ORGANISATION ET STRUCTURE
FONCTIONNELLE DU NOYAU

GENERALITES

17°™siecle: observation de la cellule au microscope.

19 siécle: (1831) observation du noyau et du nucléole.
20°msiécle: le noyau comme support de I'information génégiqu
21°M°siécle: vers l‘assemblage complet du puzzle nucléaire.

L’ADN est essentiellement situé dans le noyau.

Amélioration des microscopesMO, MET, MO a contraste de phases, MEB, MO coalo.
Amélioration des techniques de mise en éviderstochimie, immunohistochimie
Techniques physico-chimique§éparation des noyaux par ultracentrifugatiorgsadient de
saccharose, extraction des protéines.

L’ENVELOPPE NUCLEAIRE

- Propre aweucaryotes
- Double membrane: 2 membranes composées de deux feuillets lipgdiqu
Entre les deux membranes : un espace qui perrpaskage de molécules.

- Organisation fonctionnelle spécialisée du réticulum
- Structuredynamique d’organisation variable suivant le cycle cellugair
o Phase organisée variable au cours du cycle ce#ulai
o Désassemblage en cours de mitose pour permettépdétition
chromosomique.
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ORGANISATION GENERALE DE L’ENVELOPPE

- Deux bicouches lipidiques la membrane interne et la membrane externe

- Espace péri nucléaire 30 nm

- La membrane interne est associée aarmature interne de protéines, les lamines
en interaction avec lehromatine.

PORES NUCLEAIRES

- Nombre variable 3000 & 4000
- Role dans leransport nucléocytoplasmique
- Role dans la délimitation fonctionnelle de la zpgephérique du noyau.
- Composeées deucléoporines
- Systeme @ouble symétrie:
0 systéme radiaire : 8 colonnes,
0 symétrie planaire un groupe « interne » et un geaupxterne »
- Complexes de pores nucléaires (NPC) de la levure
- Dans un pore : 456 protéines de 30 différents types
- 125 x 16 Daltons.
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Du c6té du cytosol nous avons :

- 8 filaments cytoplasmiques (filaments interméais)

- 8 sous unités formant le grand anneau cytoplasensgr lequel sont fixés nos 8 filaments
(un par sous unite)

Du cété du nucléoplasme :

- 8 sous unités du grand anneau nucléoplasmique

- 8 fibrilles nucléaires qui relient les 8 soustésidu grand anneau nucléoplasmique en
formant le panier nucléaire.



MARQUAGE DE MOLECULES HYDROSOLUBLES ET ETUDE DE LA
DIFFUSION DANS LE NOYAU :

- Permet Ildibre diffusion de moléculesde petit poids moléculaifge5000 D3
- Pas de diffusion simple des protéines de plus de BDa : transport spécifique

- Modélisation d’'un canal cylindrique @&nm de diameétreet del5 nm de longau
centre du complexe de pore.

LES ECHANGES NUCLEOCYTOPLASMIQUES

SORTENT DU NOYAU : ARNs _ Ribosomes _ RNP _ Progsi
RENTRENT DANS LE NOYAU. : Protéines et RNP

Certaines protéines ont un compartiment intracahel: elles expriment un signal

d’adressage qui leur permet de se fixer a une audtéine sur un organite (exemple de
PSCT1 et de PEX

A} LOCALIZATION OF T-ANTIGEN CONTAINING B! LOCALIZATION OF T-ANTIGEN CONTAINING
ITS NORMAL NUCLEAR IMPORT SIGNAL A MUTATED NUCLEAR IMPORT SIGNAL
Lys —Lys —Lys— Arg —Lys — o Pro — Pro — Ly — Thr —Eys— Al — By — Val

Il existe dessignaux d’adressageomposes de séquences d’acides aminés :
- Permettent aux protéines de circuler vers l'ietdériou vers I'extérieur de la cellule, voire
de les retenir dans la cellule :

- séquence d’'importation NLS
- séquence d’exportation NES
- séquence de rétention NRS



Les échanges nucléocytoplasmique on besoin dunsgstk® — serrure mais également
d’énergie=>» I'hydrolyse duGTP par la protéine adaptatricRan-GTPase.

Ran est associée au GDP dans le cytoplasme et auRcdans le noyau.

1) Une protéine cargo a séquence NLS est reconnuepa@cepteur nucléaire
(famille de I'importine)

2) Le complexe se dissocie dans le noyau grace a R@he@i déplace le cargo

3) Le complexe RanGTP-importine retourne dans le dgtope

4) Ran-GTP est déphosphorylé et libere I'importine.
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Certaines protéines doivent faire la navette datr®yau et le cytoplasmé.es facteurs de
transcription. Ce sont des facteurs qui s’associent aux ARNmpéfgses.

Le facteur de transcription de l'interleukine-2, A, dans les lymphocytes
NFAT = facteur nucléaire des lymphocytes T

Antigen 1) la stimulation du récepteur a I'antigéne
v déclenche un pic de Ca2+ dans le cytosol,
= celui-ci active la calcineurine, une ser/thr
phosphatase.
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2) La calcineurine déphosphoryle NFAT ce
qui démasque son domaine NLS
(NLS = Nucléar Landing System = signal

[032'1 /7[,71 d’import)
NFAT-c
Calanﬁunn / 3) NFAT va au noyau ou il active la

“F”f transcription du gene de I'lL-2 impliqué
dans la prolifération des lymphocytes T

ciclosporine

retourne vers le cytoplasme sous forme de

transcription NEATP
NFAT= du géne IL-2

c 4) NFAT est phosphorylé dans le noyau et

La ciclosporine est un antibiotique produit par un
TATA IL-2 champignon, cette molécule peut bloquer la
calcineurine et empécher NFAT d’étre
déphosphorylé et donc d’aller dans le noyau. La
mmemijmn ciclosporine est le médicament le plus ancien
=0 Pusich 20 utilisé pour empécher le rejet de greffons.
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REGULATION DU TRANSPORT
- par le masquage des séquences d’'import ou d’export

- par la modification de pores nucléaires
- par I'ancrage de protéines que le versant intraaie de la membrane.
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L’ARN sort dans le sen® - 5’ c'est-a-dirdcap en 5’)

L’ARN doit étre épisse, avant de sortir.

L’épissage est un processus par lequel les ARN¢rés a partir de 'ADN génomique
subissent des étapes de coupure et ligature camddid'élimination de certaines régions dans
I’ARN final. Les segments conservés s’appellentalamset ceux qui sont éliminés
s'appellent degtrons.



TRANSPORT ET DEGRADATION DE L’ARN

Une fois mar, I'ARN quitte le noyau.
Les ARN défectueux sont dégradesitu par un complexe multimoléculairéexosome

Environ5% des ARN sont exportésa travers les pores nucléaires
Des protéines de tri reconnaissent des séqueriaéssidans la région non traduite en
3'(3'UTR) entre le codon stop et le Poly-A

En théorie, les ARN non épissés ne sortent pas doyau. Comment font les rétro-virus

qui ont des introns ? Et pour infecter de nouvellesellules ?

Le VIH se sert de sa Reverse Transcriptase poggriet le génome humain. Pour envahir de
nouvelles cellules, son ARN doit aller dans le plasme et s’encapsider. Mais son ARN
(codé par Pol I1) contient des introns et subiépissage alternatif d’ou > 30 protéines.

Pour sortir, le VIH code pour une protéine Rev, spilie a un récepteur d’exportation
(séquence NES), mais se lie aussi a une séqueécifiqe appelée REV responsive element
(RRE)=>» Le complexe Rev/ ARN peut sortir !

AUTRES ACTIONS DES PROTEINES DE PORES.

Lesprotéinesde pores Nuppeuvent également avoir uble important lors de la mitose
Complexe 107-160 et répartition chromosomique etapiase
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tubules en rouge, DAPI bleu localise I'adn doncdesomatides, les petifs points verts c'est
les kinétochores des chromosomes.



Les protéines ont des réles de modification p@siictionnelle des protéines transportées.
Ajout de SUMO « small ubiquitin-like modifiers »
La sumoylation de Ran-GAP1 permet son transport dicytosol vers le noyau.

- Sumoylation et répartition génétque: le modele de NUP84 _ NUP60/MLP1-
2/ULP1 Yku70 dans la réparation des fractures d’Adible brin

- Les nucléoporines sumoylées interagissent avec I'’ADet réparent les cassures de
I’ADN.

L’ENVELOPPE ET LA LAMINA NUCLEAIRE.

Famille des lamina contient au moins trois groupes.
Relient I'enveloppe aux chromatides.

Résealdibrillaire de30 a 100 nm d’épaisseur

Filaments intermédiaires et protéines associéasrembrane.

Réles multiples :
- support mécanique
- organisation de I'enveloppe
- organisation de la chromatine interphasique
- réplication de 'ADN

Les filaments intermédiaire de type V :
- Leslamines A et C sont codées par un gene LMNA
- Lalamine B codée par LMNB.



Domaine globulaire et domaine en Heélic&od domain)
Associationde ce réseaa la chromatine et a degacteurs de transcription sur la face
nucléo plasmique et a la membrane interne de lleppe nucléaire.
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Les lamines sont fixées par d’autres moléculesnddmbrane interne (liaisons covalentes
avec les lipides). Elles sont elles-mémes relidascaromatine.



MISE EN PLACE DES LAMINES

Gene LMNA synthétise prélamine A : ciblage versmembrane interne de I'enveloppe
nucléaire par un groupe farnésyl dans la régioreC:livage secondaire de ce site par une
métalloprotéinase qui reconnait le site de cliveigéeére la forme mature de lamine A

Une mutation peut conduire a une absence de clivage
=>» Séquestration définitive de la prélamine A a lanbheane externe sans maturation finale.

Dans la maladie du progéria, il existe une mutagjionempéche la métallo-protéase de se
produire car le site de reconnaissance de la lapané Metallo P a été mute.
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EFFET DES MUTATIONS DE LMNA

- Modéle de la différenciation myoblaste / myotube&iino
0 mutation R453W : Arg453Tryptophane : arrét de féédenciation et apoptose
0 mutation R482W : Arg482Tryptophane : mutation appanent normale.

LMNA ET ENVIRONNEMENT

- modéle des protéases anti-virales dans le traiteamgiviral HIV1
o apparition fréquente chez les patients traitésaptiprotéases d’'une
lipodystrophie (disparition de la graisse sous@d ou alors la graisse se met
n'importe ou, genre dans le cou.
o In Vitro : accumulation de farnésyl-prélamine A
o Inhibition de la metalloprotéinase ZMPSTE24

INTEGRATION VIRALE ET EMERINE

- L’émerine s’associe a la lamine A et a BAF (barteeauto-integration) cofacteurs
associés avec le virus HIV-1

- BAF s’associe a des protéines GAG

- Intégration virale de HIV-1 dans le génome nuckagcessite une lamina normale.



ENVELOPPE ET TRANSCRIPTION

En général la membrane interne de I'enveloppe gyoudle répresseur sur I'expression
génigue. L'interaction entre la chromatine et I'eloppe nucléaire participe a la régulation de
I'expression génétique.

Habituellement, mode répressif : liaison de I'hétiromatine avec la lamina nucléaire.
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TERRITOIRES CHROMOSOMIQUES

- Organisation chromosomique ordonnée

- Chevauchement relatif entre territoire

- Faible densité génique : localisation plutdt pégidue

- Distribution radiale non aléatoire. Rapprochementétjions chromosomiques
- Libre diffusion au sein des territoires (modéleslli@dter chromosomal network)
- OU « canaux » périphériques (ICD inter chrom. Darshi

Modéle ICN Modéle ICD & £

= 1. Structural attachments (#.g. nuciesr lamina. nuckeol)
1 Intrachromosomal Contacts maintaned by tethening

4. intrachromosomal channel
3 Chromatin loop extends oul of its territory into the ICD
& Rare interchromosomal interactions

= 1 imutueal attachements 8.0 nuclesr lamin, ruckeol)



LA MATRICE NUCLEAIRE

Matériel insoluble au sein du noyau apres étapetrdetion des acides nucléiques
Structure d’échafaudage sur laquelle s’organishtamatine.

Protéines avec sites de liaison spécifiques pasiddenaines particuliers de I'’ADN :
SARs MARS « scaffold associated » ou « matrix aased » regions.

LE NUCLEOLE

C’est la machine qui permet de fabriquer els rilbos®. Composé de 3 régions

centre fibrillaire : ADN codant pour 'ARNr et FPersistent apres disparition du
nucléole en prophase, associés aux constrictiammndaires des chromosomes et
forment les NOR.

Fibrilles denses : ADN en cours de transcription

Granules : assemblage du péribosome.

4 types d’ARN (ARNr 28S, 5.8S, 18S, et 5S) et plas/0 protéines s'associent pour
former les 2 sous-unités de I’ARN ribosomique.

Les génes codant pour le s ARN ne proviennent quaas court de 5 paires de
chromosomes acrocentriqués!\ )

Y’aura pas de questions au-dela du nucléole.



