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Une mutation ponctuelle dans

la protéine Rrp9 de la particule
U3 entraine un découplage

des clivages précoces de I’ARN
pré-ribosomique

Mathieu Rederstorff

> Chez les eucaryotes, la biogenése des
ribosomes est un mécanisme complexe
prenant place dans le
nucléole [1] (=P).
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maturation des sous-  20-> PeEe 622
unités ribosomiques 40S et 60S y suivent
deux routes indépendantes. Ces voies
débutent néanmoins par la transcrip-
tion, par I’ARN polymérase |, d’'un ARN
ribosomique (ARNr) précurseur commun,
le pré-ARNr 35S. Des séries de clivages
endo- et exo-nucléolytiques ordonnés
permettent ensuite de libérer, a par-
tir de ce précurseur, les futurs ARNr
matures : I’ARNr 18S, de la petite sous-
unité ribosomique, d’une part, et les
ARNr 5.8S et 28S, d’autre part. Ces der-
niers, associés a I’ARNr 5S, transcrit de
facon indépendante par ’ARN polymé-
rase Ill, constitueront la grande sous-
unité ribosomique. Les clivages précoces
du précurseur 35S ont lieu au sein d’un
macro-complexe ribonucléoprotéique,
le small subunit (SSU)-processome,
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ou pré-ribosome 90S, a origine de la
petite sous-unité ribosomique 40S. Dans
cette nouvelle, nous présentons les tra-
vaux récents portant sur le SSU-proces-
some, réalisés notamment chez la levure
Saccharomyces cerevisiae. Compte
tenu de la conservation entre especes
et de Puniversalité des processus de
maturation des ARNr, ces résultats n’en
revétent pas moins un caractere crucial
pour la compréhension de ce mécanisme
dans 'espéce humaine.

Microscopie électronique : un

bond immense dans I’étude du

« processome >.

Les premiéres observations d’unités
transcriptionnelles actives sur I’ADN
ribosomique ont été possibles grdce aux
expériences d’« étalements » de Miller
(Miller spreads), dans les années 1960
[2] (Figure 1, en bas). Ces images de
microscopie électronique « en sapin de
Noél » révélaient la présence, sur les
transcrits naissants, de boules termi-
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nales, dont la nature ne fut déterminée,
en partie, que beaucoup plus tard : ces
boules correspondent au processome
en cours d’assemblage (Figure 1). Le
processome final, ou pré-ribosome 90S,
constitué, entre autres, de la petite par-
ticule ribonucléoprotéique nucléolaire
(small nucleolar ribonucleoprotein par-
ticle, snoRNP) U3, comprend I’intégralité
du pré-ARNr 35S.

Ces derniéeres années, des progres consi-
dérables ont été réalisés dans la com-
préhension du mécanisme séquentiel
d’assemblage du processome sur le
pré-ARNr naissant [3, 4] (Figure 1), et
dans la détermination des structures du
complexe par cryo-microscopie électro-
nique [4]. Plusieurs équipes ont notam-
ment réussi a isoler, en utilisant des
méthodes de purification par affinité
avec des transcrits de longueur crois-
sante, correspondant au long précurseur
de I’ARNr 35S, les complexes s’associant
de maniére ordonnée et séquentielle a
ce précurseur [5, 6]. Une derniére étude
a complété ces travaux, et montré qu’en
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Figure 1. Assemblage séquentiel du « processome » et appariement entre le pré-ARN ribosomique et le petit ARN nucléolaire U3. (Bas) Visualisa-
tion d’un « étalement » de Miller (Miller spread) en microscopie électronique, correspondant a une unité transcriptionnelle d’ADN ribosomique en
cours de transcription par ’ARN polymérase | (d’aprés [2]). Dans cette structure « en sapin de No&l », le tronc correspond a I’ADN ribosomique,
les branches aux transcrits 35S naissants, de longueur croissante de gauche a droite en fonction de "avancement de la transcription, et les boules
aux processomes en cours d’assemblage. (Milieu) Représentation schématique des « boutons terminaux » correspondant au processome en cours
d’assemblage, sur les transcrits naissants de longueurs croissantes. La chronologie d’arrivée séquentielle des principaux sous-complexes du
processome est illustrée [5, 6]. (Haut) Représentation de I’appariement entre le pré-ARN ribosomique et la région 5’ fonctionnelle du petit ARN
nucléolaire U3 (snoARN U3). Les hélices intermoléculaires Ill, II, I, V et VI, ainsi que les segments inter-hélices 1, 2, 3 et 4 sont représentés. Les
régions 5’-€TS (external transcribed spacer) et correspondant au futur ARNr 18S, ainsi que les sites de coupure précoce A0, Al et A2 sont indiqués,
tout comme les positions de certains nucléotides. Les différences constatées entre le modele initial et le modele révisé sont indiquées en rouge
dans ce dernier [8, 9]. €nfin, le caractere synthétique Iétal (rouge), synthétique malade (orange), ou Iabsence d’effet synthétique (vert) en
présence du mutant de la protéine Rrp9 et des mutations dans le snoARN U3 correspondant aux régions en question sont illustrés dans le troisieme

appariement [10].
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dépit de "assemblage co-transcription-
nel des différents constituants du pro-
cessome sur le pré-ARNr 35S, les régions
du pré-ARNr transcrites en dernier (et
non pas son extrémité 5’ terminale)
étaient intégrées les premieres dans le
processome [3]. Cela permet notam-
ment d’éviter 'assemblage de parti-
cules comportant un transcrit abortif ou
dégradé.

La génétique de la levure en
complément de la microscopie
électronique

Le petit ARN nucléolaire (small nucleo-
lar RNA, snoRNA) U3,
contrairement a la
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plupart des snoRNA
a boites C/D [7] (=)
n’est pas impliqué dans la méthyla-
tion d’autres ARN. Autre particularité :
il est associé a une protéine qui lui
est spécifique, la protéine Rrp9 chez la
levure ou U3-55K chez I’homme. Enfin,
le snoRNA U3 possede, a son extrémité
5’, une extension qui n’existe pas chez
les autres membres de la famille des
snoRNA a boftes C/D, et qui permet
son appariement avec le pré-ARNr 35S
(Figure 1, en haut). Au sein du proces-
some, le snoRNP U3 est essentiel a la
réalisation des clivages précoces A0, Al
et A2 permettant de libérer, a partir du
précurseur 35S, ’ARNr 18S mature de la
petite sous-unité ribosomique. €n effet,
sur la base de comparaisons phylogé-
niques, de tests génétiques réalisés chez
la levure, ou encore de I'utilisation de
sondes chimiques in vivo, la nature de
I"appariement entre le snoRNA U3 et le
pré-ARNr 35S a pu étre établie (Figure 1,
en haut, ancien modéle). Cing hélices
intermoléculaires, séparées par quatre
segments, ont ainsi pu étre identifiées,
et nommées a partir de I'extrémité 5’ du
snoRNA U3 : hélices Il1, 11, et | d’'une part,
appariées au futur ARNr 18S, et hélices
V et VI d’autre part, appariées a la par-
tie 5’ €TS (external transcribed spacer)
du pré-ARNr. Uimportance fonctionnelle
des hélices V, VI et Il avait pu étre mon-
trée précédemment [8], notamment
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grace a des expériences de mutations
compensatoires, mais ces expériences
n’avaient pas été concluantes pour les
hélices | et lll, et aucun test n'avait été
réalisé sur les segments inter-hélices.
Récemment, 'obtention des structures
du processome par microscopie électro-
nique a permis de confirmer I'existence
des hélices VI, V et Il, mais pas celle
de I’hélice I, et de proposer I'existence
d’une hélice IIl alternative (Figure 1, en
haut, modéle révisé) [9]. Cela explique
sans doute I"échec des précédentes ten-
tatives d’étude des hélices | et I1l.
Néanmoins, une étude trés récente a
permis de faire la lumiére sur certains
aspects de la formation des hélices
intermoléculaires entre le snoRNA U3 et
le pré-ARNr et leur stabilisation. Cela a
notamment été possible grace a I'iden-
tification, chez la levure S. cerevisiae,
d’un mutant inédit de la protéine Rrp9,
qui entrafne un blocage et un décou-
plage des coupures permettant de libérer
PARNr 18S [10]. €n outre, un criblage
synthétique létal réalisé entre ce mutant
et des mutants situés dans chaque hélice
ou segment dans la région 5 fonction-
nelle du snoRNA U3 a permis d’éclaircir
le rdle de la protéine Rrp9 dans la for-
mation et la stabilisation de I’apparie-
ment avec le pré-ARNr 35S, bien que le
mécanisme mis en jeu soit probablement
indirect (Figure 1, en haut, létalité syn-
thétique) [10]. €n effet, cette étude
a permis de préciser le réseau d’inte-
ractions de la protéine Rrp9 au sein du
processome, en identifiant de nouveaux
partenaires de liaison de cette protéine,
Rrp36 et Sgdl. L'absence de structure
tridimensionnelle connue pour ces deux
protéines ainsi que leur absence dans les
structures de cryo-microscopie électro-
nique actuelles ont conduit a proposer
un nouveau modele localisant Rrp36 et
Sgdl au voisinage de Rrp9, bien défini
dans ces structures [10].

Ainsi, la puissance des techniques
actuelles de cryo-microscopie électro-
nique et la précision des approches
classiques de mutagenese dirigée et
de génétique chez la levure ont permis

de franchir une nouvelle étape dans la
compréhension du mécanisme d’assem-
blage de la petite sous-unité riboso-
mique. ¢

Decoupling of pre-ribosomal RNA early
cleavages by a point mutation in the
U3 snoRNA-specific protein Rrp9
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