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> L'épissage des pré-ARN messagers constitue
une étape obligatoire pour la tres grande majo-
rité des transcrits primaires chez les eucaryotes.
[l est sujet a de nombreuses variantes, ou épis-
sages alternatifs, qui permettent 'assemblage
de transcrits codant pour des protéines requises
de maniere transitoire ou traduisant une adap-
tation pathologique. Cette diversification du
réservoir de transcrits augmente sensiblement la
variabilité protéique. Uidentification de muta-
tions dans les séquences nécessaires a I’épissage S. Solier: Inserm U.517, Faculté
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compensation fonctionnelle efficace. Les espoirs
suscités par ces nouvelles approches méritent

que I’on en prenne toute la dimension et que les

erspectives thérapeutiques qu’elles offrent . . - ) ,
P _ P P g g naissance des sites d’épissage et les étapes couplées
soient évaluées. < d’élimination des introns et de re-ligation des exons.
Plusieurs familles de protéines jouent un réle majeur

- parmi lesquelles les protéines SR (riches en sérines et en

arginines), hnRNP (heterogenous nuclear ribonucleo-
proteins) et CELF (CUG-binding protein and embryonic

L'épissage des pré-ARN messagers concerne au moins
95% des transcrits et constitue un préalable a Iexpor-
tation des messagers matures dans le cytoplasme, siege
de la synthese protéique. Il s’effectue de fagon coor-
donnée avec la transcription et se déroule en deux
étapes successives impliquant deux réactions de trans-
estérification. Trois déterminants de séquence sont
requis (Figure1A): les sites d’épissage 5’ (site donneur)
et 3’ (site accepteur) situés aux jonctions exon-intron,
respectivement en 5’ et 3’ de I'intron, et le site de bran-
chement en amont du site 3’ accepteur. Cette réaction
(Figure 1B) a lieu au sein du splicéosome, un complexe
dont I’assemblage et le fonctionnement requierent plus
de 150 polypeptides et cing ribonucléoprotéines, les
snRNP (small nuclear ribonucleoproteins), constituées
d’une molécule d’ARN, I’ARNsn (snRNA), complexée
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lethal abnormal vision-type RNA-binding protein 3-like
factors) [2] (Figure 2). Un répertoire de séquences cis
joue également un réle déterminant lors de I'épissage [3]
(Figure 2).

€n 2004, environ 9,5% des mutations répertoriées dans
HGMD (human gene mutation database) affecteraient
I’épissage (http://archive.uwem.ac.uk/uwcm/mg/

docs/hohoho.html). Les mutations de type | couvrent
environ 60% des mutations et touchent des séquences
de sites d’épissage invariantes, ce qui abolit complete-
ment la phase de définition de I’exon [4]. Les muta-
tions de type Il touchent les motifs variables. Dans le
cas de la maladie de Menkes (défaut d’absorption
hépatique du cuivre), une mutation d’un motif invariant
du site donneur de I'exon 6 conduit a une forme tres
sévere, tandis qu’une délétion de 3 paires de bases (pb)
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Figure 2. Schéma positionnant les principales protéines sur le pré-ARNm, ainsi que les séquences en cis les plus déterminantes pour la réaction d’épis-
sage. La fonction des protéines SR (serine-rich) (représentées en orange) peut étre réglée au niveau transcriptionnel, en fonction du tissu ou du
stade de développement, par épissage alternatif, par phosphorylation-déphosphorylation, ce qui influence leur localisation subcellulaire et leur
activité [45]. Elles sont stockées dans des compartiments du noyau appelés speckles ou SFC (splicing factors compartments) [46]. €lles doivent étre
recrutées par le complexe d’épissage et dirigées a la périphérie des SFC vers les sites de transcription. Une fois engagées dans le splicéosome, elles
sont les cibles de phosphatases Ser/Thr, PP1, PP2A, PP2CY, dont certaines font partie intégrante du splicéosome [47]. Les protéines hnRNP (hetero-
geneous nuclear ribonucleoproteins) (représentées en jaune) figurent parmi les protéines les plus abondantes du noyau; certaines d’entre elles sont
confinées dans le nucléoplasme (hnRNP C et U), tandis que d’autres (hnRNP A, B, K, J) font la navette entre le noyau et le cytoplasme [48]. LESE
(exonic splicing enhancer) (représenté en violet au niveau de I’exon) est le siége de nombreuses mutations qui modifient le site de liaison de pro-
téines SR et conduisent a I’exclusion d’exon. Dans le cas de la myopathie de Becker, la mutation non-sens Glul211X, touchant un €SE, conduit a une
manifestation morbide modérée, tandis que la plupart des autres mutations non-sens entrainent la production de protéines tronquées, a I’origine

d’un phénotype tres sévere. Un algorithme de prédiction d’€SE fonctionnels est disponible en ligne (http://exon.cshl.edu/ESE/index.html). €SS

(exonic splicing silencer) (représenté en vert au niveau de

I’exon) agit, entres autres, par liaison @ hnRNP | (ou PTB) et

hnRNP A/B ou H. HnRNP Al peut également induire la répression Intron v Exon Intron

> &

Protéines SR hnRNP Complexe reiuluteur

T . €SE €SS ISE ISS

Site de Site Site
branchement d’épissage 3’ d’épissage 5’

par ligison @ un site exonique et par le recrutement coopératif
d’autres hnRNP, ce qui neutralise I'activité d’enhancers proxi-

maux, voire I"assemblage du splicéosome. LISE (intronic spli-

cing enhancer) et I'ISS (intronic splicing silencer) (représentés

respectivement en violet ou en vert au niveau de Iintron)
auraient des rdles antagonistes, lesquels peuvent s’exercer au

sein d’éléments introniques bipartites.

Mutations Maladie Fonction de la Numéro
en cis protéine sauvage OMIM*
PBGD Porphyrie intermittente aigué Synthese de ’heme 17600
BRCAI Cancer du sein et de "ovaire Prolifération cellulaire, 113705
composant de I’ARN pol Il
PMM2 Syndrome de Jaeken Synthése de GDP-mannose 212065
CFTR Fibrose kystique Canal chlore 602421
Lysyl-hydroxylase Syndrome de €Ehlers-Danlos Formation d’hydroxylysines 153454
du collagene
FANCG Anémie de Fanconi Réparation de I’ADN 227650
HPRT Syndrome de Lesch-Nyhan Métabolisme de I’ADN 308000
Pyruvate Encéphalomyélopathie de Leigh Métabolisme du pyruvate 312170
déshydrogénase €10
Fibrilline-1 Syndrome de Marfan Constituant des microfibrilles 134797
NFI Neurofibromatose de type 1 Inhibiteur de la voie Ras 162200
oct Hyperammoniémie Cycle de I'urée 300461
UPC Porphyrie cutanée Métabolisme des porphyrines 176000
Hexosaminidase Maladie de Sandhoff Métabolisme des gangliosides 606869
Adénosine Immunodéficience Métabolisme de I’adénosine 102700
désaminase combinée sévere
FAH Tyrosinémie de type 1 Métabolisme de la tyrosine 276700

Tableau I. Exemples de génes portant des mutations d’épissage associées a des maladies chez ’homme (adapté

de [13]). *OMIM: online Mendelian inheritance in man (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

2db=0MIM).
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du motif variable du méme site donneur d’épissage conduit a une
exclusion de I’exon 6 dans une fraction des transcrits et est associée a
une forme moins agressive. Une mutation unique dans le dernier
nucléotide de I’exon 18 du géne CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), associée a la mucoviscidose, crée un site
cryptique conduisant a I’inclusion d’un nouvel exon de 84 pb. Le niveau
de sévérité des atteintes pulmonaire et de I’épididyme est corrélé au
taux d’inclusion de cet exon aberrant.

A
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Figure 1. Epissage des pré-ARN messagers. A. Profil des séquences consensus
au site d’épissage 5’, au site de branchement et au site d’épissage 3’. A chaque
position, la fréquence des 4 nucléotides A, C, G et T est représentée par la taille
des caractéres. La fréquence a été déterminée a partir de 1 683 séquences
humaines [44]. Les séquences les plus conservées sont les dinucléotides GU et
AG, respectivement en 5’ et en 3’ de I'intron, et le nucléotide A au niveau du
site de branchement. Les rectangles représentent les exons, et les traits pleins
les introns. (Py),: étendue de polypyrimidines. B. Réaction d’excision-épissage
d’un pré-ARNm. L’épissage d’ARN prémessager se déroule en deux étapes suc-
cessives, impliquant chacune une réaction de trans-estérification. Trois élé-
ments sont essentiels a ces réactions: les sites d’épissage 5 (ou site donneur)
et 3’ (ou site accepteur), situés a la jonction exon-intron, respectivement en 5’
et 3’ de I'intron, et le site de branchement, en amont du site 3’ accepteur. Lors
de la premiére étape, le groupement 2’ hydroxyle de I’adénosine du site de
branchement attaque le phosphate du site d’épissage 5°. Cette réaction
engendre un exon 5 libre et un lariat intermédiaire. Lors de la deuxieme étape,
le 3’ hydroxyle de I’exon 5’ attaque le phosphate du site d’épissage 3’, produi-

sant ainsi ’ARNm et le [ariat d’intron.
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Epissage alternatif

On estime que 10 000 a 20 000 des genes

humains sont sujets a un épissage alter-

natif (EA) [5, 6]. Uanalyse de représen-

tativité de fragments de transcrits au sein des banques
d’€ST (expressed sequence tags) montre, en effet, que
chaque ARN prémessager peut faire I'objet, en moyenne,
de six a huit épissages distincts, et cela pour "ensemble
des eucaryotes analysés. €n outre, une analyse, avec les
banques d’€ST, de 475 séquences protéiques variantes
retrouvées chez des sujets porteurs de maladies suggere
qu’au moins un tiers de ces protéines est issu d’un épis-
sage alternatif [7]. Des données récentes indiquent que
70% a 88% des événements d’€A changeraient la nature
de la protéine, et seulement 19% conduiraient a la pro-
duction de protéines tronquées [8]. Cette derniére
observation résulte en grande partie du fait que I’€A est
souvent associé a I’'insertion de codons stop prématurés
(situés en amont de la position occupée par le codon
stop habituellement utilisé), ce qui peut étre a I'origine
de la production de protéines tronquées, mais surtout
du mécanisme de nonsense-mediated mRNA decay [9].
Ce mécanisme est en effet trés souvent observé si le
codon stop est situé a plus de 50-55 nucléotides en
amont de la derniere jonction exon-exon, et conduit a
diminuer considérablement la stabilité des transcrits
correspondants, donnant ainsi rarement lieu a la syn-
these d’une protéine abondante. Ce mécanisme souffre
de peu d’exceptions et est interprété comme une sur-
veillance physiologique destinée a prévenir la produc-
tion de protéines tronquées potentiellement délétéres.
Enfin, I’épissage alternatif peut €tre influencé par la
transcription [10, 11]. Les différents types d’€A sont
illustrés sur la Figure 3.

Uanalyse de maladies d’origine génétique a été long-
temps focalisée sur la recherche de mutations affec-
tant la région codante des protéines. Plus récemment,
un trés large ensemble de mutations régulatrices a été
répertorié. Ces mutations sont associées a la produc-
tion de transcrits moins abondants, aberrants ou nou-
veaux, codant ou non pour des protéines normales ou
modifiées. La majorité des mutations morbides tou-
chent davantage les séquences de régulation que les
régions codantes [2, 12, 13] et affectent également
des protéines d’épissage [14] (Tableaux | et I1).

Identification des événements
d’épissage alternatif

Une étape déterminante dans la compréhension des
mécanismes et du role de I’€A tient a I’identification, in

255



256

extenso, des événements d’épissage. Des algo-
rithmes spécifiques ont été développés et plusieurs
approches expérimentales a haut débit ont été
explorées (Figure 4). Lutilisation de sondes oligo-
nucléotidiques fixées sur des filtres de forte densité
a permis I’hybridation d’ARNm a des taux reflétant
la spécificité tissulaire d’expression des genes
cibles [15]. Des méthodes plus sophistiquées utilisant des fibres
optiques ont également été proposées [16]. D’autres méthodes
destinées a identifier 'ensemble des transcrits alternatifs d’un
gene donné ont été également rapportées [17, 18]. Un ensemble
de sites web dédiés a ’€A est listé par L.F. Larreau et al. [19].

Exemples de maladies dues a des défauts d’épissage

Maladies d’origine génétique
La démence frontotemporale et le parkinsonisme liés au chromo-
some 17 sont dus a des mutations du géne MAPT (microtubule-
associated protein tau) codant pour la protéine tau requise pour
I’assemblage des microtubules. Des événements d’€A touchant les
exons 2, 3 et 10 conduisent a la production d’isoformes aux extré-
mités amino- et carboxyterminales variables. Le rapport des iso-
formes de tau 4R (présence de I’exon 10)/3R (absence de I’exon
10) est déterminant pour spécifier le phénotype (il est d’environ 1
dans le cerveau normal); ce rapport est étroitement contrdlé par
I’activité d’un ensemble de séquences ESE (exonic splicing enhan-
cer), €SS (exonic splicing silencer), ISS (intronic splicing silencer)
et une structure en épingle qui piege le site 5’ d’épissage.

Les amyotrophies spinales (spinal muscular atrophy, SMA) sont
dues a des mutations du géne SMN (survival

-—-—- Exclusion/inclusion d’exon

-—- Sites d’épissage alternatif en 5’
-—.—.—- Exclusion mutuelle d’exons

I 0ot & épissage d'un intron

_-_h Promoteurs multiples

A A

—-—-—- Sites poly(A) multiples

Figure 3. Représentation des différents types d’épissage alterna-
tif. €n bleu les exons constitutifs, en violet les exons alternatifs,
et en traits pleins les introns. Différentes combinaisons d’assem-
blage des exons, voire de rétention d’intron sont possibles. €n
outre, I'utilisation de promoteurs transcriptionnels peut dicter les
choix d’épissage. Enfin, I’épissage alternatif peut conduire a

I'utilisation de signaux de sites de polyadénylation distincts.

transcrits dont la troponine T cardiaque, le récepteur de
Iinsuline, le canal chlore spécifique du muscle, la protéine
tau et une protéine apparentée a la myotubularine.

motoneuron, SMN1). Quatre-vingt-treize pour  Protéine
cent des patients sont porteurs d’une délétion  d’épissage
homozygote qui emporte au moins I’exon 7, le  CUGBPL, -2
reste des patients ayant une délétion hétérozy- FUSIPI
gote avec présence sur "autre allele d’'une muta-

tion non-sens ou faux-sens. Ce gene est dupli- el
qué, et une copie trés homologue (SMNc ou SMN2)
est présente chez 95% de la population [3]. GSK-3B
Le type 2 de la dystrophie myotonique est di @  HMGAla
une expansion de séquences CCTG dans I’intron 1
du gene ZNF9. Cest la longueur, dans ’ARN, du
nombre de répétitions de CUG ou CCUG qui spéci-

fie le degré de Patteinte. Ces expansions de  PRPF3, -8, -31

MBNLL, -2, -3
NOVA1

séquences seraient responsables d’une perte de  Rpmy1Al

I'activité d’épissage due a "activation de la liai- e
son spécifique de protéines des familles mbnl

(muscleblind) sur ces séquences, conduisant a un SFPQ
phénomene de séquestration de ces protéines sur ~ SMNI, -2

ces sites. Un phénotype comparable est d’ailleurs  1p75)

Maladie Numéro
OMIM
Dystrophie myotonique 601074, 602538
Leucémie, sarcomes 605221
Liposarcome, 137070
leucémie aigué myéloblastique
Alzheimer 605004
Alzheimer 600701
Dystrophie myotonique 606516, 607237, 300413
Syndrome paranéoplasique 602157
Rétinite pigmentaire 607301, 606419, 607300
Azoospermie 400006
Carcinome hépatocellulaire 604739
Carcinome papillaire rénal 605199
Atrophie musculaire spinale 600354, 601627
Syndrome de Hay-Wells 603273

obtenu chez des souris dont le géne mbnl a été

invalidé. Ce recrutement protéique incorrect  Tableau Il. Exemples de génes de protéines d’épissage impliquées dans des maladies
conduirait a des épissages aberrants de plusieurs  chez I’lhomme (adapté de [14]).
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Des mutations inactivant I"assemblage ou la fonction
des snRNP ont également été trouvées. Dans le cas de la
rétinite pigmentaire, trois genes codant pour des pro-
téines du splicéosome, responsables de formes autoso-
miques dominantes, ont été identifiés (PRPF31, HPRP3
et PRP(8). Les mutations de PRPF31 incluent des inser-
tions, des délétions, des mutations faux-sens et des
mutations de sites d’épissage. La protéine correspon-
dante est associée aux snRNP U4/U6 et U5 dont elle per-
met la trimérisation. La protéine HPRP3 est également
un composant du complexe U4/U6 snRNP, au sein duquel

A ER—E—TET{TTT Pré-ARNm

[ €1 2 NESH NEaN IENEEATET] ARNm
mEm = = =11
11-2 2 3 11-3 3 d
= ==l SofiCes
1-3 1-2 2

ADN
génomique

—
e

Sondes| ¢ ¢

e

Intensité
d’hybridation

Figure 4. Identification des évé

ts d’épi

A. Utilisation de sondes oligonucléotidiques fixées sur des

ge alternatif.

filtres a forte densité. Dans cet exemple, le pré-ARNm contient
4 exons, dont un exon alternatif (€2 en violet). Cing types de
sondes sont utilisées: 1, 2, 3, 1-2, 1-3 (par exemple, la sonde 1
s’hybride au niveau de 'exon 1, la sonde 1-2 s’hybride au
niveau de la jonction entre exon 1 et exon 2...). Les sondes oli-
gonucléotidiques sont fixées sur des filtres par leur région 3’
(symbolisée par un rond noir). Les ARN ou les produits de RT-
PCR marqués sont ensuite hybridés sur ces filtres. 'ARN qui
contient les exons 1, 2 et 3 s’est hybridé avec les sondes 1, 2, 3,
et 1-2, tandis que "ARN ne contenant pas I’exon 2 s’est hybridé
avec les sondes 1, 3, et 1-3. Uhybridation est représentée par
le petit ovale jaune. B. Hybridation moléculaire. A partir d’ADN
génomique, une série de sondes (fleches vertes) est produite.
Elles sont ensuite hybridées avec des populations d’ARNm ou
d’ADN complémentaire. Uhybridation n’a lieu qu’avec les

séquences exoniques (adapté de [15]).
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elle serait capable de recruter HPRP4. Les mutations
d’HPRP3 associées a des cas sporadiques de la maladie
sont faux-sens ou non-sens dans deux codons conser-
vés de I'exon 11. La protéine PRPC8 est également un
constituant du splicéosome et le siege d’un ensemble
de mutations toutes regroupées dans une région tres
conservée du dernier exon.

Modifications d’épissage associées a la tumorigenese

Plusieurs observations ont permis d’associer des modifications d’épis-
sage a la tumorigenese [3]. D’une part, 'abondance relative de pro-
téines SR augmente entre les stades prénéoplasique et métastatique
dans un modéle de tumorigenése mammaire chez la souris [20].
D’autre part, la transition, par augmentation de I’épissage alternatif,
d’une forme de faible affinité vers une forme de forte affinité du
récepteur 1 du FGF (fibroblast growth factor), est associée a la pro-
gression tumorale des astrocytomes [21]. Cet €A est favorisé en pré-
sence de la protéine PTB (polypyrimidine tract binding protein) dont le
taux est augmenté. Le gene (D44 est impliqué dans I’adhérence et la
migration cellulaires et peut coder pour des formes variantes de CD44,
CD44v, associées a de nombreux cancers [22]. Le géne suppresseur de
tumeur BRCAI code pour une protéine nucléaire, mais, dans certains
cancers du sein, un variant d’épissage dépourvu de I’exon 11 code
pour une protéine dépourvue de signal de localisation nucléaire, sug-
gérant la possibilité d’une perte de fonction de la protéine [23].

Compensations moléculaires

La meilleure compréhension des mécanismes de I’€A et I'identification
des transcrits qu’il produit ont permis de développer des stratégies
visant a modifier le taux de transcrits alternatifs, pour favoriser la
synthése de protéines « thérapeutiques » ou bloquer la production de
protéines « indésirables » [14, 24].

Surexpression de protéines stimulant I’épissage

Les surexpressions de hnRNPAL et du facteur d’épissage adénoviral
€4-0RF6 permettent I"exclusion de I’exon 18 inséré dans un minigene
CFTR, conduisant a une surproduction de transcrits normaux dépour-
vus de I’exon 18 [25]. La surexpression du facteur d’épissage Htra2-
bl permet une surproduction de transcrits normaux (incluant I'exon 7)
du gene SMN2, de nature a complémenter le défaut chez les patients
SMA porteurs d’alléles délétéres du géne SMNI [26]. Les protéines
SC35 et hnRNPAL ont des effets opposés sur I'inclusion de "exon 9
dans un minigéne Casp-2 et sur I'induction de I’apoptose [27].

Modification d’activité des protéines d’épissage

Uinhibition pharmacologique de la kinase CIk1/Sty, qui phosphoryle
les protéines SR et augmente P’activité de la protéine d’épissage
ASF/SF2 (alternative splicing factor/splicing factor 2), modifie I'acti-
vité d’épissage de transcrits sélectionnés [28]. Des composés synthé-
tiques de type PNA (peptide nucleic acid) sont capables de recruter la
machinerie d’épissage [29], et le butyrate ou le valproate de sodium

&
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induisent une augmentation du taux des transcrits
SMN2, aboutissant a une rémission partielle dans un
modele murin d’atrophie musculaire spinale caractéri-
sée par une perte d’expression, en rapport avec une
mutation, du géne SMNI [30]. Uaclarubicine, un inhibi-
teur de la topo-isomérase I, induit une redistribution
des protéines SR, ce qui stimule également I'inclusion de I"exon 7 du
géne SMN2 [31]. Des inhibiteurs des topo-isomérases | (camptothé-
cine) et Il (étoposide) induisent I’EA (en faveur de Iinclusion de
I’exon 9) du pré-ARNm codant pour la pro-caspase-2 [32, 33]. €n
outre, les hormones stéroidiennes stimulent également I’€A par Iinter-
médiaire du recrutement de transactivateurs spécifiques [34].

Blocage ou facilitation d’épissage avec des oligonucléotides

Des oligonucléotides destinés a inhiber Iinclusion de I’exon 23 muté
du geéne de la dystrophine dans le modeéle murin des souris mdx (por-
teuses d’une mutation non-sens dans I’exon 23 du gene de la dystro-
phine, aboutissant a une protéine tronquée qui ne peut se localiser
correctement au niveau du sarcolemme des fibres musculaires) per-
mettent la syntheése et la localisation correctes de la dystrophine
[35]. Récemment, une restauration phénotypique compléte de fonc-
tion de la dystrophine a été obtenue chez ces souris, apres injection
de virus AAV (adeno-associated virus), permettant la production
d’un transcrit élaboré de fagon a induire I’exclusion de I’exon 23 por-
teur de la mutation et correspondant a une région répliquée non
essentielle a la fonction de la protéine [36]. Des oligonucléotides
antisens bifonctionnels, couvrant un domaine de ciblage couplé a
une partie peptidique (PNA) contenant des €SE constituées de répé-
titions arginine-sérine, ont été utilisés [37, 38]. Le ciblage des
transcrits BRCAL et SMN2 par la méthode ESSENCE (exon-specific
splicing enhancement by small chimeric effectors) a été réalisé avec
succes [38]. Une variante de cette méthode, TOES (targeted oligonu-
cleotide enhancer of splicing), consistant en I’inclusion d’un
domaine effecteur contenant une séquence cible de fixation de pro-
téines d’épissage comme ASF/SF2, a permis le traitement de fibro-
blastes de patients SMA, avec un degré de correction (inclusion de
I’exon 7 du géne SMN2) de I’ordre de 70% [14]. Une approche simi-
laire a été réalisée avec un oligonucléotide bifonctionnel capable de
recruter la protéine hnRNPAL et d’augmenter le rapport transcrits
Bcl-xS/transcrits Bel-xL, dans le but de promouvoir le potentiel pro-
apoptotique [39] (Figure 5). Linterférence par I’ARN s’est également
montrée efficace [40].

Le trans-épissage

Cette approche, appelée SMART (spliceosome-mediated RNA trans-
splicing), repose sur le ciblage des pré-ARNm [14] (Figure 6). Elle a
permis la correction du saignement, associé a la production de facteur
VIll, dans un modéle de souris hémophiles [41]. Le trans-épissage a
été également utilisé pour cibler des transcrits matures avec des ribo-
zymes de groupe | [42]. Une troisiéme approche repose sur I'utilisation
d’une endonucléase d’épissage des ARNt. L’endonucléase permet le
clivage de ’ARN cible et de I’ARN correcteur apporté, avant que les
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étapes de cis- et de trans-épissage ne se déroulent.
L'expression de I’endonucléase et de la séquence de
ciblage a permis de reprogrammer un gene cellulaire
dans des fibroblastes de souris [43].

A la lumiére de ces différentes approches, il est conce-
vable d’imaginer des combinaisons entre ces straté-
gies: par exemple, le cumul d’agents pharmacologiques
agissant sur le taux ou I'activité des protéines SR et
topo-isomérases avec des expériences de trans-épis-
sage. La sélection forcée de promoteurs transcription-
nels, par I'utilisation de ligands de récepteurs
nucléaires, pourrait également constituer une approche
prometteuse permettant de diriger des épissages alter-
natifs spécifiques [34].

Conclusions

Outre I’identification de nouvelles cibles thérapeu-
tiques potentielles, la recherche systématique des évé-
nements d’€A pourrait permettre d’obtenir des canevas
de référence quant au caractere prédictif potentiel,
par exemple, d’un état précancéreux, ou de 'efficacité
d’un traitement. Les possibilités nouvelles évoquées
par les succes expérimentaux récents de compensation
fonctionnelle suscitent de réels espoirs thérapeu-
tiques. Les difficultés prévisibles appartiennent au
registre des étapes requises pour le développement de

Pré-ARNm

ARNm mature

Figure 5. Blocage ou facilitation d’épissage avec des oligonu-
cléotides dirigés contre des motifs d’épissage. Les oligonu-
cléotides antisens sont représentés en vert. lls permettent
I’exclusion d’un exon (A), bloquent les sites cryptiques d’épis-
sage 5 ou 3’ aberrants (B), forcent la sélection d’un site
d’épissage 5’ particulier (C). €n bleu les exons constitutifs, en
violet les exons alternatifs, en traits pleins les introns
(exemples des génes B-globine et CFTR [49], du géne DMD
[50] et du gene Bel-X [51]) (adapté de [49]).



GLOSSAIRE

Splicéosome: complexe multiprotéique constitué de plus de 150 polypeptides et de
cing ribonucléoprotéines (small nuclear ribonucleoproteins), elles-mémes consti-
tuées d’une molécule d’ARN, ’ARNsn (snRNA), formant un complexe avec plusieurs
protéines.

Protéines SR : protéines du splicéosome riches en résidus arginine et sérine en posi-
tion carboxyterminale, et contenant un ou deux domaines de liaison a I’ARN (RRM,
RNA recognition motif) en position aminoterminale.

hnRNP : heterogenous nuclear ribonucleoproteins. Constitutives du splicéosome,
elles forment des complexes multiprotéiques associés aux ARNsn. Elles ont une
structure modulaire permettant leur interaction avec I’ARN et d’autres hnRNP.
Protéines CELF : CUG-binding protein and embryonic lethal abnormal vision-type
RNA-binding protein 3-like factors, possedent un domaine de liaison a I’ARN et sont
impliquées dans le contrdle de I’épissage alternatif et spécifique de tissu.

€SE : exonic splicing enhancer, sites de liaison des protéines SR. Une fois fixées,
celles-ci peuvent promouvoir la phase de définition de I’exon en recrutant la machi-
nerie d’épissage par leur domaine SR.

€SS : exonic splicing silencer, sites fréquemment retrouvés dans des introns et agis-
sant vraisemblablement par liaison a des répresseurs de la famille des hnRNP.

ISE : intronic splicing enhancer, peuvent stimuler I’étape de définition de 'exon et
activer des exons « faibles » ou cryptiques.

ISS : intronic splicing silencers, inhibent la phase de définition de I’exon en recru-
tant des répresseurs capables de se lier aux sites d’épissage ou aux sites proximaux.
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SUMMARY

Alternative mRNA splicing, pathology

and molecular therapeutics

Pre-mRNA splicing operates towards at least 95% of
the transcript pool. It is subjected to a large number
of variations, collectively regrouped under the term
of alternative mRNA splicing, which occurs, on ave-
rage, 6 to 8 times per pre-mRNA molecule.
Consequently, many more proteins may be encoded
from a single gene, which may satisfy a physiological
need, or mark a pathological adaptation. The identi-
fication of mutations in sequences required for spli-
cing, both constitutive and alternative, or for their

médicaments. A celles-ci, s’ajoutent les obstacles
inhérents aux approches de thérapie génique et cellu-
laire en termes d’efficacité, de «durabilité», et sur-
tout d’innocuité a long terme. De plus, les « niches »
constituées par les maladies génétiques rares risquent
de représenter une priorité toute relative pour I’indus-
trie pharmaceutique. €n revanche, tous les interve-
nants en santé humaine seront sans aucun doute trés
motivés par le défi de I’élaboration de molécules a
visée anticancéreuse. C’est probablement dans ce
domaine que les attentes seront les plus nombreuses et
les plus difficiles a satisfaire. ¢

control, has permitted to determine the causes of qualitative or quan-
titative variations in transcript levels associated with inherited diseases
or cancer development. A number of molecular approaches have been
undertaken to try to compensate for the effect of deleterious splicing
mutations and to restore, at least in part, sufficient amounts of either
the normal or a surrogate transcript. These include overexpression of
splicing proteins, improvement of their activity by post-translational
modification, splice-site increased or decreased usage, and RNA-
mediated trans-splicing. Using such approaches, phenotypic improve-
ments have been obtained in animal models, carrying new hopes for the
development of therapeutic strategies aimed at correcting both inheri-
ted and acquired diseases that involve pre-mRNA splicing defects. ¢

Figure 6. Le trans-épissage. Dans cet
exemple, le pré-ARNm comprend deux exons,
et porte une mutation (représentée en violet)

dans le deuxieme exon, conduisant @ une pro-

AUG Codon stop
5
Mutation
épissuge
5 SB (Py), 3
SB (PY)n 3

Trans-épissugel
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téine non fonctionnelle. Lutilisation de PTM
re-trans-splicing molecule) permet la sup-
3’ ARNm portant une mutation (b ) plcing ) ) P
pression de la mutation en remplacant I’exon

muté. Le PTM se lie au pré-ARNm par apparie-

ment de séquences, ce qui masque en partie

le site 3’ d’épissage. La réaction d’épissage

Pré-ARNm normale est donc bloquée et le domaine de
trans-épissage du PTM peut jouer le role d’un
PTM site 3° d’épissage. Le PTM apporte I’exon

dépourvu de mutation, ce qui permet la répa-
ration de I’ARNm et la production d’une pro-
ARNm « réparé » téine fonctionnelle. (Py),: étendue de poly-

pyrimidines, SB: site de branchement.
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