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Le rôle des snRNP 
dans /' épissage 
des ARN pré-messagers 

La maturation des ARN pré-messagers , qui s ' effectue 
dans le noyau , comprend notamment l ' épissage des 
introns. Les snRNP (small nuclear ribonucleoproteins) sont 
des facteurs d'épissage composées d'un ou plusieurs ARN 
associés à des protéines.  Il est maintenant clair que ces 
snRNP sont nécessaires à la reconnaissance des introns 
et à la sélection des sites d'épissage . La voie d ' associa
tion des snRNP avec l'  ARN pré-messager est ordonnée 
et aboutit à la formation d'un complexe d ' épissage ou 
spliceosome. A l' intérieur du spliceosome, les snRNP pour
raient participer à la catalyse de l ' excision des introns . 

C ontrairement aux gènes 
bactériens, la plupart des 
gènes des eucaryotes 
supérieurs sont interrom
pus par des segments de 

gène muté. Parmi les exemples con-
nus sont comprises certaines thalas-
sémies et  certaines formes de muco-
viscidose [ 2 ,  3 ] .  Chez les organismes 
multicellulaires, l 'épissage est aussi un 
moyen de contrôle de l 'expression 
génique. En effet ,  grâce à l 'épissage 
alternatif, des protéines ayant des 
fonctions différentes et parfois même 
opposées sont produites à partir d 'un 
seul gène . L 'épissage alternatif peut 
être réglé en fonction du stade de 
développement ou de la différencia-
tion tissulaire . C 'est le cas, notam-
ment ,  de nombreuses protéines du 
cytosquelette, de certains facteurs de 
transcription ou de facteurs contrôlant 
la différenciation sexuelle chez la dro-
sophile [ 4] ( voir aussi la mini-synthèse 
de J .  Marie et al. parue dans méde
cine/sciences [ 5 ] ) .  Afin de corn prendre 
les bases exactes des maladies géné-
tiques impliquant l 'épissage ainsi que 
le contrôle de l 'épissage alternatif, on 

séquences non codantes qui ont été 
appelés introns . Les introns sont 
transcrits simultanément aux exons 
qui les bordent, mais, contrairement 
à ces derniers, ils sont retirés des 
ARN messagers avant que ceux-ci 
soient transportés du noyau vers le 
cytoplasme [ 1 ] .  Le mécanisme per
mettant la soustraction des introns 
des ARN pré-messagers est appelé 
excision-épissage ou plus brièvement 
épissage. Celui-ci a une importance 
considérable chez les eucaryotes .  
L 'extrême précision de l 'épissage est 
essentielle à la synthèse d' ARN mes
sagers fonctionnels et  contribue donc 
à l ' expression du génome . On 
observe d'ailleurs que de nombreuses 
maladies génétiques résultent d'une 
altération de signaux d 'épissage qui 
empêche l 'expression correcte du 

conçoit la nécessité de définir les 
mécanismes de base de 1 ' excision des ---• 
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introns. Dans cette revue , nous résu
mons les connaissances actuelles con
cernant le rôle des snRNP (small nu
clear ribonucleoprotein, prononcé snurp) 
dans l 'épissage et plus particulièrement 
dans la reconnaissance des introns et 
la sélection des sites d 'épissage. 1 Structure 

des snRNP 

Les snRNP sont des complexes con
tenant un ou deux ARN de petite 
taille ( 100-200 nucléotides) associés à 
des protéines [ 6] . Elles sont localisées 
dans le noyau des cellules. Les ARN 
sont riches en résidus uraciles et  les 
différentes snRNP ont été nommées 
U 1 ,  U2,  etc. Il existe deux groupes 
de protéines associées aux snRNP : 
les protéines spécifiques d 'une parti
cule particulière et celles qui sont 
communes à plusieurs snRNP. Parmi 
ces dernières, un groupe de huit pro
téines, dénommées protéines Sm, est 
reconnu par des anticorps produits 
par des patients souffrant de maladies 
auto-immunes (6] . Les snRNP sont 
impliquées dans divers processus bio
logiques tels que la maturation de 
I 'ARN ribosomique, la synthèse des 
télomères, l 'épissage des introns, etc. 

1 snRNP et épissage 

L'étude de 1' épissage dans des systè
mes acellulaires a révélé que celui-ci 
s'effectuait en deux étapes (jigure 1). 
Dans un premier temps, on observe 
une coupure de la jonction exon
intron 5' avec, simultanément, la for
mation d 'une structure en lasso con
tenant l ' intron et l ' exon aval . 
L 'extrémité 5 '  de l ' intron se retrouve 
alors liée de façon covalente à un 
groupement 2 '0H d 'un résidu adé
nosine situé près de 1 'extrémité 3 '  de 
l ' intron . Ce résidu est appelé point 
de branchement (jigure i). Au cours 
de la deuxième étape, il y a coupure 
de la liaison intron -exon 3 '  couplée 
à la formation de l 'ARN mature. 
L ' intron est l ibéré sous forme de 
lasso ( 1 ] .  Une telle voie d 'épissa ge 
laisse présager de l ' existence d 'un 
complexe pour maintenir ensemble 
1 'exon 1 et la structure en lasso résul
tant de la première étape de 1 ' épis
sage. En effet, en l ' absence d 'un tel 
complexe, n' importe quel exon amont 
aurait en principe la possibilité de 

s 'épisser à n ' importe quel exon aval . 
De tels complexes ont été observés et 
appelés spliceosomes. Les techniques de 
chromatographie d'affinité et de sédi
mentation ont permis l ' identification 
des facteurs présents dans les spliceo
somes. Ces études, réalisées avec des 
extraits de cellules de mammifères ou 
de levure, ont indiqué que cinq 
snRNP (U1 ,  U2 ,  U4, U5 et U6) 
s ' associaient spécifiquement avec 
l' ARN pré-messager au cours de la 
réaction d ' ép issage ( 1 ,  7 ] . Ces 
snRNP sont-elles nécessaire à la réac
tion d '  épissage ? Pour répondre à 
cette question, il a été possible d'uti
liser les anticorps anti-protéines Sm 
qui reconnaissent des protéines pré
sentes dans les snRNP U 1 ,  U2 , U4 
et U5 .  Lorsqu'ils sont mélangés à des 
extraits cellulaires, ces anticorps blo
quent l ' épissage . Cela suggère qu 'au 
moins une des snRNP reconnues par 
ces anticorps est nécessaires à l 'épis
sage [ 7 ] .  La nature des snRNP requi
ses pour la réaction d 'épis sage a été 
déterminée après digestion spécifique 
de snRNP en présence d 'un oligodé
soxyribonucléotide complémentaire et 
de ribonucléase H .  Ces études ont 
démontré que les ARN U 1 ,  U2,  U4 
et U6 sont indispensables à l 'excision 
des introns [ 7 ] .  Malheureusement, 
l' ARN U5 étant pratiquement entiè
rement double-brin, et donc insensi
ble à la dégradation par la RN ase H 
en présence d'un oligonucléotide spé
cifique, il a fallu attendre le dévelop
pement de nouvelles techniques pour 
pouvoir analyser son rôle au cours de 
l 'épissage . Grâce à de nouveaux oli
gonucléotides contenant des résidus 2 '  
0-méthyl , il a été possible de prépa
rer des extraits de cellules de mam
mifères dépourvus d'ARN U5 pour 
montrer que cet ARN était aussi 
requis pour l 'épissage (8] .  Dans le cas 
de la levure Saccharomyces cerevisiae, les 
outils génétiques disponibles chez cet 
organisme ont été utilisés pour cons
truire des souches de levure conte
nant un gène de I 'ARN U5 dont 
l ' expression peut être réglée in vivo. 
En réprimant la transcription de 
l' ARN U5 in vivo, on a alors pu 
montrer que celui-ci était nécessaire 
à l ' épissage (9] . De plus, on a pu 
produire de extraits d '  épissage 
dépourvus d' ARN U5 à partir de ces 
souches pour démontrer le rôle de ce 
dernier dans l ' épissage in vitro ( 1 0 ] .  
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Figure 1 .  Les deux étapes de la réaction d'épissage. Les exons sont repré
sentés par des rectangles rouges et l 'intron par une ligne. Les séquences con
servées chez les eucaryotes supérieurs sont indiquées, de même que le résidu 
adénosine servant de point de branchement (par un caractère de grande taille) .  
(Voir le texte pour les détails . )  

L'ensemble de ces études permet de 
conclure que les cinq snRNP qui 
s'associent à l '  ARN pré-messager lors 
de la réaction d'épissa ge sont indis
pensables à cette réaction . Le rôle des 
snRNP dans la sélection des sites 
d'épissage et l 'assemblage du spliceo
some ont ensuite été des sujets de 
recherches intenses. 

1 Sélection 
des sites d'épissa ge 

Bien avant la démonstration du rôle 
de la snRNP U 1  dans l 'épissage, il 
avait été suggéré que l 'extrémité 5 '  
de cet ARN pourrait s 'apparier aux 
séquences conservées trouvées aux 
extrémités en amont et en aval des 
introns (figure 2) . Cette prédiction a 
été confirmée expérimentalement par 
des expériences de génétique effec
tuées dans des lignées de cellules 
humaines et chez les levures S. cere
vzszae et Schizosaccharomyces pombe 
( [ 1 1 - 1 3 ] ,  S. Kandels-Lewis et B .  
Séraphin, non publié) . Ces expérien
ces ont consisté à inactiver un intron 
en introduisant une mutation ponc
tuelle à l 'une de ses extrémités puis 
mis n ° 2 vol. 9, février 93 

à montrer qu' il était possible de res
taurer 1 'épissa ge de cet intron en 
exprimant un ARN U 1 contenant à 
son extrémité 5' une mutation com
plémentaire. Ces données ont été cor
roborées par des expériences biochi
miques qui indiquent que la snRNP 
U 1  se lie aux extrémités 5' et 3' des 
introns. Il était donc tentant de sug
gérer que la snRNP U 1 était respon
sable de la sélection des sites d'épis
sage par appariement avec l 'ARN 
pré-messager. Cependant, cette hypo
thèse a été démentie par des expé
riences chez la levure S. cerevisiae, qui 
ont indiqué qu' il était possible géné
tiquement de séparer le site d'appa
riement de l 'ARN U 1  sur l 'ARN 
pré-messager et le site de coupure en 
amont de l ' intron [ 14] .  En effet, dans 
certains mutants,  l ' épissage s'effectue 
4 à 1 2  nucléotides en amont de 
l ' appariement de l ' ARN U l .  
D'autres facteurs sont donc impliqués 
dans la sélection du site d'épissage en 
5 ' .  Un de ces facteurs a été identifié 
en recherchant chez la levure des 
mutations compensatoires permettant 
l 'épissage d'un intron dont le premier 

nucléotide a été changé de G en A .  
Le gène suppresseur ainsi identifié est 
celui de l' ARN U5 .  Des expériences 
de mutagenèse dirigée de l 'ARN U5 
et des extrémités de l ' intron ont  alors 
permis de démontrer que l 'ARN U5 
peut participer à la sélection des deux 
sites d'épissage [ 1 5 ]  en s 'appariant 
avec les séquences exoniques flan
quant l ' intron (figure 2, p. 168) . 

! 
Cependant, les appanements exons-
ARN U5 ne sont probablement pas 
requis pour la sélection de tous les 
sites d'épissage. En effet ,  dans de 
nombreux cas, les séquences des 
extrémités des exons 5' et 3' ne pré
sentent pas de complémentarité avec 
1' ARN U 5 .  Il reste donc à savoir s i  
les interactions ARN U5-exons reflè
tent simplement la proximité spatiale 
de ces séquences ( l 'appariement ne 
s'effectuant que dans les cas favora
bles) ou si, au contraire , des interac
tions non canoniques se substituent 
aux appariements en l ' absence de 
complémentarité parfaite. La détermi
nation de la structure du spliceosome 
permettra de résoudre ce dilemme . 
Le site de liaison de l '  ARN U2 sur 
1 'ARN pré-messager a d' abord été 
cartographié biochimiquement. Des 
réactions d'épissage in vitro ont été 
traitées avec des ribonucléases ,  puis 
la snRNP U2 a été immunoprécipi
tée avec des anticorps reconnaissant 
des polypeptides spécifiques de cette 
snRNP. Les fragments de l 'ARN 
pré-messager liés à la snRNP U2 
sont alors analysés pour déterminer 
de quelle région de 1 'ARN pré
messager ils proviennent [ 7 ] .  Ces 
expériences ont indiqué que 1 'ARN 
U2 contacte les séquences entourant 
le point de branchement .  Il a alors 
été possible de démontrer génétique
ment, chez les eucaryotes supérieurs 
comme chez la levure, un apparie
ment entre l' ARN U2 et l' ARN pré
messager ( [ 1 ,  1 6) ,  figure 2) . Cepen
dant, comme pour la reconnaissance 
des sites d'épissage , d 'autres facteurs, 
en plus de l' ARN U2 ,  sont sans 
doute impliqués dans la sélection du 
point de branchement .  
A l 'heure actuelle , aucune interaction 
précise entre l' ARN pré-messager et 
les snRNP U4 et U6 n 'a  été formel
lement identifiée . Récemment cepen
dant, des expériences de pontage ont 
indiqué que l 'ARN U6 devait se 
trouver à proximité du site d'épissage ----
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Figure 2. Appariements entre I'ARN pré-messager et les ARN des snRNP 
U1, U2 et U5. Les séquences indiquées sont dérivées des séquences conser
vées chez les eucaryotes supérieurs. L 'appariement entre /'ARN U 1 et le site 
d'épissage en 3' a été observé chez Schizosaccharomyces pombe [ 1 3] mais 
n 'existe pas chez Saccharomyces cerevisiae ($. Kandels-Lewis et B. Séraphin, 
non publié). 

en 5' et qu ' il pourrait donc aussi 
intervenir dans la sélection des sites 
d'épissage [ 1 7 ] .  

1 L 'assemblage du 
spliceosome 

Le rôle de la snRNP U 1 dans 
l 'assemblage des spliceosomes a été élu
cidé chez la levure . Une première 
indication a été apportée par l ' utili
sation d'extraits dérivés de levures 

exprimant un ARN U 1  muté de C 
vers U à la position 4. Cet ARN U 1  
mutant reStaure l a  formation des 
spliceosomes et l ' épissage in vitro d'un 
ARN pré-messager qui contient une 
mutation complémentaire en position 
5 de l ' intron (figure 1). Or, cet ARN 
pré-messager mutant est incapable de 
former un pré-spliceosome contenant la 
snRNP U2 (figure 3) dans un extrait 
dérivé d 'une souche de levure sau
vage . On peut donc conclure que 

mis n ° 2 vol. 9, février 93 



l 'appariement ARN U 1 -ARN pré
messager intervient avant ou simul
tanément à l 'entrée en jeu de la 
snRNP U2 [ 1 8] .  Ces expériences ont 
été confortées par des expériences de 
chasse isotopique dans des extraits de 
levure qui ont mis en évidence 1 'exis
tence de complexes précédant le pré
spliceosome. Ces complexes engagent 
1 'ARN pré-messager dans la voie 

(.) (.) 

ARN pré-messager 

SE 5' PB SE 3' 

Exon 1 l ntron Exon 2 

� 
. 

' 

d' épissage et ont été appelés com
plexes C (pour complexes de commit
ment) [ 1 9] .  Grâce à des extraits 
dépourvus de la snRNP U 1 ,  on a pu 
démontrer que la formation des com
plexes C nécessite la présence de la 
snRNP U 1 et que ces complexes sont 
des précurseurs fonctionnels des 
spliceosomes. 
Finalement, deux complexes C ont 

d 

ATP v-@ � + • � U4 

� U6 

\ ) 
r ARN 

ATP messager 

� �  
ATP 

� 

Spliceosome 

Figure 3. La voie d'assemblage des spliceosomes. Les complexes C (CC), 
pré-spliceosome et spliceosome sont indiqués. Les diverses snRNP sont symbo
lisées par des disques portant leur nom. Les sites d'épissage (SE) en 5' et 
3' ainsi que le point de branchement sont indiqués sur I'ARN pré-messager. 
Les étapes nécessitant de I'A TP sont marquées. 
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été observés directement grâce à un  
gel natif approprié [20] . Chez la  
levure, le premier de  ces deux com
plexes se forme sur des ARN pré
messagers ne contenant qu 'un site 
d' épissage en 5' tandis que le second 
nécessite en sus la présence d 'un 
point de  branchement ( [2 1 ] ,  figure 3) . 
Tous deux contiennent la snRNP 
U l .  Les complexes C ne sont pas 
spécifiques à la levure ; plus récem
ment, ils ont aussi été observés dans 
des extraits de cellules de mammifè
res [22 ] .  Les étapes ultérieures de la 
formation des spliceosomes ont été 
déduites de la cinétique de formation 
de complexes observés sur gels natifs 
[ 1 ] .  La snRNP U2 se lie aux corn
plexes C en présence d 'A TP pour 
donner le pré-spliceosome (figure 3) . 
Lors d'une nouvelle étape, les snRNP 
U4, U5 et U6 se joignent à ce com
plexe pour donner le spliceosome com
plet (figure 3). La snRNP U4 semble 
alors subir un changement conforma
tionnel et n'est plus que faiblement 
associée au reste du spliceosome [ 23 ] .  
Les deux réactions chimiques de 
1 'épissage ont alors lieu , libérant 
1 'ARN messager tandis que 1' intron 
reste associé aux snRNP. La disso
ciation de ce dernier complexe en 
présence d'A TP permet la régénéra
tion des snRNP pour de nouveaux 
cycles de formation de spliceosomes [ 1 ] .  
En inactivant spécifiquement les 
snRNP U2, U4 ou U6, on a pu véri
fier que l 'ordre d'addition des snRNP 
lors de la formation des spliceosomes ne 
reflétait pas simplement des différen
ces d 'affinité de ces snRNP pour 
l 'ARN pré-messager, mais qu ' il tra
duisait bien la nécessité d 'une asso
ciation ordonnée des snRNP. Ainsi 
l ' inactivation de la snRNP U2 empê
che l 'association des snRNP U4,  U5 
et U6 tandis que l ' inactivation des 
snRNP U4 ou U6 bloque l ' addition 
de la snRNP U5 [ 1 ] .  De même, les 
snRNP U4 et U6 n 'entrent pas dans 
le spliceosome lorsque l ' on util ise des 
extraits dont 1 'ARN U5 a été sous
trait [8, 10 ] . 1 Les interactions 

entre snRNP 

L'étude de la formation des spliceoso
mes a indiqué l 'existence de nombreu
ses interactions entre snRNP. Deux 
de ces interactions résultent d 'appa-

1 6 9 
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riements entre des ARN de snRNP. 
En effet,  la grande majorité de 
1 'ARN U 4 présent dans un extrait se 
trouve associée à l '  ARN U6 sous 
forme d'une double snRNP U4/6 
[24 ,  25 ] .  Cette association, catalysée 
par diverses protéines ( [25 ] ,  Z. Lyge
rou et B .  Séraphin ; non publié) , est 
probablement nécessaire à l ' interac
tion avec la snRNP U5,  mais elle 
disparaît avant la catalyse proprement 
dite de l 'épissage (figure 3). Plus 
récemment, une interaction entre 
l' ARN U2 et l' ARN U6 a été mise 
en évidence lors d'expériences de 
pontage chimique . On a ensuite pu 
démontrer génétiquement, dans des 
cellules de mammifères, qu ' il s'agis
sait d 'un appariement entre l 'extré
mité 5' de l 'ARN U2 et la partie 3 '  
de  1 'ARN U 6, e t  que cette interac
tion est nécessaire à l 'épissage [26 ,  
27 ] . Cependant, on ne sait pas à 
quelle étape de l 'assemblage des 
spliceosomes cette interaction a l ieu .  
Une autre interaction se produit entre 
les snRNP U5 et U4/6 avant l 'entrée 
de celles-ci dans le spliceosome. Il est 
clair que cette association dépend de 
l 'action de nombreuses protéines, 
mais on ne sait pas si des interactions 
ARN-ARN entrent aussi en jeu [28] . 

1 snRNP et catalyse 

Du fait de l ' existence d' introns auto
catalytiques, il a été suggéré que la 
catalyse de 1 '  épissage des introns 
nucléaires était aussi accomplie par 
les molécules d'  ARN des snRNP. De 
nombreux arguments ont été avancés 
en faveur du rôle catalytique de 
I 'ARN U6 : ( 1 )  découverte de muta
tions dans 1 'ARN U6 de levure blo
quant la seconde étape de l 'épissage 
[29] ; (2) découverte d ' introns poten
tiellement inséré dans le centre cata
lytique de l' ARN U6 par épissage 
inverse chez trois champignons [30] ; 
(3) similitude de séquence entre 
1 'ARN U6 et la séquence catalytique 
du brin ( - ) du virus du tabac [30] . 
Cependant, ces arguments peuvent 
être remis en question : (a) des don
nées récentes indiquent que des 
mutations identiques à celles bloquant 
la seconde étape de 1' épissage chez la 
levure n 'ont pas d 'effets  lorsqu'elles 
sont transférées chez le xénope [ 3 1 ]  ; 
(b) les insertions d '  introns dans les 
ARN U6 de champignons ont eu lieu 

dans six sites différents dont certains 
ne font probablement pas partie du 
centre catalytique ; ( c) les réactions 
chimiques catalysées par le brin ( - ) 
du virus du tabac sont totalement dif
férentes de celles se produisant lors de 
l 'épissage. Des expériences supplé
mentaires vont être nécessaires afin 
de déterminer si les ARN participent 
effectivement à la catalyse . Le rôle 
potentiel des protéines de snRNP, 
dans la catalyse de cette réaction, est 
aussi étudié génétiquement chez la 
levure (B. Séraphin et Z.  Lygerou , 
non publié) . 

1 Conclusion 

En résumé, notre vue actuelle de 
l 'épissage est la suivante : la snRNP 
U 1 va reconnaître les transcrits con
tenant des introns parmi l 'ensemble 
des ARN présents dans le noyau . La 
snRNP U 1 est probablement aidée 
dans son rôle de tri par des protéi
nes, notamment dans les cas d'épis
sage alternatif. Les introns liés à la 
snRNP U1 sont ensuite reconnus par 
les snRNP U2, puis U4, U5 et U6 
qui vont établir de nouvelles inter
actions entre snRNP et avec les 
séquences introniques. La multitude 
de ces interactions va permettre 
1 'extraordinaire précision de la réac
tion d'épissa ge qui est peut-être 
catalysée par les ARN des snRNP 
elles-mêmes. 
Il est fondamental de comprendre les 
règles qui gouvernent la sélection des 
séquences introniques. En effet,  ces 
règles seront indispensables pour pou
voir déchiffrer l ' information contenue 
dans le génome humain. Elles seront 
aussi utiles pour comprendre les défi
cits observés dans certaines maladies 
héréditaires qui peuvent être les con
séquences de mutations bloquant en 
cis l 'excision des introns ou la rendant 
imprécise • 
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Summary 
Function of snRNPs m pre
mRN A splicing 

Splicing of intron sequence is a 
pre-mRNA processing step that 
occurs in the cell nucleus. snRNPs 
(small nuclear RiboNucleoPro
teins) are splicing factors made of 
one or more RNAs associated with 
proteins. lt is now clear that 
snRNPs are required for intron 
recognition and splice site selec
tion . The assembly pathway of 
snRNPs on the pre-mRNA is 
ordered and results in the forma
tion of a splicing complex or spli
ceosome. Inside the spliceosome, 
snRNAs could catalyze the spli
cing reaction. 
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