NOUVELLE

Le code de I’épissage
et sa modulation thérapeutique
par des molécules chimiques

Philippe Jeanteur, Jamal Tazi

> U'épissage des genes est un passage
quasi obligé de 'expression génique chez
les eucaryotes supérieurs. De plus, pour
les trois quarts des genes de mammiferes
[1], il existe des possibilités alternati-
ves, parfois nombreuses, d’épissage de
chaque transcrit primaire, ce qui rend
compte au moins d’une grande partie de
I’écart entre le nombre de génes (environ
30000) et celui des protéines qui est
environ dix fois supérieur [2]. Lépissage
alternatif est donc un niveau essentiel de
la régulation qualitative de I'expression
des genes puisqu’il permet a une méme
séquence d’ADN de produire des protéines
différentes selon le tissu ou les conditions
d’environnement. Mais, en contrepartie
de son role créateur de diversité protéi-
que physiologique, I’épissage alternatif
est aussi une occasion de produire des
transcrits aberrants aux conséquences
pathologiques trés variées.

Epissage alternatif

et dégénérescence des sites d’épissage
Pour faire face a la multiplicité des sites
potentiels d’épissage et aleur faible con-
servation, la machinerie d’épissage, le
spliceosome, doit étre doué d’une grande
flexibilité (pour une revue récente, voir
[3]) et comporter a la fois des éléments
communs a tous les sites d’épissage et
d’autres, spécifiques de certains d’en-
tre eux, la combinatoire de ces différents
éléments réalisant un véritable « code de
I’épissage » permettant un choix régulé
des épissages alternatifs. Outre les jonc-
tions intron-exon qui sont insuffisantes
pour définir les sites d’épissage, ceux-ci
requierent des éléments supplémentai-
res de deux types : (1) des éléments cis
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tiennent a la famille des
protéines SR. Celles-ci
sont caractérisées par un
domaine de reconnais-
sance de I’ARN (RRM, RNA
recognition motif) et un
domaine RS ainsi appelé
pour sarichesse en rési-

régulatrices activatrices

ou inhibitrices et peu-

vent étre localisées dans

les exons aussi bien que

dans les introns, d’ou

quatre catégories : ES€ et

€SS d’une part (exonic splicing enhan-
cer et exonic splicing silencer), ISE et 1SS
(intronic splicing enhancer et intronic
splicing silencer), d'autre part ; (2) des
facteurs trans capables de reconnaitre
ces séquences et qui seront donc soit des
répresseurs, soit des activateurs.

La dégénérescence des sites d’épissage,
indispensable a I’épissage alternatif, ne
va pas sans inconvénients. Elle a en effet
pour conséquence I’existence de nom-
breux sites cryptiques (en particulier
dans les introns qui sont trés longs) nor-
malement trop faibles pour étre utilisés
de fagon significative, mais qui peuvent
facilement accéder a la compétence a la
faveur de simples mutations ponctuelles.
A I’inverse, ces mémes mutations peuvent
tout aussi bien inactiver des sites physio-
logiques. On observe d’ailleurs de plus en
plus d’épissages aberrants a I'origine de
maladies génétiques. Dans cette optique,
il importe d’avoir présent a I'esprit que
certaines de ces mutations, jusqu’alors
considérées comme de simples polymor-
phismes car n’affectant pas la séquence
codante, peuvent avoir en fait un reten-
tissement profond donc pathologique
sur la structure des protéines par le biais
d’altérations de I’épissage.

Les facteurs protéiques répresseurs
incluent des protéines liées aux hnRNP
(heterogenous ribonucleoprotein), tan-
dis que les facteurs stimulateurs appar-

dus arginine et sérine et
qui est engagé a la fois
dans desinteractions pro-
téine-protéine, et aussi
avec I’ARN. ’abondance
des résidus sérine confere
aux protéines SR une grande capacité de
phosphorylation qui affecte la régulation
de’épissage alternatif [4].

Les protéines SR

comme nouvelle cible thérapeutique
Les protéines SR ont donc une double spé-
cificité qui leur permet : (1) de contribuer
a la définition des exons et a la sélec-
tion des sites d’épissage par la recon-
naissance des séquences régulatrices de
I’ARN pré-messager; (2) d’y recruter la
machinerie d’épissage (spliceosome) par
des interactions protéine-protéine. Ainsi,
la création par mutation d’un nouvel
€SE pour une protéine SR donnée abou-
tira a I'inclusion de séquences normale-
ment introniques avec des conséquences
pathologiques évidentes. C’est le cas
du syndrome de Leigh (encéphalomyé-
lopathie avec retard mental et acidose
Iactique) ou une mutation dans I'intron
7 de la pyruvate déshydrogénase Ela
crée un site de forte affinité pour la pro-
téine SR SC35 activant a son voisinage un
site d’épissage normalement cryptique,
avec pour conséquence 'inclusion de
séquences introniques inactivant I'en-
zyme (Figure 1).

Afin de contribuer a I’identification de
nouveaux médicaments capables d’in-
terférer avec des épissages pathologi-
ques, nous avons entrepris de rechercher
des petites molécules chimiques ciblant
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le processus d’épissage. Notre premier fil
conducteur a été de rechercher des inhi-
biteurs de I'activité de phosphorylation
des protéines SR que nous venions de
découvrir associée a I’ADN topo-isomé-
rase | [5]. Certaines, parmi les molécules
actives, touchaient directement cette
enzyme [6], d’autres, les protéines SR
qui en sont les substrats [7]. Ces der-
niéres étaient particuliérement intéres-
santes car elles ouvraient la possibilité
de trouver des molécules spécifiques
de différentes protéines SR et donc de
différentes catégories d’épissage alter-
natif. Plusieurs molécules inhibant spé-
cifiquement les épissages dépendant
de plusieurs de ces protéines (ASF/SF2,

SC35 et SRp55), et appartenant toutes &
la famille des dérivés de I’indole, ont pu
étre déja sélectionnées.

Comme premiére étape de validation de
ces molécules pour supprimer des épis-
sages aberrants, nous avons utilisé les
cellules d’'un malade atteint du syndrome
de Leigh résultant d’une inactivation de la
pyruvate déshydrogénase €10, (Figure 1).
Aprés avoir précédemment montré qu’il
était possible de supprimer la production
de la protéine anormale en réduisant arti-
ficiellement par un siARN la quantité de
protéine SC35 dans les cellules [8], notre
dernier travail établit maintenant que
deux molécules dérivées de I'indole, et
sélectionnées pour inhiber spécifiquement

la protéine SC35, bloquent effectivement
I'utilisation du site cryptique a I'origine
de la protéine pathologique et restaurent
celle du site normal [7].

Uintérét des maladies génétiques comme
cible d’utilisation de ces petites molécules
est de se préter a des « preuves de con-
cept» dans des situations parfaitement
définies ou un événement unique crée la
pathologie. Un autre champ d’application
thérapeutique pourrait étre les infections
par des virus dont la production implique
des épissages alternatifs multiples (sida,
adénovirus...). Nous montrons en effet
que ces molécules bloquent la production
des ARN viraux du VIH-1 dans des cellu-
les chroniquement infectées. Quant au
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Figure 1. Correction d’une altération d’épissage responsable du syndrome de Leigh. Survenant dans la premiére année de I’enfant, le syndrome de Leigh
provoque des troubles neurologiques et moteurs trés séveres. A I’origine de cette maladie, une carence dans la production d’énergie des cellules de
Iorganisme. Plusieurs génes ont été mis cause dont des génes codant pour les sous-unités de la pyruvate déshydrogénase (PDH). Le cas présenté
sur ce schéma concerne une nouvelle mutation dans I'intron 7 du géne PDH €1t chez un patient atteint d’encéphalopathie et d’acidose lactique.
A. Représentation schématique des exon 6, 7 et 8 (rectangle bleu) et des introns 6 et 7 (trait). La particule U1 snRNP et les deux sous-unités du facteur
U2AF (U2AF 65 et U2AF 35) sont fixées respectivement aux sites d’épissage 5’ et 3’ pour permettre la reconnaissance de ces sites par la machinerie
d’épissage et ainsi favoriser I’'assemblage du spliceosome autour de ces sites. Les dinucléotides GU et AG, caractéristiques de la plupart des terminai-
sons introniques, sont également représentés. L'épissage physiologique qui utilise ces sites canoniques donne lieu a un seul messager. B. Chez le patient,
outre "ARN PDH €10t correctement épissé, il existe un messager aberrant qui résulte de 'utilisation d’un site donneur d’épissage cryptique localisé en
aval de la mutation. €n conséquence, cet ARN contient 45 nucléotides de I'intron 7 insérés en phase entre les exons 7 et 8. La mutation intronique située
26 nucléotides en aval de I’exon 7 transforme un G en A. Ce changement crée un site de haute affinité pour la fixation de la protéine SR SC35 (séquence
mutée GGCCGGAG au lieu de la séquence sauvage GGCCGGAG) et ainsi permet a SC35 de recruter la snRNP U1 sur un site cryptique situé 19 nucléotide en
aval de la mutation. Deux messagers sont donc produits : I'un correspondant au message sauvage, I'autre portant une insertion de 45 nucléotides de
I’intron 7. C. Lutilisation de petites molécules qui interferent avec I'activité de SC35 a permis in vitro de supprimer I’épissage aberrant tout en mainte-

nant I’épissage physiologique.
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cancer, qui est susceptible de représenter
une cible particuliérement importante en
raison de la multiplicité des événements
d’épissage alternatif, celle-ci méme rend
la situation tres complexe et impose un
travail important de défrichage préala-
ble. ¢

Selective modification of alternative
splicing by indole derivatives that
target SR protein splicing factors
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lyse de ces souris nous a
révélé une surprise... de

controlent la taille du cerveau

Vanessa Depaepe, Pierre Vanderhaeghen

> De méme que la puissance d’un ordi-
nateur dépend du nombre de ses micro-
constituants, le fonctionnementd’un cer-
veau dépend du nombre de ses neurones,
qui est notamment reflété par la taille
cérébrale. Les mécanismes développe-
mentaux responsables du contrdle de la
taille cérébrale incluent la régulation de
la prolifération, de la différenciation, de
la survie et de la migration des cellules
neurales. Le nombre de génes identi-
fiés qui contrdlent la taille cérébrale ne
cesse de croitre depuis quelques années,
en particulier grace a analyse de mode-
les de souris transgéniques, ainsi que
par I'identification de genes impliqués
dans des pathologies humaines caracté-
risées par un cerveau de taille anormale,
comme les microcéphalies [1].

A ce cortége de génes déterminant la
taille cérébrale vient maintenant s’ajou-
ter, de facon inattendue, une famille de
facteurs de guidage axonal, les éphri-
nes et leurs récepteurs Eph. Une étude
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récente a montré en effet
que certaines éphrines
peuvent controler la taille
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taille [2]. €n effet, a la
suite de I'expression ecto-
pique du ligand éphrine-
A5 par les progéniteurs
corticaux, les souris pré-
sentaient une diminu-
tion sévere de la taille du
cortex cérébral. 'analyse

du cortex cérébral chez la
souris, en régulant néga-
tivement le nombre de
progéniteurs neuraux, via
un mécanisme d’activa-
tion de 'apoptose [2]. Ce résultat est
d’autant plus étonnant que I'implication
des éphrines et leurs récepteurs Eph
dans les cascades apoptotiques n’était
pas connue :
bien caractérisés comme agents de gui-

ces facteurs sont surtout

dage cellulaire et axonal, notamment au
niveau du cortex cérébral [3, 4].

Comment en est-on arrivé a faire le lien
entre éphrines, taille cérébrale et apop-
tose ? Afin d’étudier plus avant I'impli-
cation des éphrines dans la genése des
connexions corticales, nous avions pro-
duit des souris transgéniques présentant
une expression ectopique de I’éphrine-A5
dans le cortex en développement. 'ana-

subséquente de ces sou-
ris a permis de montrer
que cette microcéphalie
corticale résultait d’une
déplétion prématurée en
cellules progénitrices du cortex, consécu-
tive a une vague apoptotique induite par
I’expression ectopique d’éphrine dans ces
cellules (F[gure 1). €n outre, cette vague
apoptotique était observée en I'absence
de toute altération notable de la proli-
fération, de la différenciation et de la
migration neurale dans le cortex, suggé-
rant un effet directement pro-apoptoti-
que des éphrines dans ce modéle.
Afin de tester cette hypothese, des expé-
riences in vitro ont été réalisées, qui
ont montré que I’éphrine-A5 recombi-
nante était capable d’induire rapide-
ment la mort de progéniteurs neuronaux
dissociés, et que cette mort cellulaire
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