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NOUVELLE

Régulation cinétique

de ’épissage alternatif

des pré-ARN messagers :
attention au ralentissement

Gwendal Dujardin!, Alberto R. Kornblihtt?, Laurent Corcos®

> Chez les eucaryotes, I'épissage alter-
natif est un mécanisme finement régulé
qui permet d’accrofitre la complexité du
protéome a partir d’un nombre limité
de genes. En effet, le nombre de geénes
chez les vertébrés n’est pas drastique-
ment différent de celui qui est retrouvé
chez les invertébrés (23000 genes chez
I’lhomme, 19000 chez le ver C. elegans).
La fréquence de I’épissage alternatif
augmentant des eucaryotes unicellu-
laires aux eucaryotes multicellulaires,
celui-ci joue donc un role primordial
dans la complexité des organismes. Chez
les mammiféeres, I"épissage alternatif
affecte presque 95 % des geénes [1]. La
raison principale qui fait que I’épissage
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puisse étre alternatif est la force des
sites bornant les exons en 5’ et en 3,
dictée par leur similitude a la séquence
consensus, qui va déterminer leur affi-
nité pour des facteurs d’épissage et leur
utilisation par la machinerie d’épissage.
On parle alors de sites forts et de sites
faibles et, en regle générale, lorsqu’un
site d’épissage est fort, I’épissage est
constitutif. La position relative de sites
forts ou faibles va entrainer différents
types d’épissage alternatif : inclusion/
exclusion d’exon, exclusion mutuelle
d’exons, site d’épissage alternatif en
3’ ou en 5’ ou rétention d’intron (les
promoteurs multiples et les sites mul-
tiples de polyadénylation n’étant pas
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des événements d’épissage alternatif
au sens strict). Uutilisation d’un site
faible d’épissage est influencée a la
fois par des éléments de régulation en
cis et des facteurs trans qui se lient
aux séquences cis-régulatrices, acti-
vatrices ou inhibitrices de I’épissage.
Cependant, le taux d’inclusion d’un exon
ne dépend pas seulement de la force
de ses sites d’épissage, de la présence
de séquences cis-régulatrices ou de la
concentration, ou des modifications
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Figure 1. Effets opposés de ’élongation de la transcription sur ’épissage alternatif. A. Une élongation de la transcription rapide entraine préfé-

rentiellement le recrutement de la machinerie d’épissage sur le site 3’ d’épissage fort de I’intron en aval et non sur le site 3’ d’épissage faible de

I’intron en amont, induisant alors une exclusion de I’exon. Cependant, un ralentissement de I’élongation permet le recrutement du spliceosome

au niveau du site 3’ faible, permettant alors I’inclusion de Iexon. B. Lorsque les deux sites 3’ d’épissage sont de force similaire et que I'intron en

amont possede une séquence inhibitrice de I’épissage (en rouge), une élongation rapide entraine un recrutement du spliceosome sur chacun des

sites, suivant le modéle de la définition de I"exon, et 'inclusion de I’exon. Une élongation lente permettra au facteur d’épissage de reconnaitre

sa séquence cible avant que la définition de I’exon ait lieu, c’est-a-dire avant que la machinerie d’épissage ne soit recrutée au site 5 d’épissage

entrainant une stabilisation du niveau du site 3’ ;

post-traductionnelles d’un facteur
d’épissage. €n effet, I’épissage et I’épis-
sage alternatif sont intimement couplés
a la transcription. Ainsi des facteurs
régulant la transcription peuvent égale-
ment affecter I’épissage alternatif.

Couplage transcription-épissage

Les génes codant pour les protéines
sont transcrits par "ARN polymérase Il
(Pol 1), donnant naissance aux pré-ARN
messagers. Lors de I"élongation de la
transcription, le pré-ARN messager en
cours de synthese est accessible a la
machinerie d’épissage, ce dernier pou-
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I’exon sera donc exclu.

vant alors avoir lieu avant la terminaison
de la transcription, donnant la possibilité
d’un épissage co-transcriptionnel. La
premiere démonstration d’un épissage
co-transcriptionnel est venue des travaux
de Beyer et Osheim, qui ont montré, par
microscopie électronique, I"assemblage
du spliceosome - un complexe multi-pro-
téique orchestrant les réactions d’épis-
sage - et le looping des introns sur le pré-
ARN messager en cours de synthése [2].
Depuis, de nombreuses études ont montré
que Iépissage est essentiellement co-
transcriptionnel, aussi bien chez la levure
[3] que chez ’lhomme [4].

Plus que deux événements indépen-
dants se déroulant au méme instant et
au méme endroit, la transcription et
I’épissage sont intimement coordonnés,
I'un étant capable d’influer sur I'autre.
Nous n’allons cependant discuter ici que
du r6le de la transcription sur I’épis-
sage, bien qu’il existe de plus en plus
de preuves d’un rdle de I’épissage sur
la transcription [5, 6]. Un des premiers
et plus directs arguments mettant en
lumiere un rdle de la transcription sur
I’épissage est venu de I’utilisation de
différents promoteurs qui, placés en
amont d’un méme géne au sein d’un
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plasmide, induisaient des profils d’épis-
sage différents [7]. Depuis, outre la
nature du promoteur, il a été montré que
des facteurs de transcription, des co-
activateurs et des enhancers transcrip-
tionnels, des facteurs de remodelage
de la chromatine ou des facteurs qui
affectent la structure de la chromatine,
pouvaient également modifier I’épissage
alternatif [8]. Pour expliquer ce méca-
nisme de couplage entre la transcription
par la Pol I et "épissage alternatif, deux
modeles, différents mais non exclusifs,
ont été proposés : le modéle du recrute-
ment de facteurs et le modéle cinétique.

Le modéle du recrutement

Dans ce premier modeéle, le domaine
carboxy-terminal (ou CTD) de la Pol |l
joue le role d’une plate-forme fixant des
facteurs d’épissage, permettant alors
une augmentation de la concentration
de ces facteurs aux sites d’épissage,
et influencant les décisions d’épis-
sage. C’est notamment le cas de SRSF3
(serine/arginine-rich splicing factor 3,
précédemment connu sous le nom de
SRp20) qui, en raison de son interaction
avec le CTD, peut moduler I’inclusion de
Iexon 33 (ou €DI) du gene de la fibro-
nectine [9].

Le modéle cinétique

Le second mécanisme par lequel la
machinerie transcriptionnelle influence
I’épissage alternatif est le modele ciné-
tique. Dans ce modéle, la vitesse d’élon-
gation de la transcription par la Pol
IlI'va influencer les décisions d’épis-
sage alternatif en modifiant la vitesse
a laquelle les sites d’épissage, ainsi
que les séquences régulatrices du pré-
ARN messager, vont étre exposés a la
machinerie d’épissage durant la trans-
cription. Il a ainsi été démontré que
des séquences induisant un ralentisse-
ment de la Pol Il ou I'usage de molé-
cules inhibant ou activant I’élongation
de la transcription, entrafnaient une
modification de I"épissage alternatif
[8]. Néanmoins, la preuve la plus tan-
gible vient de I'utilisation d’'un mutant
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de la Pol Il ayant une vitesse d’élon-
gation réduite, a la fois in vitro et in
vivo, due a une mutation au niveau du
domaine catalytique. La transcription
par ce mutant induit une augmentation
de Iinclusion de I’exon €DI du gene
codant pour la fibronectine [10]. Le site
3’ d’épissage de cet exon étant faible,
au contraire de celui de I’exon suivant,
I’hypothese émise afin d’expliquer ce
phénomene est la suivante : lors d’une
élongation normale ou rapide, les deux
sites 3’ d’épissage sont présentés simul-
tanément a la machinerie d’épissage
qui va préférentiellement « choisir » le
site fort, ce qui entrafnera une exclu-
sion de I’exon alternatif. Au contraire,
si ’élongation est lente, le site faible
sera présenté avant le site fort et I’exon
alternatif sera donc inclus (Figure 1). Il
est aussi important de noter qu’une fois
le site 3’ d’épissage reconnu en tant que
tel par la machinerie d’épissage, I’exon
sera toujours inclus dans I’ARN mature ;
peu importe I'ordre d’élimination des
introns.

Augmentation de I’exclusion

d’exons lors du ralentissement

de la transcription : une extension

du modeéle cinétique

Par ailleurs, des molécules connues
pour inhiber globalement I"élongation
de la transcription, comme le DRB ou
la camptothécine, ont été utilisées
pour réaliser des études a haut débit
de I’épissage alternatif [11]. Il a ainsi
été montré qu’une majorité des exons
alternatifs répondaient au modeéle ciné-
tique, mais également qu’une partie non
négligeable d’exons se comportaient
de maniere opposée, I'usage de ces
molécules induisant une augmentation
de leur exclusion. Un lien direct entre
cet effet sur I"épissage alternatif et
le mécanisme d’action de ces molé-
cules n’ayant pas été validé, nous avons
cherché a savoir si un ralentissement
de I’élongation pouvait effectivement
induire une augmentation de I’exclusion
d’exons alternatifs, et par quel méca-
nisme [12]. Ainsi, nous avons identifié

’exon 9 du géne CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regula-
tor), dont les mutations sont associées
a la mucoviscidose, comme un exon
dont I’exclusion était augmentée lors
d’un ralentissement de I’élongation. Cet
exon nous a alors servi de modele pour
déchiffrer le mécanisme moléculaire mis
en jeu. U'épissage de cet exon alterna-
tif est sous le contréle d’un polymor-
phisme en 3’ de Iintron 8 qui est capable
de recruter des facteurs inhibiteurs de
I’épissage, induisant ainsi son exclusion
de ’ARN mature. Nous avons montré
qu’un ralentissement de I’élongation
induisait un plus fort recrutement d’un
de ces inhibiteurs, la protéine €TR-3,
expliquant I’augmentation de I’exclusion
de I'exon (Figure 1). Un ralentissement
dans la synthese du pré-ARN messager
entrafnant un délai dans la stabilisation
de la machinerie d’épissage de part et
d’autre de I'exon (aussi appelée défi-
nition de I’exon), Iinhibiteur possédait
alors plus de temps pour se fixer sur
sa cible (la machinerie d’épissage et
le facteur inhibant I’épissage étant en
compétition).

Ce mécanisme s’applique @ une nouvelle
classe d’exons. €n cela, il ne contre-
dit pas le modéle cinétique, mais il en
constitue une extension particuliere.
Lexclusion de I’exon 9 du géne CFTR est
associée a une manifestation patholo-
gique. La possibilité que d’autres exons
essentiels soient soumis a une régula-
tion de méme nature mérite certaine-
ment de nouvelles investigations. ¢
Kinetic regulation of pre-messenger
RNA alternative splicing
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Comportement de peur:
role des interneurones
exprimant la parvalbumine

du cortex préfrontal médian

Julien Courtin, Cyril Dejean, Cyril Herry

> Les troubles anxieux représentent les
pathologies psychiatriques les plus fré-
quentes avec une prévalence de I'ordre
de 16 % dans la population mondiale
[1]. D’un point de vue clinique, il est
fondamental de mieux comprendre les
circuits neuronaux et les mécanismes
impliqués dans la régulation de ces
pathologies dans le but de dévelop-
per de nouvelles approches thérapeu-
tiques. Expérimentalement, les troubles
anxieux - et en particulier les réponses
émotionnelles de peur - peuvent étre
facilement modélisés chez le rongeur
par 'utilisation du conditionnement
auditif de peur; celui-ci consiste a
associer un stimulus sonore (le stimulus
conditionnel) a un choc électrique léger
délivré aux pattes de I’animal (le stimu-
lus inconditionnel). Au cours du condi-
tionnement, les animaux apprennent
que le son est prédictif de I"occurrence
du choc électrique. Par la suite, la pré-
sentation du seul son induit chez les
animaux conditionnés un ensemble de
réponses dont une réponse d’immobili-
sation (le freezing), qui est un indice de
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la peur de 'animal et qui, de plus, est
facilement quantifiable.

Circuits neuronaux impliqués dans les
réponses émotionnelles de peur

Le modéle canonique des circuits neu-
ronaux impliqués dans la régulation des
réponses émotionnelles de peur indique
que 'amygdale, une structure du lobe
temporal médian, joue un role clé dans
I’apprentissage du conditionnement de
peur [2, 3]. Au contraire, le cortex pré-
frontal médian, et en particulier I'aire
prélimbique, semble jouer un réle fonda-
mental dans 'expression de ces réponses
a la suite de I"apprentissage [4]. €n
particulier, des lésions ou des inacti-
vations de I'aire prélimbique bloquent
I’expression des réponses émotionnelles
de peur, et des modifications d’activité
de certains neurones de cette aire, for-
tement corrélées a ces réponses com-
portementales, sont observées [4, 5].
Alors que le role de I'aire prélimbique
dans P’expression des réponses com-
portementales de peur est bien établi,
celui des différents types de neurones de

cette région, ainsi que les mécanismes
sous-jacents impliqués dans I’expression
des réponses de peur, restent largement
inconnus. Le cortex est composé de deux
types principaux de cellules nerveuses,
des cellules excitatrices de projection
dont le neurotransmetteur principal est
le glutamate, et des cellules inhibi-
trices, appelées interneurones, qui uti-
lisent I’acide y-aminobutyrique ou GABA
comme neurotransmetteur. Les cellules
excitatrices de projection contactent des
régions distantes et vont permettre la
transmission de I'information nerveuse
a grande échelle. Les interneurones inhi-
biteurs, quant a eux, permettent notam-
ment de réguler précisément I'activité
de sortie des cellules excitatrices. De
multiples classes d’interneurones inhi-
biteurs existent, dont les fonctions sont
trés diverses [6]. Parmi ces populations
interneuronales, on distingue notam-
ment des interneurones exprimant la
parvalbumine (interneurones PV), qui
contactent les cellules de projection
excitatrices au niveau du corps cellu-
laire ou du segment initial de I’axone
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