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Liste des abréviations 

 

APP : Amyloid Precursor Protein 

CBD : Dégénérescence corticobasale 

CELF : CUGBP and ETR-3 Like Factor  

CIC-1: Canal chlore muscle spécifique de type 1 

cTNT : Troponine T cardiaque 

CUGBP: CUG Binding Protein 

DM1 et 2 : Dystrophie Myotonique de type 1 et 2 

DMPK : Dystrophia Myotonica Protein Kinase 

DMWD : Dystrophia Myotonica-containing WD repeat motif 

DNF: Dégénérescence Neurofibrillaire 

ELAV: Embryonic Lethal Abnormal Vision 

ESE : Exonic Splicing Enhancer 

ESS : Exonic Splicing Silencer 

ETR-3: ELAV Type RNA binding protein 3 

FTDP-17: Fronto-Temporal Dementia with Parkinsonism linked to chromosome 17 

IR: Récépteur à l’insuline 

ISE: Intronic Splicing Enhancer 

ISM: Intronic Splcing Modulator  

ISS: Intronic Splicing Silencer 

KO: Knock Out 

KSRP: KH-type Splicing Regulatory Protein 

MAP: Microtubule Associated Protein 

Mbnl: Muscleblind 

MSE: Muscle specific Enhancer  

MTMR1: Myotubularin-Related 1 

NMDA R1: N-méthyl-D-aspartate récepteur de type 1 

PB : point de branchement 

PSP : Paralysie Supranucléaire Progressive 

PTB : Polypyrimidine Tract Binding protein  

RRM : RNA Recognition Motif 

SMN 1et 2 : Survival of Motor Neurons 1 et 2 

snRNA: Small nuclear ribonucleic acid 

snRNP : Small nuclear ribo-nucleoprotein 

TNNT3: Troponine T du muscle squelettique 

U2AF: U2 Auxiliary Factor 
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Introduction 

 

I. L’épissage alternatif et sa régulation: un 

mécanisme complexe régulé en cis et en trans 
 

A) L’épissage alternatif 

 

A .1) Définition 

 

 La plupart des gènes eucaryotes sont constitués d’exons et d’introns. L’épissage fait 

partie des processus de maturation de l’ARN. Il correspond à l’excision des introns du 

transcrit primaire puis à la jonction des exons. Avant qu’un ARN puisse être transporté en 

dehors du noyau pour être traduit, il doit être coiffé au niveau de son extrémité 5’, épissé 

de ses introns et modifié au niveau de son extrémité 3’ par un clivage et l’ajout d’une 

queue Poly(A). L’épissage est dit constitutif lorsqu’un exon est systématiquement inséré 

dans le transcrit mature. A l’inverse, on parle d’épissage alternatif quand un exon peut être 

soit inclus soit exclu de l’ARN mature. Ainsi, à partir d’un seul gène, l’épissage alternatif 

permet de produire plusieurs ARNm qui pourraient alors être traduits en diverses protéines 

avec des propriétés et des fonctions bien distinctes (Figure 1). Ce processus est un grand 

contributeur à la diversité du protéome et fournit une part d’explication au différentiel 

entre le nombre de gènes et celui des protéines. En effet, l’épissage alternatif constitue un 

mode particulier et supplémentaire de régulation de l’expression des gènes (Li et al., 2007). 
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A.2) Rôles      

 

 A sa découverte, l’épissage alternatif était considéré comme un événement rare 

touchant plusieurs transcrits impliqués dans la détermination du sexe chez la Drosophile. 

Aujourd’hui, avec la découverte de plus en plus importante de transcrits soumis à ce type 

d’épissage chez l’homme (60%), l’épissage alternatif se voit impliqué dans plusieurs 

processus cellulaires fondamentaux (Black, 2003). 

 

Figure 1: Epissage d’un transcrit primaire contenant un exon alternatif. Les rectangles représentent les 
exons et les traits les introns. L’exon alternatif est en rouge. Il est entouré par deux exons constitutifs en 
bleu. L’ARN messager est obtenu après excision des introns du transcrit primaire (pré-ARNm). Le 
processus d’épissage alternatif permet d’obtenir des isoformes protéiques différentes grâce à l’inclusion 
ou l’exclusion de l’exon alternatif. 
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 Implication dans l’apoptose : L’épissage alternatif semble jouer un rôle crucial dans la 

régulation de la mort cellulaire programmée. Les transcrits des nombreux gènes impliqués 

dans l’apoptose sont sujets à l’épissage alternatif afin de produire des isoformes pro- ou 

anti-apoptotiques (Schwerck and Schulze-Osthoff, 2005). C’est ainsi que l’apoptose induite 

par la voie des céramides est accompagnée par un changement de l’épissage alternatif de 

l’adaptateur apoptotique Bcl-X et de l’enzyme caspase 9 des isoformes anti-apoptotiques 

vers des isoformes pro-apoptotiques (Chalfant et al., 2002, Massiello et al., 2004).  

 Implication dans le cycle cellulaire: Certaines études chez la levure montrent une 

corrélation entre la progression du cycle cellulaire et le changement de l’épissage 

alternatif, bien qu’un lien direct reste ici toujours à démontrer (Burns et al., 2002). D’autres 

études d’épissage in vitro présentent une corrélation entre l’entrée en phase en M et la 

répression de l’épissage (Shin and Manley, 2002). Par ailleurs, certaines protéines 

régulatrices de l’entrée en phase M, telle que la CDC5L, sont même soupçonnées d’être des 

facteurs régulateurs d’épissage (Boudrez et al., 2000, Boudrez et al., 2002).  

 Implication dans la différenciation : L’exemple phare illustrant l’implication de 

l’épissage alternatif dans la différenciation est celui médié par les facteurs d’épissage 

Polypyrimidine Tract Binding protein (PTB) et son paralogue neuronal (nPTB) (Coutinho-

Mansfield et al., 2007). Lors du développement du système nerveux central, PTB devient 

sous exprimé au profit de nPTB pour induire un changement dans le profil d’épissage de 

plusieurs transcrits et provoquer alors la différenciation terminale des neurones (Makeyev 

et al., 2007). Ces facteurs sont également impliqués dans la différenciation musculaire 

(Boutz et al., 2006). 

 Implication dans d’autres processus: Dans le système nerveux, terrain privilégié de 

l’épissage alternatif, la croissance des neurites et la synaptogenèse sont deux événements 

qui font appel à ce processus (Li et al., 2007). Son implication dans la réponse au stress est 

aussi bien connue (Biamonti and Caceres, 2009). 

Impliqué dans une multitude de processus cellulaires fondamentaux, l’épissage alternatif 

est régulé d’après le tissu et le stade de développement (Celotto and Graveley, 2001, Black, 

2003). Il est également en lien direct avec les signaux extracellulaires afin de permettre une 

adaptation rapide de la cellule à son environnement et ceci notamment au niveau du 
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système nerveux (Shin and Manley, 2004, Li et al., 2007). L’épissage alternatif est consideré 

aujourd’hui comme un mode de régulation de l’expression de gènes. 

 

A.3) Mécanismes de l’épissage alternatif  

 

 Les différents processus de maturation de l’ARN (l’ajout de la coiffe, épissage et clivage 

/polyadénylation) sont orchestrés autour de la transcription. A travers son domaine 

carboxy-terminal (CTD), l’ARN polymérase II (Pol II) exerce une influence sur l’ensemble de 

ces processus. Il a été montré que le CTD était nécessaire à un déroulement efficace de 

l’ensemble de ces processus (Cho et al., 1997, McCracken et al., 1997a, Morris and 

Greenleaf, 2000, Chabot et al., 1995, Vincent et al., 1996, Mortillaro et al., 1996, Kim et al. 

1997, Hirose et al., 1999, Fresco and Buratowski, 1996). Bien qu’ils soient interconnectés et 

qu’ils exercent une influence les uns sur les autres, ces différents processus de maturation 

de l’ARN sont assurés par des machineries différentes (Colot et al. 1996, Gilmartin et al. 

1988, Cooke and Alwine 1996, Neugebauer and Roth, 1997, McCracken et al., 1997b, 

Vagner et al., 2000). L’ajout de la coiffe en 5’ du transcrit se fait ainsi grâce à des enzymes à 

activité phosphatase, guanylyl et methyl transferase et grâce au complexe CBC (Cap 

Binding Complex). Le clivage en 3’ est, lui, assuré par plusieurs facteurs: le CPSF (Cleavage 

and Polyadenylation Specificity Factor), le CstF (Cleavage Stimulatory Factors) et les CF I et 

II (Cleavage Factor I et II). Après le clivage intervient un complexe composé d’au moins 6 

facteurs pour l’ajout de la queue Poly(A). Quant à l’épissage, il est assuré par l’une des 

machineries moléculaires les plus complexes de la cellule, le spliceosome.                                                 

                                    

A.3.1) Le processus de l’épissage : deux réactions de trans-

estérification 

 

 La réaction d’épissage se déroule en deux étapes successives, impliquant chacune une 

réaction de trans-estérification. Quatre éléments sont nécessaires à ces réactions : les sites 

5’ et 3’ d’épissage, respectivement appelés « site donneur » et « site accepteur », situés en 

5’ et 3’ de l’intron à la jonction exon/intron ; le troisième élément est le site de 

branchement, situé en amont du site 3’ accepteur (à une distance de 20-40 nucléotides) ; 

et, enfin, le quatrième élément, qui correspond à la séquence polypyrimidine située entre 
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le point de branchement et le site 3’ d’épissage. Les sites 5’ et 3’ d’épissage, ainsi que le 

site de branchement, sont définis par des séquences très courtes qui, à l’exception de 

quelques nucléotides consensus, sont relativement dégénérées (Figure 2). La littérature 

nous apprend que ces sites d’épissage sont plus dégénérés dans le cas des exons alternatifs 

en comparaison avec les exons constitutifs (Stamm et al., 1994, Carmel et al., 2004, Sorek 

et al., 2004, Lear et al., 1990). Ceci impliquerait une reconnaissance moins efficace de 

l’exon alternatif, laissant la place à une régulation pour favoriser l’inclusion ou l’exclusion 

de l’exon.  

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Le processus d’épissage se déroule en deux étapes successives. (A) Les sites 5’ et 3’ d’épissage ainsi 

que la séquence polypyrimidine sont indiqués. Les séquences nucléotidiques conservées au niveau de ces 

sites sont également indiquées. Il s’agit  des nucléotides GU et AG, situés respectivement dans les sites 5’ et 3’ 

d’épissage, et du nucléotide A au niveau du site de branchement. (Py)n correspond à la séquence 

polypyrimidine. (B) Réaction d’excision d’épissage d’un ARN pré-messager. L’épissage d’un ARN pré-messager 

se déroule en deux étapes successives de trans-estérification. Trois éléments sont nécessaires à cette 

réaction, les sites 5’ et 3’ d’épissage et le site de branchement. (D’après Corcos et Solier, 2005) 
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Lors de la première étape, le groupement 2’ hydroxyle de l’adénosine du site de 

branchement attaque le phosphate du site 5’ donneur d’épissage. Cette réaction engendre 

un exon libre au niveau de l’extrémité 5’ de l’intron et une structure intronique 

intermédiaire en lasso. Lors de la deuxième étape, le 3’ hydroxyle de l’exon libre attaque le 

phosphate du site 3’ d’épissage, produisant ainsi l’ARNm et un intron sous forme de lasso 

(Figure 2). 

 

 A.3.2) Les étapes successives de l’épissage assurées par la 

machinerie du spliceosome 

 

 La machinerie d’épissage, le spliceosome, est composée de plusieurs particules 

ribonucléoprotéiques appelées snRNP (small nuclear RibonucleoProteins) ainsi que de 

facteurs d’épissage non-snRNP. Il existe deux types de spliceosomes : le spliceosome 

majeur qui épisse les introns de type U2, et le spliceosome mineur qui, lui, épisse les 

introns rares de type U12 (Burge et al., 1998). Ici, nous allons nous intéresser uniquement 

au spliceosome majeur. L’étude des constituants de ce dernier a permis d’identifier 300 

protéines, illustrant ainsi la complexité de cette machinerie (Rappsilber et al., 2002, Zhou 

et al., 2002). Dans le spliceosome majeur, responsable de l’épissage de la majorité des 

introns chez les métazoaires, il y en a 5: U1, U2, U4/U6 et U5. Chaque snRNP est constituée 

d’un ARN (snRNA), d’un nombre variable de protéines spécifiques et, dans le cas des snRNP 

U1, U2, U4 et U5, de sept protéines Sm.  

L’assemblage des complexes du spliceosome sur l’ARN pré-messager pour les réactions 

d’épissage se fait en plusieurs étapes successives (Wahl et al., 2009). Cet assemblage 

s’opère grâce à des interactions ARN/ARN, Protéines/ARN et Protéine/Protéine qui ont lieu 

au niveau des sites 5’ et 3’ d’épissage et du site de branchement (Reed, 2000). La première 

étape correspond à la liaison de la snRNP U1 avec le site donneur d’épissage. Cette liaison 

se fait par appariement de quelques nucléotides (4 à 7) entre le snRNA U1 et le site 5’ 

donneur. La liaison est stabilisée par les protéines de la snRNP U1 ainsi que par d’autres 

protéines (Zhang and Rosbash, 1999, Puig et al., 1999). Lors de cette même étape, les 

protéines SF1/BBP et U2AF (U2 Auxiliary Factor 2) lient respectivement le point de 

branchement et la séquence polypyrimidine. Ici, U2AF, protéine composée de deux sous- 
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unités, aura sa sous-unité 65 (U2AF65), qui liera la protéine SF1/BBP, alors que sa sous-

unité 35 (U2AF35) sera liée au site 3’d’épissage (Figure 3). Cet ensemble, qui met en 

exergue les 3 sites d’épissage, constitue le premier complexe du spliceosome: le complexe 

E. 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lors de la deuxième étape de recrutement du spliceosome, la snRNP U2 lie le site de 

branchement et chasse la SF1/BBP par une réaction ATP dépendante pour former le 

complexe A. Ici aussi, l’appariement entre la snRNP U2 et l’ARN pré-messager est stabilisé 

par l’action de protéines (Gozani et al., 1996, Valcarcel et al., 1996). Suite à cette étape, les 

Figure 3: Assemblage des particules snRNP du spliceosome sur l’ARN pré-messager. La fixation de la 
snRNP U1, U2AF et SF1/BBP constitue le complexe E. La snRNP U2 rejoint ce complexe pour donner le 
complexe A, lui-même rejoint par les snRNP U4, U6 et U5 pour former le complexe B. Quand les snRNP U1 
et U4 quittent ce complexe, il devient actif (complexe B*) pour procéder aux réactions d’épissage dans le 
complexe C. (D’après Wahl et al., 2009) 
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snRNP U4/U6 et U5 sont recrutées ensemble pour former le complexe B. A ce stade, et 

bien que toutes les snRNP aient été recrutées sur l’ARN pré-messager, le complexe B 

demeure inactif, incapable d’accomplir les réactions de transestérification. Ce n’est que 

lorsque les snRNP U1 et U4 quittent le complexe que ce dernier subit un réarrangement 

conformationel lui permettant de devenir catalytiquement actif. On parle alors d’un 

complexe B*. Suite à cela, le spliceosome effectue la première réaction de 

transestérification générant le complexe C, puis subit un autre réarrangement pour en 

effectuer la deuxième (Konarska et al., 2006). Une fois les deux réactions opérées, le 

spliceosome se dissocie libérant l’ARN messager et les différents snRNP.  

 

 

A .3.3) Les différents types d’épissage alternatif 

 

L’épissage alternatif s’appuie sur l’utilisation de sites 5’ donneurs et 3’ accepteurs 

d’épissage. Les profils d’utilisation de ces sites donnent lieu à plusieurs types d’épissage:  

 

 Promoteurs alternatifs: L’initiation de la transcription au niveau de promoteurs 

différents, dits alternatifs, donne lieu à différents ARN messagers (Figure 4, A). 

 Sites Poly-A alternatifs: L’épissage peut également conduire à l’utilisation de sites de 

polyadénylation différents (Figure 4, B). 

 Sites 5’d’épissage alternatifs: Par l’utilisation de différents sites 5’ d’épissage, les exons 

peuvent être raccourcis ou rallongés en taille (Figure 4, C). 

 Sites 3’d’épissage alternatif: De même, l’utilisation de sites 3’ d’épissage alternatifs 

peut jouer sur la taille d’un exon (Figure 4, D). 

 Exon cassette: C’est le cas le plus fréquemment rencontré. Quand un exon est bordé par 

des sites 5’ et 3’ alternatifs, on l’appelle exon cassette. Il peut être inclus ou exclu de l’ARN 

messager (Figure 4, E). 

 Exons mutuellement exclusifs: Dans certains cas, un exon ne peut être inclus en même 

temps qu’un autre (Figure 4, F). 
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 Rétention d’introns: Parfois, l’intron peut ne pas être éliminé du transcrit mature. Dans 

ce cas, il fait partie de l’ARN messager qui est transporté au cytoplasme pour la traduction 

(Figure 4, G).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) Régulation en cis de l’épissage alternatif  

 
 La réaction d’épissage par le complexe du spliceosome nécessite une reconnaissance 

des séquences consensus. L’efficacité de reconnaissance de ces séquences dépend de 

plusieurs paramètres: leur force (leur conformité avec la séquence consensus), la présence 

d’éléments cis régulateurs d’épissage auxiliaires, la taille de l’exon ou l’intron, ou encore, la 

présence de structures secondaires au niveau de l’ARN. De manière générale, un exon avec 

 

Figure 4: Les différents types d’épissage alternatif. Différents ARNm peuvent être produits par 
l’utilisation de promoteurs (A) ou de sites de polyadénylation alternatifs (B). L’épissage alternatif peut 
faire appel à deux sites 5’ (C) ou 3’ (D) alternatifs pour un même exon. Dans le cas d’exons cassettes 
(E), les deux sites d’épissage de l’exon sont alternatifs. Il existe des cas où un exon ne peut être inclus 
sans un autre (F). Dans d’autres cas, la région intronique est insérée dans le transcrit mature (G). 
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une taille idéale (entre 50 et 300 nucléotides) avec des sites donneurs/accepteurs forts sera 

facilement reconnu par le spliceosome et, par conséquent, constitutivement inclus. A 

l’inverse, un exon de petite taille avec des sites donneurs/accepteurs faibles aura besoin de 

l’intervention d’éléments auxiliaires pour être inclus. Ce dernier cas est celui des exons 

alternatifs. Mais, en réalité, le schéma est un peu plus complexe. Les exons constitutifs 

utilisent aussi ces éléments pour assurer leur inclusion (Schaal and Maniatis, 1999, Mayeda 

et al., 1999, Fairbrother et al., 2002), et notamment ceux de petite taille (McCullough and 

Berget, 1997). Les éléments cis régulateurs d’épissage assurent également l’exclusion de 

« pseudo » exons, qui sont des leurres (Sironi et al., 2004). Dans le cas des exons 

alternatifs, ces éléments ont pour rôle d’assurer une « régulation » au sens strict du terme. 

Ainsi, les exons alternatifs les utilisent pour avoir une expression régulée, qui dépendra 

d’un type cellulaire, d’un tissu donné ou d’un moment précis durant le développement 

(Black, 2003). 

 

B. 1) Les éléments cis régulateurs 

 
 Les éléments cis régulateurs, qui servent à la régulation de l’épissage alternatif, 

partagent des caractéristiques communes. Ils sont généralement petits et de séquences 

variables. Leur action peut être faible nécessitant leur présence en plusieurs copies et ils 

sont généralement conservés entre les espèces. Ils peuvent être exoniques ou introniques, 

localisés en amont ou en aval de l’exon régulé. Quand ces sites sont présents à une 

distance d’une centaine de nucléotides de l’exon, on considère qu’ils sont « proximaux », 

tandis que ceux présents à plus d’un kilobase de l’exon sont considérés comme « distaux ».  

Enfin, il faut préciser que les éléments cis régulateurs peuvent exercer un effet activateur 

ou inhibiteur, et cela en recrutant des facteurs trans régulateurs qui feront l’objet du 

prochain chapitre (Figure 5). 
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B.1.1) Les éléments cis activateurs d’épissage : les «enhancers» 

 
 Quand les enhancers sont exoniques, on parle d’Exonic Splicing Enhancers (ESE). Quand 

ils sont introniques, on parle d’Intronic Splicing Enhancers (ISE). Ces éléments cis 

régulateurs interagissent avec des protéines qui favorisent le recrutement du complexe du 

spliceosome.  

 

Figure 5 : Régulation de l’épissage alternatif par les éléments cis régulateurs. L’exon alternatif au centre 

(en rouge) est entouré par deux exons constitutifs (en gris). (A) Les éléments cis activateurs exoniques 

sont appelés Exonic Splicing Enhancers ou ESE (en vert), tandis que ceux qui sont répresseurs sont 

appelés Exonic Splicing Silencers ou ESS (en bleu). De même, des éléments cis peuvent être présents au 

niveau intronique et sont nommés Intronic Splicing Enhancers (ISE) pour les activateurs et Intronic 

Splicing Silencers (ISS) pour les inhibiteurs. Les actions activatrices ou inhibitrices des ces éléments cis sur 

les sites 5’ et 3’ d’épissage sont respectivement indiquées par des flèches ou des traits. (B) L’épissage 

d’un exon passe en premier lieu par sa reconnaissance grâce à la snRNP U1 qui aide à recruter U2AF à 

l’autre extrémité de l’exon. Ces interactions à travers l’exon font partie d’un processus appelé « Exon 

définition ». Une fois l’exon défini, le spliceosome cherche à identifier et à rapprocher les extrémités des 

introns environnants par un processus appelé « Intron définition ». Par le recrutement de facteurs 

activateurs (A) ou répresseurs (R), les éléments cis régulateurs exoniques ou introniques peuvent aider, 

ou entraver, ces deux processus. (D’après Maltin et al., 2005 ; Vincenzo, 2003) 
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 Les «enhancers» exoniques  

 

Les enhancers exoniques sont impliqués dans l’épissage aussi bien alternatif que constitutif 

(Schaal and Maniatis, 1999). Leur rôle dans l’inclusion des exons est d’autant plus 

important que les sites donneurs/accepteurs d’épissage sont faibles comme c’est le cas 

pour les exons alternatifs (Graveley et al., 2000). L’étude des ESE a permis d’élaborer des 

bases de données de séquences de façon à pouvoir prédire l’éventuel effet de mutations 

exoniques sur l’épissage (Pfarr et al., 2005, Fairbrother et al., 2002). Parmi les ESE les plus 

connus, on retrouve les séquences riches en Purines (PolyPurine Enhancers, PPE), qui 

contiennent parfois le motif (GAR) répété, où le R est une purine (Liu et al., 1998). Ces 

enhancers lient les protéines de type SR (voir chapitre suivant). D’autres ESE connus sont 

ceux riches en A/C appelées ACE (Coulter et al., 1997). Les séquences ACE lient la protéine 

cold box, YB-1 et impliquent la Dead Box RNA Hélicase, p72, pour promouvoir l’épissage 

par un mécanisme encore inconnu (Stickeler et al., 2001, Honig et al., 2002).  

 

 Les «enhancers» introniques  

 

Plusieurs enhancers introniques ont également été identifiés. L’un des plus connus est celui 

riche en uridines présent dans le gène msl2 de la Drosophile (male-specific-lethal-2) et dans 

celui du FGFR2 (Fibroblast Growth Factor Receptor 2) chez l’homme (Forch et al., 2001, Del 

Gatto-Konczak et al., 2000). Dans les deux cas, cet élément lie la protéine TIA-1, qui stimule 

la liaison de la snRNP U1 au site 5’d’épissage. D’autres enhancers introniques sont riches 

en U/G et UGUU et lient les protéines de la famille CELF (CUG-BP and ETR-3 Like Factors) 

dont le mode d’action sur l’épissage sera développé dans le chapitre suivant (Philips et al., 

1998, Mori et al., 2008, Faustino et al., 2005). Un autre exemple est l’hexanucléotide 

UGCAUG, qui est un élément particulièrement enrichi dans un ensemble d’exons à 

expression neurone spécifique (Brundo et al., 2001). Cet élément peut être dupliqué 

plusieurs fois en aval de l’exon régulé avec certains éléments pouvant être présents à une 

distance de plus de 500 nucléotides de l’exon (Lim and Sharp, 1998). Il induit une forte 

augmentation d’inclusion de l’exon (Huh and Hynes, 1994, Modafferi and Black, 1997), 

mais la protéine responsable de son effet n’a pas encore été clairement identifiée.  
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B.1.2) Les éléments cis répresseurs d’épissage: les «silencers» 

 

 Les «silencers» exoniques  

 

Contrairement aux «enhancer», les séquences des «silencers» exoniques montrent peu de 

similitudes entre elles (Zheng, 2004). Ces éléments inhibent l’épissage soit en exerçant un 

effet antagoniste contre les éléments «enhancers» soit en interférant directement avec la 

machinerie d’épissage (Cartengi et al., 2002, Ladd and Cooper, 2002). Parmi les «silencers» 

exoniques identifiés, on trouve la séquence UGUGGG présente dans le gène de la β-

tropomyosine et qui agit en fixant la protéine hnRNP H (Chen et al., 1999). Plusieurs 

méthodes ont permis d’identifier des ESS et ont montré la présence de sites de fixation des 

protéines hnRNP H ou A1 au sein de ces éléments (Wang et al., 2004, Sirioni et al., 2004). 

 

 Les «silencers» introniques  

 

Les «silencers» introniques les plus connus sont ceux qui contiennent des sites de fixation 

pour la protéine PTB (polypyrimidine tract binding protein). Cette protéine lie les motifs 

riches en pyrimidines tels que UUCU ou UUCUCU (Pérez et al., 1997, Ashiya and Grabowski, 

1997). Ces motifs peuvent être localisés au sein de la séquence polypyrimidine, où ils 

empêchent la fixation de la protéine U2AF du spliceosome (Southby et al., 1999, Zhang et 

al., 1999, Lin and Patton, 1995, Singh et al., 1995). Les sites PTB peuvent être également 

localisés en dehors de la séquence polypyrimidine, en amont de l’exon, où ils sont présents 

en plusieurs copies afin d’exercer un effet inhibiteur sur l’épissage (Wagner and Garcia-

Blanco, 2001, Chou et al., 2000, Wagner and Garcia-Blanco, 2002).  

 

B. 2) Importance de la taille de l’exon et de l’intron 

 

B.2.1) Importance de la taille de l’exon 

 

 Il existe une taille maximale et minimale d’exon pour un épissage optimal. Une taille 

idéale se situe entre 50 et 300 nucléotides. Des expériences in vitro montrent qu’une 

augmentation artificielle de la taille de l’exon au-delà de 300 nucléotides inhibe son 

épissage, et cela malgré la présence de sites donneurs / accepteurs forts (Robberson et al., 
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1990). In cellulo, le décalage du site 3’d’épissage permettant l’augmentation de la taille de 

l’exon conduit à deux phénotypes possibles: la création de plusieurs petits exons par 

utilisation de sites cryptiques d’épissage, normalement silencieux, ou une exclusion de 

l’exon (Berget, 1995). Ceci prouve qu’il y a une taille maximale pour une insertion efficace 

de l’exon.  

Une taille minimale est également nécessaire pour éviter des contraintes stériques au 

complexe du spliceosome (Black, 1991). In cellulo, un raccourcissement de la taille d’un 

exon en dessous de 50 nucléotides conduit à son exclusion (Dominski and Kole, 1991, 

Cooper 1998). Néanmoins, il existe plusieurs cas d’exons extrêmement petits, de 6 ou 7 

nucléotides (Hawkins, 1988). Leur inclusion nécessite la présence de sites 

donneurs/accepteurs forts au niveau des exons adjacents ainsi que d’éléments cis 

régulateurs d’épissage (Sterner and Berget, 1993). 

 

B.2.2) Importance de la taille de l’intron 

 

 Plusieurs observations attestent que l’épissage n’est pas indifférent à la taille des 

introns. Les introns longs peuvent freiner la réaction d’épissage en interférant avec le 

positionnement des complexes du spliceosome au niveau des sites donneurs/accepteurs. 

Ceci suggère que d’autres éléments sont nécessaires à l’épissage des introns longs. Une 

corrélation entre la force des sites donneurs/accepteurs d’épissage et la taille des introns 

existe chez le ver nématode (Fields, 1990) et la Drosophile (Weir and Rice, 2004). Cette 

corrélation est surtout vraie pour les exons alternatifs (Dewey et al., 2006). De plus, on a 

trouvé que les exons adjacents aux introns de grande taille étaient riches en éléments 

«enhancers» (Dewey et al. 2006). Tout ceci souligne la corrélation inverse entre la longueur 

des introns et l’insertion d‘exons.  

 

B.3) Rôle de la structure de l’ARN 
 

 L’ARN est capable de former des structures secondaires et tertiaires in vitro et in vivo 

(Conn and Draper, 1998, Charpentier and Rosbash, 1996, Solnick, 1985, Shen et al., 1999). 

L’altération de ces structures représente un mécanisme connu de régulation de la 
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maturation de l’ARN (Klaff et al., 1996). Dans le cas de l’épissage alternatif, on sait que 

l’association de certains facteurs d’épissage, tels que B25, SRp55, NOVA-1 et hnRNP A1, 

dépend de la structure de l’ARN cible en plus de sa séquence nucléotidique (Buckanovich 

and Darnell, 1997, Damgaard et al.,2002, Nagel et al., 1998, Shi et al., 1997). Les facteurs 

d’épissage peuvent également modifier activement la structure de l’ARN et ainsi réguler 

l’épissage. Tel est le cas de U2AF65, qui change la structure de l’ARN afin de rapprocher le 

site de branchement au site 3’d’épissage (Kent et al. 2003). La structure de l’ARN peut 

influer l’épissage alternatif en agissant à plusieurs niveaux. Le cas le plus connu est celui où 

la structure cache les sites 5’, 3’ d’épissage ou encore le site de branchement conduisant à 

l’exclusion de l’exon (Goguel et al., 1993, Varani et al., 1999, Patterson et al., 2002, Estes et 

al., 1992). Il arrive également que la structure implique des éléments cis régulateurs. C’est 

le cas, par exemple, d’un ISE (Intronic Splicing Enhancer) qui présente une structure en tige 

et boucle nécessaire à son action sur l’exon 7 de SMN 1 (Survival Motor Neuron 1) (Miyaso 

et al. 2003). Enfin, et dans un autre cas de figure, la structure peut agir sur la régulation 

sans agir sur des séquences d’épissage. Ici, le rôle de la structure peut être de rapprocher 

des sites d’épissage ou de régulation distants, afin qu’ils puissent exercer leur effet 

(Deshler and Rossi 1991, Nasim et al., 2002, Wagner and Garcia-Blanco, 2001).  

 

B.4) Influence de la transcription 

 

 Le lien entre la transcription et l’épissage alternatif a largement été illustré et semble 

aujourd’hui évident (Proudfoot et al., 2002). Ces deux processus concomitants sont 

souvent fonctionnellement liés (Neugebauer, 2002). D’après un modèle donné, l’effet de la 

transcription sur l’épissage serait dû au rythme d’élongation de l’ARN polymérase II et à sa 

capacité à marquer des temps de pause. Un exemple dans la figure 6 illustre le mécanisme 

par lequel le rythme d’élongation pourrait affecter l’épissage alternatif. Cet effet sur 

l’épissage est dépendant de la séquence de l’ARN cible (Kornblihtt et al., 2004).   

D’après un autre modèle, ce lien dépendrait du promoteur. Une telle idée est soutenue par 

le fait qu’un simple changement de promoteur d’un gène puisse changer son épissage 

alternatif (Cramer et al., 1997, Pagani et al., 2003). Dans ce cas, c’est l’architecture du 

promoteur qui modulerait l’épissage. Le cas de l’exon EDI du gène Fibronectine illustre bien 
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cet effet. En effet, le contrôle de ce gène par un autre promoteur change son épissage 

alternatif ainsi que sa réponse à des facteurs d’épissage connus pour agir sur lui (Cramer et 

al., 1997). Ici, il a bien été montré que cet effet du promoteur sur l’épissage n’était pas 

simplement dû à un taux de transcription différent mais qu’il dépendait des propriétés 

qualitatives du promoteur (Cramer et al., 1997). Des résultats similaires ont été obtenus 

avec des exons alternatifs des gènes CD44, CGRP (Calcitonin Gene Related Product), CFTR 

(Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) et FGFR2 (Fibroblast Growth Factor Receptor 2) 

(Auboeuf et al., 2002, Pagani et al., 2003, Robson-Dixon and Garcia-Blanco, 2004). Ainsi, la 

régulation transcriptionnelle s’avère être également un moyen de régulation de l’épissage 

alternatif.  

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 6: Influence du rythme d’élongation par l’ARN polymérase II sur l’épissage alternatif.  

Quand le site 3’d’épissage de l’exon alternatif (en rouge) est plus faible que celui de l’exon en 

amont (en orange), un rythme d’élongation élevé met les deux sites en compétition et favorise 

l’exclusion de l’exon alternatif (A). A l’inverse, une élongation lente donne la possibilité au site 3’ 

faible d’être reconnu et favorise ainsi l’inclusion (B). (D’après Kornblihtt et al., 2004) 
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C) Régulation de l’épissage alternatif par les facteurs trans 

régulateurs 

 
 Certains facteurs d’épissage peuvent être impliqués aussi bien dans l’épissage constitutif 

qu’alternatif. D’autres, par contre, ne sont impliqués que dans l’épissage alternatif et sont 

nommés « facteurs régulateurs ». Certains facteurs d’épissage sont ubiquitaires, tandis que 

d’autres, et notamment les facteurs régulateurs, sont tissus spécifiques ou encore régulés 

au cours du développement. Dans tous les cas, il s’agit d’actions pour empêcher l’inclusion 

d’exons ou la promouvoir. On parle alors respectivement de facteurs «répresseurs» et 

«activateurs».  

C.1) Les « facteurs d’épissage » ubiquitaires 

 

C.1.1) Les protéines SR 
 

 Les protéines SR (Serin Arginin rich) constituent la famille la plus étudiée des facteurs 

d’épissage. Certains de ses membres sont impliqués aussi bien dans l’épissage constitutif 

qu’alternatif. D’autres membres sont considérés comme des facteurs régulateurs jouant 

des rôles spécifiques dans l’épissage alternatif (Long and Caceres, 2009). Cette famille 

comprend plus d’une vingtaine de membres, dont les protéines les plus connues sont 

SRp20, SRp30c, 9G8, SRp40, SRp55, SRp75, ASF/SF2 et SC35 (Zahler et at., 1992, Long and 

Caceres, 2009). Des études récentes tendent à montrer l’implication de plusieurs de ces 

protéines dans des processus autres que l’épissage, tels que la transcription (Lin et al., 

2008, Fededa and Kornblihtt, 2008), la traduction (Sanford et al., 2004, Michlewski et al., 

2008, Bedard et al., 2007, Swartz et al., 2007), le transport (Huang et al., 2003, Huang and 

Steitz, 2001) et la dégradation des ARN (Zhang and Krainer, 2004). 

Les protéines SR contiennent un ou deux domaines de liaison à l’ARN de type RRM (RNA 

Recognition Motif) suivis par un domaine RS riche en dipeptides répétés Arginine/Sérine. 

Le domaine RRM permet la liaison de la protéine SR avec une séquence ARN spécifique 

(Chandler et al., 1997, Mayeda et al., 1999, Tacke and Manley, 1995, Zuo and Manley, 

1994). Une fois la protéine liée à l’ARN, le domaine RS permet d’activer l’épissage (Graveley 

and Maniatis, 1998). Le domaine RS peut être phosphorylé et peut ainsi jouer sur l’activité 
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de la protéine. Certaines études, dans des levures ou in vitro, ont montré la capacité des 

protéines SR à interagir ensemble grâce à leur domaine RS et ont révélé l’importance de la 

phosphorylation dans ces interactions protéine/protéine (Xiao and Manley, 1998, Wu and 

Maniatis, 1993, Yeakley et al., 1999). Ceci suggère qu’in vivo les protéines SR agissent 

ensemble dans des complexes protéiques régulés par phosphorylation (Sacco-Bubulya and 

Spector, 2002, Sanford and Bruzik, 2001). Aujourd’hui, plusieurs familles de protéines 

kinases sont connues pour phosphoryler les protéines SR, telles que la SRPK (SR protein 

kinase), Clk/Sty ou encore la kinase Akt (Wang et al., 1998, Colwill et al., 1996, Patel et al., 

2005).  

Le plus souvent, les protéines SR agissent comme facteurs « activateurs » d’épissage et se 

lient donc à des éléments «enhancers» (Liu et al., 1998, Schaal and Maniatis, 1999, Liu et 

al., 2000, Staknis and Reeed, 1994). Néanmoins, il existe plusieurs exceptions à la règle 

(Zhang and Wu, 1996, Cowper et al., 2001, Barnard et al., 2002). Le mode d’action des 

protéines SR sur l’épissage est essentiellement basé sur leur capacité à interagir avec les 

protéines du spliceosome. Plusieurs mécanismes sont proposés afin d’expliquer comment 

ces protéines agissent pour promouvoir l’épissage (Figure 7). Elles pourraient recruter et 

stabiliser les protéines du spliceosome au niveau des sites donneurs/accepteurs d’épissage 

(Figure 7A). Un autre mécanisme d’action consiste en un effet antagoniste contre des 

facteurs « répresseurs » d’épissage (Figure 7B). Les protéines SR peuvent également 

faciliter l’interaction entre les sites d’épissage grâce à des interactions protéine/protéine 

sans liaison directe à l’ARN (Figure 7C).  
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Ainsi, les protéines SR régulent l’épissage en interagissant avec l’ARN, entre elles et avec 

les protéines du spliceosome. Elles interviennent pour réguler l’épissage en tant que 

complexes protéiques.  

 

C.I.2) Les protéines hnRNP     
 

 Les protéines hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) forment une famille 

de protéines très abondantes dans la cellule et structuralement variées. Elles ont 

initialement été décrites à travers leur capacité à lier les ARN fraichement transcrits par 

l’ARN polymérase II et l’empaquetage de ces ARN (hnRNA) en particules riboprotéiques 

(Dreyfuss, 1986, Dreyfuss et al., 1988). Cette propriété est basée sur leur capacité à 

Figure 7: Mécanismes d’action des protéines SR pour la sélection des sites d’épissage. (A) Les protéines 
SR peuvent lier des éléments ESE et recruter les protéines du spliceosome U2AF35 et U1-70K au niveau 
du site 5’ et 3’d’épissage. (B) Elles peuvent bloquer l’action des protéines hnRNP répresseurs d’épissage. 
(C) Ou encore, les SR peuvent faciliter l’interaction entre U1-70K et U2AF65 à travers l’intron grâce à des 
interactions protéine/protéine. (D’après Long et Caceres, 2009) 
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interagir avec l’ARN de façon non spécifique sur des grandes zones allant au-delà de 500 

nucléotides (Shahied-Milam et al., 1998, Soltaninassab et al., 1998). Cette famille 

comprend au moins une vingtaine de protéines et compte parmi ses membres hnRNPA1, B, 

C, F, G, H, K, et la hnRNP I aussi appelée PTB. Ces membres jouent des rôles variés, qui, au-

delà de la régulation de l’épissage, peuvent s’étendre à la transcription (Du et al., 1998), à 

la maturation des extrémités 3’ des ARNm (Bagga et al., 1998, Kessler et al., 1997) et à la 

traduction (Ostareck et al., 1997, Ostareck-Lederer et al., 1998, Ostareck and Ostareck-

Lederer, 2004, Collier et al., 1998). L’une des protéines hnRNP la plus étudiée, la hnRNP A1, 

a même été décrite pour jouer un rôle dans la conservation de la longueur des télomères 

(Labranche et al., 1998, Dallaire et al., 2000). 

L’implication de plusieurs hnRNP, et notamment les hnRnpA1 et hnRNP1/PTB, dans 

l’épissage alternatif a largement été établie (Mayeda et al., 1993, Caceres et al., 1994, 

Singh et al., 1995, Lin and Patton, 1995, Mayeda and Krainer, 1992, Yang et al., 1994). Leur 

implication dans l’épissage constitutif a seulement été suggérée. En effet, la déplétion en 

hnRNPC inhibe l’épissage in vitro suggérant un rôle dans l’épissage constitutif, rôle non 

démontré (Choi et al., 1986, Sierakowska et al., 1986).  

Les hnRNP possèdent des domaines de liaison à l’ARN de type RRM (RNA Recognition 

Motif) ou KH (K-homology) ainsi que des domaines auxiliaires riches en certains acides 

aminés particuliers. Pour la hnRNPA1, par exemple, il s’agit de la glycine. Les domaines de 

liaison à l’ARN sont responsables de la liaison spécifique à l’ARN (Mayeda et al., 1998, Zu et 

al., 1998). Il a été suggéré que les domaines auxiliaires pouvaient jouer un rôle dans la 

modulation de l’affinité pour l’ARN ainsi que dans des interactions protéine/protéine. Cela 

a été vérifié dans la cas de la hnRNPA1 tout comme pour d’autres hnRNP (Dreyfuss et al., 

1993, McAfee et al., 1996). 

Généralement, les protéines hnRNPs sont considérées comme des facteurs « répresseurs » 

d’épissage (Caputi et al., 1999, chen et al., 1999, Zhu et al., 2001). En effet, des études in 

vitro montrent que les hnRNP entreraient en compétition avec les protéines du 

spliceosome et qu’elles seraient largement exclues des complexes ARN pre-

messager/spliceosome (Reed et al., 1996). Plusieurs mécanismes sont proposés pour 

expliquer le mode d’action des protéines hnRNP dans leur rôle inhibiteur. Dans un premier 

modèle, elles lient des sites «silencers» conduisant à une accumulation de protéines hnRNP 
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le long de l’ARN masquant ainsi des sites «enhancers» (Figure8A). Dans un deuxième 

modèle, ces protéines se fixent sur des sites de recrutement de protéines du spliceosome 

et les bloquent (Figure 8B). Enfin, un modèle de « looping out » a été proposé pour 

expliquer le mode d’action des hnRNP au niveau de séquences introniques (Figure 8C). Ici, 

les hnRNP lient les introns en amont et en aval d’un exon, interagissent entre elles et, 

conduisent à la formation d’une boucle qui amène à l’élimination de l’exon avec les parties 

introniques. 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C.2) Les « facteurs régulateurs » à profil d’expression tissu-spécifique 

 

C.2.1) La famille CELF 

Les CELF (CUG-BP and ETR-3 Like Factors) constituent une famille de protéines 

relativement conservée (Lu et al., 1999, Ladd et al., 2001). Cette famille joue un rôle dans la 

régulation post-transcriptionnelle des ARN. Initialement, elle était nommée BRUNOL 

(Bruno-Like) pour son homologie avec le régulateur de la traduction Bruno décrit chez la 

 

Figure 8: Mécanisme d’action des protéines hnRNP sur l’épissage alternatif. L’exemple de la hnRNPA1 
illustre ici le mode d’action des hnRNP pour la sélection des sites d’épissage. En (A), grâce à sa capacité 
d’agglomération, la hnRNPA1 masque un site enhancer exonique. En (B), une protéine hnRNPA1 masque le 
site 3’ accepteur d’épissage. Enfin, le cas représenté en (C) montre comment l’interaction protéique entre les 
hnRNPA1 peut conduire à l’élimination de l’exon alternatif avec l’intron excisé (modèle de « looping out »).     
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Drosophile (Good et al., 2000). Les membres de la famille CELF sont des « facteurs 

régulateurs » de l’épissage alternatif (Ladd et al., 2004, Ladd et al., 2001, Philips et al., 

1998), mais certains membres de cette famille étendent leur rôle dans la régulation de la 

traduction (Timchenko et al., 1999, Iakova et al., 2004, Mukhopadhyay et al., 2003), la 

déadénylation et la dégradation des ARN (Paillard et al., 2003, Vlasova and Bohjanen, 2008, 

Vlasova et al., 2008) ainsi que dans l’édition (Anant et al., 2001).  

 La famille CELF comprend 6 membres qui possèdent tous un équivalent chez la Drosophile: 

(1) CUGBP1 ou CUG-Binding Protein 1 aussi appelée BRUNOL2, (2) ETR-3 qui a comme 

autres noms BRUNOL3, CUGBP2 ou encore NAPOR, (3) CELF3 ou BRUNOL1, (4) CELF4 ou 

BRUNOL 4, (5) CELF5 ou BRUNOL5 et enfin (6) CELF6 ou BRUNOL6 (Ladd et al., 2001, Ladd 

et al., 2004). Les membres de cette famille présentent des fortes homologies de séquence. 

Ils sont caractérisés par la présence de trois domaines de liaison à l’ARN de type RRM 

(Good, 1995) avec deux d’entre eux présents côté N terminal suivis par un linker qui les 

sépare du troisième présent côté C terminal. La région qui sépare les RRM 2 et 3 est de 

séquence variable (Good et al.,2000, Ladd et al, 2001). Sa fonction exacte est inconnue, 

mais il est suggéré qu’elle soit impliquée dans l’épissage par des interactions 

protéine/protéine (Singh et al., 2004). En plus des homologies de séquences, les CELF 

partagent des propriétés fonctionnelles. En effet, CUGBP1 et ETR-3 sont connus pour lier 

des séquences CUG in vitro (Timchenko et al.a, 1996, Timchenko et al.,b, 1996, Lu et al., 

1999). En fait, les CELF lient spécifiquement les motifs riches en U/G (Philips et al., 1998, 

Savkur et al., 2001, Takahashi et al., 2000, Charlet-B et al., 2002a, Mori et al., 2008) et, en 

particulier, les motifs UGUU (Marquis et al., 2006, Faustino et al., 2005).  

            Les CELF se trouvent spécialement enrichis dans certains tissus, bien que leur 

expression ne soit pas exclusive à des tissus particuliers. Ici, CUGBP1 fait exception 

puisqu’elle est ubiquitaire. En plus du type de tissu, leur expression peut varier en fonction 

d’une région spécifique au sein d’un même tissu. C’est le cas, par exemple, de ETR-3 dans 

le cerveau, dont l’expression varie en fonction de la région cérébrale (Choi et al., 1998, Choi 

et al., 1999, Levers et al., 2002). L’expression des CELF varie aussi en fonction du stade du 

développement (Ladd et al., 2001, Kalsotra et al., 2008). C’est ainsi que ETR-3 régule 

l’épissage alternatif du récepteur au glutamate NMDAR1 (N-méthyl-D-aspartate) dans 

différentes régions du cerveau au cours du développement (Zhang et al., 2002). Ceci a pour 
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conséquence la production d’isoformes différentes avec des propriétés physiologiques et 

pharmacologiques distinctes (Zukin and Benett, 1995).  

Quant à leur effet sur l’épissage, les CELF peuvent agir en tant que facteurs « activateurs » 

ou «répresseurs». La figure 9 illustre deux modes d’action du facteur ETR-3 pour la 

régulation de l’épissage alternatif. Dans le cas de l’exon 21 de NMDAR1, ETR-3 joue un rôle 

activateur en entrant en compétition avec un facteur « répresseur ». Cette compétition est 

directe puisque ETR-3 se fixe sur le site du répresseur pour empêcher son action (Figure 

9A) (Zhang et al., 2002). Dans d’autres cas, comme celui de la Troponine T cardiaque du 

poulet (cTNT), ETR-3 induit l’inclusion en activant un élément «enhancer» ce qui suppose 

un mécanisme d’action différent (Ladd et al., 2005, Charlet-B et al., 2002a). Ici, un mode 

d’action par compétition directe avec des facteurs répresseurs est exclu puisqu’il a été 

démontré que les sites de fixation de ETR-3 et des facteurs répresseurs étaient bien 

distincts (Charlet-B et al., 2002a, Ho et al., 2004). Dans le cas de cTNT, deux mécanismes 

d’action non exclusifs des CELF ont été suggérés: d’après le premier, les CELF forment un 

complexe activateur d’épissage qui aide au recrutement du spliceosome ; d’après le 

second, les CELF forment un complexe activateur, qui agirait en empêchant l’action d’un 

complexe répresseur (Ladd et al., 2005). 
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Les mécanismes d’action des CELF sont encore à l’étude. Néanmoins, un aspect parait clair 

aujourd’hui: l’effet des CELF sur l’épissage dépend de la localisation de leurs sites de liaison 

sur l’ARN. Dans les deux exemples présentés ici, les CELF se fixent au sein d’éléments 

«silencer» ou «enhancers». Mais ces deux éléments cis ont une caractéristique commune : 

Figure 9: Mécanisme d’action du facteur ETR-3 sur l’épissage alternatif de l’exon 21 de NMDAR1 et 
l’exon 5 de la Troponine T cardiaque. (A) Dans le cerveau, l’expression de ETR-3 varie en fonction de 
région cérébrale. Dans le cerveau postérieur, un facteur répresseur inconnu (R) induit l’exclusion de 
l’exon 21 en se fixant sur l’élément «silencer». Dans le cerveau antérieur, ETR-3 est très exprimé et 
entre en compétition directe avec le facteur répresseur. Il lie le «silencer», empêche la fixation du 
répresseur et provoque ainsi l’inclusion de l’exon. (B) Dans le muscle cardiaque, le niveau d’expression 
des CELF varie en fonction du stade du développement. Au stade embryonnaire, ETR-3 et CUGBP1 
induisent l’inclusion de l’exon5 de cTNT du poulet en formant un complexe activateur sur un élément 
«enhancer». Au stade adulte, l’expression des CELF diminue en faveur d’une augmentation 
d’expression des facteurs PTB et Mbnl1. Ces derniers contribuent à la formation d’un complexe 
répresseur et conduisent à l’exclusion de l’exon. (D’après Ladd et al. 2005) 
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ils contiennent des séquences riches en U/G, motifs de fixation de protéines CELF (Charlet-

B et al., 2002a, Zhang et al., 2002, Timchenko et al., 1996a, Lu et al., 1999, Ladd et al., 

2001). En fonction de la localisation de ces motifs au sein des différents éléments cis 

régulateurs du transcrit, le mécanisme d’action serait donc différent.   

 

C.2.2) La famille Mbnl 
 

  La famille Mbnl (Muscleblind-like protein) tient son nom de son rôle dans la 

différenciation terminale des muscles et des photorécepteurs chez la Drosophile 

(Begemann et al., 1997, Artero et al., 1998). Elle est composée de trois membres qui 

possèdent tous leur équivalent chez la Drosophile : MBNL1, MBNL2 et MBNL3. Ces trois 

protéines présentent des homologies de séquences (Fardaei et al., 2002). Comme les CELF, 

les facteurs Mbnl sont capables d’agir en tant qu’activateurs ou répresseurs (Pascual et al., 

2006, Ho et al., 2004) et sont impliqués dans des fonctions autres que la régulation de 

l’épissage alternatif. Récemment, il a été montré que Mbnl2 était également impliqué dans 

la localisation des ARN (Adereth et al., 2005).  

La famille Mbnl est conservée entre les espèces. En plus de chez l’homme, on la retrouve 

chez le ver (Wang et al., 2008), la mouche (Begemann et al.,1997), le poisson (Fernandes et 

al., 2007), le poulet (Huang et al., 2008) et la souris (Kanadia et al., 2003). L’étude des 

transcrits Mbnl a montré que Mbnl 1 était ubiquitaire alors que Mbnl2 et 3 étaient enrichis 

dans certains tissus (Fardaei et al., 2002). Cette expression varie au cours du 

développement et est corrélée à des changements dans l’épissage alternatif de plusieurs 

transcrits cibles (Kalsotra et al., 2008, Huang et al., 2008). 

Les protéines Mbnl contiennent quatre motifs en doigts de zinc très conservés avec une 

région linker entre les doigts de zinc 2 et 3 (Fardaei et al., 2002, Squillace et al., 2002). Le 

premier et le troisième sont de type CX7CX6CX3H alors que les 2 et 4 sont de type 

CX7CX4CX3H (Fardaei et al., 2002, Squillace et al., 2002). Les quatre doigts de zinc présents 

au niveau de la région N terminale sont nécessaires à la liaison à l’ARN avec une 

importance moindre pour le quatrième (Kino et al., 2004). La région intermédiaire entre les 

doigts 2 et 3 est également nécessaire à cette liaison à l’ARN, probablement en jouant un 

rôle dans la structure de la protéine (Kino et al., 2004, Teplova and Patel, 2008). A l’inverse, 

la région C terminale ne contient pas de motifs de liaison à l’ARN et est responsable de 



30 

 

l’interaction avec d’autres protéines Mbnl (Yuan et al., 2007). Les protéines Mbnl lient les 

motifs CHHG et CHG répétés (le H est un A, C ou un U) (Miller et al., 2000, Kino et al., 2004) 

et les motifs YGCU(U/G)Y (où Y est un C ou un U) (Ho et al., 2004). Plusieurs études 

montrent qu’elles lient l’ARN double brin formant une structure en tige et boucle, avec la 

nécessité d’un mésappariement au niveau de la tige (Miller et al., 2000, Warf and Berglund, 

2007).                    

Les mécanismes de régulation de l’épissage par les protéines Mbnl sont toujours à l’étude. 

Récemment, Warf et Berglund ont montré que Mbnl1 régule l’épissage de l’exon 5 de cTNT 

humain en stabilisant une structure en tige et boucle en amont de l’exon 5 (Figure 10) . Lié 

à cette structure, Mbnl empêcherait la reconnaissance du site 3’ accepteur d’épissage par 

le spliceosome et conduirait ainsi à l’exclusion de l’exon 5 (Warf and Berglund, 2007). Un 

mécanisme similaire a également été décrit pour la régulation de l’exon F de la troponine T 

du muscle squelettique (Yuan et al., 2007). Aujourd’hui, il est proposé que l’action de Mbnl 

sur l’épissage passe par sa capacité à stabiliser des structures secondaires. D’après ce mode 

de régulation, Mbnl séquestrerait des éléments «silencers» ou «enhancers» conduisant 

respectivement à un effet activateur ou répresseur sur l’épissage (Warf and Berglund, 

2007, Yuan et al., 2007, Teplova and Patel, 2008). 

            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Figure 10: Régulation de l’épissage alternatif de cTNT humain par Mbnl1. (A) En absence de Mbnl, une 
structure instable en tige et boucle est présente dans l’intron 4 de cTNT. (B) En présence de Mbnl cette 
structure est stabilisée empêchant l’utilisation du site 3’d’épissage par U2snRNP du spliceosome. 
(D’après Warf et Berglund, 2007) 
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C.2.3) D’autres facteurs  
 

 Avec le développement actuel de la recherche sur l’épissage alternatif et sa régulation, 

les familles de facteurs régulateurs ne cessent d’émerger. C’est le cas de la famille Hu, 

homologue de la famille ELAV de facteurs régulateurs d’épissage chez la Drosophile (Lisbin 

et al., 2001, Soller and White 2003). Les protéines Hu sont surtout connues pour leur rôle 

dans la différenciation neuronale (Wakamatsu and Weston, 1997, Akamatsu et al., 1999). 

Quant à leur rôle comme facteurs régulateurs d’épissage, ce n’est que récemment qu’il a 

été suggéré (Zhu et al., 2006, Izquierdo, 2008).  

On ne peut décrire toutes les familles de facteurs régulateurs d’épissage ici, mais on en 

développera une brièvement pour ce qu’elle apporte à la compréhension de la régulation 

de l’épissage alternatif. Il s’agit de la famille Nova. Constituée de deux membres (Nova 1 et 

2), cette famille est la première décrite avec une distribution tissue spécifique. En effet, les 

facteurs Nova sont presque exclusivement exprimés dans les neurones du système nerveux 

central (Buckanovich et al., 1993, Jensen et al., 2000). Les Nova contiennent 3 domaines de 

liaison à l’ARN de type KH (K-Homology). La disposition des domaines KH au niveau des 

protéines Nova les place dans une famille qui contient les protéines αCP (alpha globin 

mRNA stability complex proteins) et la hnRNP K (Musunuru, 2003). Comme les autres 

facteurs d’épissage décrits ici, les Nova possèdent aussi plusieurs fonctions. Elles sont 

impliquées dans la stabilisation des ARN ainsi que dans la traduction (Ostareck et al. 2004). 

Elles lient les motifs YCAY répétés où Y est une pyrimidine (Jensen et al., 2000, Lewis et al., 

2000, Dredge et al., 2005, Dredge and Darnell, 2003). Une analyse globale des motifs 

YACAY sur le génome par l’équipe de Robert Darnell a permis de révéler un lien entre la 

localisation de ces motifs sur l’ARN et l’effet des Nova sur l’épissage. Par plusieurs 

approches expérimentales, cette équipe a constitué une « carte » qui prédit l’action 

« activateur» ou « répresseur » de Nova d’après la localisation de ses motifs YACY sur le 

transcrit (Figure 11A) (Ule et al., 2006). Quand le motif Nova est à proximité des sites 5’ ou 

3’ d’épissage de l’exon alternatif, que ça soit au niveau exonique ou intronique, Nova agit 

comme «répresseur» en inhibant la fixation des snRNP U1 ou U2 et des protéines SR 

(Figure 11B). Au contraire, quand Nova est fixée loin des sites donneurs ou accepteurs de 

l’exon alternatif, elle agit comme « activateur » en recrutant les protéines du spliceosome 
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(Figure 11C). Enfin, la présence de deux sites Nova sur un transcrit, l’un en aval de l’exon 

alternatif et l’autre en amont d’un exon constitutif, peut conduire par interaction entre les 

protéines Nova à un rapprochement entre les sites 5’ et 3’ d’épissage et ainsi favoriser 

l’inclusion de l’exon alternatif (Figure 11D). 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’influence de la localisation des sites de liaison de facteurs d’épissage sur la régulation de 

l’épissage alternatif a également été démontrée dans le cas de la famille Fox (Ferminizing 

locus on X). De la même manière que pour Nova, une carte génomique des sites de fixation 

des protéines Fox a été établie. D’après cette carte, les sites Fox en amont de l’exon régulé 

 

Figure 11 : Régulation de l’épissage alternatif par Nova. (A) L’exon alternatif est central, bordé par 
deux exons constitutifs (en gris).La carte Nova montre les sites de liaison prédits pour avoir une action 
«silencer» en Bleu, et « enhancer» en rouge. (B) L’exon alternatif est représenté en rose. A proximité 
des sites 3’ ou 5’d’épissage de l’exon alternatif, l’action de Nova est « répresseur ». (C) Par contre, loin 
de ces sites, Nova agit comme « activateur ». (D) Nova peut également agir comme « activateur » par la 
présence de deux sites sur le transcrit: l’un à proximité de l’exon alternatif, l’autre à proximité de l’exon 
constitutif adjacent. Ceci amène à un rapprochement entre les deux exons par interaction entre 
protéines Nova conduisant à l’inclusion de l’exon alternatif. (D’après Ule et al., 2006) 

 

 



33 

 

sont plutôt « activateurs », tandis que ceux en aval sont «répresseurs» (Kiehl et al., 2001,  

Zhang et al., 2008). 

 

C.3) Régulation des facteurs trans régulateurs d’épissage 

 

 Le profil d’épissage alternatif d’un exon donné résulte d’un effet combinatoire entre 

facteurs « répresseurs » et « activateurs ». Ces facteurs sont soumis eux-mêmes à une 

régulation afin d’obtenir des profils d’épissage spécifiques à un type cellulaire, un tissu ou 

un stade du développement. Sommairement, la régulation des facteurs trans régulateurs 

d’épissage se fait à trois niveaux: par leur niveau d’expression, leur phosphorylation et leur 

épissage alternatif.  

 Régulation par le niveau d’expression: Des profils d’épissage spécifiques à certains 

tissus, ou stades du développement, peuvent être obtenus grâce à des facteurs régulateurs 

à expression restreinte, mais également grâce à des facteurs d’épissage ubiquitaires. Par 

exemple, dans le cas des CELF évoqué précédemment, c’est par le moyen d’une expression 

restreinte à certains tissus, expression qui varie au cours du développement, que ces 

facteurs régulateurs induisent les profils d’épissage adaptés aux besoins de l’organisme 

(Ladd et al., 2001, Ladd et al., 2005). Dans d’autres cas, ce sont les variations dans les ratios 

de facteurs ubiquitaires à effets activateurs et inhibiteurs qui conduisent à des profils 

d’épissage tissu et développement spécifiques. C’est le cas, par exemple, des facteurs 

hnRNPA1 et SF2/ASF, dont les ratios changent en fonction de différents tissus de façon à 

modifier l’épissage alternatif de plusieurs transcrits (Faura et al., 1995, Hanamura et al., 

1998, Kamma et al., 1995). 

 Régulation par phosphorylation : Un bon exemple pour illustrer le rôle de la 

phosphorylation dans la régulation de l’épissage alternatif est celui de la protéine SAM68 

(Src-associated in mitosis 68 kD), qui fait partie de la famille STAR (Signal Transduction 

Activator of RNA metabolism). SAM68 induit l’inclusion de l’exon 5 de CD44 une fois 

phosphorylé par la protéine kinase ERK (Matter et al., 2002). La protéine CUGBP1, 

impliquée dans la Dystrophie Myotonique de type 1, est également régulée par 

phosphorylation (Kuyumku-Martinez et al., 2007). 
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 Régulation par l’épissage alternatif: L’épissage alternatif de facteurs d’épissage fait 

partie des mécanismes employés pour moduler leurs effets. Ici, le cas de la protéine SR, 

SC35 est intéressant à évoquer. La région 3’UTR de SC35 est soumise à un épissage 

alternatif qui peut conduire au NMD (Nonsense Mediated Decay). Ceci a pour conséquence 

la diminution du taux de la protéine. Ici, c’est la protéine SC35, elle-même, qui régule 

l’épissage alternatif de sa région 3’UTR et ainsi de sa propre expression (Sureau et al., 

2001).  

 

Une part des informations dont on dispose sur la régulation de l’épissage alternatif vient de 

l’étude de maladies avec des mutations soit au niveau des éléments cis régulateurs 

d’épissage soit au niveau de facteurs trans régulateurs (Cooper et al., 2009). Le sujet de 

cette thèse en est un bel exemple. La Dystrophie Myotonique de type 1 est une maladie 

génétique caractérisée par une dérégulation de facteurs trans régulateurs d’épissage. Cette 

maladie a beaucoup contribué à notre connaissance de la régulation de l’épissage alternatif 

et de son importance dans la physiologie humaine. 

 

(II) La Dystrophie myotonique de type 1 : une 

pathologie caractérisée par des dérégulations 

indirectes de l’épissage alternatif 
 

A) Une maladie génétique avec un phénotype multi-systémique 

 
 La Dystrophie Myotonique de type 1 (DM1) est la dystrophie musculaire la plus 

commune chez l’adulte. Elle touche environ 1 personne sur 15 000 dans le monde. C’est 

une maladie génétique à évolution progressive caractérisée par une dégénérescence des 

muscles squelettiques ainsi qu’une myotonie (la difficulté à détendre les muscles après 

contraction). Mais ce qui la distingue des autres Dystrophies et Myotonies musculaires 

sont, d’une part, certaines caractéristiques électrophysiologiques et, d’autre part, la 

manifestation d’autres atteintes non musculaires (Machuca-Tzili et al., 2005). La plupart 

des symptômes de la DM1 sont récapitulés dans le tableau 1.   
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Système / Organe Atteinte 

 
Endocrinien 

 Resistance à l’insuline 

 Atrophie testiculaire 

 Taux élevés de FSH 

 
Yeux 

 Cataracte 

 Ptose 

 Dégénérescence de la rétine 

 
Cœur 
 

 Défaut de conduction 

 Arythmie cardiaque 

 
 
 
Respiratoire 

 Faiblesse et myotonie du diaphragme et des 

muscles respiratoires 

 Anomalies de contraction du pharynx et de 

l’œsophage.  

 Hypoventilation alvéolaire 

 Aspiration branchiale 

 
 
Cerveau 

 Retard mental dans les formes congénitales 

 Hypersomnie 

 Un déclin cognitif variable 

 Troubles de la personnalité: apathie élevée, 

évitement et comportement d’agressivité passive 

Peau  Calvitie prématurée 

 
 
 
Muscle Lisse 

 Constipation et diarrhées 

 Douleurs abdominales de type coliques 

 Syndrome pseudo-occlusif 

 Contractions non-ordonnées de l’utérus durant 

l’accouchement 

 
 
 
 
Muscle squelettique 

 Myotonie 

 Faiblesse et perte musculaires 

 Faiblesse des muscles distaux et tardivement des 

muscles proximaux                                                               

• Faiblesse des muscles de la face, de la mâchoire, de 

la langue et des muscles fléchisseurs du cou 

 Atrophie du sternocléidomastoïdien 

 

 

 

Tableau1: Principaux symptômes des formes adultes de la Dystrophie Myotonique de type 1. 

 



36 

 

A.1) Les formes de DM1  

 Selon les symptômes et l’âge de déclaration de la maladie, la DM1 peut être divisée en 

quatre catégories cliniques: Les formes congénitale, juvénile, adulte et la forme tardive 

asymptomatique. En fait, il n’y a pas de distinction absolue entre les différentes formes de 

DM1 car la maladie forme un continuum. Ce continuum s’explique par le mécanisme 

moléculaire de la maladie (voir chapitre suivant).   

 La forme congénitale : C’est la forme la plus sévère avec des symptômes présents dès la 

naissance. Cette forme est presque exclusivement à transmission maternelle (Harper, 

1972a). Dans ce cas gravissime, l’enfant est très hypotonique et présente des troubles de 

succion et de déglutition avec une détresse respiratoire qui peut être à l’origine de son 

décès. Les enfants qui survivent présentent un retard dans le développement moteur et 

mental et nécessitent un soutien scolaire à l’école. 

 La forme juvénile (infantile) : Cette forme est mal définie. Elle débute avant l’âge de 10 

ans. Ici, la transmission maternelle n’est pas une règle. Les enfants atteints présentent des 

faiblesses des muscles faciaux, une myotonie, un QI bas ainsi que des troubles 

psychologiques.  

 La forme adulte : C’est la forme la plus répandue avec une apparition des symptômes 

entre l’âge de 20 et 40 ans. Ici, l’atteinte concerne les muscles squelettiques, les muscles 

lisses, le système cardio-respiratoire, le système endocrinien, les yeux et le cerveau. Le 

Tableau 1 récapitule l’ensemble des symptômes de la forme adulte de DM1.   

 La forme tardive non asymptomatique : On retrouve cette forme chez les personnes 

âgées. Ici, on n’observe ni faiblesse musculaire ni myotonie, mais plutôt une cataracte et, 

chez les hommes, une calvitie (Machuca-Tzili et al., 2005). 

A.2) La mutation DM 1: Une expansion instable de triplets non traduits à 

transmission autosomique dominante 

 
Les travaux sur la mutation à l’origine de la DM1 ont débuté dans les années 70 (Harper et 

al., 1972b). Dans les années 80, le chromosome 19 a été identifié comme étant le 

chromosome porteur de la mutation, laquelle est précisément localisée en q13 dès 1991 
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par l’équipe de Shaw (Whitehead et al., 1982, Brunner et al., 1989, Shaw et al., 1985, 

Harley et al., 1991). Des expériences de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

ont été menées pour l’identifier et ont montré une variabilité dans la taille du locus touché 

entre différents patients DM1 (Aslanidis et al., 1992, Buxton et al., 1992, Harley et al., 

1992). En 1992, la mutation DM1 a clairement été identifiée comme une expansion 

pathologique et instable de trinucléotides CTG dans la région 3’UTR non traduite du gène 

ainsi nommé DMPK ; Dystrophia Myotonica Protein Kinase (Aslanidis et al., 1992, Brook et 

al., 1992, Buxton et al., 1992, Fu et al., 1992, Harley et al., 1992, Mahadevan et al., 1992). 

 

 La dystrophie myotonique proteine kinase : Le gène DMPK est sujet à un épissage 

alternatif et est constitué de 15 exons qui sont distribués sur une région de 13 kilobases 

(Jansen et al., 1992). La protéine DMPK est particulièrement enrichie dans les organes 

atteints par la DM1: les muscles distaux et proximaux, muscles lisses, le cœur, les yeux, les 

testicules, le cortex cérébral et le cervelet (Jansen et al., 1996, Eriksson et al., 2000, Sakar 

et al., 2004). Cette kinase possède un domaine qui présente une grande homologie avec les 

sérine/thréonine kinase AMP cyclique dépendantes (Shaw et al., 1993, Mahadevan et al., 

1993). Ses fonctions sont mal connues. Elle est nécessaire à l’organisation du muscle 

squelettique (Reddy et al., 1996) ainsi qu’à la différenciation des myoblastes (Bush et al., 

1996, Furling et al., 2001). Elle participe également à l’homéostasie du calcium, ce qui 

pourrait l’impliquer dans la régulation de la contraction du muscle squelettique (Benders et 

al., 1997, Kaliman et al., 2005).  

 

 L’expansion instable des triplets CTG: Chez un individu sain, la région 3’UTR de la DMPK 

contient entre 5 et 37 répétions CTG. Chez les patients atteints de DM1, le nombre de 

répétitions dépasse 50 et peut atteindre plusieurs milliers dans les formes congénitales 

(Brook et al., 1992). De plus, ce nombre de répétitions pathologiques continue à 

augmenter au cours du temps: c’est l’instabilité génétique (Wong et al., 1995, Lia, 1998, 

Martorell et al., 1998). Cette instabilité génétique concerne les cellules somatiques et 

germinales (Savouret et al., 2004, De temmerman et al., 2004). Le mécanisme majeur 

pouvant l’expliquer serait un défaut au moment de la réplication de l’ADN (Figure 12). Ceci 

est basé sur la capacité des CTG à former des tiges et boucles (Pearson et al., 2002). La 
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formation de ces structures au niveau du brin d’ADN néo-synthétisé entrainerait une 

expansion. A l’inverse, sa formation au niveau du brin matrice entrainerait un 

« glissement » de l’ADN polymérase sur la base de la boucle sans la répliquer. Ceci serait à 

l’origine d’une rétraction du nombre de CTG, phénomène également observé chez les 

patients (Kang et al., 1995, Sarkar et al., 1998, Iyer and Wells, 1999). Des mécanismes de 

réparation de l’ADN sont aussi impliqués dans le phénomène d’expansion (van den Broek 

et al., 2007, Panigrahi et al., 2005, Tomé et al., 2009). L’instabilité de l’expansion entraine 

une variabilité dans le nombre de répétitions CTG entre les différents tissus d’un même 

individu ainsi qu’au sein d’un même tissu. Ce phénomène s’appelle le mosaïsme. Lui aussi 

est somatique et germinal (Jansen et al., 1994,Lia et al., 1998, Martorell et al., 2000, De 

temmerman, 2004, Savouret et al., 2004). 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Instabilité des expansions au cours de la réplication de l’ADN. Au cours de la réplication 
normale, l’ADN polymérase synthétise l’ADN de façon continue à partir d’un brin parental (en haut) et 
de façon interrompue à partir du brin complémentaire (en bas). L’ADN à répliquer est appelé brin 
matrice et celui synthétisé brin néo-synthétisé. Des structures secondaires dues aux expansions de 
triplets CTG peuvent se former sur l’un des deux brins. Lorsque les structures se forment sur le brin néo-
synthétisé, on a une expansion qui se manifestera au prochain cycle de réplication. En revanche, les 
structures au niveau du brin matrice conduisent à une rétraction qui se manifestera, elle aussi, au 
prochain cycle de réplication. (D’après Brouwer et al., 2009) 
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 La transmissibilité autosomique dominante de la mutation: La mutation DM1 est 

autosomique dominante et sa transmission dépend du sexe du parent transmetteur 

(Brunner et al., 1993). En effet, des travaux épidémiologies montrent que, lorsque la 

mutation est transmise par le père, elle est plus instable chez la descendance que 

lorsqu’elle est transmise par la mère (Brunner et al. 1993). Généralement, des expansions 

de petites tailles très instables sont transmises par le père, tandis que les grandes 

expansions liées aux formes congénitales sont préférentiellement dues à une transmission 

maternelle (Tsilfidis et al., 1992, Lavedan et al., 1993). Ceci pourrait s’expliquer par un 

mécanisme de sélection lors de la spermatogenèse qui éliminerait les cellules portant des 

grandes expansions (Brunner et al., 1993). Il existe des cas de formes congénitales 

transmises par le père, mais cela reste l’exception (Zeesman et al., 2002, Di costanzo et al., 

2009) 

 

A.3) Une Corrélation génotype / phénotype 

 
 Une caractéristique majeure de la mutation DM1 est que la taille de l’expansion est 

directement corrélée à la sévérité de la maladie (Buxton et al., 1992, Mahadevan et al., 

1992). Les enfants atteints de DM1 ont des expansions plus grandes que celles de leurs 

parents. De plus, la taille des expansions de ces individus augmente durant leur vie et 

conduit à la transmission d’expansions plus grandes (Ashizawa et al., 1992). En 

conséquence, les enfants atteints de DM1 présentent des formes plus sévères de la 

maladie que leurs parents et, au fur et à mesure des générations, la maladie s’aggrave et 

l’âge de son apparition devient de plus en plus précoce. Ce phénomène s’appelle 

l’anticipation (Hunter et al., 1992, Harley et al., 1993). C’est une caractéristique clinique 

majeure de la DM1 qui s’explique, en grande partie, par l’instabilité génétique de la 

mutation à l’origine de la maladie. 

 

B)  Mécanismes de pathogenicité de la DMPK mutée 

   
 Après la découverte de la mutation à l’origine de la DM1, une question importante 

restait en suspens: comment cette mutation, localisée dans une région non codante, peut-
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elle générer la pathologie? Cette question entraine avec elle d’autres interrogations: est-ce 

que la mutation peut interférer avec la transcription de la DMPK? Avec la maturation de 

son ARN ou avec son transport? Ou encore, l’effet de cette mutation implique-t-il 

uniquement la DMPK? Il a été montré que le site contenant la mutation fait partie d’une 

région promotrice d’un gène adjacent, SIX5. Celui-ci est-il impliqué? Est-il possible que les 

expansions modifient la structure de la chromatine pour impliquer d’autres gènes encore? 

Toutes ces questions ont été abordées afin de comprendre le mécanisme de pathogénicité 

de la DMPK mutée. Les différentes recherches sur ce sujet ont permis d’élaborer trois 

modèles de pathogénicité de la DMPK qui se sont avérés, tour à tour, tous exactes mais 

avec des retombées différentes : (1) L’haplo-insuffisance de la DMPK (2) l’expression 

altérée de gènes voisins et (3) un effet « gain de fonction » toxique des ARNs mutés.   

 

B.1) Des effets en cis   

 

B.1.1) Haplo-insuffisance de la DMPK 

 

 D’expression ubiquitaire, la DMPK pourrait, à elle seule, expliquer le phénotype 

multisystémique de la DM1. Ce fut la première piste explorée. D’après cette hypothèse, la 

mutation affecterait l’expression de la DMPK en cis. Cela se ferait soit en altérant sa 

transcription soit en induisant la rétention de ses ARN dans le noyau empêchant ainsi leur 

traduction dans le cytoplasme. En effet, une baisse du niveau des ARN ainsi que de la 

protéine ont été observées dans les sujets atteints (Fu et al., 1993, Novelli et al., 1993, 

Wang et al., 1995a, Krahe et al., 1995). De plus, les ARN DMPK sont retenus dans le noyau 

sous forme d’agrégats ribonucléaires nommés foci (Taneja et al., 1995). Ces inclusions ont 

été observées chez les patients DM1 dans des fibroblastes et dans le muscle squelettique 

(Taneja et al., 1995, Davis et al., 1997), dans le cœur (Mankodi et al., 2005), ainsi que, au 

niveau cérébral, dans les neurones corticaux et sous corticaux (Jiang et al., 2004). Bien que 

les foci soient essentiellement nucléaires, il faut noter qu’une distribution cytoplasmique a 

également été décrite (Amack and Mahadevan, 2001). Ces foci qui correspondent à la 

rétention des ARN DMPK dans le noyau constituent aujourd’hui la signature 

histopathologique de la DM1. Ils mènent à une baisse de la quantité de protéine, ayant 

pour conséquence une haplo-insuffisance de la DMPK.  
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L’haplo-insuffisance de la DMPK participe au phénotype pathologique observé dans la DM1 

mais ne l’explique pas entièrement. En effet, l’invalidation du gène DMPK dans des souris 

transgéniques a pour conséquence une faible altération des muscles stérno-cléido-

mastoidiens ainsi que des défauts de conduction cardiaque (Jansen et al., 1996, Berul et al., 

1999). Avec les défauts de conduction cardiaque, ces souris présentent donc l’un des 

phénotypes de la DM1, mais ne récapitulent pas la totalité des effets multisystémiques. 

D’autres mécanismes sont donc obligatoirement impliqués. 

 

 

B.1.2) Effet cis sur les gènes environnants  

 
 La deuxième piste explorée a été celle d’une modification de la structure de la 

chromatine qui affecterait l’expression non seulement du gène DMPK, mais aussi des gènes 

environnants. De nature flexible, les expansions de triplets pourraient fermement enrouler 

les histones créant une région de répression transcriptionelle. Des régions nucléosomales 

de cette sorte ont été mises en évidence au niveau de la zone de mutation (Otten et al., 

1995, Wang et al., 1995b). Il a été montré que cette mutation entrainait une baisse de 

transcription du gène SIX5 (Sine oculis homeobox homolog 5) présent en aval de la DMPK et 

qui code pour un facteur de transcription (Otten et al., 1995, Thornton et al., 1997, Frisch 

et al., 2001). Ce gène possède un élément de régulation transcriptionelle dans la région 

condensée. Dans la DM1, son expression est réduite par un facteur 2 à 4 (Klesert et al., 

1997). Des modèles transgéniques murins montrent que cette déficience pourrait conduire 

à seulement l’un des symptômes de la DM1: la cataracte (Klesert et al., 2000). Quant au 

gène situé en amont de la DMPK, DMWD (Dystrophia Myotonica containing WD repeat 

motif), son expression est également réduite sous l’effet de la mutation, mais les 

conséquences de cette baisse ne sont pas encore connues (Alwazzan et al., 1999). Une 

implication dans l’atteinte neuronale peut être envisagée (Westerlaken et al., 2003). 

 

 

 

 

 



42 

 

B.2) Des effets en trans  

 

 Que cela soit au niveau de la DMPK ou des ses gènes environnants, l’effet en cis des 

expansions n’explique pas le phénotype multisystémique de la maladie. Ceci a conduit à 

l’élaboration de l’hypothèse d’un gain de fonction des ARN mutés. Bien qu’elles ne soient 

pas traduites, les expansions de triplets sont transcrites et sont retenues dans le noyau 

sous forme de foci (Taneja et al., 1995, Davis et al., 1997, Jiang et al., 2004). Les foci 

nucléaires pourraient alors interférer avec le métabolisme de la cellule et exercer un effet 

toxique. Cet effet toxique des ARN mutés suppose leur action sur des gènes, ou produits de 

gènes, pas nécessairement présents sur le locus de la DMPK. Cet effet est qualifié de trans-

dominant. 

L’idée d’un effet trans-dominant des ARN mutés a été confortée par l’existence d’une autre 

dystrophie myotonique qui présente de grandes similitudes cliniques avec la DM1.Il s’agit 

de la DM2 (Liquori et al., 2001, Day and Ranum, 2005). Cette maladie multisystémique est 

également due à des expansions pathologiques dans une région non traduite d’un gène. Il 

s’agit d’expansions de quadruplets CCTG dans l’intron 1 du gène ZNF9. Ici, et à la différence 

de la DM1, on n’observe pas d’altération de la quantité d’ARN et de protéine ni pour ZNF9 

ni pour les gènes voisins (Margolis et al., 2006). Par contre, et comme dans la DM1, les ARN 

mutés s’accumulent dans le noyau sous forme de foci (Liquori et al., 2001). Etant donnée la 

grande différence de l’effet en cis des deux mutations, la similitude clinique entre les deux 

pathologies ne peut être attribuée qu’à l’effet en trans produit par les deux.     

 

B.2.1) Rôle crucial des CTG dans la physiopathologie de la DM1 

 

 Dans la DM1, les premières preuves pour un effet de gain de fonction toxique des ARN 

mutés sont venues grâce à des modèles cellulaires et à des animaux transgéniques. 

D’abord, des modèles cellulaires de myoblastes ont montré que c’était la présence 

d’expansions de CTG qui conduisait à l’effet cis sur la DMPK (Amack et al., 1999). Les 

travaux sur myoblastes ont également permis de voir que les CTG induisaient un 

ralentissement dans la différenciation des myoblastes en myotubes (Amack et al., 1999, 

Furling et al., 2001). Ensuite, des modèles murins ont révélé que plusieurs phénotypes de la 
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DM1 pouvaient être obtenus par la présence d’expansions de CTG, cela indépendamment 

de l’effet cis de la mutation DM1. L’équipe de Charles Thornton a élaboré un modèle qui 

exprime des expansions dans le contexte du gène de l’actine musculaire. Ce modèle 

montre une myopathie et une myotonie musculaires, deux symptômes majeurs de la 

pathologie (Mankodi et al., 2000). En parallèle, l’équipe de Geneviève Gourdon a élaboré 

un modèle murin qui exprime des expansions de CTG dans leur contexte naturel au sein de 

la DMPK (Seznec et al., 2001). Ces souris présentent également plusieurs atteintes 

musculaires ainsi que des atteints cérébrales cérébrales caractéristiques de la DM1. Depuis, 

les modèles murins ont continué à illustrer la contribution des expansions de triplets aux 

différents symptômes de la DM1. C’est ainsi qu’on a pu mettre en valeur la contribution 

des expansions à la perte de la fibre de muscle squelettique (Orengo et al., 2008), l’atteinte 

cardiaque (Wang et al., 2007b) et à l’atteinte respiratoire (Panaite et al., 2008). 

Ainsi, la pathologie dans la DM1 est essentiellement due aux expansions de triplets CTG. A 

partir de là, et puisque les effets en cis n’expliquaient pas tous les symptômes de la 

maladie, on a supposé que l’effet de la mutation pouvait passer par une toxicité au niveau 

des ARN mutés. Ces derniers pourraient induire des dérégulations au niveau de protéines 

liant l’ARN. C’est ainsi que l’attention s’est focalisée sur les protéines capables de lier les 

motifs CUG.  

 

B.2.2) L’effet trans-dominant des CTG sur l’épissage alternatif 

 

 Dans la recherche de protéines potentiellement impliquées dans l’effet des expansions 

de triplets, deux familles ont retenu l’attention pour leur capacité à lier les motifs CUG in 

vitro. Il s’agit des facteurs régulateurs d’épissage des familles CELF et Muscleblind 

(Timchenko et al., 1999, Miller et al., 2000). Il a été montré que le facteur régulateur 

d’épissage Mbnl1 était séquestré dans les foci et que la quantité de protéines CUGBP1 était 

augmentée et qu’elles étaient hyperactives (hyperphosphorylées) (Fardaei et al., 2001, 

Timchenko et al., 2001, Jiang et al., 2004, Mankodi et al., 2001, Roberts et al., 1997, Savkur 

et al., 2001). Le facteur d’épissage hnRNP H a également été retrouvé augmenté dans des 

myoblastes immortalisés de patients DM1 (Paul et al., 2006). De plus, une co-localisation 

entre la hnRNP F et les foci a été décrite (Jiang et al., 2004). 
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Une altération de ces facteurs d’épissage par les expansions de triplets suppose une 

altération de l’épissage alternatif de leurs transcrits cibles. Et, en effet, dans la DM1, on 

observe une dérégulation de l’épissage alternatif de plusieurs transcrits dans les différents 

organes touchés. L’essentiel des transcrits, dont l’épissage alternatif est dérégulé dans la 

DM1, sont décrits dans le tableau 2. Il faut noter que d’autres transcrits altérés ont 

également été décrits (Lin et al., 2006, Kalsotra et al., 2008). Les dérégulations d’épissage 

alternatif des transcrits les plus connus ont été reproduites dans des modèles cellulaires et 

murins exprimant les expansion de triplets (Charlet-B et al., 2002b, Philips et al., 1998, 

Savkur et al., 2001, Kanadia et al., 2003, Gomes-Pereira et al., 2007, Orengo et al., 2008). 

Ceci a permis de démontrer le lien entre la dérégulation de l’épissage et la pathologie. Chez 

l’homme, la taille des expansions est corrélée aux défauts d’épissage (Botta et al., 2008) 

fournissant une possible explication moléculaire à la physiopathologie de la DM1.  

Aujourd’hui, l’effet trans-dominant sur l’épissage alternatif est considéré comme devant 

être le mécanisme majeur capable d’expliquer le phénotype multi-systémique de la 

maladie (Day and Ranum, 2005, Ranum and Cooper, 2006, Osborne and Thornton, 2006). 

Ceci a été démontré pour le canal chlore, dont la dérégulation d’épissage participe à des 

aspects précis de la myotonie (Wheeler et al., 2007). De même, le défaut d’épissage du 

récepteur à l’insuline conduit à une résistance à l’insuline (Savkur et al., 2001). De manière 

intéressante, cet effet trans-dominant sur l’épissage alternatif est également observé dans 

la DM2, où l’on observe aussi une séquestration du facteur d’épissage Mbnl1 dans les foci 

(Mankodi et al., 2001, Cardani et al., 2006, Cardani et al., 2009, Lin et al., 2006). Cet effet 

pourrait expliquer la similitude clinique entre les deux pathologies (Machuca-Tzili et al., 

2005). 
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Tableau 2 : Plusieurs transcrits dont l’épissage alternatif est dérégulé dans la DM1. 

 

Organe Transcrits dérégulés dans la DM1 

 

 

 

Muscle 

squelettique 

 

 Troponine T squelettique (TNNT3) 

 Canal chlore (CLCN-1) 

 Protéine affiliée à la myotubularine 

(MTMR1) 

 Récepteur à la Ryanodine (RyR) 

 Récepteur à l’insuline (IR) 

 Pompe ATPase Ca2+ du réticulum 

sarcoplasmique/endoplasmique (SERCA 1 

et SERCA 2) 

 Muscleblind (Mbnl1 et 2) 

 

Muscle 

cardiaque 

 

 Troponine T cardiaque (TNNT2) 

 Protéine affiliée à la myotubularine 

(MTMR1) 

 

 

 

Cerveau 

 

 Protéine associée aux microtubules (Tau) 

 Protéine précurseur à l’amyloïde (APP) 

 Récepteur N-méthyl-D-aspartate 

(NMDAR1) 

 Muscleblind (Mbnl1) 
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B.2.3) L’effet trans-dominant des CTG sur l’expression de gènes 

 

 Des modifications dans le niveau d’expression de gènes ont été rapportées chez des 

patients atteints de DM1 ainsi que dans plusieurs modèles transgéniques de la pathologie 

(Botta et al., 2007, Osborne et al., 2009, Ebralzide et al., 2004). Ces modifications peuvent 

être la conséquence d’altérations dans la disponibilité de facteurs de transcription due à 

leur séquestration par les CUG (Ebralzide et al., 2004).  

Altérée dans la DM1, la protéine CUGBP1 peut également contribuer à ces modifications 

d’expression. Il faut rappeler ici que CUGBP1 est aussi bien impliquée dans l’épissage que 

dans la traduction, la déadénylation et la dégradation des ARN (Timchenko et al., 1999, 

Iakova et al., 2004, Mukhopadhyay et al., 2003, Paillard et al., 2003, Valasova and 

Bohjanen, 2008 ). Dans la DM1, CUGBP1 devient essentiellement localisée dans le noyau, 

ce qui altère ses activités cytoplasmiques (Timchenko et al., 2001, Tmichenko et al., 2004). 

Dans le muscle squelettique, cette localisation a pour conséquence l’altération de la 

traduction de plusieurs de ses cibles, telles que le facteur de transcription MEF2A (Myocyte 

Enhancer Factor 2A) et la protéine du cycle cellulaire p21. Il a été montré que cet 

événement participe à l’atteinte musculaire (Timchenko et al., 2001, Tmichenko et al., 

2004). Dans le cœur, c’est la facteur de transcription NKX2-5 qui est altéré participant ainsi 

à l’atteinte cardiaque (Yadava et al., 2008). 

Krol et ses collaborateurs ont proposé que les expansions de CUG étaient clivées par la 

ribonucléase Dicer pour produire plusieurs fragments de CUG qui viendraient alors inhiber 

l’expression par le principe d’ARN interférence (Krol et al., 2007). Récemment, l’équipe de 

Charles Thornton a décrit des modifications d’expression dans deux modèles transgéniques 

murins de la DM1: un modèle exprimant des expansions de triplets au sein du gène de 

l’actine (modèle HSALR) et un autre KO pour le gène Mbnl1 (Mbnl1 -/-) (Osborne et al., 

2009). Les auteurs montrent, ici, que les deux modèles, qui récapitulent plusieurs 

phénotypes de la maladie, présentent des similitudes dans les modifications d’expression. 

Si ces résultats témoignent de l’importance de la perte de fonction de Mbnl1 dans l’effet 

trans-dominant des CTG sur l’expression, ils montrent également que la perte de Mbnl1 

peut induire, à elle seule, des modifications d’expression. Ceci souligne la complexité du 
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problème et la part d’inconnu qui l’entoure. A ce jour, aucune fonction de Mbnl1 dans la 

régulation d’expression des gènes n’a été décrite.  

L’effet trans-dominant sur l’expression de gènes est également observé dans la DM2 où 

l’on constate des modifications similaires à celles retrouvées dans la DM1 (Botta et al., 

2007). Cet effet participe probablement à la similitude clinique entre les deux pathologies.  

 

 

C)  Implication des facteurs d’épissage des familles 

Muscleblind et CELF dans l’effet trans-dominant des 

expansions de CTG 

 
 Aujourd’hui, l’effet trans-dominant sur l’épissage alternatif est considéré comme le 

mécanisme majeur capable d’expliquer le phénotype multi-systémique de la maladie. Les 

anomalies d’épissage observées dans le muscle squelettique, le cœur et le cerveau dans la 

DM1 concernent des transcrits normalement régulés au cours du développement et 

conduisent à une expression majorée d’isoformes fœtales (Buj-Bello et al., 2002, Charlet-B 

et al., 2002b, Jiang et al., 2004, Kanadia et al., 2003, Philips et al., 1998, Savkur et al., 2001, 

Sergeant et al., 2001). La plupart de ces transcrits sont régulés par les facteurs d’épissage 

de la famille Mbnl et CELF connus pour jouer un rôle au cours du développement (Kalsotra 

et al., 2008, Huang et al., 2008, Ladd et al., 2001, Lin et al., 2006). Ces deux familles 

exercent des effets antagonistes sur l’épissage des transcrits dérégulés dans la DM1 et 

fournissent une part d’explication aux mécanismes sous-jacents à la pathologie.   

 

C.1) Implication du facteur d’épissage MBNL1 
 

 Comme il a été décrit précédemment, le facteur d’épissage Mbnl1 se retrouve séquestré 

dans les foci ce qui conduit à sa perte de fonction (Fardaei et al., 2001, Mankodi et al., 

2001, Mankodi et al., 2005, Jiang et al., 2004, Kanadia et al., 2003a). Mbnl1 n’est pas le seul 

de sa famille à être séquestré dans les foci puisque ses paralogues Mbnl 2 et 3 le sont 

également (Miller et al., 2000, Fardei et al., 2002, Mankodi et al., 2003). L’implication de 
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ces derniers dans l’effet trans-dominant sur l’épissage n’est pas très connue et seule celle 

de Mbnl1 sera abordée ici. 

 

C.1.1) Mbnl1 entre dans la constitution des foci 

 Non seulement Mbnl1 co-localise avec les foci, mais il participe également à la 

formation et au maintien de ces structures. Un modèle transgénique de DM1 chez la 

Drosophile a montré la formation de foci dans des cellules musculaires, mais pas dans des 

cellules neuronales et cela en dépit de la présence de la DMPK mutée dans ces dernières 

(Houseley et al., 2005). La transfection de Mbnl1 dans les cellules neuronales a induit la 

formation de quelques foci révélant son implication dans la formation de ces structures. 

Dans des myoblastes de DM1, l’invalidation de Mbnl1 a conduit à une perte considérable 

du nombre de foci. Une telle conséquence souligne l’importance de Mbnl1 dans le 

maintien des foci (Dansithong et al., 2005). La figure 13 montre la co-localisation de Mbnl1 

avec les foci dans le tissu cardiaque.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C.1.2) Le facteur Mbnl1 régule l’épissage alternatif de plusieurs 

transcrits altérés dans la DM1 

 

 Que cela passe par une augmentation d’inclusion ou d’exclusion de l’exon régulé, Mbnl1 

régule l’épissage alternatif de plusieurs transcrits altérés dans la DM1 (Lin et al., 2006, 

Kanadia et al., 2003a). C’est le cas pour la troponine T cardiaque (cTNT), dont l’un des 

exons alternatifs (l’exon 5) devient préférentiellement inclus dans la DM1 (Philips et al., 

 

Figure 13: Co-localisation entre Mbnl1 et les foci d’ARN dans le cœur humain. Les foci sont 

révélés par Hybridation in situ et Mbnl1 par Immunofluorescence (De Mankodi et al., 2005) 
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1998). Pour cet exon, la surexpression de Mbnl1 induit une augmentation d’exclusion alors 

que sa perte de fonction provoque l’inclusion (Ho et al., 2004). Cet effet est en cohérence 

avec le postulat d’une perte de fonction de Mbnl1 dans sa contribution aux phénotypes 

d’épissage pathologiques (Kanadia et al., 2003a). L’exon fœtal (exon F) du transcrit de la 

troponine T squelettique est aussi régulé par Mbnl1 (Kanadia et al., 2003a, Kanadia et al., 

2006). Pour le canal chlore, le defaut d’épissage dans la DM1 correspond à une insertion de 

l‘intron 2 et des exons 6b, 7a (Charlet-B et al., 2002b, Mankodi et al., 2002). Ces 

dérégulations conduisent à l’apparition de codons stop prématurés et sont probablement 

responsables d’une dégradation du transcrit par le processus de NMD (Nonesense 

mediated decay)( Charlet-B et al., 2002b, Mankodi et al., 2002, Lueck et al., 2006). Dans des 

souris KO pour Mbnl1, l’exon 7a devient preferentiellement inclus demontrant que cet 

exon est régulé par Mbnl1 (Kanadia et al., 2003a). Un autre transcrit altéré dans le muscle 

squelettique de DM1 est le récepteur à l’insuline (Savkur et al., 2001, Savkur et al., 2004). 

Ici, l’exon 11 est préférentiellement exclu chez les patients atteints de DM1. Dans des 

cultures primaires de muscle squelettique de poulet, la surexpression de Mbnl1 amène à 

l’inclusion de l’exon 11, tandis que sa perte de fonction induit son exclusion (Ho et al., 

2004). Dans des myoblastes humains, l’invalidation de Mbnl1 confirme l’exclusion de l’exon 

11, tandis que sa surexpression n’a pas de conséquence (Danisthong et al., 2005). L’effet de 

ce facteur sur l’épissage est donc dépendant du contexte cellulaire. Dans le cerveau, le 

transcrit de Tau est altéré au niveau de différents exons alternatifs : les exons 2,3, 6 et 10 

(Sergeant et al., 2001, Leroy et al., 2006a, Jiang et al., 2004, Dhaenens et al., 2008). 

L’altération d’épissage des exons 2, 3 et 10 dans la DM1 conduit à leur exclusion. Le cas de 

l’exon 6 est particulier. Cet exon possède, en effet, trois sites 3’ d’épissage dont l’usage 

génère respectivement les isoformes 6c, 6p et 6d. Dans la DM1, il y une baisse de 

l’isoforme 6c au profit de l’isoforme 6d. Quant à l’effet de Mbnl1 sur l’épissage de Tau, 

notre laboratoire a montré son effet sur les exons 2 et 3 (Dhaenens et al., 2008). Comme 

pour le récepteur à l’insuline, l’invalidation de Mbnl1 induit l’exclusion des exons 2 et 3, 

tandis que sa surexpression n’a pas d’effet (Dhaenens et al., 2008). 
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C.1.3) La perte de fonction de Mbnl1 reproduit plusieurs phénotypes 

de la DM1 

 

 Le facteur Mbnl1 semble jouer un rôle important dans les phénotypes pathologiques de 

la DM1. D’abord, des souris KO partiel pour Mbnl1 (Mbnl1∆E3/∆E3) montrent plusieurs 

caractéristiques phénotypiques communes avec des souris DM1 (HSALR) et les patients 

DM1 (Kanadia et al., 2003). L’invalidation de Mbnl1 dans ces souris induit des anomalies 

histologiques du muscle squelettique, une myotonie et une cataracte (Kanadia et al., 2003). 

Par contre, la surexpression de Mbnl1 dans des souris qui expriment des expansions de 

triplets CTG est capable de réduire considérablement la myotonie (Kanadia et al., 2006). Un 

modèle de DM1 dans la Drosophile a également montré que plusieurs aspects dégénératifs 

du muscle squelettique et de l’œil sont amoindris par la surexpression de Mbnl1 et 

aggravés par sa sous-expression (De Haro et al., 2006). 

 

C.2) Implication des facteurs de la famille CELF 
 

 

C.2.1) Implication de CUGBP1 

 

  La protéine CUGBP1 est soumise à plusieurs altérations dans la DM1. Des cultures de 

cellules et des souris transgéniques qui expriment la DMPK mutée ainsi que des tissus de 

patients de DM1 montrent que son taux protéique augmente dans le muscle squelettique 

et le cœur (Dansithong et al., 2005, Savkur et al., 2001, Timchenko et al., 2001, Timchenko 

et al., 2004, Wang et al., 2007, Orengo et al., 2008). Par ailleurs, la phosphorylation et la 

distribution cellulaire de CUGBP1 sont également altérées dans la DM1 (Roberts et al., 

1997, Kuyumcu-Martinez et al., 2007). Plusieurs arguments montrent l’implication de 

CUGBP1 dans la physiopathologie de la DM1.   

 

C.2.1.1) Le facteur CUGBP1 régule l’épissage alternatif de plusieurs 

transcrits altérés dans la DM1 

 

 Le premier élément qui plaide en la faveur d’un rôle de CUGBP1 dans la DM1 est son 

implication dans l’effet trans-dominant sur l’épissage alternatif. CUGBP1 régule l’épissage 
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de la troponine T cardiaque, du récepteur à l’insuline, du canal chlore et de la protéine 

affiliée à la myotubularine (Philips et al., 1998, Savkur et al., 2001, Ho et al., 2005, Ho et al., 

2004, Charlet-B et al., 2002b). Dans le cas de tous ces transcrits, la surexpression de 

CUGBP1 provoque une augmentation des isoformes fœtales. De manière intéressante, 

l’expression de CUGBP1 diminue au cours du développement dans le muscle squelettique 

et le cœur (Ladd et al., 2005). Dans des souris transgéniques qui surexpriment CUGBP1 

dans ces organes, un retour à un profil d’épissage de type fœtal est observé pour la 

troponine T cardiaque, le canal chlore et la protéine affiliée à la myotubularine (Ho et al., 

2005).  

Parmi les exemples qui illustrent le mieux le rôle de CUGBP1 dans l’effet trans-dominant 

sur l’épissage, on a la troponine T cardiaque et le récepteur à l’insuline. Des mutations dans 

les sites de liaison de CUGBP1 sur ces deux transcrits les rendent incapables de répondre à 

l’effet trans-dominant des expansions de triplets (Philips et al., 1998, Savkur et al., 2001). Si 

cette incapacité de réponse aux CTG prouve l’implication de CUGBP1 dans l’effet trans-

dominant sur ces transcrits, elle montre aussi que Mbnl1 n’est pas le seul facteur à y 

contribuer.   

 

C.2.1.2) La surexpression de CUGBP1 reproduit plusieurs phénotypes 

de la DM1 

 
 Des souris transgéniques qui surexpriment CUGBP1 dans le muscle squelettique et le 

cœur présentent un taux de mortalité d’autant plus élevé que l’expression de CUGBP1 est 

importante (Timchenko et al., 2004, Ho et al., 2005). Celles qui survivent présentent un 

retard de croissance avec plusieurs défauts histologiques du muscle squelettique. A 

l’inverse, les souris KO pour CUGBP1 ont des anomalies cardiaques qui sont très atténuées 

par la restauration du niveau d’expression de la protéine (Ladd et al., 2005). Chez la 

drosophile, la sous-expression de CUGBP1 attenue la dégénérescence et la perte 

musculaires dues aux expansions de triplets, tandis que sa surexpression aggrave ces 

phénotypes (De haro et al.,2006).  
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C.2.2) Implication du facteur ETR-3 

 

 Comme la protéine CUGBP1, le facteur ETR-3 est sujet à une dérégulation dans la DM1. 

Des souris transgéniques exprimant des expansions de triplets CTG de manière inductible 

dans le cœur montrent une augmentation dans le niveau protéique de ETR-3 après 

l’induction des CTG (Wang et al., 2007). De plus, et toujours comme pour CUGBP1, ce 

modèle montre que les expansions de triplets modifient la localisation cellulaire du facteur 

ETR-3, qui devient concentré au niveau nucléaire (Wang et al., 2007).  

Enfin, ETR-3 régule l’épissage alternatif de plusieurs transcrits altérés dans la DM1, tels que 

cTNT, MTMR1, IR, NMDAR1 et Tau (Ladd et al., 2001, Faustino and Cooper, 2005, Zhang et 

al., 2002, Leroy et al, 2006).  

 

(III) Tau et cTNT : deux transcrits à l’épissage 

alternatif altéré dans deux tissus atteints par la 

DM1 

 
 La dystrophie myotonique est essentiellement connue pour son atteinte musculaire. 

Parmi les muscles les plus touchés, on trouve ceux du squelette et du coeur. L’atteinte 

cardiaque concerne plus de 80% des patients de DM1. Elle est caractérisée par des défauts 

de conduction et de rythme cardiaques et peut s’avérer fatale (Bushby et al., 2003, 

Vinereanu et al., 2004). La DM1 se caractérise aussi par une atteinte du système nerveux 

qui implique la jonction neuromusculaire (Wheeler et al., 2007, Panaite et al., 2008) et les 

fonctions cérébrales. L’atteinte cérébrale conduit à une hypersomnie et à une 

dégénérescence du cerveau. Cette dernière est associée à un déclin cognitif ainsi qu’à des 

troubles de la personnalité (Rubinsztein et al., 1997, Bungener et al., 1998, Ogata et al., 

1998, Ono et al., 1998, Modoni et al., 2008, Modoni et al., 2004, Kuo et al., 2008). Dans les 

formes congénitales de la DM1, on constate également un défaut du développement 

cérébral responsable d’un retard mental aigu (Mondoni et al., 2004). 

Dans les cerveaux de patients atteints de DM1, on observe des dérégulations de l’épissage 

alternatif de plusieurs transcrits. Parmi eux, on compte celui de Tau qui participe très 



53 

 

probablement à l’atteinte cérébrale. Dans le cœur, l’un des transcrits dont l’épissage 

alternatif est dérégulé est celui de la Troponine T cardiaque (cTNT). Bien que la 

contribution de ce transcrit à l’atteinte cardiaque n’ait pas été démontrée, il reste parmi les 

plus étudiés.   

 

A) Tau 

 

  Les protéines Tau font partie de la famille des protéines associées aux microtubules 

(Microtubule Associated Proteins, MAP). Elles sont principalement neuronales, mais 

certaines cellules non neuronales, telles que les cellules musculaires, sont capables de les 

synthétiser (Wei and Andreadis, 1998). Ces protéines lient et stabilisent les microtubules. 

Par cette fonction, elles jouent un rôle crucial dans la morphogénèse neuronale et le 

transport axonal. 

 

A.1) Le gène, les isoformes et les protéines 

 
 Le gène: Les protéines Tau sont synthétisées à partir d’un gène unique appelé MAPT, 

situé sur le bras long du chromosome 17 en position 17q21 (Neve et al., 1986). Son 

promoteur est mal défini. Il s’étend sur une région de 300 pb, région présente en amont de 

l’exon -1 (Figure 14A) (Andreadis et al., 1996, Sadot et al., 1996). Cette région ne contient 

pas de séquences TATA et CAAT box, mais son analyse révèle néanmoins la présence de 

plusieurs séquences consensus. L’une de ces séquences fixe les facteurs de transcription 

SP1 et AP2 capables d’activer la transcription du gène. L’autre fixe le facteur GCF qui, à 

l’inverse, exerce un effet inhibiteur (Andreadis et al., 1996). L’équipe d’Andreadis a 

proposé l’existence de plusieurs sites d’initiation de la transcription impliquant des régions 

promotrices supplémentaires (Andreadis et al., 1996), mais ces sites restent encore à 

déterminer. 

 Les isoformes : Le gène de Tau contient 16 exons (Andreadis et al., 1992). L’exon -1 

n’est pas traduit et l’exon 14 l’est rarement. En réalité, le gène de Tau contient deux 

codons stop: l’un situé dans l’intron entre les exons 13 et 14 et l’autre situé au sein de 

l’exon 14. Quant à l’épissage des exons de Tau, il est connu que 8 sont soumis à un 
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épissage constitutif (les exons 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 et 13) et que cinq exons sont épissés de 

manière alternative (les exons 2, 3, 4A, 6 et 10) (Goedert et al., 1989a et b, Kosik et al., 

1989, Goedert et al., 1992, Couchie et al., 1992, Wei and Andreadis, 1998, Gao et al ., 

2000). Dans le cerveau humain adulte, l’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 génère 6 

isoformes différentes de Tau : 2+3+10+, 2+3+10-, 2-3-10+, 2+3-10-,2+3-10+, 2-3-10- (Figure 

14B) (Andreadis et al., 1992). Le cas de l’exon 3 est particulier puisqu’il ne peut être inséré 

dans le transcrit de Tau que lorsque l’exon 2 est lui-même inséré (Andreadis et al., 1995). 

Cependant, la présence de l’exon 2 n’entraine pas systématiquement l’insertion de l’exon 

3. Un autre cas particulier est celui de l’exon 6. Cet exon possède, en effet, trois sites 3’ 

d’épissage dont l’usage génère respectivement les isoformes 6c, 6p et 6d (Wei and 

Andreadis, 1998, Luo et al., 2004a). Cette forme est très minoritaire dans le cerveau. 

Quant à l’exon 4A, il est spécifique au système nerveux périphérique (Georgieff et al., 1993, 

Nunez et al., 1997). Enfin, l’insertion de l’exon 8 a pu être décrite chez le boeuf mais pas 

chez l’homme (Himmler, 1989). 

 Les protéines : Dans le cerveau adulte humain, six isoformes majoritaires de Tau sont 

donc générées par épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 (Figure 14B) (Goedert et al., 

1989a). L’insertion de ces exons alternatifs a des répercussions sur la fonction de la 

protéine.  

     Au niveau de sa structure primaire, Tau est divisée en deux régions principales: la partie 

N-terminale encore appelée « domaine de projection » et la partie C-terminale appelée 

« domaine de liaison aux microtubules » (Figure 14C). Le domaine de projection tient son 

nom de son positionnement vis-à-vis des microtubules. Dans ce domaine, les exons 2 et 3 

codent chacun pour une séquence de 29 acides aminés. Le rôle exact de ce domaine, et 

ainsi de ces deux exons, n’est pas encore bien élucidé. Plusieurs fonctions lui ont été 

attribuées. Parmi celles-ci, il y a l’espacement entre les microtubules au niveau axonal 

(Chen et al., 1992). En fonction de la longueur du domaine de projection, et donc de 

l’incorporation des exons 2 et 3, le diamètre des axones peut varier (Harada et al., 1994, 

Dawson et al., 2001). De plus, ce domaine peut être impliqué dans des interactions 

intramoléculaires avec le domaine de liaison aux microtubules (Goode et al., 1997). Par 

ailleurs, le domaine de projection est capable d’interagir avec la membrane plasmique 

(Arrasate et al., 2000, Arrasate et al., 1997, Brandt et al., 1995) et avec le complexe de 
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dynactin impliqué dans le transport axonal (Magnani et al., 2007). D’autre part, Tau est 

capable d’interagir avec des protéines de transduction du signal à domaine SH3, telles que 

fyn et la PLC gamma (Lee et al., 1998, Williamson et al., 2002, Jenkins et al., 1998, Hwang et 

al., 1996). D’autres travaux montrent également un rôle protecteur du domaine de 

projection contre l’apoptose (Amadoro et al., 2004). 

      Les protéines Tau ont été découvertes comme protéines liant les dimères de tubulines 

et permettant la polymérisation et la stabilité des microtubules dans la cellule (Drubin and 

Kirschner, 1986). Cette propriété est attribuée à la partie C-terminale de Tau. En fonction 

de l’épissage alternatif de l’exon 10, cette région peut être composée de 3 ou 4 domaines 

de séquences similaires et répétées de 31 à 32 acides aminés notées R1 à R4 (Repeat 1 à 4) 

(Figure 14C). Chacun de ces domaines répétés peut être divisé en deux parties : l’une de 18 

acides aminés qui présente une homologie forte entre les 4 domaines répétés et qui est 

responsable de liaison avec la tubuline, et l’autre de 13 à 14 acides aminés, d’homologie 

plus faible, nommée « région inter-repeat ». Ces domaines sont encodés respectivement 

par les exons 9 à 12. Comme pour le domaine de projection, la composition du domaine de 

liaison aux microtubules varie en fonction de l’incorporation, ou non, de l’exon 10. En 

fonction de l’insertion ou non de cet exon, la capacité de Tau à lier les microtubules sera 

différente. En effet, les protéines Tau à 4 domaines de liaison aux microtubules (4R) lient et 

polymérisent plus efficacement les microtubules que les isoformes à 3 domaines (3R) 

(Goedert and Jakes, 1990). Cette propriété différentielle est très importante au cours du 

développement. Lors de l’embryogenèse, elle permet à l’isoforme fœtale (2-3-10-) 

d’assurer une flexibilité et un dynamisme des microtubules pour permettre la migration 

cellulaire et la mise en place de connections nerveuses. Après la naissance, le passage aux 

isoformes 4R est corrélé avec une stabilité plus importante du réseau microtubulaire et 

une diminution de la plasticité du cytosquelette (Goedert et al., 1989a, Kosik et al., 1989). 

Cette propriété est nécessaire pour le maintien des structures déjà mises en place. 

 Enfin, il faut noter que les protéines Tau sont sujettes à modifications post-

traductionnelles et notamment à la phosphorylation et à la glycosylation (Buée et al., 2000, 

Lefebvre et al., 2003).  
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A.2) Epissage alternatif de Tau et dégénérescence neurofibrillaire 

 

Les protéines Tau se retrouvent au centre de nombreuses pathologies neurodégénératives 

caractérisées par la « dégénérescence neurofibrillaire ». La dégénérescence 

neurofibrillaire, ou DNF, est une lésion cérébrale qui correspond à une accumulation 

 

Figure 14 : Le gène, les isoformes et la structure de la protéine Tau. (A) Le gène de Tau est situé sur le 
chromosome 17 en position 17q21. Il est constitué de 16 exons. Les exons non traduits sont en gris et les 
exons constitutifs sont en noir. Les exons alternatifs sont représentés en couleurs. L’exon 8, dont 
l’inclusion dans le transcrit de Tau n’a jamais été décrite chez l’homme, est représenté en blanc. (B) Les 
différentes possibilités d’épissage alternatif du pré-messager de Tau dans le cerveau humain sont 
schématisées à gauche. La présence d’un signal polyA en amont de l’exon 14 donne lieu à un transcrit ne 
contenant pas cet exon. Les isoformes protéiques majoritaires dans le cerveau sont représentées à 
droite. Ce schéma ne prend pas en compte l’exon 6 qui est minoritaire. (C) Sur le plan fonctionnel, la 
protéine Tau est subdivisée en deux domaines: un domaine de projection et un autre de liaison aux 
microtubules. Le domaine de projection contient une région à charge acide et une autre riche en 
prolines. Le domaine de liaison aux microtubules contient les quatre domaines répétés (R1 à 4). 
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intracellulaire et anormale de fibrilles de protéines Tau agrégées dans le cytosol des 

neurones (Brion et al., 1984). Ces fibrilles sont constituées de protéines Tau 

hyperphosphorylées et anormalement phosphorylées (Brion et al., 1986, Delacourte and 

Defossez, 1986, Grundke-Iqbal et al., 1986, Wischik et al., 1988). Ces agrégats entrainent 

alors une rupture du réseau microtubulaire, conduisant à une destruction du cytosquelette 

et, finalement, à la mort du neurone par DNF (Buée et al., 2000). 

La DNF a initialement été décrite par Alois Alzheimer dans le cerveau de patients atteints 

d’une démence appelée, par la suite, maladie d’Alzheimer. Depuis, la DNF a été retrouvée 

dans plus d’une vingtaine de maladies neurodégénératives regroupées sous le terme de 

« Tauopathies ». Parmi elles, on trouve des démences pures, comme la maladie 

d’Alzheimer et les démences frontotemporales, mais aussi des maladies autres, telles que 

le syndrome de Down et les Dystrophies Myotoniques de Type 1 et 2 (Figure 15A). La 

maladie d’Alzheimer représente le cas le plus connu des Tauopathies. Dans la maladie 

d’Alzheimer, la pathologie Tau est dépendante de la présence d’une autre lésion cérébrale 

absente des autres tauopathies. Il s’agit des dépôts amyloïdes, issus de clivages 

protéolytiques de l’APP produisant les peptides Aβ. 

Les mécanismes moléculaires qui contribuent à la DNF sont multiples et restent encore à 

élucider. Bien que les signes cliniques des tauopathies soient très différents, sur le plan 

biochimique, celles-ci peuvent être classées en quatre catégories. Cette classification est 

basée sur le profil électrophorétique des isoformes agrégées et phosphorylées de Tau 

(Sergeant et al., 2005) (Figure 15B).  
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Si cette classification permet de mieux appréhender la DNF, elle n’en réduit pas pour 

autant la complexité. Dans certains cas, il est pensé que ce profil pourrait résulter d’un 

processus dégénératif sélectif à certaines populations neuronales, exprimant un lot 

spécifique d’isoformes de Tau (Buée and Delacourte, 2006). Dans d’autres cas, le profil 

d’isoformes agrégées de protéines Tau résulte d’un changement dans leur épissage 

alternatif. Il en est ainsi pour certains cas de démences frontotemporales avec syndrome 

parkinsonien lié au chromosome 17 (FTDP-17). Dans ces cas, la DNF est due à des 

mutations exoniques ou introniques qui perturbent l’épissage alternatif de l’exon 10. Ces 

mutations peuvent conduire à une augmentation d’inclusion (Hutton et al., 1998, 

Spillantini et al., 1998, D’Souza et al., 1999 , Grover et al., 2002, Yoshida et al., 2002, 

Connell et al., 2005) ou d’exclusion de l’exon (D’Souza et al., 1999, Rizzu et al., 1999). Ces 

cas familiaux démontrent qu’une dérégulation de l’épissage alternatif de Tau peut être à 

l’origine de la DNF et souligne l’importance de la régulation spatio-temporelle de ce 

 

Figure 15: Les Tauopathies et leur classification biochimique (A) Différentes pathologies présentant une 
dégénérescence neurofibrillaire: les Tauopathies. (B) Le profil biochimique de Tauopathies. L’analyse 
électrophorétique des isoformes phosphorylées de Tau permet de classer les Tauopathies en 4 catégories 
selon les isoformes retrouvées dans les agrégats. (D’après Sergeant et al., 2005) 
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processus dans la physiologie du neurone. Une rupture d’équilibre entre les isoformes de 

Tau a été reportée dans d’autres tauopathies. Par exemple, une association entre mutation 

du gène de Tau et un défaut d’épissage alternatif de l’exon 10 existe dans plusieurs cas de 

paralysie supranucléaire progressive (PSP) (Stanford et al., 2000, Pastor et al., 2002, 

D’Souza and Schellenberg, 2000, Ros et al., 2005). En outre, ici, il existe une association 

entre un haplotype de Tau, l’haplotype H1, la dérégulation de la balance 3R/4R et le risque 

de développer la maladie (Baker et al., 1999, Pittman et al., 2004, Di Maria et al., 2000, 

Houlden et al., 2001, Caffrey et al., 2006, Myers et al., 2007). 

Par ailleurs, des dérégulations de l’épissage alternatif des exons 2 et 10 ont été décrits dans 

des cas sporadiques de la maladie d’Alzheimer (Conrad et al., 2007, Yasojima et al., 1999, 

Glatz et al., 2006, Ginsberg et al., 2006). Reste à expliquer la signification et la contribution 

de telles altérations à cette pathologie complexe et pas encore complètement élucidée. 

Parmi les tauopathies, la Dystrophie Myotonique demeure un cas intéressant. En effet, une 

DNF ainsi qu’une baisse d’inclusion des exons 2 et 3 de Tau ont été ont été observées dans 

la Dystrophie Myotonique de Type 1 et 2 (Vermerch et al., 1996, Sergeant et al., 2001, 

Maurage et al., 2005). De plus, une baisse d’inclusion de l’exon 10 a également été 

reportée dan la DM1 (Jiang et al., 2004). La DM1 constitue donc un cas où un défaut 

d’épissage alternatif de Tau semble être associé à une DNF. Néanmoins, il est important de 

rappeler ici que les dérégulations d’épissage alternatif dans les cerveaux de patients 

atteints de cette pathologie ne concernent pas uniquement le transcrit de Tau. De manière 

curieuse, en plus du transcrit du récepteur NMDAR1, le défaut d’épissage touche 

également le transcrit du précurseur du peptide amyloïde (APP) (Jiang et al., 2004). Dans la 

DM1, l’exon 7 de l’APP devient préférentiellement exclu. Les conséquences de cette 

dérégulation dans la DM1 ne sont toujours pas connues. Cependant, des travaux menés sur 

l’épissage alternatif de l’APP ont montré que l’exclusion des exons alternatifs 7 et 8 

favorisait la production de peptides Aβ (Donev et al., 2007). Ainsi, il serait intéressant de 

savoir si la DM1 représente un deuxième cas similaire à la maladie d’Alzheimer, où la 

pathologie Tau interagirait avec la pathologie amyloïde.  
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A.3) Régulation et dérégulation de l’épissage alternatif de Tau dans la 

DM1 

 

Dans le cerveau de patients atteints de DM1, le défaut d’épissage alternatif de Tau 

concerne tous ses exons alternatifs: 2, 3, 6 (même si son insertion au niveau du cerveau est 

mineure) et 10 (Sergeant et al., 2001, Jiang et al., 2004, Leroy et al., 2006a). Dans le cas des 

exons cassettes 2, 3 et 10, il s’agit d’une augmentation d’exclusion. Dans le cas de l’exon 6, 

c’est l’isoforme 6c qui diminue au profit de l’isoforme 6d. Un défaut d’épissage alternatif 

de l’exon 2 de Tau a également lieu dans le muscle (Leroy et al., 2006a). Ici aussi, comme 

dans le cerveau, il s’agit d’une augmentation d’exclusion. En revanche, la dérégulation de 

l’exon 6, qui a lieu dans le cerveau, ne se produit pas dans le muscle. Cette différence 

souligne l’importance de la spécificité tissulaire dans la régulation et la dérégulation de 

l’épissage alternatif dans la DM1. 

 

 Exon 2 
 

Dans le cerveau, l’épissage alternatif de l’exon 2 conduit à son inclusion dans à peu près 

50% des transcrits de Tau. On le retrouve ainsi dans le cortex cérébral, le cervelet et 

l’hippocampe. Dans la moelle épinière, il est exprimé à des proportions un peu moins 

importantes. Il est aussi présent dans le système nerveux périphérique et le muscle 

squelettique où il est constitutivement inclus (Andreadis, 2005, Wei et al., 1998, Leroy et 

al., 2006a).  

L’exon 2 est régulé par plusieurs éléments cis régulateurs. Au sein de l’exon, on trouve un 

élément «silencer» situé dans les 20 premiers nucléotides au niveau de l’extrémité 5’ de 

l’exon (Wang et al., 2005). Cette séquence est riche en pyrimidine et permet la fixation 

d’un complexe protéique SRp30/SRp55/htra2β1 (Wang et al., 2005). En juxtaposition à ce 

«silencer», se trouve un élément «enhancer» particulièrement fort correspondant à une 

séquence riche en purines (Wang et al., 2005). A travers cet «enhancer», agissent les 

facteurs Nova1, SLM1 et 2 et CELF 4 (Figure 16) (Li et al., 2003). Un autre élément de 

régulation de l’exon 2 est présent, cette fois-ci, au niveau intronique, en aval de l’exon, 

entre +471 et +840 nucléotides (Li et al., 2003). Il s’agit d’un élément «silencer». La région 

contenant cet élément possède des motifs de fixation pour les facteurs PTB, nPTB et CELF4, 
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tous capables de réguler l’épissage de l’exon 2 (Figure 16). Un «silencer» intronique est 

également present en amont de l’exon, entre les nucléotides -571 et -281 (Li et al., 2003). 

Par ailleurs, l’épissage de cet exon est influencé par les exons flanquants (Li et al., 2003). 

L’implication d’autres facteurs trans dans la régulation de l’épissage alternatif de l’exon 2 a 

été mise en évidence dans notre laboratoire. Il s’agit de facteur ETR-3 qui exerce un effet 

répresseur et Mbnl1 qui, lui, exerce un effet activateur (Leroy et al., 2006b, Dhaenens et 

al., 2008). Les éléments cis impliqués dans l’effet des ces facteurs n’ont cependant pas 

encore été identifiés (Figure 16).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 Exon 3 
 

Comme pour l’exon 2, les fonctions exactes de l’exon 3 sont mal établies. Dans le système 

nerveux central, cet exon est épissé de manière alternative et s’exprime dans le cortex 

cérébral, le cervelet et l’hippocampe dans 10% des transcrits. On le retrouve également 

dans le système nerveux périphérique, mais, ici, il devient constitutivement inclus. Le 

muscle représente un organe où l’exon 3 est particulièrement enrichi puisque, ici, il est 

incorporé dans 20 à 40% des transcrits (Andreadis, 2005).  

Figure 16: Régulation de l’épissage alternatif de l’exon 2 de Tau. En amont de l’exon 2 se trouve un point de 

branchement putatif. L’exon contient un élément enhancer « ESE » et un silencer « ESS ». L’ESS fixe le complexe 

protéique SRp55, SRp30c et htra2β1 qui inhibe son épissage. L’ESE, en revanche, active l’épissage à travers les 

facteurs SLM1 et 2, Nova1 et CELF4.  SLM2 fixe l’ESE tandis que Nova 1 agit de manière indirecte. Au niveau 

intronique, on retrouve deux ISS, l’un en amont et l’autre en aval de l’exon. L’ISS présent en aval fixe la protéine 

PTB. Son action est inhibée par Nova1, nPTB et CELF4. Les facteurs ETR-3 et Mbnl1 régulent l’épissage de l’exon 2, 

mais leurs sites de fixations sont inconnus. Les flèches indiquent des effets activateurs et les traits des effets 

inhibiteurs. Cette représentation n’est pas à l’échelle. (D’après Andreadis, 2005) 
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L’exon 3 de Tau représente un cas rare dans la régulation de l’épissage alternatif. En effet, 

l’exon 3 n’est jamais inclus sans l’exon 2, mais l’inclusion de l’exon 2 n’induit pas forcement 

celle de l’exon 3. Au point de vue de la régulation, en cis, l’exon 3 fait appel à des points de 

branchement et des séquences polypyrimidine de faibles effets (Andreadis et al., 1995, 

Arikan et al., 2002). En réalité, la région intronique en amont de l’exon 3 contient deux 

points de branchement avec deux séquences polypyrimidine. La séquence nucléotidique du 

premier point de branchement est très proche de la séquence consensus, mais se situe un 

peu loin du site 3’ accepteur d’épissage, à -90 nucléotides (Figure 17). Le deuxième point 

de branchement, plus proche (situé à -50 nucléotides), est plus dégénéré avec une 

séquence ploypyrimidine plus courte (Figure 17) (Andreadis et al., 1995). Cette inefficacité 

des sites de branchement joue un rôle inhibiteur dans la régulation de l’épissage alternatif 

de l’exon 3 (Arikan et al., 2002). L’exon 2 contribue aussi à cette régulation, mais la 

présence de ce dernier a plutôt un effet activateur (Andreadis et al., 1995). Enfin, la 

régulation en cis de l’exon 3 implique plusieurs éléments régulateurs exoniques de types 

«enhancers » et «silencers». L’un des «silencers» contient une séquence TTAG forte, 

impliquée dans la répression de l’épissage de l’exon 10 de Tau (Gao et al., 2000, D’Souza et 

al., 1999). Quant aux «enhancers», l’un d’entre eux agit en diminuant la complémentarité 

de la snRNP U1 avec le site 5’ donneur d’épissage (Figure 17). 

Au niveau de la régulation en trans, les protéines SRp55, SRp75 et SLM2 agissent comme 

activateurs, tandis que SRp20, SRp30 b et c, htra2β1, ASF, hnRNP A1, SWAP, Nova1, KSRP, 

et les protéines de la famille CELF, CELF3 et CELF4 sont répresseurs (Arikan et al., 2002, 

Stoss et al., 2001, Andreadis et al., 2005). La figure 17 montre un modèle proposé de 

régulation de l’épissage alternatif de l’exon3. 

 

 

 

Figure 17: Régulation de l’épissage alternatif de l’exon 3 de Tau. L’exon 3 de Tau contient deux 

éléments »enhancers» et deux éléments «silencers». Au niveau intronique, la régulation de l’épissage 

alternatif de l’exon 3 implique deux sites de branchement. En trans, les protéines htra2β1, SWAP et 

SRp30c agissent comme répresseurs, tandis que SLM2 et SRp55 agissent comme activateurs. Les flèches 

indiquent des effets activateurs et les traits des effets inhibiteurs. (D’après Andreadis, 2005) 

 



63 

 

 Exon 6 

 
Parmi les exons alternatifs de Tau dans le cerveau, l’exon 6 fait exception puisque c’est le 

seul inclus dans le cerveau fœtal (Wei and Andreadis, 1998). Une autre particularité de cet 

exon est sa capacité à utiliser trois sites 3’ accepteurs d’épissage. En plus du site canonique, 

appelé 6c, son épissage peut impliquer deux sites cryptiques nommés 6p et 6d (Figure 18) 

(Wei et al., 2000, Wei and Andreadis, 1998). L’utilisation de ces sites cryptiques génère un 

codon STOP juste en aval de l’exon. Comme conséquence de ce décalage du cadre de 

lecture, on aboutit à la synthèse de protéines Tau sans domaine de liaison aux 

microtubules (Figure 18) (Luo et al., 2004a). Les fonctions de l’exon 6 sont mal connues. 

Son inclusion dans une région charnière après le domaine de projection allonge ce 

domaine et pourrait ainsi intervenir dans l’espacement entre les microtubules (Gache et 

al., 1993, Mavilia et al., 1994). Les isoformes 6p et 6d, qui ne possèdent pas de domaine de 

liaison aux microtubules, pourraient exercer un effet compétiteur avec les protéines Tau 

entières et ainsi réguler leur effet (Wei and Andreadis, 1998). De plus, l’exon 6 est 

potentiellement impliqué dans la différenciation neuronale où il jouerait un rôle inhibiteur 

(Luo et al., 2004b). 

Cet exon est mineur. Son insertion dans l’ARNm est faible chez le fœtus et devient plus 

forte chez l’adulte. Il est exprimé dans le système nerveux central (cervelet et 

hippocampe), et, plus fortement, dans la moelle épinière et le muscle squelettique (Wei 

and Andreadis, 1998). Dans le cerveau, l’isoforme majoritaire est la 6c, tandis que la moelle 

épinière et le muscle expriment les isoformes 6c et 6p. Dans la DM1, une altération de 

l’épissage alternatif de cet exon conduit à une baisse de l’isoforme 6c au profit de 

l’isoforme 6d (Leroy et al., 2006a). Cette dérégulation observée dans le cerveau est absente 

dans le muscle (Leroy et al., 2006a), mettant en évidence le fait que certaines 

dérégulations de l’épissage alternatif dans la DM1 peuvent être tissus spécifiques.  

Quant à la régulation de l’épissage de cet exon, le ratio entre les 3 isoformes, et donc le 

choix dans l’utilisation des sites cryptiques, repose sur l’affinité entre leur point de 

branchement et la machinerie d’épissage (Wei et al., 2000). L’intron situé directement en 

amont de l’exon 6 joue également dans sa régulation (Wei et al., 2000). A cela, vient 

s’ajouter un rôle des exons flanquants (Andreadis et al., 1993). Il a en effet été montré que 
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l’exon 5 favorise l’inclusion de l’exon 6 alors que l’exon 7 entre en compétition avec lui 

(Wei and Andreadis, 1998).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Quant à la régulation en trans de cet exon, il est connu que les points de branchement de 

l’exon 6 sont régulés par les facteurs U2AF, PTB, nPTB, hnRNPA1, hnRNPG, YT521BB, 

SWAP, Nova1, SLM 1 et 2, CELF 5 et 6, 9G8, SRp20, SRp40, SRp55, SRp75, SRp30c, KSRP et 

ASF (Wei et al., 2000, Leroy et al., 2006b, Wang et al., 2007a).   

 

 

Figure 18: Epissage alternatif de l’exon 6 de Tau. En plus du site 3’ accepteur canonique, l’épissage 

alternatif de l’exon 6 peut faire appel à deux sites cryptiques. L’utilisation du site canonique, 6c, 

génère une isoforme de Tau qui contient l’exon 6. En revanche, l’utilisation des sites cryptiques 6p et 

6d génère des isoformes tronquées par apparition d’un codon stop prématuré. Ces isoformes ne 

possèdent donc pas de domaine de liaison aux microtubules. 
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 Exon 10 

 
Comme les exons 2 et 3, l’exon 10 est exprimé dans le système nerveux central où il est 

épissé de manière alternative. Dans le cerveau, il est inclus dans à peu prés 50% des 

transcrits. En revanche, dans le système nerveux périphérique, il est constitutivement 

inclus. Cet exon s’exprime également dans le muscle squelettique où il est incorporé dans 

la moitié des ARNm de Tau (Andreadis, 2005, Goedert et al., 1989a, Couchie et al., 1992, 

Goedert et al., 1992, Gao et al., 2000). 

La plupart des informations dont on dispose sur la régulation de l‘exon 10 viennent 

d’études de tauopathies. En effet, cet exon a longtemps focalisé les regards sur lui pour son 

implication dans les démences de type FTDP-17. En réalité, c’est la découverte de 

mutations dans le gène de Tau dans cette pathologie qui a permis de démontrer qu’une 

anomalie de la protéine pouvait déclencher une neurodégénérescence sévère (Poorkaj et 

al., 1998, Hutton et al, 1998, Spillantini et al., 1998). Parmi ces mutations, certaines 

touchent à la séquence codante du gène (exons 1, 9, 10, 11, 12, 13). Il s’agit ici de 

mutations faux-sens et de délétions qui modifient l’affinité de Tau pour les microtubules. 

La deuxième classe de mutations correspond à celles altérant l’épissage alternatif de l’exon 

10. Ces mutations sont des mutations faux-sens, des mutations silencieuses, des délétions 

et des mutations introniques. Elles affectent des éléments cis régulateurs d’épissage, ou le 

site 5’ donneur de l’exon, ayant pour conséquence un changement du ratio 3R/4R dans le 

neurone (Hutton et al., 1998, Spillantini et al., 1998, D’Souza et al., 1999, Grover et al., 

2002, Yoshida et al., 2002, Connell et al., 2005, Rizzu et al., 1999). C’est ainsi que la 

découverte de ces mutations a permis d’identifier plusieurs éléments cis régulateurs 

exoniques et introniques et de révéler la présence d’une structure secondaire impliquée 

dans la régulation de l’épissage de l’exon 10 (D’Souza and Schellenberg, 2005, Andreadis, 

2005).  

L’extrémité 5’ de l’exon 10 contient 3 éléments «enhancers» : un «enhancer» SC-35 Like, 

un «enhancer» riche en purines (Polypurine Enhancer, PPE) et un «enhancer» riche en A et 

C (ACE riche enhancer) (Figure 19). A la suite de cette région, se trouve un «silencer» 

exonique, suivi par un dernier «enhancer» situé à l’extremité 3’ de l’exon (Figure19). Ainsi, 

presque tout l’exon est impliqué dans sa régulation. Au niveau intronique se trouve un 
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élément bipartite composé d’un «silencer» (ISS) et d’un modulateur (ISM) (Figure 19). Il est 

intéressant de noter ici que l’ISS et l’ISM exercent des effets opposés (D’Souza and 

Schellenberg, 2000). L’ISM n’a pas d’effet en lui-même, mais agit en contrebalançant l’effet 

du «silencer». En plus des éléments cis, l’exon 10 fait également appel à la structure pour 

réguler son épissage. La haute auto-complémentarité à l’interface exon-intron au niveau de 

l’extrémité 3’ de l’exon suggère la présence d’une structure en tige et boucle à ce niveau 

(Figure 18).  

Plusieurs facteurs régulant l’épissage alternatif de l’exon 10 sont connus à ce jour. Parmi 

eux, on trouve des activateurs tels que ASF, SC35, SRp30c, htra2β1 et les CELF 3 et 4. Mais, 

on trouve aussi beaucoup de répresseurs comme SRp20, 9G8, SRp54, SRp55, SRp75, PTB, 

hnRNP G, SWAP, KSRP et Nova1 (Andreadis et al., 2005, Liu and Gong, 2008).   

 

     

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19: Structure de l’exon et de l’intron 10 de Tau. L’exon 10 contient plusieurs éléments de régulation: 
quatre enhacers (ESE) et un silencer (ESS). Les trois premiers ESE du coté 5’ de l’exon correspondent 
respectivement à une séquence SC-35, un enhancer polypurine (PPE) et un enhancer riche en A/C (ACE). Ces 
éléments sont suivis par un ESS qui juxtapose un autre ESE à effet plus faible. L’intron 10 contient également 
des éléments de régulation. Il s’agit d’un silencer (ISS) suivi d’un élément modulateur d’épissage (ISM). Une 
complémentarité entre les nucléotides présents du coté 3’ de l’exon et l’intron 10 conduit à la formation 
d’une structure secondaire en tige et boucle. (D’aprés Liu and Gong, 2008) 
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B) La Troponine T cardiaque (cTNT) 

 
 La troponine est un hétérotrimère qui comprend la troponine C, la troponine I et la 

troponine T. Dans ce complexe de troponines, la troponine T agit avec la tropomyosine 

pour réguler la contraction du muscle grâce à son interaction avec les filaments d’actine et 

de myosine. La troponine T assure le lien entre le complexe de la troponine et la 

tropomyosine pour participer à un changement conformationel qui conduit à l’interaction 

entre actine et myosine et donc à la contraction du muscle (Figure 20). Cette protéine est 

sensible aux variations du taux de calcium intracellulaire qui régule indirectement son 

action (Figure 19) (Solaro and Van Eyk, 1996). La troponine T cardiaque (cTNT) correspond 

à la forme cardiaque de la troponine T, mais elle est également exprimée dans le muscle 

squelettique. cTNT joue un rôle dans la fibrillogenèse du muscle (White et al., 1987, Epstein 

and Fischman, 1991) et sa mutation conduit à des cardiomyopathies (Thierfelder et al., 

1994, Maron et al., 2002, Kamisago et al., 2000).  

 

 

 

 

                     

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 20: Rôle du complexe de troponine dans la contraction musculaire. (A) En 

présence de calcium, la tropomyosine est liée à l’actine permettant l’action de la myosine. 

(B) En absence de calcium, la tropomyosine est non liée à l’actine ce qui empeche l’action 

de la myosine. (D’après Wikipedia) 
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B.1) Le gène, les isoformes et les protéines 

 

 Le gène : Le gène de la troponine T (TNNT2) se situe sur le chromosome 1 en position 

1q32. Il s’étend sur 17 kb.   

 Les isoformes : TNNT2 est composé de 17 exons. Parmi eux, les exons 4 et 5 sont 

alternatifs et codent pour des peptides présents coté N-terminale de la protéine. L’exon 4 

code pour 5 acides aminés tandis que l’exon 5 code pour 10 acides aminés. Leur épissage 

génère quatre isoformes appelées TnT 1 à 4 qui correspondent respectivement aux 

isoformes 4+5+, 4-5+, 4+5-, et 4-5-. Ces quatre isoformes s’expriment dans le cœur et le 

muscle squelettique, mais leur expression évolue au cours du développement (Anderson et 

al., 1995, Mesnard et al., 1995). Dans le cœur fœtal, l’isoforme majeure est laTnT1 où on 

retrouve les deux exons alternatifs. Chez l’adulte, l’exon 5 devient exclu et c’est l’isoforme 

4+5- qui devient dominante. Dans le muscle squelettique, TNNT2 s’exprime chez le fœtus, 

mais devient silencieux chez l’adulte (Cooper et al., 1984).      

 Les protéines: La présence de différentes isoformes de cTNT est importante pour la 

régulation de la contraction musculaire en fonction de la teneur en calcium. Il a été montré 

que l’isoforme 4+5+ était plus sensible à la variation du calcium que les isoformes 4+5- et 4-

5-. Les exons alternatifs de cTNT, et notamment l’exon 5, sont donc importants pour le 

contrôle de la force musculaire (Gomes et al., 2004, Reiser et al., 1992, Ogut et al., 1999, 

Nassar et al., 1991). 

 

B.2) Régulation et dérégulation de l’épissage alternatif de cTNT dans 

la DM1 

 

 La régulation de la Troponine T cardiaque (cTNT) au cours du développement 

représente l’un des cas les mieux illustrés dans la littérature. Un changement dans le profil 

d’épissage de l’exon 5 de cTNT de l’inclusion vers l’exclusion au cours du développement 

est un phénomène qui est hautement conservé parmi les espèces. Ce changement est, en 

effet, retrouvé chez l’homme, la souris, le rat et le poulet (Cooper and Ordahl, 1985, Jin and 

Lin, 1989, Townsend et al., 1995). Ceci suggère l’existence de mécanismes de régulation 

communs entre les espèces, ce qui a valu à cTNT une attention particulière. Dans la DM1, 
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le défaut d’épissage de cTNT conduit à une inclusion préférentielle de l’exon 5, ce qui 

correspond à un profil d’épissage de type fœtal (Philips et al., 1998). 

Chez le poulet, il a été montré que la régulation d’épissage alternatif de l’exon 5 implique 

un «enhancer» exonique et plusieurs «enhancers» introniques (Figure 21). L’enhancer 

exonique (ESE) se situe du coté 5’ de l’exon et lie les facteurs SRp40, SRp55, SRp75 et 

SRp30a (Figure 21) (Ramchatesingh et al., 1995, Nagel et al., 1998, Stark et al., 1998). Au 

niveau intronique, l’équipe de Tom Cooper a décrit quatre enhancers (ISE) situés dans les 

régions proches de l’exon. L’un d’entre eux est situé en amont de l’exon et les trois autres 

en aval (Ryan et al., 1996, Cooper, 1998). L’effet de ces ISE fait intervenir des facteurs dont 

l’expression dépend du facteur de transcription myogénique MyoD. Pour cette raison, 

l’équipe de Cooper les a baptisés MSE, pour Muscle Specific Enhancers (Figure 21). La 

présence d’un Silncer intronique (ISS) au sein du MSE2 a également été suspectée, mais n’a 

pas été démontrée pour autant (Cooper, 1998). 

Au cours du développement, la régulation de l’exon 5 de cTNT résulte d’un contrôle 

combinatoire entre facteurs à effets activateurs et répresseurs. Parmi les facteurs 

activateurs, toutes les protéines de la famille CELF induisent l’inclusion de l’exon 5 de cTNT 

du poulet (Figure 21) (Philips et al., 1998, Ladd et al., 2001, Ladd et al., 2004, Charlet-B et 

al., 2002a). L’effet de ces activateurs est contrebalancé par celui des protéines répresseurs, 

PTB et Mbnl1. Ces dernières lient les éléments introniques pour induire l’exclusion de 

l’exon 5 (Figure 21) (Charlet-B et al., 2002a, Ho et al., 2004). Il est intéressant de noter que, 

lors du développement du cœur, le changement d’épissage de l’exon 5 est corrélé à des 

variations d’expression des facteurs régulateurs antagonistes. L’expression des répresseurs 

diminue alors que celle des activateurs persiste permettant, de cette manière, l’inclusion 

de l’exon chez l’adulte (Ladd et al., 2001, Ladd et al., 2005, Kalsotra et al., 2008, Wang et 

al., 2007b, Ho et al., 2005). La figure 21 récapitule nos connaissances sur la régulation de 

l’exon 5 de cTNT chez le poulet. 
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Récemment, il a été montré que ETR-3 se fixait en aval de l’exon 5 de cTNT pour recruter la 

snRNP U2 au niveau du site de branchement présent, lui, en amont de l’exon (Goo et al., 

2009). Cette capacité à recruter le spliceosome sur un site présent du côté opposé de 

l’exon souligne le dynamisme des interactions ARN/protéine et l’importance des 

remaniements de l’ARN dans ces mêmes interactions. De même, il a été montré que le 

facteur Mbnl1 se fixait en amont de l’exon 5 sur le transcrit humain pour induire l’exclusion 

de l’exon par la stabilisation d’une structure secondaire en tige et boucle (Warf and 

Berglund, 2007).  

 

 

 

 

Figure 21: Régulation de l’épissage alternatif de l’exon 5 de la Troponine T cardiaque (cTNT) du poulet.   
L’exon 5 de cTNT est régulé par un «enhancer» exonique (ESE), et quatre autres introniques appelés MSE 1 
à 4 (Muscle Specific Enhancers). Ils tirent leur nom de leur implication dans une régulation spécifique du 
muscle. Plusieurs protéines SR favorisent l’inclusion de l’exon en fixant l’ESE. Au niveau intronique, PTB et 
Mbnl1 qui lient les MSE1 et 4 inhibent l’épissage, tandis que toutes les protéines CELF l’activent. ETR-3 fixe 
le MSE 2 et 3, tandis que CUGBP1 ne se fixe que sur le MSE2. PTB peut entrer en compétition avec CUGBP1 
et empêcher son action sur ce site. (Daprès Ladd et al., 2005) 
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Objectifs de l’étude 

 

La Dystrophie Myotonique de type 1 est une maladie génétique à transmission 

autosomique dominante. Elle est due à une mutation particulière qui correspond à une 

expansion pathologique de triplets CTG non traduits. A ce jour, l’hypothèse 

physiopathologique majeure expliquant l’atteinte multi-systémique de la DM1 est celle de 

l’effet trans-dominant sur l’épissage alternatif. Les organes les plus touchés sont le muscle 

squelettique, le cœur et le cerveau où les défauts d’épissage alternatif concernent 

plusieurs transcrits et favorisent l’expression d’isoformes fœtales. Il est largement admis 

que la majorité de ces défauts d’épissage sont dus aux altérations des facteurs régulateurs 

des familles CELF et Muscleblind. Ces facteurs sont impliqués dans la régulation 

développementale de l’épissage alternatif de plusieurs transcrits altérés dans la DM1 

(Kalsotra et al., 2008, Lin et al., 2006). Ces observations évoquent l’éventuelle possibilité 

d’un mécanisme de dérégulation commun aux différents transcrits impliquant les familles 

Muscleblind et CELF. Afin d’envisager une telle hypothèse, nous nous sommes intéressés 

aux mécanismes de dérégulation de l’épissage alternatif des transcrits de Tau et cTNT, tous 

les deux altérés dans la DM1. Nous nous sommes plus particulièrement focalisés sur les 

éléments cis régulateurs d’épissage afin de déterminer les éléments ciblés par l’effet de la 

mutation et de vérifier si ces mêmes éléments étaient impliqués dans l’effet des facteurs 

Muscleblind et CELF. 

Dans le cas du transcrit de Tau, une altération de l’épissage alternatif des exons 2, 3, 6 et 

10 a été décrite dans les cerveaux de patients atteints de DM1. Ces altérations d’épissage 

sont accompagnées par une dégénérescence neurofibrillaire, signe histopathologique 

d’une atteinte cérébrale. Des cas familiaux rares de démences héréditaires de type 

Tauopathies (FTDP-17) ont permis de mettre en évidence plusieurs éléments cis 

régulateurs d’épissage de l’exon 10. Cependant, ceux de l’exon 2, incorporés dans 50% des 

transcrits de Tau dans le cerveau, restent encore mal connus. C’est pourquoi nous avons 

cherché à identifier les éléments cis impliqués dans la régulation de l’épissage alternatif de 

l’exon 2 en temps normal et en réponse aux expansions de triplets CTG. 
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La régulation en cis de l’épissage alternatif du transcrit de cTNT est elle aussi peu connue. 

En effet, la majorité des travaux ont été menés sur le poulet et peu d’informations existent 

sur la régulation chez l’homme. Ainsi, nos travaux ont également pour but d’explorer les 

mécanismes de régulation et de dérégulation d’épissage du transcrit humain de cTNT, 

transcrit dont les mécanismes de dérégulation dans la DM1 restent très étudiés.   
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Matériels et Méthodes 

 

I) CULTURE CELLULAIRE 

A.1) Lignées cellulaires 

Les lignées cellulaires SY5Y et T98 sont d’origine cérébrale et proviennent de l’ATCC 

(American Type Culture Collection). Les SY5Y sont un sous-clone de la lignée de 

neuroblastome humain SK-N-SH et les T98 sont issues d’un glioblastome humain. 

A.2) Entretien des lignées 

Les cellules sont entretenues dans des boites de culture où elles poussent en 

monocouche dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium ; Gibco Invitrogen 

Corporation®) supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (PPA®), 50 Unités/ml de 

péniciline/stréptomycine (Gibco Invitrogen Corporation®), 2mM de L-glutamine (Gibco 

Invitrogen Corporation®) et 1% d’acides aminées non essentiels (Gibco Invitrogen 

Corporation®). Les cellules sont cultivées en atmosphère humide contenant 5% de CO2 à 

37°C. 

Le milieu de culture est changé tous les deux jours et les cellules réensemencées à sub-

confluence. 

A.3) Différenciation neuronale 

La différenciation des SY5Y en cellules de type neuronal a lieu dans des flasques revêtues 

d’une couche de poly-L-Lysine et de Laminine. La différenciation est réalisée de trois 

manières différentes: 

- Différenciation à l’acide rétinoïque : Ici les cellules sont ensemencées à 10% de 

confluence puis la différenciation induite par un traitement de 10 jours avec 10 µM 

d’acide rétinoïque (Sigma Aldrich®) dans un milieu DMEM F12 (Gibco Invitrogen 

Corporation®) dépourvu de sérum et contenant 1% de l’Insuline-Transferrine-Selenium 
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1X (Gibco Invitrogen Corporation®), 6,3 µg/ml de progestérone (Sigma Aldrich ®), 50 

µg/ml de gentamycine (Gibco Invitrogen Corporation®), 0,1% d’Ampho B (Sigma 

Aldrich®), 2mM de L-Glutamine (Gibco Invitrogen Corporation®) et 1% d’acides aminés 

non essentiels (Gibco Invitrogen Corporation®). Les cellules traitées sont maintenues à 

l’abri de la lumière.  

- Différenciation par l’acide rétinoïque puis le BDNF : Les cellules sont ensemencées à 

10% de confluence, puis traitées avec l’acide rétinoïque à 10 µM (Sigma Aldrich®) 

pendant 5 jours puis par le BDNF (PeproTech®) à 50 ng/ml pendant 7 jours. La 

différenciation a lieu dans un milieu Neurobasal (Gibco Invitrogen Corporation®) 

complété avec du B27 (Gibco Invitrogen Corporation®) (5ml de B27 pour 100ml de 

Neurobasal) et de la L-Glutamine (Gibco Invitrogen Corporation®) à 500µM.      

- Différenciation par l’acide rétinoïque puis le dibutyryl AMP cyclique : Les cellules sont 

ensemencées à 10% de confluence puis traitées à l’acide rétinoïque (Sigma Aldrich®) à 

10 µM pendant 5 jours puis par le dbAMPc (Sigma Aldrich®) à 50ng/ml pendant 7 

jours. La différenciation a lieu dans le même milieu Neurobasal décrit dans le 

paragraphe ci-dessus 

B) Transfections 

B.1) Les vecteurs plasmidiques  

B.1.1) Les minigènes 

Le minigène ayant servi dans ces études est placé dans le vecteur pSVIRB et provient 

du Dr A. Andreadis (Université du Massachusetts, Waltham, Massachusetts, USA). Ce 

minigène a été décrit dans Andreadis et al., (1993) et Andreadis et al., (1995). Il contient 

trois exons du gène de l’insuline de rat et une portion de leurs séquences introniques 

flanquates. Les séquences de Tau et cTNT sont insérées au sein d’un site EcoRI situé dans la 

région intronique entre les exons 2 et 3 de l’insuline. 

Les minigènes 2Δ3 et 2/3 ont été élaborés dans le laboratoire de Dr Andreadis. Le 2Δ3 

contient l’exon 2 de Tau avec 878 nucléotides de l’intron situé en amont de l’exon et 2092 

nucléotides de l’intron en aval. Le minigène 2/3 contient les exons 2 et 3 de Tau avec 878 
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nucléotides de l’intron en amont de l’exon 2, 2439 nucléotides de l’intron situé entre les 

deux exons et 1467 nucléotides de l’intron en aval de l’exon 3. Pour le restant des 

minigènes de Tau et cTNT, la taille des introns flanquant l’exon est indiquée par le nom du 

minigène. L’ensemble des minigènes tronqués, à l’exception du 500 E2 2100 ont été 

élaborés dans le laboratoire du Dr C. Branlant. Le 500 E2 2100 a été élaboré dans notre 

laboratoire. Le tableau 3 récapitule l’ensemble des minigènes utilisés dans ce travail.    

Nom de la construction     

(E= exon) 

Taille de l’intron en amont 

de l’exon alternatif  

Taille de l’intron en aval de 

l’exon alternatif  

Constructions Tau   

2∆3 878 pb 2092 pb 

2/3 878 pb en amont de l’exon 2 

2439 pb en amont de l’exon 3 

2439 pb en aval de l’exon 2 

1467 pb en aval de l’exon 3 

250 E2 250 250 pb 250 pb 

500 E2 500 500 pb 500 pb 

800 E2 500 800 pb 500 pb 

878 E2 1050 878 pb 1050 pb 

500 E2 2100 500 pb 2100 pb 

   

175 E5 250 175 pb 250 pb 

175 E5 150 175 pb 150 pb 

150 E5 150 150 pb 150 pb 

100 E5 100 100 pb 100 pb 

75 E5 75 75 pb 75 pb 

50 E5 50 50 pb 50 pb 

100 E5 150 100 pb 150 pb 

50 E5 150 50 pb 150 pb 

150 E5 100 150 pb 100 pb 

150 E5 50 150 pb 50 pb 

 

Minigènes Tau 

Minigènes cTNT 

Tableau3: Les différentes constructions de minigènes Tau et cTNT. 
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B.1.2) Les expansions de triplets 

Les constructions contenant les répétions de CTG sont un don du Dr. T.A. Cooper (Baylor 

College of Medecine, Houston, Texas, USA) et correspondent à des plasmides pcDNA3.1-

V5-His (Invitrogen®) avec un promoteur CMV. Les plasmides contenant 5 et 200 triplets de 

CTG contiennent une partie de la région 3’UTR de la DMPK de part et d’autre des triplets. 

Le plasmide contenant 960 triplets CTG contient les 5 derniers exons de la DMPK bordés 

par leurs introns et l’entièreté de la région 3’UTR. Les 960 répétions de CTG sont 

interrompus toutes les 20 répétions par une séquence CTCGA.   

B.1.3) Les facteurs d’épissage  

Le vecteur exprimant le facteur d’épissage ETR-3 provient du Dr. T.A. Cooper (Baylor 

College of Medecine, Houston, Texas, USA). Il a été décrit dans Ladd et al., (2001). Ici, 

l’ADNc de ETR-3 a été placé dans le vecteur pcDNA3.1-His (Invitrogen®). Quant au facteur 

d’épissage Mbnl1, il a été cloné dans le laboratoire où l’ADNc de l’isoforme 43 a été placé 

dans un vecteur pDEST 53-GFP (Invitrogen ®). 

B.2) Transfections 

Les cellules T98 et SY5Y ont été transfectées avec les vecteurs plasmidiques grâce au 

Fugene HD (Roche®). Les cellules sont transfectées dans des plaques 6 ou 12 puits à 80% de 

confluence dans un milieu dépourvu d’antibiotiques. La formation du complexe ADN (2µg) 

/ Fugene (6µl) a lieu dans un milieu Optimem (Gibco Invtirogen Corporation®) pendant 20 

minutes a température ambiante. En cas de transfection avec deux plasmides différents, 

les deux plasmides ont été transfectés avec un rapport 1:1. Les cellules sont lysées 48 

heures après la transfection et les ARN extraits pour l’analyse.  

B.3) Extraction des ARN totaux  

Les ARN totaux des cellules sont extraits sur colonne de silice grâce au kit d’extraction 

Macherey-Nagel (Nucleospin RNA II, Macherey Nagel ®) selon les instructions du 

fabriquant. La concentration et la pureté des ARN est déterminée par mesure de 

l’absorption par le Nanodrop ND-1000 à 260 nm par rapport à l’absorption à 260/280 nm. 
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B.4) RT-PCR semi-quantitative 

La transcription inverse des ARN en vue de leur analyse par PCR a été réalisée grâce à 

l’enzyme M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen ®) et à des amorces d’hexamères 

aléatoires (Amersham ®) à partir de 1,5µg d’ARN. Après une dénaturation à 68°C pendant 

10 minutes, le mélange réactionnel est chauffé pendant 1 heure à 37°C puis 15 minutes à 

70°C. L’ADNc est dilué au ¼ et 5µl sont utilisés pour la réaction de PCR qui est réalisée 

grâce au kit Platinium PCR SuperMix (Invitrogen ®). La réaction correspond à une 

dénaturation de 3 minutes à 94°C suivie de plusieurs cycles d’amplification selon le couple 

d’amorces utilisé (Voir tableau 3). Un cycle d’amplification correspond à une dénaturation 

de 30 secondes à 94°C suivie de 30 secondes à la température d’hybridation puis de 1 

minute d’élongation à 72°C. L’étape finale d’élongation est effectuée à 72°C pour une duré 

de 7 minutes.  

 

B.5) Analyse des produits amplifiés 

 Les produits de RT-PCR sont séparés par électrophorèse sur gel d’agarose de 

concentration adéquate (3 ou 3,5% d’agarose) et contenant 1% de bromure d’éthidium 

(Euromedex®). Les ampligènes sont visualisés sous ultra-violets grâce au FluoroImager 

scanner (Claravision®) et quantifiés grâce au logiciel MultiGauge (Fujifilm®). Les analyses 

statistiques ont été effectuées par le test de Mann et Whithnney (Mann-Whithney U-test) 

à partir d’au moins trois experiences independantes. 

 

Séquences  

amplifiées 

(E=exon) 

Amorces utilisées  

 (de 5’ vers 3’, S=sens, AS=antisens) 

Température  

d’hybridation  

Taille des 

produits 

amplifiés  

 

Tau  

E1-E13 

 

S : GTTGGGGGACAGGAAAGATC 

AS : GTCTACCATGTCGATGCTGC 

 

65°C 

 

 1200 pb 

(2+3+10+) 
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1113 pb          

(2+3-10+) 

1107 pb 

(2+3+10-) 

1026 pb       

(2-3-10-) 

1020 pb   

(2+3-10-) 

933 pb         

(2-3-10-) 

Tau  

E9-E13 

S : CATGGCAGACCTGAAGAATGTCAAG 

AS : TCACAAACCCTGCTTGGCCA 

 

65°C 

580 pb (10+) 

487 pb (10-) 

Tau  

E1-E4 

S : TACGGGTTGGGGGACAGGAAAGAT 

AS : GGGGTGTCTCCAATGCCTGCTTCT 

 

65°C 

286 pb (2+3+) 

199 pb (2+3-) 

112 pb (2-3-) 

Minigènes 

Tau  

INS1-INS3 

S :CAGCTACAGTCGGAAACCATCAGCAAGCAG 

AS : CACCTCCAGTGCCAAGGTCTGAAGGTCACC 

 

65°C 

470 pb (2+3+) 

380 pb (2+3-) 

290 pb (2-3-) 

Minigènes 

cTNT 

INS1-INS3 

S : CAGCTACAGTCGGAAACCATCAGCAAGCAG 

AS : CACCTCCAGTGCCAAGGTCTGAAGGTCACC 

 

65°c 

310 pb (5+) 

290 pb (5-) 

18S S : AAACGGCTACCACATCCAAG 

AS : CGCTCCCAAGATCCAACTAC 

 

58°C 

 

250 pb 

APP 

E6-E10 

S: GAG GAA CCC TAC GAA GAA CC 

AS: TTC CTG TTC CAA AGA TTC CA 

 

55°C 

503 pb (7+8+) 

369 pb (7+8-) 

178 pb (7-8-) 

 

 
Tableau4: Oligonucléotides utilisés en analyse semi-quantitative.   
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Résultats 

 

I) Phénotype d’épissage fœtal de Tau et effet trans-

dominant des expansions de triplets CTG   

 

 Dans le cerveau de patients atteints de DM1, une dérégulation de l’épissage alternatif 

des exons 2, 3 et 10 de Tau conduit à une expression préférentielle de l’isoforme fœtale. 

Celle-ci correspond à l’exclusion de ces 3 exons alternatifs.   

La dérégulation de l’épissage alternatif des exons 2 et 3 dans les cerveaux de patients 

atteints de DM1 a été mise en évidence dans notre laboratoire (Sergeant et al., 2001). La 

première phase de ce travail de thèse a consisté à vérifier le lien entre l’expansion de 

triplets CTG et la diminution d’inclusion de ces deux exons. C’est par la transfection des 

cellules de glioblastome humain (cellules T98) avec des plasmides exprimant 5, 200 ou 960 

triplets CTG que j’ai pu montrer que 960 triplets CTG provoquaient une diminution 

d’inclusion des exons 2 et 3 de Tau dans ce modèle cellulaire. Ce travail a été réalisé en 

complément à celui de Claire-Marie Dhaenens qui a montré ce lien dans la lignée cellulaire 

du col de l’utérus humain (HeLa) (Dhaenens et al., 2008). Ces études ont également mis en 

évidence que la perte de fonction du facteur Mbnl1 induisait le même effet que les 

expansions de triplets CTG, à savoir une diminution d’inclusion des exons 2 et 3 de Tau. Ces 

recherches ont fait l’objet d’une publication qui est jointe ici sous la rubrique « article 1 ». 

Une fois établi le lien entre expansions de triplets CTG et dérégulation de l’épissage 

alternatif des exons 2 et 3 de Tau, nous avons cherché à mieux comprendre les 

mécanismes moléculaires responsables du phénotype d’épissage pathologique. Cette 

recherche s’est notamment appuyée sur l’étude d’une lignée cellulaire qui exprime un 

phénotype d’épissage de Tau semblable à celui trouvé dans la DM1, la lignée de 

neuroblastome humain (SY5Y). Ces cellules n’expriment pas les expansions de triplets CTG 

caractéristiques de la DM1. Cependant, d’un point de vue phénotypique sur l’épissage, 

elles présentent une exclusion des exons 2 et 3 de Tau conformément à ce que l’on 

observe dans les cerveaux de patients atteints de DM1. Cette observation a alors soulevé 
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une question: Existe-t-il plusieurs mécanismes moléculaires pour arriver à ce même 

phénotype d’exclusion? Autrement dit, le mécanisme impliqué dans la DM1 est-il le même 

que celui responsable du phénotype d’épissage dans la lignée SY5Y? 

L’épissage alternatif est régulé par des éléments cis et des facteurs trans. Son profil final 

résulte d’un effet combinatoire des ces différents éléments de régulation. Pour mieux 

comprendre le mécanisme moléculaire à l’origine du profil d’exclusion des exons 2 et 3 de 

Tau dans la lignée SY5Y, nous avons étudié leur épissage en l’absence de certains éléments 

cis de régulation. Dans ce but, nous avons utilisé un minigène rapporteur d’épissage qui 

contient les exons 2 et 3 de Tau avec seulement une partie de leur région intronique 

environnante, ce minigène s’appelle 2/3 (Figure 22A). De manière intéressante, la 

transfection du minigène 2/3 dans la lignée cellulaire SY5Y montre une inclusion 

préférentielle de ces deux exons et cela en complète opposition avec le profil d’épissage de 

Tau endogène, qui, lui, présente une exclusion (Figure 22B). Un résultat similaire est 

obtenu avec un minigène contenant l’exon 2 avec juste une partie de sa région intronique 

environnante. Il s’agit du minigène 2∆3 (Figure22A et B). Ces résultats démontrent que les 

régions introniques de Tau endogène, régions manquantes dans les deux minigènes, sont 

nécessaires à l’exclusion des exons 2 et 3 dans les SY5Y. Ces régions contiennent des 

éléments cis régulateurs nécessaires à l’action des facteurs d’épissage responsables du 

profil d’exclusion des SY5Y. Ces éléments cis doivent être des « silencers» introniques, 

puisque, en leur absence, on passe d’un profil d’exclusion des exons 2 et 3 vers un profil 

d’inclusion. 
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Figure 22: Epissage alternatif de Tau endogène et Tau minigène dans les cellules SY5Y. (A) Le minigène 

pSVIRB contient un promoteur SV40 suivi par des régions exoniques et introniques de l’insuline de rat 

(Andreadis et al., 1993). Les exons sont représentés par des rectangles et les introns par des traits. Les 

séquences introniques de Tau des minigènes 2∆3 et 2/3 ainsi que du transcrit endogène sont indiquées 

en paire de base au-dessus de l’intron correspondant. (B) L’épissage de Tau a été analysé par RT-PCR 

grâce à des amorces ciblant les exons 1 et 4 pour le transcrit endogène et les exons INS 1 et 3 pour le 

transcrit en minigènes. (C) Epissage alternatif des minigènes 2∆3 et 2/3 après leur co-transfection dans 

les SY5Y, soit avec un plasmide pcDNA vide, soit avec un plasmide pcDNA contenant 5, 200 ou 960 triplets 

CTG. La significativité des résultats est indiquée par * quand p < 0.05 et ** quand  p < 0.001. 

% Isoforme 2- 
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Mais qu’en est t-il du mécanisme en jeu dans l’effet trans-dominant? Implique-t-il les 

mêmes séquences et les mêmes facteurs? Afin de répondre à cette question, nous avons 

recherché si les minigènes Tau, bien qu’ils soient dépourvus d’une grande part des 

éléments cis responsables du phénotype d’épissage fœtal, étaient capables, ou non, de 

répondre à l’effet trans-dominant des expansions de triplets. Pour cela, chacun des 

minigènes a été transfecté avec des plasmides contenant 5, 200 ou 960 triplets CTG. Nos 

résultats montrent que ces minigènes sont capables de répondre à l’effet des expansions. 

En effet, l’exclusion des exons 2 et 3 augmente en présence des CTG 960 (Figure 22C). Cela 

signifie que les séquences de Tau insérées dans les minigènes contiennent les éléments cis 

nécessaires à l’action des facteurs d’épissage impliqués dans l’effet trans-dominant des 

CTG. Cet effet des expansions sur les minigènes 2/3 et 2∆3 de Tau a été confirmé dans une 

autre lignée cellulaire: la lignée de glioblastome humain T98 (Article 2). 

En conclusion, ce travail révèle l’existence de deux voies moléculaires qui mènent au même 

phénotype d’épissage: l’exclusion des exons 2 et 3 de Tau. Dans l’une des voies, des 

facteurs d’épissage agissent sur un ou plusieurs «silencers» introniques, présents sur le 

transcrit endogène et absents des minigènes. Dans l’autre, des éléments cis présents dans 

le transcrit endogène et dans les minigènes sont mis à contribution par l’effet trans-

dominant des expansions de CTG. Ainsi, un seul et unique profil d’épissage peut être 

obtenu par plusieurs mécanismes moléculaires. Pour mieux comprendre les mécanismes 

responsables des défauts d’épissage dans la DM1, il est important de déterminer les 

éléments cis et les facteurs trans impliqués dans le processus d’épissage pathologique.    

Ce travail a fait l’objet d’un article qui est attaché ici sous la rubrique (Article 2).  
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Article 1 

Overexpression of Mbnl1 fetal isoforms and modified splicing of Tau in the 

DM1 brain: Two individual consequences of CUG trinucleotide repeats 
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Article 2 

Altered splicing of Tau in DM1 is different from the foetal splicing process 
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II) Régulation et dérégulation de l’épissage alternatif de 

l’exon 2 de Tau par les expansions de triplets CTG 

 

 L’exon 2 est incorporé dans 50% des transcrits de Tau dans le cerveau et 100% des 

transcrits dans le muscle squelettique (Wei et al., 1998, Leroy et al., 2006a). Dans les 

cerveaux de patients atteints de DM1, une altération d’épissage de cet exon a été 

systématiquement retrouvée dans tous les cas analysés (Sergeant et al., 2001, Jiang et al., 

2004). De plus, comme cela a été reporté par le laboratoire, cette altération est également 

observée dans le muscle (Leroy et al., 2006a).  

Dans la DM1, l’exon 2 de Tau est préférentiellement exclu. Les facteurs Mbnl1 et ETR-3, 

dérégulés dans la DM1, régulent son épissage alternatif (Dhaenens et al., 2008, Leroy et al., 

2006). Ici, et en collaboration avec le laboratoire du Dr Christianne Branlant à Nancy, nous 

avons recherché les éléments cis régulateurs impliqués dans la régulation d’épissage de cet 

exon et en conditions «normales», c'est-à-dire en l’absence de CTG, et en réponse aux 

expansions de triplets CTG. Par ailleurs, nous avons cherché à savoir si les éléments cis 

impliqués dans l’effet des CTG correspondent à ceux impliqués dans l’effet du facteur ETR-

3.  

 

A)  A la recherche d’éléments cis régulateurs, cibles de l’effet des 

expansions de triplets CTG 

 

 Notre stratégie de recherche d’éléments cis régulateurs d’épissage de l’exon 2 s’est 

basée sur la réalisation de délétions introniques dans le minigène 2∆3, qui sert ici de 

référence. Des minigènes Tau tronqués ont été transfectés dans des lignées cellulaires, soit 

avec un plasmide contrôle, pcDNA, pour analyser leur épissage dit « normal », soit avec des 

plasmides contenants 5, 200 ou 960 triplets CTG afin d’étudier l’effet des expansions. De 

cette manière, une modification de l’épissage alternatif d’un minigène tronqué signifie que 

la région délétée contient un élément cis régulateur; et la modification de l’effet trans-

dominant signifie, quant à elle, que la région en question contient un élément cis impliqué 

dans l’effet des expansions de CTG.  
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Nos expériences ont été menées de front dans deux lignées cellulaires: les cellules de 

glioblastome (T98) et de neuroblastome (SY5Y). Ces deux lignées expriment des facteurs 

d’épissage différents (Leroy et al., 2006b) et montrent, de ce fait, des profils d’épissage du 

minigène 2∆3 comparables mais significativement différents: dans les T98, l’exclusion de 

l’exon 2 est très minoritaire et ne correspond qu’à 6% des transcrits, tandis que, dans les 

SY5Y, elle atteint 22% (Figure 23A et B). Le minigène de référence, 2∆3, à partir duquel des 

délétions introniques ont été réalisées, contient 878 nucléotides de l’intron naturellement 

situé en amont de l’exon 2 et 2100 nucléotides de celui nativement présent en aval (Figure 

23 A et B). En fonction de la taille de l’intron présent en amont ou en aval de l’exon après 

délétion, les minigénes tronqués ont été appelés: 250 E2 250, 500 E2 500, 800 E2 500, 500 

E2 2100 et 878 E2 1050 (Figure 23A et B).  

 

 Recherche des éléments cis régulateurs d’épissage alternatif de l’exon 2 

 

Quand on analyse l’effet des délétions sur l’épissage alternatif de l’exon 2 en conditions 

« normales » (condition pcDNA), on constate que les minigènes ne contenant que 250 

nucléotides (minigène 250 E2 250) ou 500 nucléotides (minigène 500 E2 500) de part et 

d’autre de l’exon 2 montrent une perte quasi-totale de la capacité à produire une isoforme 

2- (Figure 23A et B). Cet effet sur l’épissage alternatif est observé dans les deux types 

cellulaires. Dans les SY5Y, le pourcentage d’isoforme 2- de Tau passe de 22% (2∆3) à 3,5% 

(250 E2 250) et 4,3% (500 E2 500) (Figure 23A). Ce résultat révèle l’existence d’éléments cis 

régulateurs qui contribuent à l’exclusion de l’exon 2 dans les régions introniques délétées. 

Ces éléments sont localisés au-delà des 500 nucléotides environnants et correspondent à 

un ou plusieurs «silencers». L’épissage du minigène 800 E2 500 donne un résultat similaire 

(Figure 23A et B), indiquant que les «silencers» sont présents dans les régions introniques 

entre -878 et -800 nucléotides en amont et/ou +500 et +2100 nucléotides en aval. Afin de 

savoir si ces éléments sont présents en amont ou en aval de l’exon 2, l’épissage d’un 

minigène tronqué en amont, mais possédant l’entièreté de la séquence en aval (minigène 

500 E2 2100), a été analysé. Dans les cellules SY5Y, ce minigène est capable de produire 

une isoforme 2- (Figure 23A) démontrant qu’un ou plusieurs éléments «silencers» sont 

présents dans la région intronique en aval, entre les nucléotides +500 et +2100. 
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L’implication de cette région dans l’exclusion de l’exon 2 a été confirmée grâce au minigène 

878 E2 1050. Dans les cellules T98, ce minigène donne lieu à 2% d’isoforme 2- au lieu des 

6% obtenus avec le minigène contrôle 2∆3 (Figure 23B). Ce résultat indique donc que des 

«silencers», présents en aval de l’exon 2, sont localisés entre les nucléotides +1050 et 

+2100.  

On peut remarquer que le pourcentage d’exclusion obtenu avec le minigène 500 E2 2100 

dans les cellules SY5Y (12%) semble moins important que celui obtenu avec le 2∆3 (22%). 

Ceci suggère la présence d’autres «silencers» en amont de l’exon 2. Etant donné que le 

minigène 800 E2 500 n’exprime pas l’isoforme 2-, on conclut que ces éléments doivent se 

situer entre les nucléotides -878 et -800 en amont de l’exon 2. Cependant, dans les cellules 

T98, le minigène 878 E2 1050 ne montre pas d’exclusion de l’exon 2. Ainsi, l’action des 

«silencers» suggérés en amont est dépendante de facteurs d’épissage spécifiques aux 

SY5Y.  

 

 

Pour conclure, nos résultats montrent que l’épissage alternatif de l’exon 2 de Tau est 

régulé par des éléments «silencers» introniques. En aval de l’exon, nous avons pu révéler 

l’existance d’un ou plusieurs «silencers» dans une région comprise entre les nucléotides 

+500 et +2100. De plus, nos résultats montrent que certains de ces «silencers», si ce n’est 

pas tous, sont localisés entre les nucléotides +1050 et +2100. Nos résultats suggèrent 

également la présence d’autres «silencers», en amont de l’exon 2, entre les nucléotides -

878 et -800.  
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Figure 23: Recherche des éléments cis régulateurs d’épissage alternatif de l’exon 2 de Tau imlpiqués dans 

l’effet des expansions de CTG. La recherche d’éléments cis a été menée dans les cellules SY5Y (A) et T98 

(B). La taille des introns des différents minigènes tronqués est indiquée sur les schémas à gauche. Les 

cellules ont été transfectées avec les minigènes tronqués soit avec un plasmide pcDNA vide, soit avec un 

plasmide pcDNA contenant 5, 200 ou 960 triplets CTG. L’épissage alternatif a été analysé par RT-PCR grâce 

aux primers INS 1 et INS3. Les barres d’erreur correspondent au SEM. La significativité des résultats est 

indiquée par * quand p < 0.05 et ** quand  p < 0.001.  
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 Recherche des régions introniques impliquées dans l’effet trans-dominant des 

expansions de triplets CTG sur l’épissage alternatif de l’exon 2 

 

Les expansions de triplets CTG induisent l’exclusion de l’exon 2 du minigène 2∆3 dans les 

cellules SY5Y et T98 (Figure 23A et B). Dans les SY5Y, en présence des CT960, le 

pourcentage d’isoforme 2- passe de 22% à 48% (Figure 23A). Dans les cellules T98, ce 

pourcentage passe de 6% à 24% (Figure 23B). Après la délétion d’une partie des séquences 

introniques présentes en amont et en aval de l’exon dans les minigènes 250 E2 250 et 500 

E2 500, l’effet des CTG960 sur l’épissage alternatif de l’exon 2 est perdu (Figure 23A et B). 

Ainsi, les éléments cis régulateurs impliqués dans cet effet se trouvent au-delà des 500 

nucléotides encadrant l’exon, en amont ou en aval. La co-transfection des deux lignées 

cellulaires avec le minigène 800 E2 500 et les CTG960 montre une légère exclusion de 

l’exon 2 seulement dans les cellules SY5Y (on passe de 3,7 % d’isoforme 2- à 6,4 %) (Figure 

23A et B). Ce résultat indique qu’un élément cis, bien que très légèrement impliqué dans 

l’effet des expansions, est présent entre les nucléotides -800 et -500 en amont de l’exon 2. 

Il indique également que les facteurs d’épissage responsables de l’effet trans-dominant, 

sur cet élément cis régulateur, sont spécifiques aux SY5Y. L’implication de la région en aval 

de l’exon 2 a également été analysée dans les SY5Y grâce au minigène 500 E2 2100. Ce 

minigène répond aux expansions par une augmentation d’exclusion, similaire à celle 

obtenue avec le minigène contrôle, 2∆3 (amplitude d’exclusion de 26,3% pour le 2∆3 et de 

24,6% pour le 500 E2 2100) (Figure 23A). Ainsi, les éléments cis responsables de la majorité 

de l’effet des expansions se trouvent en aval de l’exon, entre les nucléotides +500 et 

+2100. L’implication de la région intronique en aval de l’exon a également été démontrée 

grâce au minigène 878 E2 1050. Ce minigène, non délété dans sa région intronique en 

amont de l’exon 2, a été transfecté dans les cellules T98 (Figure 23B). Dans ces cellules, ce 

minigène montre une perte totale de réponse à l’effet trans-dominant (Figure 23B), 

signifiant par là que les éléments cis impliqués dans cet effet se trouvent en aval de l’exon, 

entre les nucléotides +1050 et +2100.  

 

Pour conclure, notre étude de l’effet trans-dominant sur l’exon 2 de Tau souligne 

l’importance d’une région intronique située en aval de l’exon dans cet effet. Cette région se 
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situe entre les nucléotides +500 et +2100. Au sein de cette région, nous avons pu cibler une 

zone entre les nucléotides +1050 et +2100. Nous montrons également une faible 

implication d’une région en amont de l’exon 2, entre les nucléotides -500 et -800.  

 

 

B) Effet du facteur régulateur ETR-3 sur l’épissage alternatif de 

l’exon 2 de Tau: quelles sont les régions introniques impliquées? 

 

Dans la DM1, la dérégulation du facteur régulateur ETR-3 de la famille CELF correspond 

à une augmentation de son niveau protéique et de sa localisation nucléaire (Wang et al., 

2007b). Il avait été montré dans le laboratoire que la répression d’inclusion de l’exon 2 de 

Tau, observée dans la DM1, pouvait être induite par la surexpression de ETR-3 (Leroy et al., 

2006b). Nous avons donc cherché à déterminer si les régions introniques de Tau impliquées 

dans l’effet de ETR-3 étaient celles impliquées dans l’effet des expansions de triplets sur 

l’épissage. Pour cela, nous avons transfecté les cellules T98 avec différents minigènes Tau 

(2∆3,250 E2 250, 500 E2 500 et 500 et 2100), soit avec un plasmide pcDNA vide, soit avec 

un pcDNA contenant l’ADNc de ETR-3 (Figure 24). Après l’analyse de l’effet de ETR-3 sur ces 

différents minigènes, on constate que ce dernier induit l’exclusion de l’exon 2 seulement 

avec les minigènes 2∆3 et le 500 E2 2100 (Figure 24). Ce résultat suppose que, comme pour 

l’effet des expansions, les séquences impliquées dans l’effet de ETR-3 sur Tau soient 

localisées entre les nucléotides +500 et +2100 en aval de l’exon. Cependant, l’effet de ETR-

3 sur le 500 E2 2100 est plus faible que sur le 2∆3. Ceci suggère l’implication d’une autre 

région intronique, entre -878 et -500 nucléotides en amont de l’exon, dans l’effet de ETR-3 

sur l’exon 2 (Figure 24).  

 

 

 

 

 

[Tapez une citation prise dans le 
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passage intéressant. Vous pouvez 
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de la citation.] 
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III) Régulation et dérégulation de l’épissage alternatif de 

l’exon 5 de cTNT par les expansions de triplets CTG  

 

Parmi les transcrits dérégulés dans la DM1, on trouve celui de la Troponine T cardiaque 

(cTNT), altéré dans le cœur. Sous l’effet des expansions de triplets CTG, l’exon 5 de cTNT 

devient préférentiellement inclus; ce qui correspond à un phénotype d’épissage de type 

fœtal (Philips et al., 1998). Nous nous sommes donc intéressés à ce transcrit et aux 

mécanismes de régulation et de dérégulation de son épissage alternatif.   

Figure 24: Régions introniqus de Tau sensibles au facteur d’épissage ETR-3. Différents minigènes Tau 

tronqués dans leurs parties introniques encadrant l’exon 2 ont été co-transfectés dans les cellules T98 

avec un plasmide pcDNA vide ou contenant l’ADNc du facteur d’épissage ETR-3. Ces données sont le 

résultat d’au moins trois expériences indépendantes. L’épissage alternatif a été analysé par RT-PCR grâce 

aux primers INS 1 et INS3. Les barres d’erreur correspondent au SEM. La significativité des résultats est 

indiquée par * quand p < 0.05 et ** quand  p < 0.001. 
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Ce travail est issu d’une collaboration qui a été mené avec l’équipe du Dr. Christiane 

Branlant à Nancy afin de (i) Identifier les éléments cis régulateurs de l’exon 5 de cTNT 

impliqués dans la régulation de son épissage alternatif en conditions « normales » et en 

réponse aux expansions de triplets CTG (ii) déterminer si les éléments cis impliqués dans 

l’effet trans-dominant sont ceux impliqués dans l’effet du facteur Mbnl1, facteur dérégulé 

dans la DM1 et connu pour réguler l’épissage alternatif de cTNT (Ho et al., 2004). 

 

A) Détermination des régions introniques minimales nécessaires à la 

régulation de l’épissage alternatif et à l’effet trans-dominant des CTG  

 

 Dans un premier temps, nous avons cherché à délimiter les régions introniques 

minimales autour de l’exon 5 nécessaires à la régulation de son épissage alternatif et à 

l’effet des CTG. Pour cela, l’exon 5 bordé par différentes tailles de ses séquences 

introniques natives a été inséré dans le même vecteur qui a servi à l’étude de l’épissage 

alternatif de Tau, le minigène pSVIRB (Andreadis et al., 1993). Une série de trois minigènes, 

nommés 150 E5 150, 175 E5 150 et 175 E5 250, d’après la taille des régions introniques 

encadrant l’exon, a été élaborée. Ces minigènes ont été transfectés dans les cellules T98 

soit avec un plasmide contrôle, pcDNA, pour analyser leur épissage dit « normal », soit avec 

des plasmides contenants 5, 200 ou 960 triplets CTG et cela afin d’étudier l’effet des 

expansions.  

En l’absence de CTG, les trois minigènes montrent des profils d’épissage alternatif 

similaires permettant l’expression des isoformes 5+ et 5- (Figure25). Toutefois, et en 

comparaison avec le 150 E 150, le minigène 175 E5 250 exprime moins d’isoforme 5+ 

suggérant qu’il possède, en plus, un élément «silencer». Quant à l’effet des expansions, les 

trois minigènes y sont sensibles, comme l’atteste l’augmentation d’inclusion de l’exon 5 en 

présence des CTG 960 (Figure 25). 

Etant donné que le minigène 150 E5 150 contient les séquences minimales nécessaires à 

notre étude, celui-ci a été choisi pour la recherche des éléments cis régulateurs.  
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B) Recherche des éléments cis régulateurs d’épissage, cibles de 

l’effet des expansions de triplets CTG 

 

 Afin de rechercher les éléments cis impliqués dans la régulation de l’épissage alternatif 

de l’exon 5, plusieurs délétions introniques ont été réalisées à partir du minigène 150 

E5 150, choisi ici comme référence. Ce minigène donne lieu à 62% d’isoforme 5+ en 

conditions « normales » et à 81% en présence des 960 triplets CTG. 

 

 

Figure 25: Détermination de la séquence intronique minimale nécessaire à la régulation de 

l’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT et à l’effet trans-dominant. L’exon 5 de cTNT avec 

des introns environnants de tailles variables a été inséré dans le minigène pSVIRB. Les noms 

des minigènes indiquent la taille des introns en amont et en aval de l’exon 5. Les minigènes 

ont été co-transfectés dans la cellules T98 avec un plasmide pcDNA vide ou contenant 5, 200 

ou 960 triplets CTG.  L’épissage alternatif a été analysé par RT-PCR grâce aux primers INS 1 et 

INS3. Les barres d’erreur correspondent au SEM. La significativité des résultats est indiquée 

par * quand p < 0.05 et ** quand p < 0.001. 
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 Analyse de l’épissage alternatif de minigènes cTNT doublement tronqués 

Dans un premier temps, nous avons délété les séquences introniques en amont et en aval 

de l’exon simultanément: minigènes 100 E5 100, 75 E5 75 et 50 E5 50. Ces minigènes ont 

été transfectés dans les cellules T98 et l’effet des délétions analysé sur l’épissage 

« normal » (condition pcDNA) et sur la réponse aux expansions de CTG (condition CTG 960).  

Comme le montre la figure 26, une délétion de 50 nucléotides (minigène 100 E5 100) 

modifie l’épissage alternatif de l’exon 5 pour entrainer une augmentation significative de 

son inclusion. Le pourcentage d’inclusion passe de 62% (minigène 150 E5 150) à 88% 

(minigène 100 E5 100). Ainsi, un ou plusieurs «silencers» introniques existent entre les 150 

et 100 nucléotides en amont, ou en aval, de l’exon. La poursuite des délétions en 

supprimant 25 nucléotides supplémentaires (minigène 75 E5 75) conduit, quant à elle, à 

une diminution d’inclusion de l’exon 5: on passe de 88% d’inclusion avec le minigène 100 

E5 100 à 64% avec 75 E5 75 (Figure 26). Cette baisse d’inclusion indique la présence 

d’éléments «enhancers» entre les nucléotides 100 et 75. Un autre «enhancer» est mis en 

évidence par la délétion des 25 autres nucléotides qui suivent (minigène 50 E5 50). Avec ce 

minigène, l’absence du dernier «enhancer» supprime presque totalement l’isoforme 5+, 

qui ne représente plus alors que 3% (Figure 26). 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats révèle l’existence d’éléments « silencers» et 

«enhancers » dans les introns environnants de l’exon 5 en amont, ou en aval de l’exon. Ils 

montrent que la région entre 150 et 100 contient un « silencer» et que celle entre 100 et 

50 contient un ou probablement deux «enhancers».  

 

Quant à l’effet des expansions, nos résultats montrent que le minigène 100 E5 100 

demeure capable de répondre à cet effet, et cela malgré le pourcentage d’ores et déjà 

élevé d’isoforme 5+ en conditions « normales » (on passe de 88% d’isoforme 5+ en 

condition pcDNA à 96% en condition CTG960) (Figure 26). En revanche, ni le 75 E5 75 ni le 

50 E5 50 ne répondent à l’effet trans-dominant (Figure 26), indiquant de ce fait que les 

éléments cis nécessaires à cet effet sont absents de ces deux constructions. On peut 

remarquer que le 75 E5 75 montre une tendance à répondre aux expansions, mais cette 

réponse n’est pas statistiquement significative. Ainsi, les éléments ciblés par les expansions 
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sont potentiellement présents entre les nucléotides 150 et 75 en amont, ou en aval, de 

l’exon.  

Afin de mieux localiser l’ensemble des éléments régulateurs, des délétions ont été 

réalisées, séparément cette fois-ci, en amont ou en aval de l’exon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Analyse de l’épissage alternatif de minigènes cTNT tronqués en amont de 

l’exon 5 

 

En amont de l’exon 5, des délétions progressives à partir du minigène de référence, le 150 

E5 150, ont donné lieu aux minigènes 100 E5 150 et 50 E5 150 (Figure 27).  

La transfection du 100 E5 150 dans les cellules T98 montre que cette région contient un 

élément «silencer», dont l’absence entraine une augmentation d’inclusion de l’exon 5 (77% 

d’isoforme 5+ avec le 100 E5 150 au lieu de 62% obtenus avec le 150 E5 150) (Figure 27). La 

Figure 26: Effet des délétions en amont et en aval de l’exon 5 de cTNT sur l’épissage alternatif et la 

réponse aux expansions de triplets CTG. Différents minigènes cTNT délétés dans leurs régions 

introniques en amont et en aval de l’exon 5 ont été transféctés dans les cellules T98. La taille des introns 

des différents minigènes tronqués est indiquée sur les schémas à gauche. Tous les minigènes ont été co-

transfectés avec un plasmide pcDNA vide ou contenant 5, 200 ou 960 triplets CTG. L’épissage a été 

analysé par RT-PCR grâce aux primers INS1 et INS3. Les barres d’erreur correspondent au SEM. La 

significativité des résultats est indiquée par * quand p < 0.05 et ** quand p < 0.001. 
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délétion de 50 nucléotides supplémentaires avec le minigène 50 E5 150 conduit, elle, en 

revanche, à la suppression de l’isoforme 5+ (Figure 27). Ceci révèle l’existence d’un 

«enhancer», indispensable à l’inclusion de l’exon 5.  

Ainsi, la séquence entre -150 et -100 nucléotides en amont de l’exon 5 contient au moins 

un «silencer», et celle entre -100 et -50 au moins un «enhancer».  

 

En ce qui concerne l’effet trans-dominant, le minigène 100 E5 150 répond à l’effet des CTG 

960 (on passe de79% d’isoforme 5+ en condition pcDNA à 89% en condition CTG960) 

(Figure 27). En revanche, aucun effet des expansions n’est observé sur le minigène 50 

E5 150 (Figure 27). Ces résultats mettent ainsi en évidence l’implication de la région 

intronique en amont de l’exon 5, région comprise entre les nucléotides -100 et -50, dans 

l’effet trans-dominant des expansions de triplets CTG. 

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27: Effet des délétions en amont de l’exon 5 de cTNT sur l’épissage alternatif et la réponse aux 

expansions de triplets CTG. Différents minigènes cTNT délétés dans leurs régions introniques en aval de 

l’exon 5 ont été transféctés dans les cellules T98. La taille des introns des différents minigènes tronqués 

est indiquée sur les schémas à gauche. Tous les minigènes ont été co-transfectés  avec un plasmide 

pcDNA vide ou contenant 5, 200 ou 960 triplets CTG.  L’épissage a été analysé par RT-PCR grâce aux 

primers INS1 et INS3. Les barres d’erreur correspondent au SEM. La significativité des résultats est 

indiquée par * quand p < 0.05 et ** quand p < 0.001.  
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 Analyse de l’épissage alternatif de minigènes cTNT tronqués en aval de  

l’exon 5 

 

En aval de l’exon 5, les mêmes délétions introniques avec les minigènes 150 E5 100 et 150 

E5 50 montrent une baisse graduelle d’inclusion de l’exon (Figure 28). On passe de 62% 

avec le 150 E5 150 à 46% avec 150 E5 100, puis à 24% avec le 150 E5 50. Plusieurs 

«enhancers» existent donc dans les régions délétées.  

 

Malgré l’absence de ces «enhancers», les deux minigènes tronqués sont capables de 

répondre à l’effet des expansions de CTG (Figure 28). Avec le minigène 150 E5 100, le 

pourcentage d’inclusion passe de 46% (condition pcDNA) à 74% (condition CTG960) (Figure 

28). De même, l’inclusion de l’exon 5 augmente avec le minigène 150 E5 50, passant de 

24% (condition pcDNA) à 57% (condition CTG960).  

On peut donc conclure que les régions introniques en aval de l’exon 5, entre les nucléotides 

+150 et +50, ne sont pas nécessaires à l’effet trans-dominant.   

      

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Effet des délétions en aval de l’exon 5 de cTNT sur l’épissage alternatif et la réponse aux 

expansions de triplets CTG. Différents minigènes cTNT délétés dans leurs régions introniques en aval 

de l’exon 5 ont été transféctés dans les cellules T98. La taille des introns des différents minigènes 

tronqués est indiquée sur les schémas à gauche. Tous les minigènes ont été co-transfectés avec un 

plasmide pcDNA vide ou contenant 5, 200 ou 960 triplets CTG. L’épissage a été analysé par RT-PCR 

grâce aux primers INS1 et INS3. Les barres d’erreur correspondent au SEM. La significativité des 

résultats est indiquée par * quand p < 0.05 et ** quand p < 0.001.  
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Ainsi, l’ensemble de ces résultats met en évidence l’implication de plusieurs éléments cis 

introniques dans la régulation de l’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT. En amont de 

l’exon, nous identifions un «silencer», entre les nucléotides -150 et -100, et un «enhancer», 

entre les nucléotides -100 et -50. En aval, nous mettons en évidence deux «enhancers», 

localisés entre les nucléotides +150 et +100 puis entre +100 et +50. Nos résultats montrent 

également que des séquences impliquées dans l’effet trans-domiant des CTG sont 

présentes en amont de l’exon 5, dans la région intronique située entre les nucléotides -100 

et -50.   

 

 

C)  Identification de sites de fixation du facteur Mbnl1 sur cTNT : 

étude de leur implication dans l’épissage alternatif et dans l’effet 

trans-dominant des CTG  

 

 La perte de fonction du facteur régulateur Mbnl1 est un fait majeur contribuant à 

l’effet trans-dominant sur l’épissage alternatif. Il est connu que la surexpression de ce 

facteur provoque l’exclusion de l’exon 5 de cTNT et que sa perte de fonction entraine son 

inclusion (Ho et al., 2004). Si l’effet trans-dominant sur cTNT passe par la perte de fonction 

de Mbnl1, alors les éléments cis impliqués dans l’effet de ce facteur et dans l’effet trans-

dominant devraient être les mêmes. Dans le but de tester cette hypothèse, nous avons 

recherché les séquences impliquées dans l’effet de Mbnl1 sur cTNT afin de les comparer à 

celles préalablement déterminées qui répondent à l’effet trans-dominant.  

 

   

C.1) Recherche des régions introniques impliquées dans l’effet du facteur Mbnl1 

sur l’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT   

 

 Dans un premier temps, nous avons recherché les régions introniques répondant à 

MBNL1 par l’utilisation des minigènes tronqués en amont ou en aval de l’exon 5 (100 

E5150, 50 E5 150, 150 E5 100 et 150 E5 50). Les différents minigènes ont été co-transfectés 
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dans les cellules T98 soit avec un plasmide pcDNA vide, soit avec un plasmide pcDNA 

contenant l’ADNc du facteur Mbnl1 (isoforme 43). 

Nos résultats montrent que Mbnl1 favorise l’exclusion de l’exon 5 dans l’ensemble des 

minigènes, à l’exception du 50 E5 150 (Figure 29). Ces résultats ne mettent pas en évidence 

l’implication d’une région intronique particulière dans l’effet de Mbnl1. De plus, 

l’implication des 50 nucléotides qui juxtaposent l’exon 5 en amont ne peut être exclue, 

puisque le minigène 50 E5 150 montre d’ores et déjà un profil d’exclusion totale. Ainsi, 

nous avons opté pour une autre méthode, basée sur l’identification des sites de fixation de 

Mbnl1 directement à partir de la séquence de cTNT. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29: Régions introniques de cTNT sensibles au facteur d’épissage Mbnl1. Différents minigènes 

cTNT délétés dans leurs introns en amont ou en aval de l’exon 5 ont été co-transféctés dans les cellules 

T98 avec un plasmide pcDNA vide ou contenant l’ADNc de Mbnl1. L’épissage a été analysé par RT-PCR 

grâce aux primers INS1 et INS3. Les barres d’erreur correspondent au SEM. La significativité des résultats 

est indiquée par * quand p < 0.05 et ** quand p < 0.001.  
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C.2) Détermination des sites fonctionnels de fixation du facteur d’épissage Mbnl1 

sur le transcrit de cTNT par l’utilisation de minigènes mutés 

 

Nous avons réalisé un minigène muté dans des sites connus de fixation pour Mbnl1 que 

nous avons appelé Mut5’prox (Figure 30A). Ces sites avaient été décrits par l’équipe du Dr 

Cooper.Par une approche in vitro, l’équipe de Christiane Branlant a pu identifier plusieurs 

sites de fixation de Mbnl1 sur cTNT, trois en amont de l’exon 5 et trois en aval. Les sites en 

amont de l’exon 5 se situent en positions -93, -82 et -62, ceux en aval se situent en 

positions +26, +33 et +40 (Figure 30A). L’étude fonctionnelle de ces sites s’est faite par 

l’utilisation de minigènes 150 E5 150 portant des mutations au sein de ces sites potentiels. 

Les mutations ont été réalisées par groupes. C’est ainsi que le minigène muté dans les trois 

nouveaux sites en amont de l’exon a été appelé Mut 5’dis, tandis que celui muté dans les 

trois nouveaux sites en aval a été appelé Mut 3’DG24. Le suffixe DG24 correspond à une 

mutation supplémentaire, réalisée dans le but d’éliminer un site cryptique d’épissage créé 

sous l’effet d’une des mutations des sites en aval. Un minigène 150 E5 150 portant seule la 

mutation DG24 a donc été réalisé pour vérifier l’effet de cette dernière sur l’épissage. 

Enfin, et dans le but d’étudier un potentiel effet additif des mutations en amont et en aval 

de l’exon, l’ensemble des sites potentiels ont été mutés simultanément dans le minigène 

appelé Mut5’dis + Mut 3’DG24.  

Comme le montrent les expériences de transfection dans les cellules T98, la mutation des 

nouveaux sites identifiés, en amont et en aval de l’exon, conduit à une augmentation 

d’inclusion de l’exon mimant ainsi une perte de fonction de Mbnl1 (Figure 30B). Avec le 

Mut5’dis, le pourcentage d’inclusion de l’exon 5 passe de 62% (150 E5 150) à 91,3% (Figure 

30B). Quant au Mut3’DG24, son inclusion atteint 84%, et cela malgré l’effet de la mutation 

DG24 qui induit une baisse d’inclusion de l’exon (Figure 30B). La combinaison des 

mutations des nouveaux sites identifiés ne modifie pas davantage le niveau d’inclusion, 

indiquant que celle-ci a atteint ici son niveau maximal (Figure 30B). En revanche, la 

mutation des sites déjà décrits, Mut5’prox, ne semble pas modifier l’épissage de l’exon 5 

dans notre modèle cellulaire (Figure 30B) et ceci contrairement à la légère baisse 

d’inclusion reportée dans la littérature (Ho et al., 2004, Warf and Berglund, 2007).  
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Nous avons également voulu tester l’implication des nouveaux sites dans l’effet trans-

dominant, mais le pourcentage d’inclusion d’ores et déjà élevé, pourcentage induit par la 

perte de fonction de Mbnl1, ne permet pas d’étudier cet effet (Figure 30C). Par contre, 

étant donné que les sites déjà décrits ne modifient pas l’épissage alternatif en conditions 

basales, nous avons pu tester leur implication dans l’effet trans-dominant. Nos resultats 

montrent que la mutation de ces sites, Mut5’prox, n’altére pas la réponse aux expansions 

de manière statistiquement significative et ceci contrairement a ce qui a été publié dans la 

littérature (Warf and Berglund, 2007).  

 

Figure 30: Effet des mutations des sites Mbnl1 sur l’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT et la 

réponse aux expansions de CTG. (A) La localisation des sites mutés de Mbnl1 sur la séquence de 

cTNT. La séquence de l’exon est en majuscules et celle de l’intron en minuscules. Le Mut5’dis 

correspond aux sites mutés en positions -93, -82 et -62, le Mut 5’prox en positions -41 et -28 et le 

Mut3’ aux sites mutés en positions +26, +33 et +40. (B) L’effet des mutations sur l’épissage de 

l’exon 5 a été analysé après co-transfection des cellules T98 avec les minigènes 150 E5 150 mutés et 

un plasmide pcDNA vide. Les mutations Mut5’dis, Mut5’prox et Mut3’ sont représentées par des 

étoiles et la mutation DG24 par un triangle. En (C), les minigènes mutés ont également été 

transfectés avec un plasmide pcDNA contenant 960 triplets CTG afin d’étudier leur réponse aux 

expansions de CTG. L’épissage alternatif a été analysé par RT-PCR grâce aux primers INS1 et INS3. 

Les barres d’erreur correspondent au SEM. La significativité des résultats est indiquée par * quand 

p < 0.05 et ** quand p < 0.001. 
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Ainsi, nos résultats mettent en évidence de nouveaux sites de liaison pour Mbnl1, en 

amont et en aval de l’exon 5 de cTNT, qui sont décrits ici pour la première fois.  
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Résultats complémentaires 

 

 Epissage alternatif de Tau et différenciation neuronale 

 

Les SY5Y sont un sous-clone de la lignée de neuroblastome SK-N-SH (Ross et al., 1983). 

Elles sont issues du système nerveux et expriment des marqueurs dopaminergiques (Kume 

et al., 2004). Le profil d’exclusion des exons alternatifs 2, 3 et 10 de Tau dans la lignée SY5Y 

correspond à un phénotype d’épissage de type fœtal (Article 2). Etant donné qu’il s’agit ici 

d’une lignée cellulaire continue, on s’est alors demandé si ce phénotype d’épissage ne 

résultait pas de l’état non différencié du modèle cellulaire. Afin de tester cette hypothèse, 

nous avons analysé l’épissage alternatif de Tau dans les SY5Y avant et après leur 

différenciation. Nous avons testé trois méthodes de différenciation. En contrôle, nous 

avons analysé l’épissage alternatif de l’APP (Protéine précurseur à l’amyloïde).  

 

Ici, les trois méthodes utilisées pour différencier les SY5Y sont basées sur l’utilisation de 

trois agents différenciateurs: l’acide rétinoïque (AR), un dérivé métabolique de la vitamine 

A, le dibutyryl AMP cyclique (dbAMPc), composé analogue du second messager 

intracellulaire AMP cyclique (adénosine 3’,5’ monophosphate cyclique) et, enfin, le Brain 

Derived Neurotrophic Factor (BDNF), qui est un facteur de croissance neurotrophique. La 

première méthode de différenciation consiste dans le traitement des cellules avec l’AR 

pendant une période de 10 jours. Dans les deuxième et troisième méthodes, les SY5Y sont 

différenciées par des traitements successifs avec l’AR pendant 5 jours puis avec le dbAMPc 

ou le BDNF pendant 7 jours. Sur le plan morphologique, il est connu que ces trois agents 

induisent un phénotype neuronal des SY5Y caractérisé par une extension de neurites 

(Ehrhard et al., 1993, Sanchez et al., 2003, Miloso et al., 2004, Encinas et al., 2000). Dans 

nos expériences de différenciation, les trois méthodes induisent une extension des neurites 

conformément à ce qui est reporté dans la littérature (Figure 31). Toutes modifient 

également l’épissage alternatif du transcrit de l’APP bien que cette modification soit plus 

ou moins importante d’après la méthode employée. Dans tous les cas, il s’agit du passage 

d’un phénotype d’épissage fœtal caractérisé par une inclusion des exons 7 et 8 vers un 
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phénotype adulte où ces exons deviennent exclus (Figure 31). Malgré cela, aucune des trois 

méthodes de différenciation ne modifie l’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 de Tau 

(Figure 31). Ceci suppose deux possibilités: ou bien ces cellules expriment un ou plusieurs 

facteurs répresseurs forts qui restent actifs après la différenciation, ou bien elles 

n’expriment pas un ou plusieurs facteurs activateurs et cela malgré la différenciation. En 

tous les cas, les SY5Y, différenciées ou non, semblent incapables, avec ces méthodes, de 

produire des isoformes contenant les exons 2, 3 et 10 de Tau à partir du transcrit 

endogène. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31: Effet de la différenciation neuronale sur l’épissage alternatif de Tau et APP. La 

différenciation des SY5Y a eu lieu dans des flasques revêtues d’une couche de poly-L-lysine et de 

laminine. La différenciation par l’acide rétinoïque (SY5Y AR) a eu lieu pendant 10 jours dans un milieu 

DMEM F12 dépourvu de sérum, contentant de l’insuline/transferrine, de la progestérone et de l’acide 

rétinoïque (10µM). La différenciation par traitements successifs avec l’acide rétinoïque et le dbAMPc 

(SY5Y AR/dbAMPc) ou le BDNF (SY5Y AR/BDNF) s’est effectuée dans un milieu Neurobasal sans sérum 

complété avec du B27. Dans ce cas, les cellules ont été traitées avec l’acide rétinoïque (10µM) pendant 

5 jours puis avec le dbAMPc (3mM) ou le BDNF (50ng/ml) pendant 7 jours. L’épissage alternatif de Tau 

et APP a été analysé par RT-PCR avant et après la différenciation neuronale. Les exons cibles des 

amorces utilisées pour analyser de l’épissage des exons 2, 3 et 10 de Tau et les exon 7 et 8 de APP sont 

indiqués sur la figure.  
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DISCUSSION 

 

A) Quel mécanisme moléculaire responsable du profil d’épissage 

fœtal de Tau dans la Dystrophie Myotonique de type 1 ?  

 

 Pour plusieurs transcrits exprimés dans différents tissus, les défauts d’épissage alternatif 

dans la DM1 correspondent à une expression majorée des isoformes fœtales. Cette 

observation soulève des interrogations quant au mécanisme de dérégulation de 

l’épissage alternatif dans la DM1. Cette altération commune laisse, en effet, supposer 

qu’il existe des facteurs communs à la dérégulation de ces transcrits et, probablement, à 

leur régulation en temps normal. Dans la DM1, l’hypothèse d’une réactivation ou d’un 

maintien d’un programme d’épissage fœtal nous amène à nous interroger sur les acteurs 

de ce programme.  

Pour tenter de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu ici, on s’est appuyé sur 

l’étude de l’épissage alternatif des exons 2 et 3 de Tau dans un système cellulaire qui 

exprime majoritairement l’isoforme fœtale (cellules SY5Y). Ces cellules représentent donc 

un modèle cellulaire exprimant un ensemble de facteurs régulateurs responsables d’un 

phénotype d’épissage de « type fœtal ». L’étude de l’épissage alternatif de minigènes Tau 

2/3 et 2∆3 dans ces cellules montre que les séquences et facteurs mis en jeu pour obtenir 

l’isoforme fœtale, ici, sont différents de ceux impliqués dans l’effet trans-dominant de la 

DM1. Dans la DM1, les facteurs Muscleblind et CELF sont impliqués dans la régulation 

développementale de l’épissage alternatif de plusieurs transcrits altérés (Lin et al., 2006, 

Kalsotra et al., 2008, Ladd et al., 2001, Ladd et al., 2005). Ces facteurs pourraient ainsi 

constituer le point commun majeur entre les différentes cibles de l’effet trans-dominant. 

Afin de mieux comprendre les mécanismes à l’origine du processus d’épissage 

pathologique, nous avons tenté de savoir si les éléments cis régulateurs cibles de l’effet 

trans-dominant son également ceux impliqués dans l’effet des facteurs Muscleblind et 

CELF. 
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B) Régulation de l’épissage alternatif de l’exon 2 de Tau  

 

B.1) L’exclusion de l’exon 2 passe par l’action de plusieurs «silencers» 

introniques 

 

 La plupart des études sur les éléments cis régulateurs d’épissage alternatif de Tau se 

sont focalisées sur l’exon 10. Très peu d’études existent sur l’exon 2. Ici, nous avons 

recherché les éléments cis régulateurs d’épissage de cet exon. Etant donné que l’action 

de ces éléments dépend des facteurs trans régulateurs, notre recherche a été menée 

dans deux modèles cellulaires (SY5Y et T98) qui expriment des facteurs régulateurs 

d’épissage différents (Leroy et al., 2006b). Nos résultats révèlent l’existence d’un ou 

plusieurs «silencers» introniques en aval de l’exon 2, dans une région entre + 500 et 

+2100 (Figure 32A). Au sein de cette région, nous avons mis en evidence la présence de 

certains «silencers» dans une zone restreinte entre les nucléotides +1050 et +2100 

(Figure 32A). Nos résultats suggèrent également la présence de «silencers» en amont de 

l’exon 2, entre les nucléotides -878 et -800 (Figure 32A). Ces éléments cis sont décrits ici 

pour la première fois. Par l’utilisation de cellules Cos, l’équipe d’Andreadis a pu identifier 

d’autres «silencers» introniques régulant l’épissage alternatif de l’exon 2 (Li et al., 2003). 

Ces éléments «silencers» sont situés en amont et en aval de l’exon, entre les nucléotides -

571 et -281 et + 471 et +840 (Figure 32B) (Li et al., 2003). Dans notre étude, la presence 

des ces deux elements cis n’a pas pu étre revelée dans nos deux lignées cellulaires, très 

certainement à cause de la différence des contextes cellulaires. Au niveau exonique, un 

«enhancer» et un «silencer» ont également été décrits par l’équipe d’Andreadis (Wang et 

al., 2005). Ainsi, l’ensemble de ces données montre que l’épissage alternatif de l’exon 2 

de Tau est essentiellement régulé par éléments «silencers», et notamment des 

«silencers» introniques.    
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Que ce soit pour les «silencers» que nous mettons en évidence ou ceux déjà décrits, ces 

éléments sont localisés relativement loin de l’exon. Parmi les mécanismes de répression 

décrits dans la littérature, des éléments «silencers» situés à proximité de l’exon agissent 

en empêchant la fixation de protéines du spliceosome au niveau des sites donneurs, ou 

accepteurs, d’épissage. Dans le cas de l’exon 2 de Tau, étant donné la position éloignée 

des «silencers» introniques par rapport à l’exon, ce mécanisme ne semble pas être celui 

impliqué dans la répression d’inclusion. Un autre mécanisme de répression correspond à 

celui de la multimérisation. Dans ce cas, la multimérisation d’un facteur répresseur au 

niveau d’un élément «silencer» peut masquer des «enhancers» adjacents. Dans nos 

expériences, le profil d’inclusion totale pour plusieurs minigènes tronqués suggère que 

l’exclusion de l’exon 2 est obtenue par l’activation d’éléments «silencers» plutôt que par 

l’inactivation d’ «enhancers ». Ainsi, nos résultats ne favorisent pas l’implication de ce 

modèle dans la répression d’inclusion de l’exon 2. Un autre modèle connu pour réprimer 

l’inclusion d’exons alternatifs est celui du « looping out » (voir figure 8 dans 

 

Figure 32 : Récapitulatif des éléments cis régulateurs de l’épissage alternatif de l’exon 2 de Tau. En 

(A) sont représentés les éléments cis identifiés par ce travail. Le point d’interrogation signifie une 

possibilité d’existence d’un élément régulateur. Les éléments cis régulateurs déjà décrits sont 

représentés en (B) et ont tous été identifiés par l’équipe d’Andreadis (Li et al., 2003, Wang et al., 

2005). Le schéma en (C) récapitule l’ensemble des informations dont on dispose sur la régulation en 

cis de l’épissage alternatif de l’exon 2. ISS = Intronic Splicing Silencer ; ESS = Exonic Splicing Silencer ; 

ESE = Exonic Splicing Enhancer. Cette représentation n’est pas à l’échelle. 
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l’introduction). D’après ce dernier, des «silencers» situés de part et d’autre de l’exon lient 

des facteurs répresseurs qui interagissent et conduisent alors à la formation d’une boucle 

au niveau de l’ARN. Cette structure empêche la reconnaissance de l’exon par le 

spliceosome. Ce mécanisme est employé pour l’exclusion de l’exon neuronal, N1, de src 

dans les cellules non neuronales (Markovtsov et al., 2000, Maltin et al., 2005). Dans le cas 

de l’exon 2 de Tau, étant donnée la position éloignée des éléments «silencers» 

introniques par rapport à l’exon, il est possible que ce mécanisme soit celui employé pour 

l’exclusion de l’exon. Cependant, ce mécanisme fait appel à des éléments «silencers» 

situés de part et d’autre de l’exon. D’après nos résultats, le minigène tronqué qui permet 

d’obtenir une exclusion de l’exon 2 (minigène 500 E2 2100) contient des «silencers» actifs 

en aval de l’exon, mais pas en amont. Ainsi, il est possible que ce minigène fasse 

également appel à des «silencers» en amont de l’exon 2, «silencers» qui ont besoin de la 

présence de ceux en aval pour agir. Cette piste sera intéressante à explorer.  

 

B.2) Corrélation entre les séquences cibles de l’effet trans-dominant et le 

facteur d’épissage ETR-3 ? 

 

 Dans la DM1, les mécanismes mis en jeu dans l’effet trans-dominant sur l’épissage 

alternatif ont essentiellement été étudiés pour des transcrits dérégulés dans le muscle 

squelettique et le cœur tel que IR, CIC, et cTNT (Ho et al., 2004, Savkur et al., 2001, 

Charlet-B et al., 2004, Philips et al., 1998). Mis à part les travaux réalisés dans notre 

laboratoire, aucun autre sur les mécanismes de dérégulation de l’épissage alternatif de 

Tau dans la DM1 n’a été mené jusqu’ici. Nos résultats sur Tau montrent que l’essentiel de 

l’effet trans-dominant sur l’épissage de l’exon 2 implique une région intronique située en 

aval de l’exon. Au sein de cette région comprise entre les nucléotides +500 et +2100, nous 

avons pu déterminer l’implication d’une zone plus restreinte, entre les nucléotides +1050 

et +2100 (Figure 33). Cette région intronique (entre +1050 et +2100) contient un ou 

plusieurs éléments «silencers» (Figure 33). Il est très possible que l’effet des CTG sur 

l’exon 2 de Tau passe par l’activation de ces éléments régulateurs. Nous montrons 

également qu’une partie de l’effet répresseur du facteur de la famille CELF, ETR-3, 

implique la région intronique en aval de l’exon 2 (région comprise entre les nucléotides 



127 

 

+500 et +2100) (Figure 33). D’autres expériences seront nécessaires pour déterminer plus 

précisément si les régions introniques mises en jeu dans l’effet des CTG impliquent les 

éléments «silencers» et le facteur d’épissage ETR-3.  

L’autre famille de facteurs impliquée dans la DM1 est la famille Muscleblind. Dans le cas 

de l’exon 2 de Tau, c’est la perte de fonction de MBNL1 qui induit l’exclusion de l’exon 2 

(Dhaenens et al., 2008). Ceci semble signifier que, en temps normal, Mbnl1 exerce sur 

Tau un effet activateur. Dans notre recherche des régions introniques impliquées dans 

l’effet trans-dominant, nos résultats mettent en évidence une région intronique qui 

contient des éléments «silencers». Il sera intéressant de rechercher si cette même région 

est sensible à la perte de fonction de Mbnl1 et de déterminer les éléments cis au sein 

desquels Mbnl1 exerce son effet activateur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C) Régulation de l’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT  

 

C.1) L’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT fait intervenir plusieurs 

«enhancers» et un «silencer» introniques 

 

 Nos travaux sur la régulation de l’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT montrent que 

cet exon est régulé par trois «enhancers» et un «silencer» introniques. En amont de 

Figure 33: Régions introniques impliquées dans l’effet des expansions de CTG et du facteur 

d’épissage ETR-3 sur l’épissage alternatif de l’exon 2 de Tau. ISS = Intronic Splicing Silencer ;  ESS = 

Exonic Splicing Silencer ; ESE = Exonic Splicing Enhancer. 
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l’exon 5, nous identifions un «silencer» localisé entre les nucléotides -150 et -100 et un 

«enhancer» qui se situe entre les nucléotides -100 et -50 (Figure 34A). En aval, nous 

révélons deux «enhancers», compris entre les nucléotides +50 et +100 pour l’un et +100 

et +150 pour l’autre (Figure 34A). La plupart des études sur cTNT ont été effectuées sur la 

séquence du poulet et ont pu démontrer l’existence de quatre «enhancers» introniques 

autour de l’exon 5. L’un d’entre eux se trouve en amont de l’exon 5 et les trois autres en 

aval (Ryan et al., 1996, Cooper, 1998). Parmi les éléments présents en aval de l’exon, et 

de manière similaire à ce que l’on trouve chez l’homme, deux sont localisés entre les 

nucléotides +53 et +89 puis +94 et +130 (Cooper, 1998). Le changement dans le profil 

d’épissage de l’exon 5 de l’inclusion vers l’exclusion au cours du développement est un 

processus très conservé qu’on retrouve chez l’homme, la souris, le rat et le poulet 

(Cooper and Ordahl, 1985, Jin and Lin, 1989, Townsend et al., 1995). La similitude dans la 

localisation de deux «enhancers» entre l’homme et le poulet peut suggérer l’existence de 

mécanismes de régulation communs entre ces deux espèces.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34: Récapitulatif de la régulation en cis de l’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT. (A) Les 

éléments cis régulateurs et les sites de fixation du facteur d’épissage Mbnl1 identifiés par ce travail 

sont représentés. En (B) sont représentées les données de la littérature sur le transcrit humain de 

cTNT. Il s’agit de sites de fixation de facteurs d’épissage Mbnl1 et CUGBP1 (Ho et al., 2004, Philips 

et al., 1998, Warf and Berglund, 2007). L’ensemble de nos connaissances sur la régulation en cis de 

l’exon 5 de cTNT chez l’homme est regroupée en figure (C). ISS = Intronic Splicing Silencer ; ISE= 

Intronic Splicing Enhancer.  
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C.2) Rôle de Mbnl1 dans la régulation de l’épissage alternatif de l’exon 5 de 

cTNT  

 

 Il est connu que la surexpression de Mbnl1 conduit à l’exclusion de l’exon 5 de cTNT et 

que sa perte de fonction mène, à l’inverse, à son inclusion (Ho et al., 2004). Mbnl1 est 

donc considéré dans le cas de cTNT comme facteur répresseur. Par des expériences de 

mutagénèse dirigée, nous avons identifié plusieurs sites de fixation de Mbnl1 en amont et 

en aval de l’exon 5 (Figure 34A). Les sites en amont sont localisés entre -100 et -50, tandis 

que ceux en aval sont contenus dans les 50 nucléotides qui juxtaposent directement 

l’exon 5 (Figure 34A). La mutation de ces sites conduit à une inclusion accrue de l’exon 5 

démontrant qu’ils jouent un rôle dans la régulation de l’épissage alternatif de cTNT en 

temps « normal ». Par ailleurs, l’augmentation d’inclusion de l’exon 5 sous l’effet de ces 

mutations est en parfait accord avec le rôle répresseur de Mbnl1. L’équipe de Cooper 

avait déjà identifié deux sites de fixation de Mbnl1 en amont de l’exon 5, en positions -36 

et -18 (Figure 34B) (Ho et al., 2004). De manière inattendue, les auteurs ont constaté que 

la mutation de ces sites conduisait à une augmentation d’exclusion de l’exon (Ho et al., 

2004). Ce même résultat a été confirmé par l’équipe de Berglund (Warf and Berglund, 

2007). L’équipe de Berglund a également montré que, au niveau de ses sites, Mbnl1 liait 

et stabilisait une structure secondaire au niveau de l’ARN (Warf and Berglund, 2007). A 

partir de là, les auteurs ont avancé une hypothèse d’après laquelle Mbnl1 agirait sur 

l’épissage en masquant des éléments cis régulateurs. En l’absence de Mbnl1, ces 

éléments cis deviennent accessibles aux facteurs trans permettant leur action. Nos 

résultats sont en faveur d’une telle hypothèse. D’abord, les sites Mbnl1 que nous 

identifions en amont de l’exon 5 se trouvent au sein d’un élément «enhancer». Cela 

signifie que Mbnl1 pourrait exercer son effet répresseur en inhibant l’action de 

l’»enhancer». Ensuite, les sites que nous identifions en aval de l’exon 5 sont localisés dans 

une région qui contient des sites du facteur CELF, CUGBP1 (Figure 34B) (Philips et al., 

1998). CUGBP1 agit sur cTNT en tant qu’activateur (Philips et al., 1998). Ceci suggère 

qu’une compétition entre Mbnl1 et CUGBP1 pourrait avoir lieu au niveau de cette région. 

Ainsi, nos résultats sur la localisation des sites Mbnl1 sur cTNT suggèrent que Mbnl1 
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exerce son effet répresseur en masquant des éléments »enhancers» et en empêchant 

l’action de facteurs activateurs. 

 

C.3) L’effet trans-dominant sur l’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT 

implique un élément «enhancer» qui contient un site Mbnl1  

 

 Notre recherche des éléments cis impliqués dans l’effet des expansions de triplets CTG 

sur cTNT montre que cet effet cible l’ »enhancer» intronique situé en amont de l’exon 

(Figure 35). Cet effet correspond à une augmentation d’inclusion de l’exon, suggérant 

qu’il s’agit ici d’une activation de l’élément «enhancer». Cet effet pourrait également 

cibler l’élément «silencer» situé en amont de l’exon en conduisant à son inactivation. 

Dans nos expériences de minigènes tronqués, la délétion du «silencer» conduit à une 

grande augmentation d’inclusion de l’exon en conditions « normales ». De ce fait, elle 

conduit également à une baisse de l’amplitude de la réponse aux CTG. Dés lors, nos 

résultats ne nous permettent pas de savoir si la faible amplitude de la réponse aux CTG 

est due uniquement à la contribution du «silencer» dans l’épissage « normal » ou si elle 

traduit également l’implication de cet élément dans l’effet trans-dominant. D’autres 

expériences restent nécessaires pour déterminer si ce «silencer» est impliqué dans l’effet 

trans-dominant ou non.  

Les travaux d’autres équipes ont révélé que les sites des facteurs CUGBP1 et Mbnl1, 

situés dans les 50 nucléotides qui juxtaposent directement l’exon, contribuent également 

à l’effet trans-dominant (Philips et al., 1998, Ho et al., 2004, Warf and Berglund, 2007) 

(Figure 35). Ni nos expériences, ni nos résultats ne permettent de révéler l’implication de 

ces régions. D’abord, l’ensemble de nos constructions de minigènes tronqués contiennent 

ces régions et ne permettent donc pas d’étudier leur effet. Ensuite, le profil d’épissage de 

certains de nos minigènes (exclusion totale avec le minigène 50 E5 150) ne permet pas 

d’observer leur implication dans l’effet trans-dominant. Nos résultats se sont focalisés sur 

des régions introniques ciblées par l’effet trans-dominant. C’est ainsi que nous avons pu 

révéler l’importance d’un «enhancer» intronique qui n’avait jamais été décrit jusqu’ici. 

Cet «enhancer» contient des sites de fixation pour le facteur Mbnl1, mais doit très 

probablement fixer d’autres facteurs d’épissage. La plupart des travaux sur la DM1 se 
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sont focalisés sur les facteurs Muscleblind et CELF. Il serait intéressant de rechercher 

quels autres facteurs participent à l’effet des expansions de triplets CTG sur l’épissage 

alternatif.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  35: Eléments cis régulateurs et sites de facteurs d’épissage impliqués dans l’effet des 

expansions de CTG sur l’épissage alternatif de l’exon 5 de cTNT. Ce schéma récapitule les 

données apportées par ce travail ainsi que celles de la littérature. En amont de l’exon 5, les 

expansions de triplets ciblent un «enhancer» contenant des sites Mbnl1 (ce travail) ainsi que 

d’autres sites Mbnl1 (Ho et al., 2004, Warf and Berglund, 2007). Les sites CUGBP1 présents en 

aval de l’exon 5 sont également impliqués dans l’effet trans-dominant (Philips et al., 1998). 
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Conclusion 

 

 Notre étude s’est focalisée sur la régulation et la dérégulation de l’épissage alternatif de 

deux transcrits altérés dans la DM1: Tau et cTNT. L’épissage alternatif de ces deux 

transcrits, exprimés dans des tissus différents, est régulé au cours du développement. Dans 

la DM1, l’altération de leur l’épissage alternatif correspond à une expression majorée des 

isoformes fœtales. Pour l’exon 2 de Tau, le profil fœtal correspond à une exclusion de 

l’exon, tandis que, pour l’exon 5 de cTNT, il s’agit d’une inclusion. Ces profils d’épissage 

opposés ainsi que l’expression de ces transcrits dans des tissus différents supposent des 

mécanismes de régulation différents de leur épissage alternatif. Cependant, dans la DM1, 

le profil d’épissage fœtal pour plusieurs transcrits altérés soulève la possibilité d’existence 

d’un mécanisme commun de dérégulation, et probablement de régulation, entre ces 

différents transcrits. Nos travaux sur Tau et cTNT montrent que les mécanismes mis en jeu 

dans la régulation de l’épissage alternatif de ces deux transcrits sont différents. Pour Tau, le 

profil d’épissage fœtal fait appel à des «silencers», tandis que, pour cTNT, il implique des 

«enhancers». Toutefois, nos résultats tendent à montrer que les expansions de CTG ne 

ciblent pas l’ensemble des éléments cis régulateurs de ces deux transcrits. Ceux touchés 

par l’effet trans-dominant semblent être ceux impliquant les facteurs d’épissage des 

familles Muscleblind et CELF. Ces deux familles de facteurs régulateurs seraient donc le 

point commun majeur entre les différents transcrits dérégulés dans la DM1. De ce fait, la 

question que nous sommes amenés à nous poser concerne le mécanisme d’action de ces 

mêmes facteurs sur l’épissage.  

Pour Mbnl1, il a été proposé dans littérature qu’il agirait sur l’épissage en masquant les 

sites d’épissage d’autres facteurs trans régulateurs. Ici, et dans le cas de cTNT, nous 

montrons, d’une part, que l’action répresseur de Mbnl1 peut passer par sa fixation au sein 

d’un élément «enhancer» et, d’autre part, que Mbnl1 peut agir sur des régions qui fixent 

son anatagoniste CUGBP1. Nos résultats sont donc en faveur d’un mécanisme d’action de 

Mbnl1 basé sur sa capacité à masquer des sites d’épissage. Cette hypothèse sera à tester 

sur le transcrit de Tau. Dans le cas de Tau, il sera question de savoir si Mbnl1, qui agit ici 



133 

 

comme activateur, exerce son effet à travers des éléments «silencers». Si ceci était le cas, 

on aurait alors à faire à un mécanisme d’action commun de Mbnl1 sur ces deux transcrits. 
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Perspectives 

 

 La question soulevée par ce travail concerne les mécanismes de régulation et de 

dérégulation de l’épissage alternatif de Tau et cTNT dans la DM1. Bien que notre étude a 

permis de mieux apprécier les mécanismes mis en jeu ici, elle ne les élucide pas 

complètement. 

Dans le cas de Tau, les régions introniques contenant les éléments «silencers» sont à 

délimiter davantage. Nos expériences suggèrent la présence d’un «silencer» en amont de 

l’exon 2 sans en démontrer la présence. Ainsi de nouvelles constructions de minigènes 

tronquées seront à élaborer afin de l’identifier (minigène 878 E2 500). En aval de l’exon, à 

partir d’une large zone comprise entre les nucléotides +500 et +2100, nous avons délimité 

une région entre +1050 et +2100 contenant des «silencers», région impliquée dans l’effet 

trans-dominant. Il faudra localiser plus précisément les «silencers» présents dans cette 

région grâce à un minigène 500 E2 1500 et déterminer leur part d’implication dans l’effet 

trans-dominant. Par ailleurs, la présence d’autres éléments cis régulateurs dans la zone 

+500 et +2100 sera à tester également.  

Dans nos études de l’effet trans-dominant sur Tau, nous avons cherché la corrélation 

entre régions introniques impliquées dans l’effet trans-dominant et celles impliquées 

dans l’effet du facteur régulateur ETR-3. Les régions introniques sensibles à la perte de 

fonction de Mbnl1 n’ont pas encore été recherchées. Des expériences de cotransfection 

cellulaire avec un siRNA de Mbnl1 et des minigènes Tau tronqués seront à réaliser afin de 

déterminer les éléments cis responsables de l’effet de ce facteur sur Tau. 

Quant à cTNT, nos résultats révèlent un «enhancer» intronique qui régule l’épissage 

alternatif de l’exon 5 et qui est ciblé par l’effet des CTG. Nous avons également identifié 

un «silencer» en amont de l’exon, mais les profils d’épissage de nos minigènes tronqués 

ne nous ont pas permis d’étudier son implication dans l’effet trans-dominant. Afin de 

déterminer l’effet des CTG sur cet élément «silencer», nous pouvons le placer, seul, dans 

un minigène contenant les séquences d’un transcrit qui n’est pas ciblé par les expansions. 

Ceci devrait permettre de savoir si la présence de ce «silencer» confère une sensibilité 

aux expansions de CTG ou non.   
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