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Les extrémités des chromosomes eucaryotes linéaires ont une structure nucléoprotéigue
particuliére, et sont appeléesélomeéres Etant donnésleur structure etle mécanisme sai-
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raccourcissement. Une enzyme spécialisée rallonge les téloméres : la télomérase.

La télomérase est une ribonucléopratiéi (RNP) qui maintieérdes téloméres par un mécanisme
RQlI22dzi RS NBLISGAGAZ2Y A RS fI aSljdzsSyOS -unigs 2 YSNR |j
LINPGSAldzSa RS fQSyl eyYS R2A JSopdant, adnima A& ez I8 NJ | dzi
levureSaccharomyceserevisiaeCependant, le fait que la RNP nécessite plusieursisutés pour

son activité implique un assemblage précis et coordonné. Peu de données existent au sujet de
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contenant une seule copie de chaque saunté protéique.
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UMMARY

Nucleocytoplasmic trafficking and Assembly of the Ribonucleoprotein Telomerase in
Saccharomyces cerevisiae
By
Emmanuel Bajon
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In the eukaryotickingdom, the extremities of the linear chromosomes haaeparticular
nucleoproteic structure, and are called telomeres. Because of this structure and the semi
conservativenature of DNA replication, telomere length is unstabBNA replications during
consecutive cell divisions leatisa progressive shortengnof telomeric sequenceBelow a certain
threshold, telomeres araot functional, triggering celtycle arrest and genomic instability. It is
therefore essential to prevent this shortening. A specialized enzyme elongates telomeres:
Telomerase.

Telomerasés a ribonucleoprotein (RNP) that adds repeats of the telomeric sequertbe end of
telomeres. The enzyme formation requires protein subunits to assemble onto a scaffolding ncRNA,
Tlcl insaccharomyceserevisiae The fact that several subunits are needor RNP activity implies

a precise and coordinated assembly occurs. However, data are lacking about telomerase assembly
into an active complex, budifferent observations point towards a nuclexytoplasmic trafficking
requirement during the enzyme ldeycle. Characteristics about telomerase assembly mechanism
would provide useful information in the quest for understanding the phenomena regulating the
enzyme activity, and therefore telomere maintenancéircerevisiae

Engaged in this quest, | first vitgd telomerase stoichiometryn viva By quantitative single
molecule FISHhe resultsshowed that the enzyme only contains one Ticl RNA per RNP in the cell.
Thesein vivodata correlate with previous publications which, based on biochemical experignents
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 stapsesim

Aiming to study telomerase assembly mechanisms, | also developed an inducible genetic system
governing the transcription of a tagged version of Tlcl (i.e-MI82). This system, based on the
CreLox and MSZLFP systems, allows to control the insentif a MS2 tag into th&LClgene.In

this system, dubbed CrEMGaT, the genetic insertion is controllable and indeed leads-kSHcl
appearancelt is then possible to track these tagged RMAsgivoand in real time with a spinning

disk confocal micros@e. Furthermore, these RI$form nuclear aggregates with characteristics of

the T-Recs previously described a collaboration between our lab arfér Chartran@. &inally,
preliminary data obtained with the CrEMGaT suggest cytoplasm is the last cellmpartment

visited byTlc:MS2 RNA. Overall, these data and the system developed during my thesis will give
insightsinto telomerase assembiy viva

KeywordsTelomeres / TelomeraseshRNA CreEBD / MSZTFP Neast / Microscopy
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INTRODUCTION

LES TELOMERES

Les téloméres, ou structures des extrémitég > a2y d fSa St SYSyda LINBas$s
chromosomes linéaires eucaryotes. La définition exacte des compgsaméiques, la taille de la
4SljdzSy 0SS RQ!5b ySOS&al ANB ¢t stiuttureBEY Oili 52 RSRdzQE § &
nucléoprotéiqued 2 y i I dz22 dZNRQKdzA Sy O2NB RSa &adz2Sia RQS
peuvent en étre dégagées, en plus de leur titdogique.

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

sont attribuées a la levure bourgeonnaraccharomyces cerevistae f Q2 NHF yAaYS Y2 RS

cours de mon doctorat.
Biologie

Les télomeresont été caractériséspar leur incapacité a étre sujet a des réarrangements
chromosomiquespar deux investigateurs différentsnenant des études sur deux organismes
modélesdistincts(par les DiMuller et McClintockchez la drosophile et le mais, respeethent).

Les réarrangements chromosomiques sont généralement susceptibles de se produire lorsque la
cellule détecte deR 2 YY I 3S& 2dz I £ G SNI (0 A.Ey effet, R&S ddmmagds@tlj dzSy O S
habituellementréparésrapidement par la cellulenotamment parrecombinaison homologue ou

par fusion des extrémités librels)2 dzZNJ S @A G SNJ f QI LILI NRACéperdghti R&é Y dzii I ( A
montré quelestélomeéreset les centroméresle cellules soumises a des rayons{ provoquent

RSa O &aa dzadhirardfént 1& dble Sebfusi@chromosomiquesevu dangMuller 1938;

McCintock 1941yrevu dans Gall 1995, 8&lackburn 2006)

Pourtant les extrémités des chromosomes sont &glentes a des cassures dowdleNRA y RS f Q! 5
«naturelle». Les cassures doubfe NJA Y R HNADAuUbIESkrand Breaksou DSB)ainsi que

toutes lesaltérationrsRS f QF NNJF yISYSyd y2NXIf RS I R2dzofS K
STTAOIFOS LI NI £Sa LINRGSAYSA RS DNADARGSHDaR 6u NB LI NI
55w0 | FAY RQSOAGSNI G2dzi S £ (S Nnitdichy/La @@sat A lj dzS L
en tant que tellea lieuvia deux voies principaleda recombinaison homologuéRH) ou lafusion

des extrémitéslibres non-homologues(Non Homologous Enribining ou NHEJ)De plus, la

reconnaissance des cassures parleswi€s f I 55w Sy (NI nyS Lefa@méidéls & Rdz

1



que les extrémitéschromosomiquese soient pas reconnues par les voiedal®DRqui agissent

pourtant trés rapidement dans le noyapour éviter toute altération génomique, révéle un
processugparticulier(Palm & de Lange 2008; Wellinger 2010)

l dz22 dZNRQKdzA A f  S&aid 3ISy SNI deSentdy icoifftl Be(potéofiatn, |j dzS S
inhibant Q I O {iek Brgtéin&s dda DDR aux extrémités chromosomiqupsrmettant alors leur

maintien dans le noyaet par la suite, la division cellulaireCe rdle est conservé dans tout le

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

poissongdGomes et al. 2010; Fulcher et a012)

Génétique

" fQSOKStfS RS& ! OARSa bdzOft SAljdzSa

Les téloméres sonavanttoutdzy’ S & Slj dzSy OS  LINokinrhedtdehek & MajoritRdes 5 b ®
SdzOF NB203S&a t fQSEOSLIiA2Y RS [[dzStljdzSa S&aLB 0O0Sa RC
découpésen trois grands élément®Dans le sensentroméreextrémitéY R QUiné paNid&sous
télomérigue composée de séquences associées aux télomesdgFelomere Associated Sequences
2dz ¢! {0 R2ydG fIF aSljdzsSyO0S ISy SNI & ®yadneéucawstelS G A (A ¢
ensuite une partieR2y G f I aSljdzSyO0S Si& f QS S yormpaSée @l NA Sy (i
nombreusegépétitionsR Qdzy o6f 20 RS & SpuiS yiOSS b & NN BRrlj B84 § | f
SEG Sy aA 2 ybrinodant |a dnguelir Sarie slon les espéce$Wellinger & Zakian 2012;
Riethman 2008)
Dans le cas d8accharomyces cerevisjda répétitiontélomérique de basest dégénérée etest
notée p 0G-s-0 (Bhampay et al. 1984figure 1. Il en résulte une séquence relen guanosines
(«Griche»),R Q dinigheur totale estimée B300pb, etpour laquelld Q K @xtdBsidest longie
RQSy @5 MPNEllinger & Zakian 2012) esséquenes sougélomériques, situées du coté
centroméreproximaldes téloméres, sont variables au sei@me des téloméredes chromosomes
R Q drgéBe cellule de levure. Ellgs2 y i O2 YLI2 4SS a lénent\appdlé0dat R Qdzy
LJ- NJF 2 Xldme X cagibie & un ou plusieurs éléments nommeéy¥ ». La longueur des TAS
varie doncde quelques centaines de pbpéusieurskb selon les chromosomegéigure 1) Ces TAS
possédant de nombreuses séquences homologs entre elles elles sont hautement
recombinogéniquesCela entraine une variation de leur longuear seinméme des différents
clonesRQdzy S & 2 dzO K 8lesBnSund d&@mriads différénte selon les différentes souches

de levure existant.



Eléments structurels ADN

Eléments X Eléments Y' (0-4)
> 0.5 kpb 5.2 ou 6.7 kpb Répétitions Télomériques
1
5 3
3 :: . 5'
e i
Coeur X STR
~ 475 pb 5' -GGGTGTGTGGTGGGTGT (G,_,T)
3'-CCCACACACCACCCACA
\_W_'J
. ARS répétitions db queue sb
275-375 pb 12-15b

Figurel : La structure des télomeres dBaccharomyces cerevisiae

[ S& StSYSyida NBYINJdz 6f S48 RS RSH Sa LdaSysRS yR

St SYSy({ dnédewtMiESnfuge bourge) ainsi que les séquences télomériques inte

(Internal Telomeric Sequenc¢esl ITS ; modélisées ici avec les traits rouge et bleu dans la partie

Rdz , WB®RJIS[iS& A2y a (St2YSNRIdzSa azyd arddzsSa

POQ PDIo ML AELISOGA GE&NSPIest Visibde Gududdh)e LekStéldmeres compe

des s@uences origines de réplicatioutonomous Replitive Sequenceou ARS ; ronds gris).

éléments X peuvent contenir des séquence répété&ashlelomeric Repeated elementsu STR ; ¢

GSNII FT2yO0S0O Sy L) dza Rdz OdzdzNJ - YAYAYLFf 0@SN

Empruntéde (Wellinger & Zakian 2012)
/ K SHumdin®a répétitiontélomériquede base esparfaite et de motifTTAGGGMoyzis et al.
1988). Les séquences soiisSt 2 YSNA |j dzSa LISdz@Sy i , e e@nerd goRuS & dzNJ
brin de séquences télomériques répétées est long de plusieurs koK SEIS 8l 8 A 2y 0Q Sai
de 50-500nt (Riethman 2008)Le télomeére se replie slni-Ys YS SG-SEQRFBISRY o0Q aQ
dans les séquences télomériquasubled NAY Sy | Y2YORRAS8Gt QSHodpBB YRGS
pourtelomereloop), ce qui participe a la masqudes acteurs de la D¥Rriffith et al. 1999; Nikitina

& Woodcock 2004; Palm & de Lange 2008)

Réplication et Raccourcissement

Le fait que la rglicaton RS  f Qdit5ubidirectionnelle implique que lesextrémités
chromosomiques ne peuvent pas étre complétemegpliquées (Watson 1972; Olovnikov 1973)

Lors dela synthése du brin retardda dégradation dé QI Y2 NOS RQ! wb aSNBIyid +t
FNFAYSYd RQh1FT 1A f-8SELS gzARGAS K52 yONIBSSdzNdzySSj dAeAl
RQdzy S I Y2 NI Gette hyderextensipn pglira afors étre liée plas protéines formant la

« coiffe de proection», ce quformera un télomere fonctionnedans autre traitement ni altération

9y NBOIYyOKSs f2NBE RS I &deydKsasS Rdz oNRY- LINBO2C
brin franchequiy QS & (i  LJ- & fodeyfonnizlSEn 2ffétd defhécesaire que les protéines de

fI O2AFFS RS LINRGSOGAZ2Y L5 BAGHHIEREI NRONES OBNJI



doit donc subir une courte résectiddr NJ RS a S E-8 $alnliecgée ané Bypepx@nsion

o fnctionnelle Ce procesusNI OO02 dzZNOA G R2y O S o0 NRY, ractkanNA OS R
alors un site de liaison pour les protéines de la cdiffiegner et al. 1995; Soudet et al. 201@haque

nouveau cyclée réplicationvoit les bring €ches en cytosines raccourcir, et au fil des générations
cellulairesla longueur des télomérediminue 9y f QI 6 & Sy @®nctRrdheldies ackfs NB

des voies de la DDR reconnaissiest extrémitéscomme des cassures, entrainaait 2 NA  f QF NN i

Extrémité chromosomique —

3’

5

¢ Réplication de I'ADN
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A — - — e —
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Figure2: Le probléme de réplication desxtrémités¢ un probléme spécifique du brin précoc
[ S YIAYy(GASY wWSrekténsicndednElnhérdzdesstt@un traitement particulier
de la réplication. En effet, seule la synthese conventionnelle du brin retardé, aprés la dégr
des amorces ARN (rouges), recréé lmyperextensionR dz 6 NJighe (déRotéb en vert). |
d48y(iKsaS Rdz oNAY LINBO20S ONBS dzyS SEGNBY
LINE R drfpéiBxterision entrainant alors une réduction de laile du télomére corresponda
Lt f 2y ByeSadNdsignQaig &).

Adaptée dg(Wong et al. 2014)

cycle cellulairéSandell & Zakian 1993; Abdallah et al. 200@st donc nécessaire de maintenir les
télomeres a une taillet une structurefonctionnelles pour permettrela progression dans le cycle
cellulaire(Lundblad & Szostak 1989; Harley et al. 1990)

Ce phénoméneRQF GUNAGA2Y RS& 4GS NBa Fdz FAf RSa 3
YEYYATSENBad ! Ayairs I &asSySaoSyOS cialdouisGle G A PSS |



passages successifs de fibroblastes a pour cause le raccourcissement des té(blagfiek &
Moorhead 1961; Harley et al. 1990; Allsopp et al. 1992)

Cependant, les cellules &ort potentiel prolifératif, comme les cellules souches, les cellules

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

unicellulaies comme la levure, expriment une enzyme qui mairities télomeregonctionnels: la
télomérase(Greider & Blackburn 1985, 1987; Kim et al. 1994; revu 8hay 2016)

Epigénétique

" f QSOKStfS LINRUGSAI dzS

[ &aSldSyds RQFOARSA ydOf SAldzSa GSt2YSNRIjdS Sa
protéines pour former lgélosomed / QSa G OSG SyaSyoft S ydzOf S2LINBGSA

contre les voiesde la DDRWellinger 2010Q) Certaines protéines télomériques possédent un
homologue chez les mammifésemaiselles sont peu nombreuses & QS a i & dzNJi 2 dzi
général qui est conserv®e nombreusesnptéines participent a la structuret a la fonction des
téloméres, et je ne les présenterai pas toutgme révision compléte en est faite daigdall 2009)
2S Y QI (utiquaxdgrs dui-cdlles ayant une importarigien caractériséeans le maintien des
télomeresparle recrutement de la télomérase

Particulierement la protéine Rapl lie directememgs répétitions téomériques doublébrin, et
recrute ensuite les complexes Rif1/2 ou Sir2/3¢j se lieront a Rapl dans un phénomene de
gradientdépendat de la disk y OS t (@& HandRiBeyrd & Shore 2013Tes complexes
inhibent les facteurs des voies de la DERarticipentdonct.  Y'I &1j dzZSNJ £ S  FdstA (i
une cassuréHirano et al. 2009; Ribeyre & Shore 20Nytamment,la suppressiorcontréléede la

protéine Rapl provoque la fusion des extrémités télomériqueasnetimportante résection sans

02dz0 ST2Aa 1jdzQAt & | Al (Fade SOMakcaht #0A52 WodeRicdhidrov etlA S &

2010) Bien que Rapl soit essentielleest anoter que les protéines Rifl/2 rle sont pas: leur
suppression provogue un rallongement des téloméfidardy et al. 1992; Wotton & Shore 1997)

Ce phénotypede rallongement télomériquales mutantsrif est relié & une augmentation de la

t

S

li dz8

Y

R

TNBIjdSy 0SS RQSOsySYSyida RQStz2y3ridizy RSa G(St2Ys

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

La protéine essentielle Cdc13lie directement f Q K& IE)§ BJy &6t 2sf impliguée dans le
YI &ljdzZ- 38 RS mdispSrtcipasds pius ai 1S réplicationtélomérique en recrutant la
téloméraset.  f QS H@aNdR ¥t /&l(11995; Nugent et al. 1996aRs & Lundblad 1999¢dc13



forme de plus un complexe av&tnl et Tenloui permetiraf S NB ONHzi SYSy & RQdzy S
ADN pour permettre la réplication compléte des télomeregevu par Price et al. 2010)La
SWILINB &a aA2y GSYLR RBici3ndraiduSe résertio®@dldm@nigiegmp&idnte dans

les cellules, sauf en phase G1, ce qui suggeére que le rble de protection de Cdc13 est particulierement
requislors du passage de la fourche de réplicatf@iodenicharov & Wellinger 2006; Vodenicharov

et al. 2010)1l a été montré que Cdcl13 pouvait subir des modifications-pasiscriptionnelles, ce

qui participerait a la régulation de s@tivité au cours du cycle cellulaifei et al. 2009; Tseng et

al. 2009)

Chez la levure, un autre actepossede une action remarquable au téloméde complexe yKu,

composé des protéines Yku70 et YkugQi forment un hétérodimére en forfi R QI yy Sl dz S
f QI 5b 2dz f Q! welu déhiFidHerd@azZakiS Y085hison absence, leaxtrémités
chromosomiquesont maintenes trés coures etsubissent une résection extensive, suggérant que

yKu joue un rolenajeurdans la protection contrées voie de recombinaison homolog(forter et

al. 1996; Boulton & Jackson 1996; Gravel et al. 1988)rotection conférée par yKest observable

uniquement dans des cellules arrétéms phase G1, avant la réplicativiodenicharov et al. 2010)

Il est notable que la résection ayantliuy f QI 0 & 8afiuss c@li§es ariétdes ne provoque
Composants protéiques principaux

yKu
0 Yku70p/Yku80p O rap1p

‘i Cdc13p/Stnip/Tenip a Sir2p/Sir3p/Sirdp

q Rif1p D Rif2p

Figure3Y [ $& O2YLlZal yda LINRGSAIdzSEa RQdzyS SE
relatif

Les protéines participant a la structure et & la fonction du télomeére sont montrées. Les coule
ONAY&a RQ!5b azyd fSa YEYENS [z (06 100Sded | R20L
dans la région des répétitions douHbein. La complexe yKu se lie en directement au télomer
Y2y d RS f QSEGNBYAGS GSt2YSNAIdzSsE YIFAa Saf
de Sir4, biej dz8 f QAYyGSN} OGiA2y SyiNB tSa RSdzE 0O2»
R A NB O (i i§peeyténsiong@rmettant au complexe CST de jouer son role de coiffe, essen
phase S.
Emprunté ddWellinaer & Zakian 2012)



LI a fQFOGAGlIGA2Y RSa @2ASa RS tF 55wx OS |ljdzA &
des téloméres est relativement faible. Le complexa gkt supposdierf S (St 2YSNB t QS
de la séquence doublerin, mais aussi a des positioldgerementplus centromériquesau niveau
desrépétitions télomériques interne@nternal Telomeric Sequences ITS)notamment a cause

de fréquentsproblémes liés au passage de la fourche de réplicdfisher & Zakian 2005; Larcher

et al. 2016)Un autre mécanisme participait a la présence de ykau téloméreviala protéine Sir4

du télosome(Tsukamoto et al. 1997; Martin et al. 199B¢ fait que plusieurs voies de recrutement

participent & amener yKu au télomeéde maniere redondantsuggére que yKa différents roles a

jouer, bien quele complexe B soitpas esentiel a la survie cellulair&es réles se situent aux

niveaux dda protection contre la résectiome la répression des génes proximaux aux télomeéres

et durecrutement de la télomérasgliscuté plus bas)

Les téloméres humains sont composés de protépessédant des homologies avec les protéines

de levure. Certaines comme Raplsont orthologues la protéinene posséde pas deNABinding
Domainsimilaire a la protéine de levure, et liedonclLJ: & RANBOGSYSyd Q! 5b i
f QK dzRdpIsgftrouve lie au télomergiaune interaction directe avec lggotéines TRF1/yui

sont, elles, des analogues de la protéine Rapl de lefRlusieurs autreprotéinespossedentdes
fonctionsanalogues celles de la levureTPP1 qui recrute la téloméraganaloguede la fonction

de recrutementde Cdc13 t h¢wm |j dzA  NB O2 dz& N@BnalbgOeSde HoNdsion xldi S a A YL
protection de Cdcl3[Palm & de Lange 2008; Pfeiffer & Lingner 2013; Lewis & Wuttke .2042)

complexe POTFIPP1 semble aussi faciliter la processivité de la télomérase huniandus, la

suppression deomplexeKu entraineune instabilité génomiquehezles mammiféresussj ainsi

j dzQdzy S NBRdzOGAZ2Y RS I { maiskd pSsitidhed son rbl€ekagt ¥BINS & OK -
encoreflous (Fell & SchildPoulter 2015)

Compartimentalisatiomucléaire

5rya tS y2eéeldz fQ2NBIFYyAal GA2Y ®&kef & MirayRROUB;Y I G A Yy S
Taddei & Gasser 201 2ktte propriété a été observée des le XIXéme siécle par, Raibbonfirmée

avec lesoutils informatiques et de microscopiR Q| dz2 2 (RBIIR CBRTJAMotamment, les

centroméres se placent autour dspindle pole body{SPB) structure traversant la membrane

nucléaire eta laquelle les kinétochores sont rattachés en permanence par destoticles alors

j dzQt f Q2 LleJdrinSle MudEéol§Taddei & Gasser 2012)



Les téloméresi Q2 NH I y A & Sy (foci$ (68 fhcipBur J2dEfmered) a la périphérie des
noyaux de levure en interphasdans un ordre allant des SPB vers le nucléole, selon la taille des
bras des chromosoes (Gotta et al. 1996; Laroche et al. 2000; Therizols et al. 2Q1®)
séquestration des télomeéres a la périphérie nécessitiee autresle complexe yKat les protéines
Sir3/4, bien que @ réle desyKusoitréduit lors de la réplicatio(Palladino et al. 1993; Laroche et al.
1998; Ebrahimi & Donaldson 2008; Schober et al. 2008)sque les téines Sir ou Ku sont
mutées,ou encore lorsque la sumoylation de yKu est affectég,téloméres se trouvent a des
positions plus centrales du noy@dediger et al. 2002; Taddei et al. 2004; Ferreira et al. 28hfip,

les téloméres courts se trouvent dans une position plus centrale du rexyéin de phase S, lorsque

la télomé&ase les rallongdEbrahimi & Donaldson 2008; Ferreira et al. 2018 position des
GSt2YSNBa Rlya €S y2eéeldz yQSad R2yO LI a IfSlaG2a
f QI Ode®oidsAdde If DDR qui peut en décoweriu mode de maintenance des téloméres
(Zimmer & Fabre 2011; Taddei & Gasser 2012; Seeber &r@845§

Mécanisme de comptaget Maintien des télomeres

Chez la levure, les téloméres les plus courts sont préférentiellement rallongés par la télomérase
(Teixeira et al. 2004)Ceci serait d0 a unmécanisme de comptage de la taille des télomeres

(Marcand etal. 1997,1999) 2 G YYSyYy (= f 2NAIjdzQdzy (St 2YSNB Sad O
lier, et en conséquence, moins de Riflih des réles majeurs de ces protéines esétulation de

f I NBaSOuANRefling®& & Zakidh2¢12Ep EXfet, brs de leur réplicationgls télomeéres

subissent une résectigmotamment médié par Sae2 gtar le complexe Mrel1/Rad50/Xrs2 (MRX

De plus,é complexe MRXarticipe aurecrutement et a l'activation de Teldiala sousunité Xrs2

(Wellinger & Zakian 2012pes téloméres courts possédant moins de Rapl/Rifl/2, ils peuvent étre

liés plus efficacement par MRX, entrainant ainsi le recrutement deeTetin activatio(McGee et

al. 2010; Bonetti et al. 2010; Abdallah et al. 200199 st supposé que Tell, une fois activé, se trouve
aaméliorerlerecrutemaein RS f I (St 2YSNIasSz LI NI SESYLXS Sy 7
f G0St2YSNIaSsz adl oA freciitemedit(Goudsguian efalQ2DP6] SAHE L & 2 y
etal. 2007)9y f QLI 6aSy 0SS RS NI fcourtesphbSlatéomérask Srie se8dadeNB Y A
1AYylFasSsy aSOmMX LI NIGAOALIS t fQFNNkG Rdz 020t S OS¢t
complexe de pore nucléaire (Nuclear Pore CompMRC) pour y subir des événements de
recombinaison(Khadaroo et al. 2009; Abdallah et al. 26D9) L f ald £ y20SNI ljdzQS,
GStE2YSNFrasSz tSa GSt2Y8NBa RSOSylyild GNRLI O2dzNIi 2



croissance et la sénescen¢eundblad & Szostak 1989) SLISY Ry Af S&ad Llaa
f QSYSNHSY OS «sidvantédzadalyes de maintenir leurs téloméres a des tailles
permettant la croissanc@.undblad & Blackburn 1993ye mécanisme alternatif ne dépend pas de

la télomérasemais plutdt de la recombinaison homologue et repose lguréarrangement et

f QF YLX #eBséddéndes soylomériques. De plus, la réintroduction de la télomérase dans

des survivants entraine un rétablissement du maintien régulier des télomeérda, mirte des

séquences soulomériques amplifiéegTeng & Zakian 1999)

Par des expériences élégantelsez la levurgil a été estiméque seuls 3 &b téloméres étaint

rallongés par cycle cellulairsur les 64 télomeres présents dans une cellule diplfTdéxeira et al.

20040 / SOA &dRBERBS RQdzS dzLINBFSNByYy OS LJl2dzNJ £ Sa (S
maintiert uniguementceux qui sont les plus courts a cjug générationCette limitation ravive

f QARSS 1jdzS t£Sa GSt2YSNBa O2dzNIia az2yd LINA2NRASA
G2dzi Sy S@OAlGFYyd RS RSLISYasSNI RS fQSYySNEHAS Si Radz
besoin.

Dans ¢ méme sengsil a été montré qué QF OGAPAGS RS I alSphderSdul 8S S
cycle cellulairgDiede & Gottschling 1999; Marcand et al. 200Dgtte restriction seiidue en

partiet f QA Y KA 0 A U A 8téinesRE1/2tpéndaniiafliase &aHardbdhl. 2011 ne
explicationpotentielledela restrictiontempordl S RS f QF OU A 2sff RSTFIU A § (1pdzR2 YB3
de nombreuses répétitiongélomériquesarRSt £+ Rdz aSdzAft T2y OlA22yy St Sa
Rdeides nucléiques y I dzG NB | OGSdzNJ RS f QAYKAOAGA2Y Rdz NI f f
Pif1(Schulz & Zakian 1994; Boulé et al. 2088)effet f h8licase se lie préférentiellement aux longs

télomeéres, et la suppression ®FISY G NI ny S € Ql dAYSy il GdAz2y RS f I FN
télomeéres longg¢Phillips et al. 2015 eci suggére que Pifl a pour rble de participer au phénomeéne

de sélection des télomeres courts par la télomérase.

Il estaussiprobable quede trop longs télomeres sent plus instables cares difficiles a répliquer

et hautementrecombinogéniques, ce qui entraine le raccourcissement pareigsgpde fragments
télomérigues notamment par dessuppressions télomériques rajas» (Telomeric Rapid deletion

ou TRDJLustig 2003)

Il ade plusété montré que ls téloméres pouvaient étre transcrits, exprimant alors un ARN
dénomméTERRATElomeric Reeat-containing RNAdont la fonctionest encoreinconnue (revu

dans Azzalin & Lingner 2015; Cusanelli & Chartrand 2015) Q! wb Sl y i SELINA Y S

télomeres qui different en taille et en séquence, il existe une grande variété de TeRiRAlaisse



1C

supposer des roles potentiellement differentSependant, une fonctiode ces ARMécemment

mise en évidence chez la levure est celle de nucléation dédmétase(Cusanelli et al. 2013fEn

effet, il a été montré que les téloméresagent transcritsde maniére plus importantersqdzQA £ & a2 y
courts et que les TERRgemblent &4 Q I 3 WdSuA 8nddoit du noyauCette agrégatiorsemble

provoquer lay dzOf ST A2y RQdzy I ANB Il (GRecsSoirpRstbgdnticicé&sa RS G
ARN sont plus fortement associés a leur télomére penda phase S ou agit la télomérages

données suggerent que ch&accharomyces cerevisjda transcription qui a lieu aux téloméres

courts permet le recrutement de la télomérageusanelli et al. 2013)

t 2dzNJ NBAdzYSNE €S YIFIAYGASY RQdzyS GFAffS (St 2YSNR
la progression dans le cycle cellulaire, et donc pour la prolifération @ielUComme discuté plus

haut, b surélongation est un phénoméne exceptionnel et assitedes mutationsprécises au

YADBSlI dz RSa LINPGSAYSa GSft2YSNRAIdzSa 6wl LIMKWATFMKH
télomérasepar une séquestration de lal@mérase au télomeres (fusion Cde&8t2), ou bien par

une réduction def QA y i S NI O (iriutatyon EstR Hams|é® sitdi de reconnaissance par .Pifl)

/ SGGS Stz2y3alidArzy yQSaild R2yO LI & dzy LKSYy2YS8yS LI
sauvags. En revanchgle raccourcissement est intrinseque adtucture des télomeéres et a la

linéarité des chromosomes eucaryotes, et requiert un maintien congtantefzyme particuliére

j dzQI& t&lemérase.

1C
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LA TELOMERASE

La télomérase est unbholoenzyne ribonucléoprotéfue (ou RiboNucléoProtéine, RNEapable

RQI t fRBEI SHIG NB Yhitialefént carectéBsée chez les cili@seider & Blackburn 1985,

1987, 1989) Le rallongement| f A Sdz L¥aNhe ftrankcBpiaselierse, de plusieurs
répétitions de séquence télomérique f QS Echrdidpsomiquet LI NI ANJ RQdzyS &
matrice faisant partieRu@ ARN norcodant(ARNNc)figure 4)(Cohn & Blackburn 1995; Singer &
Gottschling 1994; Lingner 199Mestay 2 1 SNJ 1j dzS f QSy 1 & Y & W8S/ (iLIRdail 5lbf L
extrémité franche f | LINB a S y @8endarSdmplecbnedi J&ldwdere décrit plus hautest

donc nécessairélingner & Cech 1996)

g Liaison du substrat ADN au site d'ancrage de la RNP
et appariement a la séguence matrice de I'ARN

5 -GGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG /
3' =CCAAT AAUCCCAAUC

b Elongation de I'extrémité 3' du substrat ADN par addition répétitive de nucléotides
et reconnaissance de I'élément 5' de délimitation de la matrice

- GGTTAGGGTTAGGATTAGGGTTAGGGTTAGCGTTAG "l
] -CCAAT - - AAUCCCAAUC

d

-GGTTAGGGTTAGGGTTAGGATTAGGGTTAG GGTTAG GGT
=CCAAT AAUCCCAADC

Initiation d'une seconde ronde d'addition de nucléotides,
résultant en une processivité d'addition de répétitions

c

Translocation de I'enzyme et du substrat ADN

5 -GOTTAGCCTTAGOGTTAGOGTTAGGOTTAG COTTAG
i =CCAAT AATCCCAADT

Voir légende sur la page suivante
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FiguredY aSOFyAayYS RQSt2y3al A2y Rdz (i Sbif@ess NB
b20GSNI [jdzS £+ &Sl dzSy OSGGITRAG DY S NHljldzSEzr  RaSS Ij 2SNy
légérement dup -DG3-0 @e la levure bourgeonnantg. I G I A f {-BE RSy 3 QK LISDS
a. La télomérasegont les sousunités protéigies sontreprésentées par lesovales gris, est recrutée ¢

stabilisée par les protéines de la coiffgbgentes de la figuie® [ QF LILIF NR SYSy
YFEGNROS RS Q! wbh 6 SyperexteSsitnin alGsilied QSEGNBYAGS
b. Lasousnitétransch LJG &S Ay @SNRBRS | 22 dzii Shype@iensiotzéntseSoasi
ddzNJ £ YFGONROS !'wbod [ QFNNBG RS €t {NISYsIN
de délimitation de la matrice @ Q ¢ SYLX | G S . 20izyTBE) DEPendanim@nt 8¢
2NHFyAaYSas £S5 ¢.9 LISdzi $aiNBSYy RS ofl Gl SwlReddayiK
St dzinBa f SOdNEa 2 d2 &Sl dz@ASdeki NERKIIBY » Q@ RS
Les points suivants sont valables certairdbry A a YSa R2yid f QSyl evysS Sa
paspour S cerevisiae
c.] QSyT eyS a8 RSLIX I OS t2NB RS TFlee2y t NBI L
extrémité télomérique.
d.! y§ y2dzoS tjdulle NBISSIRG 4R SIdz 6 Sy YI dz8S0= j dzA &I
pour donner lieu a une nouvelle translocation, etc. Ce phénomene résulte en une proc
RQFRRAGAZY RS NB IRSpéat Additdy RrocaspiRAR.S NX lj dzSa 6
Emprunté dgAutexier & Lue 2006)
Similairementd QF NNJ y3SYSy (i 3 fagormétas ésube elizgnie ras oNdemée f
OKST tS8&a SdzOl NEiel§ueginséctes eCafalg@@ayai & Goljins B0SEn effet,
pour ces deniers organismedes téloméres sont maintenus fonctionnels par un mécanisme de
transpositionqui ne sera pas discuté dans ce mémoire.
5SLdzA a f I RS oRtid SNdySricoRdesizgl@néres enl985 de nombreuses
LINE LINASGSa RS tQSyieysS 2yi SGS YA A&Sevuesdde dzZNE |
(Egan & Collins 2012; Schmidt & Cech 2015; Autexier & Lue 2006; Mason et al.ll2@&ki¢
OSLISYRIyil RS ombreNdténdment e yhigeaufolcbnnel, comme le processus
RIQEaSYof |l 38 I&RBcruferiedtyall Blyn®Eepu encore leY SO YA & Y SionRQSt 2 y =
perse Cependant, sur le plastructurel des nouveaux élémente la RNP et departenaires de

f QS f éhyoatlericdre probablement & découvrir.
Structure

L@chafaudageARN¢ Ticl

La télomérase est organisée autoue Bl Q! wihcy;DdzA & SNI RQSOKIF FI dzRI 3S |
protéines nécessaires a la fonction. Te&st long de 1157 net trés structuré plusiaurs longues

tige-boucle(« bras») sont articuléed I dzii 2 «dENIFoRdAydnsé en upseudey dzdgyure 5)

(Bosoy et al. 2003; Dandjinou et al. 2004; Zappulla & Cech .ZB04pgard du pseudy dzdzZR a S

trouve la séquence matrice BCACACACCCACAGO XY |j dzA  yiéSaved Qucudk Jaulé
séquencedans TIc§ I & QI NNJ ye3utedR mbghGcléSigles simypherin (Dandjinou et al.

12
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2004) Cette matrice est reconnue et lue par la transcriptas/erse Est2, quiaajouterde 6 a 11
désoxyribonucléotidesomplémentaires déa séquencenatrice, aux extrémités chromosomiques

(Lingner 1997; Foérstemann & Lingner2001R Sad RQIF Af f SdzNE LIunNEABS GG S Y
a été identifiée chez la levure(Singer & Gottschling 1994) I G Sf 2 YSN}I aS RS f S@o
processivein vitrox Yl A& Af & SM&ivo8ne keNB émym fpuisse lffaitzQplusieurs
rondesR Q | @&ndoféotides Sy F2y O0GA2y y20F YYSYyld RE&EhahgQSGl G ¢
et al. 2007)

Tlcl esun ARNemarquablement flexite car les longs bras possédent ddsudes» qui produisent
généralement une torsion de la structureesitde plus modulably RS LI F OSNJ OSNI I Ay a

y d¥fecte pasla fonction de la téloméras€Zappulla & Cech 20Q4ette propriété suggere que

f QF NN R3EYEINR GSAYySa | dzi2dzNJ RS Q! wb yQSad LI &
proximité des différents acteurs importe plus que leur position exatals lesespéces du genre

deschampignongfungug possedent des ARN de la télomérase si Idgallevsky et al. 2016)

Jonction &
3 branches

Matrice

Domaine de Domaine
Recrutement . Catalytique

Elld
Complexe Yku

Figure5 : Composition en 2D de laétomérase
[Q'wb ¢fOm Sad FAId2NB LI NI €S GNIAG y2ANE
regard de la transcriptase inverse Est2. Le TBE est aussi visible (en vert), a la base du brz
par le complexe yKu. Les sausités prdéiques sont placées selon leur site de liaison relatif. M
fQroaSyO0S RS FIFOGSdzNJ LINBaSyd adzNJ £S 3INT
branches Three Way Junctigh 2dz ¢2Wood [ O2AFFS ¢abD Sy
y QaBtipas une sousnité per se
Emprunté dglLemieux et al. 2016)

13
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estdoncprobable q¢ O0Sa f 2y 3dzSa Siixs3a S350 |jRIA 1 avBEvotutids ¢g8k2 dzZNE R
organismes daomaine dedungi, sandj dzS  SdzNJ N £ S LINBOA & a2Ald | dz22c
Dans ce sengl a été montré quele larges parties de Tlcl peuvent étre suppriméds vivosans

affecter le maintien télomériquéLivengood et al. 2002Pe mémeles bras de TIcl peuvent étre
réduitspour donner un ARN de 500 permettant un maintiemrminimal des télomere§&Zappulla et

al. 2005) Ce «Mini-Tlcl» est fonctionnel et peut stablement maintenir des télomemas fil des

génératonEg O ASY 1jdzS fSdzNJ GFAffS O2dz2NIS adzaA3IsNB  |j dzS
G201t SYSy (i TECoDupainBdé @ue biéhique, ce minTlcl est bien fonctionneh

vitro, suggérant que la différence observéevivoa S aA G dzS I+ dz YyASBSlIdz RS ¢
recrutement, et pas au niveau catalytig(@appullaet al. 2005; Lemieux et al. 2016)

Certaines souszy A 1 S& LINE (i SA |j tieBtadiredtetent ff @3S yérib eeddBnaissat
spécifiqzlementla séquencaucléotidique(le complexe SEL  t 2 LJc k T & Qaht Ril@dtedznNS &

par une reconnaissance de la stwre tridimensionnelle(Estl,Est2, yKu70/80)pendant que

RQlI dziNBa aQlea2dziSyd I dz OSetdetREISIIAghieknieBad 8036y Sy (i ¢
Livengood et al. 2005tellwagen et al. 2003; Fisher et al. 2004; Hughes et al. 28D0rtaines

structuresde Tlcl peuvent étreléplacées dans Tlshns effet sur le maintien des télomeérdss

domaines de liaison aux protéines sont beaucoup moins permasifsrmes demutations de la

séquence de liaisqQmui entrainentdes phénotypes dramatiqudkivengood et al. 2002; Seto et al.

2002; Chappell & Lundblad 2004; Laterreur et al. 2018t important de noter que des mutations

affectant la triple hélice sentént avoir un rdle sur la transcription invergt le maintien des
téloméres,mais pas liaison dEst2in vitro (Qiao & Cech 2008)

De plus, certaines parties de Tlcl ne semblent pas étre liées par aucun acteur connu.iéghbras |

yKu est «dénudé» RS YsYS jdzS €S oNla NBfAFYy(d (Edan&dzdzN] R
Collins 2012)Il est méme possible derigidifier» les différents bras de Tlcl en retirant certaines
séquences noth LILIF NA SS& SiG FAYyaA F2Nbeltyld 1 F2NXIFOGA2Y
facon majeure Idonction de télomérasélLebo & Zappulla012)

Plus étonnant,d brasqui portela jonction a trois branchg@WJY QI | dzOdzy'S A yii SNI OG A
aucun réle particulier che@ cerevisiadLivengood et al. 2002; Dandjinou et al. 2004; Zappulla et

al. 2005) Cependant, ette TWJ est trés conservée au niveau phylogénétiquia, ptésencdr Q dzy S

structure similaireS&a G NBIjdzA &S L2 dzNJ f QI Ol A @ds @ilgs maiS &ugsy SNI a S
R QI dgéndss ddevurescommeSchyzosaccharomyces pomNeurospora crassat kes espéces

du genreCandida(Brown et al. 2007; Gunisova et 2D09; Qi et al. 2013)l apparait dongue la
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LISNI S RS f Qdzi A tdayaSH (RM2A/S NEBSS yiO'S S edndslaisidlaiivemer® S 4 LIS OS
récenteRI ya f QS @2 f d@osllevsky &RChén 2016 & dzNB &

[ Q! Mchdans son ensemblest donc une partie eentielle de la télomérassans laqued les

sousunités protéiques ne peuvenformer un complexe fonctionnelA plus petite échellela

séquence matrice a elle seule est efsglleY Y dzi SNJ &l aS1jdzSyO0S Sy idNIny:
télomérigues mutantegSinger & Gottschling 1994; Prescott & Blackburn 1997a; Forstemann &
Lingner 2001; Forstemann et al. 2008es séquences mutantage sont générament pas

reconnues par les protéines du télosome, ce UR Sy adzA G LI NJ dzyS | OGA DI GA2Yy
f QF NNk (i R dz(ADdalati e al. 0B 9; KhazfadodieNab 20@tte activation des voies de

la DDR notamment la kinase Tellsemble dans le néme temps améliorer la processivité

R Q Boat®dnde la télomérasgArneric & Lingner 2007; Chang et al. 2007)

. A Sy | dzXBCiest§45 aiblénient exprimé dans les cellutieslevure, et a été mesuré par

gPCR et Northerblot a 2530 molécules/cellul¢Mozdy & Cech 2006Fe nombre est relativement

faible comparé au nombrestimé pour Rprl (ARNnNc faisant partie de la RNAE4d®, mol./cell.),

2 dz LJ2 dzNJ t Q ‘500malycell))Bertrand, MaouseBcott, et al. 1998; Mozdy & Cech 2006)

Tlcl est condéré commele réactif limitant du complexe de télomérageoir les estimations des

quantités des sousnités protéiques, plusbad).f S&ad R2y O | dz22 dzZNRQKdzA I OC
O2YLX SES&a RS G(GSt2YSNI&asS | OGATa (Rozyyx Caeyf 2006DSt f dzf ¢
/| QSadG YIf3ANB G2dzi adzZFFAalyd LI2dzNI YFEAY(dSyiAN fSa
aSYotS YsYS | dzxpniliss séitisiffisantg Sour Rndinteviir des télomeéres stables

(mais courts) au fil des génératiofBappulla et al. 2005; Mozdy & Cech 20@antdonnéque le

mouvement des RNBansdzy y 2 & | dz S &donsidédza@muinshleaoital@@effinger &

Zenklusen 2012) Af Sad RATFAOAE S RQA Yk EdasdSINY d) d4SQ SanLdl Y
volumique puissent agir efficacement aux 64 télomeres. Cela suppose donc un méoaffisace

de recrutement de la télomé&se aux télomeéres.

Il est important que TIcl ne soit pas trop exprimé car lorsque surexprimé dans des cellules, les
téloméres sont rmaintenus a une taille plus petiteet leur fonctionnement est altéréSinger &

Gottschling 1994; Mozdy & Cech 2006)S LK Sy 2Y8y S Said LINRBolF ot SYSyid
protéines importantes au matien des téloméres, notamment le complexe yfReterson et al.

2001) Le titrage de yKunors des téloméreentraine potentiellement une déstructuration du

télosome, notamment par une incapacité a pak OA LISNJ £ € NBLI AOF A2y R«

15
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localisation aberrante des télomeres (Larcher 2016, Gotta 199K)surexpression de Ticl ne

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

Une souspopulation (10%) de TlclJ2 8 38 RS dzyS 1jdz2Sdz2S o0Q LRfeé&l RSyeft
stable que la forme non polyadénylée (polyfChapon et al. 1997)| a longtemps été considéré

gue ces ARN PolyA+ étaient des précurseursadierme mature et fonctionnelle. En effele

complexe actif de télomérase est composé de Tlcl pdiydl estdonc la forme 4nature ») (Bosoy

et al. 2003)De plus, la forme polyA+ est moins stable que la forme mature, ce qui laisse penser que
laforme polyA+ estraitée en une forme maturgolyA (Chaoon et al. 1997)

Il aaussiété mesuré que Tlcl a une demié supérieure a 60 minutd€hapon et al. 1997 atose

etal. 2007 / SGGS RdzZNBES RS @AS Sald aiAYAflIANB bt OStf S
ARN nucléairess(nall nuclear RNA, snRN#uU snARN, mais seulement quelques ARNm (1% des

ORFs) ont une dervie supérieure a 2((Geisberg et al. 2014Lette demivie doit aussétre mise

en perspective avec la dwélu cycle cellulaire de levyrestimé 80-100 minutependant la phase

de croissance exponentiell€ela suggére donc que certaines molécules de Tlcl se propagent aux
celluesFAf £ S& RQdzyS f S@dzNBEZ LI2dzNJ LR GSYyGAStt SYSyd |
[ Q! wb RS f I (St ZhunguNTeldrferased@Nastiayss relktivement long$1nt)

et remarquablement structur§¢Feng et al. 1995; Chenetal. 200@Sy aSyYot S RS €t adl
reconnu par des protéies, notamment la transcriptase inverse hTHRiman TelomerasBeverse
Transcriptaspdont le domaine dé A | A & 2 Y ude@dgbobicle& le fsdriNdy dzdzBrdnini-

hTR a été publié récemment, et est lui aussi fonctiommalivoY I A & NI |j deurgxidné RQs (i NB
(Voganetal. 2016 [ QSELINB&aA&A2Y Y2NXIF{S RS Kew | NBOSYYS
de molécules par cellule, bien que toutes ne soient pas assemblées en un complexe fon¢konnel

& Cech 2014)

Les ainées ET

ChezS. Cerevisiaeles premiéres protéines découvertes ayant un réle dans le maintien des

St 2Y8NBa fdeoyiblagesIé Souchs miitantes pour lesqueles les téloméres
raccourcissaient au fil des génératsfhundblad & Szostak 1989; Lendvawpletl996) Troisgenes

ont été identifiés et nommégSTour Ever Shorter Telomeregsarlessouchesnutantes ne peuvent

maintenir leurs télomeresDe plus ces gendsSTLEST2 et EST3ont une fonctionessentielle
exclusive a la télomérase. Un quatriegine idedl A T A S Ldridigesado®ya (R NEPARE S s (0 NJ
R2y G S LINReRidaaRly foA(S K d2 KigSLISMIGKIEse Bais neNidt Qe Haiti& |
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intégranteR St Q Bieh quertdisant partie du télosomeDC1&st ressorti de ce drlagecar

le phénotypede défaut de maintenance obserp®uvait inclure les acteurs du recrutemeate la

télomérase au téloméreLamutation ponctuelle découverte sSULDC13st une «séparation de

fonction» carelley QF FFS OGS 1j dzS f I tdela/t€lamErasget gasia fdBHONIzl S Y S
essentielleRS O 2 A T F &xteRs®nofOQ KRdrIS{R@rfindck & BlR000; Evans & Lundblad

1999)

La protéine Est2 est la seusité catalytique, transcriptasaverse de la téloméraséLingner 1997)

[ S R2YIFAyYyS SEFOG RS fAlLA&A2Y RQNjUB(G RS O Daitdati NBwm Oy
été montré quedans Tlc10 QS a i  tySIzdiRéEeSt dzus pour cette interactiofLivengood et

al. 2002; Chappell & Lundblad 20049 domainéN-terminalde la protéingTelomerase Nerminal,

TEN)est impliqué dans 1a3 02 Yy | A & & I y-eRtBnsidhSmplel®iik du lckBadibsomaeainsi

que pour la liaison EstPIcl (Friedman & Cech 1999Ce domaine est aussi important pour la
production répétitive de la séegence télomérique, dans un mécanisme ou la reconnaissance du

simple brinest2 dzLJX SS t QI 2@aldiy eRab 20¢WzO[f IS 2 i A IRB&ehsion £ f QK@
permet leréajustement du brin nouvellement synttigé visa-vis de la séquence matrice de Ticl.

Est2 et Tlcl sont nécessaires et suffisamtstropour oltenir une «activité Télomérase, mesurée

O2YYS tQSt2y3aldAz2y R dmhSonkéMaeNdD€ingyicr &f 41.\1ID7; CadK & LIS NJ
& Blackburn 1995)Cependantjn viva plusieurs autres protéines sbmécesi A NSa +  QF Ol
télomérase(Lundblad & Szostak 1989; Lendvay et al. 1996)

Estl est la protéine qui permet le recrutemedd la télomérase au télomeére, paoninteraction

avec Cdcl8Lundblad & Szostak 1989; Pennock et al. 2000; Tucey & Lundblad B8tl4dlje Tlcl

par une interaction avec une boucle située dans le Misle maniére spécifiqgue a la structure

LI dzd & O 1j dzQ Setd ¢t al.22Q0R; datbiyi & Sl. 2012erdle de recrutement peut étre
complétementcourt-circuitéen fusionnant Est2 avec CdqBans & Lundblad 199%)e plusEstl

aSY0otS 22dzSNJ dzy Nb £ S &dzLlLX SY S gainsureiEhe®@rdimant A @1 G Sd
Cdcl3Est2,son expressioprovoque une suglongation des télomeresmais pas sa suppression

(Evans & Lundblad 1999; Lebo et al. 20C&kte suggestion a été poussée un peu plus avant par
unepublit GA2Y O &SS &adzNJ £ LIzZNARFAOIGA2Yy RQOadm Sia |
OStftdzZ  ANS G20l ¢ ' dzZ3YSy 4GS €1 |jdz yi@®ézegaarR& LINE R
Freeman 2009)Il esta noter ici que plusieurs laboratoires oaffirmé avoir purifié Estl et que la

protéine semble alors lier un oligoniéotide simplebrin mimant une extrémité télomeériqué/irta-

Pearlman et al. 1996; DeZwaan & Freeman 2009; Wu & Zakian. ZiEddndant, la fonction de
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AGAYdA I GA2Y RS t QI OGAGAGS S tetonploplutatffegféd paNB |j dzi & N
la liaison a TlciDeZwaan & Freeman 2009; Lebo et al. 20Egfin, Estl semble posséder un

domaine de reconnaissance des ARMNA recognition MotifRRM)maisson rdleexact dans la
fAFAAZ2Y RS ddifi(Zbou etyalO2DE0)i

Est3 est la moins bien connue des protéines Est. Son rble essentiel dans le maintien des télomeéres

est d0 & son interaction avec les protéines EstEst2etf S& R2 Yl Ay S éxacR@rkeid S NI O
cours de caractérisatioh dz2 2 dzfRRoCeKallz2014; Tucey & Lundblad 201143st cependant &

y20G§SNJI |lj dzS f QAofiHs® el asingépdrdnt®dediamtres genEST f 2 NA |j dzQL

f OAYVOSNEROYetlist tRAFaBAY Sad ySOSaal ANBZhduetddNI |j dzQ9 :
2000; Hughes et al. 2000; Livengood et al. 2002; Osterhage et al. 2006; Tuaegbfad2014)
Cecisuggéredonclj dzQ9 aio Sad fI RSNYyASNBE RSa (N®usad LINEIQS
entendantalorslj dzS f QI & & Sétomérdsen feu Bubs uh rhécanismeéiape par étape».

[ QF 62y RFYOS RSA& LINE { SelgyeS dizaifes de mbléces Bar célbila (BNB S
110 mol./cell. ; Est2 40 mol./cell. ; Est3 85 mol./cell.) ce quiestii NB & LJSdz O2 YLI NB t
protéinesde complexes RNédbmme Nopl (snoRNP, >40000 mol./cell.), Pop3 (RrRA&¢RPF400

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

al. 2014) La transcriptase inverse Est2 est donc la amitg protéique limitante du complexe

(Tuzon et al. 2011)De plus, la quantitckR Q9 aiin S&i RSLISYRIyidiS RS t QSE
ddz338 NB |j dzS £TR1 aud BIO stabilisateiyde 18 pratéifeaggart et al. 2002Pour

rappel le nombre estimé de molécules décl par cellule estncore plus faibl€25-30 mol/cell),

et2y O2Yy aAi RS NR)! toduBededBddRfirkitzk de la télomérasim vivo (Mozdy et al.

2006 ; voir plus hay [+ FFrA0fS 02yRFIYOS RS&a RAFTFSNBYGA
OSLISYRIyld RS&a ljdzSaitArz2ya O2yOSNYylyd ftQlaasSyofl 3
quelques dizaines de molécules parviennent a se trouversdie volume nucléairest/ou
cytoplasnique pour former une enzyme fonctionnete / SOA adzZ23I8NB dzyS @2AS
dirige les différentesousunités dans le méme espace volumicafen de favoriser leur liaisomien

lj dmzunintermédiaireéventuelde cet assemblagy” Q Etd découverta ce jour.
Les petites dernieresPOP
'y ANRdzLIS RS LINRPGSAYySa R2yd fF LINIAOALI GAZ2Yy Sz
été démontréepar Spectrométrie de Massklass Spectrometjyest celui des protéies Pop Popl,
Pop6, et PopTLemieux etal. 2016) S& LINRPGSAYySa yQlF @FASyd LI & Lz s
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OFNJ S RS&A3IYy SELISNAYSyGlt RS&a ONaumbintiéhleas RQARS
GSt2YSNBa yS LRd@IAG RSGSOGSNI RSa LINRUGSAYSaE &7
OSt t dzf | A NB & grotéin€sBod, guifénSpartizldéls cdrbleéixes des ribonucléag@dlase)

P et MRPnécessaires a lanaturation des soARNet des ARNtrespectivement(Esakova &

Krasilnikov 2010)Lesprotéines Pop sont peu caractérisées, méme dans le cas des complexes
RNases PIMRP Yl Aa At Sai O 2Roydadlifedea sttuiBe/da B Yoashitdt RS &
ARN catalytique deRNaes(Esakova & Krasilnikov 2010)a @pendantété montrélj dzQSf f S& € A S
une boucle ARMommée PJrésente dans les RNases P/IMRRrés conservée dans le domaine
eucaryote(Perederina et al. 2007, 2009) Q Sattlieldes connaissances veut que Pop6 et Pop7
reconnaissenparallélementa boucleP3 ce qui permeta PopRS @Sy ANJ a0 F 6 Af A aSNJ f
structure (Fagerlund et al. 2015Popl étant une protéine tres largié,estpossible de supposer

j dzQ S f duSidd I NIj dzS R QI NNA Y I 3 Besdidatdomérssdorshuizia bddcde LINE G S
P3 est mutée dans Tlcl, la fonction de maintien des télomeéres est perdue, ce qui a perérifiete

la participation des Pogans la téloméras@_emieux et al. 2016 ependant, seksPopet les RNases

P/MRP sont trés conservées dans le régne eucaryote, il ne semble gzoir de boucle P3 dans

hTR oude réle pour ks protéines Pop dans les télomérases mammiféres. La levure a fission
Sclizosaccharomyces pombé&ant phylogénétiquement plus proche d& cerevisiagil serait
AyGSNBaalyd RQSY I LIWINBYRNE Ll diegs PépbmiqieAeh@S y G dzS
soit publié & ce sujdt dz2 2 dzZNR Q K dzA &

Il est proposéue la boucle P3 a été acquisar la télomérase des levures bourgeonnardasours

RS f QS@alkewsky dt &.y2016)a raison et le mécanisme par lequel ce transfert de structure

aeu lieu ne sont pas encore élucidés y A YsYS &2y Nbt S SEbn@hseRlIya f C

Les cadetteg Sy, yKu

Un autre complexémportant pourf QF OGA GAGS GSEt2YSNIasS Sag f QKSLJ
(Setoetal. 199% / Sa& LINRBGSAyYySa aQlaaSvyoft Sy QISdzii N&NIA R Sdz
des snARNMet participent aleur stabilté et a leur fonction(Jones & Guthrie 1990; Mattaj & De

Robertis 19855 ya S Ol & RS f Q! wbrLCRSrte Lirle miitefidn a1l &8 Sz |
séquence de reconnaissance par les protéines Sm, seule la population iraetatgtable(polyA+)

aQlF 00dzydzt S (Bdtoyetal1399) Le®tBldnferez sGwlorsmaintenusremarquablement

plus courts, san®utefoislj dzQdzy RS T dzi Y 2 S dzNJcdnPara®ddBehtd aney OS | L
a2dz0KS R2yd f QI Ol A @A B0 etiab 1929 &pdtidantScesphéiotypedzidt INR Y S S
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été récemment remis en cause, et il semble que la mutation duih dans Tlcl ne pernteti

f QF O0dzydzt | G A2y R &inihmd>QlestélogidresCop et o.12013)llest dififcilefe

proposer une explication claire & cette différen€®® @8 0 A SNl GA 2y X YIF A& dzyS RA T
potentielle pourrait provenir du nombre de passages des celles de 120 génération par Seto

et al., contre 80 pour Coy et algubiende ce qui est appelén «ralentissement de la croissanse

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

total de croissance a 80 générations par Coy et al.. Les deux publications reposent cepentiant

YsYS Y2RS RQSELINBaaAirzy RSa Oag adiouibe@ieke2qye 1dJ | & Y A
RATFSNBYOS yS LINPGASY(G LI a RS I JjdzrydAdsS RQSEL
Le complexe yKuwléja abordé dans la présentation des télomeétiesla télomérase padr QSE G NBYA (G S
de sonbras ll,et s role de participation au recrutement de l@ldmérase au télomeérest établi

(Peterson et al. 2001; Fisher et al. 2004; Dalby et al. 2@H)exemplef QA Yy i SNeé T a2y Sy i
yKu semble étre requise pour que les protéines Est et Tlc1 soient associées aux té{@harest

al. 2008; Wiliams et al. 2014 De plusil a été montré quéda présence de TIcl au noyau, lieu de son

activité, dépend de sa liaison a ytGallardo et al. 2008Enfin, il est & noter que les-®uppressions

RS f Qdzy RSGLIISES &2 Rtz i RS t Qdzy RSa 3IsySa Saas,
souches inviabk par un processus qui semble étrediéa combinaison de deux facteirs f QS G I @
des télomeéres qui subissent une résection importante, et le raccourcissement paralléléadl a
réductionde laquantité detéloméraseau noyau(Gravel et al. 1998; Gardo et al. 2008)Enfin, il

est a noter que les protéines Yku70/80 peuvent étre SUMOylées dans le cadre de leur action de
séquestration des téloméresla membrane nucléairgvoir plus haut), mais que la sumoylation ne
aSyotS LI a | Flang@deensenile@daitiigridgsiélopered-Srreira et al. 2011)

Biogenese

Le complexele téloméraseest donccomposé de nombreuse®usunités, certained @ I y i R QI dzi NF
réles dans la celluléNécessairment, chacunede ces sasunités doit lierTlclen temps et liey
indépendamment de leur fonction alternativee qui sougntend une orchestration minutieusée

qualifie IQ S (i dzR& prRcBssuta biogenése de la télomérasdpmaine de recherche quist

SYO2NB | dza 3/ dzRRAKdzS NN GA2yad WS GNOKSNIA RS 7
fdA yS tQSad ONIAYSYd LI &aod

llesttout RQF 6 2 NR A précidenlielleyail quéTflestlimitant parmi toutesles molécules

LI NI A OA LI idila télomdra@d,per¥i 3 @ A B SapFrdximadiéh qdedRagque molécule de
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Tlclcorrespond & un complexe de télomérase quiestgénéralement acceptée dans le monde de

la télomérase

Transcriptiorde Tlcl

TLCIS&a G GNI yAONRG LI NJ f Q! puitcipalelddntles @enelb doBarstetleg  lj dzA
ARNsn(Chapon et al. 1997 dte transcription est régulée en fonction du cycle cellulgiees les

facteurs de transcriptiotsBF/MBFet a lieu dans la fenétre temporelle de la transitientre les

phases G1 e5(Chapon et al. 1997; Dionne et al. 201Bsemble y avoir un réle des facteurs de
transcription du complex PARPolymerase Associated FadtardzNJ f Q S ECINGM A A2 lyA &R SA ¢
pas su sierdle est direct ou nofMozdy et al. 2008)

La terminaison de la transcription a lieu lorsque la polymérase atteint rég@n riche en

adénosines et ethymidinesqui contient des sites deeconnaissance par mplexe Nab3/Nrd1

(Jamonnak et al. 2011; Noél et al. 2012 liaison de ce compleaeix ARNermethabituellement

f S NB ONMzi SivaSeyaiARR Senilf qiékrSche la polymérase mais il semble que la
transcription deTLChesd & LI & F FFSOGSS LoNoBletllRdIlodqueitels G A 2y R
les sites «anoniques> de polyadénylation présest.  f Q S E (i NIE.@Horit Siutés, M fog:

polyA+ disparait, etels télomeres sont maintenus a un niveau de type sauykgél et al. 2012)

Ceci suggére que la polyadénylation est un phénoméneessentiel qui a lieu sur ungous

populatonde TlcE L2 &aaAoft SYSyid f2NEI|jdzS Q! wb LI2f&YSNI &
canoniguegar un phénomenelassiquade «readthrough» (Noél et al. 2012)_a maturation des

formes polyA+ a lieviat QF OG A GAGS RQSE hyckdziéd(@yaid 2R t QSE232 Y S
Les nouvaux transcrits Tlcl sont aussi reconnus rapidement par le complexe de protéings Sm
RFya S OFRNB RQI Ol A eognmameyiteing dus tBiSl@isoh iR Snesty Sa  { )
importante pour la stabilé de TIcl et le maintien de télomeéres a une taille sauvage.

Déplacements nucléoytoplasmiques

''yS OF NI O0SNRAGAIdzS YIF 2SdzNE RSa -timéthygGandSideld Ij dzQ A
(TMG)(Wise etal. 1983) [ QI 22 dzi RS O-8anscrptioanlerfefisd nucléofeplrS dz LJ2 & (
la protéine TgslSG ySOSaaAiGsS fF LINBaSyOS RSa LINROISAYySa ({
montré chez lesertébrés(Mouaikel et al. 2002; Raker et al. 1996; Mattaj 198&)suppression de
TGSY QSY (NI nyS LI & R SnaiRB& denkibilitéRas froieiaiked et &l 2@F) =
Dans une souch&sin, le complexe de liaison a la coifie®;G (moneméthylée, caractéristique

des ARNm)composé des protéines Stol/eto On X LIRb&N UL, maisM@ derfible pas lier les
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autre ARNsr{Schwer et al. 2011En revanche, la liaison des protéines &mARNsny QSa i LI &
FFFSOGSS LI NI f QI ola BiyiéhgguahSsindtidra pdierdlefafr&ondasdanke

LI NJ OSNI I Ay a TdeOARSdaN etRIQIOFNBrachded & Bertrand 201®ir

pusbay [ I Tl e2y R2yid OS NbtS &AQSESNOS:TI FAyair | dzS
absence dd GSlrestent a découvrir.

I QSal f | -(maueydsTicLifuifpérte cette coiffe TMG 60 A Sy 1jdzQSt S yS &az2a
a la viabilité(Franke et al. 2008)Cette étapede triméthylguanosinatiorle la coiffede Tlcla lieu

au nucléolgGallardo et al. 2008En effet]a délétiondu géneTGSbrovoquet QF 6 8 Sy O0S RS f I
TMG etf QI OO dzYadédhifed@®elYF Ad LI & RS NBRAzOGA2ydeRS t QS|
défautde croissancdescellules(Gallardo et al. 2008; Franke et al. 2Q@8¢la laisse donc supposer

jdz§ aA tQlFa22dzi RS tF O2ATFTFS ¢aD SZssenteypbrleSil LIS F
maintien des télomeéresll est important de noter que bien que la liaison des protéines Sm aux
snARNet leur triméthylguanosinationt f A Sdz ' dz Oed2L) ayS OKST fSa
montré chez les levure@/erheggen & Bertrand 2012pe plus, Tgsl eshiquementlocalisée au

nucléole chez la levurgle méme que la majorité des RNAse@vduaikel et al. 2002; Bertrand,
HouserScott, et al. 1998)I est donc fort possible que les protéines &nPoplient Tlclaunoyau,

permettant ainssastabilisationesont RNBaal 3S @SNER S ydzOf SisS LJ2 dzN.
nécessitelde phase cytoplasmiqudigure 6).

Néanmoinsil a été montré que Tlcl pouvait étre impliqué dans un échange nagtdplasmique

AYLI Aljdzl yd faQANWMLIZNIONYWNS OG0 SNA 4SS  RI(H@per ROOHEY LI2 NI NJ
effet, lorsque surexprimé, Tlcl se trouve principalement au noyau damssevurs, ce qui est

attendu carla télomérase agiaux télomeéres, donc dans le noyékerrezuelo et al. 2002; Teixeira

et al. 2002) La suppression d&ITR10S y (i NJ ckun8latidn@ytoplasmique de Tlgli semble

dans ce cagtre exprimé principalemensous sa forme polyA@Ferrezuelo et al. 2002Pe plus,

cette suppression entrainen défaut de maintenance des téloméremais celuci peut étre
compensépar la surexpression de TI¢Eerrezuelo et al. 2002Pe plus des expériencede FISH

sur des cellules hétérocaryotese( possédant deux noyaux complets génétiquement différents)
ontLISNXYA & RQZE® AENDGBNI 2dzalj dzQl f 2NB O2yaARSNBE 02VYYS
L2 dz@ A G LI & a S N (ReXeiry et 1. 2@020xi suppbs@ dudzTiddbeut étre exporté

du noyau vers le cytoplasme, survivre aux RNases peEselatins le cytoplasme, puis ensuite étre

importé dans le noyau. Geafic sousentend une extréme stabilitéle Tlc1(ou bien du complexe
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de télomérasgainsi que la capacitde lier les exportines et les importines puis de passer au travers

des pores nuckfiresdans le sens nuclégytoplasmique ainsi que dans le sens invéfiggire 6)

Un biais notable de ces expériences est queClétait surexprimé, ce qupeut avoir pour
conséquence de modifier les acteurs présents lors de la transcript@dmsi que eux qui lient

RANB Ol SY &tyddnc poentisllententaffectert | Reéy |l YAljdzS RQSELEZ NI Si
cytoplasmique.CependantdQ | dzi N6& SELISNASyO0Sa RS cCL{l t KI dzi
dzy Aljdz§8& SiG Sy 02y RA (A 2pérmiRdenbritoddd inanie yuaritgtike2 38 y S =
que la majorit§>70%)descellules de levurportent leurs moléculede Tlcl au noya(Gallardo et

al. 2008) Néanmoinsune quantité significative de cellul¢$0-20%)montrent au moins un Tlcl
cytoplasmiqug(Gallardo et al. 2008Pe plusdes expériences de FISH sur des hétérocarglans

RS& O2yRAGAZ2Y assiBnl&HEcE énipS eonfin@rd e LSk Sic nuetdtoplasnique
204ASNIS LINBOSRSYYSyid NBFf SOl faii pasudidhigmerddfi a BIK Sy 2 Y §

Les télomeres courts
promeuvent le recrutement

Cytoplasme et la formation de T-Recs
MTR10
:7'-"' @%*’e
Est1/2/3 ' ky —
cRM1 <€
% Pop1/6/7 T a

'{Q Nucléole/"

Figure6 : Processus de formation de la téloméragetat des connaissances

Les étapes connues et paifpant a la formation du complexe actif endogéne, a partir de la transcr
2dzalj dzQt t QF OGA2y RQSt2y Il GA2Yy | dz St 2YSNBEO®
pres par la liaison des protéines Sm7 et Begafin de structurer estabiliser Ticl. La liaison des ¢
SYGNIAyS I GNIyatz20FiGdA2y | dz ydzOft S2t S LJ2 dzN
modéle actuel stipule que Tlcl est alors exporté au cytoplasme par Crm1 poury étre lié par les
Est et & complexe yKu. Une fois le complexe fonctionnel assemblé, la RNP est réimportée au n
les karyophérines Mtr10 et Kap122. Une fois la télomérase compléte et active au noyau, elle p
préférentiellement aux téloméres courts, qui sont détackdéda membrane nucléaire.

23



24

surexpression du géen@allardo et al. 2008; Teixeiedal. 2002) Tous ces résultats suggéreqie
Tlcl changele compartiment au cours de son cycle fonctionffigiure 6)

[ YsYS SGdzZRS | | dzaaAr LIShhies Bst dRrQ B ocalBMihIdclediresS Nb f
de Ticl. En effetorsque les géas ESTLEST2EST3ou YKU70sont supprimés, une quantité

significative de cellules (>66) montrent au moins un TIcl cytoplasmigi@allardo et al. 2008)

Ceci correle avec le fait que chacune des protéines est essemutiltaluellementau mainten des
téloméres.Etonnamment lorsque Tlcl est muté polesdomaines de liaisode yKyla proportion

ydzOf SI A NB RS bidn QuelabmutatidnYda yitdz8e liaison deRBopy QI FFSOG S LI a
localisation(Gallardo et al. 2008; Laterreur et al. 2033 plust | & dzLJLINB&aaA 2y RS f Qd:
complexee Ydz SY G N} Ay S dzy S NB R daAMdziy2&/TedR 3008 Q'S EfLBIS)A @ 3 MBS
mutation du site de liaison des PghS &SYof S LI & | FFS QatSrelr €t £S5 E LINS &
2013) Ceciuggéelj dzS f QAd¢ HdlR daSh tLA NI pauBajt EnlicduSa |akatisdetion
subcellulaireR I ya dzy LIKSY2YS8yS &aAYAdorsyiete ralstrict@aldest Sy OS R
Popy QSpasiSaa Sy daSt L tF  t 20t Aa&lCéperight, la yétentian f QS E I
Oel2LX I AYAl dzSa REOSe R\ SNPRfiGBIAy Sa 9ad yQSad LI &
f QSELINBaaA2yd [ LINBaAaSyOS RS ¢t Om Fdz Oedi2L) avys
physiologiquesencore mal compris impliquant différentes seusités de la téloméraseEn

particuliers f I NBGOSydAzy Oed2LXlaYAldz$S Sy fQlFoaSyos
SGFLSa RQFaasSyotl IS pedveayavdiiduvautyBiadmém@ebPi A 2 yy St
Plusieurs raisons ont fait qfie Q ! Tlebest utilisgpour suivre la loglisation de la télomérase)utbt

gue les autressousunités (protéigues)du complexe. Comme mentionné plus haut, seules les
protéines Est1/2/3 ont une liaison spécifique et unique a la téloménaais sont trés faiblement

exprimées; toutes les autres 6LI2 &1 yiSa Rdz O2YLX SES 2y RQI dzi NX
RQI dziNBa O2 T I (Pap StdNdsSes P/BIRPY St ef ShRNA, yKu et, e Bl dilue les
interactions spécifiques a la télomérase et reswhc difficile la discrimination des complexes de
télomérasesvisa-vis des autres complexekes protéines Est étant trés difficiles a produire et
LIJZNA FASNE Af YQSEA&AGS LI & RQIYyGAO2NLIE RANAISA

)¢

un tag pour pouvoir les observer. Cependant, cegénes étant aussi trés faiblement exprimées

6 @2 ANI LI dza KI dzii 0 = &figuetées» f(at NdagiérR)Sdvedc S ax tag2Myd
(13xMyc), il est difficile de les observer par Westklot sur des extraits cellulaires totaux. Enfin,

les techniqueRl@munofluorescencé L CO y Q2y G t OS 22dz2NJ LJ & Sy O02NB
la localisation des E&iVu et al. 2014)
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Deuxétudesportant sur la localisation de protéines Est fusionnéespdééine fluorescente verte
(GreenFluorescent Protejrou GFPgt surexprimée®nt montré un signal nucléaire, avec une forte
composante au nucléolé¢Teixeira et al. 2002; Hawkins & Friedman 201#4)est cependant

important de rappeler que les processus de surexpression provoquent souvent une diffusion des
(trop) YONB dzaSa Y2f SOdz S& RIya RQI dzi NB &ore2xs.LI NI A Y &

Assemblage fonctionnel

l dzOdzy S S dzRS adzNJ t I Fl o2y R2yd aQlaaSvyof$S tF G
invivob b20F YYSY (s aQAf &nasiSmeiBp6/F lEitld ARNgENdantS3aa  LINE (
GNF YAONRLIIA2Y S RS LI NJ £fSdzNJ NS LINRPGSOGSdzNI S 2
Tlcl. Cependant, quelquéments de preuv@euvent étre rassemblés pour se faire une idée des
processus & Q dzdz@ NB ®

t | NI A Odztf A 8§ NBY S ¢SiTlest féguisd auNdiss dlk &ofe céllBaire. La protéine est
dégradée en phase G1 par un mécanisme dépendant du protéafOsterhage et al. 2006pe

plus la transcription du géne reprend en début de phas@L.&8ose et al. 2007)Le fait que

f QSELIRBAGHEYEea A AY A FTAS | dzQt Qdeyf § dzb2 da@ Dff 1SS OIS (fJdwit H- |
doit lier la télomérase pourofmer des complexes actifEstl possédanau moins un signale

localisation nucléairéNuclear Localisation Signadu NLS)il est probable quda protéine soit
AYLRNISS | dz y2eél dz AYRSLISY R Y Ypsatélomérade &uhogadt SES =
(Hawkins & Friedman 2014&n revanche, il ne semble pas y avoir de régulation des autres sous
unités de la téloméras@ arose et al. 2007)

llalongi SYLJA SGS O2yaARSNB [[dzQo9aidw Sad | aa20ASS RS
deuxsouslzy A S& YAYAYIfSa t f Ql Oéske®peringEnceSal codsdN) f Sa
Oe 0t S OSttdzA I ANB AYyRSLISYyRI vint&(lingndt & alf199% Hughe® & 4 A 2 y

et al. 2000; Livengood et al. 2002Jependant, une étude récente pant sur la séquence
RQlFIaaSyofl3S RSa RAFFSNByildSa O2yYLRalydiSa RS f
f QA Yy (i S NITIGltdrR déins & &yitle cellulaire, en phase GEMcey & Lundblad 2014De

LX dzax Af aSyYoftS jdzS t QFaaz2O0Al (A2 ¢EsRSNéanmaing, | dz Oz
il est importantde rappeler que Est3 est une protéine essentielle au maintien des télomeees

yQSad R2y O LI & dzyA lj dzGandvdylet adAQ96RERBetizink miutatdeNany S 3 G A T
9aim LINRP@Z2ljdz2 yi RS&a GSt2Y&SNBa O2dz2NIa Si dzyS LIS

par une mutation précise dans Est3 qui inverse ces phénofjpeey & Lundblad 2014 a aussi
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été montré que Est2, mais pas Estl, était en complexe avec Ku en ph@séliiains et al2014)

Dans ce cas précis QF 6 aSy 0S RQ9aidm SGlFIAG FGdSyRdzZS OF NJ ¢
(Osterhage et al. 2006voir plus haut Tout ceci suggere que la composition de la télomérase est

régulée dans le cycle cellulairBe plus descassures doubkerins mimant destélomeéres ne
peuventpasétre allongés par la téloméase en phase Gb, A Sy  |j dzS RNPIfondjicuteilzy S

puisse étre extraite de cellules arrétées en (Biede & Gottschling 1999pans le méme sens, des
expériences menées au labtoae sur des cultures de levures arrétées en phase Gtamfirmé

que les téloméres de levure peuvent étre rallongésivoen dehors de la phaseeS OS ljdzA  y QS
observable que lorsque les genes RIF1/2 sont supprif@@&ilardo et al. 2011)Ces résultats

pointent donc vers un rolele recrutementde Estl et un role régulateur de Est3 pour restreindre

f QI OGAQGAGS GSt2YSNIrasS t I LKIFIaS {o

Néanmoins, iBad Ay iSNBaalyid RS y20SNJ [dzS YI{aANB I RE
sousunités sur le complexe audeNBE Rdz O Of S OSffdz I ANB>X I &0dzOK
semble stable dans un ensemble de cellules asynchrones, avec un ratio équivalent entre chaque
protéine Es{Tucey & Lundhd 2013)

Lt Said LINRPoloftS 1jdzS RQF dziNBa Ay dSNYS-BomplexkeNEa &S
y20l YYSyld RS& FLOGSdNAE RQAYLENIKSELRNIE |AyaAi

f Q! wb SO RS& LINE(SA ycbriaides inddific&tians poktadéctiohnellei2deési A 6 f S
sousunités participent a la régulation générale de la télomérase et deastion temporellement

définie. Par exempleEstlsembles G4 NB | ub@pithdli§ase R84, ck qui entraine sa
dégradationsubséquente par le protéasonteinetal. 2018) ; G2y Yyl YYSy Gz € & dzLJJ
RS& I Ol SdzNE Rsflvefs saldéyhiatioa énfladhe Ut $accourcissement des téloméres,

malgré une augmentatyd RS f I |j diinetiah 2088p R[QD afimSy Sy G NB f Qdzo A
LINPGSAYS S €S YFAYdASY RSa (St2YSNBa yQSaid Rz2
O2yydzS RQdzy VY S ¥asehd la RUBVIOfIdtion dleSyKi2pHrSiz2p, qui participe a limiter

f QSt 2y 3l GA2Ferrdr§etay 3B |j tz6 yQSad OSLISyREYyG LI A&
modification joue un réle sur le complexe directement, ou plutét aypropriété de masquage et
RQFYONI 3S t  QSy @St 2 LIFerreisadeO al.SI0OMNBs nivdifidations St 2 Y § N
LRGSYGASttSa azyd tSa aSdzZ Sa ARSYGATASSa b 0OS ¢
aitlieudddzy S GSttS YIFIYyASNBO®
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Budes en temps réelt mise en évidence des mécanismes de recrutement

Les expériences de FISH et autres IF qui ont permis de découvrir les phénoménes de localisation
RAFFSNBY(GASEttS RS ¢t Om S O 8ol du hufldole h@dmyhény),S v

comportent une @riode de fixation des cellules qui peut étre plus ou moins longue dépendamment

Qx¢

RS f QI 3 &stiinegdmekdontpad de distinguer précisémelds événementsemporaires

qui ont lieusuccessivemenpour former une télomérase complete et active. Afin de raffiner le

modeéle de la biogenése de la télomérase, il a donc fallu se tourner vers des expériences menées en
temps réel, et donén viva Au cours des quinze derniéres années, le développement dels outi
informatiques et dda microscopie confocalent permis de suivre la localisatiales ARNh vivoen

temps réel

ISt I y2il YYSYy(d SiS LBysténie MBBFPININdiet de suvi@lay @Sy U
f20FftAal GA2y ORQ il SRRIKENWHERtEfagl MS2 dérivé du géne de la

réplicasedu phageMS2(Bertrand, Chartrand, etal. 1998) / S G+ 3 LINBYR f I F2N)XS
de tige-boucles ARN, qui ont uneénerge libre relativement bassedonc se format sans

intermédiaire structural et sont trés stabl@svivo(Gralla et al. 1974; Steitz 1970edige-boucles

ARNsont reconnuegsie maniére spécifique de la structue¢ de quelques nucléotides particuliers

avec une tres haute affinité par lagiéine de capside du phage M82arey et al. 1983; Talbot et

al. 1990; Valegard et al. 199T) systéme MS@FP se base sur la fusionfd® S E (i N@nvidald S/

de la protéinede capside du bactéophageMS2 avec la GFBe systeme nécessite qleeprotéine

de capside du phage MSBitmutée de maniere a ne pas former la capsiBertrand, Chartrand,

et al. 1998) Lesprotéines MSZ3-Pexpriméedient donclestige-bouclesARNMS2via leur partie

MS2 et donnent un signal fluorescent par leur partie GEPrépétition des tigéouclesprovoque

t QI OO dz¥dzplusiduks2pbtéines GFPfaQS Y LI | OSYSy G Rdz GF 3 adzNJ f Q
AQARSYHATRONI A&l GA2y LINBOAAS RS fQ!wb RIya tF O
Plusieurs récentgpublications ont utilisé avec succes ce systéme pour sdasenolécules d&lcl

taguéesavec une séquence MSPIcEMS2)(Gallardo et al. 2011; Cusanelli et al. 20E3)effet, il

a été possible de caractérisgue le mode de déplacement de THAS2est diffusif et non dirigé

commez y LJ2 dzZNNJ R dd/ S| Ghije§GaRiBet al. 2011Fn particulier, la mesure

du déplacement moyen carré/ean Square Displacemént 2dz a{ 502 ljdzA Said f Qdadz
YSad2NBNJ f RATFTTFdzAAZ2Y RQdzyS Y2tS0OdzZ S RIya dzy §
populations de TIcMS2(ShavTal et al. 2004; Gallardo et al. 201[1)Qdzy S NBLINBaSy d I y i
majorité des ARN dans toutes les phases du cycle cellulaire, est trés djffissip dzQ2y f QF GG Sy
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Rud complexe libre dans le noygGallardo et al. 2011; Spilé al. 2015; Oeffinger & Zenklusen

20120 [ QF dzONB LR Lz | GA2Yy yYQF LI NI Al 1jdz2QSy FAy R
télomérase, et montre une faible diffusian a SYof F 6t S t OS(Gall&doRtatlzy G St 2
2011) Lesignal de GFP de cettepulationlente esttrés fort, suggérant que plusieurs TIMS2

sont localisés au méme endrdi®allardo et al. 2011)Y®s agrégats a diffusion lentint doncété

nommés «I-Recs» (pourTelomerase Recruitment ClusiefGallardo et al. 2011Pe plusces F

Recs colocalise avec le signale laprotéine télomériqgueRapl(Gallardo et al. 2011)I estdonc

fort probable que la population de TIS2 a faible diffusion représente une population de
télomérases stabilisées aux télomeéres, et la période du cycle cellulaire pendant ladeiete

phénoméne se produit laisse supposer que ce sont des télomérases en (@isicuté plus haut)

De plus, la suppression dé&Llréduit le nombre de ‘Recs visible par cellule, ce qui confirme a la

fois le rélede la kinase dans le recrutement de &dmérase et le fait que lesRecs sont des
évenements de recrutement de la télomérase au télom@eudsouzian et al. 2006; Gallardo et al.

2011)/ SGGS &adzllllR2 aAdAz2y S adne douchadzieGies podtamJantalided A £ A & | G
thermosensible (Tsyku7030 dont le complexe yKu est inactihiquement lorsque les cultures

poussent a température élevé&ravel & Wellinger 2002Les mutants sont alors incapables de

maintenir leurs télomeres, qui raccourcissent en quelques générations. Lorsque cette souche est
replacée a températur@ermissive les cellulepeuvent de nouveau fedoivent) maintenirleurs

téloméres. Dans cette situation précise, il a été observé une augmentdtiorombre de FRecs

par cellule, signifiant que la taille des téloméres influence la quantité-BecE, et donc que ces
agrégatssont bien représentatifdet QF OU A OA 0 S (R&lardo ket alii281f1)2 Y SNI a S

Elongation des téloméreS i & (G dZOKA 2 YS UG NR S

Un chaud débaanimant le domain@oncernecelui de I (i dzO K A 2iwcSniphde En effet, il a

été publié en 1997 quiatélomérase de levure pouvait contenir dewus-unités Ticl différentes

(Prescott & Blackburn 1997hFette publication basée sur dparifications detélomérasea partir

Rextraits cellulaire a été suivie de résultats similaires dans la télomérase humaine, ce qui a assis le
Y2RS§f S RQdzy Slimérigue2(WehnNdtak 20017Sauerwald et al. 2018ependant, peu

de résultats ont pu confirmer cette observation initialeezSaccharomyces cerevisig@gipson et

al. 2007% " f RYAANBET LIdzof AOF A2y a fQ2yd AYFTANXYS:E §
LINE RdzA 12 RQSf2y3al A2y a RiGengbdd et@lSIo@yYSethktalS2002,dzE (1 S
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Chang et al. 2007Fes techniques ayantutes leurs qualitést leurs défautsle débat sur la fagon

d2yid tQSyTeysS &as 02 YLpobbnai§dié rdelRdtéglédzE (St 2 Y§ NB a
Notamment, deux possibilités de dimérisation étaient envisaggesm0 f I GSt 2YSNI} aS a
dimere des son assemblagmttionnel ce qui signifie que la majorité desnplexes présents dans

la cellule & un moment donné sont sous forme dimérue2 dz Hv f I (St 2YSNI &S vy
f ASdz RQI Ol A @A (i Preschtt &Bladkisirh NIOMVENz &t 8lf280Y)SelicRleuxiéme
L2aaA0OAEAGS SOFAG RQEdzilyd LX dza Sy@AaalaSrotsS |
levure qui ont pu montrer la présence deREcs suggéraierdussique plusieurs complexes

& QI 3 Nbull &iy(Gallardo et al. 2D1).

Une fois au télomeére, deux mécanismes principaux ont été devisés (igue [ Qdzy NB L2 &S
élongation «en paralléle> de deux extrémités par deux se@2 YL SES&= It 2 N& | dzS
sur une élongation par deux secuemplexes anarchantn + (02 dzZNJ RS Nl € S & dzNJ f QF
YSadz2NE RS QS 2y3AFGA2Y O FAIdNB

—_— —_— —_— e

élongation translocation ' élongation translocation

Figure7Y a SOl yAayYSa LRGSYdGASta RQSt2y3IlLdAizy
A. Cas du dimére permettant une élongation en paralléle. Les deux@auy L SESa aQl
I SO dzy S SehlifféxsBtytdlamBresop@r ekemple des chromatideszdzZNE kb 8eshdeiéotide
a lieu, dans une réaction impliquant les deux soamplexes. La translocation éventuelle peut ens
I #2ANI f ASdz 6 Ft §OKS INRASL Sit OQBLE YIS Ka$t RN
f QKdzYF Ay S tSa OAf A Samefles #FhayqueRt@nstiible ded ex@éyhikes
Y2RS RQSt2y3liAz2y yQSYydNIAyS LI a ysSOSaalal
Cependant, il reqéire la présence de deux seosmplexes ET de deux chromatides a une dist
LISNYSGGlFyYyd fQF LILI NARSYSyGs OS ljdza Sad R2yO Y
extrémités simples.
B./ & RS f QfRdugdy @dinji® 2yQC wb uR@ANLIASHA &Qf I A ND
£ NI ff2y3aASND [ 2ddvisiyBablé quS e Segoad studmplgka (foAck) joue un role
positionnement, ou encore catalytique. Une trarsition est alors possible, oupeemier souscomplexe
R2yyS fQSEGNBYAGS Fdz 4aSO02yRd [ Sa NxftSa azyl
2dzalj dzQl dz RSONER OKI 3S 7T A y-tinftédest ntodélisée patra fidchie yrde/ CeS
RQSt2y 3l GdA2yY I AaGESWFAYWIOS LRS NNB IWUSIBA dySy & I 2
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 hyptehése
dimérisation(Chang et al. 2007En effet, il a été observé que dans des cellules qui expriment deux
FT2N¥Sa RS ¢fOm R2yd fQdzyS LIR2&aasRS dzyS &asSljdsSy
St 2YSNRIjdzS yS adzid LIk a €S LI indyReycompdtantddeduxS NJ | G G
séquences matrices (et donc deux Tlcl).

CAYFrESYSyidz tF RAYSNARAIFGAZ2Y LRGIGSyGaASttS RS €1
2QFA O02YYSyOS Y2y R2002NY i / QSald fI Nlekhazy LR
oA2f23AS8S RS tQSyiéeyS ldz O2dz2NA RS Y2y R20G2N) GO

LE TRAE NUCLEQYTOPLASRIUE DESRN

/'S 1jdzQ2y O2y &aARSNBNI A O kafidinNdédcytaplgsyhigued contprély & 02 Y
plusieurs aspects de la biologie des ARN. Dés la transcription, lesohRIkeconnus par de
Y2YONBdzE Tl OGSdzNBE LI NGAOALI yG t € adloAftA&al GAz
j dzi £ A 0 S Ce8déperd baw ex@émplede facteursco-transcriptionnes, des séquences

génétiques présenteautour du géne, des sticturesou des modifications pogtanscriptionnelles

RS f uemcbréeRS & LINB G SAYSa RS aMitchéll®IParken2018; DeffingeN& f Q! wb
Montpetit 2015; Kéhler & Hurt 2007Ces facteurs provoquent ator £ QFf RNX a &l 3S RS  Q
compatiment nucléaireou cytoplasmiqueu il pourra étre traluit, dégradé, ou bien sguestré. Il

Said t yadieSagmd sorSentén® pas que lemouvementdes ARN eslirigé directement

et en ligne droite vers son compartiment fin&n faitles ARNm se déplaceptutdt selon un

mouvement Brownierfrevu danOeffinge & Zenklusen 2012fn effet, les ARN semblent soumis
aceY2dz@SYSyid FESFG2ANBT Si €SdzNJ LI aal 3S t LINRE
bipartite (docking ou appontement@a A f S& FI OlG SdzNE (Sldblpssriedial. 2R3 G f A S
Grinwald & Singer 2010; Bensidoun et al. 2018)e fois arrivé awompartimentOA 6 f S f Q! w!
interagit parfoisavec de nouveaux facteurs qui peuvent eux encore provoquer un déplacement de

f Q! wb @SNB RQI dzi NE pour &ne BilieddiapeNds son ¢Se fdndtionds fp,f dzt S

dzy S LINBPGSAYS f AI(RNA BiRdnglBraedins RBRY ést uh &xemple de protéine
RQFRNBaal 3S Jegt BigheBéntnicléaidd mals recess&ire au bon adressage de

f Q! whb Yau lled@de sroissance du bourgeon cellulapeche de la membrane plasmiq(leong

et al. 2001) Ces mécanismes sont consendans le domaine eucaryote, mais les paralleles ne

seront pas discutés ifievu dansCody et al. 2013)
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Il estdonc clair que d trés nombreux facteurs entrent en jeu datosis lesprocessusmpliqués
dans la gculation nucléecytoplasmique(figure 8)5 I ya dzy o6dzi RS Of I NISxX 28§
sur les acteurs du trafic connus pour avoir un lien, direct ou indirect, avecLHd®lomérase
KdzYF AyS yQF LI} a RS LI ¥EganRollds2022; SthmEtWiChotizZ15N5 O 2 vy
on ne discutera donc que de la levure dans cette sactio

[ QS Eelt 2R\
La plupart des ARN soli¢s co-transcriptionnelement par de nomhkeux facteurgKoéhler & Hurt
2007)t F N¥A OS&a FI OGSdzNEZ OSNJ ktsoyitdlont ApEeesSedpdrngsi t QS E
Ces derieresne se lientpastoutes directement aux ARNsn, aux ARNm, et aux ARBispeuvent
étre recrutées par degprotéines adaptatricegui sontellesmémesliéest. f Q! wb 2dz £ f | LJz
(Okamura et al. 2015; Kohler & Hurt 20079s ARNt et miARN sont, euxs ldrectement par leur
karyophérines spécifique@&ohler & Hurt 2007¢ f Om L2 aaASRIFyd RSa OF NI} OGS
se penchera igur les phénoméneR Q S EALZNBIK | y i LI dzi s G (p8ré&S OF 1S3 2 |
Dans le royaume eucaryqtR SdzE @2 A S& LINA y O AekiltehtS af dRaes@idintdie NIi RS &
f QS E LR NP faysS appeled Mpp) et coupléeaux RanGTRses f QI dzii Nait suNIB LJ2 &
reconnaissanc® S f f@r lexbmplexe TREX et le recrutemsumibséquentle Mex6p et Mtr2p.
Crmpy QS a (i RBPHleramn&itlad S1j dzSy OS RQF OARS | YAYS& NAOKS
i dzZA aSNI RS { A 3 Wickar BxposBigiabINES @ADL S | LINBSG DA ¢S R LI
af Q! aewtmal@sporte la cargaison assockEe & 2 A au cdm@léxevde Bore nucléaimdifclear Pore
Complexou NPC{Ko6hler & Hurt 2007; Verheggen & Bertrand 201R)efois liée a la RNFECrmp
varecruterune Ra-GTP,ce quiRIS NY SG G NB f QSELR NI RS f QSyasSyof S
procheR Q dzy (Okffinfjer & Zenklusen 2012)
| KST tS& YFIYYAFTSENBAI f QS Eakddzhién cBn@dipres laviaisoy'delladz O @ G 2
protéine PHAX et dgwotéines de liaison de la coiff€§p Binding ProteineuCBRsurf Q! wb X / NX' m
S&ai NBONHzi SS (Rahler RIBNIZODTDe Pl 3l BehdBleNglie Crm1 puisse aussi diriger
une migration intranucléaire des snoRNP entre les corps de Cgjajal Bodigsou CB) et le
nucléole et requiéret Q| @énldifede la coiffe TMGu CHBVerheggen & Bertrand 2012)
Chez la levuren revanchelerble de CrmD estprincipalementcaractérisé pour les ARKigure 8).
5Fya OS OFas fQSELRNIAYS &S fAS LY dzuasidpeald !l NRA @GS
contrbéle-qualité des ARN(KOhler & Hurt 2007; Okamura et al. 2015 voie de recrutement de

Crmlaux ARNsest bien moins caractériséhez la levureue chez les mammiferegotamment

31



32

parce que la mehinerie de maturation se situau noyauet quQ A f y Ql LI & Sias
ROQK2Y2f 23dz8a RS&a | O SdzNB Y Gidpper 2006)1 Bt cepeddats A Y L2 N

deshomologues de€BPnomméesCBC2t STOXhez la levur¢Kohler & Hurt 2007)

Ainsi que de nombreux ARNNc, Tlcl est exporté par la voie dépenda@Ré(Gallardo et al.
2008; Wu et al. 20140y SFFSG = QA ppadla kegdmiche B (LNBStraineNY m
fa€cumulation nucléaireapide de Tlcl (Gallardo et al. 2008De plus,méme dans une salne
mutante pour yKu qui montre habituellement uneaccumulation cytoplasmique de Ticl,

b P

;.T“

. S\ \ X

ARNsn ARNmM ARNr

¥ B \

Traitement, maturation et assemblage avec les facteurs d'export

coiffe

“RM ,”j —:r J(:“P
Noyau * * + o
AN A\ A\
y T ) Ee—ay { -
CrE L '/( h—n )/ E’ tbjs X
QR FK QY ER (R KR
Cytoplasme

Figure8Y f S& RAFFSNBYy(iSa O2AS5&8 Rm@anoteR NI R¢
ARNsn(ver)Y f QSELIR2 NI NBIljdzA SNI fF fAFA&a2Y Ry de/PHA
La liaison de Crm1p avec une RanGTP va entrainer son export selon le gradient de GTP entre le
Oeid2L)XlaySed [ fA0SNIGA2Y RS / N¥mLI I ’o$ldtontdé
PHAX. La trimethylguanosylaticet la liaison par les protéines Sm a lieu au cytoplasme chi
YStGFT 2FANBad Lf Sad AYLERNIFYyd RS NI LISt SNI AC
ne sont pas connus pour étre exportés.

ARNmM(rouge): les ARNm sont liés cotramgationnellement par le complexe THO/TREX (THO/Sub2p/
chez S cerevisiag puis par les CBP. Yralp est alors reconnu par les karyophérines Mex67/M
promeuvent le passage du NPC.

ANRIr(bleu): les ARNr sont maturés au nucléole, et ce sont les-saités pré40S et pré60S qui sor
exportées au cytoplasme. Ces particules -pb@somales peuvent étre exportées selon deux v
principalesCrmlp /RanGTRi@ la liaison antérieure de Nmd3p, qui contient la NES) ou Mex67/Mtr:
peuvent lier la pail A Odzft S RANBOGSYSydoe Lt Said lFdzaair S
RQdzyS YsYS LI NIAOdzZ So

Adapté de(Kohler & Hur2007)
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fQAY I OGAQI GA2Yy RS /shi¥guela diBniitd de Widl partanOlacoiffedeM@ @ed | dz
change(Gallardo et al. 2008 ela suggere que le réle de yKu dans la localisation nucléaire nécessite

RQlI 0 2NR ff @3 mIZNIOSREmiMIr | S AlfdS ¢ Ql 22 dziiavawtS | O
f QS ERgplisHans dedevures exprimant un variant d@RMisensible a la températur@pol-1)

il semble que la forme polyA«immature»)RS ¢ f Om prifcipdleddntodziuSles cellules

sont incubées a une température restrictjadors que des cellules dont la transcription est arrétée

voient normalement une accumulation de la forme mature de WL et al. 2014; Chapon et al.

1997) Ceci suggérgue Crmlpparticipe(directement ou nonj la terminaison de la transcription

de Ttl aux sites Nab3/Nrd1Une 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 Smui participent normalement a laailité des ARNsm, lieu ou non lors de

fQAY I OGAQGIGA2Y RS [/ N¥YwmL®

Il est & noter que deux criblages de banques de suppression de gén&aenSy G A St a & Ql OC
pour donner un phénotype delégére élongation télomérique aux mutantsCBC2ou STO1

(Askree et al. 2004; Gatbonton &t 2006) Cependant, étant donné la pddropie de ces genes, il

Sad | d22dzZNRQKdzA RAFFAOAETS RS RSOAASNI adzNJ €S Tl A
9y STFTSGzZ ara OSa 3IsySa F FFSOGLF A Sy dqudntun défaut dzNJ G A 2
de production de télomérase mature et fonctionnelle, entrainantraccourcissement télomérique.

Savoir sids CBR2y (i dzy N» f S Rleylal sérdi Sipel fiBigra Btapg veles
compréhension des mécanismes de maturation de céd. AR

Pourrésumer¢ f OmM LI2 3248 RS RS& LINPLINASGSa RQ! wbay (2dzi
en fait une «étrangeté ARN de lalevur& t f I FTNRY(GASNSE RiSe rokeide F SNB Y
Crmlp dans la localisation de Tlcl semble clarétapes dirigées par Crnpllors de la maturation

de TIcl ne sont pas connues détail. Depluss f Yy QF Sy O02NB 2 YlIAa SiS Y2
TLCZEt CBC2u STO1Dévoiler le mode et la temporalité de liaison de CprildzNJ ¢ f OMZ | Ay A A
éventuelle laison par les CBRyerait donc un voile important sur la compréhension des processus

de maturation des ARNnc chez la levure.
[ QA YL NI

¢NBAa LISdz RQ! wb a2y id A YL}ZndEngn@ntphrdz que2ek immtat Sigherél S Y LJa
quepour un ARN nucléarune étape de maturation essentielidieu au cytoplasmé.es sulsARN

connus pour étreréimportés sont lesARNsn (chez les métazoaires uniquement) et les ARNt
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(conservé 2 dza lj dzQ | dzE ). Yd s¥Vithpos \diient bien caractérisbkezSaccharomyce
cerevisiaeest celui desARNLt. En effet, les ARNt sont normalement exportés pour étre utilisés au
Oeild2LX AYS LINIfF YIOKAYSNARS p&entsdbhsRedQsRNE Y~ Y I A
a lieua la surfacede la mitochondrigHopper 2013)Les préARNt produitsdoivent encore étre

traités au noyau par la suite, ce qui requi@tersun import nucléaireLe second passage nucléaire

servirait aussi de contrdlgualité (Kramer & Hopper 2013).es métazoaires posséuteR ddtres

@2 A $mportRpecifigues des ARNsmaislj dzA YIRAY RQK2 Y2t 2 3 dfBopp@K ST £ |
2006) Notamment, la liaison des protéines Sm a lieu au cytoplasme chez les métazoaires.

Les seules protéines connues pour provoquer une accumulation cytoplasmhéqiiecl sont les
karyophérineaMtrl0 et Kapl2ZKadowaki et al. 1994; Titov & Blobel 1999 géndMITR10a été

identifié par un criblage des intermédiaires de la maintenance de plasmides linéaires, et son role
RIFIyad f QSELINB A &A 2 Y a@&éludidé pafa sulekFerrezuélaiehal 3002RGallatld O m

et al. 2008)Le role deKAP12Zur la télomérase étédécouvet par un criblagex bas débit pour

les karyophérines impliquées danslézalisation de Ticlgependant sordley QI LI & SGS YA
caractérisqGallardoetal. 2008) f S &G t y 2 G SNJ |j dzS nénécestilgiastds RS f |
protéines, et a liewiaf I @2 A S Of | gidkeldjsdzSqunCeiSiHalgkiNgi& Friedman

2014; Lange et al. 2006)

MTRLO

MTR10code pourune protéine de la famille des importines St a2y Nl S RElya f QS|
aSYoftS siNB RS FFOAEAGSNI £ Y/ {MNedineht2dgns B8 f Q! wi
souchemtrl0n, la quantité de Tlcl est rédai et la forme polyA+ devientrpdominante dans ces
souches(Ferrezuelo et al. 2002; Mozdy & Cech 20@BJci serait la cause du raccourcissement
télomérigue observé pour un mutamitrlOn. De plus, par FISH sur des souches surexprifmait

il a été montré quela délétiondu géneMTR10S Y LJs OKI A f QF OOdzYydzt | A2y
(Gallardo et al. 2008 e phénomeéne pourrait expliquer la mauvaise maturation de TIcl dans le cas
otucelleOA I dzZNF A G € ASdz I dz y 2 Editetnadvdisddaiurafiof provagaenai NI G N.
£t 2NE I RS3INI RI (afdbleexpréssidn O défautdenthibitielfdds ligkirheyes.

/| SLISYREFYy Gz fF tAFA&A2Y S S YMIRISdaRsWhiygeideliBcl | A y & A
ne sont pas connusil en est danéme pour les ARNComprendre ces phénoménes chez la levure
bourgeonnanteLJ2 dzNJ ¢ f Om | dzZNF Ad R2y O RS& AYLX AOQOFGA2YVa

concernés pard transport rétrograé.
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KAR22

KAP122ode poumune karyophérine dont laohction est mal connue, maisdointS Nb £ S RIFy & f O
de facteurs de transcriptioa bien été montrégLau et al. 2000; Rout et al. 2008 relation avec

la télomérase vient du fait que sa suppression provoque une accumulation cytoplasmique de Tlc1,

OS ljdzA &dzZ33a8 NB 1jdzS f QA Y LR NIKARBUWRTRMIGRIGdoRS f Q! wt
al. 2008) CependantA f vy Q S Hrite#adtién cdnitugentr® €es deux protéinesa suppression

kapl2hy Ql LI & RQSTFTFSG &dzNJ f QS E highBu ka faifeyfes®Bmées T 2 NI
YOI AG LI a SyO02NB SiEoy ataly20188 Semhldddanud 8APY28xd | v
nécessaire llocalisation de Tlcl au noyau, songl®@ S a &  LJ- & larmdaurgfion@eSTicdz R S

hy LiJSdzi R2y O adzLIll2aSNJ ljdzS f QAYLERZ NI YSRAS LI NJ Yl
ce quiaurait donc un effet sur la maintenance des télomeéres. Cependant, la relationlcAR&22

et la maintenance detélomeres étant inconnue, le mystére du réle de ce gene reste entier.

LES OUTILS DE MICROBIE

Depuida renaissancet les premiéresutilis i A 2 ya R QI LJpdlr RdBekt Haoke 2tIAKtdnig dzS &

Van Leeuwenhoekpour magnifier des objetset des microorganismesles technologies

R Q 2rgadiocB ont énormément évoll® G yG Fdz YyAOSEdz RS&A GSOKYAI
connaissances en physique et elmmie (Ockenga 2015Quelques précisions sur mes outils de
travailaideront a la compréhension des expériences

Afin de pouvoir distinguer les petites particules, des objectifs optiques constitués de jeux de
plusieus lentilles permettat | dze 2 dzNdR Mngification de plus de 100x. Afin de pouvoir
20aSNISN) £ S&a RSGFAftA RS fQSOKFyGAftft2y @2dz dzZ A
lumiére. La levure bourgeonnangtant parmi les plus petitesspéceseucaryotes avec les algues,

Af yQSad LIl a ysOSaalANB RQSY LINBLI NBNJ dzy§ 02 dzLl
lame de microscope pour pouvoir observer les cell(iRises et al. 2011)

[6a f2A4 RS fQ2LIAl[dzS Sy 28dz F2yid ljdzQt RS (8¢t
plan focal précis, et que la lumiére provenant des aufpéens focaux (ou« profondeurs»)

provoque un bruit de fond / QS &G O3 LIBs YjUzSLINFRWEA |j dzQ2y LINBY R dzy
sujet proche, le paysage en arriére est flou \(ee vers® mais il faut y ajouter que comme les
échantillons utilisés sont trés petits, ils ne sont pas opaques. Dans la méme idée de photographie,

O QS a le sOrdteSsujet proche était transluciden verrait le paysage (flou) a travers. Cette
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lumiere provenant des autres plans focaux provoque du bruit de fond, et il faut donc essayer de la

limiter (voir plus bas).

[ I € dzYASNBE O2ff SOSYSSNILR NI ff @I2NNASONIB TR $ISfdMS @K | y G /
0ASY LINPBOGSYANI RQdzyS &2dz2NOS &aA0dz2SS Rdz YsYS O40S
20aSNIISNY € fdzYASNB NBFESGSS LI N f QSOKFYyGAf 2y
La microscopie a fluorescence ome sur le principe physique selon leqdekmolécules excitées

pardzy S &42dzZNOS RQSYSNHAS o6t fdzYAs§NBoO az2yid Ayadl
NBG2dzNYySyid £ dzy SGFG adlrofS o6fS &adzNLX dzientRQSy S NE
des photons lors de leur désexcitation. Ces photordzNR y i dzy S f 2y 3dzSdzNJ RQ2 y F
f QSYSNHAS ljdzA € SdzNJ F dzNF SiS R2yySS LI N €S Fft dz2
types de fluorophores, certains biologiques (les protéifieorescentd 0 S RQI dzi NS & a e
(lesdérivés de la cyanindes dérivés de la rhodamines quantums dots entre autres une revue

compléte en est faite paBiepmans et al. 2008) 5 CslerdnieNaBurront étre réactifs uniquement

f 2NRIjdzQdzyS Y2 SOdzZA S o60A2f 23Al dzS 3§ QNihcorsSlgs HAINS a4 Sy O
Tag.b20G2ya G(2dzi RS,les moféBulelj Wa@gues@Biled X i) T OAf Sa RQdz
pour les expériences en cellules vivantes.

l dz O2dzZNA RS YSa SiédzRSasx 2QlF A Sdz £t Q200 aAz2y RS

je présenterai rapidement ici.

La microscopie en champ large

La microscojg en champ largest la microscopie de base, a savoir une énorme Id@beder &

Nordberg 2007; Abramowitz & Davidson 2Q1Rans ce casn capte toute la lumiére émise par

notre é&chantillon(figure 9) Un inconvénientg que S aA 3yl LINRGSyYyl yi Rdz LI |

géné par la lumiéres provenant des autres plans focaux, ce qui diminue le &itjoat sur Bruit de

Fond» (signal to noiseatio, ou SR). En revanch& y ssufiht de bien capter toute la lumiére

SYA&S LI NI y2GNB SOKIFIYyGAff2y RQAYGESNBGSE 2y | dAYS
Deplusf S&4 G(GeLISa RQABRYNMANWNBIABXDSHSEYUAFSEAOE Sad [ QF

faire des acgisitions de signal assez longussns détériorer notre échantillon, ce qui cabtre

alors a réduire le SN
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Lumiére —__

échantillon —
huile

" - %

Champ Large Balayage laser Spinning disk

objectif

Figure9 : Comparaison des principes de microscopie en champ large et confocales
Champ Largeg £ I f dzZYASNBE AffdzYAyS fQSOKIYyUuAfEmR
LINEF2yY RSdzNJ Rdz OKI YL R QCR@eadanyIaliunidre gffectiv@ntent as
puissante pour donner un signal clair sur la caméra ne provient que de quelques mic
LINEF2YyRSdzN 9y SFFSGI LX dza fF € dzYAs§NB LN
moins elle affectd QI Olj dzA aA GA 2y ®
Balayage Laserf I f dzZYASNB Af f dzvYAyS f QSOKIFIYydGAtfz2y
RQ2Yy RS LINBOA&S Si O2yydzsSe® [ Ql 2dzadSYSyd |
2LIG Al dzS LISNXSG RS NB aa@résdas fotauxt LaddmidesBptée MR
R2Yy O dzyAljdzSYSy i RQdzy LI Iy F20Ft ONBLINBACS
fdzyAySdzaS t tQAYGSNERSOGAZ2Y RSa GNRIy3If Sz
le laser poufinalement reconstruire une image compléte. Ce processus est long, relativel

fI ljdzt tAGS RQAYIF3IS RSAANBS S v tF dFAf¢
Spinning diskgf I £ dzZYA S NB LINRPPASYy (i SyO2NB dzyS T2
multiples  fais& | dzE I @y RQF GG S gey RINE divisé © RAK If ¢

atteignant Q S O K I liyhitat lérdeg photodommages. De plysga lumiére captée proviel
de chacun des plans focaux correspondants aux multiples &igc@nultiples triangles vert:
[ iRageacquiseprovientdoncRS  Ydzf G A LX Sa LI2AYyGa& Rdz OKIY
RS oFlfrerasS RS tQSOKIyGAft2ys LISNXYSGOIF vy
Image adaptée devww.andor.com/learningacademy

/ Q ®andie type de microscopie de choix pour les échantillons fixés possédant un signal éaible
peut ainsi faire de longues expositions bl f QSOKI yiAfft 2y yS 062dz23S LI} axz

est parfois tres faible.

La microscopie confocale

La microscopie confocake été inventée pour réduire le bruit de forghr le Pr Minsky dans les
années 50mais utilisée seulement a partir desrgtes 8QMinsky 1961; White et al. 1987our
arriveracebl f I 32 dz2NOS fdzYAySdzaS R2A0G s(GNBS tosh 1 &SN
RSTAYASO® /SGGS FT2ras €8 araaylt SyYaa Lariwrd QSOKI y
f QF LILJ NBAf RS 0O2f f S Celbat2le/cedBraier diadptiaghe est de2cdmpedle Y S NI 0
trajet optique de la lumiére provenant des autglsins focauxfigure 9) Le signal lumineux général

est dondégérementR A YA y dzS Z Y lavadtagéeQdudt YBAYYaAFSAS 20 (®uypdsS Sad  d
trés fineRS f QS OKIjl dfSifAlif z2a OSy il AyS&d RS yYI RSLISYRI YY

signal).Le brut de fond¢ flou ¢ provenant des autres plans focaux est donc linfitéorn 2010;
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Borlinghaus 2011 QF OljdzA aA A 2y RS (WIZGEMNEL § il pidiAdXK | ¥ A d:
f Q20 & S Nisedes PENohdNGR QA Y G SN G RIya €Sa GNBA&A RAYS)
résolution.

Le désavantage de la microscopie confo&ale i Ij dzS t S f I & &hantifopbidt pai O Yy S N
point. Gaci demandeun temps(quelques secondes par chamiphdagi S + f @@rboER& RS
biologiguesDe plus, le type de capteuptfotomultiplier tube ou PMTpénéralementtilisé a une

efficacité detransmission de signal inférieure38%, ce qui entraine une perte de la quantité du

signal émiE I Ay a A ¢ dyfatzif deF8uifESpiing & Davidson 201 nfin le laser est

souvent assez puissant @buisele signal rapidement (klanchiment», oubleaching (Oreopoulos

et al. 2014)

Le développerSy i RQI YSE A2 NI (A 2y a perBetbneacqdigitomMiBpiesansihi S 02y
pour autant perdre en précision du signdl.QSa i y2dadl YYSyd €S OlFa RSa
tournant Gpinning disk = lj dzZA  LISNXSGGSyid RSa | Oksddurées deh 2y a O
f Q2 NRNBE RS (Glaf etvah 20055 &rBdpauigsted al. 201€ette tetinique est donc
parfaitement adaptée aux études viva De plus, les caméras utilisées pour les spindisg

reposent sur la technologie CQChérge Couple Devijgk dz2 2 dzZNR Q K dzA -CEDRectdnS Sa Sy
Multiplying CCD)qui ont une efficacité de tmsmission du signal de pres de 90%ont

LI NI A Odzf ASNBYSY G FRIFILIISSa t f QPedpdlgetal R4 RS &,
Schwab et al. 2016inalement, et bien que leurs principgsient établis depuis plusieurs dizaines
RQFIyySSas 0Sa GSOKy2f23ASa RS YAONRAO2LIAS 02y-
améliorations, et il conviendra donc de se tenir régulierement informé de ces nouveaux

développements.
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HYPOTHESE/PROBLENQUE

l dz O2dzNBE RS f QAY(iINRRdzOGA2Yy RS OS YSY2AmMR&E RS y?2
soit au sujet des téloméres ou au sujet de la télomérase

lepremiert ES | Sdz LR dzNJ 26250 f QSGdzRS RS cHezladWireY SNA & | 1
Saccharomyces cerevisidees données proposées par la littérature étaient divergentes, et le fait

que cette enzyme se trouve sous forme mena dimérique avait une implication importante sur

la quantité déja limitée de complexes actifs disponilidass la celluleEn effet,LJ2 dzNJ f Q! wb ¢ €
notamment, le nombre d&0 molécules par cellule est faille S O0QSad f+ NIAaz2y
ARN est considéré comme la molécule limitante de la télomérase. Desploss molécules ne

comptaient chacune qué.J2 dzNJ dzy SS Wiz YiSS &R | a A Iy seblesSINI A G |j o
télomérases sont présentes dans une cellule. Comparé aux 64 télomeéres présents dans une cellule

de levure haploide aprés réplicator  OQS &l dzy S |j dzl y (i #erilefd qlieNs8 & F I A ¢
NBEONHzi SYSyid RS tQSyiTeéevyS Sad SEGNbsYSYSyid STFFAOI
de deux «ouscomplexes> présage d mécanisméd R QI & 4 SRR®F tF ZSI ISiisdky RA T T
ceuxenvisagépour une enzyme gimple». Je me suis donc attaché@@pondre a la question de la
SidZOKA2YSUONARS RS I &St 2 WBNdogiésipithilonskt ReSviicroscép@ K y A |j dz
guantitative par FISH sur des molécules individuelles

[ S 4S02yR | ES ROt deBrBmetiL of fadeNdy Qui aRéneatla formation

R Q dilodnéraseactive : depuis la transcription de Tlc1, & sa maturation, puis la durée de vie, en
passanparf S& LIKSY2YSsySa/ ROOAKNEENY kBELEBANEWot | 35S RQdzy S
comporte de nombreuses inconnues, esldongesconnuessur ces événementsnt souventété

obtenues dans des context@svitro,ouSy OSft f dzf Sa LI NJ t QdziAf A&l GA2Y
2dziAta RS O2yiNbES RS fQSELINB&aA2Y 3ISYAldzS | dzA
cellule encondition de croissance normafsurexpres®n, hétérocaryon Il était donc nécessaire

RS RS@St2LIISNI dzy 2dziAf LISNX¥SOGGFIyd RQSindzRA SNI OS
[ QSGdzRS RS I GNIYYAONALIIAZ2Y yIBORRAYISNRE:Z ORYYIR
f QSidzRS RS fF RSANIRIGA2Y NBIjdzZASNBE RS &ddzA ONB S

c

vouloir étudier ces phénomenes de maniére endogéne wmiend de garder le contexte

génomique sauvagafinqued Q S E SeNBoslgtitns transcrigt 2 Yy St £ S& y I G dzNBf f S& «
RS tQl&aasSyofl3aS RQdzyS Syl &Y Scytplsimiquesiziédessite RS a (i NI
pouvoir suivre la localisation de la sewsité minimalet f QSOKSf S RS Y®f SOdzZ S:

microscope confocal aspinningdisk est donc un outil tout indiqué pour cela. Combiner ces
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RATFSNBY(Sa LINELINA S ISHRRAF (T @A A {1 IBY GO AY 835S OR K6
MS2GFP et Creox qui permettra, dans un contexte endogéne ietvivg de contrbler la

0N YyAONRLIIA2Y RQdzyS S&aLl OS RS c¢duelulaivedeNdesdzS S S
moléculesindividuellesdans les celluleet outildonneradonct Q 2 LILJ2 déJadaytdriseSles
phénoménes et acteurs impliqués dans larégilA 2y RS f QSELINB&aaAzy RS ¢t
régulation de sa localisation. Connaitre ces caractéres pour Tlcl pourrait servir de point de
O2YLI NI A&a2ys ldziibyid LRdzNJ f QS(idzRS sR828 LHZNRSE Q6K «
des ARNnNc egénéral.Je me suis donc attaché a construire cet outil génétique, et a commencer la

caractérisation de la transcription, de la dégradationdetalocalisation de Tlcl.
Objectifs
1- ; 6dzRS RS tQSilF G &aGdZOKA2YSUNRIdzS RS f I
Produire les souches devure diploides exprimant de maniére endogénes deux différentes versions
de TLCt TLCIMS2et TLCIPP® al ni NAaSNJ t I GSOKyAljdzS RS cCL{I
observer la localisation des différentes populations de Ticl. Analyser de maniére dixanida
A0dZ2OKA2YSUNRS RS fF GSt2YSNIasS LI NI ESa AYlF3ISa F
2-/ N OGSNAalGA2yY RS I ReylYAldzsS RS QS
CFANB tSa O02yadNHzOGA2y A 3ISYSiAl dTYsoysehedae | A NB &
maitriser plusieurstechniques de cloage). Caractériser les dynamiques de transcription et de
RSANI RIFIGA2Yy RS ¢f Om® al ni NR & SphhirfgdisdzGakattdrigek 1d A 2y R«

dynamique de localisation subcellulaire de Tlc1.
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Résumé

Dans la télomérase, le nombies souslzy A 1 S& SaasSyaAasSttsSa RIEya 1w
AYLX AOFGA2Yya LIRdz2NI £ S YSOFIyAayYS RQFOGAZ2Y S YI Aa
que deux ARN Tlc1 tagués différemment, exprimés de maniére endogéne dans une souche diploide
hétérozygote et détecté simultanément par FISH, ne colocalisent pas. La confrontation des

idzZ yGATAOIGAZ2Yya RANBOGSE RSa aradayldzE RS CcL{l
Tlcl subsiste en une molécule unique dans ces RNP. De plus, dewniésigdifferemment

GF 3dzSSa y Qammibinoprdtipitées. Es réSutats montrent donc que dans les cellules de

levure, la télomérase est assemblée, maturée, et persiste en un monomeére en dehors des
télomeéres. Finalement, en combinant ces résultats aves i@sultats précédemment publiés, il

y2dzz Sad LI2aarofsS RS LINPLIRASNI ljdzS tQ8Syil&ays$S | Ini

des télomeres.

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 reportwadifferentially taggedlLC1

RNAs endogenously expressed in a heterozygous diploid and simultaneously defactedti-

colour FISH experiments do not -lazalize. Probabilistic calcuiahs combined with direct
quantification of FISH signals demonstrdtat the TLCIRNA indeed occurs as a single molecule in
these RNPs. In addition, two differentially tagged reverse transcriptase subunits could not be co
immunoprecipitated. These resultberefore 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 arghe protecting nucleoproteinstructures at eukaryoticchromosomal extremities
Minimally, they serve two functions: first, they must prevent degradation or modification of
chromosome ends byucleaseswhich will also preent DNA damage signallitigat is normally
triggered atDNAdoublestrand break (DSBsPalm and de Lange, 200@/ellinger and Zakian,
2012. Second, due to the enwplication problem, ¢lomeric DNA erodesduring each DNA
replication cycleand thegradual los of telomerefunction eventuallywill lead toa prolongedcell

cycle arrest dubbed cellularsenescence Lundblad and Szostak, 1988oudet et al., 2014
Wellinger, 2014 Telomerasecounterbalanes this erosion by adding telomer DNArepeatsto
telomeres therebymaintainingtheir protective function lundblad and Szostak, 1982tandi 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, 201Bernardes de Jesus and Blasco, 26iBley et al., 1990

The telomerase holoeyme is a reverse transcriptase ribonucleoprotein (RNP) complex with
corresponding subunits found in all species harbouring the enzyme. Core moieties necessary and
sufficient for activityin vitro are the telomerase RNA (called hTR in humansTar@tin yeast) and

an enzymatic reverstranscriptase protein (hTERT and Est2, respectively). Giibhemgsthat are
essential folin vivoactivity includerecruitment factos, proteins important for RNP trafficking and
stability as well as telomeras@NAspecificstabilisingfactors.

Regulation of telomerase activity at telomeres is complex and includes transcriptional and post
transcriptional controlsl(ondoneVallejo and Wellinger, 20}2Even 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 enzymierackor example, evidence
obtained with tagged telomerase substrates suggested a functional dimer for the budding yeast
telomerase RNA, TL(Aréscott and Blackburn, 199This 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 replicatibtelomeric DNA was
complete Adams Martin et al., 2000Diede and Gottschling, 199%ellinger et al., 1993
Alternatively, subunits in a functional dimer could collaborate by providing a substrate anchor

function and the active elongation functiovia the two separate enzymes. Finally, substrate
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handover mechanisms were discussed in the context of two RNAs in the active d&etex €t al.,
2001). However, ceimmunoprecipitation experiments with different witype and mutated forms

of the yeast telomerase RNA failed to support the dimerization hypothesier(good et al., 2002
Seto et al., 200 and analyses ah vivotelomere extension products were more consistent with a
monomeric RNA in the active compl&h@ang et al., 2007

The yeast telomerasBNA iexpressed averylow levelsestimated at less tha30 molecules per

cell Mozdy and Cech, 2006 As a consequence, enzymgbstrate encounters could vary
substantially depending orhe 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 activityn viva

We herefocused on decipheringhe number of TLCIRNA and E2 subunits inthe matureyeast
telomerase RNPusing tagged but functional versions of these subunitbe results of co
immunopurification(co-1P) experiments do not support the existence of multigRNA or Est2
proteins in the same RNP particle. Morgrsficantly,single molecule, mulgolour fluorescentin

situ hybridisatiors (FISHyletecting differenfTLCRNA versions in fixed cells demonstrate that there
is only a single RNA molecule per RNP partiifee thecore RNA and Est2 subunits are thotigh

be the limiting component for telomerase and recent data suggest a 1:1 stoichiometric ratio of
protein componentsTucey and Lundblad, 20fL#ve conclude thathe active yeastelomeraseRNP

is monomeric for all its essential components.

RESULS

A single TLC1 RNA and Est2 subpaitactive telomerase RNéetected in vitro.We first analyzed

a diploidstrain (EBD081ip which one of the two alleles of thELCIRNA gene contained a 10xMS2
wb! G1F3 AyaSNISR ySI N TLIOxMSRGVEIytlRe adddd taf k& 338 Sy S
bases) on the RNt and tagged RNAs are readily distinguished by their different sizes on Northern
blots (Fig. 1A, lane 1). Previous analyses showed thaTti@&110xMS2allele supports normal
telomerase RNP biogenssandin vivotelomerase activity Gallardo et al., 20%1Gallardo et al.,
2008. In addition, telomezsin EBDO8& cells(TLC110xMS2TLC]) are stable and comparable in
length to those inwt strain EBDO84TLCL1/TLGQ1(Fig. 8A). In order to be able to immunopurify
telomerase RNPs, a ProteilMS2 (ProAVIS2) fusion protein that can bind with high affinityca

high specificity to the MS2 RNA tag sequence was expressed from an indaglblpromoter in

the same cells (Fig. S1B). Thus, immunoprecipitation (IP) of thetdg§2d TLCIRNAvia IgG
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sepharose beads was controlled by the carbon source in the medraraffinose, cells expressed
very little ProAMS2 andTLC110xMSZ2RNA could not be detected by Northern blotting of the RNA
found in the IPs, while galactoseduced expression of PralS2 allowed a pulldown of an average
42% of the totalTLC110xMSZ2RNA (Fig. 1A, lane 2, 1B). However, despite the presence of slightly
morewt TLCRNA tharTLC11L0XxMSZRNA in total RNA derived from the EBDO081 cells (Fig. 1A, lane
1 input), nowt TLCIRNA was detectable in the IP (< 5%; Fig. 1A, lane 2; Fig. 1B) ant) aftud

this RNA ended up in the flethrough 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 TLCland TLC110xMS2RNAs coexist in the

telomeraseholoenzyme RNP.

A IP: mouse IgG B
" . . Gal1p:ProA-MS2
Gal1p:ProA-MS2
p TLC1-MS2/TLC1
TLC1-MS2/TLC1  TLC1/TLC1 + Galactose
Galactose: + - + np 1P FT Inp IP FT
Inp IP FT Inp IP FT Inp IP FT 2.0
Tic1-MS2— W - .
Tlc1— - S
U1—
1.2 3 4 5 6 7 8 9 !
RNA: Tlc1-MS2 Tle1
o 8 D.
IP: mouse IgG  w! " A - lgGIP  a-FLAGIP
é})(}é"() ProAESt2 + + + - + + + -
IN IN FLAG-Myc-Est2 - - + + - - + +
RNase: + - + - Estl-Myc - + + + - + + +
130 kDa — |Gl e  ProA-Est2
a-ProA .o
12 3 45 6 7 8
elongation 5
produots GG 1P § aFLAGIP
- ProA-Est2 + + + - £ + + + -
: FLAGMycEs2 - - + +2 - - + +
— Est-Myc - + + + | - + + +
+—FLAG-Myc-Est2
" 130 kDa —
primer _)“ ; *" S —Esti-Myc
a-Myc
recov. _).... 1234 5678

1 2 3 4

Figure 1- Voir légende page suivar
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FigureAtrticle 1 : No evidence for telomerase RNA dimer-gcomunoprecipitation
A. WT Tlcl RNA does not-tomunoprecipitate with TIcAMS2. Total cell extractsom TLCIMS2/TLC
diploids (lanes 46) or TLC1/TLC1 diploids (lane3) &xpressing the PreiS2 protein (lanes-B, 7-9) or no
(lanes 46) were subjected to immunoprecipitation with lgg&@pharose beads for 4h. RNA was obtained
extracts (Inp), pregitates (IP) or flowthrough fraction (FT) and analyzed by northern blotting with a
probe and a U1 RNA probe as control. Due to the 10xMS2 tag, thtMB2IRNA is larger than the wt,
indicated by the arrowheads.
B. Quantification of the Tlc1 vants signals. Signals for bands in northblots as in A) corresponding
both Tlc1 variants were quantified and corrected for relative loading. The signal in the input was ct
reference and set as 1. Value are averages of experimental triplicates.
C. Telomerase activity withstands RNIA process. Beads obtained from the IP from TMGS2/TLC1 and\
cell extracts as shown in A) were subjected to in vitro telomerase activity assayddpiident elongatio
LINE R dzO (tend radblabieledmligonuctgide (primer) was obtained from IP extracts of TINCS2/TLC
but not from wt strains. RNase treatment is as indicated. Recov.: 4abladed oligonucleotide used 1
precipitation recovery control.
D. FLAGMyc-Est2 and ProA&st2 do not cammunoprecipitae. Native cell extracts from diploid stra
expressing the indicated alleles of Est2 and either atagged Estl (lanes 1 and 5) or a Mggged Est
(lanes 24 and 68) were subjected to immunoprecipitation using IgG coated beads (left parts of tHeog
anti-FLAG M2 coated beads (right parts of the gels) for f#st® or FLAG®lyc-Est2 immunoprecipitatiol
respectively. Immunoprecipitates were analyzed by Western blotting with anPanth Ab (top gel) or
anti-Myc Ab that detects both Mytagged B4 and Est2 proteins (bottom gel). The Mgstl protein ce
immunoprecipitates with both, the ProEst2 (lanes -4, bottom gel) and the FLARyc-Est2 (lanes -B,
bottom gel), but no FLAGlyc-Est2 protein is detectable in the Ig8 samples (bottom gel, lase34) anc
no ProAEst2 signal is visible in the FL-IGsamples (top gel, lanes3].

On the other hand, several reverse transcriptase Est2 subunits could be associated with one single
TLQ RNA. Hence, we asked whether two tagged Est2 subunits couldibemumoprecpitated as
heterodimer. We used a heterozygous diploid expressing a-chiellacterized Prok&st2 fusion
protein (Friedman and Cech, 1998nd the second protein contains twelve repeats of the Myc
peptide as well as three repeats of the FLAG peptide as tag {fMy¥s-E42, Tucey and Lundblad,
2013. Both versions are endogenously expressed aB8&2ocus and the final diploid strain also
contained a 13xMytagged Estl protein as IP recovery control. Expression of the fusion proteins
was firstverified by wholecell extract westerrblotting that showed that the Mytagged Est2
proteins were expressed in the corresponding strains and the expected strains expressed the Myc
Estl protein (Fig. S1C). Analyses of telomeric phenotypes in these stfzomsd stable
maintenance of only slightly shorter telomeres, indicating functional telomeraseSFi) For co
immunoprecipitation experiments, cell extracts were prepared by a fregrkigrinding procedure

using strains EBD201 (Pr&At2/ProAEst2; Btl untagged), EBD210 (Pr&At2/ProAEst2, Mye

Estl), EBD211 (Pre2st2/FLA@AYc-Est2, MyeEstl) and EBD213 (FL-M@c-Est2/FLAGAYC-Est2;
Myc-Est)). ProAtagged Est2 protein was pulled down by dg&vered beads and in parallel, the
FLAGMyc-tagged Est2 mtein was recovered with anffLAG antibody coupldebads. These IP

fractions were then analyzed western blots using an-BntoA antibody or an anilyc antibody
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(Fig. 1D). In all IPs from extracts harbouring FEs#R, this protein is readily detectedtivthe ant-

ProA antibody (Fig. 1D, upper panel lane3)land the converse is true for the FLAG IP western
probed with the antiMyc antibody (Fig. 1D, lower panel lane8)7In addition, the IP fractions from
extracts of the heterozygous diploid EBDZ2idvealed about the same amount of o
immunoprecipitating Estl for botthe IgGIP and anti-FLAGP 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 lare lower panel lane 3). Integrity of the telomerase RNP in IP extracts again
was tested by telomerase activity assays which showed that the enmasenot disrupted in the
process (Fig. SLE hese results reveal that even though the telomerase RNP wittistaur IP
conditions, as shown by the 4B of MyeEst1 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 telomerad¢Rcontains only one tagged Est2 molecule.

A single TLC1 RNA petomeraseRNP in vivoGivenpossible ambiguities associated with
negative results when usirig vitro co-IP approaches, we set to analyze the numbeTlo€IRNA
molecules in the telomer&sRNRn vivoviaquantitative multicolour FISH approachebrek et al.,

2012 Zenklusen et al., 200&enklusen and Singer, 2Q1Mn order to detect different versions of

the RNA, we used two RNAs carrying different tags: one carried the -atevgoned 10xMS2 tag

and the other contained 24 copied the phage PP7 tagchao et al., 2008 both inserted at the

same s Of 2 & Send & thel RNBTLOLDxMS2and TLC124xPP7lleles 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 plasmidl(@110xMS224xPP7see Fig. 2A). ThELC110xMS2
24xPPTallele complements a deletion diLQ, yielding shorter but stable telomeres in a haploid
strain relying solely on thisonstuct (Fig. SR We analyzed FISH probe localization in strains
harbouring this latter construatvhere 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 fluoropt®Gesof M spots ce
localized with a PP7 spot; 83% of PP7 spots with an MS2 (Fig. 2B, 2C). This efficiency of detection of
co-localizing signal is higinough(> 80%) suclihat low level artifactual losses of one or the other

signal should not interfere with ourterpretations. These results therefore indicate tiHatCIRNA
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detectionvia FISH and using specific probes against the tags is very efficient with both probes. It
follows that this technique can detect 4ocalizing RNAs, if existing.

Next, we analyzedcelocalization frequencies of the two differently taggd@d CIRNAs TLC1

FigureArticle 2 : FISH efficiency is >80% for 10xMS2 and 24xPP7 tags on TLC1 F
A. Experimental design for docalization efficiency cantification. The used stra
expresses a doublagged TLCMS2PP7 RNA from a plasmid. MS2 and PP7 probes
conjugated to Cy3 and Cy3.5 fluorophores, respectively.
B. Fluorophore cdocalization for the doubléagged RNA is >80%.
TLCIMS2PP7 RNA exessing cells were fixed, subjected to FISH anldcalization of MS
and PP7 signals was quantified by the Spot Detection algorithm of Imaris 7 softwar
are represented as a Venn diagram, showing that 626 f{d&Zred circle) and 654 PR@ci
(green circle) were acquired. Of these two populations, 522 werdocalized (yelloy
intersection of the circles), representing 83% and 80% of the MS2 antbé&ipdpulations
respectively (>330 cells were analyzed in experimental and biological duplicates).
C. Representative images of wt and wt+pTHOkKMS224xPP7 strains. Upper row:
lower row: wt +pTLCMS2PP7. DAPI: total nuclear DNA: Cy3 and Cy3.5 ch
respectively reveal MS2 and PP7 probes. Merge: overlay of@¥32nd PRTy3.5 channel
Colocalization appears as yelldaci. Scale bar = 2 pm.

10xMS2and TLC124xPPY coexpressed in a heterozygous diploid (Fig. 3A). As controls, we used
diploids only expressing one or the other allele. Telomeres in these cells are sigirtlyr 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
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