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Stratégies d'analyse spatio-temporelle de l’épissage alternatif dans le système nerveux de 

Caenorhabditis elegans 

L‟épissage alternatif est un mécanisme de régulation de l‟expression des gènes ayant pris une 

importance croissante dans l‟étude du vivant. Si des méthodes existent pour déterminer les gènes qui y 

sont soumis, peu d‟outils sont disponibles pour suivre ces événements d‟épissage in vivo au cours du 

développement. Pourtant, la caractérisation des régulations sous-jacentes à ces évènements et la 

détermination des facteurs impliqués sont dépendantes de stratégies fiables pour les visualiser dans des 

conditions physiologiques. 

 Nous avons développé un système adapté à l‟étude d‟événements d‟épissage basé sur un 

rapporteur fluorescent bicolore. Nous l‟avons appliqué à cinq gènes de l‟organisme modèle 

Caenorhabditis elegans et avons suivi leur épissage in vivo. 

 Parmi les différents gènes suivis, deux d‟entre eux suivaient un modèle d‟épissage 

potentiellement stochastique, un autre une absence d‟épissage alternatif détectable. Les deux derniers 

gènes présentent un profil d‟épissage spécifique à certain types cellulaires mais ont un effet toxique 

sur l‟organisme lorsque nous les avons exprimés à partir de concatémères extrachromosomiques. Pour 

remédier à cela, nous avons choisi de mettre en place une méthode simplifiée d‟insertion en simple 

copie des rapporteurs utilisant le CRISPR-Cas. 

 Nos résultats indiquent que le système rapporteur fonctionne avec succès. Cependant, il peut 

encore être amélioré pour se rapprocher des taux physiologiques de transcription grâce à une insertion 

en simple copie dans le génome de l‟organisme. Nous avons également révélé un événement sous le 

contrôle de régulations spatiales, temporelles et conditionnelles. De plus, nous avons créé une série de 

constructions capables de déterminer les éléments en cis impliqués dans la régulation du gène top-1. 

Mots clés : Caenorhabdtitis ; Caenorhabditis elegans ; C.elegans ; Système nerveux ; Neurones ; 

Épissage alternatif ; Rapporteur fluorescent ; Transgénèse ; CRISPR-Cas 

Strategies for spatio-temporal analysis of alternative splicing in Caenorhabditiqs elegans nervous 

system 

Alternative splicing is a regulatory mechanism of gene expression which is increasingly 

studied in Life Science. Methods exist to study this mechanism but specific tools to follow each 

alternative splicing event in a spatio-temporal manner are lacking. Yet, the characterization of the 

regulation and the elements that determines them depends on valide strategies for visualising them in 

physiological conditions. 

 We have developped a dual-fluorescent reporter-based system in order to follow alternative 

splicing event regulation in vivo. It has been applied to five different genes in the model organism 

Caenorhabditis elegans. Among the genes followed, two follow a potentially stochastic scheme, one 

show no visible sign of alternative splicing. The last display tissue specific splicing patterns but 

developed a toxic effect in the animal when expressed from a multicopy extrachromosomal array. To 

remediate this problem, we decided to develop a method that allows for simpler single copy insertion 

of fluorescent reporter using CRISPR-Cas. 

 Our results indicates that the dual-fluorescent reporter works well. However, this system can 

be upgraded by getting close to physiological rates of transcription allowed by single-copy insertion in 

the genome of C.elegans. We also discovered an alternatiove splicing event which follows a spatial, 

temporal and conditionnal regulation. Moreover, we constructed a set of different reporter to unravel 

the regulation observed in the gene top-1. 

Keywords : Caenorhabdtitis ; Caenorhabditis elegans ; C.elegans ; Nervous system ; Neurons ; 

Alternative splicing ; Fluorescent reporter ; Genome editing ; CRISPR-Cas 
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I. De l’information génomique aux fonctions biologiques 

1. Généralités 

Le génome humain est composé de 20 000 à 25 000 gènes dispersés sur 3,4 milliards 

de paires de bases. Le corps humain défini par la mise en application de cette information est 

constitué de milliards de cellules associées sous la forme de tissus regroupés en organes pour 

assurer toutes les fonctions nécessaires à la survie de l'organisme. 

L‟unité minimale du vivant est la cellule. Capable de se reproduire de manière 

indépendante par la mitose, elle compose l'ensemble des diverses formes du vivant. Chez les 

organismes multicellulaires, elle n'est qu'un ensemble d'un tout plus grand, où la coopération 

et les échanges sont nécessaires à la survie de l'organisme. Ces échanges, aussi variés que 

nombreux (Figure 1), sont la base de tout système pluricellulaire. 

 

 

Figure 1 : Schéma représentant quelques mécanismes moléculaires généraux et échanges entre 

de deux cellules. Les deux cellules – respectivement en rose et mauve – fonctionnent à la fois de 

manière indépendante (Information génétique propre ; transcription, traduction et régulations isolées) 

et de manière conjointe (échanges cellulaires). 

 

2. Du cellulaire au moléculaire 

Chez les organismes pluricellulaires, le zygote - une seule cellule- se multiplie et 

produit par ce biais d'autres précurseurs, qui, par migration, obtiendront leur position finale 

dans l'organisme et leur devenir cellulaire par un processus connu sous le nom de 

différenciation cellulaire. 

La différenciation cellulaire est une étape cruciale du développement puisqu'il s'agit de 

la spécialisation fonctionnelle des cellules qui vont alors former les tissus et organes de 
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l'individu en devenir. Le produit de l'interaction d'un certain nombre de gènes permet cette 

spécification fonctionnelle des cellules. 

La polyvalence du devenir cellulaire, ainsi que la capacité d‟adaptation des cellules à 

leurs environnements, est une conséquence de la régulation des gènes, et ce, par différents 

mécanismes moléculaires impliquant les produits de millier d'autres gènes. 

 

3. De l'importance de la régulation 

Le séquençage du génome humain – et celui des génomes d'autres espèces – avait pour 

objectif de faciliter les recherches visant à analyser les relations fonctionnelles entre 

information génétique et fonctions cellulaire que ce soit cas par cas ou dans le cadre d‟études 

à large spectre. Cependant, la masse de données acquise alors, additionnée des multiples 

études systématiques (transcriptomique, protéomique, metabolomique) générées depuis, n'a 

cessé de souligner l'ampleur et la complexité des interactions au sein des systèmes 

biologiques. 

Il en découle que la fonction biologique d'un gène ne peut se définir qu‟en prenant en 

compte l‟ensemble des interactions que ses produits dérivées (ARNm/ARNnc/Protéines) 

entretiennent avec les produits du reste du génome. 

Pour cela, il est donc nécessaire d'étudier les différentes formes de régulations révélées 

à ce jour, de développer des outils d'étude dans le but d'extraire des règles communes, afin de 

permettre la caractérisation systématique des interactions géniques. Alors seulement, 

l'utilisation des informations obtenues pourra permettre la modélisation de systèmes 

biologiques complexes capables de mimer fidèlement la réalité biologique. 

L‟ARN, en tant que produit intermédiaire entre information génétique et activité 

protéique, et en tant qu‟acteur essentiel de mécanismes de régulation, est un socle important 

des fonctions cellulaires. De ce fait, sa régulation constitue un sujet de choix pour l‟étude 

biologique. 
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II. L'ARNm 

1. La transcription des gènes eucaryotes 

Chez les eucaryotes, les gènes sont transcrits par trois complexes protéiques connus 

sous le nom d'ARN polymérases. Chacun de ces complexes est constitué de plus d'une dizaine 

de protéines et est recruté aux régions promotrices des gènes par le biais de séquences 

nucléotidiques (cis-élements/élément en cis) et de protéines (trans-facteur/facteur en trans) 

appelées les facteurs de transcription. 

L'ARN polymérase I permet la transcription de tous les ARN ribosomaux, à 

l'exception de l'ARN ribosomal 5S. Ce complexe transcrit plus de la moitié des ARNs totaux 

de la cellule (Drygin et al., 2010). 

L'ARN polymérase II permet la transcription des ARNs pré-messagers – précurseurs 

des ARNs messagers traduits par les ribosomes en chaîne d'acides aminées -, la majorité des 

microARNs et la majorité des petits ARN nucléaires (ARNsn/snRNA – small nuclear 

RNA)(Tamura, 1996). 

L'ARN polymérase III permet quant à elle, la transcription de l'ARN ribosomique 5S, 

des ARNs de transfert, l'ARNsn U6, le ARNsn 7SK, des microARNs ainsi que des ARNs 

nucléolaires (ARNsno/snoRNA – small nucleolar RNA)(Dieci et al., 2007). Les plantes 

possèdent également une ARN polymérase IV qui transcrit des petits ARNs interférents. 

Seuls les ARNs prémessagers transcrit par l'ARN polymérase II sont traduits en 

protéines par les ribosomes après avoir subi une série d'étapes de maturation. 

 

2. Étapes de maturation des ARNs pré-messagers 

Un ARN pré-messager synthétisé par l'ARN polymérase II va subir trois étapes 

essentielles de maturation avant d'être exporté vers le cytoplasme pour y être traduit :  

- l'ajout de la coiffe à l'extrémité 5' de l'ARNm,  

- l‟épissage des introns ainsi que  

- la polyadénylation de l'extrémité 3' de l'ARNm.  

Ces étapes ont pour but de stabiliser l'ARN messager final en protégeant ses 

extrémités de la dégradation ainsi que de révéler sa séquence codante (Figure 2). 
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Figure 2 : Biogenèse et maturation des ARNm. L‟ARN pré-messager synthétisée va subir trois 

étapes de maturation : l‟ajout de la coiffe, l‟épissage et la polyadénylation. Une fois mature, l‟ARNm 

est exporté dans le cytoplasme puis traduit en protéine par les ribosomes. 

 

a) L’ajout de la coiffe 

L'ajout de la coiffe est un mécanisme co-transcriptionnel qui démarre sur un brin 

d'ARN naissant (20-25 nucléotides de long) (Shatkin and Manley, 2000) et nécessite une 

interaction avec un domaine de l'ARN polymérase II connu sous le nom de CTD 

(CarboxyTerminale Domain). L'activité de trois enzymes est nécessaire durant cette étape :  

(1) Une déphosphorylation du premier nucléotide de l'ARNm (qui possède trois 

phosphate) par une phosphatase : 

 

5'pppN(pN)n
3'    5'ppN(pN)n

3'+Pi 

 

(2) L'ajout d'une guanosine monophosphate en 5' du premier nucléotide par une 

guanylyltransférase : 

 

5'ppN(pN)n
3'+GTP    5'GpppN(pN)n

3'+PPi 

 

(3) La méthylation de la guanosine monophosphate par une méthyltransferase : 
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5'GpppN(pN)n
3'

   
 5'm7GpppN(pN)n

3'
 

 

(Ghosh and Lima, 2010) 

 

Une fois ces réactions terminées, le CBC pour Cap-Binding Complex va alors se fixer 

sur le nucléotide terminal et composer la coiffe. Ce complexe sera remplacé après le premier 

tour de traduction – souvent nommé pioneer round  – par des facteurs initiateurs de traduction 

(Ishigaki et al., 2001). Ce premier tour de traduction est souvent considéré comme une étape 

de vérification des ARNm (voir plus loin). 

 

b) L’épissage 

La découverte de l'épissage remonte aux années 70, lorsqu'il a été mis en évidence 

qu'un ARN messager mature ne s‟hybride pas un seul segment d'ADN simple brin 

complémentaire mais à plusieurs fragments d'ADN discontinus (Berget and Sharp, 

1977)(Louise T Chow, Richard E. Gelinas, Thomas R., 1977). Depuis ces travaux, une grande 

partie du mécanisme a été élucidé et a permis de définir les segments conservés dans l'ARNm 

sous le nom d'exons par opposition à ceux éliminés durant l'épissage, les introns – pour 

INTragenic RegiON (Tonegawa et al., 1978). 

Le spliceosome - le complexe ribonucléoprotéique responsable de l‟épissage - est 

constitué de petits ARNs nucléaires non-codants riche en uridine (U-rich small nuclear 

RNAU - ou snRNA) et de leurs protéines associées. Ces éléments, nommés U1 à U6, se fixent 

séquentiellement sur les introns. 

Le petit ARN nucléaire U1 sert de précurseur à la reconnaissance des séquences 

introniques en se fixant, via son extrémité 5‟, au site d‟épissage 5‟ des introns. U2 se fixe au 

point de branchement tandis que la protéine U2AF (U2 Associated Factor/U2 Auxilliary 

Factor) reconnaîtra une séquence courte polypyrimidique suivi du dinucléotide 
5„

AG
3‟

 situé à 

l‟extrémité 3‟ de l‟intron. L‟association des protéines, des ARNs U1 et U2 à l‟ARN pré-

messager consomme de l‟ATP pour former le complexe E précoce (Michaud and Reed, 

1991). 

Le complexe ribonucléoprotéique constitué de U4, U5 et U6 va ensuite se fixer à la 

place de U1, qui sera alors décroché. A ce stade, le complexe en place est nommé E tardif. De 

nombreux réarrangements internes s‟opèrent au sein de la structure (Moore and Sharp, 1993). 

U4 est alors libéré du complexe. L‟extrémité 5‟ de l‟intron est détachée de l‟exon en amont 
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puis liée à une adénine située au point de branchement pour former un lasso qui sera excisé de 

son extrémité 3‟. Les deux exons sont joints par U5 avant que le complexe Intron-U2-U6-U5 

ne soit libéré. Les ribonucléprotéines sont alors recyclées dans une nouvelle réaction 

d‟épissage tandis que le lasso intronique peut-être dégradé. Cependant, certains ARNs non-

codants sont contenus dans les introns et sont relâchés après épissage non dégradés (Mattick 

and Makunin, 2006). 

Une fois tous les introns éliminés, l‟ARNm mature deviendra fonctionnel, la jonction 

des exons les uns aux autres sans interruption permettant de révéler la séquence codante 

finale, qui sera lue par le ribosome. 

 

Au cours de l'élimination des introns, une fois deux exons joints, un complexe 

protéique, nommé l'EJC (Exon-Junction Complex) est placé sur l'ARNm naissant à 20-24 

nucléotides en amont de la jonction (Le Hir et al., 2000). Doté d'un cœur héterotetramérique, 

la composition de l'EJC varie de manière dynamique en incluant des composantes transitoires 

(Tange et al., 2005) : certains recrutés avant même que l'épissage ne commence (Reichert et 

al., 2002), d'autres se dissociant après l‟export du noyau (Le Hir et al., 2001)(Kim et al., 

2001). Parmi les composantes transitoires, deux protéines – UPF2 et UPF3 (Up-FrameShift 2 

et 3) - sont recrutées sur les EJCs par le biais de la coiffe. En effet, c'est la présence du 

complexe CBC (Cap Binding Complexe) qui permet de joindre ces deux protéines aux EJCs. 

CBC est spécifique de la coiffe des ARNm « jeunes », et est remplacé après le premier tour de 

traduction par un facteur initiateur de traduction (Ishigaki et al., 2001)(Fortes et al., 2000) - 

Agissant comme marqueur d'épissage, les EJCs déposés sur un ARNm sont détachés 

au cours du premier tour de traduction par le ribosome (Dostie and Dreyfuss, 2002). Plutôt 

que d'être détachés physiquement par le passage du ribosome, il semblerait que les EJCs 

soient détachés par la phosphorylation de l'un des composés du cœur de l'EJC (Hsu et al., 

2005). 

 

c) La polyadénylation 

La troisième étape de maturation consiste en l'ajout de la queue polyadénylée à l'extrémité 3' 

de l'ARN messager. Cette étape est subdivisée en deux parties : le clivage endonucléolytique 

de la région 3'UTR suivi de la synthèse de la queue poly(A). Le complexe de polyadénylation 

est composé d'une douzaine de polypeptides et interagît avec le CTD de l'ARN polymérase II 

(Shatkin and Manley, 2000). 
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Une fois l'ARN messager transcrit et maturé, il est exporté du noyau via les pores 

nucléaires pour rejoindre le cytoplasme où il pourra être stocké dans des granules (Parker and 

Sheth, 2007) ou traduit par les ribosomes. 

 

3. Traduction 

Les ribosomes sont des complexes macro-moléculaires ribonucléoprotéiques constitués de 

deux sous-unités et en charge de la synthèse protéique. 

La traduction se divise en trois phases :  

1. L'initiation, durant laquelle les sous-unités ribosomales sont recrutées sur l'ARNm par 

le biais d'un facteur d'initiation de traduction. Le ribosome va alors scanner la séquence 

de nucléotides jusqu'au codon initiateur AUG où le premier ARN de transfert se fixe. 

2. La seconde étape est l'élongation où le ribosome scanne la séquence codante et associe 

à chaque codon rencontré dans le cadre de lecture, un anticodon porté par un ARN de 

transfert (ARNt), lui-même physiquement relié à un acide aminé particulier. Le 

ribosome va effectuer la liaison entre les acides aminées au fur et à mesure que ceux-ci 

se présente. 

3. La terminaison à lieu lorsque le ribosome s'arrête à la rencontre d'un codon stop (Ocre, 

Ambre, Opale). 

Une fois la traduction terminée, un complexe protéique nommé SURF (SMG-1, UPF-

1, eRF) est déposé par le ribosome au niveau du premier codon stop rencontré (Kashima et 

al., 2006). Ce complexe serait placé spécifiquement lors du premier tour de traduction, 

puisque seul les ARNm porteur du complexe CBC (Cap-Binding Complex) spécifique de la 

coiffe des ARNm « jeunes » (Isken and Maquat, 2008) peuvent recruter la protéine UPF-1. Le 

complexe SURF peut interagir rapidement avec un autre complexe protéique, si celui-ci est 

présent : l'EJC (Kashima et al., 2006). 

Une fois la traduction terminée, les deux sous-unités ribosomales se dissocient de l'ARNm 

dans une quatrième étape de recyclage. 

 

4. Dégradation 

a) Voies de dégradations « classiques » 

La coiffe à l'extrémité 5' et la queue poly(A) des ARNm les protègent de la dégradation. 

Chez les eucaryotes, il existe deux voies de dégradation des ARNm : 
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1. La voie 5' vers 3', connue sous le nom de la voie XNR1, qui nécessite la dégradation de 

la coiffe par l'enzyme DCP2 avant la dégradation de l'ARNm par l'exonucléase 5'-3' 

XNR. 

2. La voie 3' vers 5', mettant en scène la déadenlyation de l'extrémité 3' de l'ARNm par 

une déadenylase. Une fois l'extrémité poly(A) éliminée, l'ARNm peut-être décoiffé par 

une enzyme de décoiffage alternative (DCPS) et être soumis à la voie de dégradation 

5'-3' ou être dégradé de 3' en 5' par un complexe protéique nommé l'exosome. 

(Belasco, 2010) 

 

b) Le NMD – Nonsense-Mediated Decay 

Le NMD – Nonsense-Mediated Decay – est un mécanisme qui dégrade sélectivement 

des ARNm possédant un codon stop « prématuré ». En cas de traduction de ces ARNm, les 

protéines synthétisées tronquées pourraient agir comme dominant-négatif ou présenter des 

activités gain-de-fonction délétères pour l'organisme. Le système agît en provoquant la 

dégradation ou la séquestration des transcrits dans des structures subcellulaires, empêchant 

ainsi leur traduction. 

Parmi les origines possibles des codons stop prématurés se trouvent les mutations 

«non-sens» mais également les réarrangements génétiques programmés comme ceux qui se 

produisent dans les gènes des immunoglobulines G dont deux tiers des transcrits générés par 

ce procédé sont dégradées par le NMD (Chang et al., 2007). Les autres cas sont liés au produit 

de l'épissage alternatif. Le couplage avec le NMD permet de réguler le niveau d'expression du 

gène en éliminant sélectivement les transcrits contenant des codons “Stop” prématurés. 

 

Mécanisme – Voie classique 

La voie classique du NMD, longtemps considérée comme la seule branche de cette 

voie de dégradation (Chang et al., 2007), passe par deux signaux distincts qui interagissent 

pour amorcer la dégradation de l'ARNm. Ces signaux correspondent à deux empreintes 

protéiques : la première – le complexe SURF - apposée par le ribosome lors de son premier 

tour de traduction, la seconde – l'EJC pour Exon-Junction Complex - étant apposée après 

épissage dans le noyau et conservée dans le cytoplasme (Luo and Reed, 1999)(Le Hir et al., 

2000). 
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Une fois le premier tout de traduction terminé, si une jonction exon-exon se trouve à 

plus de 50-55 nucléotides en aval du codon stop rencontré par le ribosome, ce dernier sera 

considéré comme prématuré, destinant l'ARNm qui le porte à être pris en charge par le NMD. 

Ce phénomène, connu comme la « règle des 50-55 nucléotides » (Nagy and Maquat, 1998), 

serait liée à la présence persistante d'EJCs en aval du codon stop car non-éliminés par le 

ribosome lors de son premier passage (Chang et al., 2007). 

Le complexe SURF, placé à la terminaison de traduction, interagit alors avec l'EJC 

restant pour former un super-complexe SURF-EJC qui entraîne la phosphorylation de la 

protéine UPF1 (Yamashita et al., 2001), entraînant le recrutement de nouvelles protéines – 

SMG-5 et SMG-7 – (Anders et al., 2003) qui provoque la dégradation de l'ARNm porteur. 

SMG-7 est considéré comme l'effecteur terminal du NMD puisque sa fixation sur un ARNm 

provoque la déstabilisation rapide du messager (Unterholzner and Izaurralde, 2004). 

La dégradation du messager reconnu par le NMD semble s'effectuer par les voies 

classiques de dégradation des ARNm chez les mammifères (5' vers 3' et 3' vers 5') (Lejeune et 

al., 2003) bien que des voies de dégradations uniques ont été découvertes chez certaines 

espèces comme Saccharomyces cerevisiae (Takahashi et al., 2003) et Drosophila 

melanogaster (Gatfield and Izaurralde, 2004). De plus, la dégradation de l'ARNm aurait 

vraisemblablement lieu pendant le premier tour de traduction puisque seuls les ARNm 

associés au complexe CBC sont dégradés (Ishigaki et al., 2001). 

 

L'un des aspects les moins claires de la dégradation par le mécanisme du NMD 

consiste au lieu de dégradation des ARNm une fois reconnus comme « aberrant ». 

L'une des possibilités de lieu de dégradation est le cytoplasme, et plus particulièrement 

des structures sub-cellulaires connues sous le nom de corps P – ou P-bodies. Ces structures 

correspondent à des corps cellulaires dynamiques composées d'ARN et de protéines, dont 

plusieurs acteurs terminaux du NMD – SMG-7 et UPF-1 – et de facteurs de dégradation des 

ARNm comme les enzymes responsables de l'élimination de la coiffe et des exonucléases 5' 

vers 3' (Sheth and Parker, 2003). Cependant, SMG-7 – l'effecteur terminal identifié du NMD 

– est capable de changer de localisation, incluant notamment le noyau (Unterholzner and 

Izaurralde, 2004), son activité n'étant donc pas nécessairement limitée à ces corps. 

Il existe également des données indiquant que la dégradation survient dans la fraction 

nucléaire (Urlaub et al., 1989)(Carter et al., 1996) or, la traduction – mécanisme couplé au 

NMD - n'a été clairement démontrée comme ayant lieu que dans le cytoplasme. Des fractions 

nucléaires isolées présentent une activité traductionnelle (Iborra et al., 2001)(Wilkinson and 
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Shyu, 2002), ce qui pourrait être expliqué par une co-précipitation cytoplasmique au cours de 

l'isolation. Il est également possible de voir dans ces résultats un élément indiquant une 

possible traduction nucléaire, comme le suggère la visualisation par immunofluorescence de 

synthèse de chaines d‟acides aminées dans des noyaux (David et al., 2012). Le NMD, de la 

reconnaissance à la dégradation pourrait donc ne pas être aussi compartimenté que ce qui a été 

suggéré par le passé. 

Un autre élément encore obscur est le devenir de l'ARNm lui-même. En effet, bien 

qu'il n'ait été question jusqu‟à présent que de dégradation, la voie du NMD pourrait ne 

provoquer qu‟une répression au niveau traductionnel (You et al., 2007). Cet état des choses à 

conduit à l'utilisation de nouveaux termes comme celui de NMTR – Nonsense-Mediated 

Translational Repression – bien que le mécanisme global et qu'une partie des acteurs 

impliqués semblent communs (Lee et al., 2010). De plus, dans certains cas, seule une partie 

des ARNm est dégradée tandis que le reste peut subir une répression traductionnelle ou suivre 

la voie de la traduction, comme les ARNm non-reconnus par le NMD (Barberan-Soler et al., 

2009). 

 

Autre(s) voie(s) ? 

Le NMD ne provoque pas nécessairement le même devenir chez tous les ARNm – 

dégradation ou répression traductionnelle -, il ne nécessite pas obligatoirement les mêmes 

facteurs – les protéines UPF-1, UPF-3a, UPF-3b ou même le complexe EJC ne sont pas 

nécessaires à la voie du NMD pour certains ARNm (Gehring et al., 2005)(Bhalla et al., 2009). 

La mise en évidence d'une séquence inhibitrice de NMD rapproche le NMD de la vision 

actuelle de mécanismes de régulation tels que la transcription ou l'épissage - existence de 

signaux inhibiteurs de NMD et leur opposition à des signaux promoteurs (Weil and Beemon, 

2006). L'enrichissement des connaissances a remis en question la vision du NMD comme 

mécanisme unique aux acteurs identifiés (Chang et al., 2007). 

La région 3'UTR est également impliquée dans la reconnaissance des ARNm 

considérés comme aberrants par la machinerie cellulaire. La preuve de cette implication 

provient de travaux sur des ARNm à la région 3'UTR étendue suite à une mutation dans le site 

de polyadénylation (Pulak and Anderson, 1993)(Amrani et al., 2004). Ce mécanisme inclut 

des composantes communes à la voie du NMD classique (Muhlrad and Parker, 1999). 

Malgré les connaissances qui s'accumulent, la recherche d'un code propre au NMD est 

toujours en cours, et bien qu'il soit possible d'estimer la reconnaissance probable d'un ARNm 
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par le NMD en se basant sur certain travaux (Cf Règle des « 50-55 nucléotides »), il reste 

impossible d'écarter de la dégradation ou de la répression traductionnelle un ARNm produit. 

 

5. Régulation de l'expression génique 

L'expression des gènes codant pour des protéines peut être régulée à quatre niveaux 

distincts :  

 

1. En amont de la transcription, par la combinaison de facteurs de transcription – pouvant 

inhiber ou favoriser le recrutement des sous-unités de l'ARN polymérase – se liant à 

des signaux précis, sous la forme de séquences nucléotidiques spécifiques ou de 

structures secondaires de l'ADN. Cette forme de régulation agît directement sur la 

quantité d'ARN pré-messager produite, et peut-être modulée de manière dynamique. 

 

2. Après la transcription, ces formes variées de régulations sont regroupées sous le nom 

de régulations post-transcriptionnelles. Dans ce groupe se trouve un mécanisme 

nommée l‟épissage alternatif qui fera l‟objet du prochain chapitre. Ces régulations 

touchent aussi bien la durée de vie de l'ARNm, sa disponibilité pour la traduction voire 

sa séquence elle-même. 

 

3. Durant la traduction, par le biais des ARNt - ARN de transfert - disponibles durant la 

synthèse protéique. Le code génétique étant redondant – 64 triplets de codons possibles 

pour 20 acides aminés conventionnels et trois codons stop (Ocre, Ambre et Opale), 

ainsi que deux acides aminés non-conventionnels et rares - il en découle que de 

nombreux acides aminés correspondent à plusieurs codons. Cependant, les ARNs de 

transfert portant des anti-codons différents et associés au même acide aminé ne se 

retrouvent pas dans des proportions équivalentes, altérant la vitesse de synthèse d'une 

chaîne protéique et pouvant même provoquer l'arrêt de la synthèse par le décrochage 

du ribosome actif. 

 

4. Après la traduction, en affectant directement l'activité, la durée de vie ou la localisation 

des protéines produites. Les régulations post-traductionnelles affectent les protéines 

cibles par le biais de réactions biochimiques visant à accrocher ou décrocher un 

groupement chimique à des acides aminés cibles. Ces groupements (phosphate, méthyl, 
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SUMO, ubiquitine, …) peuvent permettre l'interaction avec d'autres protéines, ou un 

changement conformationnel de la chaîne d'acides aminés. 
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III. L'épissage alternatif 

1. Généralités 

En plus d‟être une des étapes de maturation fondamentale de tout messager eucaryote, 

l‟épissage est également un mécanisme de régulation post-transcriptionnel. Il permet, à partir 

d‟un même ARN pré-messager, de générer plusieurs messagers différents, amenant à la 

synthèse de protéines distinctes en fonction du contexte cellulaire. 

L‟étude de l‟épissage alternatif a pris une importance croissante dans les années 1990, 

passant d‟une seule publication contenant le terme « Alternative splicing » en 1978 à plus de 

1200 dans les années 2000. Depuis, le nombre est stable et compris entre 1200 et 1400 

publications par an (Figure 3). Bien que la présence du terme « Alternative splicing » dans un 

article ne signifie pas qu‟il s‟agisse de l‟intérêt principal des travaux publiés, le nombre de 

publication (>20 000) ne permet pas d‟en faire une revue exhaustive. Le but de la partie ci-

dessous consiste plus à présenter quelques exemples de modulation fonctionnelle par épissage 

alternatif ainsi que les liens identifiés avec d‟autres mécanismes moléculaires. 

 

 

Figure 3 : Nombre d’articles scientifiques possédant le terme « Alternative splicing » au cours 

du temps. La légère chute en fin de courbe correspond à l‟année en cours (nombre encore non-

définitif). Données obtenues à partir du site PubMed-NCBI. 
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L'épissage alternatif peut modifier les propriétés du produit final en altérant la 

séquence protéique ou en modulant le niveau d'expression du transcrit. Parmi ces événements, 

les modifications peuvent aller de la perte de fonction complète à des altérations dont les 

effets restent discrets. 

 

2. Effets de l’épissage alternatif 

a) Sur les séquences protéiques 

L'insertion ou l'exclusion spécifique d'exons ou d‟introns peuvent éliminer des 

domaines abolissant les fonctions associées ou modifier les propriétés des protéines de 

nombreuses manières :  

1) En affectant la fonction d‟enzymes par la modification de leur spécificité de 

substrat (Christmas et al., 2001), de leurs propriétés catalytiques (Li and Koromilas, 2001) ou 

de la régulation de leur activité (Benedict et al., 2001). Parmi ces exemples, on peut retrouver 

le cas d'un variant du récepteur d'hormones thyroïdiennes TSHR (Thyroid Stimulating 

Hormone Receptor) qui ne fixe pas le TSH, provoquant une insensibilité à l'hormone dans 

certaines tumeurs (Ando et al., 2001). Le récepteur à la dopamine D3 dont une isoforme est 

insensible à la dopamine (Nagai et al., 1993). Au-delà de la simple présence/absence de 

domaine et/ou de fonctions associées, les variants d'épissage peuvent engendrer des protéines 

aux activités similaires mais aux efficacités variables. C'est le cas de l'inclusion différentielle 

d'un exon dans l'ARNm du récepteur à l'insuline provoquant la division par deux de l'affinité 

de la protéine vis-à-vis de son ligand (Sesti et al., 2001). Ce mécanisme est tissu-spécifique et 

permet de contrôler la réponse à l‟insuline en fonction des tissus. Une perturbation de 

l‟abondance relatives de ces deux isoformes est caractéristique des diabètes de type II. 

2) L‟expression de différentes isoformes de facteurs de transcription peuvent 

provoquer en aval, la modification du niveau d'expression de leurs gènes cibles (Lillycrop and 

Latchman, 1992). Les protéines capables de se fixer à l'ADN (autres que les facteurs de 

transcriptions) et à l'ARN sont également concernées, bien que dans ces cas, les variants 

d'épissage affectent la liaison à d'autres protéines, ce qui provoque en retour une modification 

de l'affinité des complexes pour les acides nucléiques (Ormondroyd et al., 1995). 

3) La localisation cellulaire peut être modifiée via l'insertion de domaine de liaison 

aux membranes (Meshorer et al., 2004) ou par le biais d'insertion de NLS – pour Nuclear 

Localization Sequence - dans la séquence protéique finale (Kanezaki et al., 2001). Ce 

changement de localisation peut réguler ou compartimenter la protéine allant parfois jusqu'à 
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abolir sa fonction dans le cas de des Immunoglobulines α et β chez les cellules humaines 

(Indraccolo et al., 2002). 

4) La stabilité des protéines peut être affectée par le biais de la production d'isoformes 

aux durées de vie variables (Nestler et al., 1999) ou par l'apparition d'un site de clivage 

protéolytique (Sakurai et al., 2001). 

5) La stabilité, l'activité et la localisation cellulaire des isoformes protéiques peuvent 

également être touchées indirectement par l‟ajout/suppression de sites de modifications post-

traductionnelles telles que la phosphorylation (Birukov et al., 2001) ou la glycosylation 

(Tanahashi and Tabira, 2001). 

 

b) Sur la stabilité des ARNm 

Au-delà de l'impact de l‟épissage alternatif sur les protéines, les ARNm eux-mêmes 

sont affectés de plusieurs manières : 

1) La stabilité, l‟export nucléaire, la localisation cytoplasmique et l‟efficacité de 

traduction des transcrits peuvent être affectées par l'épissage sélectif de séquences à l‟intérieur 

des régions 5‟UTR et 3‟UTR. Deux exons alternatifs dans la séquence 5‟UTR du VIH-1 

provoquent un changement dans la stabilité de l'ARNm (Krummheuer et al., 2001). 

2) Il existe également un dernier cas de figure pouvant donner lieu à la synthèse de 

protéines tronquées mais modifiant également le niveau d'expression du transcrit : celui de 

l'introduction de codon stop dit « prématuré » qui peut activer la réponse NMD décrite plus 

haut. 

 

Affectant les propriétés des protéines ou des ARNm, l‟épissage alternatif est un 

mécanisme complexe aux effets variés. Le mécanisme par lequel ces possibilités sont 

générées repose majoritairement sur la coopération de deux types d‟éléments. 

 

3. Un mécanisme co-transcriptionnel 

a) Couplage cinétique et CTD : 

Le premier exemple de corrélation entre transcription et épissage provient de 

micrographies électroniques permettant de visualiser les transcrits naissants contenant des 

boucles correspondant à des événements d‟épissage (Figure 4)(Beyer and Osheim, 1988). 
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Depuis, la combinaison de plusieurs méthodes, dont le séquençage d‟ARN naissant, a permis 

de confirmer ce couplage (Khodor et al., 2011)(Pandya-Jones and Black, 2009).  

 

 

Figure 4 : Formation de boucles le long de pré-messagers naissants ; (A) Micrographie 

électronique d‟unités transcriptionnelles issues d‟embryons de Drosophila – La pointe de flèche 

indique un site proposé où a lieu une excision d‟intron – La barre d‟échelle représente 0.2 µm; (B) 

Représentation graphique de la micrographie ; (- - - -) Matrice, (------) fibrilles de RNP – transcrits et 

protéines -, (.) particules de RNP, (x) transcrits avortés présumés. Extrait de Beyer and Osheim, 1988. 

 

Plusieurs observations expérimentales indiquent que la régulation de l‟épissage 

alternatif peut également être dépendante de la transcription – et de toutes les composantes de 

ce mécanisme :  

1) Des changements dans la structure des promoteurs peuvent affecter le choix des 

sites d‟épissage, altérant le transcrit final. Ce cas a été démontré sur un exon issu du gène de 

la fibronectine, dont l‟inclusion varie en fonction du promoteur placé en amont (Cramer et al., 

1997). De plus, des composantes de la machinerie transcriptionnelle elle-même pourraient se 

lier physiquement avec les protéines de la famille SR impliquées dans le cas précédent 

(Cramer et al., 1999). Un autre article sur ce phénomène a confirmé ces résultats sur un seul 
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des deux gènes étudiés, démontrant que le mécanisme n‟est pas applicable à tous les cas 

d‟épissage alternatif (Pagani et al., 2003). Une étude portant sur les promoteurs dépendants de 

co-régulateurs – récepteurs nucléaires aux stéroïdes par exemple - démontrent que ces  

facteurs de transcriptions pourraient contrôler la transcription et l‟épissage simultanément 

(Auboeuf et al., 2002).  

2) Une analyse protéomique portant sur les co-purifiants de la polymérase II a mis en 

évidence la présence de protéines de la famille SR ainsi que des composantes de la 

ribonucléoparticule U1 mais pas des autres composantes du spliceosome (Das et al., 2007). 

SR20p, qui favorise l‟exclusion de l‟exon 5 du gène de la fibronectine, est recrutée 

spécifiquement par le CTD de la Pol II, tandis que l‟inclusion du même exon favorisée par la 

protéine SF2/ASF est indépendante de la présence du CTD (de la Mata and Kornblihtt, 2006). 

L‟utilisation d‟une Pol II ralentie par mutation a permis de déterminer que la fonction de 

SR20p est indépendante de la vitesse de transcription, tandis que l‟action de SF2/ASF en est 

dépendante (Mata et al., 2003), passant par le biais de deux séquences de 72 paires de bases 

qui affectent l‟élongation (Kadener et al., 2002). Il existe donc plusieurs voies possibles par 

lesquelles la transcription affecte l‟épissage (Figure 5) dont une voie de recrutement de 

régulateurs par les composantes de la polymérase, dont le CTD – lequel correspond à une 

plateforme pour les complexes impliqués dans la maturation des ARNm – ainsi qu‟une voie 

cinétique, impliquant la vitesse d‟élongation. 
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Figure 5 : Différents mécanismes couplant transcription avec épissage alternatif. (a) Le domaine 

carboxy-terminal (CTD) de l‟ARN polymérase II est nécessaire au recrutement du facteur SRSF3, ce 

qui inhibe l‟inclusion d‟exons alternatifs (de la Mata and Kornblihtt, 2006). (b) Le complexe de 

transcription basal, connu sous le nom de complexe Mediator, s‟associe à des facteurs de 

transcriptions au promoteur et peut recruter le facteur hnRNPL. Ce régulateur inhibe l‟inclusion 

d‟exons alternatifs durant l‟élongation (Huang et al., 2012). (c) La protéine CTCF se fixe à des 

séquences d‟ADN riches en GC et non-méthylées situées en aval d‟exons alternatifs. Cette fixation 

gêne l‟élongation, ce qui favorise l‟inclusion d‟exon (Shukla et al., 2011). (d) Le facteur de 

transcription DBIRD permet une accélération de l‟élongation dans les séquences riches en A et T, ce 

qui inhibe l‟inclusion d‟exon (Close et al., 2012). (e) Les dommages à l‟ADN provoqués par 

rayonnement UV provoquent l‟hyper-phosphorylation du CTD de l‟ARN polymérase II. Cette 

modification bloque la transcription et favorise l‟inclusion d‟exons alternatifs (Muñoz et al., 2009). (f) 

Le facteur de remodelage de la chromatine SWI/SNF recrute le régulateur d‟épissage SAM68 durant 

la transcription, ce qui bloque l‟ARN polymérase II et favorise l‟inclusion d‟exon (Batsché et al., 

2006). Extrait de (Kornblihtt et al., 2013). 

 

Par le biais de conditions et de mutations altérant l‟élongation dans des lignées 

cellulaires en culture, une étude portant sur un peu moins de 6000 événements indépendants a 

démontré un enrichissement significatif des gènes présentant une plus forte inclusion d‟exon 

associés aux GO term « RNA Processing » et « RNA Binding » (Ip et al., 2011). Cette étude 

présente un couplage Transcription-Epissage alternatif-NMD, en plus de démontrer sa 

conservation des  cellules humaines à l‟organisme modèle Caenorhabditis elegans. 
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L‟élongation par l‟ARN polymérase II est également affectée par la structure de la 

chromatine et les modifications post-traductionnelles des protéines qui la composent, les 

histones.  

 

b) Un lien avec la structure de la chromatine : 

Un premier lien entre l‟architecture d‟un gène et la structure de la chromatine avait 

déjà été supposé dans les années 80-90 en mettant en parallèle la périodicité des nucléosomes 

et celle des sites d‟épissage (Beckmann and Trifonov, 1991). A la fin des années 2000, deux 

études concomitantes relatives à la position des nucléosomes – structures constituées d‟ADN 

génomique et d‟histones associées – sont publiées en analysant des données issues de 

l‟homme, de la souris, de la drosophile et du nématode. La première démontre un 

enrichissement significatif des nucléosomes au niveau des exons en comparaison des introns 

(Schwartz et al., 2009) ; la seconde, un enrichissement supplémentaire entre exons alternatifs 

et constitutifs, ainsi que l‟absence de nucléosomes au niveau de pseudo-exons. Un pseudo-

exon est un exon potentiel, délimité par des sites d‟épissages, mais qui n‟est pas reconnu par 

la machinerie d‟épissage et donc jamais inclus dans un ARNm mature (Tilgner et al., 2009). 

De plus, des travaux ont mis en évidence que la vitesse d‟élongation de l‟ARN 

Polymérase II n‟est pas constante, qu‟elle s‟arrête lorsqu‟elle rencontre un nucléosome et ne 

reprend que lorsque celui-ci s‟est détaché  - et potentiellement rattaché à une boucle d‟ADN 

générée par le passage de la polymérase (Hodges et al., 2009). Ces résultats, mis en relation 

avec ceux sur la vitesse de transcription, permettent de déterminer que l‟organisation de la 

chromatine peut affecte l‟épissage alternatif par le biais de l‟élongation du transcrit. 

 

 Tout comme pour la transcription, les modifications post-traductionnelles des histones 

peuvent affecter l‟épissage de deux manières distinctes : 

1) En affectant l‟état de de la chromatine, ce qui pourrait affecter la vitesse 

d‟élongation de la polymérase.  

 La dépolarisation membranaire des neurones provoque une hyperacétylation de la 

lysine 9 de l‟histone H3 dans une région du gène NCAM, provoque un relâchement de la 

chromatine. Cela facilite l‟élongation par l‟ARN polymérase et induit l‟exclusion sélective 

d‟un exon alternatif proche (Schor et al., 2009). Durant la différenciation neuronale, le 

phénomène inverse se produit : les marques H3K9me2 – me2 : diméthylation ; K9 : Lysine 
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n°9 ; H3 : Histone 3 - et H3K27me3 – triméthylation de la lysine 27 de l‟histone 3 - sont 

enrichies le long du gène NCAM, ralentissant l‟élongation et favorisant une l‟inclusion de 

l‟exon 18 (Schor et al., 2013). (Figure 6) 

 

 

Figure 6 : Comment la chromatine influence l’épissage alternatif. (a) La méthylation ou 

l‟acétylation de la lysine 9 de l‟histone 3 affecte le couplage cinétique entre transcription et épissage 

alternatif. Exemple du gène NCAM dont l‟épissage change en fonction de la polarisation membranaire 

ou de la différenciation neuronale. (b) Des modifications post-traductionnelles d‟histones affectant 

l‟épissage en recrutant des régulateurs spécifiques par le biais d‟adaptateurs. Extrait de (Kornblihtt et 

al., 2013). 

 

2) En permettant le recrutement spécifique de régulateurs de l‟épissage :  

 

La triméthylation de la lysine 36 de l‟histone 3 - H3K36me3 - est une modification 

post-traductionnelle fortement associée aux exons constitutifs et moins abondante aux 

alternatifs (Kolasinska-Zwierz et al., 2009). Elle permet le recrutement du régulateur PTB par 

le biais d‟une autre protéine. La protéine PTB va alors se fixer sur une séquence contenue sur 

le pré-messager et provoquer l‟exclusion de l‟exon alternatif (Luco et al., 2010)(Figure 5). 

Cette marque permet également de recruter SRSF1 un autre régulateur de la famille des SR, 

par le biais d‟une protéine associée aux histones (Pradeepa et al., 2012). 

 

La marque H3K9me3 est retrouvée associée spécifiquement à plusieurs exons 

alternatifs, et est liée par les protéines HP1. Une de ces protéines, HP1γ, connue comme 
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répresseur transcriptionnel, est capable de freiner l‟élongation de l‟ARN polymérase II, 

favorisant ainsi l‟inclusion d‟un exon alternatif dans le gène CD44 (Saint-André et al., 2011). 

De plus, cette protéine peut se lier physiquement à un régulateur très étudié de l‟épissage, 

ASF/SF2 (Loomis et al., 2009). H3K9me3 semble donc affecter l‟épissage à la fois par son 

effet sur la cinétique de transcription et par le recrutement de facteur d‟épissage. 

 

Un point intéressant de ces marques est leurs origines. Dans le cas de la modification 

H3K9ac liée à l‟exon 18 du gène NCAM, l‟acétylation est la résultante de la dépolarisation, 

éliminée après retour aux conditions standards de la cellule, tandis que pour H3K36me3, elle 

est apposée près des exons par la machinerie d‟épissage (Kim et al., 2011), ce qui est cohérent 

avec une présence moindre au sein des exons alternatifs. Bien que le cas de la marque 

H3K36me3 soit encore un cas particulier, il se peut que les modifications des histones 

affectent l‟épissage et que l‟épissage affecte également les modifications. Les deux réponses 

ne sont pas nécessairement mutuellement exclusives et pourraient bien s‟autoalimenter. De 

plus, il est probable que plusieurs mécanismes participent aux interactions entre remodelage 

de la chromatine et épissage. 

 

4. Les acteurs de l’épissage alternatif – « Splicing code » 

L'épissage alternatif repose majoritairement sur la participation de facteurs en trans, le 

plus souvent des protéines riches en Sérine-Arginine (SR) (Fu, 1995) ou de la famille des 

hnRNPs - heterogeneous RiboNucleoParticle - (Krecic and Swanson, 1999). Ces facteurs 

interagissent physiquement avec des séquences nucléotidiques - éléments en cis – pour altérer 

l'épissage de l'ARN pré-messager naissant. 

 

a) Séquence en cis 

L'épissage d'un ARN pré-messager nécessite trois types de séquences différentes : le 

point de branchement, le site d'épissage en 5' et le site d'épissage en 3'. Ces sites permettent à 

la machinerie moléculaire de l'épissage de déterminer la position où les ribonucléoprotéines 

vont se fixer, définissant ainsi les exons et les introns du pré-messager.  

La reconnaissance par le spliceosome de ces séquences semble plus complexe qu'il n'y 

paraît. En effet, l'élimination des introns semblerait indiquer de prime abord, que le site en 5' 

est reconnu dans un premier temps, puis associé à un site en 3' – le spliceosome reconnaissant 
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les introns préférentiellement, les exons n'étant qu'une conséquence de ce procédé. Cependant, 

de nombreux résultats d'analyse in vitro et in vivo (Talerico and Berget, 1990)(Nakai and 

Sakamoto, 1994)(Kuo et al., 1991), indiqueraient une reconnaissance inverse – à savoir la 

reconnaissance par paire de séquences 3' et 5' délimitant un exon, ce qui impliquerait que le 

spliceosome délimiterait les séquences exoniques préférentiellement. Ce postulat est connu 

sous le nom de l' « Exon Definition » (Robberson et al., 1990). 

L' « Exon Definition » sous-tend – contrairement à l' « Intron Definition » - un 

mécanisme particulier pour le premier et le dernier exon de chaque gène. En effet, l'extrémité 

5' théorique du premier exon n'est autre que la coiffe de l'ARNm et l'extrémité 3' théorique du 

dernier exon est située au niveau du site de clivage et de polyadénylation. Il a été montré 

l'importance de la coiffe dans l'épissage du premier intron en altérant le nucléotide G de la 

future coiffe d'un ARNm, empêchant la mise en place de la coiffe. Dans l'ARNm produit, le 

premier intron était moins efficacement excisé du messager bien que le second intron ne 

semblait pas affecté (Ohno et al., 1987). Quelques années plus tard, des expériences ont 

permis de déterminer que la présence d'un intron en amont du site de polyadénylation 

augmentait l'efficacité de cette dernière (Niwa et al., 1990). De plus, des mutations du signal 

de polyadénylation inhibent l'épissage de l'intron proximal sans affecter les introns en amont 

(Niwa and Berget, 1991). Ces données indiquent un fort degré de  coordination entre le 

mécanisme de l'épissage et, non plus simplement à la transcription, mais également à la 

présence de la coiffe (Izaurralde et al., 1994) et à la polyadénylation. 

Des données suggéreraient que la taille d'un exon serait un facteur important dans le 

choix des sites d'épissages (Dominski and Kole, 1991). L‟apparente préférence pour une 

certaine longueur d‟exons e (la taille moyenne d‟un exon chez les vertébrés est de 137nt avec 

moins de 5% d‟exons de plus de 300nt) semble indiquer également la nécessité pour un exon 

de disposer d'une taille minimale – permettant aux composantes du spliceosome de se fixer au 

extrémités sans générer d'encombrement stérique – ainsi que d'une taille maximale – qui 

favoriserait la reconnaissance par paire – (Berget, 1995), bien que des cas d'exons de quelques 

nucléotides de long aient été identifiés comme l‟exon N1 de 18 nucléotides du gène c-src 

chez la souris (Black, 1991). Cependant, le cas de certains mini-exons présente des 

particularités uniques, puisque l'épissage est dépendant d'exons en amont comme le troisième 

exon de 7 nucléotides du gène de la troponine I (Sterner and Berget, 1993). 

La taille de l'intron en aval d'un exon affecte également l'insertion du dit exon dans le 

messager final in vitro (Dominski and Kole, 1991), favorisant encore une fois la vue de l' « 

Exon Definition ». 
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Le cas des cassettes exons – et par extension, de toute forme d'épissage alternatif - 

repose sur la présence simultanée de plusieurs sites d'épissages proches. Le choix des sites 

utilisés par le spliceosome sera alors modulé par la présence d'autres éléments en cis, 

provoquant l'apparition de structures secondaires (Buratti and Baralle, 2004) ou la fixation de 

facteurs en trans (Ashiya and Grabowski, 1997).  

Les séquences nucléotidiques présentes sur l'ARN pré-messager affectant le devenir 

des exons et des introns ont été baptisées ESE – Exonic Splicing Enhancer -, ESS – Exonic 

Splicing Silencer-, ISE – Intronic Splicing Enhancer – et ISS – Intronic Splicing Silencer – en 

fonction de leurs positions et de leurs effets sur l'épissage (Pagani and Baralle, 2004). Ces 

séquences permettent la fixation de facteur en trans capables, une fois fixés sur l'ARN 

naissant, d'affecter le choix de sites d'épissages en interagissant avec les différentes 

composantes du spliceosome (Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Séquences en cis et facteurs en trans impliqués dans l’épissage alternatif. Les 

séquences en cis impliquées dans l‟épissage alternatif sont les séquences ESE – Exonic Splicing 

Enhancer -, ESS – Exonic Splicing Silencer -, ISE – Intronic Splicing Enhancer – et ISS – Intronic 

Splicing Silencer. Ces séquences sont liées par des facteurs en trans comme les protéines hnRNP (en 

BLEU) et SR (en ROUGE). Les éléments en VERT correspondent aux composantes du spliceosome 

s‟associent aux sites d‟épissage en 5‟ et 3‟ qui délimitent un exon. Le spliceosome est ici représenté 

selon le modèle de l‟ « Exon Definition ». Extrait de (Kornblihtt et al., 2013). 

 

 La fixation d‟un régulateur dépend de son affinité vis-à-vis de la séquence. Des 

variations dans la séquence consensus n‟empêchent pas la régulation mais modifient l‟affinité 

de la protéine, ce qui affecte l‟épissage. 
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Des mutations d‟une séquence en cis affectent in vitro l‟affinité de la protéine. En 

utilisant plusieurs versions d‟un rapporteur fluorescent contenant différentes séquences 

mutantes, l‟équipe du Dr Dupuy a démontré que les ratios d‟isoformes visualisés in vivo 

correspondent aux affinités du régulateur mesurées in vitro (Amrane et al., 2014). 

 

b) Facteurs en trans 

Les deux types de protéines les plus connues pour affecter l'épissage d'un ARN sont la 

famille des protéines riches en Sérine et Arginine – connu sous le nom de SR – et des 

protéines de la famille des hnRNPs – heterogeneous nuclear RiboNuclear protein Particles, ou 

heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein. Il existe également des régulateurs de l‟épissage 

alternatif qui ne font partie d‟aucune de ces deux familles (Black, 2003). 

Les protéines de la famille des SR fixent majoritairement les séquences ESE – Exonic 

Splicing Enhancer – tandis que celles de la famille des hnRNP sont recrutées en grande partie 

aux ESS – Exonic Splicing Silencer (Black, 2003). Bien que ces conditions ne soient pas 

toujours respectées, elles forment la base du « splicing code » qui permettra de déterminer, 

selon la nature des éléments en cis et des facteurs en trans mis en présence, la séquence du 

messager final épissé. 

 

La famille des protéines SR 

La famille des protéines SR (Ser-Arg) est composée de facteurs nucléaires jouant de 

multiples rôles dans l'épissage des pré-messagers produits par les métazoaires. Divers études 

ont permis de démontrer l'importance de ces facteurs dans l'épissage conventionnel, ou 

constitutif. Entre autres exemples, des membres de la famille des Sérine-Arginine feraient le 

lien entre le facteur U2AF et l'ARN U1 (Caceres & Krainer, 1997). De plus, ces protéines ont 

été mises en évidence dans des cas d'épissage alternatif, notamment dans le choix des sites 

d'épissage sélectionnés en fonction de la concentration de ces facteurs (Ge and Manley, 

1990)(Krainer et al., 1990), de la répression/activation des composantes du spliceosome via 

des interactions physiques avec des séquences nucléotidiques contenues dans le pré-ARNm 

naissant et spécifique des membres de la famille en présence (Tacke and Manley, 1999). 

Les protéines de cette famille comportent traditionnellement un à deux domaines de 

fixation aux ARNs – RNA-Binding Domain ou RBD – et un domaine C-terminal constitué de 
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répétitions d'Arginine-Sérine impliquées dans les interactions protéine-protéine (Wu and 

Maniatis, 1993)(Kohtz et al., 1994). Bien que de constitutions similaires, les différents 

membres de cette famille varient dans le choix de leurs partenaires ainsi que dans leurs 

affinités vis-à-vis des dits partenaires (Tacke and Manley, 1995)(Cavaloc et al., 1999). 

Lorsqu'un membre de cette famille dispose de deux domaines RBD, ceux-ci semblent tous 

deux nécessaires à la spécificité de la séquence fixée (Tacke and Manley, 1995)(Shi et al., 

1997). Les séquences fixées par ces facteurs varient entre 6 à 10 nucléotides de long (Tacke 

and Manley, 1999), voire plus dans des cas où une structure secondaire est impliquée (Shi et 

al., 1997). 

 L‟état de phosphorylation des protéines SR à également un impact sur leurs fonctions. 

L‟utilisation d‟inhibiteurs spécifiques de deux phosphatases des protéines SR a permis de 

démontrer la nécessité de déphosphorylation de ces facteurs afin de permettre l‟activité 

catalytique du spliceosome dans des cellules HeLa (Mermoud et al., 1992). L‟ajout de 

phosphatases sur des extraits nucléaires de cellules HeLa ne perturbe pas l‟activité d‟épissage 

mais empêche l‟assemblage des composantes du spliceosome sur des ARNs (Mermoud et al., 

1994). Il semblerait donc que l‟épissage puisse être contrôlé par l‟état de phosphorylation de 

protéines SR associées au spliceosome. 

 De plus, quelques exemples mis en évidence dans différentes espèces ont démontré 

l‟impact de l‟état de phosphorylation de plusieurs régulateurs de l‟épissage alternatif. Le gène 

L1 contenu dans un adénovirus permet la production de la protéine E4-ORF4 activant la 

déphosphorylation de protéines SR par la phosphatase 2A dans des cellules HeLa infectées. 

Cette activité provoque un changement d‟isoforme, favorisant la production de l‟ARNm IIIa 

viral impliqué dans le dernier stade d‟infection (Kanopka et al., 1998). Chez la drosophile, la 

protéine kinase LAMMER phosphoryle les régulateurs TRA, TRA2 et RBP1 impliqués dans 

l‟épissage alternatif du gène doublesex. Un complexe de ces trois protéines phosphorylés 

permet un épissage particulier de l‟ARNm de doublesex, l‟effecteur terminal de la 

différenciation sexuelle des femelles (Du et al., 1998). 

 

La famille des hnRNP 

La famille des hnRNP est composée de protéines impliquées dans de nombreux 

mécanismes moléculaires comme l‟export nucléaire, la biogenèse des télomères, la 

transcription, la répression traductionnelle ou encore la polyadénylation. Bien que les 
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fonctions soient variées, l‟une des caractéristiques les plus fréquentes chez les membres de 

cette famille est l‟implication dans l‟épissage (Krecic and Swanson, 1999). 

Parmi ces protéines, une minorité a été particulièrement étudiée dans des lignées 

cellulaires:   

1) L‟un des membres les plus étudiés est la protéine hnRNP A1, qui favorise 

l‟exclusion d‟exons chez plusieurs ARNm dont son propre messager (Del Gatto-Konczak et 

al., 1999)(Chabot et al., 1997). Cette protéine s‟oppose à l‟effet de la protéine SF2/ASF – un 

membre de la famille SR. Le résultat de cet antagonisme est dépendant du ratio de la 

concentration des deux protéines (Mayeda and Krainer, 1992). 

2) L‟insertion de l‟exon A de l‟ARNm du gène c-src est régulée par une séquence ISE 

sur laquelle se fixe un complexe de trois protéines, hnRNP F, hnRNP H et KSRP, et par une 

séquence ISS qui recrute la protéine PTB/hnRNP I (Modafferi and Black, 1999). 

3)  Le gène encodant la “polypyrimidine tract-binding protein” - ou PTB - régule, chez 

les mammifères, l‟epissage de son paralogue nommé nPTB – neural PTB -, provoquant sa 

répression par le biais du NMD. La diminution de l‟expression du premier permet 

l‟expression du second ; les deux étant ainsi exclusifs et proches dans leurs fonctions de 

régulateurs d‟épissage alternatif (Boutz et al., 2007). 

Les protéines de cette famille possèdent également un à plusieurs domaines RBD et 

des domaines d‟interactions protéine-protéine, bien qu‟il y ait plus de disparités dans leurs 

compositions que chez les membres de la famille SR (Krecic and Swanson, 1999). 

 

5. Les différents types d'épissage alternatif 

Il existe, à l‟heure actuelle, six grands types d‟événement d'épissage alternatif (Zahler, 

2012). Cette classification est basée sur la séquence finale de l‟ARNm, plus que sur le 

mécanisme. L‟un de ces six cas ne correspond pas à des isoformes dépendant pas de la 

machinerie d'épissage au niveau moléculaire et n‟est donc pas réellement un cas d‟épissage 

alternatifs bien que le terme soit souvent utilisé abusivement pour décrire ce type d‟isoformes. 

1) L'exon cassette – CE pour Cassette Exon - correspond à une séquence identifiée 

comme exonique – délimitée par des sites d'épissage en 3' et en 5' - mais absente d'une ou 

plusieures isoforme(s). (Figure 8a) 
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2) Le cas des exons mutuellement exclusifs – MXE pour Mutually eXclusive Exon – 

correspond à deux exons qui ne se côtoient jamais au sein d'un même transcrit ; l'inclusion de 

l'un entraînant l'exclusion de l'autre. (Figure 8b) 

3) La rétention d'intron – IR pour Intron Retention – correspond à l'inclusion sélective 

d'un intron – délimité par des sites d'épissage en 5' et en 3' – au sein d'un ou plusieurs 

transcrit(s). (Figure 8c) 

4) Les sites d'épissages alternatifs en 5' et 3' – 5' ASE et 3' ASE pour 5'/3' Alternative 

Splice Site – correspondent à la mise en concurrence de deux ou plusieurs séquences 

d'ancrage des composantes du spliceosome. Ces événements provoquent l'apparition dans 

plusieurs isoformes de versions « tronquées » ou « allongées » des mêmes exons. (Figure 8d) 

5) Le premier exon alternatif – AFE pour Alternative First Exon – correspond à un cas 

d'exons alternatifs – CE ou MXE – limité à la position du premier exon. Ce cas est particulier 

– et donc distingué des CE et MXE classiques – puisque ces événements sont plus souvent 

l‟utilisation d‟un promoteur alternatif (Ayoubi and Van De Ven, 1996). 

6) Le dernier exon alternatif – ALE pour Alternative Last Exon – correspond à un cas 

d'exons alternatifs – CE ou MXE – limité à la position du dernier exon. Ce cas est particulier 

– et donc distingué des CE ou MXE classiques – puisque les exemples étudiés présentent des 

couplages entre épissage alternatif et polyadénylation (Lou et al., 1998). 
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Figure 8 : Classification des évènements d’épissage alternatif. (a) CE – Cassette Exon. Un exon 

différentiellement inclus dans le messager final. (b) MXE – Exon mutuellement exclusifs. L‟inclusion 

d‟un exon provoque l‟exclusion de l‟autre. (c) 5‟ASS – Site d‟épissage alternatif en 5‟. Le site 

d‟épissage choisi par le spliceosome varie, changeant la taille d‟un exon (d) IR – Rétention d‟intron. 

Un intron parfois conservé dans un l‟ARN messager mature. 

 

Les événements dits d'épissage alternatif ne sont vus que par la séquence des ARNm 

finaux produits, et lue ou vérifiée par séquençage, indépendamment de l'action du 

spliceosome. Cette précision est nécessaire puisqu'il existe des cas dit d'épissage non-

conventionnel - comme celui du gène xbp-1 – dont la classification basée sur séquençage le 

placerait dans la catégorie des IR alors même que la nature même de l'intron peut être remise 

en question. En effet, xbp-1 présente, dans son messager final, une séquence considérée 

comme un intron non-conventionnel dont la présence modifie le cadre de lecture, et dont la 

traduction amène à la production d'une protéine tronquée supposée non-fonctionnelle 

(Yoshida et al., 2001). L'excision endonucleolytique de cette courte séquence, couplée à la 

ligature des deux parties séparées du messager, est provoquée dans des conditions 

particulières de stress du réticulum endoplasmique et permet de changer le cadre de lecture 

effectif, amenant à la production d'un facteur de transcription actif (Uemura et al., 2009). Ce 
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cas s'écarte donc des précédents puisqu'il s'agit d'un mécanisme indépendant de la maturation 

des ARNm, ou tout du moins des pré-messagers « classiques », au côté desquels, il fait figure 

de cas particuliers. 

 

6. L'impact de l’épissage alternatif sur le vivant 

L‟étude de l‟épissage alternatif a permis de mettre en évidence des régulations 

spécifiques à certains tissus, impliqués dans la mise en place de fonctions biologiques. 

Chez l‟organisme modèle Drosophila melanogaster, plusieurs exemples notables ont 

été mis en évidence. Chez les membres de cette espèce, l‟épissage du transcrit du gène 

fruitless change l‟orientation et le comportement sexuel des individus. L‟expression de ce 

gène est limitée à environ 500 cellules du système nerveux et est l‟un des premiers éléments 

impliqués dans la mise en place du comportement des mâles vis-à-vis des femelles – la parade 

nuptiale (Ryner et al., 1996). L‟épissage du gène varie entre mâles et femelles, et passe par 

l‟utilisation d‟un site d‟épissage 5‟ alternatif. Ce changement affecte le choix du codon 

START utilisé par la machinerie traductionnelle (Figure 9a). Des femelles mutantes 

présentant l‟épissage spécifique des mâles effectuent une parade nuptiale caractéristique des 

males – comportement absent des femelles sauvages. Ces parades sont dirigées vers d‟autres 

femelles ou vers des mâles mutants produisant des phéromones féminines (Demir and 

Dickson, 2005). 

Le choix du sexe chez la drosophile est également lié à l‟épissage. Lors du 

développement embryonnaire, le devenir sexuel de l‟individu est dépendant du nombre de 

chromosomes X. La présence de deux gonosomes provoque l‟expression de protéines 

régulatrices activant le gène Sex-lethal (Sxl). La protéine SXL active l‟épissage de son propre 

pré-messager et maintient le mécanisme de différenciation sexuelle par une boucle de 

régulation positive (Salz and Erickson, 2010). 
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Figure 9 : Différents évènements d’épissage alternatif et leurs conséquences biologiques. (a) 

L‟utilisation d‟un site d‟épissage 5‟ alternatif du gène fruitless de la Drosophile gouverne le 

comportement sexuel. L‟épissage « mâle » est en VERT, et « femelle » en ROUGE. (b) L‟épissage 

alternatif, en combinaison avec un site de polyadénylation spécifique à chaque isoforme, d‟un gène 

des vertébrés encodant la calcitonine – hormone homéostatique – dans la thyroïde (en VERT) et le 

CGRP (Calcitonin-Gene-Related Peptide) – neuropeptide vasodilatateur – dans le système nerveux (en 

ROUGE). (c) L‟inclusion différentielle d‟un exon alternatif (VASE-Variable Alternatively Spliced 

Exon) du gène NCAM dans le cerveau embryonnaire du rat (en VERT) et le cerveau adulte (en 

ROUGE), contrôle la croissance axonale durant le développement. (d) Les exons mutuellement 

exclusif IIIb et IIIc du gène FGFR-2 change l‟affinité du récepteur produit pour des facteurs de 

croissance durant la progression des cancers prostatiques. La version en VERT présente une forte 

affinité pour le facteur KGF et en ROUGE, une forte affinité pour le FGF. (e) La présence d‟un intron 

„en ROUGE) dans la région 5‟UTR du gène msl-2 est spécifique des femelles drosophiles. La protéine 

Sex-lethal permet la rétention de l‟intron dans le noyau et la répression traductionelle de l‟ARNm dans 

le cytoplasme, ce qui contrôle la compensation du dosage des gènes du chromosome X. Extrait de 

(Smith and Valcárcel, 2000). 

 

L‟exemple le plus impressionnant est celui de Dscam. Les produits de ce gène sont 

impliqués dans le système immunitaire et le câblage du système nerveux de la drosophile, 

dirigeant entre autre les projections neuronales du système olfactif et des neurones 

méchanosenseurs (Zipursky et al., 2006)(Zhu et al., 2006)(Chen et al., 2006). Le pré-

messager transcrit contient 115 exons dont 95 alternatifs pour une estimation totale de 38 016 

isoformes différentes (Park and Graveley, 2007). Ces messagers diffèrent notamment par leur 

domaines extracellulaires, capables d‟homodimerisation (Wojtowicz et al., 2004). Le nombre 
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de ces domaines capables d‟interactions isoforme-spécifique a été estimé à 19 008. Par 

séquençage massif des ARNs, l‟expression de 18 496 isoformes de messagers a été validée in 

vivo (Sun et al., 2013). Certaines isoformes protéiques sont capables d‟interagir avec 

Escherichia coli. Cela pourrait suggérer que Dscam puisse fonctionner à la manière d‟un 

anticorps chez les insectes (Watson et al., 2005). 

 

Quelques exemples d‟événements tissu-spécifique ont également été mis en évidence 

dans la mise en place de fonctions biologiques supérieures. 

Chez la poule (Gallus gallus domesticus), 576 variants d‟épissage possibles d‟un canal 

à cations sont exprimés d‟après un gradient le long des 10 000 récepteurs sensoriels qui 

composent la cochlée. Ce gradient est impliqué dans la détection des fréquences sonores de 

50 à 5000 Hz (Rosenblatt et al., 1997). Ce mécanisme pourrait être conservé puisqu‟un 

système de régulation très similaire a été identifié dans la cochlée de la tortue de floride 

Trachemys scripta elegans (Jones et al., 1999). 

La détection infrarouge d‟une chauve-souris hématophage (vampire commun - 

Desmodus rotundus) présente un événement limité à l‟un de ses ganglions, provoquant la 

production d‟une version tronquée du récepteur TRPV1. Cette variante de la protéine présente 

une activation thermale à 30°C, contre 43°C dans la version présente dans d‟autres ganglions, 

et permet à l‟animal de détecter les proies potentielles en les discriminants sur la base de leur 

température corporelle (Gracheva et al., 2011). 

 

 La dérégulation d‟événements d‟épissage alternatif est également la source de 

nombreuses maladies chez l‟Homme. Les mutations affectant l‟épissage pourraient participer 

à 15% des maladies génétiques humaines (Krawczak et al., 1992). Parmi ces dérégulations, il 

existe deux types de mutations qui affectent l‟épissage alternatif :  

1) Une mutation n‟affectant pas la séquence codante du gène, peut provoquer la 

disparition d‟éléments régulateurs en cis. Les maladies issues de ces mutations les mieux 

caractérisées sont des tauopathies – pathologies neurodégénératives liées à l‟agrégation de 

protéines Tau – comme l‟amyotrophie spinale (Lorson et al., 1999). Cette pathologie est 

causée par la perte du gène smn-1 et la non-compensation du phénotype par le gène smn-2. La 

différence fondamentale entre ces deux gènes repose sur une transition C->T dans une 

séquence ESE favorisant l‟exclusion de l‟exon 7 du gène smn-2. Cette différence provoque la 

synthèse de la protéine SMNΔ7 qui est dégradée rapidement. La perte fonctionnelle de smn-1 
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ne peut donc être compensée par le produit du gène smn-2 et cause la maladie. Mais le 

nombre de copies de smn-2 affecte la sévérité du phénotype (Gavrilina et al., 2008).  

Un cas particulier est celui de la dystrophie myotonique de Steinert où les répétitions 

cumulées d‟un triplé contenu dans un ARNm piège un régulateur de l‟épissage, ce qui altère 

la régulation d‟autres gènes (Philips et al., 1998). 

2) Une mutation peut également affecter la séquence, ou la régulation, d‟un facteur en 

trans. Parmi les exemples correspondants à ce type de mutation, on retrouve la dystrophie 

facio-scapulo-humérale. Cette pathologie neuromusculaire est la résultante de la 

surexpression de la protéine FRG1. La surabondance de ce régulateur change le résultat 

d‟épissage de plusieurs ARN dont ceux des gènes tnnt3 et mtmr1. TNNT3 régule la 

contraction musculaire et MTMR1 est impliqué dans l‟atrophie musculaire (Gabellini et al., 

2006). 

On retrouve également des cancers présentant des altérations de l‟expression de 

régulateurs comme FOX2. Près d‟un tiers des gènes dont un exon est exclu spécifiquement 

dans des cancers du sein ou des ovaires possèdent des sites de fixations pour le régulateur 

FOX2. Parmi les produits de ces gènes, on retrouve des protéines associés à l‟actine et la 

mysosine, des kinésines et des composantes de complexes de traffic cellulaire, impliqués dans 

l‟architecture cellulaire et la migration. De plus, le régulateur est souvent retrouvé sous-

exprimé dans des cancers des ovaires et son épissage est modifié dans des tumeurs 

mammaires (Venables et al., 2009). 

SRSF1, est un autre régulateur d‟épissage, également retrouvé surexprimé dans de 

nombreuses tumeurs humaines. Sa surexpression entraine la transformation maligne dans des 

lignées cellulaires, faisant de ce facteur une oncoprotéine (Anczuków et al., 2012). D‟autres 

régulateurs comme les protéines hnRNPA1, hnRNPA2 et PTB affectent les proportions de 

deux isoformes de la pyruvate kinase, PKM1 et PKM2. Alors que PKM1 est caractéristique 

des cellules différenciées, PKM2 est surexprimée dans les cellules embryonnaires et 

cancéreuses. Cette surexpression est l‟un des facteurs clés de la glycolyse élevée qui permet 

aux cellules cancéreuses de survivre dans des conditions anaérobiques (David et al., 2010). 

 

La mise en évidence de l‟impact de l‟épissage dans les maladies permet de concevoir 

de nouvelles formes de traitement. Cependant, des cribles à l‟aide de rapporteurs fluorescents 

permettent d‟identifier des composants qui affectent des événements d‟épissage spécifiques 

(Stoilov et al., 2008)(Warf et al., 2009). L‟objectif est donc de mettre en évidence des 

molécules capables d‟agir en tant qu‟inhibiteur de régulateurs particuliers, comme se pourrait 
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être le cas pour l‟amyotrophie spinale décrite plus haut. En effet, mettre en évidence une 

molécule capable de favoriser l‟inclusion de l‟exon 7 dans le produit du gène smn-2 

permettrait de contrebalancer la perte de smn-1. Cependant, cette approche est limitée en 

raison de l‟implication de nombreux facteurs en trans dans l‟épissage alternatif mais 

également dans l‟épissage constitutif. La recherche de composés ciblant ces facteurs 

pourraient donc être contre-productive en affectant l‟épissage de nombreux autres pré-

messagers, et donc être délétère pour l„organisme. 

D‟autres approches thérapeutiques étudiées sont basées sur l‟utilisation : 

d‟oligonucléotides antisense (ASO – AntiSens Oligonucléotides) qui ciblent des séquences de 

15-20 nucléotides situées sur des pré-messagers afin d‟empêcher les interactions avec le 

spliceosome et de rediriger l‟épissage (Hua et al., 2010) ; de siRNA ciblant les isoformes 

aberrantes (Ryther et al., 2004) ; d‟ARN U1 modifié en 5‟ capable de s‟associer aux sites 

d‟épissages modifiés et de rétablir l‟épissage sauvage (Fernandez Alanis et al., 2012) ; d‟une 

stratégie de trans-splicing permettant l‟ajout d‟une séquence exogène à un ARNm aberrant 

par le biais de la machinerie du spliceosome pour rétablir la séquence codante sauvage 

(Puttaraju et al., 1999). 

 

L‟épissage est un mécanisme complexe dont l‟impact physiologique est important. De 

nombreuses questions restent à élucider pour permettre la comprehension du “splicing code“ 

de telle sorte que l‟on puisse l‟exploiter à des fins thérapeutiques. Parmi le nombre d‟outils 

utiles à l‟étude de ce mécanisme de régulation, celui utilisé au cours de cette thèse consiste en 

un système de rapporteur fluorescent appliqué chez un organisme modèle, le nématode 

Caenorhabtidis elegans. 
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IV. Caenorhabditis elegans 

1. Généralités 

Caenorhabditis elegans est un ver rond de la famille des nématodes, introduit comme 

organisme modèle en laboratoire par le biologiste moléculaire Sydney Brenner dans les 

années 1970. Les avantages de cet organisme sont sa petite taille – 1mm de long pour un 

adulte -, la taille de la progéniture produite par un individu – près de 300 individus -, la 

possibilité de préserver les lignées plusieurs années à -80°C et son temps de génération faible 

- ~3 jours. Ces propriétés font du nématode un outil peu couteux et facile à cultiver. C.elegans 

est également transparent à tous les stades de son développement, ce qui permet de suivre 

l‟expression d‟un gène au cours du temps en utilisant des rapporteurs fluorescents. 

 

 

Figure 10 : Schéma représentant un individu hermaphrodite adulte de l’espèce Caenorhabditis 

elegans. L‟individu est divisé en trois parties. La tête contient le pharynx, la bouche ainsi que les 

organes sensoriels. Dans le corps est représenté l‟intestin ainsi que le système reproductif constitué des 

gonades et de la spermathèque. Dans la queue se termine l‟appareil intestinal ainsi que d‟autres 

organes sensoriels. Le corps est entouré de fuseaux musculaires qui permettent sa locomotion. 

 

Son génome a été entièrement séquencé en 1998 (The C. elegans Sequencing Consortium, 

1998) et est composé de 100 Mb, répartis en 5 autosomes, numérotés de I à V, ainsi que d‟un 

gonosome – le chromosome X. Bien que la taille de son génome soit très inférieure à celle de celui de 

l‟Homme (3400 Mb), le nombre de gènes identifiés est très proche de celui d‟Homo sapiens – 20 444 

gènes codant pour des protéines (WormBase release WS245, Oct. 2014) pour 19 797 chez l‟Homme 

(Gencode 23 - March 2015 freeze, GRCh38 - Ensembl 81, 82). 

En comparaison des vertébrés, les gènes de C.elegans sont plus petits avec une taille 

moyenne de 3 kilobases contre 8,5 kb chez l‟homme (Jareborg et al., 2000). Cette différence 
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est en partie due à la taille réduite des introns du nématode – d‟une taille médiane de 65pb 

(Spieth et al., 2013). 

 

2. Développement et reproduction 

 C.elegans possède un cycle de développement très rapide. Trois jours à une 

température comprise entre 20 et 25°C permettent à un embryon d‟atteindre le stade adulte, 

après avoir passé les quatre stades larvaires – L1 à L4 - nécessaires à sa maturation. Les 

individus sont en majorité hermaphrodites et développent, durant leur troisième stade larvaire, 

des spermatozoïdes amiboïdes qui seront ensuite conservés dans une structure baptisée 

spermathèque. C‟est au cours du quatrième et dernier stade larvaire que les gonades femelles 

se différencient pour produire des ovocytes une fois les vers devenus adultes. Ce nématode est 

donc capable de se reproduire individuellement et de produire plusieurs centaines d‟embryons 

par adulte. 

 Cette reproduction individuelle simplifie les conditions de culture, puisqu‟un seul ver 

peut donner naissance à toute une population clonale poussant les populations vers 

l‟homozygotie.  

Une très faible quantité de mâles existe au sein d‟une population, moins de 0.2% dans 

des conditions de culture en laboratoire. Ces mâles sont capables d‟inséminer les individus 

hermaphrodites et peuvent donc être utilisés dans le cadre de croisements génétiques. Le 

devenir sexuel de l‟individu est dépendant de la présence d‟un ou deux copies du 

chromosome X – mâle et hermaphrodite, respectivement. La proportion de mâles peut être 

modifiée par augmentation de la température ou par croisement (la moitié des spermatozoides 

produits par des males ne portant pas de chromosome X). 

 

 Placés en conditions défavorables de culture – manque de nourriture, surpopulation, 

température élevée -, les larves peuvent prendre une route parallèle de développement. Cette 

voie provoque la mise en place d‟un stade supplémentaire entre les stades larvaires L2 et L3, 

nommé stade dauer. Durant cette étape, la morphologie du ver s‟adapte – pharynx clos, 

gonades atrophiées, cuticule renforcée - et sa durée de vie s‟allonge, de quelques semaines en 

développement standard, à plusieurs mois sous cette forme. Cette particularité avantage fait 

du ver un organisme facile à maintenir en laboratoire ainsi qu‟un outil de choix pour l‟étude 

du vieillissement. 
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3. Découvertes majeures et champs d’étude 

 La transparence de l‟animal a permis de suivre l‟ensemble des divisions cellulaires qui 

permettent à un embryon de devenir un adulte. Ces travaux ont permis de déterminer que le 

nombre de cellules chez ce nématode est quasiment invariable et d‟obtenir le premier lignage 

cellulaire complet d‟un métazoaire (Sulston and Horvitz, 1977)(Kimble and Hirsh, 

1979)(Sulston et al., 1983). En parallèle de ces travaux, un effort important fut apporté à la 

description de l‟anatomie de système nerveux et des connexions neuronales (Ward et al., 

1975)(White et al., 1976)(White et al., 1986). 

 L‟utilisation de Caenorhabditis elegans a permis de découvrir et caractériser des voies 

de signalisation impliquées dans un grand nombre de fonctions biologiques variées, comme  

par exemple celle de l‟apoptose (Hedgecock et al., 1983)(Ellis and Horvitz, 1986) et la voie 

de signalisation Notch dans le développement embryonnaire (Priess, 2005). L‟analyse des 

phénotypes hétérochroniques - c‟est à dire présentant des altérations de la durée ou de la 

vitesse du développement -, ainsi que leur causes génétiques, a permis la découverte du 

premier microARN, lin-4 (Ambros and Horvitz, 1984)(Lee et al., 1993). 

 

Année Découverte(s) Référence(s) 

1974 Mutations affectant le comportement (Brenner, 1974) 

1977 Premier clonage et séquençage d‟un gène (MacLeod et al., 1977) 

1983 Premier lignage cellulaire complet 

(Sulston and Horvitz, 1977) 

(Kimble and Hirsh, 1979) 

(Sulston et al., 1983) 

1983 Identification de gènes de mort cellulaire (Hedgecock et al., 1983) 

1984 Découverte des gènes hétérochroniques (Ambros and Horvitz, 1984) 

1986 Diagramme complet des connexions neuronales (White et al., 1986) 
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1988 
Identification des premiers facteurs de 

transcription à homéodomaines (POU, LIM) 

(Way and Chalfie, 1988) 

(Finney et al., 1988) 

1993 Mutations allongeant la durée de vie (Kenyon et al., 1993) 

1993 
Premier microARN lin-4 et sa cible lin-14 

identifiés 

(Lee et al., 1993) (Wightman 

et al., 1993) 

1993 
Identification des gènes smg et de leur rôle dans 

le NMD 
(Pulak and Anderson, 1993) 

1994 
Utilisation de la GFP pour suivre l‟expression 

d‟un gène in vivo 
(Chalfie et al., 1994) 

1998 Premier génome métazoaire séquencé 
(The C. elegans Sequencing 

Consortium, 1998) 

1998 Découverte de l‟ARN interférence (Fire et al., 1998) 

2000 Mis en place du premier crible par ARNi (Fraser et al., 2000) 

2005 Utilisation de l‟optogénétique (Nagel et al., 2005) 

Figure 11 : Découvertes et travaux majeurs effectués grâce à l’organisme modèle Caenorhabditis 

elegans.  (Ce tableau n‟est en aucun cas exhaustif et les travaux associés à ces découvertes ne sont pas 

tous référencés par souci de lisibilité). 

 

 Sydney Brenner, Robert Horvitz and John Sulston ont été récompensés en 2002 par le 

Prix Nobel de Physiologie ou Médecine pour leurs découvertes concernant la régulation 

génétique du développement d‟un organisme et la programmation de la mort cellulaire. 

Andrew Fire et Craig Mello ont obtenu le Prix Nobel de Physiologie ou Médecine en 2006 

pour leurs découvertes de l‟extinction de l‟expression des gènes par des ARN interférents 

double-brins. Osamu Shimomura, Martin Chalfie et Roger Tsien ont été récompensé du Prix 

Nobel de Chimie en 2008 pour la découverte de la GFP et son utilisation pour suivre 

l‟expression des gènes in vivo. 
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4. La transgénèse chez C. elegans 

 La transgénèse est l‟un des outils essentiels à l‟étude de la fonction biologique et de 

l‟expression des gènes, ainsi qu‟à la mise en place de nombreux cribles génétiques. Il existe 

deux techniques permettant la transgénèse chez Caenorhabditis elegans : le bombardement de 

micro-particules et la micro-injection. Seule la seconde sera abordée puisqu‟elle a été utilisée 

durant ce travail de thèse. 

 

a) Introduction d’ADN exogène 

 La micro-injection consiste en l‟injection de matériel génétique (plasmides ou  

produits de PCR) dans le bras distal de la gonade. Cette partie de l‟organisme est constituée 

d‟un syncitium où tous les noyaux des ovocytes en devenir partagent le même cytoplasme. 

L‟ADN exogène circule donc librement dans une zone limitée de la gonade où il peut pénétrer 

les noyaux avant que ceux-ci ne soient compartimentés dans des cytoplasmes d‟oocytes 

individuels. 

 Cet ADN peut-être répliqué et transmis lors des divisions cellulaires subséquentes 

sous la forme d‟un concatémère extrachromosomique. Cette longue molécule d‟ADN est 

formée des monomères présents dans le mélange injecté (plasmides, produits de PCR) par le 

biais de recombinaisons homologue et hétérologue. Ces concatémères peuvent être transmis 

correctement lors des mitoses car les chromosomes du ver ne possèdent pas de centromères, 

ils sont donc holocentriques. L‟attachement du fuseau mitotique s‟opère à plusieurs endroits 

des chromosomes et ne nécessitent pas de séquence spécifique. Ceci permet à un multimère 

d‟ADN exogène d‟être considéré comme un chromosome par la machinerie cellulaire si celui 

possède une taille suffisante (estimée à centaines de copies de plasmides). La composition du 

concatémère suit la composition du mélange d‟injection de manière stœchiométrique. 

(Mello et al., 1991) 

La recombinaison homologue au locus endogène peut arriver à très faible fréquence 

(Broverman, 1993)(Berezikov et al., 2004). 

La transmission des concatémères n‟étant pas aussi efficace que celle des 

chromosomes, on utilise un marqueur de co-injection afin de permettre la sélection des 

individus transgéniques. 
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b) La sélection 

Afin de maintenir les lignées transgéniques, un marqueur de sélection est nécessaire 

pour suivre la présence des mélanges d‟injections. Parmi les marqueurs les plus utilisés on 

retrouve:  

- des allèles mutants provoquant des phénotypes dominant. Les gènes les plus 

communément utilisés sont de la famille des dpy (phénotype : dumpy), rol (phénotype : 

roller) et unc (phénotype : uncoordinated) (Mello et al., 1991). Ces marqueurs provoquent une 

modification du phénotype des individus transgéniques. La sélection se fait grâce à la 

physionomie des vers ou sur leurs locomotions. Cependant, les phénotypes mutants engendrés 

peuvent gêner le croisement génétique, perturber la visualisation de rapporteurs fluorescents 

et engendrer un plus faible nombre de descendants en comparaison d‟individus sauvages. De 

plus, le contexte génétique mutant peut affecter les régulations génétiques étudiées et rendre 

les conclusions d‟expérience moins claires. 

- des marqueurs de type rescue injectés chez une lignée de vers mutants afin de 

rétablir un phénotype sauvage. Le marqueur de référence est le gène unc-119 injecté dans une 

lignée mutante pour ce gène. L‟avantage de ce système est que les mutants, en plus d‟être 

identifiables de par leur locomotion particulière, ne sont pas capables de passer en stade 

dauer, ce qui permet de donner un avantage selectif individus transgéniques dans un contexte 

de culture défavorables. Le premier marqueur de ce type fut celui du gène pha-1. A une 

température de 25°C, les embryons mutants ne peuvent survivre. L‟ajout de copies de gènes 

pha-1 sauvage corrige cette particularité (Granato et al., 1994). 

- des marqueurs fluorescents. L‟utilisation de ces marqueurs pose problème en 

combinaison de rapporteurs fluorescents. 

 

 Le désavantage majeur des systèmes présentés plus haut repose sur la sélection 

manuelle. 

- finalement, un nouveau type de marqueur basé sur la résistance aux antibiotiques 

s‟est développé. En 2010, un article présente les travaux menés au sein du laboratoire du Dr 

Denis Dupuy sur la résistance à un antibiotique eucaryote nommée G418 ou Geneticin™. À 

une concentration de 0,40 mg/mL de G418 dans le milieu de culture, les individus sauvages 

ne se développent pas jusqu‟au stade adulte qui leur permet de se reproduire, contrairement 

aux individus transgéniques porteurs du marqueur de résistance – le gène Neo (Giordano-

Santini et al., 2010). Soumis à l‟action de l‟antibiotique, les populations présentent un 

enrichissement suffisant des individus transgéniques pour maintenir une lignée, et ce, sans 
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sélection manuelle. Deux autres antibiotiques ont également été appliqués chez le ver : la 

puromycine et l‟hygromycine (Semple et al., 2010)(Radman et al., 2013). 

 

c) Intégration en simple copie 

L‟expression de constructions génétiques sous la forme de concatémères 

extrachromosomiques pose plusieurs problèmes. 

Premièrement, il existe chez l‟organisme Caenhorabditis elegans un mécanisme 

moléculaire de répression des éléments génomiques répétés au sein des cellules de la lignée 

germinale (Kelly et al., 1997). Ce mécanisme se met en place sur plusieurs générations et 

empêche l‟expression prolongée de rapporteurs dans les gonades et les embryons au sein 

d‟une lignée transgénique. 

Deuxièmement, les constructions génétiques exprimées en grand nombre de copies 

peuvent présenter, chez C.elegans, une expression partiellement stochastique en fonction des 

éléments de régulation choisis (Qun Xu et al., Fire Lab Vector Supplement, 1997). Au sein 

d‟une même lignée, il peut donc y avoir des variations d‟expression d‟un individu à l‟autre. 

Cette particularité est généralement contrecarrée en étudiant plusieurs individus issus de deux 

à trois lignées indépendantes. Deux lignées sont indépendantes lorsque les individus qui les 

ont générées sont issus de deux concatémérisation indépendantes. Ainsi, deux individus issus 

de la progéniture d‟un hermaphrodite injecté peuvent donner naissance à deux lignées 

indépendantes. 

Un rapporteur en très grand nombre de copies peut également provoquer des 

problèmes de létalité. En effet, une construction générée par la fusion d‟une séquence codante 

partielle peut entraîner la production d‟un dominant négatif aux effets délétères pour 

l‟organisme. De plus, l‟utilisation de séquences de régulation peut entraîner la titration des 

facteurs impliqués dans cette régulation et entraîner une modification de l‟expression 

endogène d‟autres gènes. 

Un moyen pour lutter efficacement contre tous ces problèmes est la diminution du 

nombre de copies de rapporteur. Ceci peut être réalisé en modifiant la composition du 

mélange d‟injection. Les proportions entre les éléments du mélange et la composition du 

concatémère étant stœchiométriques, il est possible de rajouter des séquences d‟ADN 

génomiques digéré afin de diminuer le nombre de copies de la construction d‟intérêt dans les 

lignées générés pour l‟étude (Kelly et al., 1997). Les concatémères extra-chromosomiques 

sont dits « complexes ». 

Une manière plus radicale de contourner ces problèmes est de passer par l‟intégration 

des transgènes dans le génome. Il existe une méthode d‟intégration aléatoire en faible nombre 
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de copies mais elle est dépendante d‟une autre technique de transgénèse, le bombardement à 

microparticules (Praitis et al., 2001) que je ne développerai pas ici car elle a été supplantée 

par les méthodes d‟intégration ciblée en simple copies comme la technique du MosSCI – Mos 

Single Copy Insertion (Frøkjær-jensen et al., 2009). 

 

 

Figure 12 : Micro-injection et expression de transgènes chez Caenorhabditis elegans. (A) 

L‟aiguille de micro-injection permet d‟inoculer la matériel génétique désiré dans le syncitium de la 

gonade. Ce sont les noyaux des ovocytes en maturation qui sont perméables aux plasmides injectés. 

(B) La micro-(injection permet de jouer sur le nombre de copie de transgènes en fonction de la 

composition du mélange mais également de la lignée sélectionnée. L‟expression sous la forme de 

concatémères répétitifs se fait dans une lignée classique (N2) avec seulement le rapporteur (pJM ici) et 

le marqueur de sélection (pRG02). La formation de concatémères complexes se fait en rajoutant des 

plasmides vides ou de l‟ADN génomique digéré afin de diminuer la quantité de rapporteur. L‟insertion 

en simple copie par la méthode du MosSCI nécessite l‟utilisation de lignées particulières ainsi que des 

vecteurs spécifiques (pJM, pJL43) présentant les séquences d‟homologies et la transposase. Image du 

ver récupérée de WormAltas. 

 

La technique du MosSCI repose sur l‟insertion dans le génome de Caenorhabditis 

elegans d‟un transposon issu de la drososphile, le transposon Mos. Inséré à un endroit précis 

du génome, il peut être éliminé par le biais de l‟expression d‟une transposase spécifique, 

provoquant ainsi une cassure double brin. Il est alors possible d‟insérer une séquence d‟intérêt 

flanquée des séquences homologues aux zones proches de la cassure, favorisant ainsi 

l‟insertion par recombinaison homologue (Figure 13). 
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Figure 13 : Représentation schématique de l’insertion en simple copie par MosSCI. Un 

transposon Mos1 est situé à un locus non-codant. Cet élément peut être éliminé du génome par 

expression d‟une transposase provoquant une coupure double brins. Grâce à des séquences 

d‟homologie, l‟insertion d‟une séquence d‟intérêt est favorisée par le biais de la recombinaison 

homologue. Dans l‟exemple présenté, deux marqueurs négatifs sont présents dans le mélange 

d‟injection. Ces rapporteurs ne peuvent être insérés et servent à discriminer les événements 

d‟insertion. Le premier est un rapporteur fluorescent. Le second – twk-18(gf) – provoque la paralysie 

des individus le portant à 25°C mais pas à 15°C. Extrait de (Frøkjær-jensen et al., 2009). 



- 57 - 
 

 

 D‟autres méthodes basées sur les coupures double-brin et la recombinaison homologue 

utilisées chez de nombreuses espèces ont également été appliquées chez le nématode comme 

l‟utilisation des nucléases à doigts de zinc – ZFN (Morton et al., 2006) – et des TALENs 

(Wood et al., 2012). Depuis 2013, la méthode de CRISPR-Cas9 s‟est développée chez 

Caenorhabditis elegans d‟abord en août 2013 (Friedland et al., 2013) puis lors de la 

publication de cinq articles traitant de l‟application de cet outil à cet organisme modèle dans 

la revue Genetics de novembre 2013 (Waaijers et al., 2013)(Tzur et al., 2013). Cette méthode 

pourrait devenir celle de référence et sera développer dans la partie Résultats. 

 

5. Les rapporteurs fluorescents 

 L‟un des avantages majeurs de l‟organisme modèle Caenhorabditis elegans réside 

dans le fait que les individus sont transparents à tous les stades de leur développement, 

permettant de suivre l‟expression d‟un gène in vivo. De plus, la largeur du ver (75 µm) permet 

de se passer de microscopie à haute résolution. 

 Cet avantage a permis initialement le développement de rapporteurs de l‟expression 

des gènes basés sur le gène LacZ (Fire et al., 1990). Dans un second temps, une nouvelles 

séries de rapporteurs basés sur la séquence codante de la GFP a pu voir le jour (Chalfie et al., 

1994). Ces travaux, comprenant la découverte de la protéine fluorescente, ont été 

récompensés par le Prix Nobel de Chimie en 2008. 

 L‟utilisation de ces rapporteurs a permis l‟étude de l‟expression génique, de l‟étude 

des séquences en cis et l‟identification cellulaire. Depuis, ce type d‟outils est appliqués à 

l‟étude de nombreux mécanismes de régulation qu‟il serait trop long de citer ici.  

 Les prochaines parties ont pour but de présenter les différents types de rapporteurs qui 

ont pu voir le jour chez Caenorhabditis elegans dans le cadre de l‟étude de l‟épissage 

alternatif en particulier.  

 

a) Approche « classique » 

 Ce type de système rapporteur est appelé ici « classique » majoritairement en raison de 

l‟absence de nom particulier. Il s‟agit dans ce cas de créer deux constructions pour étudier un 

seul événement d‟épissage. Une première construction consiste à l‟addition de la GFP à 

l‟extrémité 3‟ de la séquence codante du gène étudié afin de visualiser l‟expression de toutes 

les isoformes – dans la limite imposé par les séquences de régulation transcriptionnelle 

utilisées. Une seconde construction repose sur l‟addition de la GFP directement au sein de la 

séquence différentiellement inclus dans le messager final (exons ou introns). Puisque les deux 
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protéines hybrides présentent les mêmes caractéristiques de fluorescence, l‟analyse repose sur 

la comparaison des deux types de lignées générées (Malone et al., 2003). 

 Ce système possède des limitations. La nécessité des deux lignées présente des 

difficultés de comparaison. De plus, la présence dans une cellule d‟une forme n‟exclue pas la 

présence de l‟autre et limite donc l‟analyse de la régulation. Cependant malgré cela, des 

études récentes continuent d‟utiliser ce système (Craig et al., 2013). 

 

b) Approche “paire de  minigènes” 

Les minigènes correspondent à des constructions minimales composées des éléments 

de régulations – Promoteurs, régions 3‟UTR –, des séquences codantes partielles, comprenant 

la séquence d‟intérêt et son environnement génomique immédiat – les deux introns et exons 

proximaux -, couplées à des séquences de fluorophores. Deux rapporteurs sont générés pour 

étudier un événement d‟épissage alternatif et injecté ensemble permettant la comparaison des  

profils d‟expression des deux protéines fluorescentes au sein d‟un même individu. 

Dans le cas d‟exons mutuellement exclusifs, les constructions nécessitent la présence 

de codons stop afin de différencier les deux isoformes (Figure 14-Gauche). Pour le cas d‟un 

exon cassette, il est nécessaire de disposer d‟un changement de cadre de lecture qui permet de 

visualiser la présence ou l‟absence de la séquence (Figure 14-Droite). 

Les séquences choisies afin d‟assembler les rapporteurs ne contiennent pas 

nécessairement tous les éléments de régulations des gènes étudies. Les promoteurs utilisés 

correspondent aux 2 kb en amont du codon START – suivant ainsi les règles établies par le 

projet du „Promoterome » (Dupuy et al., 2004) - et les régions 3‟UTR à une séquence de 1 kb 

en aval du codon STOP – suivant les règles dégagées par l‟étude du projet « UTRome » 

(Mangone et al., 2008). De plus, la séquence contenue entre le START et le STOP est 

partielle. De ces faits, le système des minigènes n‟est pas utilisé pour suivre avec précision 

l‟expression des isoformes mais plutôt pour servir d‟ « appât à régulateurs », et ce, afin de 

mettre en évidence les éléments qui gouverne la régulation. 
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Figure 14 : Représentation schématique des constructions minigènes. (À gauche) Minigènes 

ajustés à l‟étude de deux exons mutuellement exclusifs. Deux constructions similaires sont réalisées en 

changeant la séquence codante du fluorophore. Pour chaque minigènes, un codon stop est rajouté dans 

la séquence codante d‟un des exons alternatifs. Une fois transcris et épissé, l‟inclusion de chaque exon 

est suivie par la fluorescence des protéines hybrides générées. (À droite) Minigènes adaptés à l‟étude 

d‟un exon cassette. Les constructions sont réalisées de telle sorte que l‟inclusion de l‟exon alternatif 

change le cadre de lecture - que cela soit naturel ou par mutagenèse dirigée. L‟inclusion de l‟exon est 

suivie par la comparaison des deux fluorescences. Modifié de (Kuroyanagi et al., 2010). 

 

Les paires de « minigènes » se sont développées pour suivre l‟épissage par RT-PCR 

(Lorson et al., 1999) ou par le biais de rapporteur luciférase (Weg-Remers et al., 2001) avant 

d‟être couplées à la GFP pour suivre l‟épissage des gènes SMN1 et SMN2 humains dans des 

lignées cellulaires en culture afin d‟étudier les éléments en cis impliqués dans leurs régulation 

(Zhang et al., 2001). 

Ce type de rapporteur a notamment été utilisé chez Caenorhabditis elegans par le Dr 

Hidehito Kuroyanagi. Dans un premier temps le système a été appliqué sur l‟épissage du gène 

let-2 dans le cadre d‟un crible de génétique classique afin d‟isoler des mutants affectant le 

profil de fluorescence (Ohno et al., 2008). Ces travaux ont permis de mettre en évidence le 

facteur ASD-2 ainsi que des éléments en cis nécessaire à la régulation.  L‟équipe en charge de 

ces travaux publie deux ans plus tard une méthodologie à appliquer à l‟étude systématique de 

l‟épissage alternatif. Cette identification est basée sur la mise en évidence des séquences en 

cis par approche bio-informatique puis par identification par le biais de mutagenèse dirigée 

sur les rapporteurs. La mise évidence des facteurs en trans se fait par le biais de l‟utilisation 

des rapporteurs, de cribles de génétiques classiques et de séquençage (Kuroyanagi et al., 

2010). Cette méthode est ensuite appliquée à l‟étude du gène unc-60, mettant en évidence une 
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régulation conjointe par ASD-2 et SUP-12 (Ohno et al., 2012), et à l‟étude du gène unc-32 

permettant l‟identification du facteur UNC-75 dans une régulation de l‟épissage alternatif 

spécifique aux neurones (Kuroyanagi et al., 2013). 

 

La même équipe a développé, précédemment aux travaux présentés plus haut, un autre 

rapporteur qui reprend le même principe que les paires de « minigènes » mais basé sur une 

seule construction et applicable à l‟étude des  exons mutuellement exclusifs. Il s‟agit d‟un 

minigène n‟utilisant que les exons différentiellement inclus et leurs séquences proches – 

introns et exon à proximité – mais en intégrant les séquences des fluorophores directement 

dans les exons concernés. Ce rapporteur a été utilisé pour l‟étude du gène egl-15 et a permis la 

mise en évidence du gène asd-1, le premier gène de la famille des "alternative splicing 

deficient”. Ce facteur, ainsi que son paralogue FOX-1, affectent l‟épissage de l‟ARNm d‟egl-

15 (Kuroyanagi et al., 2006). Un autre régulateur, SUP-12, est découvert l‟année suivante 

grâce au même rapporteur, et coopère avec ASD-1/FOX-1 (Figure 15)(Kuroyanagi et al., 

2007). 

 

 

Figure 15 : Coopération des facteurs ASD-1/FOX-1 et SUP-12 dans l’épissage alternatif. 

L‟utilisation des minigènes a permis l‟étude des paralogues ASD-1 et FOX-1 et du facteur SUP-12 

ainsi que des séquences en cis  que ces facteurs fixent. La fixation des deux facteurs à leurs séquences 

respectives et proches permet d‟agir sur l‟épissage. Extrait de (Kuroyanagi et al., 2007). 
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Ces travaux mettent en évidence les éléments en cis fixés par les facteurs de régulation 

ainsi que le phénotype des mutants et doubles mutants des gènes asd-1, fox-1 et sup-12 

(Kuroyanagi et al., 2007). 

La construction utilisée pour l‟étude d‟egl-15 ont également été utilisés dans un étude 

quantitative qui a permis de démontrer que l‟affinité in vitro de SUP-12 pour une séquence 

affecte le ratio des isoformes d‟épissage in vivo (Figure 16)(Amrane et al., 2014). Cette 

démonstration a permis de pousser un peu plus loin l‟étude des régulateurs de l‟épissage 

alternatif qui se limitait à la présence des facteurs. 

 

.  

Figure 16 : Système rapporteur utilisé pour étudier l’impact de l’affinité d’un régulateur pour 

une séquence en cis sur le résultat d’épissage alternatif. Extrait de (Amrane et al., 2014). 

 

 Ces rapporteurs permettent une analyse qualitative, mais qui pourrait également 

devenir quantitative, et systématique de l‟épissage alternatif et de ses composantes. La seule 

limitation d‟une approche à haut débit réside dans l‟assemblage et le design des constructions 

rapportrices. 

 Récemment, un nouveau type de construction assez similaire a vu le jour. 

 

c) Approche “FrameShift Sensor” 

 Le FrameShift Sensor – FSS – est une cassette composée de la séquence de la GFP 

suivie de la séquence de la mCherry. L‟avantage de cette stratégie par rapport à celle des 

minigènes, est qu‟elle ne nécessite le clonage que d‟un seul plasmide d‟expression. Les deux 

fluorophores ne sont pas codés dans le même cadre de lecture. L‟inclusion d‟un exon en 

amont de la cassette FSS causera donc la traduction d‟un fluorophore diffère que son 

exclusion. Si l‟exon alternatif endogène ne provoque pas de changement de cadre de lecture, 

il est alors nécessaire d‟ajouter un nucléotide dans sa séquence par mutagenèse dirigée (Figure 

17). 
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Figure 17 : Schéma représentant le principe du rapporteur FrameShift Sensor. La construction 

est composée de la fusion entre une partie de la séquence du gène étudié à la cassette GFP-mCherry. 

L‟exon alternatif présente un changement de cadre de lecture si inclus sous la forme d‟un nucléotide 

additionnel. Après épissage, l‟ARNm obtenu permet la synthèse d‟une protéine hybride fluorescente 

différente en fonction de la présence ou de l‟absence de l‟exon alternatif. Ainsi, à partir d‟une seule 

construction génétique et au sein d‟un seul individu, on peut observer deux isoformes différentes. 

 

 Ce système rapporteur, a été développé par le Dr John Calarco et depuis été appliqué 

chez le nématode pour découvrir deux régulateurs du système nerveux (Norris et al., 2014). 

Cette évolution de l‟idée des minigènes simplifie les étapes de clonage in vitro mais 

permet également d‟exprimer les deux fluorophores à partir d‟une même séquence génétique 

évitant ainsi les potentiels artefacts lies à la stœchiométrie des deux vecteurs dans la stratégie 

paire de  « minigènes ». C‟est sur ce système que les travaux effectués durant ces trois années 

sont basés. 
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Objectifs 

L‟épissage alternatif prend une importance croissante dans les résultats de séquençage 

ARNs à haut débit, pouvant toucher jusqu‟à 97% des gènes humains. Ces données 

s‟accumulent mais les stratégies pour déterminer la pertinence des résultats obtenues ainsi que 

pour étudier en détail les régulations mis à jour sont limitées. Nous souhaitons mettre en place 

une stratégie simple pour suivre l‟épissage alternatif in vivo grâce au rapporteur « FrameShift 

Sensor ». Une telle stratégie pourra permettre de suivre deux isoformes et étudier les éléments 

impliqués dans cette régulation. Ces données pourront compléter les éléments connus du 

« splicing code ». 

Le but central de cette thèse était d‟établir un système rapporteur permettant de 

visualiser les deux isoformes d‟un gène pour pouvoir identifier ensuite des régulateurs 

impliqués dans la régulation observée. L‟utilisation d‟un cytomètre en flux adapté aux larges 

objets COPAS-Profiler – dont le nématode Caenorhabditis elegans – aurait servi à isoler des 

individus mutants issus de mutagenèse aléatoire (Doitsidou et al., 2008). Il s‟agit d‟une 

méthodologie similaire à celle publié sur le système des paires de « minigènes » (Kuroyanagi 

et al., 2010) mais plus rapide et simple dans l‟assemblage des constructions ainsi que dans la 

mise en place du crible – le cytomètre en flux n‟ayant pas été utilisé jusque-là dans le contexte 

de l‟épissage alternatif. 

La méthodologie de clonage a été mise en place avant d‟être appliquée à plusieurs 

gènes. Trois d‟entre eux ne disposait que de données de séquençage. 
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Résultats 
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I. Développement de la stratégie 

1. Le choix des gènes 

 Dans un premier temps, une liste de gènes répertoriés comme pouvant générer 

plusieurs isoformes ont été récupérés par le biais du portail BioMart (central.biomart.org). En 

utilisant cet outil, la base de données en ligne WormBase (WS220) a été criblée pour les 

gènes présentant des évènements d‟épissage alternatif des types CE, MXE, IR, 5‟ASS, 

3‟ASS, AFE et ALE. Cette liste contient 2534 gènes. 

Il a été décidé de limiter le choix possible aux gènes exprimés dans le système 

nerveux. En effet, de nombreuses régulations d‟épissage ont été mises en évidence dans le 

système nerveux, faisant de ce tissu, un système de choix (Grabowski and Black, 2001). La 

liste a ensuite été criblée pour ressortir les gènes associés à une expression neuronale 

(WormMine, Base de donnée : Wormbase-WS220). Sur les 191 gènes extraits, seulement 29 

était associés à un événement d‟épissage alternatif unique de type exon cassette - CE. Cette 

dernière contrainte a été fixée pour limiter les cas étudiés à seulement deux isoformes pour 

simplifier l‟étude. De plus, notre but étant l‟étude de l‟épissage alternatif, les événements de 

type AFE – Alternative First Exon – sont à mettre de côté puisqu‟étant le fruit de promoteurs 

alternatifs. Enfin, les événements de type ALE – Alternative Last Exon – ne sont pas adaptés 

pour le système utilisé en raison des codons stop et séquences 3‟UTR associé à chaque 

isoforme. C‟est dans cette dernière liste que les trois premiers gènes ont été extraits : che-1, 

unc-86 et gpa-13. 

Deux autres gènes, top-1 et hrpf-1, ont été extraits d‟une étude publié en 2011 

(Ramani et al., 2011). Par une combinaison de séquençage des ARNs et de microarrays, cette 

étude a permis de mettre en évidence des gènes dont l‟épissage alternatif est régulé durant le 

développement. Ces deux gènes font partie des 2534 gènes récupérés plus haut. Ces deux 

gènes ont été choisis puisque l‟on dispose pour ces gènes d‟informations supérieures. Les 

premiers gènes choisis ne sont reconnus comme tel que par la détection de plusieurs 

isoformes par le biais du séquençage massif des ARN totaux extraits à partir de de 

populations mixtes – embryons, larves et adultes. Ces événements d‟épissage ne sont donc 

pas vérifiés et peuvent provenir d‟une détection précise au point de visualiser des produits 

aberrants ou sous le contrôle d‟aucune régulation active. Les gènes top-1 et hrpf-1 ont été plus 

étudiés et des régulateurs sont connus, ce qui permet de vérifier ces données grâce au système 

rapporteur et d‟en découvrir d‟autres. 

 

2. Méthodologie 
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a) Méthode d’assemblage 

Nous voulons utiliser la cassette FSS pour construire des rapporteurs contenant : la 

séquence promotrice du gène étudié afin de permettre l‟expression ; les exons et introns 

flanquant l‟exon alternatif ; la cassette FSS – FrameShift Sensor ; la région 3‟UTR du gène 

étudié ; le plasmide. En raison du nombre d‟éléments à insérer et de la complexité des 

clonages, la méthode choisie pour les constructions est la méthode d‟assemblage par “chew-

back/annealing” (Gibson et al., 2009). 

Cette méthode repose sur l‟action de trois enzymes : l‟exonucléase T5, la polymérase 

phusion et la Taq ligase. Les séquences à cloner sont amplifiées par des oligonucléotides 

possédant chacun une queue flottante de 20 à 30 nucléotides. Ces queues sont homologues à 

l‟extrémité de la séquence à assembler. Les amplifiats sont placés dans un même mélange 

réactionnel en présence des trois enzymes à 4°C avant d‟être incubés une heure à 50°C. Ce 

changement de température permet l‟activation temporaire de l‟exonucléase – température 

optimale : 37°C – qui hydrolyse de 5‟ en 3‟, générant des séquences à bouts cohésif. Une fois 

à 50°C et l‟exonucléase inactivé, les fragments vont pouvoir s‟assembler par leurs extrémités 

analogues. La phusion et la ligase vont combler les trous et lier les séquences. (Figure 18) 

 

 

Figure 18 : Représentation de la méthode d’assemblage utilisée pour les constructions. Les 

fragments en rose et vert possèdent une séquence en commun (en noir). En passant de 4°C à 50°C, 

l‟exonucléase T5 dégrade les séquences de 5 „ vers 3„. Les séquences homologues peuvent alors 

s‟hybrider. A 50°C, l‟exonculéase n‟est plus active et la phusion et la ligase peuvent combler et liguer 

le produit de la fusion. Extrait de (Gibson et al., 2009). 

 

 C‟est grâce à cette méthode que tous les rapporteurs présentés ont pu être réalisés. 
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b) Les constructions 

Pour chaque gène étudié, un rapporteur contenant une partie de la séquence du gène 

couvrant l‟événement d‟épissage alternatif, les éléments de régulation du gène et la cassette 

« FrameShift Sensor » a été assemblé. La méthodologie utilisée pour suivre l‟épissage par 

paire de « minigènes » n‟inclut pas les promoteurs endogènes (Kuroyanagi et al., 2006). Nous 

avons fait le choix dans notre stratégie de les utiliser afin de s‟approcher le plus possible des 

régulations endogènes et de prendre en compte l‟impact que peut avoir le promoteur sur 

l‟épissage (Introduction.III.3.a). Pour cela, des règles ont été établies. En l'absence de 

séquence clairement identifiée pour le promoteur du gène étudié, j'ai suivi les règles 

introduites par le projet du « Promoterome » (Dupuy et al., 2004) en récupérant deux 

kilobases en amont du codon initiateur pour servir de promoteur. Pour la région 3‟UTR, un 

kilobase en aval du codon stop du gène avait été sélectionnée. Les assemblages nécessitaient 

donc quatre composantes : Promoteur, séquence – exons et introns -, cassette FSS et 3‟UTR. 

Ces composantes se découpent en 3 à 4 séquences, en fonction de la distance entre le 

promoteur et l‟événement d‟épissage – amplifiés ensemble lorsque la distance était minimale. 

De plus, le rapporteur nous permet de visualiser les deux isoformes à travers deux 

marqueurs fluorescents différents lorsqu‟un changement de cadre de lecture est induit par la 

présence ou l‟absence de l‟exon. Dans la plupart des gènes étudiés, ce n‟était pas le cas. Il a 

donc été nécessaire de provoquer une mutation dans la séquence différentiellement incluse 

afin de provoquer ce changement. Ces mutations ont été introduites lors du processus 

d‟assemblage en amplifiant le gène non pas en une mais en deux parties, rajoutant la mutation 

sur les séquences d‟homologies nécessaires à l‟assemblage par la méthode de Gibson. 

 

Cette première méthodologie – basée sur le protocole établi au laboratoire - a été mise 

en œuvre mais les résultats n‟ont pas suivis après des dizaines de tentatives. Il a donc été 

nécessaire d‟apporter des modifications vis-à-vis du protocole en place. Les constructions 

sont complexes et la taille des rapporteurs finaux – au-delà de 6kb – peuvent jouer comme 

facteur limitant. Il a donc été décidé de limiter le nombre de séquences à assembler. Pour 

simplifier les assemblages, la cassette FSS a été clonée dans un plasmide standard, le pBS et 

associée à un 3‟UTR générique – discuté plus loin. Cette modification a permis de diminuer le 

nombre de fragments jusqu‟à 2-3. Cependant, cette modification n‟a pas suffi à obtenir des 

résultats positifs. 
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Le protocole final a été obtenu par le biais de modifications établis sur l‟assemblage 

des rapporteurs top-1, gpa-13 et unc-86. Plusieurs changements ont été effectués sur le 

protocole publié (Gibson et al., 2009). Parmi ces modifications, deux changements majeurs : 

la quantité des séquences lors de l‟assemblage, établis à 25 Fmol et augmenté deux à trois 

fois ; le choix des séquences d‟homologies – établis à 20nt au laboratoire – afin d‟adapter la 

taille des séquences à des Tm proches de 55-60°C. 

Le protocole finale est une combinaison de ces modifications et a depuis été utilisé au 

laboratoire pour six autres constructions et ont permis d‟obtenir des résultats allant de 30 à 

100% de clones positif après la première transformation. Le nombre de positif ne semble pas 

varier en fonction du nombre de séquences à assembler mais en fonction des séquences 

d‟homologie utilisés. 

La mise en place de cette méthode permet aujourd‟hui d‟assembler des rapporteurs 

simplement, en moins de deux semaines - de la construction théorique au résultat de 

séquençage. 

 

c) La séquence du second fluorophore 

La seconde séquence du FSS a été modifiée. La séquence de la mCherry était placée 

après celle de la GFP, or, le laboratoire est  équipé d‟un appareil de cytometrie en flux adapté 

à l‟analyse de nématodes (COPAS-Profiler Union Biometrica) calibré pour la visualisation de 

la DsRed. Les deux protéines, relativement proche en terme de propriétés, présente des 

différences au niveau des longueurs d‟ondes d‟absorption et d‟émission. Nous avons donc 

remplacé la séquence codante de la mCherry par la séquence codante de la DsRed de façon à 

pouvoir utiliser notre cytomètre pour des analyses quantitatives à haut débit. 
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Figure 19 : Spectres comparés d’excitation et d’émission de la DsRed et de la mCherry. La 

courbe rouge correspond aux propriétés de la DsRed et en rose à celles de la mCherry. 

 

 La substitution a également eu un effet bénéfique sur notre efficacité de clonage. En 

effet, la séquence de la mCherry contenu dans le vecteur initial était précédée d‟une séquence 

d‟une dizaine de nucléotides identiques au début de la séquence de la GFP. La méthode 

d‟assemblage de Gibson étant basée sur des homologies de séquences, il n‟était pas rare de 

retrouver parmi les clones sélectionnés, des plasmides sans GFP, où la séquence du gène était 

directement associée à celle de la mCherry. Grâce au changement effectué, ce problème a été  

complètement éliminé. 

 

d) La région 3’UTR 

Afin de faciliter l‟assemblage des constructions durant le projet, il a également été 

décidé de limiter le nombre d‟éléments à associer, et ce, en accolant au FSS une région 

3„UTR générique. La région 3„UTR d‟un gène est cruciale à la stabilité de l‟ARNm produit 

mais est également source de régulation - notamment par les microARNs -, il est nécessaire 

d‟utiliser une séquence qui n‟interférera pas avec la régulation que l‟on souhaite observer. La 

région 3„UTR générique utilisée chez Caenorhabditis elegans est traditionnellement celle du 

gène unc-54 - codant pour une protéine de la chaîne lourde de la myosine - considérée comme 

permissif dans tous les tissus, et ce, à tous les stades de développement depuis 1995 (Boulin et 

al., 2006). Cependant, des travaux conduits au sein de l‟équipe ont démontré que cette 

séquence était soumise à régulation dans certains neurones (Cécile Quéré et Denis Dupuy - 

Travaux non publiés). En l‟absence de région 3„UTR synthétique minimale ou de région 

démontrée comme permissive dans tous les tissus, la séquence du gène unc-119 a été choisie. 

unc-119 est un gène à l‟expression pan-neuronale (Maduro and Pilgrim, 1995). Sa séquence 
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3„UTR ne connaît pour le moment aucun régulateur identifié et aucun microARN identifié à 

ce jour n‟est prédit par l‟algorithme de TargetScan comme potentiel régulateur (Lewis et al., 

2003).  
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II. Suivi des gènes unc-86, che-1 et gpa-13 

1. che-1 

 CHE-1 est un facteur de transcription à doigt de zinc responsable de la mise en place 

de l‟identité cellulaire et de la fonction des neurones ASE, une paire de neurones chimio-

senseurs (Uchida et al., 2003)(Chang et al., 2003)(O‟Meara et al., 2009). Un rapporteur che-

1::GFP est exprimé dans les neurones ASE (Sarin et al., 2009). Situé sur le chromosome I, le 

gène che-1 est composé de cinq exons constitutifs et d‟un exon alternatif – le III (Figure 20). 

 

 

Figure 20 : Modèle du gène che-1. Les exons bleus représentent les deux isoformes du gène che-1. 

Les données de séquençage des ARNs disponibles sont représentées au-dessus en noir. Extrait de 

WormBase. 

 

 Les données de séquençage disponible sont largement insuffisantes pour s‟assurer du 

modèle proposée (Figure 20). La construction contenant le promoteur et les quatre premiers 

exons n‟a pas pu être assemblée, et ce, après plusieurs tentatives. Une construction alternative 

a été réalisée en prenant le promoteur du gène pan-neuronale unc-119 puisque l‟expression de 

che-1 est limité aux neurones (Sarin et al., 2009)(Figure 21). 
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Figure 21 : Représentation du gène che-1 et de la construction réalisée. Associé au promoteur du 

gène unc-119, la séquence du gène che-1 va de l‟ATG du premier exon jusqu‟au 85éme nucléotide de 

l‟exon IV. Un nucléotide supplémentaire a été inséré à la position 132 de l‟exon alternatif. La forme 

longue – III(+) – est dans le cadre de lecture de la DsRed et la forme courte – III(-) – dans le cadre de 

la GFP. 

 

 Deux lignées transgéniques ont été isolées et présentent le même profil. L‟expression 

est neuronale et nucléaire. L‟isoforme longue – III(+)/DsRed – est fortement visible à la loupe 

à fluorescence. Cependant, la GFP est visible très faiblement et co-localise parfaitement avec 

la DsRed (Figure 22). 
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Figure 22 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur che-1::FSS. La première colonne 

correspond au canal GFP, la seconde correspond à la Dsred et la troisième à une superposition des 

deux. La barre noire située dans la colonne DIC représente 20µm. La forme longue – en ROUGE – est 

exprimé majoritairement mais la forme courte – en VERT - est légèrement visible et les deux formes 

co-localisent. (Le signal GFP localisé faible dans le corps des individus de la troisième ligne est un cas 

d‟auto-fluorescence connu chez le nématode). 

 

 Le rapporteur ne permet pas de visualiser une différence spatiale ou temporelle dans 

l‟expression des deux isoformes. L‟épissage de l‟exon III peut ne pas être contrôlé 

activement, les deux isoformes coexistant sans impact de régulateurs dans des conditions 

standard de culture. La construction peut manquer des éléments de régulations dans la 

séquence du gène. La transcription et les facteurs de transcription peuvent être couplés à 

l‟épissage (Introduction III.3). Le promoteur utilisé pourrait donc affecter la régulation. 

 

2. unc-86 

 UNC-86 est un facteur de transcription de type POU – qui tire son nom d‟un domaine 

conservé par les protéines PIT-1, OCT-1, OCT-2 et UNC-86. Ce facteur est un régulateur 

majeur de la différenciation neuronale, impliqué notamment dans la croissance des dendrites 

des neurones sérotoninergiques, la différenciation des neurones méchano-senseurs et des 

inter-neurones chimio-senseurs (Horvitz and Sulston, 1980)(Sze et al., 2002)(Sze and 

Ruvkun, 2003). La protéine UNC-86 est détectée par immuno-histo-chimie dans les noyaux 

d‟une cinquantaine de neurones (Finney and Ruvkun, 1990).  
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 Situé sur le chromosome III, le gène unc-86 est composé de cinq exons constitutifs et 

d‟un alternatif. Le cas de ce gène est un peu particulier puisque deux ARNm ont été identifiés 

sur la base de données WormBase qui différent par un exon cassette – le second exon – mais 

également par la taille du troisième exon. Lorsque le second exon est présent, le troisième 

exon est composé de 352 nucléotides. L‟isoforme la plus courte manque le second exon et 

présente un exon III de 375 nucléotides. 

 

 

Figure 23 : Modèle du gène unc-86. Les exons bleus représentent les deux isoformes du gène unc-86. 

La forme incluant l‟exon alternatif possède également un troisième exon plus court. Les données de 

séquençage des ARNs disponibles sont représentées au-dessus en noir. Extrait de WormBase. 

 

L‟exon cassette mesure 137 nucléotides et changerait le cadre de lecture s‟il était 

intégré avec l‟exon III le plus long. Il y a deux possibilités théoriques pour expliquer ce cas de 

figure :  

(1) Il est possible que la présence de l‟exon II et la taille de l‟exon III soient deux 

évènements d‟épissage alternatif indépendants – CE et 5‟ASS. Dans ce cas, les deux autres 

possibilités d‟ARNm seraient dégradées par le NMD. En effet, les deux autres possibilités 

théoriques issues de l‟épissage possèdent chacun un codon stop dans l‟exon III – qu‟il soit 

court ou long. La présence d‟un STOP en amont d‟introns, et donc de complexes EJC, 

permettrait la reconnaissance par la voie principale du NMD (Introduction II.4.b). 

(2) Il est aussi possible qu‟il ne s‟agisse que d‟un seul événement ; l‟épissage du 

second exon affectant le site d‟épissage suivant par le biais d‟un couplage. En effet, l‟intron 

situé entre l‟exon II et III(long) mesure 36nt de long, ce qui pourrait constituer une limite 

physique dans le cas d‟un épissage suivant le concept de l‟ « Intron Definition » - qui n‟est 

pas la vision de référence mais n‟a pas été réfutée définitivement - et provoquer une 

préférence pour le site d‟épissage suivant (Introduction III.4.a). 

 Dans la construction réalisée, la version II(+)/III(court) permet la synthèse de la 

DsRed (isoforme longue du gène) et la version II(-)/III(long) permet la synthèse de la GFP 

(isoforme courte du gène) (Figure 24). 
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Figure 24 : Représentation du gène unc-86 et de la construction réalisée. La construction 

assemblée couvre les 2kb en amont du codon START, jusqu‟à la moitié de l‟exon III (147nt version 

courte/160nt version longue). Un nucléotide a été rajouté à la position 131 de l‟exon II pour décaler le 

cadre de lecture. La forme longue est associée à la séquence codante de la DsRed et la forme courte à 

celle de la GFP. 

 

Cette construction permet donc de visualiser deux versions représentant les ARNm 

identifiés. Les deux autres possibilités théoriques ne sont associées à aucune ORF 

fluorescentes. La version II(-)/III(court) présente une ORF de 60nt de l‟ATG au premier 

STOP, et la version II(+)/III(long) à une ORF de 312nt. 

 La construction générée a été injectée et a permis d‟obtenir deux lignées fluorescentes 

aux profils identiques. L‟expression est visible majoritairement dans les noyaux de cellules de 

la tête, proche de la base du pharynx, le long du corps de l‟individu et dans la queue. Cette 

expression correspond à des cellules du système nerveux, ce qui coïncide avec les résultats de 

rapporteur GFP publié (Feng, Craig and Hope, 2012). Cette expression ne semble pas varier 

au cours du développement du premier stade larvaire au stade adulte. A la loupe à 

fluorescence, le seul signal le plus fort est celui de la DsRed qui correspond à la version 

II(+)/III(court) – l‟isoforme la plus longue. Cependant, la seconde isoforme est faiblement 

visible et co-localise parfaitement avec celle de la DsRed (Figure 25). 

 



- 78 - 
 

 

Figure 25 : Micrographie d’un individu porteur du rapporteur unc-86::FSS. La deuxième ligne 

correspond au canal GFP, la troisième correspond à la DsRed et la quatrième à une superposition des 

canaux. La première colonne correspond à l‟objectif 10x ; la barre noire représente 20µm. Les 

secondes et troisièmes colonnes utilisent un objectif plus élevée ; la barre noire représente 50µm. La 

forme longue – en ROUGE – est exprimé majoritairement mais la forme courte – en VERT - est 

légèrement visible et les deux formes co-localisent (Le temps d‟exposition est dix fois supérieur dans 

le canal GFP). (Le signal diffus GFP situé dans le corps de l‟individu est un cas d‟auto-fluorescence 

connu chez le nématode). 

 

Durant l‟isolation d‟individus transgéniques issus d‟injection, ils ont également été 

observés à la loupe à fluorescence. Un individu unique présentant un profil de fluorescence 

GFP a pu être observé. Cet individu est mort durant le premier stade larvaire. Cet événement 

n‟a jamais été à nouveau observé. 

L‟expression de cette construction ressemble à celle de la construction réalisée pour le 

gène che-1 et pose donc les mêmes problèmes. La visualisation des deux fluorescences 

pourrait être le fruit d‟une « fuite » du système engendrée par une fuite de transcription. Elle 
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pourrait également être le reflet d‟une réalité plus complexe que ce qu‟il n‟y paraît, à savoir 

l‟impact des sites d‟épissages eux-mêmes sur l‟efficacité d‟inclusion d‟un exon. 

Des sites de fixation potentiels à des facteurs d‟épissage comme SUP-12 ou PTB-1 ont 

été identifiés dans le premier intron. Cependant, l‟analyse de ce gène n‟a pas été poussée plus 

en avant durant cette étude en raison de son profil d‟épissage. La présence massive d‟une 

isoforme par rapport à l‟autre ainsi que la co-localisation rend difficile les cribles génétiques 

et l‟analyse de mutants. 

 

3. gpa-13 

 GPA-13 est une GTPase exprimée dans les neurones sensoriels du nématode (Jansen 

et al., 1999). Situé sur le chromosome V, le gène gpa-13 est constitué de 8 exons constitutifs 

et d‟un exon alternatif – le II. Le gène est référencé avec deux isoformes bien que les données 

de séquençage ARN disponibles sont limitées par la faiblesse de l‟expression du gène. 

 

 

Figure 26 : Modèle du gène gpa-13. Les exons bleus représentent les deux isoformes du gène gpa-13. 

Les données de séquençage des ARNs disponibles sont représentées au-dessus en noir. Extrait de 

WormBase. 

 

La construction réalisée est constituée de tel manière que la forme courte – II(-) – est 

dans le cadre de lecture de la GFP, et la forme longue – II(+) – est couplée à la DsRed (Figure 

27). 
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Figure 27 : Représentation du gène gpa-13 et de la construction réalisée. La construction réalisée 

comprend le promoteur, et les trois premiers exons. Un nucléotide supplémentaire a été inséré à la 

position 132 de l‟exon II. La forme courte – II(-) – est dans le cadre de lecture de la GFP, et la forme 

longue – II(+) – est couplée à la DsRed. 

 

À la suite de plusieurs séries d‟injection, trois lignées transgéniques indépendantes ont 

été obtenues. Les individus observés de ces trois lignées présentaient des profils identiques. 

L‟expression ne semble pas varier au cours du temps et se limite à des cellules de la tête et de 

la queue. Seul la DsRed est visible, et ce, même à très forte exposition du signal GFP (Figure 

28). 

 

 

Figure 28 : Micrographie d’un individu porteur du rapporteur gpa-13::FSS. La première ligne 

correspond au canal GFP, la deuxième ligne correspond à la DsRed et la troisième à une superposition 

des deux. La forme longue – en ROUGE – est exprimée le long du corps ainsi que dans la tête. Le ver 
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est visible dans le canal GFP en raison de la surexposition ; l‟amas visible proche du ver est issu du 

tapis bactérien des milieux de culture (Le temps d‟exposition est cent fois supérieur dans le canal GFP 

comparé à celui de la DsRed). 

 

 Cette construction, contrairement aux deux précédentes, ne présente pas de signal 

GFP. Seule l‟isoforme longue est visible. L‟absence totale de GFP visualisée grâce à cette 

construction permet d‟éliminer l‟hypothèse de la « fuite » des constructions précédentes. Ce 

résultat conforte l‟idée que les deux formes visualisées grâce aux rapporteurs de unc-86 et 

che-1 sont issues d‟un épissage rare. 

 La présence d‟une seule isoforme visible grâce à notre rapporteur pourrait remettre en 

question le modèle du gène. La visualisation des deux isoformes par séquençage des ARNs 

peut être liée à l‟expression faible du gène (Figure 26). 

 

4. Conclusion 

 Les constructions réalisées pour ces trois gènes n‟ont pas permis de mettre en évidence 

une régulation spatio-temporelle visible par le biais du rapporteur. Si le système peut être 

remis en question, il se peut également que l‟épissage alternatif ne soit pas un mécanisme 

aussi tissu-spécifique que ce qui été suggéré. Dans un article publié en 2013, l‟équipe du Dr 

Ian Hope a appliqué le système de rapporteurs GFP « classiques » (Introduction IV.5.a) à 29 

gènes présentant plusieurs isoformes et encodant des facteurs de transcriptions. La majorité 

des rapporteurs construits ne présentaient aucune différence dans l‟expression des transcrits 

alternatifs (Craig et al., 2013). 

 L‟épissage des rapporteurs unc-86 et che-1 est différent de celui du rapporteur gpa-13. 

En effet, dans ces deux premiers cas la forme longue est majoritaire mais la forme courte est 

néanmoins présente, ce qui n‟est pas le cas du troisième. Cette absence peut être due à 

l‟absence dans notre rapporteur des éléments des régulations ou à la surexpression du 

rapporteur. Les données obtenues par séquençage des ARNs ont également pu mettre en avant 

un artefact, l‟expression du gène gpa-13 étant très faible. 

 Pour che-1 et unc-86, la présence aussi faible de la forme courte pourrait mettre en 

évidence la « force » relative des sites d‟épissages, permettant la production de différentes 

isoformes sans l‟action de facteurs extérieurs au spliceosome. Une question se pose alors : la 

« force » de ces sites est-elle une aberration d‟épissage sans conséquence pour l‟organisme, 

ou bien un mécanisme de régulation en lui-même ? 
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 Pour répondre à cette question, il serait d‟abord nécessaire d‟étudier l‟impact des sites 

d‟épissage sur la production de plusieurs isoformes. 
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III. Le cas des gènes top-1 et hrpf-1 

1. Le rapporteur top-1 

 Le gène top-1 encode la protéine TOP-1, une topo-isomérase de type I. Cette protéine 

est nécessaire au développement embryonnaire et à la prolifération cellulaire (Lee et al., 

1993)(Morham et al., 1996). Les topo-isomérases de type I se fixent à l‟ADN, provoquent des 

coupures de la chaine nucléotidique et changent la structure topologique de l‟ADN en 

catalysant le passage des segments d‟ADN à travers ces coupures. Elles permettent 

notamment d'ajouter et d'enlever des super-tours dans les molécules d'ADN (Wang, 2002). La 

protéine TOP-1 humaine, dont l‟homologie avec la protéine de C.elegans est de 95,5%, 

affecte la transcription de plusieurs gènes, parfois en tant que répresseur et parfois en tant 

qu‟activateur - dépendant du promoteur (Merino et al., 1993). 

 Situé sur le chromosome I, le gène top-1 est composé de quatre exons constitutifs et 

d‟un exon alternatif – le II (Figure 29). 

 

 

Figure 29 : Modèle du gène top-1. Les exons roses représentent les deux isoformes du gène top-1. 

Les données de séquençage des ARNs disponibles sont représentées au-dessus en noir. Extrait de 

WormBase. 

 

Les résultats de séquençage ARN disponibles n‟indiquent pas la présence de la forme 

courte (Figure 29). L‟épissage alternatif étant probablement masqué par la régulation de celui-

ci durant le développement. Le séquençage ARN des différents stades de développement et 

l‟utilisation de micro-arrays ont démontré que les deux isoformes du gène sont régulées au 

cours du développement (Lee et al., 1998)(Barberan-Soler and Zahler, 2008)(Ramani et al., 

2011). Une diminution de l‟expression du gène hrpf-1 par ARN interférence a pu démontrer 

que le facteur HRPF-1 est un régulateur de l‟épissage alternatif du pré-messager de top-1 

(Barberan-Soler and Zahler, 2008). Par immunohistochimie, l‟utilisation d‟anticorps 

isoforme-spécifique a démontré que la forme courte de la protéine est présente dans les 

neurones tandis que la forme longue est présente dans de nombreuses cellules de l‟organisme 
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(Cha et al., 2012). Un rapporteur GFP permet l‟expression du fluorochrome dans les cellules 

du système nerveux seulement et ne se recoupe pas complétement avec la présence de la 

forme longue de la protéine visualisé (Cha et al., 2012). Cette différence peut s‟expliquer par : 

des éléments de régulations insuffisants pour mimer l‟expression endogène dans le rapporteur 

GFP ; l‟absence d‟expression du rapporteur durant l‟embryogenèse en raison d‟une répression 

de l‟expression des transgènes dans les cellules de la lignée germinale propre à 

Caenorhabditis elegans ; la présence d‟artefacts ou de reconnaissance peu spécifique des 

anticorps utilisées. 

La construction réalisée est présentée dans la Figure 30. 

 

 

Figure 30 : Représentation du gène top-1 et de la construction réalisée. La construction réalisée 

utilise un promoteur de 2kb ainsi que les trois premiers exons. La fusion avec la cassette se situe après 

le nucléotide 21 de l‟exon III. Un nucléotide additionnel a été ajouté à la position 213 de l‟exon II. La 

forme longue de l‟ARNm est couplée à la DsRed – II(+)/DsRed - et la forme courte à la GFP – II(-

)/GFP. 

 

 Un premier mélange d‟injection a été réalisé pour permettre la formation d‟un 

concatémère répétitif avec la construction top-1 à une concentration de 90ng/µL 

(Introduction.IV.4.a). Après de nombreuses séries d‟injection, aucune lignée n‟a pu être 

obtenue. 

 Un second mélange d‟injection a été réalisé pour permettre la formation d‟un 

concatémère « complexe » avec la construction top-1 à une concentration de 10ng/µL 

(Introduction.IV.4.a). Après de nombreuses séries d‟injection, une seule lignée a pu être 

obtenue. En plus des difficultés d‟obtenir des individus transgéniques, il se trouve que la 

lignée elle-même est instable. L‟utilisation du G418 comme moyen de sélection n‟est pas 
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suffisant. La lignée isolée peut se maintenir durant quelques repiquages, mais ne peut être 

maintenu à long terme que par une sélection manuelle supplémentaire. De nombreux 

individus fluorescents ne se développent pas jusqu‟au stade adulte. La construction et son 

expression en multiples copies nuisent aux individus qui les portent. Un troisième mélange 

d‟injection a été réalisé pour permettre la formation d‟un concatémère « complexe » avec la 

construction top-1 à une concentration de 1ng/µL mais n‟a donné aucune amélioration. Les 

observations présentées ci-dessous se sont donc portées sur cette unique lignée. 

 

a) Au cours du développement 

 L‟expression du rapporteur se limite à des neurones situés dans la région la tête et de 

la queue de l‟organisme. Cette expression correspond à celle observée avec un rapporteur 

GFP contrôlé par le même promoteur (Cha et al., 2012). 

 Le rapporteur est exprimé chez les larves et les adultes. Malgré quelques variations, 

l‟expression de la forme courte II(-)/GFP est maintenue dans des cellules de la tête situées au 

niveau de l‟anneau nerveux – qui contient la majorité des soma des neurones de la tête (Figure 

31 ; Figure 32). Les variations adviennent majoritairement sur la quantité de ces cellules 

fluorescentes. Cette forme est également visualisée dans des cellules de la queue et dans deux 

cellules proches de la vulve qui, aux vues de leurs positions et de l‟expression du rapporteur 

GFP, correspondent aux neurones HSN – Hermaphrodite-Specific Neuron. 

 La forme longue II(+)/DsRed est présente durant les premiers stades larvaires, dans 

des cellules à proximité du premier bulbe du pharynx – qui pourraient correspondre aux 

neurones Ils identifiés précédemment (Cha et al., 2012). On retrouve cette forme co-exprimée 

avec la forme courte II(-)/GFP dans quelques cellules de la tête et de la queue chez les adultes 

(Figure 31 ; Figure 32). 
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Figure 31 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur top-1::FSS aux stades larvaires. La 

première colonne correspond au canal GFP, la deuxième colonne correspond à la DsRed et la 

troisième à une superposition des deux. La forme longue – en ROUGE – et la forme courte – en VERT 

- sont exprimées dans des cellules différentes de la tête chez les jeunes larves et se co-localise 

partiellement à des stades plus tardifs. Les flèches blanches représentent la position de l‟anneau 

nerveux. Les flèches noires représentent la position de la base du pharynx. La forme courte est 

exprimée fortement dans l‟anneau nerveux dans les premiers stades larvaires et disparaît dans les 

stades larvaires suivants. 

 

 

Figure 32 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur top-1::FSS aux stades adultes. La 

première colonne correspond au canal GFP, la deuxième colonne correspond à la DsRed et la 

troisième à une superposition des deux. Les flèches blanches représentent la position de l‟anneau 

nerveux. Les flèches noires représentent la position de la base du pharynx. La forme courte – en 

VERT - est exprimée fortement dans l‟anneau nerveux chez les adultes. La forme longue est très peu 

présente chez les adultes et co-localise souvent avec la forme longue. 
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 Cette lignée a permis de visualiser pour la première fois au laboratoire une différence 

de localisation entre deux isoformes en utilisant ma version de la cassette FSS modifiée. Cette 

régulation varie au cours du temps. Cependant, l‟absence d‟autres lignées, la relative 

instabilité de celle-ci – qui limite fortement le nombre d‟individus visualisables – et la 

stochasticité des transgènes exprimés en copies multiples, rendent difficile l‟identification 

formelle des cellules en question et l‟utilisation de cette lignée pour l‟identification des 

déterminants moléculaires de cette régulation. 

 Malgré cela, la lignée a permis de réaliser des observations intéressantes. 

 

b) Expression dans les noyaux des cellules intestinales 

 Les individus adultes présentent une expression dans les intestins qui semblent varier 

avec l‟âge. La forme longue II(+)/DsRed se retrouve exprimée dans les noyaux des cellules 

intestinales d‟individus adultes de la section postérieur de l‟intestin (Figure 33). 

 

 

Figure 33 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur top-1::FSS aux stades adultes. (A) 

Corps d‟un adulte. La première colonne correspond au canal GFP, la deuxième colonne correspond à 

la DsRed et la troisième à une superposition des deux. La forme longue – en ROUGE – est présente 

dans des noyaux des cellules intestinales. Les flèches blanches désignent la position de signal de 

DsRed. (B) Agrandissement des micrographies présentées en (A). La flèche blanche désigne un sous-

localisation du signal de la DsRed. Le signal GFP diffus est une caractéristique de l‟intestin du 

nématode. 
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La forme courte II(-)/GFP apparait avec la forme longue chez des individus plus âgées 

(Figure 34). 

 

 

Figure 34 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur top-1::FSS aux stades adultes. La 

seconde colonne correspond au canal GFP, la troisième colonne correspond à la DsRed et la quatrième 

à une superposition des deux. La forme longue – en ROUGE – et la forme courte – en VERT - est 

présente dans des noyaux des cellules intestinales. Les flèches noires et blanches désignent la position 

de noyaux de cellules intestinales. Les signaux fluorescents sont plus forts à l‟extrémité postérieure. 

 

 Cette expression des deux formes semble ne toucher que les individus âgés et suivre 

un gradient antéro-postérieur. 

 

c) Les individus dauer 

 Cette lignée a également permis de mettre en évidence une autre particularité de 

l‟expression du rapporteur. En cas de stress de « crowding » (surpopulation des vers), des 

individus dauer exprimant le rapporteur ont pu être observés. Ces individus présentent une 

expression très forte de la GFP qui ne se cantonne plus à quelques cellules (Figure 35). 



- 89 - 
 

 

 

Figure 35 : Micrographie d’un individu de stade dauer porteurs du rapporteur top-1::FSS. La 

seconde colonne correspond au canal GFP, la troisième colonne correspond à la DsRed et la quatrième 

à une superposition des deux. La forme longue – en ROUGE – est désignée par les flèches blanches, et 

co-localise avec la forme courte – en VERT. La forme courte est également exprimée le long du corps, 

longeant l‟auto-fluorescence intestinale sous la forme de cercles qui pourraient correspondre à des 

noyaux de cellules musculaires. La GFP est également présente faiblement dans de nombreuses 

cellules de la tête. 

 

 Chez ces individus, la forme longue II(+)/DsRed est toujours visible mais se limite à 

quelques cellules de la tête, ce qui correspond à l‟expression de cette forme dans les individus 

du premier stade larvaire – le stade dauer étant un stade larvaire L2 alternatif. 

L‟expression de la GFP est également retrouvée plus faiblement chez des adultes 

soumis aux mêmes conditions (Figure 36). 
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Figure 36 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur top-1::FSS aux stades adultes et en 

conditions de surpopulation. La première colonne correspond au canal GFP, la seconde colonne 

correspond à la DsRed et la troisième à une superposition des deux. Les deux premières lignes sont 

issues du même organisme. La forme courte – en VERT - est présente dans des noyaux des cellules du 

corps en conditions de stress. La forme longue – en ROUGE - est également faiblement présente. 

 

 Cette expression est liée à un changement d‟expression du rapporteur et n‟est donc pas 

le fruit d‟un changement dans la régulation de l‟épissage alternatif. Cependant, la présence 

d‟une seule isoforme – dans le cas des dauer - est intéressante puisque l‟épissage est dans ce 

cas unanime. Deux possibilités simples sont à envisager : (1) Une régulation forte favorisant 

l‟exclusion de l‟exon II ou (2) l‟absence totale de régulation favorisant l‟inclusion de l‟exon II 

(Figure 37). 
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Figure 37 : Représentation des hypothèses relatives à l’origine de l’expression de la forme courte 

dans des conditions de stress. (1) Une régulation forte favorisant l‟exclusion de l‟exon II. Le 

rapporteur et un régulateur favorisant l‟exclusion de l‟exon alternatif – en VIOLET - sont exprimés. 

La présence de ce régulateur rend l‟épissage unanime ; (2) l‟absence totale de régulation favorisant 

l‟inclusion de l‟exon II. Dans ce cas de figure, le ou les régulateurs de l‟épissage de top-1 favorisant 

l‟inclusion de l‟exon alternatif ne sont pas exprimés dans les cellules où le rapporteur est visualisé 

comme exprimé dans les conditions de stress. 

 

En l‟absence de détails sur les éléments impliqués dans la régulation de top-1, il est 

impossible de trancher entre les deux hypothèses. 

 

d) Localisation nucléaire de la forme longue 

 La forme longue – II(+)/DsRed - a pu être visualisée concentrée dans des foci 

nucléaires chez plusieurs individus différents, mais également dans des cellules différentes. 

Cette sous-localisation particulière semble aléatoire, sans être particulière d‟un stade de 

développement, d‟une condition de culture ou même de cellules spécifiques. La majorité des 

individus présentaient une DsRed nucléaire similaire à la GFP. Cette sous-localisation n‟a 

jamais été observée avec la forme courte. Ces observations ont été réalisées à l‟objectif 63x à 

immersion (Figure 38). 
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Figure 38 : Micrographie d’un individu adulte porteur du rapporteur top-1::FSS. Les deux 

premières lignes correspondent à deux plans différents de la tête de l‟animal. La troisième au niveau 

de la vulve et la dernière dans la queue. La localisation de la DsRed est pointée par les flèches 

blanches. La troisième colonne consiste en un agrandissement de la cellule désignée par les flèches 

blanches. La forme longue est localisée dans un à plusieurs foci nucléaires. 

 

 Cette localisation a également pu être observée dans les noyaux des cellules 

intestinales (Résultats.III.1.B ; Figure 33). 

  La protéine TOP-1 est une topo-isomérase qui se fixe sur l‟ADN. Cette sous-

localisation de la forme longue issue de notre construction pourrait donc être le fruit d‟une 

activité partielle de la protéine hybride générée, s‟accumulant sur certaines séquences. La 

létalité du rapporteur pourrait donc être liée à un effet « dominant négatif » d‟une protéine 

capable de se fixer à l‟ADN comme TOP-1 sans déployer l‟activité complète de ce facteur. 
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e) Conclusion 

 Le rapporteur utilisé n‟a pas permis de générer de lignée suffisamment stable pour 

permettre une analyse génétique de la régulation de l‟épissage de top-1. Cet effet peut être la 

conséquence d‟un effet délétère de la construction et de sa surexpression au sein des 

individus. Cet effet nocif peut prendre sa source de plusieurs manières. La surreprésentation 

de séquences régulatrices provoquant un phénotype en titrant des facteurs a été mis en 

évidence chez Caenorhabditis elegans avec l‟exemple du promoteur de hlh-17 (Stout Jr et al., 

2013). Cependant, la titration de facteurs vitaux par la surreprésentation de la séquence 

promotrice est peu probable en raison du rapporteur GFP déjà exprimé, apparemment sans 

problèmes majeurs (Cha et al., 2012). La nocivité de la construction peut également être due à 

un effet « dominant négatif » qui pourrait concerner les deux isoformes, mais plus 

particulièrement la forme longue – II(+)/DsRed – en raison de sa localisation particulière. Les 

concatémères affectent parfois l‟expression des gènes endogènes d‟une manière similaire à 

l‟ARN interférence (Dernburg et al., 2000). Cette hypothèse est d‟autant plus valable 

puisqu‟une diminution de l‟expression du gène top-1 par ARNi est létal pour les embryons et 

pour les larves (Fernandez et al., 2005)(Simmer et al., 2003). 

 Malgré ces problèmes, la lignée a permis de mettre en avant plusieurs choses. La 

première est de pouvoir visualiser une différence dans la localisation cellulaire des deux 

isoformes ce qui confirme la capacité de notre stratégie à rendre visible des évènements 

d‟épissage alternatif in vivo. De plus, la localisation dans les cellules intestinale des adultes 

ainsi que l‟expression de la construction durant le stade dauer n‟avaient jamais été rapportées 

auparavant. Ces observations sont à prendre avec précaution puisque ces résultats n‟ont pu 

être confirmés par l‟observation d‟autres lignées et que l‟expression du rapporteur en 

multicopies extrachromosomiques peut présenter des différences avec l‟expression endogène. 

Cependant, ces éléments sont intéressants à suivre et pointent vers un lien entre l‟expression 

du rapporteur top-1 et la réponse physiologique à des conditions de stress. 

 

2. La recherche d’éléments en cis 

 La recherche d‟éléments en cis impliqués dans la régulation a commencé avec le seul 

régulateur connu de top-1, HRPF-1. L‟implication directe du facteur dans l‟épissage de top-1 

n‟a pas été déterminée. En effet, l‟implication du facteur HRPF-1 sur l‟épissage de top-1 a été 

identifiée par un Knock-Down du gène hrpf-1 par ARN interférence. Ce KD change le ratio 

des ARNm de top-1 (Barberan-Soler and Zahler, 2008). Il se peut que cette régulation soit 

directe, par le biais de la fixation du facteur HRPF-1 sur le pré-messager de top-1. Or, la 
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séquence à laquelle se fixe le facteur HRPF-1 n‟est pas connue. Cependant, les séquences sur 

lesquelles les domaines RBDs de ses orthologues humains hnRNP F et hnRNP H se fixent 

sont connues. Des travaux réalisés in vivo et portant sur l‟affinité de ces protéines vis-à-vis de 

différentes séquences ont pu mettre en évidence une séquence optimale : AGGGAU 

(Dominguez et al., 2010). La modification des nucléotide A ou U de la séquence n‟a que des 

effets modérés sur l‟affinité de liaison tandis que la modification d‟un G entraine une 

diminution de l‟affinité cent à mille fois inférieure en fonction du G touché (Dominguez et al., 

2010). En raison de ces données, le rapporteur top-1 a été scanné pour la présence de triplets 

de G. Trois séquences ont été identifiées : à la position 50-52 de l‟intron I, à la position 104-

106 de l‟exon II alternatif  et à la position 205-207 de l‟intron II. Pour déterminer si ces sites 

sont impliqués dans la régulation, des rapporteurs mutés ont été générées : mut1, mut2 et 

mut3 qui perdent le triplet aux positions respectives des sites 1, 2 et 3. Des combinaisons ont 

également été réalisées : mut1mut2 ; mut2mut3 ; mut1mut3. La dernière combinaison – 

mut1mut2mut3 – n‟a pas été réalisée par manque de temps. 

 En se basant sur les éléments en cis connus chez Caenorhabditis elegans, deux 

séquences types ont pu être identifiées : la séquence GCAUG reconnue par ASD-1/FOX-1 à 

la position 30-34 de l‟intron II ; la séquence CUAAC reconnue par ASD-2 aux positions 438-

442 de l‟intron I, 362-366 et 421-425 de l‟intron II. L‟expression connu des gènes asd-1 et 

fox-1 correspond à celle du rapporteur top-1 observé (Kuroyanagi et al., 2007), ce qui soutient 

l‟idée d‟une participation dans la régulation. La séquence GCATG a donc été modifiée par 

mutagenèse dirigée pour obtenir un nouveau rapporteur - mut4. 

 Si l‟expression concorde pour ASD-1/FOX-1, ce n‟est pas le cas de l‟expression du 

facteur ASD-2, qui est musculaire (Ohno et al., 2008). Pour cette raison, ces séquences ont été 

mises de côté pour le moment. 

 Toutes les constructions ont été injectées. Aucune n‟a permis d‟obtenir une lignée, ce 

qui rejoint les difficultés inhérentes au rapporteur sauvage. 

 

3. La recherche de facteurs en trans 

 La relative instabilité de la lignée obtenue avec le rapporteur top-1 empêche la mise en 

place d‟un crible par génétique classique. En effet, un crible par mutagenèse aléatoire 

nécessite une très grande quantité d‟individus à cribler, ce qui rentre en conflit avec la faible 

transmission de notre rapporteur. 

 Pour identifier des facteurs de régulations, une autre voie existe par le biais d‟un crible 

de génétique inverse. Pour cela, des banques de souches bactériennes exprimant des ARN 

double brin existent. 
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 Une sélection a été réalisée sur la banque ORFeome afin de créer une mini-banque 

plus facile et rapide d‟utilisation qui contient les souches capables de diminuer l‟expression 

de toutes les protéines possédant un domaine de liaison à l‟ARN soit 176 clones sélectionnés. 

La présence de ce type de domaine étant la seule constante chez les régulateurs de l‟épissage. 

De plus, toutes les souches capables de diminuer l‟expression des gènes smg disponibles ont 

également été incluses dans cette banque. Les gènes smg sont impliqués dans le NMD et leur 

expression peut donc affecter certaines isoformes produites. 

 Cette banque peut donc être utilisée pour mettre en place de cribles de génétique 

inverse à la recherche de facteurs d‟épissage. Cependant, cette banque n‟a pu être appliquée à 

la lignée du rapporteur top-1. En effet, des expériences préliminaires d‟ARNi réalisées sur 

quelques cibles – dont hrpf-1 – ont démontrées l‟impossibilité technique de cette méthode sur 

une lignée aussi instable – le nombre de vers fluorescents étant trop faible. 

 Un régulateur de l‟épissage de top-1 est déjà connu, HRPF-1. Puisque ce régulateur 

régule lui-même son épissage, nous nous sommes tournés vers lui. 

 

4. Le rapporteur hrpf-1 

 HRPF-1 est un régulateur de l‟épissage alternatif (Barberan-Soler and Zahler, 2008). 

Situé sur le chromosome I, le gène hrpf-1 possède deux ARNm identifiés. La première 

isoforme est constitué de 7 exons encodant trois domaines RBD – RNA-Binding Domain. 

L‟isoforme la plus courte ne contient pas l‟exon V, ce qui change le cadre de lecture, amenant 

à l‟apparition d‟un codon stop dans l‟exon VI. La protéine synthétisée avec cette seconde 

forme ne contiendrait que deux RBD. Cependant, cette seconde protéine pourrait ne pas être 

synthétisée. En effet, l‟ARNm court – hrpf-1b ou V(-) – est la cible du NMD qui provoque la 

dégradation de cette isoforme (Barberan-Soler and Zahler, 2008). Une faible quantité de cette 

isoforme n‟est pas dégradée mais sa traduction est supposée être réprimée (Barberan-Soler et 

al., 2009). L‟inclusion de l‟exon V est modulée au cours du développement (Figure 39). 
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Figure 39 : Régulation de l’épissage alternatif de hrpf-1 au cours du développement. RT-PCR 

réalisé sur des extractions d‟ARN totaux des différents stades de développement du nématode (emb : 

embryon ; L1-4 : stades larvaires ; ad : adultes). La quantité relative des deux isoformes change 

fortement durant le premier stade larvaire avant de se rétablir au cours du développement à un ratio 

proche de son niveau embryonnaire. Le pourcentage d‟inclusion au cours du développement est 

représenté en bas. Extrait de (Barberan-Soler and Zahler, 2008). 

 

 HRPF-1 favorise l‟exclusion de l‟exon V de l‟ARNm Hrpf-1 (Figure 40). Cette action 

est contrebalancée par l‟action des facteurs ASD-1, FOX-1, PTB-1, RSP-5 et RSP-6 qui 

favorisent l‟inclusion de l‟exon V (Barberan-Soler et al., 2011). Bien que de nombreux 

facteurs en trans impliqués dans la régulation soient connus, les éléments en cis ne le sont 

pas. Les séquences consensus que fixent les facteurs ASD-1, FOX-1 et PTB-1 sont connus et 

des séquences correspondantes sont présentes dans les introns proches de l‟exon alternatif. 

L‟étude de ce gène avec notre système rapporteur pourrait donc permettre de compléter les 

informations déjà connues ainsi que de donner une explication mécanistique au changement 

drastique de l‟épissage observé durant le stade L1 (Figure 39). 
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Figure 40 : RT-PCR réalisé sur des ARNs totaux issus de lignées N2 et mutantes. Ces résultats ont 

été générés sur BioAnalyzer (Agilent). Les barres d‟erreur représentent les variations obtenues pour au 

moins deux réactions de RT-PCR différentes. Le pourcentage d‟inclusion au cours du développement 

est représenté en bas. Extrait de (Barberan-Soler and Zahler, 2011). 

 

a) La première construction 

 La première construction réalisée pour suivre ce gène tire parti du changement de 

cadre de lecture naturel liée à l‟absence de l‟exon V (Figure 41). 

 

 

Figure 41 : Représentation du gène hrpf-1 et de la première construction réalisée. Le promoteur 

et la séquence du gène de l‟exon I au début de l‟exon VI sont associés à la cassette. La forme longue 

de l‟isoforme – V(+) – est associée au cadre de lecture de la GFP et la forme courte –V(-) – à celui de 

la DsRed. 

 

Deux lignées transgéniques portant des concatémères répétitifs ont été obtenues. Les 

individus expriment la forme courte V(-)/DsRed dans la tête et la queue, ainsi que le long de 
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l‟organisme. Cette forme est prédominante mais la seconde – V(+)/GFP – est exprimée 

faiblement et co-localise avec la forme courte (Figure 42). Un grand nombre de cellules 

expriment les protéines fluorescentes et il n‟y a aucune variation flagrante de l‟expression au 

cours du développement. 

 

 

Figure 42 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur top-1::FSS. Les trois premières 

lignes correspondent aux canaux GFP, DsRed et superposition d‟un individu adulte à l‟objectif 40x. 

La quatrième ligne correspond aux différents canaux utilisés sur deux individus fluorescents. La forme 

courte – en ROUGE – est présente massivement dans la tête de l‟individu, mais aussi dans la queue et 

le long du corps. La forme longue – en VERT – est faiblement visible à l‟objectif 40x et co-localise 

avec la forme longue (Les temps d‟expositions sont du même ordre de grandeur). 

 

 Les données de séquençage des ARNs semblent aller dans le sens des travaux publiés, 

à savoir une plus forte expression de la forme longue. Cependant, les données accessibles 

montrent des résultats ambigus (Figure 43). 

 



- 99 - 
 

 

Figure 43 : Modèle du gène hrpf-1. Les exons bleus représentent les deux isoformes du gène hrpf-1. 

L‟exclusion de l‟exon alternatif change le cadre de lecture – les deux isoformes n‟ont pas le même 

codon stop. Les données de séquençage des ARNs disponibles sont représentées au-dessus en noir. 

Extrait de WormBase. 

 

Les résultats obtenus vont dans le sens inverse de ce qui est connu :  

(a) Tout d‟abord, la présence forte de la forme courte vont à l‟encontre de la 

reconnaissance de cette forme par le NMD (Barberan-Soler and Zahler, 2008). Cependant, la 

voie classique du NMD passe par la reconnaissance de codon stop en amont de jonction exon-

exon par le biais du complexe EJC (Introduction.II.2.b). Or, la cassette FSS, placée avant le 

codon stop de la forme courte, ne contient pas d‟intron. Le rapporteur ne possède donc pas de 

signaux pour être reconnu par la voie classique du NMD – ce qui est cohérent avec les 

résultats. 

(b) De plus, la surreprésentation d‟une forme vis-à-vis de l‟autre et l‟absence de 

régulation visible au cours du développement va à l‟encontre de ce qui est publié (Barberan-

Soler and Zahler, 2008). Cependant, les deux isoformes hybrides produites par la construction 

portent la majeure partie de la séquence codante dont deux domaines de fixation aux ARNs. 

Ces deux domaines sont responsables de l‟exclusion de l‟exon V. En effet, un mutant du gène 

hrpf-1 ne possédant pas ces domaines aboutit à l‟abolition de la régulation. Ce mutant a une 

délétion de 426pb qui change le cadre de lecture et provoque l‟apparition d‟un codon stop 

prématuré (Barberan-Soler et al., 2011). Il se pourrait donc que la régulation soit perturbée 

puisque nous sur-exprimons le régulateur et l‟élément régulé avec la même construction et 

donc que notre protéine de fusion régule son propre épissage expliquant ainsi le profil 

observé. 

 

b) La seconde construction 
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 Une seconde construction a été réalisée avec la même séquence de promoteur suivi 

d‟un ATG fusionné à la moitié de l‟exon IV. Les isoformes sont couplées aux mêmes 

fluorophores – court/V(-)/DsRed et long/V(+)/GFP. 

 Malgré les injections répétées, aucune lignée transgénique n‟a pu être générée avec ce 

rapporteur. Il semblerait que cette construction ait également un effet délétère chez les 

individus la portant en multiples copies extra-chromosomiques. En effet, après les injections, 

quelques individus fluorescents ont pu être observés. Ceux-ci présentaient une expression de 

la GFP et de la DsRed visible à la loupe à fluorescence et présent dans des cellules distinctes. 

Cependant, ces larves présentaient également des difformités sévères et ne se sont pas 

développées au-delà du premier stade larvaire. 

 Si aucune lignée n‟a pu être obtenue avec un ce second rapporteur, les quelques 

individus fluorescents vont dans le sens de l‟autorégulation de la protéine hybride. Ce 

problème de létalité fait écho aux problèmes rencontrés avec le gène top-1 (Résultats III.1) 

dont hrpf-1 est le seul régulateur connu. 

 

 Le cas de ce gène reste intéressant bien que problématique en raison de notre 

incapacité à obtenir une lignée avec le second rapporteur, alors que le premier n‟avait posé 

aucun problème. 

Il est possible qu‟il s‟agisse d‟un phénomène de titration où HRPF-1 endogène est 

saturé par l‟expression du rapporteur en multiples copies. Dans les lignées porteuses de la 

première construction, une protéine hybride dotée de la grande partie de la séquence de hrpf-1 

– dont deux RBD - était surexprimée alors que ces domaines manquaient à la seconde 

construction (Figure 44). 
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Figure 44 : Représentation de l’hypothèse relative à l’expression des deux rapporteurs hrpf-1. 

(A) Le premier rapporteur pourrait entraîner la surexpression de protéines hybrides fonctionnelles, 

créant ainsi le régulateur en même temps que l‟élément régulé – l‟ARNm ; (B) Le second rapporteur 

pourrait engendrer l‟expression d‟une protéine hybride sans la fonction de l‟épissage du facteur 

HRPF-1 et titrer le facteur endogène pour son propre épissage. 

 

En raison de ces résultats, il a été décidé de co-injecter le gène hrpf-1 avec le 

rapporteur top-1 afin de voir si, comme avec la forme longue du rapporteur hrpf-1, 

l‟expression du régulateur pouvait lever l‟effet délétère du rapporteur. 

 

5. Co-expression du gène hrpf-1 et du rapporteur top-1 

Pour confirmer l‟impact du facteur HRPF-1 sur l‟épissage top-1, une nouvelle 

construction a été réalisée. La séquence du gène hrpf-1, comprenant exons et introns, a été 

clonée sous le contrôle du promoteur de top-1 et la région 3‟UTR du gène unc-119 afin de 

mimer l‟expression du rapporteur. 

Un mélange d‟injection a été réalisé pour permettre la formation d‟un concatémère 

répétitif avec le rapporteur top-1 à une concentration de 45ng/µL et la construction Ptop-

1::hrpf-1::3‟UTRunc-119 à une concentration de 45ng/µL (Introduction.IV.4.a). Ce choix de 

réaliser à nouveau des injections avec le rapporteur de top-1 peut paraître incongru aux vues 

des difficultés posées lors des précédentes injections. Cependant, la première construction du 

gène hrpf-1 n‟a posée aucun problème contrairement à la seconde. Cette différence pourrait 

provenir d‟un effet « dominant négatif » de la seconde construction tronquée mais également 
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d‟un phénomène de titration du facteur HRPF-1 endogène non-compensé par le transgène 

(Résultats.II.4). Il a donc été décidé de déterminer si la surexpression du facteur HRPF-1 

pourrait lever l‟effet délétère du rapporteur de top-1 d‟une part et d‟autre part permettre de 

visualiser l‟effet direct de la présence d‟HRPF-1 sur le choix de l‟isoforme de top-1 exprimée. 

Trois lignées indépendantes ont pu être obtenues en injectant ce mélange. En plus de 

la facilité avec laquelle ces lignées ont générées, celles-ci ne présente aucune instabilité et se 

maintiennent très bien à l‟aide du G418. L‟expression de cette construction hrpf-1 semble  

donc avoir permis de corriger l‟instabilité du rapporteur top-1. 

 

Chaque lignée présente des variations de l‟expression des deux fluorochromes entre 

les individus. Cependant, ces variations d‟expression sont très similaires entre les trois lignées 

L‟expression du rapporteur se limite à des cellules de la tête et de la queue de l‟organisme 

(Figure 45 ; Figure 46). 

 

 

Figure 45 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur top-1::FSS et du régulateur Ptop-

1::hrpf-1. (A) et (B) individus larvaires observés à l‟objectif 10x. Les flèches noires pointent la base 

du pharynx et les flèches blanches, la position de l‟anneau nerveux. Les individus présentent un signal 

GFP dans deux cellules de l‟anneau nerveux et dans six cellules proches du premier bulbe du pharynx. 

Les larves présentent majoritairement un signal DsRed co-localisée avec la GFP. De nombreux 

présentent une seule cellule de la tête présentant un signal DsRed sans GFP. 
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Figure 46 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur top-1::FSS et du régulateur Ptop-

1::hrpf-1. Les deux premières lignes présentent des larves. Les flèches blanches pointent l‟unique 

cellule présentant un signal DsRed sans signal GFP visualisée. La troisième ligne correspond à la tête 

d‟un adulte. La forme courte – en VERT - est présente dans des cellules de l‟anneau nerveux ainsi que 

des cellules proche du premier bulbe. La forme longue – en ROUGE – est présente dans ces cellules et 

co-localisée chez les adultes avec la forme courte. 

 

Les cellules fluorescentes de la tête de l‟organisme ne sont pas identiques à celles 

retrouvée dans la lignée exprimant le rapporteur top-1 seul. En effet, dans cette lignée la 

majorité des cellules GFP+ se situait autour de la base du pharynx où se situe l‟anneau 

nerveux. Dans les trois lignées possédant la construction hrpf-1, les cellules de l‟anneau 

nerveux présentent peu voir pas de fluorescences contrairement à des cellules situés autour du 

premier bulbe du pharynx. Ces cellules correspondent aux neurones IL – Inner labia - 

identifiés dans l‟expression du rapporteur GFP (Cha et al., 2012). Le profil d‟expression des 

cellules intestinales de la lignée porteuse du rapporteur de top-1 seul n‟a pas été observé chez 

les individus issus de ces trois lignées. 

Il est difficile de statuer quant à ce changement d‟expression. En effet, l‟effet délétère 

du rapporteur seul n‟a permis l‟obtention que d‟une seule lignée ce qui empêche de confirmer 

les résultats. De plus, les variations au sein de chaque lignée sont probablement le fruit d‟une 

expression partiellement stochastique, connue des rapporteurs exprimés en multiples connus 

(Mello and Fire, 1995). 
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La majorité des cellules observées présentent la forme courte, soit seul comme dans 

l‟anneau nerveux, soit co-exprimée avec la forme longue, ce qui va dans le sens d‟une 

exclusion de l‟exon alternatif causée par HRPF-1. Chez de nombreuses larves, une cellule 

présentant un signal DsRed uniquement a pu être observé. HRPF-1 pourrait ne pas y être 

stable ou bien son action peut être contrée par des facteurs qui favorisent l‟inclusion.  

En cas de stress de « crowding », des individus ont pu être observés avec un profil 

particulier. La forme courte II(-)/GFP est retrouvée dans de nombreuses cellules de l‟anneau 

nerveux. La forme longue I(+)/DsRed est retrouvée dans des cellules de la tête et le long du 

corps qui n‟expriment pas la GFP (Figure 47). 

 

 

Figure 47 : Micrographie d’un individu adulte porteur du rapporteur top-1::FSS et du 

régulateur Ptop-1::hrpf-1 en conditions de surpopulation. Les flèches noires indiquent une 

anomalie du ver qui ressemble à un creux. La forme courte – en VERT – est exprimée dans les cellules 

situées au niveau de l‟anneau nerveux. La forme longue – en ROUGE – est retrouvée dans des cellules 

situées au niveau du premier bulbe du pharynx et dans la queue. 

 

 Les cellules le long du corps sont difficiles à identifier en raison du phénotype des 

vers. Ils présentent des trous le long du corps, en dessous de la cuticule (Figure 47). De telles 

anomalies ont pu être observées dans ces lignées, sans conditions de stress, ainsi que dans la 

lignée du rapporteur top-1 (Figure 48). 
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Figure 48 : Micrographie d’individus porteurs du rapporteur top-1::FSS et d’individus porteurs 

du rapporteur top-1::FSS et du régulateur P top-1::hrpf-1. (a) et (b) Individus porteurs du 

rapporteur top-1::FSS et du régulateur Ptop-1::hrpf-1 ; (c) et (d) Individus porteurs du rapporteur top-

1:FSS. Les flèches noires pointent des anomalies des vers présentés. (a) Des trous au niveau du 

premier bulbe du pharynx ; (b) La pharynx est anormalement tordu ; (c) Des trous dans la queue ; (d) 

Un creux en-dessous de la cuticule. 

 

 La présence de ces anomalies signifie que la levée de nocivité due à l‟expression du 

régulateur est seulement partielle. Les vers présentent un phénotype anormal et inconstant. De 

plus, l‟effet du facteur HRPF-1 est sujet à précaution puisque l‟on exprime un facteur et son 

régulateur par la même construction. Sa surexpression doit donc être modérée par rapport à 

celle du rapporteur top-1. De plus, le facteur HRPF-1 peut se comporter différemment dans un 

contexte cellulaire qui ne correspond pas forcément à celui dans lequel il est normalement 

présent– stabilité de la protéine, absence/présence de facteurs associés – et ne pas avoir le 

même effet sur l‟épissage de top-1. Cependant, ces trois dernières lignées ont permis de 

mettre en avant plusieurs choses comme l‟effet du facteur sur la survie des individus porteur 

du rapporteur. 

Malgré tout, le problème probablement associé à la présence d‟un trop grand nombre 

de copies de notre rapporteur pour top-1 n‟a pas pu être résolu par la co-transformation avec 

hrpf-1. C‟est pourquoi nous nous sommes tournés vers l‟intégration des rapporteurs en simple 

copie. Cette méthode permet de limiter la surexpression et la surreprésentation des 

constructions qui pourraient être responsable de ces problèmes et permette l‟obtention de 

lignées stables exprimant le transgène à des niveaux plus physiologiques.  
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IV. Stratégies d’insertion en copie unique 

1. Mos-SCI 

 La stratégie d‟insertion en MosSCI nécessite de transférer les constructions dans un 

nouveau plasmide, le pRG5271Neo et d‟injecter dans une nouvelle lignée porteuse du 

transposon Mos, EN5271 (Giordano-Santini et al., 2010). Le pRG5271 est constitué d‟une 

base de pBlueScript, de deux séquences d‟homologie L et R – identiques aux séquences qui 

flanquent le transposon – et du gène de résistance Neo permettant la sélection de individus 

transgéniques. 

 Pour assembler la construction top-1 à l‟intérieur de ce vecteur, le rapporteur a été 

amplifié en une seule séquence. Deux paires d‟amorces ont été utilisées : (1) possédant des 

queues flottantes de 30nt, homologues des extrémités du vecteur, pour permettre le clonage 

par « chew-back annealling », et (2) possédant des queues flottantes contenant un site de 

restriction ApaI pour permettre l‟insertion par clonage de type « restriction-ligation ». Aucune 

de ces méthodes n‟a permis d‟obtenir la construction insérée dans ce vecteur. 

 Le vecteur de destination mesurant 8kb, l‟insertion du rapporteur le porterait à 14kb. 

Cette taille pourrait constituer un obstacle au clonage.  

Depuis, une nouvelle technique d‟édition de génome utilisant le CRISPR-Cas a été 

introduite dans la communauté C. elegans. 

 

2. CRISPR-Cas 

a) Principe 

 CRISPR-Cas est un mécanisme de défense commun aux archae et des bactéries 

(Horvath and Barrangou, 2010) qui permet la reconnaissance d‟ADN étranger et 

l‟immunisation par la production d‟ARN CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeat) – crARN -  qui dirige la coupure séquence-spécifique grâce aux 

endonucléases Cas (CRISPR associated). Les crARNs s‟hybrident à un autre type d‟ARN, le 

tracrARN – trans-activating crARN – qui sert de lien avec  les endonucléases. Ce mécanisme 

permet ainsi de reconnaitre les séquences étrangères et de les éliminer. Les séquences cibles 

sont portées par les crARNs et dirigent une coupure double-brins des séquences homologues 

des cibles. 

L‟expression de la Cas9 et d‟un ARN hybride, le sgARN - fusion du crARN et du 

tracrARN -, suffit pour causer une coupure génomique chez un organisme qui ne possède pas 

naturellement ce mécanisme (Friedland et al., 2013)(Feng et al., 2013). La séquence cible du 

sgARN n‟est constituée que de 20 nucléotides et peut donc être facilement adaptée pour cibler 
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une coupure double-brin, faisant du système un outil d‟édition du génome à la fois très 

versatile et très spécifique. 

 La technologie du CRISPR-Cas s‟est développée rapidement et a remplacé d‟autres 

méthodes telles que l‟utilisation des nucléases à doigts de zinc et de TALENs, dont 

l‟inconvénient majeur par rapport au CRISPR-Cas repose sur la complexité des clonages à 

réaliser en amont et sur les contraintes de cibles (Gaj et al., 2013). La technologie du 

CRISPR-Cas a été appliquée aux souris et rats (Li et al., 2013), aux plantes (Feng et al., 

2013), poissons-zèbres (Hwang et al., 2013) ainsi que chez le nématode (Friedland et al., 

2013). 

 

b) Méthodologie appliquée à Caenorhabditis elegans 

 La méthodologie a été appliquée à l‟organisme modèle Caenorhabditis elegans au 

cours de l‟année 2013 (Friedland et al., 2013). L‟injection de constructions permettant 

l‟expression de la Cas9 et du sgARN suffisent à provoquer des délétions aux sites désirés 

dans la progéniture des individus injectés. Différentes combinaisons d‟éléments injectés ont 

données des résultats : constructions plasmidiques (Friedland et al., 2013)(Waaijers et al., 

2013) ARNs (Chiu et al., 2013) et complexe ribonucléoprotéique (Cho et al., 2013). Ces 

travaux ayant été réalisés en parallèle sur des cibles différentes, il était encore impossible de 

déterminer laquelle de ces combinaisons était la plus efficace jusqu‟à récemment (Paix et al., 

2015). Les résultats obtenus à ce jour sont peu nombreux et présentent des efficacités 

variables en fonction du site de coupure sélectionné (Tzur et al., 2013)(Farboud and Meyer, 

2015). 

 

c) Séquence PAM et contraintes 

 La seule contrainte à la cible de la séquence repose sur la présence du motif NGG 

directement placé en 3‟ de la séquence cible. Ce motif est connu sous le nom de séquence 

PAM – Protospacer Adjacent Spacer – et est nécessaire à la reconnaissance de la cible par la 

Cas9 (Gasiunas et al., 2012). Cependant, un article publié cette année met en avant une 

amélioration de l‟efficacité de coupure lorsque la cible se termine par un dinucléotide GG (en 

amont de la séquence PAM)(Farboud and Meyer, 2015). 

 

3. Insertion universelle 

 En raison du nombre de constructions à intégrer – rapporteur top-1 et ses versions 

mutées, rapporteur hrpf-1 -, la méthode actuelle pose trois problèmes. 
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Le premier est relatif à la variation dans les résultats observés jusqu‟à présent. Ce 

problème pourrait provenir en partie du changement dans les séquences cibles et celles 

utilisées pour permettre l‟insertion par recombinaison homologue. Pour stabiliser l‟efficacité 

de l‟insertion, il serait donc nécessaire de fixer les constantes qui peuvent l‟être – cible de 

coupure et séquences d‟homologie pour la recombinaison. 

Le second problème est relatif au système de sélection. Notre objectif étant d‟insérer 

des rapporteurs fonctionnels en extra-chromosomique, la fluorescence ne peut servir de 

marqueur de sélection. La méthode actuelle n‟utilise aucun système de sélection, préférant 

isoler des centaines d‟individus pour les cribler par PCR (Waaijers and Boxem, 2014). Ce 

système prendrait un temps considérable et rend difficile le nombre d‟insertion qui nous 

intéressent. 

Le troisième problème est relatif aux clonages nécessaires. En effet, pour permettre 

l‟insertion, il est nécessaire de flanquer les constructions de séquences d‟homologies – 

traditionnellement 1 à 1,5 kb (Tzur et al., 2013). L‟utilisation de séquences de micro-

homologie de seulement 30 nucléotides est possible chez le nématode (Paix et al., 2014). 

Cependant, l‟efficacité de ces micro-homologies reste à démontrer sur un plus grand nombre 

de cibles. 

De plus, le problème posé par top-1 et hrpf-1 liée à la surexpression constitue un 

obstacle potentiel pour l‟étude de nombreux autres gènes, ce qui limiterait grandement 

l‟intérêt du système développé. Il est donc intéressant de mettre au point une méthode 

permettant une insertion facilitée tout en limitant la quantité de clonage et d‟étapes de 

biologie moléculaire nécessaire pour passer d‟une expression en multiples copie extra-

chromosomique à une intégration génomique en simple copie. 

Pour permettre cela, nous avons décidé d‟insérer dans le génome de C. elegans, un 

rapporteur fluorescent flanqué de deux séquences d‟un kilobase issues du plasmide utilisé au 

laboratoire pour porter les constructions assemblées durant ma thèse, le pBluscript(SK+)  (ou 

pBS) (Figure 49). 
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Figure 49 : Représentation de l’insertion du premier rapporteur par CRISPR-Cas. L‟insertion 

utilise des séquences de micro-homologie comme décrite dans Paix et al., 2014. Les séquences de 1kb 

issues du pBS sont représentées en BLEU. La coupure double-brins va être engendrée par CRISPR-

Cas. La coupure favorise l‟insertion du rapporteur et des séquences du pBS par recombinaison 

homologue. La lignée désirée est fluorescente. 

 

Le rapporteur inséré permet l‟expression d‟une DsRed nucléaire à partir d‟un 

promoteur fort – celui du gène rps-27. Une fois cette lignée obtenue, l‟utilisation d‟un sgARN 

dirigeant la coupure à l‟intérieur du rapporteur inséré peut être réalisée pour le remplacer 

(Figure 50). 

 

 

Figure 50 : Représentation de l’insertion des rapporteurs dans la lignée de destination par 

CRISPR-Cas. Le rapporteur inséré est ciblé par CRISPR-Cas, provoquant une coupure double-brins 

dans le rapporteur. Les séquences du plasmide – en BLEU – servent de séquences d‟homologie pour 

l‟insertion des rapporteurs désirés. La perte du premier signal sert à identifier et isoler des candidats 

potentiels. La transmission mendélienne du second signal et la vérification par PCR serviront à valider 

les intégrations.  
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Ce système est en réalité très similaire à celui du MosSCI – le rapporteur inséré en 

premier lieu remplace le transposon – mais sans nécessiter d‟étape de clonage dans un 

nouveau plasmide adapté. 

L‟intérêt d‟une lignée porteuse de ces éléments est multiple. D‟une part, la lignée de 

départ étant fluorescente, les insertions de rapporteur peuvent être suivies. La perte de 

l‟expression initiale issue du rapporteur inséré permettra d‟isoler des individus candidats. La 

transmission mendélienne du second rapporteur pourra servir à sélectionner des candidats et 

l‟insertion vérifiée par PCR. De plus, les séquences issues du pBS deviennent des séquences 

d‟homologies, ce qui engendre la possibilité de cloner des constructions dans un vecteur 

unique, permettant l‟expression en multiples copies et en simple copie. Enfin, grâce à ce 

système, la cible de coupure et les séquences d‟homologie sont identiques à chaque insertion, 

ce qui pourrait permettre de lever une partie de la variabilité observée dans l‟efficacité de 

coupure et d‟insertion (Tzur et al., 2013)(Farboud and Meyer, 2015). Ce dernier point reste à 

être confirmé ou infirmé grâce à l‟insertion de nos constructions. Cette stratégie ayant été 

développée dans les tous derniers mois de ma thèse elle n‟a pas encore été validée 

expérimentalement. 

 

4. Méthode 

a) Sélection des sites de coupures dans le génome – Première insertion 

 Pour mettre au point ce système, le premier rapporteur doit être incorporé au génome. 

Pour cela, dix sites de d‟insertion candidats ont été sélectionnés situé sur les cinq autosomes 

de l‟organisme, à raison de deux sites par chromosome (Figure 51). 

 

 

Figure 51 : Représentation des sites d’insertions. Dix sites d‟insertions ont été sélectionnés à raison 

de deux par autosomes. Ces sites sont séparés de 4 à 5kb des gènes les plus proches. 
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Le chromosome X a été laissé de côté en raison de son comportement particulier – les 

mâles n‟en possèdent qu‟un seul. Les sites sélectionnés sont situés au centre des 

chromosomes pour permettre l‟expression dans les cellules de la lignée germinale (Froakjer-

jensen et al., - à paraitre). Les sites de coupures sont séparés d‟au moins 4kb des gènes 

adjacents afin de limiter la perturbation des éléments de régulations endogènes. La séquence à 

insérer est amplifiée avec des oligonucléotides portant des séquences d‟homologie de 30nt. La 

première insertion se fait donc avec des séquences de micro-homologies (Paix et al., 2014). 

 

b) Sélection des sites de coupures au sein du rapporteur – Seconde insertion 

 Pour cibler spécifiquement le rapporteur préexistant et éviter de recouper la 

construction finale désirée les cibles choisies sont situées à la jonction des différents éléments 

utilisés afin de ne pas causer de coupures double-brins non-voulues (Figure 52). 

 

 

Figure 52 : Représentation des cibles sélectionnées pour permettre l’insertion dans la lignée de 

destination. Ces cinq sites sont situés le long du premier rapporteur intégré. La première cible (a) sont 

est située à cheval entre la séquence issue du pBS  - en BLEU – et le promoteur du gène rps-27. La 

seconde et la troisième cible (b et c) sont situées entre le promoteur et la séquence de la GFP issue du 

FSS. La quatrième cible (d) se situe entre la séquence de la GFP et celle de la DsRed. La dernière cible 

(e) est située entre la séquence de la DsRed et la région 3‟UTR du gène unc-119. 
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c) Système de sélection des progénitures « jackpot » 

 Lors de l‟insertion du premier rapporteur, nous ne disposons pas d‟outil pour 

permettre de visualiser l‟insertion, puisque le rapporteur s‟exprimera en extra-

chromosomique. Pour cela, nous nous sommes tournés vers un système de co-conversion, 

reposant sur l‟utilisation – en parallèle d‟un sgARN d‟intérêt – d‟une seconde cible faisant 

office de marqueur. La coupure à ce second site engendre un phénotype dominant – dumpy – 

et l‟intégration à ce second site permet l‟obtention d‟un autre phénotype dominant – roller. 

Ces deux phénotypes étant dominant – déclenché malgré le caractère hétérozygote de la 

modification – ils permettent de visualiser facilement les individus touchés à ce locus. La 

progéniture d‟individus injectés présente donc deux types de vers : sauvages et mutants. Les 

mutants dumpy et roller présentent plus de chances de présenter des modifications au second 

locus – 0,4%-7% des individus sauvages contre 40%-60% des individus mutants (Arribere et 

al., 2014). L‟effet des mutations au locus marqueur étant dominant et les modifications du 

génome dans les premières générations étant majoritairement hétérozygotes, il est facile 

d‟éliminer la mutation de suivi par une simple sélection supplémentaire d‟individus sauvages 

à la génération suivante (Paix et al., 2014)(Farboud and Meyer, 2015). Ce système a donc été 

utilisé pour faciliter l‟obtention des premières insertions. 

 

d) Résultats 

Toutes les constructions nécessaires ont été assemblées et les dix mélanges d‟injection 

ont été réalisés. Les injections ont commencées et sont toujours en cours à l‟heure où j‟écris 

ces lignes. 
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Discussion  
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I. La nécessité des rapporteurs in vivo 

 L‟utilisation croissante des méthodes séquençages des ARNs à permit de détecter des 

événements d‟épissage alternatif en masse. Cependant, les données issues d‟extraction d‟ARN 

d‟organismes entiers ne peuvent permettre de caractériser les régulations spatiales et 

temporelles. Il est nécessaire de développer des outils et des méthodes capables d‟étudier ces 

événements et leurs complexités in vivo. 

 Les gènes récupérés dans ma première liste couvrent plus 10% des gènes de 

l‟organisme Caenorhabditis elegans. Cette liste est probablement incomplète puisque des 

études mettent en évidence près de 25% des gènes (Ramani et al., 2011) comparés au 10% 

estimé précédemment (Brett et al., 2002). Chez l‟Homme, cette estimation monte à plus de 

90%. Il est donc nécessaire d‟évaluer si la totalité de ces transcrits est régulé, et si ce n‟est pas 

le cas, d‟identifier les éléments qui permettent de discriminer les événements qui relèvent de 

la stochasticité de la machinerie d‟épissage de ceux qui ont une régulation précise chez 

l‟organisme. 

 Les données accumulées par le séquençage  des ARNs peuvent permettre, grâce à des 

traitements bio-informatiques, d‟identifier des éléments en cis enrichies près des séquences 

différentiellement incluses. Cependant, seules les séquences massivement représentées 

peuvent être identifiés et leurs fonctions dans l‟inclusion et l‟exclusion d‟exons et d‟introns ne 

peuvent être déterminées sans validation expérimentale. 

 L‟utilisation d‟un système rapporteur in vivo ne peut se substituer aux méthodes à haut 

débit, comme ces méthodes ne peuvent se substituer à l‟étude du cas par cas. Au contraire, ces 

méthodologies s‟alimentent mutuellement pour affiner notre compréhension du système dans 

son ensemble. L‟étude de l‟épissage alternatif, comme tout autre mécanisme de régulation est 

complexe et nécessite une combinaison d‟approches différentes, qui, une fois appliquées de 

concert, pourront permettre de révéler la réalité moléculaire du vivant. 

 

II. Une évolution du système de paires de « minigènes » 

 La méthodologie développée ici est très proche de celle appliquée grâce aux paires de 

« minigènes ». Cependant, notre méthodologie utilise les promoteurs endogènes et nous 

permet de créer moins de constructions et de lignées pour arriver au même résultat – la 

méthodologie des « minigènes » utilisent plusieurs promoteurs tissue-spécifiques pour révéler 

une régulation. 

 Le second intérêt de la cassette FSS est qu‟elle permet de suivre deux isoformes à 

partir d‟un seul pré-messager. La transcription d‟un gène étant couplée avec l‟épissage, 

l‟utilisation de deux constructions portées par des gènes indépendant peut perturber le résultat 
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d‟épissage. Le ratio des deux isoformes est également probablement plus fiable car deux 

lignées indépendantes ne contiennent pas nécessairement le même nombre de rapporteur, ce 

qui peut affecter la quantité relative des deux isoformes produites avec deux rapporteurs 

distincts. Ce n‟est pas le cas lorsque les deux isoformes sont produites par un seul gène. De 

plus, une seule construction est plus facilement intégrée en simple copie dans le génome, ce 

qui facilite l‟étude des cas problématiques comme top-1. 

 La combinaison de ces éléments fait du système FSS une évolution méthodologique de 

la paire de « minigènes ». Ce système est appliqué chez le nématode puisque cet organisme 

nous permet de suivre la régulation des rapporteurs au cours du temps. Il est toutefois possible 

d‟appliquer ce système chez des cellules en cultures par exemple, afin de suivre des 

événements dépendants de conditions ou de l‟expression de régulateur particulier. Un outil 

adapté à l‟étude de l‟épissage alternatif et adaptable à différentes études et organismes est une 

avancée nécessaire à une meilleure compréhension de l‟épissage alternatif de manière globale 

à long terme, et de manière ciblée dans le cas de l‟étude d‟un réseau de régulation particulier. 

 

III. Résultats obtenus 

 Le travail que j‟ai effectué ces dernières années a permis de mettre au point au 

laboratoire une méthodologie adaptée à l‟étude de l‟épissage alternatif et de l‟appliquer à 

plusieurs cas. Si après trois ans de travail, une étude poussée débouchant sur une publication 

scientifique n‟a pas pu être finalisée complétement, c‟est en raison de la nature de la 

régulation des gènes initialement choisis. En effet, la grande partie des travaux qui touchent 

aux transcrits alternatifs mettent en avant l‟épissage alternatif comme un mécanisme tissus-

spécifique simple : la présence d‟un régulateur change l‟isoforme produite par le gène. Cette 

vision simpliste est renforcée par le biais de publication. En effet, les cas les plus simples sont 

les plus facilement résolus et donc les plus rapidement publiables. Il se trouve donc que les 

résultats obtenus jusqu‟à aujourd‟hui vont dans le sens d‟un contrôle fort des événements 

d‟épissage alternatif mais cela pourrait ne pas refléter l‟étendue de la complexité de la réalité 

biologique. Une publication récente issue du laboratoire du Dr Ian Hope a permis de mettre en 

doute cette vision de la régulation (Craig et al., 2013). Travaillant avec des rapporteurs 

« classiques » (Introduction.IV.5.a), ils ont dus créer plusieurs centaines de rapporteurs pour 

suivre tous les transcrits alternatifs produits par les 29 gènes qu‟ils avaient sélectionnés. En 

effet, ce type de rapporteur ne permet de suivre les isoformes qu‟une par une. Parmi les 29 

gènes, de nombreux rapporteurs n‟ont démontré aucune variation dans l‟expression des 

transcrits alternatifs de chaque gène. Il est dommageable que le seul gène que nous avions en 

commun, unc-86, n‟a pu être étudié en raison de données erronées sur le modèle du gène 
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utilisé dans leur étude. En effet, l‟étude publiée à pris le modèle du gène unc-86 présenté dans 

une précédente version de la base de donnée WormBase, modifiée depuis. Les rapporteurs 

qu‟ils ont générés sur la base de ce modèle obsolète pour suivre ce gène n‟ont permis de 

détecter aucune fluorescence. 

D‟autres rapporteurs ont pu être assemblés durant ma thèse pour les gènes tax-6, unc-

36 et mlk-1 choisis de la même manière que gpa-13, unc-86 et che-1, mais le manque de 

temps, lié à l‟échéance, n‟a pas permis d‟obtenir des lignées pour étudier leurs profils 

d‟expression. Ils pourront néanmoins servir à décrire de nouveaux événements. 

Sur le long terme, le suivi de l‟épissage alternatif permettra de résoudre la proportion 

d‟événements d‟épissage alternatif régulés et celle des événements stochastiques, les erreurs 

de prédiction bio-informatique des modèles d‟épissage proposés ainsi que les régulations 

tissus-spécifique et leurs facteurs. 

 

 Les profils avec une isoforme majoritaire et une isoforme largement minoritaire 

exprimée dans les mêmes cellules (observés pour unc-86 et che-1) pourraient ne pas 

correspondre à une situation physiologique. Il est possible que la forme correspondant à la 

dsRed dans ces deux cas soient promue par un système activateur en quantité limitante qui est 

saturé par le nombre de copies de transgène présents sur le concatémère extra-

chromosomique. 

A l‟inverse, il est possible que la forme minoritaire représente un épissage 

stochastique qui ne se produit que dans une fraction des événements d‟épissage et qui est trop 

rare pour être significatif mais qui est rendu visible en raison de la large surexpression de 

notre rapporteur. 

  Dans ces deux cas, notre lignée ne représente pas fidèlement la situation endogène, et 

il sera important de confirmer ces résultats avec notre stratégie d‟insertion du transgène en 

copie unique. 

 

Un événement d‟épissage stochastique - absence de régulation active -, peut être lié à 

l‟affinité des composantes du spliceosome pour les sites d‟épissage en présence. Les 

séquences des sites d‟épissage bordant les exons présentent de nombreuses variations qui 

peuvent influer sur l‟épissage (Farrer et al., 2002). Il est donc légitime de se demander quel 

impact ces variations ont sur l‟inclusion de séquences dans le messager final, et si le 

changement de ses séquences peut modifier l‟inclusion d‟un exon constitutif. L‟avantage du 

système rapporteur développé au laboratoire est qu‟il permet de tester un certain nombre 

d‟hypothèses sur les règles régissant le “splicing code”. 
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Un rapporteur construit sur le même principe que ceux présentés dans les résultats 

mais constitué d‟exons constitutifs serait nécessaire. Par mutagénèse dirigée, les sites 

d‟épissages placés en bordure de l‟exon constitutif pourraient être modifiés pour générer 

différentes constructions. Il serait alors possible de créer des lignées porteuses de rapporteurs 

qui ne différent que par leurs sites d‟épissage. Le cytomètre en flux du laboratoire peut 

analyser et quantifier les deux fluorescences sur un très grand nombre d‟individus et pourrait 

permettre de comparer le ratio GFP/DsRed observé avec les différents rapporteurs (Amrane et 

al., 2014). Ce système permettrait de connaître la capacité de différentes séquences des sites 

d‟épissages à permettre l‟exclusion d‟un exon constitutif. Les sites d‟épissage des gènes unc-

86 et che-1 pourraient alors être évalués au vu de ces données et permettre de déterminer si les 

résultats observés sont l‟effet d‟un événement stochastique. 

 

 Le cas de gpa-13 est particulier puisque nous n‟observons qu‟une seule forme. Nous 

sommes face à un cas où il devient difficile de répondre sans vérifier la version endogène. 

Cependant, la forme courte théorique pourrait n‟être qu‟un artefact de prédiction ou être 

exprimée si faiblement qu‟il serait virtuellement impossible de le confirmer à l‟heure actuelle. 

Un autre problème se pose alors : comment prouver la non-existence d‟un transcrit 

alternatif théorisé ? Notre système ne nous permet pas de répondre définitivement à la 

question, puisqu‟il est toujours possible qu‟une isoforme très faiblement exprimé soit 

indétectable. Dans ce cas, la présence de la seconde isoforme doit être validée ou infirmée par 

une autre méthode. Seule une combinaison d‟approches et la vérification des résultats par 

différentes méthodes peuvent permettre d‟affiner les modèles d‟épissage. 

Il est cependant à nuancer l‟impact d‟une isoforme rare au point de passer inaperçue 

par certaines méthodes de détection. La représentation très faible d‟un ARNm vis-à-vis d‟un 

autre se ressentirait dans la quantité de protéines synthétisées. Cela n‟aurait impact – autre 

qu‟une diminution faible de l‟expression - si l‟isoforme rare ne différait de la forme 

majoritaire que par une simple perte de fonction. L‟absence d‟une activité de manière faible 

serait compensée par la forme majoritaire, ce qui ne serait pas le fait du cas inverse. Le gain, 

même faible, d‟une activité pourrait avoir un rôle important dans l‟organisme en apportant 

une fonction biologique. Un événement aussi rare pourrait donc n‟avoir aucun impact sur 

l‟organisme à l‟échelle moléculaire. 

 

 Le rapporteur top-1 présente bien des variations à la fois spatiales, temporelles et 

conditionnelles. Mais cette fois, un problème de toxicité a été observé avec notre rapporteur 

en multiples copies. Ce nouvel artefact potentiel m‟a poussé à consacrer la fin de ma thèse à 

mettre en place un système d‟insertion des constructions rapportrices en simple copie dans un 
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locus invariant de façon à éliminer ce type d‟artefacts. Cela permettrait non-seulement 

d‟étudier top-1 grâce aux différentes constructions réalisées, mais également de proposer une 

solution à d‟autres gènes et diverse études présentant un problème similaire.  

 Une fois cela réalisé, l‟insertion des constructions top-1 et hrpf-1 pourra permettre de 

mettre en évidence leurs régulations et les éléments en cis impliqués. Nous disposons 

également de lignées mutantes pour plusieurs facteurs d‟épissage ainsi qu‟une banque de 

RNAi dédiée aux régulateurs potentiels. Ces outils permettront, avec des lignées stables, de 

caractériser les partenaires génétiques participant à la régulation de ces gènes. 

 Pour la séquence des triplets de G, l‟observation des différentes constructions est 

nécessaire avant de déterminer leurs implications. Si ces séquences étaient validées, il serait 

alors possible de se pencher sur le lien entre HRPF-1 et ces motifs. Le laboratoire étant en 

collaboration active avec l‟équipe du Dr Cameron Mackereth, il sera alors possible de 

déterminer in vitro l‟affinité du facteur HRPF-1 pour les triplets de G. 

 Déterminer les facteurs impliqués dans la régulation de l‟épissage alternatif est une 

étape essentielle dans l‟étude des gènes. En effet, grâce à la connaissance des séquences en cis 

impliquées et les nouvelles techniques d‟édition du génome, il est désormais possible de créer 

non plus des KO de gènes entiers mais des KO spécifiques d‟isoformes, par l‟élimination au 

locus des éléments impliqués dans l‟exclusion ou l‟inclusion d‟exons. Ces KO pourraient 

permettre de déterminer les fonctions biologiques de chaque isoforme indépendamment des 

autres, et constituerait un pas en avant dans l‟étude de la complexité du vivant. Le paradigme 

actuel repose sur l‟étude de gènes comme unité des fonctions biologiques. L‟étude des 

différentes isoformes n‟étant pas systématique à l‟heure actuelle. Cependant, la généralisation 

de l‟utilisation d‟outils adaptés pourrait modifier cet état des choses à terme. 

 Avant d‟en arriver là, l‟étude des séquences en cis est fondamentale. Celle de top-1 est 

en cours et sera résolue lorsque les insertions génomiques de rapporteur auront été obtenues. 

 

IV. L’insertion universelle 

 Le dernier obstacle à l‟étude approfondie de top-1 réside dans le problème posé par les 

lignées porteuses des différentes constructions. Les différentes hypothèses envisagées – effet 

dominant négatif, titration des régulateurs ou répression des copies endogènes – à mener à 

une solution unique : l‟insertion en simple copie. Pour cela, nous avons imaginé un système 

simple d‟utilisation basée sur la technologie CRISPR-Cas. Toujours en cours de réalisation 

expérimentale, il est indispensable à l‟étude des différentes constructions réalisées mais son 

utilisation pourrait s‟étendre à l‟intégration de nombreux autres rapporteurs ne nécessitant pas 

d‟intégration au locus d‟intérêt. 
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 Au-delà de la résolution du problème rencontré, l‟utilisation du CRISPR-Cas et plus 

particulièrement l‟intégration de nos rapporteurs ouvre la voie vers de nouvelles formes 

d‟étude irréalisables jusqu‟à ce jour.  
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Perspectives 
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I. Directes 

 Les perspectives à court terme correspondent à l‟intégration des rapporteurs top-1 et 

hrpf-1. L‟observation de lignées stables permettra l‟identification complète des cellules 

exprimant le rapporteur, l‟impact des diverses séquences identifiées et l‟identification des 

facteurs – si HRPF-1 et ASD-1/FOX-1 ne sont pas les seuls impliqués. La résolution de cette 

régulation pourra donner lieu à une publication similaire à celles issues des laboratoires du Dr 

Hidehito Kuroyanagi et du Dr John Calarco. 

 Le système de l‟insertion universelle est une solution aux problèmes rencontrés mais 

également une méthode d‟intérêt pour la communauté de C. elegans.  

Des rapporteurs pour d‟autres gènes ont également été assemblés et sont en attente 

d‟injection. Les résultats obtenus permettront de dévoiler d‟autres cas potentiels d‟étude mais 

également d‟autres cas similaires à unc-86 et che-1. L‟impact des séquences de sites 

d‟épissage est cependant nécessaire à évaluer pour déterminer si ces cas peuvent être sous le 

contrôle du spliceosome seul. Ce projet repose sur des méthodologies mises en place au 

laboratoire, ce qui devrait faciliter cette étude. 

 

II. A long terme 

L‟intégration en simple copie des rapporteurs développés ici rend possible plusieurs 

nouvelles approches d‟intérêt. 

 

1) La recherche de séquence en cis par crible de mutagénèse ciblée 

 Parmi elles se trouvent une méthode potentielle pour identifier efficacement toutes 

séquences en cis impliquées dans une régulation. En effet, la recherche de ces éléments passe 

par deux méthodes : l‟analyse de séquences conservées communes à plusieurs espèces et la 

recherche de motifs connus. La première est limitée à une conservation de la régulation, la 

seconde aux connaissances préalables dans le domaine. Lorsque ces analyses ne sont pas 

réalisables, seule reste la méthode de l‟intron bashing, qui consiste à éliminer des portions 

entières des introns, puis à affiner l‟identification par de nouvelles délétions dans le 

rapporteurs. Cette méthode repose donc sur un grand nombre de constructions et de lignées, 

rendues particulièrement difficiles dans des cas similaires à celui de top-1. 

 L‟intégration du rapporteur permet, grâce aux technologies d‟édition du génome, de 

cibler les introns du rapporteur directement. Cela aura pour effet de causer des coupures 

double-brins dans le rapporteur et le gène natif, qui seront réparées, apportant délétions ou 

additions à la séquence. L‟avantage du rapporteur fluorescent est qu‟il permettra alors de 
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cribler des individus présentant un profil de fluorescence différent. L‟isolation de ces 

individus et le séquençage du rapporteur qu‟ils portent permettra alors de récolter des données 

qui pourront permettre l‟identification de sites particuliers en comparant les séquences 

mutées. 

 Les cribles de génétique classique – mutagenèse aléatoire du génome - et inverse – 

grâce aux banques d‟ARN interférence – sont déjà en place au laboratoire. A ces cribles, 

pourront s‟ajouter une nouvelle méthode qui, en combinaison des deux autres, pourra 

permettre d‟étudier la régulation d‟un gène sans avoir à se reposer sur les informations déjà 

connues. 

 

2) Modification ciblée des marques post-traductionnelle 

 L‟intégration en simple copie permettra également de développer un nouveau type 

d‟outil, pour pouvoir étudier l‟impact des modifications post-traductionelles des histones sur 

l‟épissage alternatif d‟un rapporteur. En effet, la technologie du CRISPR-Cas repose sur le 

ciblage d‟une protéine à un locus déterminé par un ARN guide. Il est donc envisageable qu‟à 

terme, la Cas9 utilisée soit modifiée pour ne plus induire de coupure et porte d‟autres 

domaines d‟activités comme cela a déjà pu être réalisé Deux système ont vu le jour : la 

répression de transcription grâce à une nuclease-dead cas9 débarrassée de son activité 

endonucléolytique, nommée le CRISPRi pour CRISPR interférence (Qi et al., 2013) ; 

l‟activation transcriptionnelle grâce à une nuclease-dead cas9 également débarrassée de son 

activité endonucléolytique mais fusionnée à un domaine d‟activation de transcription, 

nommée le CRISPR-on (Cheng et al., 2013). 

 A partir de là, il est possible d‟envisager l‟utilisation d‟un domaine de méthylation ou 

d‟acétylation dans la construction de Cas9 chimériques. Il serait donc possible, en théorie, de 

cibler des modifications particulières aux histones environnant le locus, et ainsi de visualiser 

l‟impact de ces modifications sur l‟épissage observé grâce au système rapporteur mis en 

place. 

 L‟édition du génome de manière ciblée, en couplage avec le rapporteur développé ici, 

présentent de nombreuses voies d‟études futures de l‟épissage alternatif et de ses divers 

composantes. 

 

L‟ensemble des méthodes mises en place et des méthodes théorisées devrait à long 

terme faciliter l‟étude de l‟épissage alternatif au cas par cas. En combinaison avec les d‟autres 

méthodes de détection, les données accumulées permettront de découvrir la nature détaillée du 

« splicing code ». 
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Matériel & Méthodes 
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I. Milieux de cultures et solutions 

1. Solutions 

Tampon de réaction ISO 5x : 3mL de solution de Tris-HCl à 1mol/L, 150μL de solution de 

MgCl2 à 2mol/L, 60μL de solution de dNTP (NEB) à 100mmol/L, 300μL de solution de DTT 

à 1mol/L, 1.5g de PEG-8000, 300μL de solution de NAD à 100mmol/L, H2O qsp 6mL. 

Le tampon de réaction ISO 5x est utilisé dans le protocole d‟assemblage par la méthode de 

Gibson. 

Mélange Enzyme-Réactifs : 320μL de Tampon de réaction ISO 5x, 0.64 d‟exonucléase T5 

(Epicentre) à 10U/μL, 20μL de polymérase Phusion (NEB) à 2U/μL, 160μL de Taq ligase 

(NEB) à 40U/μL, H2O qsp 1.2mL. 

Le mélange Enzyme-Réactifs est utilisé dans le protocole d‟assemblage par la méthode de 

Gibson. 

 

M9 solution : 3g de KH2PO4, 6g de Na2HPO4, 5g de NaCl, de 1ml MgSO4 à 1mol/L, H2O qsp 

1L. 

Le milieu M9 est une solution permettant la survie des vers et utilisée pour manipuler 

des populations (Préparation d‟ADN génomique, régénération après injection, préparation de 

stock glycérol). 

Solution filtré à l‟aide d‟unité de filtration. 

 

Tampon Potassium Phosphate : 132mL de solution de K2HPO4 à 1mol/L, 868mL de solution 

de KH2PO4 à 1mol/L. 

Solution filtré à l‟aide d‟une unité de filtration. 

 

Solution de congélation : 0.58g de NaCl, 0.68g de KH2PO4, 30g de glycérol, H2O qsp 50mL. 
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La solution de congélation permet la conservation longue durée de lignées de 

Caenorhabditis elegans à une température de -80°C. 

 

Solution de synchronisation : 2.5mL de NaOH à 2M, 2mL de NaClO à 4%, H2O qsp 5mL. 

Réalisée extemporanément. 

 

Solution TB (Transformation Broth) : 3.02g de Pipes, 2.21g de CaCl2, 16.64g de KCl, H2O 

qsp 900mL. pH ajusté à 6.7. 10.89g de MnCl2 est ajouté, et le volume ajusté à 1L. 

Solution filtré à l‟aide d‟une unité de filtration. 

 

2. Milieux de cultures 

Milieu LB (Luria Broth) : 10g Tryptone, 5g d‟extrait de levure, 10g NaCl et H2O qsp - 

quantité suffisante pour 1 litre - 1L. Pour obtenir du milieu LB solide, 12g d‟Agar sont 

rajoutés pour 1L de milieu. 

Milieu autoclavé avant utilisation. 

Pour rendre le milieu de culture sélectif, de l‟ampicilline ou de la kanamycine est rajouté à 

hauteur de 100 μg/mL et 50 μg/mL respectivement. Dans le cadre des expériences de ARNi, 

le LB est supplémenté d‟ampicilline (100 μg/mL) et de tétracycline (15 μg/mL). 1mM d‟IPTG 

(isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) est ajouté. 

Le milieu LB est un milieu de culture liquide ou solide riche utilisé pour les cultures 

bactériennes. 

 

Milieu SOB (Super Optimal Broth) : 20g de Bactotryptone, 5g d‟extrait de levure, 2mL de 

solution de NaCl à 5mol/L, 2.5mL de solution de KCl à 1mol/L, 10mL de solution de MgCl2 

à 1mol/L, 10mL de solution de MgSO4 à 1mol/L, H2O qsp 1L. 
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Milieu autoclavé avant utilisation. 

Le milieu SOB est un milieu riche utilisé lors du protocole d‟obtention de bactéries 

thermocompétentes. 

 

Milieu NGM (Nematoda Growth Medium) : 3g NaCl, 2.5g Peptone, 12g Agar, 5mg 

Cholestérol et H2O qsp 975 μL. Après passage à l‟autoclave, 1mL CaCl2 à 1mol/L filtré, 1mL 

MgSO4 à 1mol/L filtré, 25mL Tampon Potassium Phosphate à 1mol/L filtrés sont rajoutés au 

milieu. Pour rendre le milieu sélectif, du G418 est ajouté à hauteur de 0.40 g/L (Ref Rosina). 

Après 24h, une solution d‟Escherichia coli (souche OP50 ou OP50-neoR) mis en 

culture dans du LB liquide est déposé sur les boîtes de NGM. Les boîtes sont incubées à 

température ambiante pendant 24h.  

Le milieu NGM est un milieu de culture permettant le maintien de lignées de 

Caenorhabditis elegans. 

 

Les produits suivants proviennent du fournisseur BD
TM

 : Agar, Bactotryptone, Extrait 

de levure, Peptone. 

Les produits suivants proviennent du fournisseur FischerScientific
TM

 : Ampicilline, 

Kanamycine, Tetracylcine, CaCl2, KCl, KH2PO4, K2HPO4, MgSO4, MnCl2, NaCl, Na2HPO4, 

Nalgene
TM

 Rapid-Flow
TM

 Sterile Disposable Filter. 

Les produits suivants proviennent du fournisseur AcrossOrganics
TM

 : Agarose, 

Cholestérol, IPTG, NaOH, NaClO. 

Les produits suivants ont été empruntés à d‟autres équipes de recherche : Pipes 

(Équipe McCusker), NAD, PEG-8000, Tris-HCl et DTT (Équipe Teichmann). 
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II. Biologie moléculaire 

1. Préparation d’ADN génomique 

Une fois la source de nourriture épuisée sur une boîte recouverte de vers de la souche 

N2 (Bristol) - Boîte de Pétri de 9cm de diamètre -, les vers sont récupérés dans 15mL d‟eau 

distillée puis centrifugés 2 minutes à 400g. Deux autres lavages sont réalisés dans les même 

conditions (15mL de dH2O ; Centrifugation 2‟ - 400g). Le surnageant est éliminé. L‟ADN 

génomique des vers est extrait à l‟aide du kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel). Les vers 

sont resuspendus dans du tampon de lyse (Tampon T1) puis congelés à -20°C pendant une 

heure. L‟échantillon est ensuite décongelé et 25μL de protéinase K à 22.5mg/mL sont ajoutés. 

L‟échantillon est incubé à 56°C pendant la nuit. Une fois les vers lysés, la récupération de 

l‟ADN génomique est effectué grâce à une purification sur colonne de silice en suivant les 

instructions du fournisseur. L‟élution finale est réalisée dans 100μL d‟eau milliQ (pré-chauffé 

à 70°C pour améliorer le rendement de la purification). La quantité d‟ADN est mesurée par 

spectrophotomètrie à l‟aide d‟un NanoDrop (ThermoScientific) et stockés à 4°C. La 

concentration est ajustée par ajout d‟H2O milliQ jusqu‟à une concentration de 50ng/μL. 

 

2. Extraction d’ARN 

Une fois la source de nourriture épuisée sur une boîte recouverte de vers de la souche 

N2 (Bristol) - Boîte de Pétri de 9cm de diamètre -, les vers sont récupérés dans 15mL d‟eau 

distillée puis centrifugés 2 minutes à 400g. Deux autres lavages sont réalisés dans les même 

conditions (15mL de dH2O ; Centrifugation 2‟ - 400g). Le surnageant est éliminé. 

Les vers sont resuspendus dans 1mL de Trizol (Sigma-Aldrich) et le mélange est 

homogénéisé par aspiration-refoulement à la pipette. Le tube est ensuite congelé dans de 

l‟azote liquide et décongelé à 37°C à deux reprises. 200μL de chloroforme (Sigma-Aldrich) et 

25μL de glycogène à 20mg/mL (ThermoScientific) sont ajoutés au mélange, puis 

homogénéisé vigoureusement par agitation manuelle pendant 15 secondes. Le mélange est 

incubé à 4°C pendant 15 minutes avant d‟être centrifugé à 10000g pendant 10 minutes à 4°C. 

La phase aqueuse est récupérée. Un volume de trizol et 1/10 de volume de 

chloroforme sont ajoutés. Le mélange est agité vigoureusement pendant 15 secondes avant 

d‟être incubé à 4°C pendant 10 minutes et centrifugé à 10000g pendant 10 minutes à 4°C. 
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La phase aqueuse est récupérée et un volume de chloroforme est ajouté. Le mélange 

est homogénéisé vigoureusement pendant 15 secondes et incubé 5 minutes à 4°C avant d‟être 

centrifugé à 10000g pendant 5 minutes à 4°C. 

La phase aqueuse est récupérée et un volume d‟isopropanol est ajouté. Le mélange est 

homogénéisé vigoureusement pendant 15 secondes et incubé 10 minutes à température 

ambiante avant d‟être placé à -20°C pour la nuit. 

Le mélange est centrifugé à 13000g pendant 30 minutes à 4°C. Le surnageant est 

éliminé, le culot est rincé à l‟éthanol 75% et centrifugé à 7500g pendant 10 minutes à 4°C. Le 

surnageant est éliminé et le culot séché à l‟air libre. Le culot est reprit dans 50μL d‟eau 

distillée.  

L‟extrait d‟ARN totaux est traité à la DNAse (4 Unités de Turbo DNAse - Ambion), 

en présence de tampon DNAse, pendant 25 minutes à 37°C. La DNAse est inactivée par 

réactif d‟inactivation pendant 2 minutes à température ambiante. Le mélange est centrifugé à 

10000g pendant 5 minutes à 4°C. Le surnageant est récupéré, dosé par spectophotométrie 

(NanoDrop - ThermoScientific) et la qualité des ARNs est analysée par puce Agilent (Agilent 

RNA 6000 Nano kit). Les échantillons sont conservés lorsque le RIN (RNA Integrity 

Number) est supérieur ou égale à 8. L‟étape de reverse transcription est réalisée 

immédiatement et les extraits d‟ARNs totaux sont conservés à -80°C. 

 

3. Amplification par PCR 

a) Conditions de PCR 

Les fragments d‟ADN nécessaires aux assemblages sont amplifiés par PCR en 

utilisant comme matrice 50ng d‟ADN génomique (C.elegans - N2 bristol) ou 10pg de 

plasmide, 200μmol/L de dNTPs (NEB), 0,5μmol/L de chaque amorces, 1 Unité de 

polymérase Phusion (NEB) ou de Q5 (NEB), 10μL de tampon associé à la polymérase 

utilisée, dilué dans de l‟eau milliQ pour un volume réactionnel final de 50μL. Les réactions 

d‟amplification sont réalisées dans un thermocycleur avec les étapes suivantes :  
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Cycle Étape Température Durée 

1x Dénaturation initiale 98°C 30‟‟ 

35x 

Dénaturation 98°C 10‟‟ 

Hybridation Fonction des amorces 20‟‟ 

Élongation 72°C 30‟‟/kb 

1x Élongation finale 72°C 5‟ 

 

Chaque amplification est réalisée en parallèle d‟un contrôle négatif dans les mêmes 

conditions en remplaçant la matrice par 1μL d‟eau milliQ. 

 

b) Électrophorèse 

5μL de chaque réaction sont additionnés de bleu de charge 6x (Promega) et chargés 

dans un gel de TAE0.5x-Agarose 1% contenant du bromure d‟éthidium à une concentration 

final de 0.5μg/mL. L‟électrophorèse est conduite à 100V pendant 30 à 40 minutes dans une 

cuve de TAE0.5x et le résultat est visualisé grâce à un Trans-illuminateur UV. La taille des 

produits de digestion est estimée en comparaison d‟un marqueur de taille 1kb Ladder 

(Promega). Les réactions sont conservées lorsque le contrôle négatif ne présente aucune bande 

et l‟amplification présente une seule bande à la taille attendue. 

 

c) Purification des produits de PCR 

Les réactions positives sont purifiées à l‟aide du kit PCR Purification (QIAGEN) en 

suivant les instructions données par le fournisseur. L‟élution finale est réalisée dans 30μL de 

tampon EB. La concentration en ADN des amplifications est dosée par spectrophotomètrie 

(NanoDrop-ThermoScientific). Les échantillons sont considérés comme suffisamment purs et 

stockés à 4°C lorsque le résultat du ratio A260/A280 se situe entre 1.8 et 2.0, le résultat du 

ratio A260/A230 entre 2.0 et 2.4 et la concentration supérieure à 20ng/μL. 
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4. RT-PCR 

La synthèse des ADNs complémentaires est réalisée avec 1 μg d‟extrait d‟ARN totaux 

en présence de 100pmol d‟amorce oligo-dT23, de 20 Unités de Murine RNAse Inhibitor, 

10nmol de dNTP, 200 Unités de M-MuLV Reverse Transcriptase dans 20μL d‟eau (nuclease-

free) en présence de tampon de RT. Les amorces et ARNs sont dénaturées à 70°C pendant 5 

minutes. La réaction s‟opère à 42°C pendant 1 heure. Les ADNc sont conservés à -20°C. 

Les amplifications sont réalisées dans les conditions suivantes :  

100ng d'ADN complémentaire (issus des extractions d'ARN), 200μmol/L de dNTPs 

(NEB), 0,5μmol/L de chaque amorces, 1 Unité de polymérase Taq Thermopol (NEB), 10μL 

de tampon associé à la polymérase utilisée, le tout dilué dans de l‟eau milliQ pour un volume 

réactionnel final de 50μL. Les réactions d‟amplification sont réalisées dans un thermocycleur 

avec les étapes suivantes :  

 

Cycle Étape Température Durée 

1x Dénaturation initiale 95°C 2‟ 

30x 

Dénaturation 95°C 20‟‟ 

Hybridation Fonction des amorces 30‟‟ 

Élongation 68°C 1‟/kb 

1x Élongation finale 72°C 5‟ 

 

Chaque amplification est réalisée en parallèle d‟un contrôle négatif dans les mêmes 

conditions en remplaçant la matrice par 1μL d‟eau milliQ. Le contrôle positif de RT-PCR est 

une amplification de 327pb sur un extrait d‟ADNc issu de la RT d‟un extrait d‟ARN totaux de 

foie de Rat (NEB). Le contrôle négatif est réalisé à partir d'un extrait d'ARN non-traité à la 

Reverse-Transcriptase. 

 

5. Assemblages des vecteurs 
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a) Assemblage par la méthode de Gibson 

Les fragments à assembler sont mélangés à hauteur de 25Fmol (vecteur linéarisé) et 75 

Fmol (inserts), à 4°C, et complétés par de l‟H2O pour un volume réactionnel final de 5μL. La 

conversion mol-gramme est effectué en prenant en compte le nombre exacte de nucléotide de 

chaque fragment et en utilisant la formule mathématique suivante : 

 

Quantité ADN (Fmol) x 660 (pg/mol) x 10
-6

 x n = Quantité ADN (ng) 

 

(n étant le le nombre de paires de nucléotides du fragment et 660pg/mol étant le poids 

moléculaire moyen d‟une paire de nucléotides). 15μL de mélange Enzyme-Réactifs sont 

ajoutés au 5μL de volume réactionnel. Le tube est incubé à 50°C pendant une heure (Gibson 

et al., 2009). 

 

b) Assemblage des vecteurs sgARN 

Un mélange contenant 150ng de pMB70, 500nmol/L d‟amorces, 10 Unités de BsaI, 20 

Unités de Quick ligase sont dilués dans 20μL d‟eau milliQ additionnée de tampon de T4 

ligase est placé dans un thermocycleur dans les conditions suivantes : 

 

Cycle(s) Température Temps 

10x 

37°C 5‟ 

16°C 10‟ 

1x 

50°C 15‟ 

80°C 5‟ 

 

6. Mutagenèse dirigée par PCR 
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1ng de matrice est amplifié avec les amorces de mutagénèse dirigée, et l‟amplification 

est vérifiée, en utilisant les conditions données dans la section B.3.1 du Matériel & Méthode. 

Les amplifications vérifiées sont ensuite purifiées (B.3.2) dans 30μL de tampon EB 

puis digérées par DpnI et NdeI en ajoutant 3.5μL de tampon NEB4 pendant 2h à 37°C. 3μL 

de tampon T4 ligase et 1000 unités de Quick Ligase sont ajoutées. Le mélange est incubé à 

25°C pendant 5 minutes. 

 

7. Transformation 

a) Obtention de bactéries électro-compétentes 

Une pré-culture de 10mL de LB liquide est inoculée de bactéries Escherichia coli - 

souche DH5α - est incubée sur la nuit à 37°C. Une culture d‟un litre de LB liquide est 

ensemencée avec la pré-culture de la veille. La densité optique (D.O.) est mesuré toutes les 

demi-heures jusqu‟à obtention d‟une valeur de 0.35 à 0.4. La culture est ensuite placé à 4°C 

pendant 30 minutes. La culture est séparé dans des pots de centrifugation de 250mL de 

contenance.  

Toutes les centrifugations sont opérées à 1000g pendant 20 minutes à 4°C. La culture 

est centrifugée à deux reprises, les surnageants sont éliminés et les culots repris dans de l‟eau 

distillée à 4°C (200mL puis 100mL par pot). 

Les cultures sont rassemblées en deux pots de 200mL et centrifugé une troisième fois. 

Les culots sont resuspendus dans 40mL d‟eau distillée à 4°C et placés dans des tubes à fond 

conique de 50mL avant d‟être à nouveau centrifugés. Les culots sont repris dans 1mL de 

glycérol 10% à 4°C et aliquotés. Les aliquotes de 50μL sont conservées à -80°C. 

L‟absence de contamination à été vérifiée en transformant 1μL d‟eau distillée, les 

colonies sont dénombrés après incubation 24h à 37°C et le lot est considéré comme non-

contaminé si aucune colonie ne s‟est développée sur LB+Ampicilline. L‟efficacité de 

transformation est estimée par aliquote en transformant 10pg de plasmide pBS (pBlueScript). 

Après incubation 24h à 37°C, le nombre de colonies présent sur boîte LB+Ampicilline est 

dénombré, et la formule suivante est appliquée :  
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Efficacité de transformation = Nb de colonies/Qte d’ADN(ng) x 1000(ng/ug) 

 

b) Transformation par électroporation 

1μL de produits d‟assemblage est utilisé pour transformer 50μL de bactéries électro-

compétentes de l‟espèce Escherichia coli - souche DH5α ou DH10B - par électroporation, à 

l‟aide d‟un électroporateur GenePulser (BioRad). Les aliquotes de bactéries électro-

compétentes utilisées provenaient de différents lots et présentaient tous une efficacité de 

transformation de l‟ordre de 10
-6

. 

Les mélanges bactérie-ADN sont ensuite étalées sur boîtes LB+antibiotique(s). Les 

boîtes sont incubées sur la nuit à 37°C. 

 

c) Obtention de bactéries thermo-compétentes 

Une pré-culture de 12mL de SOB liquide est ensemencée de bactéries Escherichia coli 

- souche DH5α - et incubée sur la nuit à 37°C. Une culture d‟un litre de milieu SOB liquide 

est ensemencée avec la pré-culture de la veille et est incubée sur la nuit à 18°C. L‟absorbance 

est mesurée toutes les heures le lendemain jusqu‟à obtention d‟une valeur de 0.6. La culture 

est placée à 4°C pendant 10 minutes et centrifugée à 2500g pendant 10 minutes à 4°C. Le 

surnageant est éliminé et le culot est resuspendu dans 25mL de tampon TB. 295mL sont 

ajoutés après homogénéisation. La culture est placée à 4°C pendant 5minutes avant une 

nouvelle centrifugation à 2500g pendant 10 minutes à 4°C. Le surnageant est à nouveau 

éliminé et le culot est resuspendu dans 40mL de tampon TB. 3mL de DMSO est ajouté (Cf 

dMSO : 7%). Les bactéries sont aliquotés par 100μL dans des tubes qui sont ensuite 

immédiatement congelés en les trempant dans de l‟azote liquide avant d‟être stockés à -80°C. 

L‟absence de contamination à été vérifiée en transformant 5μL d‟eau distillée, les 

colonies sont dénombrés après incubation 24h à 37°C et le lot est considéré comme non-

contaminé si aucune colonie ne s‟est développée sur LB+Ampicilline, LB+Kanamycine et 

LB+Tetracycline. L‟efficacité de transformation est estimée de la même manière que pour les 

bactéries électro-compétentes. 
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d) Transformation par choc thermique 

5μL de produits d‟assemblage, ou de dH2O - dans le cadre des contrôles négatifs -, est 

utilisé pour transformer 20μL de bactéries thermo-compétentes de l‟espèce Escherichia coli - 

souche DH5α - par choc thermique.  

Les aliquotes de bactéries thermo-compétentes utilisées provenaient du même lot - 

réalisé en mai 2014 - et présentaient une efficacité de transformation de l‟ordre de 10
-7

. 

Le choc thermique est effectué en plaçant les mélanges bactérie-ADN pendant 30 

minutes à 4°C, puis placés à 42°C pendant 1 minute suivi par un passage à 4°C pendant dans 

5 minutes, avant d‟être étalés au râteau sur une boîte LB+antibiotique(s) solide. 

Les boîtes sont ensuite incubées à 37°C sur la nuit. 

 

8. Cultures bactériennes 

Après incubation, le nombre de colonies sur boîte est dénombré et 18 colonies - ou 

toutes les colonies si le nombre de colonies était inférieur à 18 - sont mises en culture dans 

2mL (Miniprep), ou 25mL (Midiprep), de LB+antibiotique(s) chacune et incubées pendant 

24h. 

 

9. Extraction de plasmide 

a) Extraction de plasmide par Miniprep 

L‟extraction de plasmide est réalisé par lyse alcaline en utilisant le kit QIAPrep Spin 

Miniprep (QIAGEN) en suivant les instructions du fournisseur. 

1,5mL de culture bactérienne est centrifugé à 6800G pendant 3 minutes. Le surnageant 

est éliminé et le culot est resuspendu dans 250μL de tampon P1. 250μL de tampon P2 sont 

ajoutés, mélangé par retournement, et 350μL de tampon N3 sont rajoutés avant 

homogénéisation par retournement. Le mélange est centrifugé 10 minutes à 18 000G, et le 

surnageant est placé dans une colonne du kit, puis centrifugé 1 minute à 18 000G. 
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Un premier lavage est réalisé avec 500μL de tampon PB, et un second lavage est 

réalisé avec 750μL tampon PE. Une nouvelle centrifugation est réalisé pour éliminer les restes 

de tampon. La colonne est alors placé dans un nouveau tube, et l‟élution finale est réalisé avec 

50μL de tampon EB. 

(Les lavages et l‟élution nécessitent une étape de centrifugation d‟une minute à 18 000G) 

 

b) Extraction de plasmide par Midiprep 

Les souches portant les plasmides pBS, pBS(FSS::3„UTRunc-119), pJM001, pJM002, 

pJM003, pJM004, pRG02, pJL43, pBS(Peft-3::Cas9::SV40-NLS::3„UTRtbb-2), pMB67, 

pMB70, pMB78, pMB79, pRG5271Neo et pJJR50 sont cultivées dans 25mL de 

LB+antibiotique(s). 

L‟extraction de plasmide est réalisé par lyse alcaline en utilisant le kit Plasmid Plus 

Purification (QIAGEN) en suivant les instructions du fournisseur. 

25mL de culture bactérienne sont centrifugés à 6800G pendant 3 minutes. Le 

surnageant est éliminé et le culot est resuspendu dans 2mL de tampon P1. 2mL de tampon P2 

sont ajoutés, l‟ensemble mélangé par retournement, et 2mL de tampon S3 sont rajoutés avant 

homogénéisation par retournement. Le mélange est incubé sur cartouche filtrante QIAfiltrer 

pendant 10 minutes. Le lysat est filtré et 2mL de tampon BB sont ajoutés. Le mélange est 

homogénéisé par inversion et filtré dans une colonne fournie avec le kit à l‟aide d‟une pompe 

à vide. 

Un premier lavage est réalisé avec 700μL de tampon ETR, et un second lavage est 

réalisé avec 700μL tampon PE. Une nouvelle centrifugation est réalisé pour éliminer les restes 

de tampon. La colonne est alors placé dans un nouveau tube, et l‟élution finale est réalisé avec 

200μL de tampon EB. 

(Les lavages et l‟élution nécessitent une étape de centrifugation d‟une minute à 18 000G) 

 

c) Dosage des plasmides 
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Les plasmides sont alors dosés par spectrophotomètrie (NanoDrop-ThermoScientific) 

en suivant les règles décrites dans la partie Amplification par PCR et conservés à 4°C. 

 

10. Vérification des plasmides 

a) Vérification par restriction 

Les plasmides sont vérifiés par digestion en utilisant les enzymes de restriction 

suivantes : ApaI, BamHI-HF, EcoRI-HF, EcoRV, HindIII et PvuII-HF (NEB) en suivant les 

indications fournies par le fournisseur. 250ng sont digérés avec 1U d‟enzyme dans le tampon 

conseillé pendant une heure à 37°C.  

Les produits de digestion sont visualisés après électrophorèse (30minutes - 100V) en 

gel d‟agarose 1% (TAE 0.5x, Bromure d‟éthidium) grâce à un Trans-illuminateur UV. La 

taille des produits de digestion est estimée en comparaison d‟une échelle 1kb (Promega). 

Les plasmides présentant un bon profil de restriction sont conservés pour être vérifiés 

par séquençage. 

 

b) Vérification par amplification 

Les plasmides pMB70(cible) sont vérifiés par amplification via l‟amorce M13 Forward 

et l‟amorce sens utilisée durant l‟assemblage en utilisant 1ng de plasmide à vérifier et en 

suivant les conditions données dans la section B.3.1 du Matériel & Méthode. 

 

c) Vérification par séquençage 

Le séquençage par la société GATC-Biotech dans les conditions suivantes : 40 à 

50ng/μL de plasmide et 2.5μmol/L d‟amorce dans un volume de 10μL. Les amorces utilisées 

recouvrent chacune 800pb et sont choisies pour couvrir l‟intégralité des constructions 

assemblées. 

Les chromatogrammes sont lus avec le logiciel 4Peaks, et les séquences sont 

comparées via le logiciel ApE (A plasmid Editor). 
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Les plasmides dont les constructions ont été vérifiés sont stockés à -20°C. 

 

11. Stock glycérol 

Les souches bactériennes porteuses des plasmides vérifiés sont stockées à -80°C dans 

du LB+Glycérol (16%). 
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III. Cultures et manipulation des vers 

1. Conditions de culture 

Les vers sont cultivés sur boîtes de milieu NGM ou NGM+G418 recouvert d‟un tapis 

bactérien de Escherichia coli souche OP50 ou OP50 neoR, dans un incubateur à 20°C ou 

15°C. Les vers sont transférés vers de nouvelles boîtes tous les 3 à 4 jours. 

 

2. Génération de lignées transgéniques 

a) Mélanges d’injection 

Les mélanges d‟injection de type concatémère répétitifs se composent de 10ng/μL de 

pRG02 et 90ng/μL de plasmide rapporteur. 

Les mélanges d‟injection de type concatémère complexes se composent de 10ng/μL de 

pRG02, 10ng/μL de plasmide rapporteur et 80ng/μL d‟ADN génomique (C.elegans-N2 

bristol) digéré par PvuII-HF (NEB). 

Les mélanges d‟injection permettant l‟insertion en copie unique par MosSCI se 

composent de 45ng/μL de plasmide rapporteur, de 45ng/μL de pJL43 (Mos Transposase) et de 

pCB101 (marqueur de co-injection). 

La première version des mélanges d‟injection permettant l‟insertion par CRISPR-Cas9 

se composent de 50ng/μL de vecteur pMB70(cible) (sgARN), de 50ng/μL de pBS(Peft-

3::Cas9::SV40-NLS::3„UTR tbb-2), de 40 ng/μL de plasmide rapporteur. 

La seconde version des mélanges d‟injection permettant l‟insertion par CRISPR-Cas9 

se composent de 50ng/μL de vecteur pMB70(cible) (sgARN), de 50ng/μL de pBS(Peft-

3::Cas9::SV40-NLS::3„UTR tbb-2), de 50 ng/μL de séquence à insérer, 25ng/μL de 

pMB70(dpy-10) ainsi que de 20ng/μL d'oligonucleotide (ssODN) dpy-10(cn64). 

Les mélanges d‟injection permettant la délétion par CRISPR-Cas9 se composent de 

50ng/μL de vecteur pMB70(cible) (sgARN) et de 50ng/μL de pBS(Peft-3::Cas9::SV40-

NLS::3„UTR tbb-2). 
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b) Injection 

Les mélanges d‟injection sont centrifugés à 10 000g pendant 30 minutes avant chaque 

séance d‟injection pour culotter d‟éventuelles particules qui pourraient boucher l‟aiguille. 5 

μL de mélange d‟injection sont chargés dans un capillaire de micro-injection (Eppendorf) 

branché à un injecteur FemtoJet (Eppendorf). La micro-injection est visualisée grâce à un 

microscope (Nikon Eclipse Ti). L‟injection est réalisée dans la partie syncitiale d‟une des 

deux gonades d‟individu jeune adulte (individu porteur d‟1 à 6 embryons) immobilisé dans 

une goutte d‟huile sur une lame recouverte d‟un tapis d‟agarose à 5%. Cinq adultes P0 injectés 

sont déposés par boîtes NGM+G418. La sélectivité du milieu NGM+G418 est vérifiée en 

déposant cinq individus n‟ayant pas subi d‟injection sur une boîte provenant du même lot. 

 

c) Sélection F1 et F2 

A partir des boîtes P0, tous les individus F1 - descendants direct des P0 injectés - sont 

isolés sur de nouvelles boîtes, à raison de 10 vers par boîte. 

A partir des boîtes F1, les individus F2 - descendants direct des F1 - sont isolés 

individuellement sur de nouvelles boîtes. 

A partir de chaque boîte de F1, une seule lignée indépendante peut être générée et est 

conservée. 

 

d) Conservation des lignées 

Les vers sont récupérés avec 1mL de solution M9. 1mL de Solution de congélation est 

ajouté. Les 2mL sont séparés en quatre tubes de 500μL, qui sont ensuite placés à -80°C. 

 

3. Observation au microscope 

Les vers sont déposés sur des lames recouvertes d‟un tapis d‟agarose à 5%, dans une 

goutte d‟azoture de sodium (AcrossOrganics) à 10mmol/L ou du levamisole (AcrossOrganics) 
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à 1mmol/L, afin de les anesthésier, et recouverts d‟une lamelle. Les lames sont observés à 

l‟objectif 40x ou à l‟objectif à immersion 63x avec une goutte d‟huile par DIC (Differential 

Interference Contrast Microscopy - microscopie basée sur l‟interférence de deux faisceaux 

lumineux), puis dans les canaux d‟observation de la GFP (excitation à 395nm) et de la DsRed 

(excitation à 558nm). 

 

4. Analyse au COPAS 

Les boîtes sont analysées au COPAS lorsqu‟elles contiennent une population dense 

mais avant que la source de nourriture ne soit épuisée. Les vers sont resuspendus dans de 

l‟eau distillée, et la suspension est versée dans la coupe à échantillon du cytomètre. La 

suspension est diluée lorsque le nombre de vers analysés par seconde est égale à 300 (limite 

technique). Les paramètres suivants sont utilisés : 

 

 

 

Les données générées sont ensuite traitées par un logiciel mis au point au laboratoire. 
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5. Synchronisation 

Les boîtes contenant une population dense (un jour avant que la source de nourriture 

ne soit épuisée) sont utilisées pour la synchronisation. Les vers sont récupérés dans 15mL de 

solution M9 et centrifugés 2 minutes à 400g. Trois étapes de lavage sont effectuées en 

reprenant les vers dans 15mL de M9 avant d‟être centrifugés 2 minutes à 400g. Après les 

surnageant du dernier lavage est éliminé, les vers sont repris dans 1mL d‟une solution de 

synchronisation - réalisée extemporanément. Les tubes sont agités énergiquement pendant 5 

minutes. La réaction est arrêtée par ajout de 14mL de M9 et les tubes centrifugés 1 minute à 

400g. Le surnageant est éliminé et trois nouvelles étapes de lavage sont effectuées en 

reprenant les vers dans 15mL de M9 avant d‟être centrifugés 2 minutes à 400g. Le dernier 

surnageant est éliminé et les vers sont repris dans un volume final de 1mL de M9. 

Les vers peuvent être dénombrés par dépôt de 10μL sur boîte. 

Les vers sont ensuite, soit, incubés à 20°C avec agitation rotative (pour éviter 

l‟agglutination et la mort des vers) pendant 24h et déposés sur milieu - meilleure 

synchronisation -, soit, déposés immédiatement sur milieu. 

(Porta-de-la-Riva et al. 2012, JoVE) 

 

6. ARN interférence 

Les souches bactériennes utilisées lors des expériences d‟ARN interférence 

proviennent toutes de la banque ORFeome (Ref ORFeome). La souche exprimant l‟ARNi 

dirigé contre le gène dpy-1 est utilisée comme contrôle d‟expérience. 

Les souches bactériennes sont incubées pendant à 24h à 37°C dans 2mL de 

LB+Amp+Tet. 20μL des cultures sont alors ensemencés dans 2mL de LB+Amp+Tet+IPTG et 

incubées à 37°C pendant 24h.  

Les cultures sont alors déposées sur boîte NGM+Amp+Tet+IPTG, et les boîtes de 

NGM sont incubées à 20°C pendant 24h. 

Dix vers hermaphrodite au stade L4 sont alors placés sur boîte. Une semaine après les 

vers sont visualisés à la loupe à fluorescence ou au microscope. 
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