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5 tructure secondaire 
de l' épissage 

et contrôle 
alternatif 

L'importance de l 'épissage alternatif 
comme mécanisme de contrôle de 
l 'expression des gènes n 'est plus à 
démontrer. Les nombreux travaux 
parus dans la littérature montrent 
que l 'épissage alternatif joue un rôle 
prédominant dans la programmation 
de processus biologiques variés [ 1 ] .  A 
titre d'exemple, on peut citer le 
déterminisme sexuel chez la droso­
phile , la production de protéines pos­
sédant un pouvoir anti-oncogénique ,  
la mise en  place de  programmes 
morphogéniques, ou encore la  
synthèse de protéines dépendant de 
la différenciation tissulaire et/ou du 
stade de développement. 
Un des problèmes fascinants soulevés 
par l 'épissage alternatif, a trait au 
mécanisme de sélection qui s'exerce 
sur certains sites d'épissage et qui 
conduit à l ' incorporation ou à 
l'exclusion d'un exon particulier dans 
l' ARN messager. Le plus souvent, 
les sites d'épissa ge bordant ces exons 
montrent peu de variation par rap­
port aux séquences consensus et ne 
peuvent expliquer, à eux seuls ,  la 
reconnaissance sélective de ces exons. 
Il est évident que des changements 
intervenant dans les dinucléotides 
invariants GT et AG (respectivement 
sites 5' et 3' d'épissage) tels qu'on 
peut les observer dans certaines affec­
tions aboutissent aussi à 1 'exclusion 
d'un exon mais ne peuvent être assi­
milés à un cas classique d 'épis sage 
alternatif. L'analyse d 'un nombre 
croissant de gènes indique que le 
contrôle de l'épissage alternatif est dû 
à l 'action conjointe d 'éléments actifs 
en cis présents sur le transcrit pri­
maire et de facteurs agissant en trans. 
Si l 'identification des séquences en cis 
s 'est accrue au cours de ces derniè­
res années, la nature des facteurs 
agissant en trans reste le plus souvent 
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à élucider. S'agit-il de facteurs géné­
raux d'épissage ou de facteurs spéci­
fiques ? Pour les premiers, des étu­
des récentes suggèrent que des modi­
fications dans la concentration de cer­
tains facteurs ubiquitaires pourraient 
intervenir. Pour les seconds, les seuls 
exemples connus concernent la cas­
cade des gènes intervenant dans le 
déterminisme sexuel chez la droso­
phile où, grâce à l 'apport de la géné­
tique, certains régulateurs ont pu être 
identifiés .  Quant au mécanisme 
moléculaire à l 'origine de l 'épissage 
alternatif, il demeure dans la plupart 
des cas inconnu. 
Depuis cinq ans, nous nous intéres­
sons à la régulation de l 'expression 
de deux exons mutuellement exclusifs 
(6A et 6B), présents dans la partie 
interne du gène de la �-tropomyosine 

de poulet [ 2 ] .  Le choix de l 'un ou 
l 'autre de ces deux exons dépend de 
la différentiation musculaire : l 'exon 
6A est présent dans les ARN messa­
gers des tissus non musculaires et des 
muscles lisses,  l ' exon 6B est présent 
uniquement dans ceux des muscles 
striés (figure 1). ln vitro, dans des 
extraits nucléaires de cellules HeLa 
(qui expriment la forme non muscu­
laire de la �-tropomyosine) , un pré­
curseur s 'étendant de l ' exon 6A à 
l 'exon 7 donne le messager attendu : 
6A fusionné à 7 avec exclusion de 
l 'exon spécifique du muscle strié, 6B. 
Nous avons montré que l ' inhibition 
de l 'épissage de l ' intron (IVS AB) 
entre les deux exons mutuellement 
exclusifs est due en partie à la pré­
sence d'une longue suite de pyrimi­
dines qui sépare le point de branche-

68 

IVS AB IVS B7 

Muscle lisse et tissu non musculaire 

Figure 1 .  Organisation du gène da la /3-tropomyosine dans sa partie 
interna. Dans les cellules non musculaires et les muscles lisses, l'épissage 
donne un ARNm 5-6A- 7 avec exclusion de /'exon spécifique du muscle strié 
68. A l'inverse, dans les muscles striés et les myotubes, l 'exon 6A est exclu 
et /'ARNm contient les exons 5-68-7. BP indique le point de branchement de 
/'intron /VS AB situé à 105 nt du site 3' d'épissage précédant l'exon 68. Le 
rectangle noir représente la séquence riche en pyrimidines longue de 96 
nucléotides. 
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ment et  le site 3 '  d 'épissage de 
l ' intron précédent l 'exon 6B. La délé­
tion de cette séquence ou sa substi­
tution par une séquence << neutre >> 
entraîne une stimulation importante 
de l 'épissage de l ' intron IVS AB. Le 
plus remarquable est que ces mêmes 
mutations provoquent également une 
forte stimulation de l 'épissage de 
l ' intron en aval de l 'exon 6B, IVS 
B7 [3 ] .  La répression de l 'épissage de 
l ' intron IVS B7  ne peut être attri­
buée à une simple compétition entre 
deux sites 5' d' épissage (celui en aval 
de 6A étant plus fort que celui en 
aval de 6B) vis-à-vis du site 3 '  

d '  épissage précédent 1 'exon 7 .  En 
effet, l 'élimination de l 'exon 6A ne 
suffit pas pour lever l ' inhibition [4] . 
En revanche, l 'élimination de l 'exon 
6A et de la suite de pyrimidines sti­
mule l 'épissage de l ' intron IVS 
B7 [4] . L'ensemble de ces données 
nous a suggéré que la répression de 
l 'épissage de l ' intron IVS B7 pouvait 
être due à la formation d'une struc­
ture secondaire autour de l 'exon 6B, 
empêchant sa reconnaissance dans les 
cellules non musculaires. Cette hypo­
thèse, déjà soulevée en 1 989 par 
Lib ri et al. [ 5 ] ,  a été confirmée par 
deux approches complémentaires. 
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Dans la première approche, nous 
avons déterminé la structure secon­
daire dans la région de 1 'ex on sque­
lettique, à l 'aide de sondes chimiques 
et enzymatiques [6] . Comme le mon­
tre le modèle de la figure 2A , 
1 ' exon 6B est engagé dans plusieurs 
structures en tige et boucle, et main­
tenu dans une structure fermée par 
une longue tige (Ill) formée de 
l 'appariement de la portion 3' termi­
nale de l ' intron IVS AB, riche en 
pyrimidines, avec la partie proximale 
de l ' intron IVS B7 .  Pour prouver la 
validité de ce modèle, nous avons 
introduit deux types de mutations : 

Figure 2 .  A. Structure secondaire de 
I'ARN autour de l'exon 68. La 
structure secondaire a été déterminée 
en analysant les interactions ARN­
ARN à l'aide de nuc/éases spécifiques 
des régions en simple brin et double 
brin et d'agents chimiques de modifi­
cations de bases. Le modèle théorique 
a été choisi pour satisfaire à la fois la 
cartographie expérimentale et les con­
traintes physico-chimiques calculées 
par ordinateur. La structure montre les 
70 derniers nucléotides de l'intron /VS 
AB avec la séquence riche en pyrimi­
dines, /'exon squelettique 68 (en 
rouge) et les 60 nucléotides de la par­
tie proximale de l'intron /VS 87. Les 
flèches indiquent les jonctions 
exon/intron. Les nombres /, Il, Ill, IV 
indiquent les structures en tige et en 
boucle. B. Représentation schéma­
tique de la reconstitution de la 
structure. 
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des mutations simples sur les brins 
ascendants et descendants, destinées 
à déstabiliser les structures en hélice, 
et des doubles mutations compensa­
toires qui, bien que modifiant la 
structure primaire , sont destinées à 
restaurer · la complémentarité de 
bases. Comme attendu, les mutations 
simples entraînent une dérépression 
de l 'épissage de l ' intron IVS B7 ,  
alors que les mutations compensatoi­
res répriment de nouveau l 'épissage 
de l ' intron. In vivo, Libri et al. ont 
montré que la formation de la tige­
boucle I est aussi nécessaire pour 
empêcher la reconnaissance de 
l 'exon 6B dans les myoblastes [ 7 ] .  
S' il est vrai que cette structure inter­
vient dans le contrôle de 1' épissa ge , 
elle doit être relativement stable, et 
il doit donc être possible de la 
reconstituer à partir de deux molé­
cules d'ARN indépendantes. Dans la 
deuxième approche, nous avons 
scindé la région de l 'ARN autour de 
l 'exon 6B en deux fragments . L'un 
des fragments d' ARN contient 
6B/IVSB 7/7 et est épissé de manière 
très efficace. L'autre fragment porte 
la partie 3' terminale de l ' intron IVS 
AB riche en pyrimidines. Si l 'hypo­
thèse est correcte , le réappariement 
de ces deux fragments, et donc la 
reconstitution de la structure initiale, 
devrait de nouveau réprimer l 'épis­
sage de l ' intron IVS B7 (figure 2B). 
In vitro, cet ARN hybride montre, en 
effet , une absence quasi totale d'épis­
sage, qui va de pair avec la recons­
titution de la structure originale . 

En conclusion, nous avons montré que 
la formation d'une structure secon­
daire dans les cellules HeLa intervient 
dans le mécanisme d'exclusion de 
l'exon 6B. Quelles sont les bases molé­
culaires de cette répression ? L'épis­
sage se fait au sein d'un complexe 
actif, le spliceosome. Depuis son ébau­
che jusqu'à sa structure finale, il subit 
de nombreux changements de confor­
mation dus à des interactions succes­
sives et transitoires avec différents 
composants nucléaires. Dans les cellu­
les non musculaires, cette structure 
pourrait masquer ou modifier 1' acces­
sibilité des sites d' épissage aux diffé­
rents composants du complexe actif. 
Nous avons d'ores et déjà observé que 
1 'épissage est bloqué à un stade très 
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précoce dans l 'assemblage du spliceo­
some, vraisemblablement avant ou 
juste après la fixation du snRNP Ul  
(le snRNA U l  semble être l e  premier 
à interagir avec le pré-messager). Nous 
avons également observé que l 'acces­
sibilité des bases vis-à-vis des sondes 
de " structure " est différente selon 
qu'il s'agit d'un précurseur réprimé ou 
non réprimé. Les différences majeures 
résident au niveau du site 5' d' épissage 
et du point de branchement de l' intron 
IVS B7 .  Là encore, on peut supposer 
que la répression de l ' épissage de 
l ' intron IVS B7 est due à une mau­
vaise interaction d'un composant 
nucléaire (par exemple la parti­
cule U 1) avec les sites d'épissa ge. 
Cette hypothèse est testée actuellement 
dans le laboratoire . De nombreuses 
questions restent cependant à élucider. 
Une protéine est-elle nécessaire pour 
stabiliser la structure dans les cellules 
HeLa ? Si oui, son absence dans les 
cellules musculaires différenciées suffit­
elle pour déstabiliser la structure et 
permettre ainsi la reconnaissance du 
site 3' en amont de 1' exon 6B ? A 
l ' inverse , la reconnaissance de ce site 
dans les myotubes est-elle due à la pré­
sence de facteurs spécifiques ? 
Le repliement de structure de l' ARN 
est un processus largement utilisé par 
des systèmes aussi variés que l 'atté­
nuation de la traduction , la terminai­
son de la transcription, l'épissage des 
introns de types I et II .  Il est main­
tenant établi que la formation de 
structure en tige-boucle est également 
impliquée dans la régulation de 
1 'épissage alternatif des introns 
nucléaires où elle exerce soit un effet 
négatif en réprimant l 'épissage, soit 
un effet positif en l 'activant [8] • 
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