S où agit la télomérase. Ces 

données suggèrent que chez Saccharomyces cerevisiae, la transcription qui a lieu aux télomères 

courts permet le recrutement de la télomérase (Cusanelli et al. 2013). 

tƻǳǊ ǊŞǎǳƳŜǊΣ ƭŜ ƳŀƛƴǘƛŜƴ ŘΩǳƴŜ ǘŀƛƭƭŜ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭƭŜ Ŝǎǘ ŘΩǳƴŜ ƛƳǇƻǊǘŀƴŎŜ ŎŀǇƛǘŀƭŜ ǇƻǳǊ 

la progression dans le cycle cellulaire, et donc pour la prolifération cellulaire. Comme discuté plus 

haut, la sur-élongation est un phénomène exceptionnel et nécessite des mutations précises, au 

ƴƛǾŜŀǳ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜǎ όwŀǇмκwƛŦмκнύΣ ŀǳ ƴƛǾŜŀǳ ŘŜ ƭŀ ǊŞƎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘŜ ƭŀ 

télomérase par une séquestration de la télomérase au télomères (fusion Cdc13-Est2), ou bien par 

une réduction de ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ tƛŦмκ9ǎǘн (mutation Est2 dans le site de reconnaissance par Pif1). 

/ŜǘǘŜ ŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ƴΩŜǎǘ ŘƻƴŎ Ǉŀǎ ǳƴ ǇƘŞƴƻƳŝƴŜ ǇƘȅǎƛƻƭƻƎƛǉǳŜΣ Ŝǘ Ŝǎǘ ǇǊŞǾŜƴǳŜ Řŀƴǎ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

sauvages. En revanche, le raccourcissement est intrinsèque à la structure des télomères et à la 

linéarité des chromosomes eucaryotes, et requiert un maintien constant par ƭΩenzyme particulière 

ǉǳΩŜǎǘ la télomérase. 
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LA TÉLOMÉRASE 

La télomérase est une holoenzyme ribonucléoprotéique (ou RiboNucléoProtéine, RNP) capable 

ŘΩŀƭƭƻƴƎŜǊ ŘŜǎ ŜȄǘǊŞƳƛǘŞǎ ŘΩ!5b, initialement caractérisée chez les ciliés (Greider & Blackburn 1985, 

1987, 1989). Le rallongement ŀ ƭƛŜǳ ǇŀǊ ƭΩŀƧƻǳǘΣ via une transcriptase inverse, de plusieurs 

répétitions de séquence télomérique Ł ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ chromosomique, Ł ǇŀǊǘƛǊ ŘΩǳƴŜ ǎŞǉǳŜƴŎŜ 

matrice faisant partie ŘΩun ARN non-codant (ARNnc) (figure 4) (Cohn & Blackburn 1995; Singer & 

Gottschling 1994; Lingner 1997). Il est à ƴƻǘŜǊ ǉǳŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ƴŜ ǇŜǳǘ ŀƭƭƻƴƎŜǊ ǳƴ ŦǊŀƎƳŜƴǘ ŘΩ!5b Ł 

extrémité franche : ƭŀ ǇǊŞǎŜƴŎŜ ŘŜ ƭΩƘȅǇŜǊ-extension simple-brin du télomère, décrit plus haut, est 

donc nécessaire (Lingner & Cech 1996). 

Voir légende sur la page suivante 
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Similairement à ƭΩŀǊǊŀƴƎŜƳŜƴǘ Ǝƭƻōŀƭ ŘŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎΣ ƭa télomérase est une enzyme très conservée 

ŎƘŜȊ ƭŜǎ ŜǳŎŀǊȅƻǘŜǎΣ Ł ƭΩŜȄŎŜǇǘƛƻƴ ŘŜs quelques insectes et araignées (Egan & Collins 2012). En effet, 

pour ces derniers organismes, les télomères sont maintenus fonctionnels par un mécanisme de 

transposition qui ne sera pas discuté dans ce mémoire. 

5ŜǇǳƛǎ ƭŀ ŘŞŎƻǳǾŜǊǘŜ ŘΩǳƴŜ « activité élongatrice » des télomères en 1985, de nombreuses 

ǇǊƻǇǊƛŞǘŞǎ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ƻƴǘ ŞǘŞ ƳƛǎŜǎ Ł ƧƻǳǊΣ ŀǳǘŀƴǘ ŎƘŜȊ ƭΩƘǳƳŀƛƴ ǉǳŜ ŎƘŜȊ ƭŀ ƭŜǾǳǊŜ όrevues dans 

(Egan & Collins 2012; Schmidt & Cech 2015; Autexier & Lue 2006; Mason et al. 2011). Il reste 

ŎŜǇŜƴŘŀƴǘ ŘŜ ƭŀǊƎŜǎ ȊƻƴŜǎ ŘΩombre, notamment au niveau fonctionnel, comme le processus 

ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜΣ le recrutement au télomère, ou encore le ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ ŘΩŞƭƻƴƎŀtion 

per se. Cependant, sur le plan structurel, des nouveaux éléments de la RNP et des partenaires de 

ƭΩŞƭƻƴƎŀǘƛon sont encore probablement à découvrir. 

Structure 

LΩéchafaudage ARN ς Tlc1 

La télomérase est organisée autour de ƭΩ!wbƴŎ Tlc1, ǉǳƛ ǎŜǊǘ ŘΩŞŎƘŀŦŀǳŘŀƎŜ Ł ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ 

protéines nécessaires à la fonction. Tlc1 est long de 1157 nt et très structuré : plusieurs longues 

tige-boucle (« bras ») sont articuléeǎ ŀǳǘƻǳǊ ŘΩǳƴ « ŎǆǳǊ » organisé en un pseudo-ƴǆǳŘ (figure 5) 

(Bosoy et al. 2003; Dandjinou et al. 2004; Zappulla & Cech 2004). En regard du pseudo-ƴǆǳŘ ǎŜ 

trouve la séquence matrice рΩ-ACACACACCCACACCAC-оΩΣ ǉǳƛ ƴŜ ǎΩŀǇǇŀǊie avec aucune autre 

séquence dans Tlc1, Ŝǘ ǎΩŀǊǊŀƴƎŜ ŘƻƴŎ Ŝƴ ǳƴe suite de ribonucléotides simple-brin (Dandjinou et al. 

Figure 4 Υ aŞŎŀƴƛǎƳŜ ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ Řǳ ǘŞƭƻƳŝǊŜ ǇŀǊ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŎƘŜȊ ƭŜǎ ƳŀƳmifères 
bƻǘŜǊ ǉǳŜ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜΣ ŘŜ ŦƻǊƳŜ рΩ-GGTTAG-оΩΣ Ŝǎǘ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ƳŀƳƳƛŦŝǊŜ Ŝǘ ŘƛŦŦŝǊŜ 
légèrement du рΩ-TG1-3-оΩ  de la levure bourgeonnante. [ŀ ǘŀƛƭƭŜ ŘŜ ƭΩƘȅǇŜǊ-ŜȄǘŜƴǎƛƻƴ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ Ł ƭΩŞŎƘŜƭƭŜΦ 
a. La télomérase, dont les sous-unités protéiques sont représentées par les ovales gris, est recrutée et 

stabilisée par les protéines de la coiffe (absentes de la figureύΦ [ΩŀǇǇŀǊƛŜƳŜƴǘ ŜƴǘǊŜ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ 
ƳŀǘǊƛŎŜ ŘŜ ƭΩ!wb όŜƴ ōƭŜǳύ Ŝǘ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŘŜ ƭΩhyper-extension a alors lieu. 

b. La sous-unité transcrƛǇǘŀǎŜ ƛƴǾŜǊǎŜ ŀƧƻǳǘŜ ŘŜǎ ƴǳŎƭŞƻǘƛŘŜǎ όŜƴ ǊƻǳƎŜύ Ł ƭΩhyper-extension, en se basant 
ǎǳǊ ƭŀ ƳŀǘǊƛŎŜ !wbΦ [ΩŀǊǊşǘ ŘŜ ƭŀ ǘǊŀƴǎŎǊƛǘƛƻƴ ƛƴǾŜǊǎŜ ŀ ƭƛŜǳ ƭƻǊǎǉǳŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ŀǘǘŜƛƴǘ ǳƴ ζ ŞƭŞƳŜƴǘ рΩ 
de délimitation de la matrice » (рΩ ¢ŜƳǇƭŀǘŜ .ƻǳƴŘŀǊȅ 9ƭŜƳŜƴǘ, ou TBE). Dépendamment des 
ƻǊƎŀƴƛǎƳŜǎΣ ƭŜ ¢.9 ǇŜǳǘ şǘǊŜ ƭŀ ōŀǎŜ ŘΩǳƴŜ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ŘƻǳōƭŜ-ōǊƛƴ ŘŜ ƭΩ!wb όŎƘŜȊ ƭŜǎ ŎƛƭƛŞǎΣ S. cerevisiae 
Ŝǘ ŀǳǘǊŜǎ ƭŜǾǳǊŜǎΣ ƧǳǎǉǳΩŀǳȄ ƘǳƳŀƛƴǎ)Σ ƻǳ ŘŜ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ рΩ ŘŜ ƭΩ!wb όŎƘŜȊ ƭŀ ǎƻǳǊƛǎύΦ 

Les points suivants sont valables certains orƎŀƴƛǎƳŜǎ Řƻƴǘ ƭΩŜƴȊȅƳŜ Ŝǎǘ ǇǊƻŎŜǎǎƛǾŜ όŎƛƭƛŞǎΣ ƘǳƳŀƛƴύΣ Ƴŀƛǎ 
pas pour S. cerevisiae :  
c. [ΩŜƴȊȅƳŜ ǎŜ ŘŞǇƭŀŎŜ ŀƭƻǊǎ ŘŜ Ŧŀœƻƴ Ł ǊŞŀǇǇŀǊƛŜǊ ƭŀ ǇŀǊǘƛŜ оΩ ŘŜ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ƳŀǘǊƛŎŜ !wb Ł ƭŀ ƴƻǳǾŜƭƭŜ 

extrémité télomérique. 
d. ¦ƴŜ ƴƻǳǾŜƭƭŜ ǊƻƴŘŜ ŘΩŀjout de nucléotides a ƭƛŜǳ όŜƴ ƳŀǳǾŜύΣ ǉǳƛ Ǿŀ şǘǊŜ ŀǊǊşǘŞŜ ǇŀǊ ƭŜ ¢.9 ŘŜ ƭΩ!wbΣ 

pour donner lieu à une nouvelle translocation, etc. Ce phénomène résulte en une processivité 
ŘΩŀŘŘƛǘƛƻƴ ŘŜ ǊŞǇŞǘƛǘƛƻƴǎ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜǎ όRepeat Addition Processivity, RAP). 

Emprunté de (Autexier & Lue 2006) 
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2004). Cette matrice est reconnue et lue par la transcriptase inverse Est2, qui va ajouter de 6 à 11 

désoxyribonucléotides, complémentaires de la séquence matrice, aux extrémités chromosomiques 

(Lingner 1997; Förstemann & Lingner 2001). /ΩŜǎǘ ŘΩŀƛƭƭŜǳǊǎ ǇŀǊ ŎŜǘǘŜ ƳŀǘǊƛŎŜ ǉǳŜ ƭŀ ǎƻǳǎ-unité ARN 

a été identifiée chez la levure (Singer & Gottschling 1994). [ŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŘŜ ƭŜǾǳǊŜ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ 

processive in vitroΣ Ƴŀƛǎ ƛƭ ǎŜƳōƭŜ ǇǊƻōŀōƭŜ ǉǳΩin vivo une seule enzyme puisse faire plusieurs 

rondes ŘΩŀƧƻǳǘ de nucléotidesΣ Ŝƴ ŦƻƴŎǘƛƻƴ ƴƻǘŀƳƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩŞǘŀǘ ŎƻǳǊǘ ƻǳ ƭƻƴƎ Řǳ ǘŞƭƻƳŝǊŜ (Chang 

et al. 2007).  

Tlc1 est un ARN remarquablement flexible car les longs bras possèdent des « bulles » qui produisent 

généralement une torsion de la structure. Il est de plus modulable Υ ŘŞǇƭŀŎŜǊ ŎŜǊǘŀƛƴǎ ōǊŀǎ ǎǳǊ ƭΩ!wb 

ƴΩaffecte pas la fonction de la télomérase (Zappulla & Cech 2004). Cette propriété suggère que 

ƭΩŀǊǊŀƴƎŜƳŜƴǘ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ŀǳǘƻǳǊ ŘŜ ƭΩ!wb ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ŎƻƳǇƭŝǘŜƳŜƴǘ ǎǘŀǘƛǉǳŜ ƴƛ ŦƛȄŞΣ Ŝǘ ǉǳŜ ƭŀ 

proximité des différents acteurs importe plus que leur position exacte. Seuls les espèces du genre 

des champignons (fungus) possèdent des ARN de la télomérase si longs (Podlevsky et al. 2016). Il 

Figure 5 : Composition en 2D de la télomérase 
[Ω!wb ¢ƭŎм Ŝǎǘ ŦƛƎǳǊŞ ǇŀǊ ƭŜ ǘǊŀƛǘ ƴƻƛǊΣ ŀǾŜŎ ƭŀ Ǉƻǎƛǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ƳŀǘǊƛŎŜ όŦƛƎǳǊŞŜ Ŝƴ ǊƻǳƎŜύ Ŝƴ 
regard de la transcriptase inverse Est2. Le TBE est aussi visible (en vert), à la base du bras reconnu 
par le complexe yKu. Les sous-unités protéiques sont placées selon leur site de liaison relatif. Noter 
ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ŦŀŎǘŜǳǊ ǇǊŞǎŜƴǘ ǎǳǊ ƭŜ ƎǊŀƴŘ ōǊŀǎ ŘŜ ƭŀ ǇŀǊǘƛŜ оΩ ŦƻǊƳŀƴǘ Ŝƴ ǳƴŜ ƧƻƴŎǘƛƻƴ Ł ǘǊƻƛǎ 
branches (Three Way JunctionΣ ƻǳ ¢²WύΦ [ŀ ŎƻƛŦŦŜ ¢aD Ŝƴ рΩ  ŘŜ ¢ƭŎм Ŝǎǘ ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŞŜΣ ōƛŜƴ ǉǳŜ 
ƴΩŞǘant pas une sous-unité per se. 
Emprunté de (Lemieux et al. 2016) 



 

 

14 

14 

est donc probable quŜ ŎŜǎ ƭƻƴƎǳŜǎ ǘƛƎŜǎ ŘΩ!wb ŀƛŜƴǘ ŞǘŞ ŀŎǉǳƛǎŜǎ ŀǳ ŎƻǳǊǎ ŘŜ ƭΩévolution des 

organismes du domaine des fungi, sans ǉǳŜ ƭŜǳǊ ǊƾƭŜ ǇǊŞŎƛǎ ǎƻƛǘ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ŎƻƴƴǳΦ  

Dans ce sens, il a été montré que de larges parties de Tlc1 peuvent être supprimées in vivo sans 

affecter le maintien télomérique (Livengood et al. 2002). De même, les bras de Tlc1 peuvent être 

réduits pour donner un ARN de 500 nt permettant un maintien minimal des télomères (Zappulla et 

al. 2005). Ce « Mini-Tlc1 » est fonctionnel et peut stablement maintenir des télomères au fil des 

générationsΣ ōƛŜƴ ǉǳŜ ƭŜǳǊ ǘŀƛƭƭŜ ŎƻǳǊǘŜ ǎǳƎƎŝǊŜ ǉǳŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ŀǎǎŜƳōƭŞŜ ƴŜ ŎƻƳǇƭŞƳŜƴǘŜ Ǉŀǎ 

ǘƻǘŀƭŜƳŜƴǘ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ TLC1. Du point de vue biochimique, ce mini-Tlc1 est bien fonctionnel in 

vitro, suggérant que la différence observée in vivo ǎŜ ǎƛǘǳŜ ŀǳ ƴƛǾŜŀǳ ŘŜ ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ƻǳ Řǳ 

recrutement, et pas au niveau catalytique (Zappulla et al. 2005; Lemieux et al. 2016). 

Certaines sous-ǳƴƛǘŞǎ ǇǊƻǘŞƛǉǳŜǎ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ lient directement ƭΩ!wb en reconnaissant 

spécifiquement la séquence nucléotidique (le complexe Sm7Σ tƻǇсκтύΣ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǎΩȅ lient directement 

par une reconnaissance de la structure tridimensionnelle (Est1, Est2, yKu70/80), pendant que 

ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǎΩŀƧƻǳǘŜƴǘ ŀǳ ŎƻƳǇƭŜȄŜ ƛƴŘƛǊŜŎǘŜƳŜƴǘ όtƻǇмΣ 9ǎǘоύ (Seto et al. 1999; Lemieux et al. 2016; 

Livengood et al. 2002; Stellwagen et al. 2003; Fisher et al. 2004; Hughes et al. 2000). Si certaines 

structures de Tlc1 peuvent être déplacées dans Tlc1 sans effet sur le maintien des télomères, les 

domaines de liaison aux protéines sont beaucoup moins permissifs en termes de mutations de la 

séquence de liaison, qui entraînent des phénotypes dramatiques (Livengood et al. 2002; Seto et al. 

2002; Chappell & Lundblad 2004; Laterreur et al. 2013). Il est important de noter que des mutations 

affectant la triple hélice semblent avoir un rôle sur la transcription inverse et le maintien des 

télomères, mais pas liaison de Est2 in vitro (Qiao & Cech 2008).  

De plus, certaines parties de Tlc1 ne semblent pas être liées par aucun acteur connu. Le bras lié par 

yKu est « dénudé », ŘŜ ƳşƳŜ ǉǳŜ ƭŜ ōǊŀǎ ǊŜƭƛŀƴǘ ƭŜ ŎǆǳǊ ŘŜ ¢ƭŎм ŀǳȄ ŜȄǘǊŞƳƛǘŞ рΩ Ŝǘ оΩ (Egan & 

Collins 2012). Il est même possible de « rigidifier » les différents bras de Tlc1 en retirant certaines 

séquences non-ŀǇǇŀǊƛŞŜǎ Ŝǘ ŀƛƴǎƛ ŦƻǊœŀƴǘ ƭŀ ŦƻǊƳŀǘƛƻƴ ŘΩƘŞƭƛŎŜǎΣ ŎŜ ǉǳƛ ƴŜ ǎŜƳōƭŜ Ǉŀǎ ŀŦŦŜŎǘŜǊ ŘŜ 

façon majeure la fonction de télomérase (Lebo & Zappulla 2012). 

Plus étonnant, le bras qui porte la jonction à trois branches (TWJ) ƴΩŀ ŀǳŎǳƴŜ ƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŎƻƴƴǳŜ, ni 

aucun rôle particulier chez S. cerevisiae (Livengood et al. 2002; Dandjinou et al. 2004; Zappulla et 

al. 2005). Cependant, cette TWJ est très conservée au niveau phylogénétique, et la présence ŘΩǳƴŜ 

structure similaire Ŝǎǘ ǊŜǉǳƛǎŜ ǇƻǳǊ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŘŜǎ ƳŀƳƳƛŦŝǊŜǎ, des ciliés, mais aussi 

ŘΩŀǳǘǊŜǎ genres de levures comme Schyzosaccharomyces pombe, Neurospora crassa, et les espèces 

du genre Candida (Brown et al. 2007; Gunisova et al. 2009; Qi et al. 2013). Il apparait donc que la 
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ǇŜǊǘŜ ŘŜ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ¢²W ǎƻƛǘ ǳƴŜ ŘƛǾŜǊƎŜƴŎŜ ǇǊƻǇǊŜ Ł ƭΩŜǎǇŝŎŜ S. cerevisiae et relativement 

récente Řŀƴǎ ƭΩŞǾƻƭǳǘƛƻƴ ŘŜǎ ƭŜǾǳǊŜǎ (Podlevsky & Chen 2016). 

[Ω!wb Tlc1 dans son ensemble est donc une partie essentielle de la télomérase sans laquelle les 

sous-unités protéiques ne peuvent former un complexe fonctionnel. À plus petite échelle, la 

séquence matrice à elle seule est essentielle Υ ƳǳǘŜǊ ǎŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ŜƴǘǊŀƞƴŜ ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ǎŞǉǳŜƴŎŜǎ 

télomériques mutantes (Singer & Gottschling 1994; Prescott & Blackburn 1997a; Förstemann & 

Lingner 2001; Förstemann et al. 2003). Ces séquences mutantes ne sont généralement pas 

reconnues par les protéines du télosome, ce qui ǎΩŜƴǎǳƛǘ ǇŀǊ ǳƴŜ ŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǾƻƛŜǎ ŘŜ ƭŀ 55w Ŝǘ 

ƭΩŀǊǊşǘ Řǳ ŎȅŎƭŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ (Abdallah et al. 2009; Khadaroo et al. 2009). Cette activation des voies de 

la DDR, notamment la kinase Tel1, semble dans le même temps améliorer la processivité 

ŘΩŞƭƻngation de la télomérase (Arneric & Lingner 2007; Chang et al. 2007). 

.ƛŜƴ ǉǳΩŜǎǎŜƴǘƛŜƭ, TLC1 est très faiblement exprimé dans les cellules de levure, et a été mesuré par 

qPCR et Northern-blot à 25-30 molécules/cellule (Mozdy & Cech 2006). Ce nombre est relativement 

faible comparé au nombre estimé pour Rpr1 (ARNnc faisant partie de la RNAse P; Ғ400 mol./cell.), 

ƻǳ ǇƻǳǊ ƭΩ!wbǎƴ ¦н όнлл-500 mol./cell.) (Bertrand, Houser-Scott, et al. 1998; Mozdy & Cech 2006). 

Tlc1 est considéré comme le réactif limitant du complexe de télomérase (voir les estimations des 

quantités des sous-unités protéiques, plus bas). Lƭ Ŝǎǘ ŘƻƴŎ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ŀŎŎŜǇǘŞ ǉǳŜ ƭŜ ƴƻƳōǊŜ ŘŜ 

ŎƻƳǇƭŜȄŜǎ ŘŜ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŀŎǘƛŦǎ Řŀƴǎ ǳƴŜ ŎŜƭƭǳƭŜ ŘŜ ƭŜǾǳǊŜ ƴΩŜȄŎŝŘŜ Ǉŀǎ ол (Mozdy & Cech 2006). 

/ΩŜǎǘ ƳŀƭƎǊŞ ǘƻǳǘ ǎǳŦŦƛǎŀƴǘ ǇƻǳǊ ƳŀƛƴǘŜƴƛǊ ƭŜǎ сп ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ǇǊŞǎŜƴǘǎ Řŀƴǎ ǳƴŜ ƭŜǾǳǊŜ ŘƛǇƭƻƠŘŜ, et il 

ǎŜƳōƭŜ ƳşƳŜ ǉǳΩǳƴŜ ŘƛȊŀƛƴŜ ŘŜ Ƴolécules soit suffisante pour maintenir des télomères stables 

(mais courts) au fil des générations (Zappulla et al. 2005; Mozdy & Cech 2006). Étant donné que le 

mouvement des RNP dans ǳƴ ƴƻȅŀǳ Ŝǎǘ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ considéré comme aléatoire (Oeffinger & 

Zenklusen 2012)Σ ƛƭ Ŝǎǘ ŘƛŦŦƛŎƛƭŜ ŘΩƛƳŀƎƛƴŜǊ ǉǳŜ ол ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ ŘŞǊƛǾŀƴǘ au hasard Řŀƴǎ ƭΩŜǎǇŀŎŜ 

volumique puissent agir efficacement aux 64 télomères. Cela suppose donc un mécanisme efficace 

de recrutement de la télomérase aux télomères. 

Il est important que Tlc1 ne soit pas trop exprimé car lorsque surexprimé dans des cellules, les 

télomères sont maintenus à une taille plus petite, et leur fonctionnement est altéré (Singer & 

Gottschling 1994; Mozdy & Cech 2006). /Ŝ ǇƘŞƴƻƳŝƴŜ Ŝǎǘ ǇǊƻōŀōƭŜƳŜƴǘ ŘǶ ŀǳ ǘƛǘǊŀƎŜ ŘΩŀǳǘǊŜǎ 

protéines importantes au maintien des télomères, notamment le complexe yKu (Peterson et al. 

2001). Le titrage de yKu hors des télomères entraine potentiellement une déstructuration du 

télosome, notamment par une incapacité à parǘƛŎƛǇŜǊ Ł ƭŀ ǊŞǇƭƛŎŀǘƛƻƴ Řǳ ǘŞƭƻƳŝǊŜΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ 
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localisation aberrante des télomères (Larcher 2016, Gotta 199X). La surexpression de Tlc1 ne 

provoque cependant pas de défaut majeur de croissance en condition normale. 

Une sous-population (10 %) de Tlc1 ǇƻǎǎŝŘŜ ǳƴŜ ǉǳŜǳŜ оΩ ǇƻƭȅŀŘŞƴȅƭŞŜ όǇƻƭȅ!ҌύΣ Ŝǘ Ŝǎǘ Ƴƻƛƴǎ 

stable que la forme non polyadénylée (polyA-) (Chapon et al. 1997). Il a longtemps été considéré 

que ces ARN PolyA+ étaient des précurseurs de la forme mature et fonctionnelle. En effet, le 

complexe actif de télomérase est composé de Tlc1 polyA- (qui est donc la forme « mature ») (Bosoy 

et al. 2003). De plus, la forme polyA+ est moins stable que la forme mature, ce qui laisse penser que 

la forme polyA+ est traitée en une forme mature polyA- (Chapon et al. 1997). 

Il a aussi été mesuré que Tlc1 a une demi-vie supérieure à 60 minutes (Chapon et al. 1997; Larose 

et al. 2007)Φ /ŜǘǘŜ ŘǳǊŞŜ ŘŜ ǾƛŜ Ŝǎǘ ǎƛƳƛƭŀƛǊŜ Ł ŎŜƭƭŜǎ ŘΩŀǳǘǊŜǎ !wbƴŎ ŘŜ ƭŀ ƭŜǾǳǊŜ ŎƻƳƳŜ ƭŜǎ ǇŜǘƛǘǎ 

ARN nucléaires (small nuclear RNA, snRNA, ou snARN), mais seulement quelques ARNm (1% des 

ORFs) ont une demi-vie supérieure à 2h (Geisberg et al. 2014). Cette demi-vie doit aussi être mise 

en perspective avec la durée du cycle cellulaire de levure, estimé à 80-100 minutes pendant la phase 

de croissance exponentielle. Cela suggère donc que certaines molécules de Tlc1 se propagent aux 

cellules-ŦƛƭƭŜǎ ŘΩǳƴŜ ƭŜǾǳǊŜΣ ǇƻǳǊ ǇƻǘŜƴǘƛŜƭƭŜƳŜƴǘ ŀƎƛǊ Řŀƴǎ ǳƴ ǎŜŎƻƴŘ ŎȅŎƭŜΦ 

[Ω!wb ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ƘǳƳŀƛƴŜ Ƙ¢w (human Telomerase RNA) est aussi relativement long (451 nt) 

et remarquablement structuré (Feng et al. 1995; Chen et al. 2000). LΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ƭŀ ǎǘǊǳŎǘǳǊŜ Ŝǎǘ 

reconnu par des protéines, notamment la transcriptase inverse hTERT (human Telomerase Reverse 

Transcriptase) dont le domaine de ƭƛŀƛǎƻƴ ǎΩŞǘŀƭŜ ǎǳǊ une tige-boucle et le pseudo-ƴǆǳŘΦ Un mini-

hTR a été publié récemment, et est lui aussi fonctionnel in vivo Ƴŀƛǎ ǊŜǉǳƛŝǊŜ ŘΩşǘǊŜ surexprimé 

(Vogan et al. 2016)Φ [ΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ƴƻǊƳŀƭŜ ŘŜ Ƙ¢w ŀ ǊŞŎŜƳƳŜƴǘ ŞǘŞ ŜǎǘƛƳŞŜ Ł ǉǳŜƭǉǳŜǎ ŎŜƴǘŀƛƴŜǎ 

de molécules par cellule, bien que toutes ne soient pas assemblées en un complexe fonctionnel (Xi 

& Cech 2014).  

Les aînées ς EST 

Chez S. Cerevisiae, les premières protéines découvertes ayant un rôle dans le maintien des 

ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ƭΩƻƴǘ ŞǘŞ ǇŀǊ des criblages de souches mutantes pour lesquelles les télomères 

raccourcissaient au fil des générations (Lundblad & Szostak 1989; Lendvay et al. 1996). Trois gènes 

ont été identifiés et nommés EST pour Ever Shorter Telomeres, car les souches mutantes ne peuvent 

maintenir leurs télomères. De plus ces gènes EST1, EST2, et EST3 ont une fonction essentielle 

exclusive à la télomérase. Un quatrième gène idenǘƛŦƛŞ ǇŀǊ ƭΩǳƴ ŘŜǎ criblages ǎΩŜǎǘ ǊŞǾŞƭŞ şǘǊŜ CDC13, 

Řƻƴǘ ƭŜ ǇǊƻŘǳƛǘ ƭƛŜ ƭΩƘȅǇŜǊ-extensiƻƴ оΩ Řǳ ǘŞƭƻƳŝǊŜ Ŝǘ ǊŜŎǊǳǘŜ ƭŀ télomérase, mais ne fait pas partie 
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intégrante ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ. Bien que faisant partie du télosome, CDC13 est ressorti de ce criblage car 

le phénotype de défaut de maintenance observé pouvait inclure les acteurs du recrutement de la 

télomérase au télomère. La mutation ponctuelle découverte sur CDC13 est une « séparation de 

fonction » car elle ƴΩŀŦŦŜŎǘŜ ǉǳŜ ƭŀ ŦƻƴŎǘƛƻƴ ŘŜ ǊŜŎǊǳǘŜƳŜƴt de la télomérase, et pas la fonction 

essentielle ŘŜ ŎƻƛŦŦŜ ŘŜ ƭΩƘȅǇŜǊ-extension оΩ Řǳ ǘŞƭƻƳŝǊŜ (Pennock et al. 2000; Evans & Lundblad 

1999). 

La protéine Est2 est la sous-unité catalytique, transcriptase inverse, de la télomérase (Lingner 1997). 

[Ŝ ŘƻƳŀƛƴŜ ŜȄŀŎǘ ŘŜ ƭƛŀƛǎƻƴ ŘŜ 9ǎǘн ŀǾŜŎ ¢ƭŎм ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ŜƴŎƻǊŜ ŘŞŦƛƴƛΣ ōƛŜn ǉǳŜ ŘŜ ƭΩŀǳǘǊŜ ŎƾǘŞΣ il ait 

été montré que dans Tlc1, ŎΩŜǎǘ ƭŜ ǇǎŜǳŘƻ-ƴǆǳŘ qui est requis pour cette interaction (Livengood et 

al. 2002; Chappell & Lundblad 2004). Le domaine N-terminal de la protéine (Telomerase N-terminal, 

TEN) est impliqué dans la rŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŘŜ ƭΩƘȅǇŜǊ-extension simple-brin du chromosome ainsi 

que pour la liaison Est2-Tlc1 (Friedman & Cech 1999). Ce domaine est aussi important pour la 

production répétitive de la séquence télomérique, dans un mécanisme où la reconnaissance du 

simple brin est cƻǳǇƭŞŜ Ł ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƴǳŎƭŞƻǘƛŘŜǎ (Bairley et al. 2011)Φ [ŀ ƭƛŀƛǎƻƴ Ł ƭΩƘȅǇŜǊ-extension 

permet le réajustement du brin nouvellement synthétisé vis-à-vis de la séquence matrice de Tlc1. 

Est2 et Tlc1 sont nécessaires et suffisants in vitro pour obtenir une « activité Télomérase », mesurée 

ŎƻƳƳŜ ƭΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ŀƳƻǊŎŜ ƳƛƳŀƴǘ ƭΩƘȅǇŜǊ-extension télomérique (Lingner et al. 1997; Cohn 

& Blackburn 1995). Cependant, in vivo, plusieurs autres protéines sont nécesǎŀƛǊŜǎ Ł ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ 

télomérase (Lundblad & Szostak 1989; Lendvay et al. 1996). 

Est1 est la protéine qui permet le recrutement de la télomérase au télomère, par son interaction 

avec Cdc13 (Lundblad & Szostak 1989; Pennock et al. 2000; Tucey & Lundblad 2014). Est1 lie Tlc1 

par une interaction avec une boucle située dans le bras VIc de manière spécifique à la structure 

Ǉƭǳǘƾǘ ǉǳΩŁ ƭŀ ǎŞǉǳŜƴŎŜ (Seto et al. 2002; Lubin et al. 2012). Ce rôle de recrutement peut être 

complètement court-circuité en fusionnant Est2 avec Cdc13 (Evans & Lundblad 1999). De plus, Est1 

ǎŜƳōƭŜ ƧƻǳŜǊ ǳƴ ǊƾƭŜ ǎǳǇǇƭŞƳŜƴǘŀƛǊŜ ŘΩŀŎǘƛǾŀǘŜǳǊ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜΣ ŎŀǊ dans une souche exprimant 

Cdc13-Est2, son expression provoque une sur-élongation des télomères, mais pas sa suppression 

(Evans & Lundblad 1999; Lebo et al. 2015). Cette suggestion a été poussée un peu plus avant par 

une publicŀǘƛƻƴ ōŀǎŞŜ ǎǳǊ ƭŀ ǇǳǊƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŘΩ9ǎǘм Ŝǘ ǇǊƻǇƻǎŀƴǘ ǉǳŜ ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ ǇǊƻǘŞƛƴŜ Ł ǳƴ ŜȄǘǊŀƛǘ 

ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǘƻǘŀƭ ŀǳƎƳŜƴǘŜ ƭŀ ǉǳŀƴǘƛǘŞ ŘŜ ǇǊƻŘǳƛǘ ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ǇŀǊ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ (DeZwaan & 

Freeman 2009). Il est à noter ici que plusieurs laboratoires ont affirmé avoir purifié Est1 et que la 

protéine semble alors lier un oligonucléotide simple-brin mimant une extrémité télomérique (Virta-

Pearlman et al. 1996; DeZwaan & Freeman 2009; Wu & Zakian 2011). Cependant, la fonction de 
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ǎǘƛƳǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ƴŜ ǊŜǉǳƛŝǊŜ Ǉŀǎ ƭŀ ƭƛŀƛǎƻƴ Ł ƭΩ!5bΣ et semble plutôt affectée par 

la liaison à Tlc1 (DeZwaan & Freeman 2009; Lebo et al. 2015). Enfin, Est1 semble posséder un 

domaine de reconnaissance des ARN (RNA recognition Motif, RRM), mais son rôle exact dans la 

ƭƛŀƛǎƻƴ ŘŜ ¢ƭŎм ƴΩŜǎǘ pas défini (Zhou et al. 2000). 

Est3 est la moins bien connue des protéines Est. Son rôle essentiel dans le maintien des télomères 

est dû à son interaction avec les protéines Est1 et Est2, et ƭŜǎ ŘƻƳŀƛƴŜǎ ŘΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ exacts sont en 

cours de caractérisation ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ (Rao et al. 2014; Tucey & Lundblad 2014). Il est cependant à 

ƴƻǘŜǊ ǉǳŜ ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŘŜ 9ǎǘм ou Est2 avec Tlc1 est indépendante des autres gènes EST ŀƭƻǊǎ ǉǳΩŁ 

ƭΩƛƴǾŜǊǎŜΣ ƭŀ ƭƛŀƛǎƻƴ ŘΩ9ǎǘ1 et Estн Ł ¢ƭŎм Ŝǎǘ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ ǇƻǳǊ ǉǳΩ9ǎǘо ǇǳƛǎǎŜ ǎΩȅ ŀƧƻǳǘŜǊ (Zhou et al. 

2000; Hughes et al. 2000; Livengood et al. 2002; Osterhage et al. 2006; Tucey & Lundblad 2014). 

Ceci suggère donc ǉǳΩ9ǎǘо Ŝǎǘ ƭŀ ŘŜǊƴƛŝǊŜ ŘŜǎ ǘǊƻƛǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ 9ǎǘ Ł ǎŜ ƧƻƛƴŘǊŜ ŀǳ ŎƻƳǇƭŜȄŜ, sous-

entendant alors ǉǳŜ ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ƭŀ télomérase a lieu dans un mécanisme « étape par étape ». 

[ΩŀōƻƴŘŀƴŎŜ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ 9ǎǘ ŀ ŞǘŞ ƳŜǎǳǊŞŜ Ł ǉǳelques dizaines de molécules par cellule (Est1 : 

110 mol./cell. ; Est2 : 40 mol./cell. ; Est3 : 85 mol./cell.) ce qui est ǘǊŝǎ ǇŜǳ ŎƻƳǇŀǊŞ Ł ŘΩŀǳǘǊŜǎ 

protéines de complexes RNP comme Nop1 (snoRNP, >40000 mol./cell.), Pop3 (Rnases P/MRP, Ғ400 

mol./cell.), ou encore Smd1 (snRNP, >450 mol./cell.) (Tuzon et al. 2011; Wu & Zakian 2011; Kulak et 

al. 2014). La transcriptase inverse Est2 est donc la sous-unité protéique limitante du complexe 

(Tuzon et al. 2011). De plus, la quantité ŘΩ9ǎǘн Ŝǎǘ ŘŞǇŜƴŘŀƴǘŜ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎмΣ ŎŜ ǉǳƛ 

ǎǳƎƎŝǊŜ ǉǳŜ ƭΩŀǎǎƻŎƛŀǘƛƻƴ 9ǎǘн-Tlc1 a un rôle stabilisateur de la protéine (Taggart et al. 2002). Pour 

rappel, le nombre estimé de molécules de Tlc1 par cellule est encore plus faible (25-30 mol./cell.), 

et ƻƴ ŎƻƴǎƛŘŝǊŜ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ƭΩ!wb comme le réactif limitant de la télomérase in vivo (Mozdy et al. 

2006 ; voir plus haut)Φ [ŀ ŦŀƛōƭŜ ŀōƻƴŘŀƴŎŜ ŘŜǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ ŎƻƳǇƻǎŀƴǘǎ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ǎƻǳƭŝǾŜ 

ŎŜǇŜƴŘŀƴǘ ŘŜǎ ǉǳŜǎǘƛƻƴǎ ŎƻƴŎŜǊƴŀƴǘ ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜΦ 9ƴ ŜŦŦŜǘΣ ƛƭ Ŧŀǳǘ ǉǳŜ ŎŜǎ 

quelques dizaines de molécules parviennent à se trouver dans le volume nucléaire et/ou 

cytoplasmique pour former une enzyme fonctionnelleΦ /ŜŎƛ ǎǳƎƎŝǊŜ ǳƴŜ ǾƻƛŜ ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ǉǳƛ 

dirige les différentes sous-unités dans le même espace volumique afin de favoriser leur liaison, bien 

ǉǳΩaucun intermédiaire éventuel de cet assemblage ƴΩŀƛǘ été découvert à ce jour. 

Les petites dernières ς POP 

¦ƴ ƎǊƻǳǇŜ ŘŜ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ Řƻƴǘ ƭŀ ǇŀǊǘƛŎƛǇŀǘƛƻƴ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭƭŜ Ł ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŀ ǊŞŎŜƳƳŜƴǘ 

été démontrée par Spectrométrie de Masse (Mass Spectrometry) est celui des protéines Pop : Pop1, 

Pop6, et Pop7 (Lemieux et al. 2016). /Ŝǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ƴΩŀǾŀƛŜƴǘ Ǉŀǎ Ǉǳ şǘǊŜ ƛŘŜƴǘƛŦƛŞŜǎ ǇǊŞŎŞŘŜƳƳŜƴǘ 
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ŎŀǊ ƭŜ ŘŜǎƛƎƴ ŜȄǇŞǊƛƳŜƴǘŀƭ ŘŜǎ ŎǊƛōƭŀƎŜǎ ŘΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭǎ au maintien des 

ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ƴŜ ǇƻǳǾŀƛǘ ŘŞǘŜŎǘŜǊ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ǎƛ ŜƭƭŜǎ ŞǘŀƛŜƴǘ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭƭŜǎ Ł ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǇǊƻŎŜǎǎǳǎ 

ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎΦ /ΩŜǎǘ ƭŜ Ŏŀǎ ŘŜǎ protéines Pop, qui font partie des complexes des ribonucléases (RNase) 

P et MRP, nécessaires à la maturation des snoARN et des ARNt, respectivement (Esakova & 

Krasilnikov 2010). Les protéines Pop sont peu caractérisées, même dans le cas des complexes 

RNases P/MRPΣ Ƴŀƛǎ ƛƭ Ŝǎǘ Ŏƻƴƴǳ ǉǳŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ Pop stabilisent la structure de la sous-unité 

ARN catalytique des RNases (Esakova & Krasilnikov 2010). Il a cependant été montré ǉǳΩŜƭƭŜǎ ƭƛŜƴǘ 

une boucle ARN nommée P3 présente dans les RNases P/MRP et très conservée dans le domaine 

eucaryote (Perederina et al. 2007, 2009). [ΩŞǘŀǘ actuel des connaissances veut que Pop6 et Pop7 

reconnaissent parallèlement la boucle P3, ce qui permet à Pop1 ŘŜ ǾŜƴƛǊ ǎǘŀōƛƭƛǎŜǊ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ƭŀ 

structure (Fagerlund et al. 2015). Pop1 étant une protéine très large, il est possible de supposer 

ǉǳΩŜƭƭŜ ǎŜǊǘ aussi de ǇƭŀǉǳŜ ŘΩŀǊǊƛƳŀƎŜ ǇƻǳǊ ƭŜǎ ŀǳǘǊŜǎ ǇǊƻǘŞƛnes de la télomérase. Lorsque la boucle 

P3 est mutée dans Tlc1, la fonction de maintien des télomères est perdue, ce qui a permis de vérifier 

la participation des Pop dans la télomérase (Lemieux et al. 2016). Cependant, si les Pop et les RNases 

P/MRP sont très conservées dans le règne eucaryote, il ne semble pas y avoir de boucle P3 dans 

hTR ou de rôle pour les protéines Pop dans les télomérases mammifères. La levure à fission 

Schizosaccharomyces pombe étant phylogénétiquement plus proche de S. cerevisiae, il serait 

ƛƴǘŞǊŜǎǎŀƴǘ ŘΩŜƴ ŀǇǇǊŜƴŘǊŜ Ǉƭǳǎ ǎǳǊ ƭΩŞǾŜƴǘǳŜƭ ǊƾƭŜ ŘΩǳƴŜ ōƻǳŎƭŜ tо ƻǳ des Pop, bien que rien ne 

soit publié à ce sujet ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛΦ 

Il est proposé que la boucle P3 a été acquise par la télomérase des levures bourgeonnantes au cours 

ŘŜ ƭΩŞǾƻƭǳǘƛƻƴ (Podlevsky et al. 2016). La raison et le mécanisme par lequel ce transfert de structure 

a eu lieu ne sont pas encore élucidésΣ ƴƛ ƳşƳŜ ǎƻƴ ǊƾƭŜ ŜȄŀŎǘ Řŀƴǎ ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭomérase. 

Les cadettes ς Sm7, yKu 

Un autre complexe important pour ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ Ŝǎǘ ƭΩƘŜǇǘŀƳŝǊŜ ŘŜ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ {Ƴ ό{Ƴ7) 

(Seto et al. 1999)Φ /Ŝǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ǎΩŀǎǎŜƳōƭŜƴǘ ŀǳǘƻǳǊ ŘΩǳƴŜ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ǇŀǊǘƛŎǳƭƛŝǊŜ Ł ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ оΩ 

des snARN et participent à leur stabilité et à leur fonction (Jones & Guthrie 1990; Mattaj & De 

Robertis 1985). 5ŀƴǎ ƭŜ Ŏŀǎ ŘŜ ƭΩ!wb ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜΣ ƭƻǊǎǉǳŜ TLC1 porte une mutation dans la 

séquence de reconnaissance par les protéines Sm, seule la population immature et instable (polyA+) 

ǎΩŀŎŎǳƳǳƭŜ Řŀƴǎ ƭŀ ŎŜƭƭǳƭŜ (Seto et al. 1999). Les télomères sont alors maintenus remarquablement 

plus courts, sans toutefois ǉǳΩǳƴ ŘŞŦŀǳǘ ƳŀƧŜǳǊ ŘŜ ŎǊƻƛǎǎŀƴŎŜ ŀǇǇŀǊŀƛǎǎŜ, comparativement à une 

ǎƻǳŎƘŜ Řƻƴǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ Ŝǎǘ ǎǳǇǇǊƛƳŞŜ (Seto et al. 1999). Cependant, ces phénotypes ont 



 

 

20 

20 

été récemment remis en cause, et il semble que la mutation du site Sm dans Tlc1 ne permette ni 

ƭΩŀŎŎǳƳǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎмΣ ƴƛ ƭŜ ƳŀƛƴǘƛŜƴ ζ minimal » des télomères (Coy et al. 2013). Il est difficile de 

proposer une explication claire à cette différence dΩƻōǎŜǊǾŀǘƛƻƴΣ Ƴŀƛǎ ǳƴŜ ŘƛŦŦŞǊŜƴŎŜ ŜȄǇŞǊƛƳŜƴǘŀƭŜ 

potentielle pourrait provenir du nombre de passages des cellules (plus de 120 génération par Seto 

et al., contre 80 pour Coy et al.), ou bien de ce qui est appelé un « ralentissement de la croissance » 

autour de 100 générations dans par Seto et al., qui pourrait avoir été caractérisé comme un arrêt 

total de croissance à 80 générations par Coy et al.. Les deux publications reposent cependant sur le 

ƳşƳŜ ƳƻŘŜ ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜǎ ŎƻƴǎǘǊǳŎǘƛƻƴ ǇƭŀǎƳƛŘƛǉǳŜ ŎŜƴǘǊƻƳŞǊƛǉue, ce qui suggère que la 

ŘƛŦŦŞǊŜƴŎŜ ƴŜ ǇǊƻǾƛŜƴǘ Ǉŀǎ ŘŜ ƭŀ ǉǳŀƴǘƛǘŞ ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎмΦ 

Le complexe yKu, déjà abordé dans la présentation des télomères, lie la télomérase par ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ 

de son bras II, et son rôle de participation au recrutement de la télomérase au télomère est établi 

(Peterson et al. 2001; Fisher et al. 2004; Dalby et al. 2013). Par exemple, ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŜƴǘǊe Tlc1 et 

yKu semble être requise pour que les protéines Est et Tlc1 soient associées aux télomères (Chan et 

al. 2008; Williams et al. 2014). De plus, il a été montré que la présence de Tlc1 au noyau, lieu de son 

activité, dépend de sa liaison à yKu (Gallardo et al. 2008). Enfin, il est à noter que les co-suppressions 

ŘŜ ƭΩǳƴ ŘŜǎ ƎŝƴŜǎ Řǳ ŎoƳǇƭŜȄŜ ȅYǳ Ŝǘ ŘŜ ƭΩǳƴ ŘŜǎ ƎŝƴŜǎ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭǎ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŘƻƴƴŜƴǘ ŘŜǎ 

souches inviables, par un processus qui semble être lié à la combinaison de deux facteurs Υ ƭΩŞǘŀǘ 

des télomères qui subissent une résection importante, et le raccourcissement parallèle dû à la 

réduction de la quantité de télomérase au noyau (Gravel et al. 1998; Gallardo et al. 2008). Enfin, il 

est à noter que les protéines Yku70/80 peuvent être SUMOylées dans le cadre de leur action de 

séquestration des télomères à la membrane nucléaire (voir plus haut), mais que la sumoylation ne 

ǎŜƳōƭŜ Ǉŀǎ ŀŦŦŜŎǘŜǊ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǘŞlomérase per se ni le maintien des télomères (Ferreira et al. 2011). 

Biogenèse 

Le complexe de télomérase est donc composé de nombreuses sous-unités, certaines ŀȅŀƴǘ ŘΩŀǳǘǊŜǎ 

rôles dans la cellule. Nécessairement, chacune de ces sous-unités doit lier Tlc1 en temps et lieu, 

indépendamment de leur fonction alternative, ce qui sous-entend une orchestration minutieuse. Je 

qualifie lΩŞǘǳŘŜ ŘŜ ces processus la biogenèse de la télomérase, domaine de recherche qui est 

ŜƴŎƻǊŜ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ǇƭŜƛƴ ŘΩƛƴǘŜǊǊƻƎŀǘƛƻƴǎΦ WŜ ǘŃŎƘŜǊŀƛ ŘŜ ŦŀƛǊŜ ƭŀ ƭǳƳƛŝǊŜ ǎǳǊ ŎŜ ǉǳƛ Ŝǎǘ Ŏƻƴƴǳ Ŝǘ ŎŜ 

ǉǳƛ ƴŜ ƭΩŜǎǘ ǾǊŀƛƳŜƴǘ ǇŀǎΦ 

Il est tout ŘΩŀōƻǊŘ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘ ŘŜ préciser que le fait que Tlc1 est limitant parmi toutes les molécules 

ǇŀǊǘƛŎƛǇŀƴǘ Ł ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ de la télomérase, perƳŜǘ ŘŜ ŦŀƛǊŜ ƭΩapproximation que chaque molécule de 
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Tlc1 correspond à un complexe de télomérase, ce qui est généralement acceptée dans le monde de 

la télomérase. 

Transcription de Tlc1 

TLC1 Ŝǎǘ ǘǊŀƴǎŎǊƛǘ ǇŀǊ ƭΩ!wb ǇƻƭȅƳŞǊŀǎŜ LLΣ ǉǳƛ ǘǊŀƴǎŎǊƛǘ principalement des gènes codants et les 

ARNsn (Chapon et al. 1997). Cette transcription est régulée en fonction du cycle cellulaire par les 

facteurs de transcription SBF/MBF, et a lieu dans la fenêtre temporelle de la transition entre les 

phases G1 et S (Chapon et al. 1997; Dionne et al. 2013). Il semble y avoir un rôle des facteurs de 

transcription du complexe PAF (Polymerase Associated Factor) ǎǳǊ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎмΣ Ƴŀƛǎ ƛƭ ƴΩŜǎǘ 

pas su si ce rôle est direct ou non (Mozdy et al. 2008). 

La terminaison de la transcription a lieu lorsque la polymérase atteint une région riche en 

adénosines et en thymidines qui contient des sites de reconnaissance par le complexe Nab3/Nrd1 

(Jamonnak et al. 2011; Noël et al. 2012). La liaison de ce complexe aux ARN permet habituellement 

ƭŜ ǊŜŎǊǳǘŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩƘŞƭicase à ARN Sen1 qui décroche la polymérase, mais il semble que la 

transcription de TLC1 ne soƛǘ Ǉŀǎ ŀŦŦŜŎǘŞŜ ǇŀǊ ƭΩƛƴŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ {Ŝƴм (Noël et al. 2012). Lorsque tous 

les sites « canoniques » de polyadénylation présents Ł ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ оΩ ŘŜ TLC1 sont mutés, la forme 

polyA+ disparait, et les télomères sont maintenus à un niveau de type sauvage (Noël et al. 2012). 

Ceci suggère que la polyadénylation est un phénomène non-essentiel qui a lieu sur une sous-

population de Tlc1Σ ǇƻǎǎƛōƭŜƳŜƴǘ ƭƻǊǎǉǳŜ ƭΩ!wb ǇƻƭȅƳŞǊŀǎŜ ŘŞǇŀǎǎŜ ƭŜǎ ǎƛǘŜǎ ŘŜ ǘŜǊƳƛƴŀƛǎƻƴ 

canoniques par un phénomène classique de « read-through » (Noël et al. 2012). La maturation des 

formes polyA+ a lieu via ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘΩŜȄƻƴǳŎƭŞŀǎŜ ŘŜ ƭΩŜȄƻǎƻƳŜ nucléaire (Coy et al. 2013). 

Les nouveaux transcrits Tlc1 sont aussi reconnus rapidement par le complexe de protéines Sm7, 

Řŀƴǎ ƭŜ ŎŀŘǊŜ ŘΩŀŎǘƛƻƴ ƎŞƴŞǊŀƭ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ {ƳΦ Comme mentionné plus tôt, la liaison des Sm est 

importante pour la stabilité de Tlc1 et le maintien de télomères à une taille sauvage. 

Déplacements nucléo-cytoplasmiques 

¦ƴŜ ŎŀǊŀŎǘŞǊƛǎǘƛǉǳŜ ƳŀƧŜǳǊŜ ŘŜǎ !wbƴŎ Ŝǎǘ ǉǳΩƛƭǎ ǇƻǎǎŝŘŜƴǘ ǳƴŜ ŎƻƛŦŦŜ нΣнΣт-triméthylguanosine 

(TMG) (Wise et al. 1983)Φ [ΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ŎƻƛŦŦŜ ŀ ƭƛŜǳ Ǉƻǎǘ-transcriptionnellement au nucléole par 

la protéine Tgs1, Ŝǘ ƴŞŎŜǎǎƛǘŜ ƭŀ ǇǊŞǎŜƴŎŜ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ {Ƴ ŀǳ ǎƛǘŜ {Ƴ ŘŜ ƭΩ!wbΣ ŎƻƳƳŜ ŎŜƭŀ ŀ ŞǘŞ 

montré chez les vertébrés (Mouaikel et al. 2002; Raker et al. 1996; Mattaj 1986). La suppression de 

TGS1 ƴΩŜƴǘǊŀƞƴŜ Ǉŀǎ ŘŜ ŘŞŦŀǳǘ ŘŜ ŎǊƻƛǎǎŀƴŎŜΣ mais une sensibilité au froid (Mouaikel et al. 2002). 

Dans une souche tgs1ɲ, le complexe de liaison à la coiffe рΩ-m7G (mono-méthylée, caractéristique 

des ARNm), composé des protéines Sto1 et /ōŎнΣ ǇŜǳǘ ƭƛŜǊ ƭΩARNsn U1, mais ne semble pas lier les 
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autre ARNsn (Schwer et al. 2011). En revanche, la liaison des protéines Sm aux ARNsn ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ 

ŀŦŦŜŎǘŞŜ ǇŀǊ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ƭŀ ŎƻƛŦŦŜ ¢aDΦ La triméthylguanosination a pour rôle la reconnaissance 

ǇŀǊ ŎŜǊǘŀƛƴǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ŘΩŀŘǊŜǎǎŀƎŜ des ARN (Hamm et al. 1990; Verheggen & Bertrand 2012 ; voir 

plus bas). [ŀ Ŧŀœƻƴ Řƻƴǘ ŎŜ ǊƾƭŜ ǎΩŜȄŜǊŎŜΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ƭŜǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ ŘŜ ǎǳǊǾƛǾǊŜ Ŝƴ 

absence de TGS1, restent à découvrir. 

/ΩŜǎǘ ƭŀ ŦƻǊƳŜ Ǉƻƭȅ!- (mature) de Tlc1 qui porte cette coiffe TMGΣ ōƛŜƴ ǉǳΩŜƭƭŜ ƴŜ ǎƻƛǘ Ǉŀǎ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭƭŜ 

à la viabilité (Franke et al. 2008). Cette étape de triméthylguanosination de la coiffe de Tlc1 a lieu 

au nucléole (Gallardo et al. 2008). En effet, la délétion du gène TGS1 provoque ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ƭŀ ŎƻƛŦŦŜ 

TMG et ƭΩŀŎŎǳƳǳƭŀǘƛƻƴ nucléolaire de Tlc1, Ƴŀƛǎ Ǉŀǎ ŘŜ ǊŞŘǳŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ƭΩ!wbΣ ƴƛ de 

défaut de croissance des cellules (Gallardo et al. 2008; Franke et al. 2008). Cela laisse donc supposer 

ǉǳŜ ǎƛ ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ ŎƻƛŦŦŜ ¢aD Ŝǎǘ ǳƴŜ ŞǘŀǇŜ ŘŜ ƭŀ ƳŀǘǳǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎмΣ ŎŜ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ essentiel pour le 

maintien des télomères. Il est important de noter que bien que la liaison des protéines Sm aux 

snARN et leur triméthylguanosination ŀ ƭƛŜǳ ŀǳ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳŜ ŎƘŜȊ ƭŜǎ ǾŜǊǘŞōǊŞǎΣ ŎŜƭŀ ƴΩŀ Ǉŀǎ ŞǘŞ 

montré chez les levures (Verheggen & Bertrand 2012). De plus, Tgs1 est uniquement localisée au 

nucléole chez la levure, de même que la majorité des RNAses P (Mouaikel et al. 2002; Bertrand, 

Houser-Scott, et al. 1998). Il est donc fort possible que les protéines Sm et Pop lient Tlc1 au noyau, 

permettant ainsi sa stabilisation et son ŀŘǊŜǎǎŀƎŜ ǾŜǊǎ ƭŜ ƴǳŎƭŞƻƭŜ ǇƻǳǊ ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ ŎƻƛŦŦŜ ¢aD, sans 

nécessiter de phase cytoplasmique (figure 6). 

Néanmoins, il a été montré que Tlc1 pouvait être impliqué dans un échange nucléo-cytoplasmique 

ƛƳǇƭƛǉǳŀƴǘ ƭΩƛƳǇƻǊǘƛƴŜ-ʲ aǘǊмлΣ ŎŀǊŀŎǘŞǊƛǎŞŜ Řŀƴǎ ƭΩƛƳǇƻǊǘ ǊŞǘǊƻƎǊŀŘŜ ŘŜǎ !wbǘ (Hopper 2013). En 

effet, lorsque surexprimé, Tlc1 se trouve principalement au noyau dans des levures, ce qui est 

attendu car la télomérase agit aux télomères, donc dans le noyau (Ferrezuelo et al. 2002; Teixeira 

et al. 2002). La suppression de MTR10 ŜƴǘǊŀƛƴŜ ƭΩŀccumulation cytoplasmique de Tlc1 qui semble 

dans ce cas être exprimé principalement sous sa forme polyA+ (Ferrezuelo et al. 2002). De plus, 

cette suppression entraîne un défaut de maintenance des télomères, mais celui-ci peut être 

compensé par la surexpression de Tlc1 (Ferrezuelo et al. 2002). De plus, des expériences de FISH 

sur des cellules hétérocaryotes (i.e. possédant deux noyaux complets génétiquement différents) 

ont ǇŜǊƳƛǎ ŘΩƻōǎŜǊǾŜǊ ǉǳŜ ¢ƭŎмΣ ƧǳǎǉǳΩŀƭƻǊǎ ŎƻƴǎƛŘŞǊŞ ŎƻƳƳŜ ǳƴ !wb ŜȄŎƭǳǎƛǾŜƳŜƴǘ ƴǳŎƭŞŀƛǊŜ, 

ǇƻǳǾŀƛǘ ǇŀǎǎŜǊ ŘΩǳƴ ƴƻȅŀǳ Ł ƭΩŀǳǘǊe (Teixeira et al. 2002). Ceci suppose que Tlc1 peut être exporté 

du noyau vers le cytoplasme, survivre aux RNases présentes dans le cytoplasme, puis ensuite être 

importé dans le noyau. Ce trafic sous-entend une extrême stabilité de Tlc1 (ou bien du complexe 
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de télomérase) ainsi que la capacité de lier les exportines et les importines puis de passer au travers 

des pores nucléaires dans le sens nucléo-cytoplasmique ainsi que dans le sens inverse (figure 6). 

Un biais notable de ces expériences est que TLC1 était surexprimé, ce qui peut avoir pour 

conséquences de modifier les acteurs présents lors de la transcription ainsi que ceux qui lient 

ŘƛǊŜŎǘŜƳŜƴǘ ƭΩ!wbΣ et donc potentiellement affecter ƭŀ ŘȅƴŀƳƛǉǳŜ ŘΩŜȄǇƻǊǘ Ŝǘ ƭŜ ǘǊŀŦƛŎ ƴǳŎƭŞƻ-

cytoplasmique. Cependant, dΩŀǳǘǊŜǎ ŜȄǇŞǊƛŜƴŎŜǎ ŘŜ CL{I Ł ƘŀǳǘŜ ǊŞǎƻƭǳǘƛƻƴΣ ǎǳǊ ŘŜǎ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ 

ǳƴƛǉǳŜǎ Ŝǘ Ŝƴ ŎƻƴŘƛǘƛƻƴ ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŜƴŘƻƎŝƴŜΣ ƻƴǘ permis de montrer de manière quantitative 

que la majorité (>70 %) des cellules de levure portent leurs molécules de Tlc1 au noyau (Gallardo et 

al. 2008). Néanmoins, une quantité significative de cellules (10-20 %) montrent au moins un Tlc1 

cytoplasmique (Gallardo et al. 2008). De plus, des expériences de FISH sur des hétérocaryons dans 

ŘŜǎ ŎƻƴŘƛǘƛƻƴǎ ŜƴŘƻƎŝƴŜǎ ŘΩŜȄǇǊŜssion de Tlc1 ont pu confirmer que le trafic nucléo-cytoplasmique 

ƻōǎŜǊǾŞ ǇǊŞŎŞŘŜƳƳŜƴǘ ǊŜŦƭŞǘŀƛǘ ōƛŜƴ ǳƴ ǇƘŞƴƻƳŝƴŜ ƴŀǘǳǊŜƭ Ŝǘ ƴΩŞtait pas uniquement dû à la 

Figure 6 : Processus de formation de la télomérase ς état des connaissances  
Les étapes connues et participant à la formation du complexe actif endogène, à partir de la transcription 
ƧǳǎǉǳΩŁ ƭΩŀŎǘƛƻƴ ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ŀǳ ǘŞƭƻƳŝǊŜΦ [ŀ ǘǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴ ŀ ƭƛŜǳ ǇŀǊ ƭΩ!wb ǇƻƭȅƳŞǊŀǎŜ LLΣ Ŝǘ Ŝǎǘ ǎǳƛǾƛ ŘŜ 
près par la liaison des protéines Sm7 et des Pop afin de structurer et stabiliser Tlc1. La liaison des Sm7 
ŜƴǘǊŀƛƴŜ ƭŀ ǘǊŀƴǎƭƻŎŀǘƛƻƴ ŀǳ ƴǳŎƭŞƻƭŜ ǇƻǳǊ ƭŀ ǘǊƛƳŞǘƘȅƭƎǳŀƴƻǎƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ŎƻƛŦŦŜ рΩ ό¢aDύ ǇŀǊ ¢ƎǎмΦ [Ŝ 
modèle actuel stipule que Tlc1 est alors exporté au cytoplasme par Crm1 pour y être lié par les protéines 
Est et le complexe yKu. Une fois le complexe fonctionnel assemblé, la RNP est réimportée au noyau par 
les karyophérines Mtr10 et Kap122. Une fois la télomérase complète et active au noyau, elle peut agir, 
préférentiellement aux télomères courts, qui sont détachés de la membrane nucléaire. 
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surexpression du gène (Gallardo et al. 2008; Teixeira et al. 2002). Tous ces résultats suggèrent que 

Tlc1 change de compartiment au cours de son cycle fonctionnel (figure 6).  

[ŀ ƳşƳŜ ŞǘǳŘŜ ŀ ŀǳǎǎƛ ǇŜǊƳƛǎ ŘΩƻōǎŜǊǾŜǊ ƭŜ ǊƾƭŜ ŘŜǎ ǎƻǳǎ-unités Est dans la localisation nucléaire 

de Tlc1. En effet, lorsque les gènes EST1, EST2, EST3, ou YKU70 sont supprimés, une quantité 

significative de cellules (>60 %) montrent au moins un Tlc1 cytoplasmique (Gallardo et al. 2008). 

Ceci corrèle avec le fait que chacune des protéines est essentielle individuellement au maintien des 

télomères. Étonnamment, lorsque Tlc1 est muté pour les domaines de liaison de yKu, la proportion 

ƴǳŎƭŞŀƛǊŜ ŘŜ ƭΩ!wb ŘƛƳƛƴǳŜ, bien que la mutation du site de liaison des Pop ƴΩŀŦŦŜŎǘŜ Ǉŀǎ ƭŀ 

localisation (Gallardo et al. 2008; Laterreur et al. 2013). De plus, ƭŀ ǎǳǇǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ƭΩǳƴ ŘŜǎ ƎŝƴŜǎ Řǳ 

complexe ȅYǳ ŜƴǘǊŀƛƴŜ ǳƴŜ ǊŞŘǳŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎм (Mozdy & Cech 2006)Φ " ƭΩƛƴǾŜǊǎŜ, la 

mutation du site de liaison des Pop ƴŜ ǎŜƳōƭŜ Ǉŀǎ ŀŦŦŜŎǘŜǊ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎм (Laterreur et al. 

2013). Ceci suggère ǉǳŜ ƭΩƛƴǎǘŀōƛƭƛǘŞ de Tlc1 ŘǳŜ Ł ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ȅYǳ pourrait être liée à la localisation 

subcellulaire Řŀƴǎ ǳƴ ǇƘŞƴƻƳŝƴŜ ǎƛƳƛƭŀƛǊŜ Ł ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ aǘǊмл, alors que le rôle structural des 

Pop ƴΩŜǎǘ pas ŜǎǎŜƴǘƛŜƭ Ł ƭŀ ƭƻŎŀƭƛǎŀǘƛƻƴΣ ƴƛ Ł ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎмΦ Cependant, la rétention 

ŎȅǘƻǇƭŀǎƳƛǉǳŜ ŘŜ ¢ƭŎм Ŝƴ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ 9ǎǘ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ŀǎǎƻŎƛŞŜ Ł ǳƴŜ ŘƛƳƛƴǳǘƛƻƴ ŘŜ 

ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴΦ [ŀ ǇǊŞǎŜƴŎŜ ŘŜ ¢ƭŎм ŀǳ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳŜ Ŝǎǘ ŘƻƴŎ ŀǾŞǊŞŜ Ŝǘ ǎŜƳōƭŜ ŦŀƛǊŜ ǇŀǊǘƛŜ ŘŜ ǇǊƻŎŜǎǎǳǎ 

physiologiques encore mal compris impliquant différentes sous-unités de la télomérase. En 

particulierΣ ƭŀ ǊŞǘŜƴǘƛƻƴ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳƛǉǳŜ Ŝƴ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜǎ ƎŝƴŜǎ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ǎǳƎƎŝǊŜ ǉǳŜ ŘŜǎ 

ŞǘŀǇŜǎ ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘΩǳƴ ŎƻƳǇƭŜȄŜ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭ peuvent avoir lieu au cytoplasme (figure 6). 

Plusieurs raisons ont fait que ƭΩ!wb Tlc1 est utilisé pour suivre la localisation de la télomérase, plutôt 

que les autres sous-unités (protéiques) du complexe. Comme mentionné plus haut, seules les 

protéines Est1/2/3 ont une liaison spécifique et unique à la télomérase mais sont très faiblement 

exprimées ; toutes les autres coƳǇƻǎŀƴǘŜǎ Řǳ ŎƻƳǇƭŜȄŜ ƻƴǘ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǊƾƭŜǎ Řŀƴǎ ƭŀ ŎŜƭƭǳƭŜ ŀǾŜŎ 

ŘΩŀǳǘǊŜǎ ŎƻŦŀŎǘŜǳǊǎ ŀōƻƴŘŀƴǘǎ (Pop et RNases P/MRP, Sm et snRNA, yKu et NHEJ), ce qui dilue les 

interactions spécifiques à la télomérase et rend donc difficile la discrimination des complexes de 

télomérases vis-à-vis des autres complexes. Les protéines Est étant très difficiles à produire et 

ǇǳǊƛŦƛŜǊΣ ƛƭ ƴΩŜȄƛǎǘŜ Ǉŀǎ ŘΩŀƴǘƛŎƻǊǇǎ ŘƛǊƛƎŞǎ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜƳŜƴǘ ŎƻƴǘǊŜ ŜƭƭŜǎΦ Lƭ Ŧŀǳǘ ŘƻƴŎ ǘƻǳƧƻǳǊǎ ǳǘƛƭƛǎŜǊ 

un tag pour pouvoir les observer. Cependant, ces protéines étant aussi très faiblement exprimées 

όǾƻƛǊ Ǉƭǳǎ ƘŀǳǘύΣ ƳşƳŜ ƭƻǊǎǉǳΩŜƭƭŜǎ ǎƻƴǘ ζ étiquetées » (ou « taguées ») avec 13x tags Myc 

(13xMyc), il est difficile de les observer par Western-blot sur des extraits cellulaires totaux. Enfin, 

les techniques ŘΩImmunofluorescence όLCύ ƴΩƻƴǘ Ł ŎŜ ƧƻǳǊ Ǉŀǎ ŜƴŎƻǊŜ ŘƻƴƴŞ ŘŜ ǊŞǎǳƭǘŀǘ ǇǊƻōŀƴǘ ǎǳǊ 

la localisation des Est (Wu et al. 2014).  
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Deux études portant sur la localisation de protéines Est fusionnées à la protéine fluorescente verte 

(Green Fluorescent Protein, ou GFP) et surexprimées ont montré un signal nucléaire, avec une forte 

composante au nucléole (Teixeira et al. 2002; Hawkins & Friedman 2014). Il est cependant 

important de rappeler que les processus de surexpression provoquent souvent une diffusion des 

(trop) nƻƳōǊŜǳǎŜǎ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ Řŀƴǎ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ŎƻƳǇŀǊǘƛƳŜƴǘǎ ǉǳŜ ƭŜǳǊǎ ŎƻƳǇŀǊǘƛƳŜƴǘǎ ζ normaux ».  

Assemblage fonctionnel 

!ǳŎǳƴŜ ŞǘǳŘŜ ǎǳǊ ƭŀ Ŧŀœƻƴ Řƻƴǘ ǎΩŀǎǎŜƳōƭŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ƴΩŀ Ł ŎŜ ƧƻǳǊ ŞǘŞ ƳŜƴŞŜ ǎǳǊ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

in vivoΦ bƻǘŀƳƳŜƴǘΣ ǎΩƛƭ Ŝǎǘ ǇǊƻōŀōƭŜ ǉǳŜ ƭŜǎ ǇǊƻǘéines Sm7 et Pop6/7 lient les ARNs pendant la 

ǘǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴΣ ŘŜ ǇŀǊ ƭŜǳǊ ǊƾƭŜ ǇǊƻǘŜŎǘŜǳǊ Ŝǘ ǎǘǊǳŎǘǳǊŀƭΣ ŎŜƭŀ ƴΩŀ Ǉŀǎ ŞǘŞ ƳƻƴǘǊŞΣ Ŝƴ ǇŀǊǘƛŎǳƭƛŜǊ ǇƻǳǊ 

Tlc1. Cependant, quelques éléments de preuve peuvent être rassemblés pour se faire une idée des 

processus à ƭΩǆǳǾǊŜΦ 

tŀǊǘƛŎǳƭƛŝǊŜƳŜƴǘΣ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ EST1 est régulée au cours du cycle cellulaire. La protéine est 

dégradée en phase G1 par un mécanisme dépendant du protéasome (Osterhage et al. 2006). De 

plus la transcription du gène reprend en début de phase S (Larose et al. 2007). Le fait que 

ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘΩ9ǎǘм est régulée ǎƛƎƴƛŦƛŜ ǉǳΩŁ ŎƘŀǉǳŜ ŎȅŎƭŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ, ǳƴŜ ƴƻǳǾŜƭƭŜ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ŘΩ9ǎǘм 

doit lier la télomérase pour former des complexes actifs. Est1 possédant au moins un signal de 

localisation nucléaire (Nuclear Localisation Signal, ou NLS), il est probable que la protéine soit 

ƛƳǇƻǊǘŞŜ ŀǳ ƴƻȅŀǳ ƛƴŘŞǇŜƴŘŀƳƳŜƴǘ Řǳ ŎƻƳǇƭŜȄŜΣ Ŝǘ ǉǳΩŜƭƭŜ ƭƛŜ ƭŀ ζ pré-télomérase » au noyau 

(Hawkins & Friedman 2014). En revanche, il ne semble pas y avoir de régulation des autres sous-

unités de la télomérase (Larose et al. 2007). 

Il a longǘŜƳǇǎ ŞǘŞ ŎƻƴǎƛŘŞǊŞ ǉǳΩ9ǎǘн Ŝǎǘ ŀǎǎƻŎƛŞŜ ŘŜ ƳŀƴƛŝǊŜ ŎƻƴǎǘƛǘǳǘƛƻƴƴŜƭƭŜ Ł ¢ƭŎм ŎŀǊ ŎŜ ǎƻƴǘ ƭŜǎ 

deux sous-ǳƴƛǘŞǎ ƳƛƴƛƳŀƭŜǎ Ł ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞΣ Ŝǘ ŎŀǊ ƭŜǎ ŘŜǳȄ ǎƻƴǘ ŀǎǎƻŎƛŞes en permanence au cours du 

ŎȅŎƭŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ƛƴŘŞǇŜƴŘŀƳƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜǎ ŀǳǘǊŜǎ ǎƻǳǎ-unités (Lingner et al. 1997; Hughes 

et al. 2000; Livengood et al. 2002). Cependant, une étude récente portant sur la séquence 

ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ŎƻƳǇƻǎŀƴǘŜǎ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŀ ƻōǎŜǊǾŞ ǳƴŜ ŘƛƳƛƴǳǘƛƻƴ ŘŜ 

ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ 9ǎǘн-Tlc1 tard dans le cycle cellulaire, en phase G2/M (Tucey & Lundblad 2014). De 

ǇƭǳǎΣ ƛƭ ǎŜƳōƭŜ ǉǳŜ ƭΩŀǎǎƻŎƛŀǘƛƻƴ ŘŜ 9ǎǘо ŀǳ ŎƻƳǇƭŜȄŜ ǇǊŞŎŝŘŜ ŘŜ ǇŜǳ ƭŀ ǇŜǊǘŜ Ře Est2. Néanmoins, 

il est important de rappeler que Est3 est une protéine essentielle au maintien des télomères : ce 

ƴΩŜǎǘ ŘƻƴŎ Ǉŀǎ ǳƴƛǉǳŜƳŜƴǘ ǳƴ ǊŞƎǳƭŀǘŜǳǊ ƴŞƎŀǘƛŦ (Lendvay et al. 1996). En effet, une mutation dans 

9ǎǘм ǇǊƻǾƻǉǳŀƴǘ ŘŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ŎƻǳǊǘǎ Ŝǘ ǳƴŜ ǇŜǊǘŜ ŘΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŀǾŜŎ 9ǎǘо ǇŜǳǘ şǘǊŜ ŎƻƳǇŜƴǎŞŜ 

par une mutation précise dans Est3 qui inverse ces phénotypes (Tucey & Lundblad 2014). Il a aussi 
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été montré que Est2, mais pas Est1, était en complexe avec Ku en phase G1 (Williams et al. 2014). 

Dans ce cas précis, ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘΩ9ǎǘм Şǘŀƛǘ ŀǘǘŜƴŘǳŜ ŎŀǊ ƭŀ ǇǊƻǘŞƛƴŜ Ŝǎǘ ŘŞƎǊŀŘŞŜ Ŝƴ ǇƘŀǎŜ Dм 

(Osterhage et al. 2006 ; voir plus haut). Tout ceci suggère que la composition de la télomérase est 

régulée dans le cycle cellulaire. De plus, des cassures double-brins mimant des télomères ne 

peuvent pas être allongées par la télomérase en phase G1, ōƛŜƴ ǉǳŜ ƭŀ ǉǳΩǳƴŜ RNP fonctionnelle 

puisse être extraite de cellules arrêtées en G1  (Diede & Gottschling 1999). Dans le même sens, des 

expériences menées au laboratoire sur des cultures de levures arrêtées en phase G1 ont confirmé 

que les télomères de levure peuvent être rallongés in vivo en dehors de la phase SΣ ŎŜ ǉǳƛ ƴΩŜǎǘ 

observable que lorsque les gènes RIF1/2 sont supprimés (Gallardo et al. 2011). Ces résultats 

pointent donc vers un rôle de recrutement de Est1 et un rôle régulateur de Est3 pour restreindre 

ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ Ł ƭŀ ǇƘŀǎŜ {Φ  

Néanmoins, il Ŝǎǘ ƛƴǘŞǊŜǎǎŀƴǘ ŘŜ ƴƻǘŜǊ ǉǳŜ ƳŀƭƎǊŞ ƭŀ ŘȅƴŀƳƛǉǳŜ ǇƻǘŜƴǘƛŜƭƭŜ ŘŜ ƭΩŀǊǊŀƴƎŜƳŜƴǘ ŘŜǎ 

sous-unités sur le complexe au coǳǊǎ Řǳ ŎȅŎƭŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜΣ ƭŀ ǎǘǆŎƘƛƻƳŞǘǊƛŜ ƎƭƻōŀƭŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ 

semble stable dans un ensemble de cellules asynchrones, avec un ratio équivalent entre chaque 

protéine Est (Tucey & Lundblad 2013).  

Lƭ Ŝǎǘ ǇǊƻōŀōƭŜ ǉǳŜ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ƛƴǘŜǊƳŞŘƛŀƛǊŜǎ ǎŜ ƭƛŜƴǘ ǘŜƳǇƻǊŀƛǊŜƳŜƴǘ Ł ƭΩŜƴȊȅƳŜ ƻǳ ŀǳ ǇǊŞ-complexe, 

ƴƻǘŀƳƳŜƴǘ ŘŜǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ŘΩƛƳǇƻǊǘκŜȄǇƻǊǘΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ŘŜǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ŘŜ ǎǘŀōƛƭƛǎŀǘƛƻƴκŘŞƎǊŀŘŀǘƛƻƴ ŘŜ 

ƭΩ!wb Ŝǘ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎΦ Lƭ Ŝǎǘ ŀǳǎǎƛ ǇƻǎǎƛōƭŜ ǉǳŜ certaines modifications post-traductionnelles des 

sous-unités participent à la régulation générale de la télomérase et de son action temporellement 

définie. Par exemple, Est1 semble şǘǊŜ ƭŀ ŎƛōƭŜ ŘŜ ƭΩubiquitine-ligase Ufd4, ce qui entraîne sa 

dégradation subséquente par le protéasome (Lin et al. 2015)Φ ;ǘƻƴƴŀƳƳŜƴǘΣ ƭŀ ǎǳǇǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ƭΩǳƴ 

ŘŜǎ ŀŎǘŜǳǊǎ ŘŜ ƭΩŀŘǊŜǎǎŀƎŜ ŘŜ Est1 vers sa dégradation entraîne un raccourcissement des télomères, 

malgré une augmentatioƴ ŘŜ ƭŀ ǉǳŀƴǘƛǘŞ ŘΩ9ǎǘм (Lin et al. 2015)Φ [Ŝ ƭƛŜƴ ŜƴǘǊŜ ƭΩǳōƛǉǳƛǘƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ 

ǇǊƻǘŞƛƴŜ Ŝǘ ƭŜ ƳŀƛƴǘƛŜƴ ŘŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ƴΩŜǎǘ ŘƻƴŎ Ǉŀǎ ŜƴŎƻǊŜ ŎƭŀƛǊΦ [ŀ ǎŜǳƭŜ ŀǳǘǊŜ ƳƻŘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ 

ŎƻƴƴǳŜ ŘΩǳƴ ƳŜƳōǊŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞrase est la SUMOylation de yKu par Siz2p, qui participe à limiter 

ƭΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜ (Ferreira et al. 2011)Φ Lƭ ƴΩŜǎǘ ŎŜǇŜƴŘŀƴǘ Ǉŀǎ ŜƴŎƻǊŜ ŎƭŀƛǊ ǎƛ ŎŜǘǘŜ 

modification joue un rôle sur le complexe directement, ou plutôt sur la propriété de masquage et 

ŘΩŀƴŎǊŀƎŜ Ł ƭΩŜƴǾŜƭƻǇǇŜ ƴǳŎƭŞŀƛǊŜ ŘŜǎ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ (Ferreira et al. 2011). Ces modifications 

ǇƻǘŜƴǘƛŜƭƭŜǎ ǎƻƴǘ ƭŜǎ ǎŜǳƭŜǎ ƛŘŜƴǘƛŦƛŞŜǎ Ł ŎŜ ƧƻǳǊΣ Ƴŀƛǎ ƛƭ Ŝǎǘ ǇǊƻōŀōƭŜ ǉǳŜ ƭŀ ǊŞƎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ 

ait lieu dΩǳƴŜ ǘŜƭƭŜ ƳŀƴƛŝǊŜΦ 



 

 

27 

27 

Études en temps réel et mise en évidence des mécanismes de recrutement 

Les expériences de FISH et autres IF qui ont permis de découvrir les phénomènes de localisation 

ŘƛŦŦŞǊŜƴǘƛŜƭƭŜ ŘŜ ¢ƭŎм Ŝǘ ŎŜǊǘŀƛƴǎ ŞǾŝƴŜƳŜƴǘǎ ŀǎǎƻŎƛŞǎ όƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ coiffe au nucléole, notamment), 

comportent une période de fixation des cellules qui peut être plus ou moins longue dépendamment 

ŘŜ ƭΩŀƎŜƴǘ ŦƛȄŀǘƛŦΦ Ceci ne permet donc pas de distinguer précisément les évènements temporaires 

qui ont lieu successivement pour former une télomérase complète et active. Afin de raffiner le 

modèle de la biogenèse de la télomérase, il a donc fallu se tourner vers des expériences menées en 

temps réel, et donc in vivo. Au cours des quinze dernières années, le développement des outils 

informatiques et de la microscopie confocale ont permis de suivre la localisation des ARN in vivo en 

temps réel.  

/Ŝƭŀ ŀ ƴƻǘŀƳƳŜƴǘ ŞǘŞ ǇƻǎǎƛōƭŜ ƎǊŃŎŜ Ł ƭΩƛƴǾŜƴǘƛƻƴ Řǳ système MS2-GFP, qui permet de suivre la 

ƭƻŎŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘΩ!wb Řŀƴǎ ƭŀ ŎŜƭƭǳƭŜ ƎǊŃŎŜ Ł ƭΩŀƧƻǳǘ ŘΩǳƴe étiquette (tag) MS2 dérivée du gène de la 

réplicase du phage MS2 (Bertrand, Chartrand, et al. 1998)Φ /Ŝ ǘŀƎ ǇǊŜƴŘ ƭŀ ŦƻǊƳŜ ŘΩǳƴŜ ǊŞǇŞǘƛǘƛƻƴ 

de tige-boucles ARN, qui ont une énergie libre relativement basse, donc se forment sans 

intermédiaire structural et sont très stables in vivo (Gralla et al. 1974; Steitz 1974). Ces tige-boucles 

ARN sont reconnues de manière spécifique de la structure et de quelques nucléotides particuliers 

avec une très haute affinité par la protéine de capside du phage MS2 (Carey et al. 1983; Talbot et 

al. 1990; Valegârd et al. 1997). Le système MS2-GFP se base sur la fusion de ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ /-terminale 

de la protéine de capside du bactériophage MS2 avec la GFP. Ce système nécessite que la protéine 

de capside du phage MS2 soit mutée de manière à ne pas former la capside (Bertrand, Chartrand, 

et al. 1998). Les protéines MS2-GFP exprimées lient donc les tige-boucles ARN MS2 via leur partie 

MS2, et donnent un signal fluorescent par leur partie GFP. La répétition des tige-boucles provoque 

ƭΩŀŎŎǳƳǳƭŀǘƛƻƴ de plusieurs protéines GFP à ƭΩŜƳǇƭŀŎŜƳŜƴǘ Řǳ ǘŀƎ ǎǳǊ ƭΩ!wbΣ Ŝǘ ŘƻƴŎ ǇŜǊƳŜǘ 

dΩƛŘŜƴǘƛŦƛŜǊ ƭŀ ƭƻŎŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ǇǊŞŎƛǎŜ ŘŜ ƭΩ!wb Řŀƴǎ ƭŀ ŎŜƭƭǳƭŜΦ  

Plusieurs récentes publications ont utilisé avec succès ce système pour suivre des molécules de Tlc1 

taguées avec une séquence MS2 (Tlc1-MS2) (Gallardo et al. 2011; Cusanelli et al. 2013). En effet, il 

a été possible de caractériser que le mode de déplacement de Tlc1-MS2 est diffusif et non dirigé, 

comme ƻƴ ǇƻǳǊǊŀƛǘ ƭΩŀǘǘŜƴŘǊŜ ŘΩǳƴŜ ŜƴȊȅƳŜ libre (Gallardo et al. 2011). En particulier, la mesure 

du déplacement moyen carré (Mean Square DisplacementΣ ƻǳ a{5ύΣ ǉǳƛ Ŝǎǘ ƭΩǳƴƛǘŞ ǳǘƛƭƛǎŞŜ ǇƻǳǊ 

ƳŜǎǳǊŜǊ ƭŀ ŘƛŦŦǳǎƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ƳƻƭŞŎǳƭŜ Řŀƴǎ ǳƴ ŜǎǇŀŎŜΣ ŀ ǇŜǊƳƛǎ ŘŜ ƳƻƴǘǊŜǊ ǉǳΩƛƭ ŜȄƛǎǘŜ ŘŜǳȄ 

populations de Tlc1-MS2 (Shav-Tal et al. 2004; Gallardo et al. 2011). [ΩǳƴŜΣ ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŀƴǘ ƭŀ ƎǊŀƴŘŜ 

majorité des ARN dans toutes les phases du cycle cellulaire, est très diffusive, ainsi ǉǳΩƻƴ ƭΩŀǘǘŜƴŘ 
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ŘΩun complexe libre dans le noyau (Gallardo et al. 2011; Spille et al. 2015; Oeffinger & Zenklusen 

2012)Φ [ΩŀǳǘǊŜ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƴΩŀǇǇŀǊŀƛǘ ǉǳΩŜƴ Ŧƛƴ ŘŜ ǇƘŀǎŜ {Σ ǉǳƛ Ŝǎǘ ŀǳǎǎƛ ƭŀ ǇƘŀǎŜ ŘΩŀŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ 

télomérase, et montre une faible diffusionΣ ǎŜƳōƭŀōƭŜ Ł ŎŜƭƭŜ ŘΩǳƴ ǘŞƭƻƳŝǊŜ ǎŜǳƭ (Gallardo et al. 

2011). Le signal de GFP de cette population lente est très fort, suggérant que plusieurs Tlc1-MS2 

sont localisés au même endroit (Gallardo et al. 2011). Ces agrégats à diffusion lente ont donc été 

nommés « T-Recs » (pour Telomerase Recruitment Clusters) (Gallardo et al. 2011). De plus, ces T-

Recs colocalisent avec le signal de la protéine télomérique Rap1 (Gallardo et al. 2011). Il est donc 

fort probable que la population de Tlc1-MS2 à faible diffusion représente une population de 

télomérases stabilisées aux télomères, et la période du cycle cellulaire pendant laquelle ce 

phénomène se produit laisse supposer que ce sont des télomérases en action (discuté plus haut). 

De plus, la suppression de TEL1 réduit le nombre de T-Recs visible par cellule, ce qui confirme à la 

fois le rôle de la kinase dans le recrutement de la télomérase et le fait que les T-Recs sont des 

évènements de recrutement de la télomérase au télomère (Goudsouzian et al. 2006; Gallardo et al. 

2011). /ŜǘǘŜ ǎǳǇǇƻǎƛǘƛƻƴ Ŝǎǘ ŀǇǇǳȅŞŜ ǇŀǊ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘΩune souche de levures portant la mutation 

thermosensible (Ts) yku70-30 dont le complexe yKu est inactif uniquement lorsque les cultures 

poussent à température élevée (Gravel & Wellinger 2002). Ces mutants sont alors incapables de 

maintenir leurs télomères, qui raccourcissent en quelques générations. Lorsque cette souche est 

replacée à température permissive, les cellules peuvent de nouveau (et doivent) maintenir leurs 

télomères. Dans cette situation précise, il a été observé une augmentation du nombre de T-Recs 

par cellule, signifiant que la taille des télomères influence la quantité de T-Recs, et donc que ces 

agrégats sont bien représentatifs de ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ (Gallardo et al. 2011). 

Élongation des télomères Ŝǘ ǎǘǆŎƘƛƻƳŞǘǊƛŜ 

Un chaud débat animant le domaine concerne celui de la ǎǘǆŎƘƛƻƳŞǘǊƛŜ du complexe. En effet, il a 

été publié en 1997 que la télomérase de levure pouvait contenir deux sous-unités Tlc1 différentes 

(Prescott & Blackburn 1997b). Cette publication basée sur des purifications de télomérase à partir 

ŘΩextraits cellulaire a été suivie de résultats similaires dans la télomérase humaine, ce qui a assis le 

ƳƻŘŝƭŜ ŘΩǳƴŜ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ζ dimérique » (Wenz et al. 2001; Sauerwald et al. 2013). Cependant, peu 

de résultats ont pu confirmer cette observation initiale chez Saccharomyces cerevisiae (Gipson et 

al. 2007)Φ " ƭΩƛƴǾŜǊǎŜΣ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǇǳōƭƛŎŀǘƛƻƴǎ ƭΩƻƴǘ ƛƴŦƛǊƳŞΣ Ŝƴ ǎŜ ōŀǎŀƴǘ ǎǳǊ ŘŜǎ Lt ƻǳ ŘŜǎ ŀƴŀƭȅǎŜǎ ŘŜ 

ǇǊƻŘǳƛǘǎ ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴǎ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŀǳȄ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ (Livengood et al. 2002; Seto et al. 2002; 
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Chang et al. 2007). Ces techniques ayant toutes leurs qualités et leurs défauts, le débat sur la façon 

dƻƴǘ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ǎŜ ŎƻƳǇƻǊǘŜ Ŝǘ ŀƎƛǘ ŀǳȄ ǘŞƭƻƳŝǊŜǎ ƴΩŀvait jamais été réellement réglé. 

Notamment, deux possibilités de dimérisation étaient envisagées Υ мύ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ǎΩŀǎǎŜƳōƭŜ Ŝƴ 

dimère dès son assemblage fonctionnel ce qui signifie que la majorité des complexes présents dans 

la cellule à un moment donné sont sous forme dimériqueΣ ƻǳ нύ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ƴŜ ŘƛƳŞǊƛǎŜ ǉǳΩŀǳ 

ƭƛŜǳ ŘΩŀŎǘƛǾƛǘŞΣ Ł ǎŀǾƻƛǊ ƭŜ ǘŞƭƻƳŝǊŜ (Prescott & Blackburn 1997b; Wenz et al. 2001). Cette deuxième 

ǇƻǎǎƛōƛƭƛǘŞ Şǘŀƛǘ ŘΩŀǳǘŀƴǘ Ǉƭǳǎ ŜƴǾƛǎŀƎŜŀōƭŜ ǉǳŜ ƭŜǎ ǊŞǎǳƭǘŀǘǎ ŘŜ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛŜ Ŝƴ ǘŜƳǇǎ ǊŞŜƭ ŎƘŜȊ ƭŀ 

levure qui ont pu montrer la présence de T-Recs suggéraient aussi que plusieurs complexes 

ǎΩŀƎǊŝƎŜƴǘ pour agir (Gallardo et al. 2011).  

Une fois au télomère, deux mécanismes principaux ont été devisés (figure 7ύΦ [Ωǳƴ ǊŜǇƻǎŜ ǎǳǊ ǳƴŜ 

élongation « en parallèle » de deux extrémités par deux sous-ŎƻƳǇƭŜȄŜǎΣ ŀƭƻǊǎ ǉǳŜ ƭΩŀǳǘǊŜ ǊŜǇƻǎŜ 

sur une élongation par deux sous-complexes « marchant η Ł ǘƻǳǊ ŘŜ ǊƾƭŜ ǎǳǊ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŀǳ ŦǳǊ Ŝǘ Ł 

ƳŜǎǳǊŜ ŘŜ ƭΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ όŦƛƎǳǊŜ 7). 

Figure 7 Υ aŞŎŀƴƛǎƳŜǎ ǇƻǘŜƴǘƛŜƭǎ ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜ ǇŀǊ ǳƴ ŎƻƳǇƭŜȄŜ ŘƛƳŞǊƛǉǳŜ 
A. Cas du dimère permettant une élongation en parallèle. Les deux sous-ŎƻƳǇƭŜȄŜǎ ǎΩŀǎǎƻŎƛŜƴǘ ŎƘŀŎǳƴ 
ŀǾŜŎ ǳƴŜ ŜȄǘǊŞƳƛǘŞ оΩ Ře différents télomères, par exemple des chromatides-ǎǆǳǊǎΦ [ΩŀƧƻǳǘ de nucléotides 
a lieu, dans une réaction impliquant les deux sous-complexes. La translocation éventuelle peut ensuite 
ŀǾƻƛǊ ƭƛŜǳ όŦƭŝŎƘŜ ƎǊƛǎŜύ Ŝǘ ƭΩŞǘŀǇŜ ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ǊŜŎƻƳƳŜƴŎŜ ŀƭƻǊǎΣ ǎƛ ƭΩŜƴȊȅƳŜ Ŝǎǘ ǇǊƻŎŜǎǎƛǾŜ ŎƻƳƳŜ ŎƘŜȊ 
ƭΩƘǳƳŀƛƴ Ŝǘ ƭŜǎ ŎƛƭƛŞǎΦ 9ƴ Ŧƛƴ ŘŜ ǊŞŀŎǘƛƻƴΣ ƭŜǎ ŘŜǳȄ ǎƻǳǎ-complexes débarquent ensemble des extrémités. Ce 
ƳƻŘŜ ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ƴΩŜƴǘǊŀƛƴŜ Ǉŀǎ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜƳŜƴǘ ƭΩŀƧƻǳǘ ǇǊƻŎŜǎǎƛŦ ŘŜ ǊŞǇŞǘƛǘƛƻƴǎ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜǎΦ 
Cependant, il requière la présence de deux sous-complexes ET de deux chromatides à une distane 
ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ ƭΩŀǇǇŀǊƛŜƳŜƴǘΣ ŎŜ ǉǳƛ Ŝǎǘ ŘƻƴŎ Ƴƻƛƴǎ ŜŦŦƛŎŀŎŜ ǉǳŜ ŘŜǎ ŎƻƳǇƭŜȄŜǎ ƛƴŘƛǾƛŘǳŜƭǎ ŀƭƭƻƴƎŜŀƴǘ ŘŜǎ 
extrémités simples. 
B. /ŀǎ ŘŜ ƭΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ζ à tour de main ηΦ [Ω!wb ŘΩǳƴ ǎŜǳƭ ǎƻus-ŎƻƳǇƭŜȄŜ όŎƭŀƛǊύ ǎΩŀǇǇŀǊƛŜ ŀǾŜŎ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ 
Ł ǊŀƭƭƻƴƎŜǊΦ [ƻǊǎ ŘŜ ƭΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴΣ ƛƭ est envisageable que le second sous-complexe (foncé) joue un rôle de 
positionnement, ou encore catalytique. Une translocation est alors possible, où le premier sous-complexe 
ŘƻƴƴŜ ƭΩŜȄǘǊŞƳƛǘŞ ŀǳ ǎŜŎƻƴŘΦ [Ŝǎ ǊƾƭŜǎ ǎƻƴǘ ŀƭƻǊǎ ŞŎƘŀƴƎŞǎ ǇƻǳǊ ƭΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ǎǳƛǾŀƴǘŜΣ Ŝǘ ŀƛƴǎƛ ŘŜ ǎǳƛǘŜ 
ƧǳǎǉǳΩŀǳ ŘŞŎǊƻŎƘŀƎŜ ŦƛƴŀƭΦ /ŜǘǘŜ Ǌƻǘŀǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ ǎƻǳǎ-unités est modélisée par la flèche grise. Ce mode 
ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ƭŀƛǎǎŜǊŀƛǘ ŀǇǇŀǊŀƛǘǊŜ ǳƴŜ ŀƭǘŜǊƴŀƴŎŜ ŘŜ ǊŞǇŞǘƛǘƛƻƴǎ ŀƧƻǳǘŞŜǎ ǇŀǊ ƭΩǳƴ Ŝǘ ƭΩŀǳǘǊŜ ŘŜǎ ǎƻǳǎ-
complexes. 
Adapté de (Wenz et al. 2001) 
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Cependant, une étude de la processivité de la télomérase a remis en question cette hypothèse de 

dimérisation (Chang et al. 2007). En effet, il a été observé que dans des cellules qui expriment deux 

ŦƻǊƳŜǎ ŘŜ ¢ƭŎм Řƻƴǘ ƭΩǳƴŜ ǇƻǎǎŝŘŜ ǳƴŜ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ƳŀǘǊƛŎŜ ƳǳǘŀƴǘŜΣ ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ǊŞǇŞǘƛǘƛƻƴǎ 

ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜ ƴŜ ǎǳƛǘ Ǉŀǎ ƭŜ ǇŀǘǊƻƴ ǊŞƎǳƭƛŜǊ ŀǘǘŜƴŘǳ Řŀƴǎ ƭŜ Ŏŀǎ ŘΩǳƴŜ Ŝnzyme comportant deux 

séquences matrices (et donc deux Tlc1).  

 

CƛƴŀƭŜƳŜƴǘΣ ƭŀ ŘƛƳŞǊƛǎŀǘƛƻƴ ǇƻǘŜƴǘƛŜƭƭŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŘŜ ƭŜǾǳǊŜ ƴΩŞǘŀƛǘ ǘƻǳƧƻǳǊǎ Ǉŀǎ ǊŞƎƭŞŜ ǉǳŀƴŘ 

ƧΩŀƛ ŎƻƳƳŜƴŎŞ Ƴƻƴ ŘƻŎǘƻǊŀǘΦ /ΩŜǎǘ ƭŀ Ǌŀƛǎƻƴ ǇƻǳǊ ƭŀǉǳŜƭƭŜ ƧŜ ƳŜ ǎǳƛǎ ǇŜƴŎƘŞ ǎǳǊ ŎŜǘ ŀǎǇŜŎǘ de la 

ōƛƻƭƻƎƛŜ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ŀǳ ŎƻǳǊǎ ŘŜ Ƴƻƴ ŘƻŎǘƻǊŀǘΦ 

LE TRAFIC NUCLÉO-CYTOPLASMIQUE DES ARN 

/Ŝ ǉǳΩƻƴ ŎƻƴǎƛŘŝǊŜǊŀ ƛŎƛ ǘǊŝǎ ƎŞƴŞǊŀƭŜƳŜƴǘ ŎƻƳƳŜ ƭŜ ζ trafic nucléo-cytoplasmique » comprend 

plusieurs aspects de la biologie des ARN. Dès la transcription, les ARN sont reconnus par de 

ƴƻƳōǊŜǳȄ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ǇŀǊǘƛŎƛǇŀƴǘ Ł ƭŀ ǎǘŀōƛƭƛǎŀǘƛƻƴΣ Ł ƭŀ ƳŀǘǳǊŀǘƛƻƴΣ Ł ƭΩŜȄǇƻǊǘΣ ƻǳ ŜƴŎƻǊŜ ŀǳ ŎƻƴǘǊƾƭŜ-

ǉǳŀƭƛǘŞ ŘŜ ƭΩ!wbΦ Ceci dépend par exemple de facteurs co-transcriptionnels, des séquences 

génétiques présentes autour du gène, des structures ou des modifications post-transcriptionnelles 

ŘŜ ƭΩ!wbΣ ou encore ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ŘŞƧŁ ǇǊŞǎŜƴǘŜǎ ǎǳǊ ƭΩ!wb (Mitchell & Parker 2014; Oeffinger & 

Montpetit 2015; Köhler & Hurt 2007). Ces facteurs provoquent alorǎ ƭΩŀŘǊŜǎǎŀƎŜ ŘŜ ƭΩ!wb ǾŜǊǎ ǳƴ 

compartiment nucléaire ou cytoplasmique où il pourra être traduit, dégradé, ou bien séquestré. Il 

Ŝǎǘ Ł ƴƻǘŜǊ ǉǳŜ ƭΩadressage ne sous-entend pas que le mouvement des ARN est dirigé directement 

et en ligne droite vers son compartiment final. En fait les ARNm se déplacent plutôt selon un 

mouvement Brownien (revu dans Oeffinger & Zenklusen 2012). En effet, les ARN semblent soumis 

à ce ƳƻǳǾŜƳŜƴǘ ŀƭŞŀǘƻƛǊŜΣ Ŝǘ ƭŜǳǊ ǇŀǎǎŀƎŜ Ł ǇǊƻȄƛƳƛǘŞ ŘΩǳƴ ŎƻƳǇƭŜȄŜ ŜƴǘǊŀƞƴŜǊŀ ǳƴŜ ƭƛŀƛǎƻƴ 

bipartite (docking, ou appontement) ǎƛ ƭŜǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ǊŜǉǳƛǎ ǎƻƴǘ ƭƛŞǎ Ł ƭΨ!wb (Siebrasse et al. 2012; 

Grünwald & Singer 2010; Bensidoun et al. 2016). Une fois arrivé au compartiment ŎƛōƭŞΣ ƭΩ!wb 

interagit parfois avec de nouveaux facteurs qui peuvent eux encore provoquer un déplacement de 

ƭΩ!wb ǾŜǊǎ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǎǘǊǳŎǘǳǊŜǎ ŘŜ ƭŀ ŎŜƭƭǳƭŜ, pour une autre étape de son cycle fonctionnel. Loc1p, 

ǳƴŜ ǇǊƻǘŞƛƴŜ ƭƛŀƴǘ ŘƛǊŜŎǘŜƳŜƴǘ ƭΩ!wb (RNA Binding Protein, ou RBP) est un exemple de protéine 

ŘΩŀŘǊŜǎǎŀƎŜ ƛƴŘƛǊŜŎǘΣ ŎŀǊ ŜƭƭŜ est uniquement nucléaire, mais nécessaire au bon adressage de 

ƭΩ!wbƳ !ǎƘм au lieu de croissance du bourgeon cellulaire, proche de la membrane plasmique (Long 

et al. 2001). Ces mécanismes sont conservés dans le domaine eucaryote, mais les parallèles ne 

seront pas discutés ici (revu dans Cody et al. 2013). 
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Il est donc clair que de très nombreux facteurs entrent en jeu dans tous les processus impliqués 

dans la circulation nucléo-cytoplasmique (figure 8). 5ŀƴǎ ǳƴ ōǳǘ ŘŜ ŎƭŀǊǘŞΣ ƧŜ ƴŜ ƳΩŀǘǘŀǊŘŜǊŀƛ ǉǳŜ 

sur les acteurs du trafic connus pour avoir un lien, direct ou indirect, avec Tlc1. La télomérase 

ƘǳƳŀƛƴŜ ƴΩŀ Ǉŀǎ ŘŜ ǇŀǎǎŀƎŜ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳƛǉǳŜ ǊŜŎƻƴƴǳ (Egan & Collins 2012; Schmidt & Cech 2015) : 

on ne discutera donc que de la levure dans cette section. 

[ΩŜȄǇƻǊǘ et CRM1 

La plupart des ARN sont liés co-transcriptionnellement par de nombreux facteurs (Köhler & Hurt 

2007). tŀǊƳƛ ŎŜǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎΣ ŎŜǊǘŀƛƴǎ ǇǊƻƳŜǳǾŜƴǘ ƭΩŜȄǇƻǊǘ ŘŜǎ !wb, et sont donc appelés exportines. 

Ces dernières ne se lient pas toutes directement aux ARNsn, aux ARNm, et aux ARNr, mais peuvent 

être recrutées par des protéines adaptatrices qui sont elles-mêmes liées Ł ƭΩ!wb ƻǳ Ł ƭŀ ǇƻƭȅƳŞǊŀǎŜ 

(Okamura et al. 2015; Köhler & Hurt 2007). Les ARNt et miARN sont, eux, liés directement par leur 

karyophérines spécifiques (Köhler & Hurt 2007). ¢ƭŎм ǇƻǎǎŞŘŀƴǘ ŘŜǎ ŎŀǊŀŎǘŞǊƛǎǘƛǉǳŜǎ ŘΩ!wbǎƴΣ ƻƴ 

se penchera ici sur les phénomènes ŘΩŜȄǇƻǊǘ ǘƻǳŎƘŀƴǘ Ǉƭǳǘƾǘ ŎŜǘǘŜ ŎŀǘŞƎƻǊƛŜ ŘΩ!wb (figure 8). 

Dans le royaume eucaryote, ŘŜǳȄ ǾƻƛŜǎ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜǎ ŘΩŜȄǇƻǊǘ ŘŜǎ !wb existentΣ ƭΩǳƴŜ dépendant de 

ƭΩŜȄǇƻǊǘƛƴŜ /ǊƳмp (aussi appelée Xpo1p) et couplée aux Ran-GTPases, ƭΩŀǳǘǊŜ ǊŜǇƻǎant sur la 

reconnaissance ŘŜ ƭΩ!wb par le complexe TREX et le recrutement subséquent de Mex67p et Mtr2p. 

Crm1p ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ǳƴŜ RBP. Elle reconnait la ǎŞǉǳŜƴŎŜ ŘΩŀŎƛŘŜ ŀƳƛƴŞǎ ǊƛŎƘŜ Ŝƴ [ŜǳŎƛƴŜ Ŝǘ Ŝƴ DƭȅŎƛƴŜ 

ǉǳƛ ǎŜǊǘ ŘŜ {ƛƎƴŀƭ ŘΩ9ȄǇƻǊǘ bǳŎƭŞŀƛǊŜ όNuclear Export Signal, ou NES) ŘΩǳƴŜ ǇǊƻǘŞƛƴŜ ŀŘŀǇǘŀǘǊƛŎŜ ƭƛŞe 

à ƭΩ!wbΣ et transporte la cargaison associéeΣ ǎƻƛǘ ƭΩ!wbΣ au complexe de pore nucléaire (Nuclear Pore 

Complex, ou NPC) (Köhler & Hurt 2007; Verheggen & Bertrand 2012). Une fois liée à la RNP, Crm1p 

va recruter une Ran-GTP, ce qui va ǇŜǊƳŜǘǘǊŜ ƭΩŜȄǇƻǊǘ ŘŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ Řǳ ŎƻƳǇƭŜȄŜ ƭƻǊǎǉǳΩƛƭ ǎŜ ǘǊƻǳǾŜ 

proche ŘΩǳƴ bt/ (Oeffinger & Zenklusen 2012).  

/ƘŜȊ ƭŜǎ ƳŀƳƳƛŦŝǊŜǎΣ ƭΩŜȄǇƻǊǘ ŘŜǎ !wbǎƴ ŀǳ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳŜ Ŝǎǘ assez bien connu. Après la liaison de la 

protéine PHAX et des protéines de liaison de la coiffe (Cap Binding Proteins, ou CBP) sur ƭΩ!wbΣ /ǊƳм 

Ŝǎǘ ǊŜŎǊǳǘŞŜ Ŝǘ ǇŜǊƳŜǘ ƭΩŜȄǇƻǊǘ (Köhler & Hurt 2007). De plus, il semble que Crm1 puisse aussi diriger 

une migration intra-nucléaire des snoRNP entre les corps de Cajal (Cajal Bodies, ou CB) et le 

nucléole, et requière ƭΩŀƧƻǳǘ préalable de la coiffe TMG au CB (Verheggen & Bertrand 2012). 

Chez la levure en revanche, le rôle de Crm1p est principalement caractérisé pour les ARNr (figure 8). 

5ŀƴǎ ŎŜ ŎŀǎΣ ƭΩŜȄǇƻǊǘƛƴŜ ǎŜ ƭƛŜ Ǉƭǳǘƾǘ ǘŀǊŘƛǾŜƳŜƴǘ Ŝǘ ƴŞŎŜǎǎƛǘŜ ƭŀ ǇǊƻǘŞƛƴŜ bƳŘоΣ ǉǳƛ participe au 

contrôle-qualité des ARNr (Köhler & Hurt 2007; Okamura et al. 2015). La voie de recrutement de 

Crm1 aux ARNsn est bien moins caractérisée chez la levure que chez les mammifères, notamment 
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parce que la machinerie de maturation se situe au noyau et quΩƛƭ ƴΩŀ Ǉŀǎ ŞǘŞ ŘŞŎƻǳǾŜǊǘ 

ŘΩƘƻƳƻƭƻƎǳŜǎ ŘŜǎ ŀŎǘŜǳǊǎ ƳŞǘŀȊƻŀƛǊŜǎ Řǳ ǊŞƛƳǇƻǊǘ ŘŜǎ !wbǎƴ (Hopper 2006). Il existe cependant 

des homologues des CBP, nommées CBC2 et STO1 chez la levure (Köhler & Hurt 2007). 

Ainsi que de nombreux ARNnc, Tlc1 est exporté par la voie dépendante de CRM1 (Gallardo et al. 

2008; Wu et al. 2014). 9ƴ ŜŦŦŜǘΣ ƭΩƛƴŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ /ǊƳмp par la leptomycine B (LMB) entraîne 

ƭΩaccumulation nucléaire rapide de Tlc1 (Gallardo et al. 2008). De plus, même dans une souche 

mutante pour yKu, qui montre habituellement une accumulation cytoplasmique de Tlc1, 

Figure 8 Υ ƭŜǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ǾƻƛŜǎ ŘΩŜȄǇƻǊǘ ŘŜǎ !wbǎƴΣ !wbƳΣ Ŝǘ !wbǊ eucaryotes  
ARNsn (vert) Υ ƭΩŜȄǇƻǊǘ ǊŜǉǳƛŜǊǘ ƭŀ ƭƛŀƛǎƻƴ ŘŜǎ /.t Ŝǘ ŘŜ tI!·Φ /ǊƳмǇ ƭƛŜ ƭŀ ŦƻǊƳŜ ǇƘƻǎǇƘƻǊylée de PHAX. 
La liaison de Crm1p avec une RanGTP va entraîner son export selon le gradient de GTP entre le noyau et le 
ŎȅǘƻǇƭŀǎƳŜΦ [ŀ ƭƛōŞǊŀǘƛƻƴ ŘŜ /ǊƳмǇ ŀ ƭƛŜǳ ƭƻǊǎ ŘŜ ƭΩƘȅŘǊƻƭȅǎŜ Řǳ D¢t Ŝƴ D5t Ŝǘ ŘŜ ƭŀ ŘŞǇƘƻǎǇƘorylation de 
PHAX. La trimethylguanosylation et la liaison par les protéines Sm a lieu au cytoplasme chez les 
ƳŞǘŀȊƻŀƛǊŜǎΦ Lƭ Ŝǎǘ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘ ŘŜ ǊŀǇǇŜƭŜǊ ƛŎƛ ǉǳŜ tI!· ƴΩŀ Ǉŀǎ ŘΩƘƻƳƻƭƻƎǳŜ ŎƘŜȊ ƭŀ ƭŜǾǳǊŜΣ Ŝǘ ǉǳŜ ƭŜǎ !wbǎƴ 
ne sont pas connus pour être exportés. 
ARNm (rouge) : les ARNm sont liés cotranscriptionnellement par le complexe THO/TREX (THO/Sub2p/Yra1p 
chez S. cerevisiae) puis par les CBP. Yra1p est alors reconnu par les karyophérines Mex67/Mtr2, qui 
promeuvent le passage du NPC.  
ANRr (bleu) : les ARNr sont maturés au nucléole, et ce sont les sous-unités pré-40S et pré-60S qui sont 
exportées au cytoplasme. Ces particules pré-ribosomales peuvent être exportées selon deux voies 
principales :Crm1p /RanGTP(via la liaison antérieure de Nmd3p, qui contient la NES) ou Mex67/Mtr2 (qui 
peuvent lier la parǘƛŎǳƭŜ ŘƛǊŜŎǘŜƳŜƴǘύΦ Lƭ Ŝǎǘ ŀǳǎǎƛ ŜƴǾƛǎŀƎŜŀōƭŜ ǉǳŜ ƭŜǎ ŘŜǳȄ ǾƻƛŜǎ ǇŀǊǘƛŎƛǇŜƴǘ Ł ƭΩŜȄǇƻǊǘ 
ŘΩǳƴŜ ƳşƳŜ ǇŀǊǘƛŎǳƭŜΦ 
Adapté de (Köhler & Hurt 2007) 
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ƭΩƛƴŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ /ǊƳмǇ ǊŜǘƛŜƴǘ ¢ƭŎм ŀǳ ƴƻȅŀǳ sans que la quantité de Tlc1 portant la coiffe TMG ne 

change (Gallardo et al. 2008). Cela suggère que le rôle de yKu dans la localisation nucléaire nécessite 

ŘΩŀōƻǊŘ ƭΩŜȄǇƻǊǘ ŘŜ ƭΩ!wbΣ ŎŜ ǉǳƛ ŀ ƭƛŜǳ via Crm1ǇΣ Ŝǘ ǉǳŜ ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ ŎƻƛŦŦŜ ¢aD ŀ ƭƛŜǳ avant 

ƭΩŜȄǇƻǊǘ. De plus, dans des levures exprimant un variant de CRM1 sensible à la température (xpo1-1) 

il semble que la forme polyA+ (« immature ») ŘŜ ¢ƭŎм ǎΩŀŎŎǳƳǳƭŜ principalement lorsque les cellules 

sont incubées à une température restrictive, alors que des cellules dont la transcription est arrêtée 

voient normalement une accumulation de la forme mature de Tlc1 (Wu et al. 2014; Chapon et al. 

1997). Ceci suggère que Crm1p participe (directement ou non) à la terminaison de la transcription 

de Tlc1 aux sites Nab3/Nrd1. Une autre possibilité envisageable est que la forme mature est moins 

stable lorsque retenue au noyau, bien que portant la coiffe TMG. Il serait intéressant de savoir si la 

liaison des protéines Sm, qui participent normalement à la stabilité des ARNsn, a lieu ou non lors de 

ƭΩƛƴŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ /ǊƳмǇΦ 

Il est à noter que deux criblages de banques de suppression de gènes non-ŜǎǎŜƴǘƛŜƭǎ ǎΩŀŎŎƻǊŘŜƴǘ 

pour donner un phénotype de « légère élongation télomérique » aux mutants CBC2 ou STO1 

(Askree et al. 2004; Gatbonton et al. 2006). Cependant, étant donné la pléiotropie de ces gènes, il 

Ŝǎǘ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ŘƛŦŦƛŎƛƭŜ ŘŜ ŘŜǾƛǎŜǊ ǎǳǊ ƭŜ Ŧŀƛǘ ǉǳŜ ŎŜǎ ƎŝƴŜǎ ǇǊƻǾƻǉǳŜƴǘ ǳƴŜ ŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ǘŞƭƻƳŞǊƛǉǳŜΦ 

9ƴ ŜŦŦŜǘΣ ǎƛ ŎŜǎ ƎŝƴŜǎ ŀŦŦŜŎǘŀƛŜƴǘ ƭŀ ƳŀǘǳǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎмΣ ƛƭ ǎŜǊŀƛǘ ŀǘǘŜƴŘǳ ǉǳΩƛƭǎ ǇǊƻǾoquent un défaut 

de production de télomérase mature et fonctionnelle, entrainant un raccourcissement télomérique. 

Savoir si les CBP ƻƴǘ ǳƴ ǊƾƭŜ Řŀƴǎ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ de Tlc1 serait une première étape vers la 

compréhension des mécanismes de maturation de cet ARN. 

Pour résumer, ¢ƭŎм ǇƻǎǎŝŘŜ ŘŜǎ ǇǊƻǇǊƛŞǘŞǎ ŘΩ!wbǎƴ ǘƻǳǘ Ŝƴ ŀȅŀƴǘ ǳƴŜ ŞǘŀǇŜ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳƛǉǳŜΣ ŎŜ ǉǳƛ 

en fait une « étrangeté ARN » de la levureΣ Ł ƭŀ ŦǊƻƴǘƛŝǊŜ ŘŜ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ ǘȅǇŜǎ ŘΩ!wbΦ Si le rôle de 

Crm1p dans la localisation de Tlc1 semble clair, les étapes dirigées par Crm1p lors de la maturation 

de Tlc1 ne sont pas connues en détail. De plus, ƛƭ ƴΩŀ ŜƴŎƻǊŜ ƧŀƳŀƛǎ ŞǘŞ ƳƻƴǘǊŞ ŘΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ 

TLC1 et CBC2 ou STO1. Dévoiler le mode et la temporalité de liaison de Crm1p ǎǳǊ ¢ƭŎмΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ 

éventuelle liaison par les CBP, lèverait donc un voile important sur la compréhension des processus 

de maturation des ARNnc chez la levure.  

[ΩƛƳǇƻǊǘ 

¢Ǌŝǎ ǇŜǳ ŘΩ!wb ǎƻƴǘ ƛƳǇƻǊǘŞǎ ŀǳ ƴƻȅŀǳ Ŝƴ ǘŜƳǇǎ ƴƻǊƳŀƭ, notamment parce que cet import suggère 

que pour un ARN nucléaire, une étape de maturation essentielle a lieu au cytoplasme. Les seuls ARN 

connus pour être réimportés sont les ARNsn (chez les métazoaires uniquement) et les ARNt 
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(conservés ƧǳǎǉǳΩŀǳȄ ƳŀƳƳƛŦŝǊŜǎ). Le seul import vraiment bien caractérisé chez Saccharomyces 

cerevisiae est celui des ARNt. En effet, les ARNt sont normalement exportés pour être utilisés au 

ŎȅǘƻǇƭŀǎƳŜ ǇŀǊ ƭŀ ƳŀŎƘƛƴŜǊƛŜ ŘŜ ǘǊŀŘǳŎǘƛƻƴΣ Ƴŀƛǎ ƭΩŞǇƛǎǎŀƎŜ ŘŜǎ ƛƴǘǊƻƴǎ présents dans certains ARNt 

a lieu à la surface de la mitochondrie (Hopper 2013). Les pré-ARNt produits doivent encore être 

traités au noyau par la suite, ce qui requière alors un import nucléaire. Le second passage nucléaire 

servirait aussi de contrôle-qualité (Kramer & Hopper 2013). Les métazoaires possèdent ŘΩautres 

ǾƻƛŜǎ ŘΩimport spécifiques des ARNsn, mais ǉǳƛ ƴΩƻƴǘ Ǉŀǎ ŘΩƘƻƳƻƭƻƎǳŜ ŎƘŜȊ ƭŀ ƭŜǾǳǊŜ (Hopper 

2006). Notamment, la liaison des protéines Sm a lieu au cytoplasme chez les métazoaires. 

Les seules protéines connues pour provoquer une accumulation cytoplasmique de Tlc1 sont les 

karyophérines Mtr10 et Kap122 (Kadowaki et al. 1994; Titov & Blobel 1999). Le gène MTR10 a été 

identifié par un criblage des intermédiaires de la maintenance de plasmides linéaires, et son rôle 

Řŀƴǎ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ Ŝǘ ƭŀ ƭƻŎŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎм a été élucidé par la suite (Ferrezuelo et al. 2002; Gallardo 

et al. 2008). Le rôle de KAP122 sur la télomérase a été découvert par un criblage à bas débit pour 

les karyophérines impliquées dans la localisation de Tlc1, cependant son rôle ƴΩŀ Ǉŀǎ ŞǘŞ ƳƛŜǳȄ 

caractérisé (Gallardo et al. 2008). Lƭ Ŝǎǘ Ł ƴƻǘŜǊ ǉǳŜ ƭΩƛƳǇƻǊǘ ŘŜ ƭŀ ǇǊƻǘŞƛƴŜ 9ǎǘм ne nécessite pas ces 

protéines, et a lieu via ƭŀ ǾƻƛŜ ŎƭŀǎǎƛǉǳŜ ŘΩƛƳǇƻǊǘ grâce à sa séquence NLS (Hawkins & Friedman 

2014; Lange et al. 2006). 

MTR10 

MTR10 code pour une protéine de la famille des importines-ʲ Ŝǘ ǎƻƴ ǊƾƭŜ Řŀƴǎ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ TLC1 

ǎŜƳōƭŜ şǘǊŜ ŘŜ ŦŀŎƛƭƛǘŜǊ ƭŀ ƳŀǘǳǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩ!wb ǾŜǊǎ ǎŀ ŦƻǊƳŜ ǎǘŀōƭŜ Ǉƻƭȅ!-. Notamment, dans une 

souche mtr10ɲ, la quantité de Tlc1 est réduite, et la forme polyA+ devient prédominante dans ces 

souches (Ferrezuelo et al. 2002; Mozdy & Cech 2006). Ceci serait la cause du raccourcissement 

télomérique observé pour un mutant mtr10ɲ. De plus, par FISH sur des souches surexprimant Tlc1, 

il a été montré que la délétion du gène MTR10 ŜƳǇşŎƘŀƛǘ ƭΩŀŎŎǳƳǳƭŀǘƛƻƴ ƴǳŎƭŞŀƛǊŜ ŘŜ ƭΩ!wb 

(Gallardo et al. 2008). Ce phénomène pourrait expliquer la mauvaise maturation de Tlc1 dans le cas 

où celle-Ŏƛ ŀǳǊŀƛǘ ƭƛŜǳ ŀǳ ƴƻȅŀǳ ŀǇǊŝǎ ƭΩƛƳǇƻǊǘ ǊŞǘǊƻƎǊŀŘŜΦ Cette mauvaise maturation provoquerait 

ŀƭƻǊǎ ƭŀ ŘŞƎǊŀŘŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩ!wbΣ ŜȄǇƭƛǉǳŀƴǘ ƭa faible expression et le défaut de maintien des télomères. 

/ŜǇŜƴŘŀƴǘΣ ƭŀ ƭƛŀƛǎƻƴΣ ƭŜ ƳƻŘŜ ŘΩƛƳǇƻǊǘΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ƭŜ ǊƾƭŜ ŜȄŀŎǘ ŘŜ MTR10, dans la biogenèse de Tlc1 

ne sont pas connus ς il en est de même pour les ARNt. Comprendre ces phénomènes chez la levure 

bourgeonnante ǇƻǳǊ ¢ƭŎм ŀǳǊŀƛǘ ŘƻƴŎ ŘŜǎ ƛƳǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎ ǉǳƛ ǎΩŞǘŜƴŘǊŀƛŜƴǘ Ł ǘƻǳǎ ƭŜǎ ŘƻƳŀƛƴŜǎ 

concernés par le transport rétrograde. 
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KAP122 

KAP122 code pour une karyophérine dont la fonction est mal connue, mais dont ƭŜ ǊƾƭŜ Řŀƴǎ ƭΩƛƳǇƻǊǘ 

de facteurs de transcription a bien été montrée (Lau et al. 2000; Rout et al. 2000). Sa relation avec 

la télomérase vient du fait que sa suppression provoque une accumulation cytoplasmique de Tlc1, 

ŎŜ ǉǳƛ ǎǳƎƎŝǊŜ ǉǳŜ ƭΩƛƳǇƻǊǘ ǊŞǘǊƻƎǊŀŘŜ ŘŜ ƭΩ!wb ƴŞŎŜǎǎƛǘŜ ŀǳǘŀƴǘ KAP122 que MTR10 (Gallardo et 

al. 2008). Cependant, ƛƭ ƴΩŜȄƛǎǘŜ Ǉŀǎ ŘΩinteraction connue entre ces deux protéines. La suppression 

kap122ɲ ƴΩŀ Ǉŀǎ ŘΩŜŦŦŜǘ ǎǳǊ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ŦƻǊƳŜ ƳŀǘǳǊŜ ŘŜ ¢ƭŎм, bien que la taille des télomères 

ƴΩŀƛǘ Ǉŀǎ ŜƴŎƻǊŜ ŞǘŞ ƳƻƴǘǊŞŜ ǇƻǳǊ ŎŜ Ƴǳǘŀƴǘ (Coy et al. 2013). Il semble donc que si KAP122 est 

nécessaire à la localisation de Tlc1 au noyau, son rôle ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ŀǳ ƴƛǾŜŀǳ ŘŜ la maturation de Tlc1. 

hƴ ǇŜǳǘ ŘƻƴŎ ǎǳǇǇƻǎŜǊ ǉǳŜ ƭΩƛƳǇƻǊǘ ƳŞŘƛŞ ǇŀǊ YŀǇмнн Ŝǎǘ ŎŜƭǳƛ ŘŜ ŎƻƳǇƭŜȄŜǎ ŘŜ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŀŎǘƛŦǎΣ 

ce qui aurait donc un effet sur la maintenance des télomères. Cependant, la relation entre KAP122 

et la maintenance des télomères étant inconnue, le mystère du rôle de ce gène reste entier. 

LES OUTILS DE MICROSCOPIE 

Depuis la renaissance et les premières utilisŀǘƛƻƴǎ ŘΩŀǇǇŀǊŜƛƭǎ ƻǇǘƛǉǳŜǎ par Robert Hooke et Antonie 

Van Leeuwenhoek pour magnifier des objets et des microorganismes, les technologies 

ŘΩƻōǎŜrvation ont énormément évoluéΣ ǘŀƴǘ ŀǳ ƴƛǾŜŀǳ ŘŜǎ ǘŜŎƘƴƛǉǳŜǎ ŘΩƻǇǘƛǉǳŜ ǉǳŜ ŘŜǎ 

connaissances en physique et en chimie (Ockenga 2015). Quelques précisions sur mes outils de 

travail aideront à la compréhension des expériences. 

Afin de pouvoir distinguer les petites particules, des objectifs optiques constitués de jeux de 

plusieurs lentilles permettent ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ une magnification de plus de 100x. Afin de pouvoir 

ƻōǎŜǊǾŜǊ ƭŜǎ ŘŞǘŀƛƭǎ ŘŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ǾƻǳƭǳΣ ƛƭ Řƻƛǘ şǘǊŜ ǎǳŦŦƛǎŀƳƳŜƴǘ ƳƛƴŎŜ ǇƻǳǊ ƴŜ Ǉŀǎ ōƭƻǉǳŜǊ ƭŀ 

lumière. La levure bourgeonnante étant parmi les plus petites espèces eucaryotes avec les algues, 

ƛƭ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ ŘΩŜƴ ǇǊŞǇŀǊŜǊ ǳƴŜ ŎƻǳǇŜΣ Ŝǘ ƛƭ ǎǳŦŦƛǘ ŘΩŞǘŀƭŜǊ ǳƴŜ ƎƻǳǘǘŜ ŘŜ ƭƛǉǳƛŘŜ ǎǳǊ ǳƴŜ 

lame de microscope pour pouvoir observer les cellules (Rines et al. 2011). 

[Ŝǎ ƭƻƛǎ ŘŜ ƭΩƻǇǘƛǉǳŜ Ŝƴ ƧŜǳ Ŧƻƴǘ ǉǳΩŁ ŘŜ ǘŜƭƭŜǎ ƳŀƎƴƛŦƛŎŀǘƛƻƴǎΣ ƭŜ ŎƘŀƳǇ ƻōǎŜǊǾŞ ǎŜ ǘǊƻǳǾŜ Řŀƴǎ ǳƴ 

plan focal précis, et que la lumière provenant des autres plans focaux (ou « profondeurs ») 

provoque un bruit de fondΦ /ΩŜǎǘ ƭŜ ƳşƳŜ ǇǊƛƴŎƛǇŜ ǉǳŜ ƭƻǊǎǉǳΩƻƴ ǇǊŜƴŘ ǳƴŜ ǇƘƻǘƻƎǊŀǇƘƛŜ ŘΩǳƴ 

sujet proche, le paysage en arrière est flou (et vice versa), mais il faut y ajouter que comme les 

échantillons utilisés sont très petits, ils ne sont pas opaques. Dans la même idée de photographie, 

ŎΩŜǎǘ ŎƻƳƳe si notre sujet proche était translucide : on verrait le paysage (flou) à travers. Cette 
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lumière provenant des autres plans focaux provoque du bruit de fond, et il faut donc essayer de la 

limiter (voir plus bas). 

[ŀ ƭǳƳƛŝǊŜ ŎƻƭƭŜŎǘŞŜ ǇŀǊ ƭΩƻōƧŜŎǘƛŦ ǇŜǳǘ ǾŜƴƛǊ ŘŜ ƭΩŀǊǊƛŝǊŜ ŘŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ όƭǳƳƛŝǊŜ ǘǊŀƴǎƳƛǎŜύΣ ƻǳ 

ōƛŜƴ ǇǊƻǾŜƴƛǊ ŘΩǳƴŜ ǎƻǳǊŎŜ ǎƛǘǳŞŜ Řǳ ƳşƳŜ ŎƾǘŞ Řǳ ǘǊŀƧŜǘ ƻǇǘƛǉǳŜ ǉǳŜ ƭΩƻōƧŜŎǘƛŦΣ ŀǳǉǳŜƭ Ŏŀǎ ƻƴ 

ƻōǎŜǊǾŜǊŀ ƭŀ ƭǳƳƛŝǊŜ ǊŜŦƭŞǘŞŜ ǇŀǊ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ όƭǳƳƛŝǊŜ ǊŜŦƭŞǘŞŜύΦ  

La microscopie à fluorescence repose sur le principe physique selon lequel des molécules excitées 

par ǳƴŜ ǎƻǳǊŎŜ ŘΩŞƴŜǊƎƛŜ όƭŀ ƭǳƳƛŝǊŜύ ǎƻƴǘ ƛƴǎǘŀōƭŜǎΣ Ŝǘ Ǿƻƴǘ ŞƳŜǘǘǊŜ ŘŜ ƭΩŞƴŜǊƎƛŜ ƭƻǊǎǉǳΩŜƭƭŜǎ 

ǊŜǘƻǳǊƴŜƴǘ Ł ǳƴ Şǘŀǘ ǎǘŀōƭŜ όƭŜ ǎǳǊǇƭǳǎ ŘΩŞƴŜǊƎƛŜύΦ /ŜǊǘŀƛƴŜǎ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎΣ ƭŜǎ ŦƭǳƻǊƻǇƘƻǊŜǎΣ ŞƳŜǘtent 

des photons lors de leur désexcitation. Ces photons ŀǳǊƻƴǘ ǳƴŜ ƭƻƴƎǳŜǳǊ ŘΩƻƴŘŜ ŘŞǇŜƴŘŀƴǘŜ ŘŜ 

ƭΩŞƴŜǊƎƛŜ ǉǳƛ ƭŜǳǊ ŀǳǊŀ ŞǘŞ ŘƻƴƴŞŜ ǇŀǊ ƭŜ ŦƭǳƻǊƻǇƘƻǊŜ ƭƻǊǎ ŘŜ ǎŀ ŘŞǎŜȄŎƛǘŀǘƛƻƴΦ Lƭ ŜȄƛǎǘŜ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ 

types de fluorophores, certains biologiques (les protéines fluorescenteǎύ Ŝǘ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǎȅƴǘƘŞǘƛǉǳŜǎ 

(les dérivés de la cyanine, les dérivés de la rhodamine, les quantums dots, entre autres ; une revue 

complète en est faite par Giepmans et al. 2006)Φ 5ΩŀǳǘǊŜs encore pourront être réactifs uniquement 

ƭƻǊǎǉǳΩǳƴŜ ƳƻƭŞŎǳƭŜ ōƛƻƭƻƎƛǉǳŜ ǎŜǊŀ Ŝƴ ǇǊŞǎŜƴŎŜ ŘΩǳƴ ƭƛƎŀƴŘ όƭŜǎ ŀǇǘŀƳŝǊŜǎ, ou encore les Halo-

Tag). bƻǘƻƴǎ ǘƻǳǘ ŘŜ ƳşƳŜ ǉǳΩŁ ŎŜ ƧƻǳǊ, les molécules biologiques sont les Ǉƭǳǎ ŦŀŎƛƭŜǎ ŘΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ 

pour les expériences en cellules vivantes. 

!ǳ ŎƻǳǊǎ ŘŜ ƳŜǎ ŞǘǳŘŜǎΣ ƧΩŀƛ Ŝǳ ƭΩƻŎŎŀǎƛƻƴ ŘŜ ƳŜ ǎŜǊǾƛǊ ŘŜ ŘŜǳȄ ǘȅǇŜǎ ŘŜ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛŜ ƻǇǘƛǉǳŜ ǉǳŜ 

je présenterai rapidement ici.  

La microscopie en champ large 

La microscopie en champ large est la microscopie de base, à savoir une énorme loupe (Sluder & 

Nordberg 2007; Abramowitz & Davidson 2012). Dans ce cas, on capte toute la lumière émise par 

notre échantillon (figure 9). Un inconvénient est que lŜ ǎƛƎƴŀƭ ǇǊƻǾŜƴŀƴǘ Řǳ Ǉƭŀƴ ŦƻŎŀƭ ŘΩƛƴǘŞǊşǘ Ŝǎǘ 

gêné par la lumières provenant des autres plans focaux, ce qui diminue le ratio « Signal sur Bruit de 

Fond » (signal to noise ratio, ou SNR). En revanche, Ŝƴ ǎΩŀssurant de bien capter toute la lumière 

ŞƳƛǎŜ ǇŀǊ ƴƻǘǊŜ ŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ŘΩƛƴǘŞǊşǘΣ ƻƴ ŀǳƎƳŜƴǘŜ ƭŜ ǎƛƎƴŀƭ ƎŞƴŞǊŀƭΣ ŎŜ ǉǳƛ Ŝǎǘ ǇŀǊŦƻƛǎ ǇǊŞŦŞǊŀōƭŜΦ 

De plus, ƭŜǎ ǘȅǇŜǎ ŘΩƛƭƭǳƳƛƴŀǘƛƻƴǎ ǳǘƛƭƛǎŞs ǎƻƴǘ ǊŜƭŀǘƛǾŜƳŜƴǘ ŦŀƛōƭŜǎΦ [ΩŀǾŀƴǘŀƎŜ Ŝǎǘ ŘƻƴŎ ŘŜ ǇƻǳǾƻƛǊ 

faire des acquisitions de signal assez longues sans détériorer notre échantillon, ce qui contribue 

alors à réduire le SNR.  
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/ΩŜǎǘ donc le type de microscopie de choix pour les échantillons fixés possédant un signal faible : on 

peut ainsi faire de longues expositions cŀǊ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ƴŜ ōƻǳƎŜ ǇŀǎΣ ǘƻǳǘ Ŝƴ ŎŀǇǘŀƴǘ ǳƴ ǎƛƎƴŀƭ ǉǳƛ 

est parfois très faible. 

La microscopie confocale 

La microscopie confocale a été inventée pour réduire le bruit de fond par le Pr Minsky dans les 

années 50, mais utilisée seulement à partir des années 80 (Minsky 1961; White et al. 1987). Pour 

arriver à ce butΣ ƭŀ ǎƻǳǊŎŜ ƭǳƳƛƴŜǳǎŜ Řƻƛǘ şǘǊŜ ǳƴ ƭŀǎŜǊ Řƻƴǘ ƭŀ ƭƻƴƎǳŜǳǊ ŘΩƻƴŘŜ ŘΩŞƳƛǎǎƛƻƴ Ŝǎt bien 

ŘŞŦƛƴƛŜΦ /ŜǘǘŜ ŦƻƛǎΣ ƭŜ ǎƛƎƴŀƭ ŞƳƛǎ ǇŀǊ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ŜȄŎƛǘŞ ǇŀǎǎŜ ǇŀǊ ǳƴ ŘƛŀǇƘǊŀƎƳŜ ŀǾŀƴǘ ŘΩarriver à 

ƭΩŀǇǇŀǊŜƛƭ ŘŜ ŎƻƭƭŜŎǘƛƻƴ Řǳ ǎƛƎƴŀƭ όƻǳ ŎŀƳŞǊŀύΦ [e but de ce dernier diaphragme est de couper le 

trajet optique de la lumière provenant des autres plans focaux (figure 9). Le signal lumineux général 

est donc légèrement ŘƛƳƛƴǳŞΣ Ƴŀƛǎ ƭΩƛƳƳŜƴǎŜ avantage est que ƭΩƛƳŀƎŜ ƻōǘŜƴǳŜ Ŝǎǘ ǳƴŜ ζ coupe » 

très fine ŘŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ όǉǳŜƭǉǳŜǎ ŎŜƴǘŀƛƴŜǎ ŘŜ ƴƳΣ ŘŞǇŜƴŘŀƳƳŜƴǘ ŘŜ ƭŀ ƭƻƴƎǳŜǳǊ ŘΩƻƴŘŜ Řǳ 

signal). Le bruit de fond ς flou ς provenant des autres plans focaux est donc limité (Thorn 2010; 

Figure 9 : Comparaison des principes de microscopie en champ large et confocales 
Champ Large ς ƭŀ ƭǳƳƛŝǊŜ ƛƭƭǳƳƛƴŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴΣ Ŝǘ ƭŀ ƭǳƳƛŝǊŜ ŎŀǇǘŞŜ ǇǊƻǾƛŜƴǘ ŘŜ ǘƻǳǘe la 
ǇǊƻŦƻƴŘŜǳǊ Řǳ ŎƘŀƳǇ ŘΩƻōǎŜǊǾŀǘƛƻƴ όŦŀƛǎŎŜŀǳ ǾŜǊǘύΦ Cependant, la lumière effectivement assez 
puissante pour donner un signal clair sur la caméra ne provient que de quelques microns de 
ǇǊƻŦƻƴŘŜǳǊΦ 9ƴ ŜŦŦŜǘΣ Ǉƭǳǎ ƭŀ ƭǳƳƛŝǊŜ ǇǊƻǾƛŜƴǘ ŘΩǳƴ Ǉƭŀƴ ŦƻŎŀƭ ŞƭƻƛƎƴŞΣ Ǉƭǳǎ ŜƭƭŜ Ŝǎǘ ŘƛŦŦǳǎŜΣ Ŝǘ ŘƻƴŎ 
moins elle affecte ƭΩŀŎǉǳƛǎƛǘƛƻƴΦ 
Balayage Laser ς ƭŀ ƭǳƳƛŝǊŜ ƛƭƭǳƳƛƴŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴΣ ƎŞƴŞǊŀƭŜƳŜƴǘ ǇƻǳǊǾǳŜ ǇŀǊ ǳƴ ƭŀǎŜǊ ŘŜ ƭƻƴƎǳŜǳǊ 
ŘΩƻƴŘŜ ǇǊŞŎƛǎŜ Ŝǘ ŎƻƴƴǳŜΦ [ΩŀƧǳǎǘŜƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ŘƛŀǇƘǊŀƎƳŜ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛǉǳŜ όǇƛƴƘƻƭŜύ Řŀƴǎ ƭŜ ǘǊŀƧŜǘ 
ƻǇǘƛǉǳŜ ǇŜǊƳŜǘ ŘŜ ǊŜƧŜǘŜǊ ƭŀ ƭǳƳƛŝǊŜ ǇǊƻǾŜƴŀƴǘ ŘΩautres plans focaux. La lumière captée provient 
ŘƻƴŎ ǳƴƛǉǳŜƳŜƴǘ ŘΩǳƴ Ǉƭŀƴ ŦƻŎŀƭ όǊŜǇǊŞǎŜƴǘŞ ǇŀǊ ƭŜǎ ǘǊƛŀƴƎƭŜǎ ǾŜǊǘΣ ŀǾŜŎ ƭŜ ƳŀȄƛƳǳƳ ŘΩƛƴǘŜƴǎƛǘŞ 
ƭǳƳƛƴŜǳǎŜ Ł ƭΩƛƴǘŜǊǎŜŎǘƛƻƴ ŘŜǎ ǘǊƛŀƴƎƭŜǎύΦ /ƘŀǉǳŜ Ǉƻƛƴǘ Řǳ Ǉƭŀƴ ŦƻŎŀƭ Řƻƛǘ ŀƭƻǊǎ şǘǊŜ ǇŀǊŎƻǳǊǳ ǇŀǊ 
le laser pour finalement reconstruire une image complète. Ce processus est long, relativement à 
ƭŀ ǉǳŀƭƛǘŞ ŘΩƛƳŀƎŜ ŘŞǎƛǊŞŜ Ŝǘ Ł ƭŀ ǘŀƛƭƭŜ Řǳ ŎƘŀƳǇ ƻōǎŜǊǾŞΦ 
Spinning disk ς ƭŀ ƭǳƳƛŝǊŜ ǇǊƻǾƛŜƴǘ ŜƴŎƻǊŜ ǳƴŜ Ŧƻƛǎ ŘΩǳƴ ƭŀǎŜǊΣ Ƴŀƛǎ ŎŜǘǘŜ Ŧƻƛǎ Ŝǎǘ ŘƛǾƛǎŞŜ Ŝƴ ŘŜ 
multiples faiscŜŀǳȄ ŀǾŀƴǘ ŘΩŀǘǘŜƛƴŘǊŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴΣ ce qui divise ƭΩƛƭƭǳƳƛƴŀǘƛƻƴ 
atteignantƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴΣ limitant alors les photo-dommages. De plus, la lumière captée provient 
de chacun des plans focaux correspondants aux multiples faisceaux (multiples triangles verts). 
[Ωimage acquise provient donc ŘŜ ƳǳƭǘƛǇƭŜǎ Ǉƻƛƴǘǎ Řǳ ŎƘŀƳǇ ŘΩƻōǎŜǊǾŀǘƛƻƴΣ ŎŜ ǉǳƛ ǊŞŘǳƛǘ ƭŜ ǘŜƳǇǎ 
ŘŜ ōŀƭŀȅŀƎŜ ŘŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴΣ ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ ǳƴŜ ŀŎǉǳƛǎƛǘƛƻƴ ǊŀǇƛŘŜ ŘŜǎ ŞǾŝƴŜƳŜƴǘǎΦ 
Image adaptée de www.andor.com/learning-academy  
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Borlinghaus 2011). [ΩŀŎǉǳƛǎƛǘƛƻƴ ŘŜ ƳǳƭǘƛǇƭŜǎ Ǉƭŀƴǎ ŦƻŎŀǳȄ ǘǊŀǾŜǊǎŀƴǘ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ permet alors 

ƭΩƻōǎŜǊǾŀǘƛƻƴ ǇǊécise des phénomènes ŘΩƛƴǘŞǊşǘ Řŀƴǎ ƭŜǎ ǘǊƻƛǎ ŘƛƳŜƴǎƛƻƴǎ ŀǾŜŎ ǳƴŜ ŜȄŎŜƭƭŜƴǘŜ 

résolution. 

Le désavantage de la microscopie confocale Ŝǎǘ ǉǳŜ ƭŜ ƭŀǎŜǊ Řƻƛǘ ǎŎŀƴƴŜǊ ǘƻǳǘ ƭΩéchantillon point par 

point. Ceci demande un temps (quelques secondes par champ) inadapǘŞ Ł ƭΩŞǘǳŘŜ ŘŜ phénomènes 

biologiques. De plus, le type de capteur (photomultiplier tube, ou PMT) généralement utilisé a une 

efficacité de transmission de signal inférieure à 30%, ce qui entraine une perte de la quantité du 

signal émisΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ ŦŜƴşǘre dynamique de 8 bits (Spring & Davidson 2012). Enfin, le laser est 

souvent assez puissant et épuise le signal rapidement (« blanchiment », ou bleaching) (Oreopoulos 

et al. 2014).  

Le développemŜƴǘ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŀǘƛƻƴǎ ŘŜ ƭŀ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛŜ ŎƻƴŦƻŎŀƭŜ permet une acquisition rapide sans 

pour autant perdre en précision du signal. /ΩŜǎǘ ƴƻǘŀƳƳŜƴǘ ƭŜ Ŏŀǎ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇŜǎ Ł ŘƛǎǉǳŜ 

tournant (spinning diskύΣ ǉǳƛ ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ ŘŜǎ ŀŎǉǳƛǎƛǘƛƻƴǎ ŎƻǳǊǘŜǎ ŀƭƭŀƴǘ ƧǳǎǉǳΩŁ Řes durées de 

ƭΩƻǊŘǊŜ ŘŜ ƭŀ ƳƛƭƭƛǎŜŎƻƴŘŜ (Gräf et al. 2005; Oreopoulos et al. 2014). Cette technique est donc 

parfaitement adaptée aux études in vivo. De plus, les caméras utilisées pour les spinning-disk 

reposent sur la technologie CCD (Charge Couple Device), ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ŞǾƻƭǳŞŜǎ Ŝƴ 9a-CCD (Electron-

Multiplying CCD) qui ont une efficacité de transmission du signal de près de 90%, sont 

ǇŀǊǘƛŎǳƭƛŝǊŜƳŜƴǘ ŀŘŀǇǘŞŜǎ Ł ƭΩƻōǎŜǊǾŀǘƛƻƴ ŘŜ ǎƛƎƴŀǳȄ ŘŜ ŦŀƛōƭŜ ƛƴǘŜƴǎƛǘŞ (Oreopoulos et al. 2014; 

Schwab et al. 2016). Finalement, et bien que leurs principes soient établis depuis plusieurs dizaines 

ŘΩŀƴƴŞŜǎΣ ŎŜǎ ǘŜŎƘƴƻƭƻƎƛŜǎ ŘŜ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛŜ ŎƻƴŦƻŎŀƭŜ ōŞƴŞŦƛŎƛŜƴǘ ŎƘŀǉǳŜ ŀƴƴŞŜ ŘŜ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ 

améliorations, et il conviendra donc de se tenir régulièrement informé de ces nouveaux 

développements. 
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HYPOTHÈSE/PROBLÉMATIQUE 

!ǳ ŎƻǳǊǎ ŘŜ ƭΩƛƴǘǊƻŘǳŎǘƛƻƴ ŘŜ ŎŜ ƳŞƳƻƛǊŜΣ ŘŜ ƴƻƳōǊŜǳǎŜǎ ƛƴǘŜǊǊƻƎŀǘƛƻƴǎ ƻƴǘ ŞǘŞ ǎƻǳƭŜǾŞŜǎ, que ce 

soit au sujet des télomères ou au sujet de la télomérase.  

Le premier ŀȄŜ ŀ Ŝǳ ǇƻǳǊ ƻōƧŜǘ ƭΩŞǘǳŘŜ ŘŜ ƭŀ ŘƛƳŞǊƛǎŀǘƛƻƴ ǇƻǘŜƴǘƛŜƭƭŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae. Les données proposées par la littérature étaient divergentes, et le fait 

que cette enzyme se trouve sous forme mono- ou dimérique avait une implication importante sur 

la quantité déjà limitée de complexes actifs disponibles dans la cellule. En effet, ǇƻǳǊ ƭΩ!wb ¢ƭŎм 

notamment, le nombre de 30 molécules par cellule est faibleΣ Ŝǘ ŎΩŜǎǘ ƭŀ Ǌŀƛǎƻƴ ǇƻǳǊ ƭŀǉǳŜƭƭŜ ŎŜǘ 

ARN est considéré comme la molécule limitante de la télomérase. De plus, si ces molécules ne 

comptaient chacune que ǇƻǳǊ ǳƴŜ ƳƻƛǘƛŞ ŘΩŜƴȊȅƳŜΣ ŎŜƭŀ ǎƛƎƴƛŦƛŜǊŀƛǘ ǉǳΩŜƴ ƳƻȅŜƴƴŜΣ seules 15 

télomérases sont présentes dans une cellule. Comparé aux 64 télomères présents dans une cellule 

de levure haploïde après réplicationΣ ŎΩŜǎǘ ǳƴŜ ǉǳŀƴǘƛǘŞ ǘǊŝǎ ŦŀƛōƭŜ ǉǳƛ ǎƻǳǎ-entend que le 

ǊŜŎǊǳǘŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ Ŝǎǘ ŜȄǘǊşƳŜƳŜƴǘ ŜŦŦƛŎŀŎŜ Ŝǘ ǘǊŝǎ ŘƛǊƛƎŞΦ 5Ŝ ǇƭǳǎΣ ǳƴŜ ŜƴȊȅƳŜ ŎƻƳǇƻǎŞŜ 

de deux « sous-complexes » présage de mécanismeǎ ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ Ŝǘ ŘΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘs de 

ceux envisagés pour une enzyme « simple ». Je me suis donc attaché à répondre à la question de la 

sǘǆŎƘƛƻƳŞǘǊƛŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ǇŀǊ ŘŜǎ ǘŜŎƘƴƛǉǳŜǎ ŘŜ Ŏƻ-Immunoprécipitations et de microscopie 

quantitative par FISH sur des molécules individuelles. 

[Ŝ ǎŜŎƻƴŘ ŀȄŜ ŘΩŞǘǳŘŜ ŎƻƴŎŜǊƴŜ Řifférents évènements et facteurs qui amènent à la formation 

ŘΩǳƴŜ télomérase active : depuis la transcription de Tlc1, à sa maturation, puis la durée de vie, en 

passant par ƭŜǎ ǇƘŞƴƻƳŝƴŜǎ ŘΩƛƳǇƻǊǘκŜȄǇƻǊǘΦ /Ŝ ŎƘŜƳƛƴ ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘΩǳƴŜ ŜƴȊȅƳŜ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭƭŜ 

comporte de nombreuses inconnues, et les données connues sur ces évènements ont souvent été 

obtenues dans des contextes in vitro, ou Ŝƴ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǇŀǊ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ŘǊƻƎǳŜǎΣ ƻǳ ŜƴŎƻǊŜ ǇŀǊ ŘŜǎ 

ƻǳǘƛƭǎ ŘŜ ŎƻƴǘǊƾƭŜ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ƎŞƴƛǉǳŜ ǉǳƛ ƴŜ ǊŜŦƭŝǘŜƴǘ Ǉŀǎ ƭŜǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ Ł ƭΩǆǳǾǊŜ Řŀƴǎ ǳƴŜ 

cellule en condition de croissance normale (surexpression, hétérocaryons). Il était donc nécessaire 

ŘŜ ŘŞǾŜƭƻǇǇŜǊ ǳƴ ƻǳǘƛƭ ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ ŘΩŞǘǳŘƛŜǊ ŎŜǎ ǇƘŞƴƻƳŝƴŜǎ Ŝƴ ŎƻƴŘƛǘƛƻƴǎ ŜƴŘƻƎŝƴŜǎ Ŝǘ in vivo. 

[ΩŞǘǳŘŜ ŘŜ ƭŀ ǘǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴ ƴŞŎŜǎǎƛǘŜ ŘŜ ŎƻƴǘǊƾƭŜǊ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ƭΩ!wb ŘΩƛƴǘŞǊşǘΣ ǇŜƴŘŀƴǘ ǉǳŜ 

ƭΩŞǘǳŘŜ ŘŜ ƭŀ ŘŞƎǊŀŘŀǘƛƻƴ ǊŜǉǳƛŝǊŜ ŘŜ ǎǳƛǾǊŜ ƭŜ ŘŜǎǘƛƴ ŘŜǎ ŘŜǊƴƛŝǊŜǎ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ ǘǊŀƴǎŎǊƛǘŜǎΦ [Ŝ Ŧŀƛǘ ŘŜ 

vouloir étudier ces phénomènes de manière endogène sous-entend de garder le contexte 

génomique sauvage afin que ǎΩŜȄŜǊŎŜƴǘ les régulations transcriptƛƻƴƴŜƭƭŜǎ ƴŀǘǳǊŜƭƭŜǎΦ 9ƴŦƛƴΣ ƭΩŞǘǳŘŜ 

ŘŜ ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘΩǳƴŜ ŜƴȊȅƳŜ ǉǳƛ ǎǳōƛǘ ŘŜǎ ǘǊŀƴǎƭƻŎŀǘƛƻƴǎ ƴǳŎƭŞƻ-cytoplasmiques nécessite de 

pouvoir suivre la localisation de la sous-unité minimale Ł ƭΩŞŎƘŜƭƭŜ ŘŜ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ ƛƴŘƛǾƛŘǳŜƭƭŜǎ : le 

microscope confocal à spinning-disk est donc un outil tout indiqué pour cela. Combiner ces 
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ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ǇǊƻǇǊƛŞǘŞǎ ŘΩŞǘǳŘŜǎ ŀ ŘƻƴŎ ƳŜƴŞ ŀǳ design ŘΩǳƴ ƻǳǘƛƭ ƎŞƴŞǘƛǉǳŜ ŎƻƳōƛƴŀƴǘ ƭŜǎ ǎȅǎǘŝƳŜǎ 

MS2-GFP et Cre-Lox qui permettra, dans un contexte endogène et in vivo, de contrôler la 

ǘǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ŜǎǇŝŎŜ ŘŜ ¢ƭŎм ƳŀǊǉǳŞŜΣ Ŝǘ ŘŜ ǎǳƛǾǊŜ ƭŀ ƭƻŎŀƭƛǎŀǘƛƻƴ subcellulaire de ces 

molécules individuelles dans les cellules. Cet outil donnera donc ƭΩƻǇǇƻǊǘǳƴƛǘŞ de caractériser les 

phénomènes et acteurs impliqués dans la régulŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎм ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ƭŜ ǊƾƭŜ Ŝǘ ƭŀ 

régulation de sa localisation. Connaître ces caractères pour Tlc1 pourrait servir de point de 

ŎƻƳǇŀǊŀƛǎƻƴΣ ŀǳǘŀƴǘ ǇƻǳǊ ƭΩŞǘǳŘŜ ŘŜǎ !wb ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ƻǊƎŀƴƛǎƳŜs ǉǳŜ ǇƻǳǊ ƭΩŞǘǳŘŜ 

des ARNnc en général. Je me suis donc attaché à construire cet outil génétique, et à commencer la 

caractérisation de la transcription, de la dégradation, et de la localisation de Tlc1. 

Objectifs 

1- ;ǘǳŘŜ ŘŜ ƭΩŞǘŀǘ ǎǘǆŎƘƛƻƳŞǘǊƛǉǳŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ 

Produire les souches de levure diploïdes exprimant de manière endogènes deux différentes versions 

de TLC1 : TLC1-MS2 et TLC1-PP7Φ aŀƞǘǊƛǎŜǊ ƭŀ ǘŜŎƘƴƛǉǳŜ ŘŜ CL{I Ŝǘ ƭΩŀǇǇƭƛǉǳŜǊ Ł ƭΩŞǘǳŘŜ ǇƻǳǊ 

observer la localisation des différentes populations de Tlc1. Analyser de manière quantitative la 

ǎǘǆŎƘƛƻƳŞǘǊƛŜ ŘŜ ƭŀ ǘŞƭƻƳŞǊŀǎŜ ǇŀǊ ƭŜǎ ƛƳŀƎŜǎ ŘŜ CL{IΦ 

2- /ŀǊŀŎǘŞǊƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ŘȅƴŀƳƛǉǳŜ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎм 

CŀƛǊŜ ƭŜǎ ŎƻƴǎǘǊǳŎǘƛƻƴǎ ƎŞƴŞǘƛǉǳŜǎ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜǎ ŀǳ ŎƻƴǘǊƾƭŜ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ TLC1 (sous-entend de 

maîtriser plusieurs techniques de clonage). Caractériser les dynamiques de transcription et de 

ŘŞƎǊŀŘŀǘƛƻƴ ŘŜ ¢ƭŎмΦ aŀƞǘǊƛǎŜǊ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇŜ ŎƻƴŦƻŎŀƭ Ł spinning-disk. Caractériser la 

dynamique de localisation subcellulaire de Tlc1.
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¢ǊŀǾŀƛƭ ŜȄǇŞǊƛƳŜƴǘŀƭŜ ŘŜ ƭΩŞǘǳŘƛŀƴǘ : 90 % 

¢ǊŀǾŀƛƭ ǊŞŘŀŎǘƛƻƴƴŜƭ ŘŜ ƭΩŞǘǳŘƛŀƴǘ : 50 % 
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Résumé 

Dans la télomérase, le nombre des sous-ǳƴƛǘŞǎ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭƭŜǎ Řŀƴǎ ƭŀ wbt ŀŎǘƛǾŜ ŀ ŘΩƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜǎ 

ƛƳǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎ ǇƻǳǊ ƭŜ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ ŘΩŀŎǘƛƻƴΣ Ƴŀƛǎ ƴΩŜǎǘ ƎƭƻōŀƭŜƳŜƴǘ Ǉŀǎ ŎƻƴƴǳΦ bƻǳǎ ǊŀǇǇƻǊǘƻƴǎ ƛŎƛ 

que deux ARN Tlc1 tagués différemment, exprimés de manière endogène dans une souche diploïde 

hétérozygote et détecté simultanément par FISH, ne colocalisent pas. La confrontation des 

ǉǳŀƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴǎ ŘƛǊŜŎǘŜǎ ŘŜǎ ǎƛƎƴŀǳȄ ŘŜ CL{I ŀǾŜŎ ŘŜǎ ƳƻŘŝƭŜǎ ǇǊƻōŀōƛƭƛǎǘŜǎ ŘŞƳƻƴǘǊŜ ǉǳŜ ƭΩ!wb 

Tlc1 subsiste en une molécule unique dans ces RNP. De plus, deux sous-unités différemment 

ǘŀƎǳŞŜǎ ƴΩƻƴǘ Ǉǳ şǘǊŜ Ŏƻ-immunoprécipitées. Ces résultats montrent donc que dans les cellules de 

levure, la télomérase est assemblée, maturée, et persiste en un monomère en dehors des 

télomères. Finalement, en combinant ces résultats avec des résultats précédemment publiés, il 

ƴƻǳǎ Ŝǎǘ ǇƻǎǎƛōƭŜ ŘŜ ǇǊƻǇƻǎŜǊ ǉǳŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ ŀƎƞǘ ŀǳǎǎƛ Ŝƴ ǘŀƴǘ ǉǳŜ ƳƻƴƻƳŝǊŜ ƭƻǊǎ ŘŜ ƭΩŞƭƻƴƎŀǘƛƻƴ 

des télomères. 

 

Summary  

The number of essential telomerase components in the active RNP has important implications for 

its mechanism of action, yet is by and large unknown. We report that two differentially tagged TLC1 

RNAs endogenously expressed in a heterozygous diploid and simultaneously detected via multi-

colour FISH experiments do not co-localize. Probabilistic calculations combined with direct 

quantification of FISH signals demonstrate that the TLC1 RNA indeed occurs as a single molecule in 

these RNPs. In addition, two differentially tagged reverse transcriptase subunits could not be co-

immunoprecipitated. These results therefore show that in yeast cells, telomerase is assembled, 

matured and occurs as a monomer when not on telomeres. Finally, combining these findings with 

previous evidence leads us to propose that the enzyme also acts as a monomer when elongating 

telomeres.   
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INTRODUCTION 

Telomeres are the protecting nucleoprotein structures at eukaryotic chromosomal extremities. 

Minimally, they serve two functions: first, they must prevent degradation or modification of 

chromosome ends by nucleases, which will also prevent DNA damage signalling that is normally 

triggered at DNA double-strand breaks (DSBs, Palm and de Lange, 2008; Wellinger and Zakian, 

2012). Second, due to the end-replication problem, telomeric DNA erodes during each DNA 

replication cycle and the gradual loss of telomere function eventually will lead to a prolonged cell 

cycle arrest, dubbed cellular senescence (Lundblad and Szostak, 1989; Soudet et al., 2014; 

Wellinger, 2014). Telomerase counterbalances this erosion by adding telomeric DNA repeats to 

telomeres, thereby maintaining their protective function (Lundblad and Szostak, 1989; Artandi and 

DePinho, 2010). In humans, an absence of telomerase from somatic cells is viewed as a tumour 

suppressing mechanism, yet contributes to organismal aging. Hence, tight regulation of telomerase 

activity is critical for human health in a number of ways, but remains incompletely understood 

(Artandi and DePinho, 2010; Bernardes de Jesus and Blasco, 2013; Harley et al., 1990). 

The telomerase holoenzyme is a reverse transcriptase ribonucleoprotein (RNP) complex with 

corresponding subunits found in all species harbouring the enzyme. Core moieties necessary and 

sufficient for activity in vitro are the telomerase RNA (called hTR in humans and TLC1 in yeast) and 

an enzymatic reverse-transcriptase protein (hTERT and Est2, respectively). Other subunits that are 

essential for in vivo activity include recruitment factors, proteins important for RNP trafficking and 

stability as well as telomerase RNA-specific stabilising factors.  

Regulation of telomerase activity at telomeres is complex and includes transcriptional and post-

transcriptional controls (Londono-Vallejo and Wellinger, 2012). Even the fundamental question of 

subunit stoichiometry in the mature RNP remains unsettled, yet knowledge of this state has 

important repercussions for the molecular mechanisms of enzyme action. For example, evidence 

obtained with tagged telomerase substrates suggested a functional dimer for the budding yeast 

telomerase RNA, TLC1 (Prescott and Blackburn, 1997). This dimerization could allow telomerase to 

act on both replicated sister chromatids in a coordinated fashion, the two RNAs templating for 

either telomere (Wenz et al., 2001), and would be consistent with the fact that telomerase-

mediated telomere extension only occurred after conventional replication of telomeric DNA was 

complete (Adams Martin et al., 2000; Diede and Gottschling, 1999; Wellinger et al., 1993). 

Alternatively, subunits in a functional dimer could collaborate by providing a substrate anchor 

function and the active elongation function via the two separate enzymes. Finally, substrate 
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handover mechanisms were discussed in the context of two RNAs in the active center (Wenz et al., 

2001). However, co-immunoprecipitation experiments with different wild-type and mutated forms 

of the yeast telomerase RNA failed to support the dimerization hypothesis (Livengood et al., 2002; 

Seto et al., 2002), and analyses of in vivo telomere extension products were more consistent with a 

monomeric RNA in the active complex (Chang et al., 2007).  

The yeast telomerase RNA is expressed at very low levels, estimated at less than 30 molecules per 

cell (Mozdy and Cech, 2006). As a consequence, enzyme-substrate encounters could vary 

substantially depending on the number of RNA molecules the mature RNP contains. It follows that 

the actual number of subunits of core telomerase components in the mature RNP has a critical role 

for enzyme activity in vivo.  

We here focused on deciphering the number of TLC1 RNA and Est2 subunits in the mature yeast 

telomerase RNP using tagged but functional versions of these subunits. The results of co-

immunopurification (co-IP) experiments do not support the existence of multiple RNAs or Est2 

proteins in the same RNP particle. More significantly, single molecule, multi-colour fluorescent in 

situ hybridisations (FISH) detecting different TLC1 RNA versions in fixed cells demonstrate that there 

is only a single RNA molecule per RNP particle. Since the core RNA and Est2 subunits are thought to 

be the limiting component for telomerase and recent data suggest a 1:1 stoichiometric ratio of 

protein components (Tucey and Lundblad, 2014), we conclude that the active yeast telomerase RNP 

is monomeric for all its essential components. 

RESULTS 

A single TLC1 RNA and Est2 subunit per active telomerase RNP detected in vitro. We first analyzed 

a diploid strain (EBD081) in which one of the two alleles of the TLC1 RNA gene contained a 10xMS2 

wb! ǘŀƎ ƛƴǎŜǊǘŜŘ ƴŜŀǊ ǘƘŜ оΩ ŜƴŘ ƻŦ ǘƘŜ ƎŜƴŜΣ ŎŀƭƭŜŘ TLC1-10xMS2. Given the added tag (ca. 330 

bases) on the RNA, wt and tagged RNAs are readily distinguished by their different sizes on Northern 

blots (Fig. 1A, lane 1). Previous analyses showed that the TLC1-10xMS2 allele supports normal 

telomerase RNP biogenesis and in vivo telomerase activity (Gallardo et al., 2011; Gallardo et al., 

2008). In addition, telomeres in EBD081 cells (TLC1-10xMS2/TLC1) are stable and comparable in 

length to those in wt strain EBD084 (TLC1/TLC1) (Fig. S1A). In order to be able to immunopurify 

telomerase RNPs, a Protein A-MS2 (ProA-MS2) fusion protein that can bind with high affinity and 

high specificity to the MS2 RNA tag sequence was expressed from an inducible GAL1 promoter in 

the same cells (Fig. S1B). Thus, immunoprecipitation (IP) of the MS2-tagged TLC1 RNA via IgG-



 

 

45 

45 

sepharose beads was controlled by the carbon source in the media: with raffinose, cells expressed 

very little ProA-MS2 and TLC1-10xMS2 RNA could not be detected by Northern blotting of the RNA 

found in the IPs, while galactose-induced expression of ProA-MS2 allowed a pulldown of an average 

42% of the total TLC1-10xMS2 RNA (Fig. 1A, lane 2, 1B). However, despite the presence of slightly 

more wt TLC1 RNA than TLC1-10xMS2 RNA in total RNA derived from the EBD081 cells (Fig. 1A, lane 

1 input), no wt TLC1 RNA was detectable in the IP (< 5%; Fig. 1A, lane 2; Fig. 1B) and virtually all of 

this RNA ended up in the flow-through fraction (Fig. 1A, B). Telomerase RNP integrity was assessed 

by performing telomerase enzymatic activity with the IP fractions (Fig. 1C). Collectively, these 

results are inconsistent with the hypothesis that wt TLC1 and TLC1-10xMS2 RNAs coexist in the 

telomerase holoenzyme RNP.  

Figure 1 - Voir légende page suivante 
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On the other hand, several reverse transcriptase Est2 subunits could be associated with one single 

TLC1 RNA. Hence, we asked whether two tagged Est2 subunits could be co-immunoprecipitated as 

heterodimer. We used a heterozygous diploid expressing a well-characterized ProA-Est2 fusion 

protein (Friedman and Cech, 1999) and the second protein contains twelve repeats of the Myc 

peptide as well as three repeats of the FLAG peptide as tag (FLAG3-Myc12-Est2, Tucey and Lundblad, 

2013). Both versions are endogenously expressed at the EST2 locus and the final diploid strain also 

contained a 13xMyc-tagged Est1 protein as IP recovery control. Expression of the fusion proteins 

was first verified by whole-cell extract western-blotting that showed that the Myc-tagged Est2 

proteins were expressed in the corresponding strains and the expected strains expressed the Myc-

Est1 protein (Fig. S1C). Analyses of telomeric phenotypes in these strains showed stable 

maintenance of only slightly shorter telomeres, indicating functional telomerase (Fig. S1D). For co-

immunoprecipitation experiments, cell extracts were prepared by a freezer-mill grinding procedure 

using strains EBD201 (ProA-Est2/ProA-Est2; Est1 untagged), EBD210 (ProA-Est2/ProA-Est2, Myc-

Est1), EBD211 (ProA-Est2/FLAG-Myc-Est2, Myc-Est1) and EBD213 (FLAG-Myc-Est2/FLAG-Myc-Est2; 

Myc-Est1). ProA-tagged Est2 protein was pulled down by IgG-covered beads and in parallel, the 

FLAG-Myc-tagged Est2 protein was recovered with anti-FLAG antibody coupled-beads. These IP 

fractions were then analyzed western blots using an anti-ProA antibody or an anti-Myc antibody 

Figure Article 1 : No evidence for telomerase RNA dimer co-immunoprecipitation 
A. WT Tlc1 RNA does not co-immunoprecipitate with Tlc1-MS2. Total cell extracts from TLC1-MS2/TLC1 
diploids (lanes 1-6) or TLC1/TLC1 diploids (lanes 7-9) expressing the ProA-MS2 protein (lanes 1-3, 7-9) or not 
(lanes 4-6) were subjected to immunoprecipitation with IgG-sepharose beads for 4h. RNA was obtained from 
extracts (Inp), precipitates (IP) or flow-through fraction (FT) and analyzed by northern blotting with a TLC1 
probe and a U1 RNA probe as control. Due to the 10xMS2 tag, the Tlc1-MS2 RNA is larger than the wt, as 
indicated by the arrowheads.  
B. Quantification of the Tlc1 variants signals. Signals for bands in northern-blots as in A) corresponding to 
both Tlc1 variants were quantified and corrected for relative loading. The signal in the input was chosen as 
reference and set as 1. Value are averages of experimental triplicates. 
C. Telomerase activity withstands RNA-IP process. Beads obtained from the IP from TLC1-MS2/TLC1 and wt 
cell extracts as shown in A) were subjected to in vitro telomerase activity assay. RNA-dependent elongation 
ǇǊƻŘǳŎǘǎ ƻŦ ŀ рΩ-end radiolabeled oligonucleotide (primer) was obtained from IP extracts of TLC1-MS2/TLC1 
but not from wt strains. RNase treatment is as indicated. Recov.: radio-labeled oligonucleotide used for 
precipitation recovery control. 
D. FLAG-Myc-Est2 and ProA-Est2 do not co-immunoprecipitate. Native cell extracts from diploid strains 
expressing the indicated alleles of Est2 and either a non-tagged Est1 (lanes 1 and 5) or a Myc-tagged Est1 
(lanes 2-4 and 6-8) were subjected to immunoprecipitation using IgG coated beads (left parts of the gels) or 
anti-FLAG M2 coated beads (right parts of the gels) for ProA-Est2 or FLAG-Myc-Est2 immunoprecipitation, 
respectively. Immunoprecipitates were analyzed by Western blotting with an anti-ProA Ab (top gel) or an 
anti-Myc Ab that detects both Myc-tagged Est1 and Est2 proteins (bottom gel). The Myc-Est1 protein co-
immunoprecipitates with both, the ProA-Est2 (lanes 2-4, bottom gel) and the FLAG-Myc-Est2 (lanes 7-8, 
bottom gel), but no FLAG-Myc-Est2 protein is detectable in the IgG-IP samples (bottom gel, lanes 3-4) and 
no ProA-Est2 signal is visible in the FLAG-IP samples (top gel, lanes 7-8). 
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(Fig. 1D). In all IPs from extracts harbouring ProA-Est2, this protein is readily detected with the anti-

ProA antibody (Fig. 1D, upper panel lanes 1-3), and the converse is true for the FLAG IP western 

probed with the anti-Myc antibody (Fig. 1D, lower panel lanes 7-8). In addition, the IP fractions from 

extracts of the heterozygous diploid EBD211 revealed about the same amount of co-

immunoprecipitating Est1 for both the IgG-IP and anti-FLAG-IP experiments (Fig. 1D lower panel 

lanes 3 and 7). However, neither IP yielded a detectable signal for the other tagged Est2 protein 

(Fig. 1D upper panel lane 7; lower panel lane 3). Integrity of the telomerase RNP in IP extracts again 

was tested by telomerase activity assays which showed that the enzyme was not disrupted in the 

process (Fig. S1E). These results reveal that even though the telomerase RNP withstands our IP 

conditions, as shown by the co-IP of Myc-Est1 and the telomerase activity assays, Est2 subunits with 

different tags could not be found together in the IP. Thus, they either do not interact stably enough 

to be enriched by IP, or each telomerase RNP contains only one tagged Est2 molecule.  

 A single TLC1 RNA per telomerase RNP in vivo. Given possible ambiguities associated with 

negative results when using in vitro co-IP approaches, we set to analyze the number of TLC1 RNA 

molecules in the telomerase RNP in vivo via quantitative multi-colour FISH approaches (Trcek et al., 

2012; Zenklusen et al., 2008; Zenklusen and Singer, 2010). In order to detect different versions of 

the RNA, we used two RNAs carrying different tags: one carried the above-mentioned 10xMS2 tag 

and the other contained 24 copies of the phage PP7 tag (Chao et al., 2008), both inserted at the 

same sitŜ ŎƭƻǎŜ ǘƻ ǘƘŜ оΩ-end of the RNA (TLC1-10xMS2 and TLC1-24xPP7 alleles, see below). As a 

positive control, we also constructed an allele that contained both tags on the same gene in tandem 

and this allele is expressed from a plasmid (pTLC1-10xMS2-24xPP7, see Fig. 2A). The TLC1-10xMS2-

24xPP7 allele complements a deletion of TLC1, yielding shorter but stable telomeres in a haploid 

strain relying solely on this construct (Fig. S2). We analyzed FISH probe localization in strains 

harbouring this latter construct where the probe specific for the MS2 tag carried a Cy3 fluorophore 

and the probe specific for the PP7 tag a Cy3.5 fluorophore (Fig. 2). As expected, the vast majority of 

spots detected for one fluorophore was also seen with the other fluorophore: 80% of MS2 spots co-

localized with a PP7 spot; 83% of PP7 spots with an MS2 (Fig. 2B, 2C). This efficiency of detection of 

co-localizing signal is high enough (> 80%) such that low level artifactual losses of one or the other 

signal should not interfere with our interpretations. These results therefore indicate that TLC1 RNA 
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detection via FISH and using specific probes against the tags is very efficient with both probes. It 

follows that this technique can detect co-localizing RNAs, if existing.  

Next, we analyzed co-localization frequencies of the two differently tagged TLC1 RNAs (TLC1-

10xMS2, and TLC1-24xPP7) co-expressed in a heterozygous diploid (Fig. 3A). As controls, we used 

diploids only expressing one or the other allele. Telomeres in these cells are slightly shorter than in 

wt/wt diploids, but their lengths are stable for at least 110 generations (Fig. S3A). For the co-

localization analyses, it was important to assess that both RNAs were detected by our FISH protocol 

Figure Article 2 : FISH efficiency is >80% for 10xMS2 and 24xPP7 tags on TLC1 RNA 
A. Experimental design for co-localization efficiency quantification. The used strain 
expresses a double-tagged TLC1-MS2-PP7 RNA from a plasmid. MS2 and PP7 probes were 
conjugated to Cy3 and Cy3.5 fluorophores, respectively. 
B. Fluorophore co-localization for the double-tagged RNA is >80%.  
TLC1-MS2-PP7 RNA expressing cells were fixed, subjected to FISH and co-localization of MS2 
and PP7 signals was quantified by the Spot Detection algorithm of Imaris 7 software. Data 
are represented as a Venn diagram, showing that 626 MS2 foci (red circle) and 654 PP7 foci 
(green circle) were acquired. Of these two populations, 522 were co-localized (yellow 
intersection of the circles), representing 83% and 80% of the MS2 and PP7 foci populations, 
respectively (>330 cells were analyzed in experimental and biological duplicates). 
C. Representative images of wt and wt+pTLC1-10xMS2-24xPP7 strains. Upper row: wt; 
lower row: wt +pTLC1-MS2-PP7. DAPI: total nuclear DNA: Cy3 and Cy3.5 channels 
respectively reveal MS2 and PP7 probes. Merge: overlay of MS2-Cy3 and PP7-Cy3.5 channels. 
Co-localization appears as yellow foci. Scale bar = 2 µm. 
























