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Epissage différentiel
des transcrits musculaires

Un méme géne peut comporter des exons potentiels qui
ne se retrouvent pas tous dans chacun de ses transcrits.
Leur utilisation alternative engendre ainsi plusieurs
types de messagers et, le plus souvent, plusieurs isofor-
mes protéiques. Ces mécanismes d’épissage alternatif
diversifient ainsi la gamme des fonctions que peut con-
troler un géne. Parfois associés a I’utilisation de pro-
moteurs et de sites de polyadénylation eux aussi alter-
natifs, les phénomeénes d’épissage différentiels sont tres
fréquents dans le muscle et le cerveau, tissus constitués
de cellules qui ne se divisent pas ; ils permettent ainsi
une adaptation des messages de génes importants a dif-
férentes phases de la différenciation terminale et en
réponse a des stimulations variées, sans passer par une
reprogrammation du génome qui pourrait survenir élec-
tivement lors de la réplication de ’ADN, et donc néces-
siter au moins un cycle de division cellulaire.

musculaire ou il contréle en grande
partie la diversité phénotypique des
différents types de fibres. Actuelle-
ment, on ne sait pas ce qui différen-

‘épissage est le mécanisme
qui permet de passer de la
structure morcelée de la
séquence codante des genes

(exons) a la séquence des
ARN messagers. Généralement la
totalité des exons se retrouve au
niveau des ARN messagers ; toute-
fois, dans un certain nombre de cas,
il se produit un choix et certains
exons sont utilisés de maniere diffé-
rentielle selon le contexte dans lequel
le géne est transcrit. On parle alors
d’épissage alternatif. Ce mécanisme,
qui permet d’augmenter la capacité
de codage des genes, semble étre par-
ticulierement utilisé dans le systeme

cie un exon constitutif d’un exon
alternatif. Toutefois, de plus en plus
de données expérimentales indiquent
que le choix d’un exon alternatif
implique D’action concertée d’élé-
ments en cus localisés aussi bien dans
les introns que dans les exons et de
facteurs agissant en trans. Pour ce qui
est des premiers, de nombreux exem-
ples suggerent qu’ils interviendraient
par lintermédiaire de structures
secondaires. Quant aux seconds, ils
sont généralement spécifiques de sta-
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des de développement particuliers ou
de tissus.

Une des caractéristiques du tissu mus-
culaire est I’extréme diversité des pro-
téines qui y sont exprimées. En parti-
culier, chaque type de muscle est
caractérisé par des protéines isomor-
phes qui lui sont spécifiques. Se pose
alors le probleme de savoir comment
se crée une telle diversité. Deux hypo-
théses peuvent étre envisagées : (1) la
multiplicité des formes protéiques est

corrélée a une multiplicité de genes ;
(2) chaque gene est capable de coder
pour plus d’une protéine. Dans ce der-
nier cas, deux mécanismes sont a con-
sidérer : soit un réarrangement de
fragments génomiques, soit un épis-
sage alternatif de certains exons. Ce
dernier mécanisme semble &tre tres
fréquemment utilisé dans les tissus
musculaires et dans le systtme ner-
veux. Il est a remarquer que ces deux
tissus sont constitués de cellules a
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durée de vie tres longue, qui ont perdu
la capacité de synthétiser de I’ADN
mais qui sont susceptibles d’étre repro-
grammées sous I’effet d’effecteurs
externes. On voit alors I’avantage que
représente le phénomeéne d’épissage
alternatif dans ce processus.

Le but de cette revue est d’analyser
les différents types d’épissage alterna-
tif utilisés pour ’expression des genes
codant pour des protéines spécifiques
des muscles striés.

Figure 1. Epissage du transcrit pri-
maire chez les eucaryotes supé-
rieurs. Structure d’un fragment de
transcrit primaire composé de deux
exons séparés par un intron. Au
niveau de l’intron sont indiquées les
séquences consensus du site donneur
(5°), du site accepteur (3’) et du point
de branchement [1]. Le petit ARN
nucléaire U1 sous la forme de parti-
cule ribonucléoprotéique s’associe par
son extrémité 3’ avec la séquence
consensus du site donneur. De méme,
I'association de U2 se fait par appa-
riement avec la séquence consensus
du point de branchement en méme
temps qu’intervient un facteur protéi-
que associé a U2 (U2AF). En revan-
che, I'association avec U5 met en jeu
des interactions ARN-protéine ; quant
a U4 et U6, ils se fixent par l'inter-
médiaire des autres particules ribonu-
cléoprotéiques nucléaires. L’attache-
ment de toutes ces snRNP ainsi que
d’autres protéines conduit a la forma-
tion du complexe d’épissage (spliceo-
some). Dans ce complexe, il y a for-
mation d’une liaison 2°-5’ entre le A
du point de branchement et le G de
I’'extrémité 5’ de l’intron avec libéra-
tion de I’exon en amont et création
d’une forme en lasso. Puis il y a tran-
sestérification entre le 3’-OH du der-
nier nucléotide de I'exon amont et le
phosphate en 5 du premier nucléotide
de I'exon aval, ce qui provoque la liai-
son des deux exons et la libération de
l'intron sous sa forme en lasso, lequel
est ensuite linéarisé avant d’étre
dégradé. N : nucléotide ; R : purine ;
Y : pyrimidine ; IBP : facteur protéique
se liant a l'intron (intron binding pro-
tein).
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Rappel général
concernant le mécanisme
de I'épissage

A la différence de leurs homologues
bactériens, la plupart des genes de
cellules eucaryotes ont une structure
discontinue dans laquelle les séquen-
ces que I’on retrouvera dans les ARN
messagers (exons) sont interrompues
par des séquences qui en seront
exclues (introns). Entre la formation
des transcrits primaires et I’apparition
des messagers dans le cytoplasme
vont se dérouler toute une série
d’étapes parmi lesquelles I’élimination
précise des séquences correspondant
aux introns par le phénomene d’épis-
sage. Les introns sont démarqués par
des séquences consensus situées aux
extrémités 5 et 3 [1]. Ces séquen-
ces sont impliquées dans des phéno-
menes de reconnaissance avec des
petits ARN nucléaires intervenant
sous la forme de ribonucléoprotéines
(snRNP pour small nuclear ribonucleo-
protein). Au cours du processus d’épis-
sage, ’extrémité 5’ de l’intron (site
donneur d’épissage) est coupée et une
réaction de transestérification se pro-
duit entre le résidu guanosyl libéré et
un résidu adénosyl (point de branche-
ment) situé dans la partie 3’ de
I’intron, pour aboutir a la formation
d’une structure en lasso (m/s, suppl.
n® 7, vol. 2, p. 4). Ce point de bran-
chement se trouve au sein d’une
séquence conservée et il est situé
entre 18 et 40 nucléotides de I’extré-
mité 3’. Ensuite, une deuxiéme réac-
tion de transestérification se produit
au niveau de lextrémité 3’ (site
accepteur d’épissage) de I'intron qui
est a son tour coupée tandis que les
deux exons sont soudés I’un a I’autre
et que lintron est libéré sous sa
forme en lasso (voir figure I).
L’ensemble de ces réactions se pro-
duit dans une structure complexe qui
a recu le nom de spliceosome.

Les différents modes
d’épissage alternatif

Dans la majorité des cas, tous les
introns sont éliminés de telle sorte
que tous les exons présents au niveau
du transcrit primaire sont également
présents dans ’ARN messager cyto-
plasmique. Dans ces conditions, cha-
que unité de transcription donne

naissance a un seul transcrit stable.
Dans certains cas, la méme unité de
transcription peut donner naissance a
plusieurs ARN messagers stables par
I’exclusion de certains exons de cer-
tains transcrits. On parle alors
d’épissage alternatif dont nous allons
décrire brievement les différents
modes (figure 2). 1l va de soi que ces
différents modes ne sont pas exclu-
sifs les uns des autres, et bien sou-
vent, plusieurs d’entre eux sont uti-
lisés au niveau d’un méme gene.
C’est, par exemple, le cas des genes
codant pour les tropomyosines.
Mode combinatoire : les exons non
constitutifs peuvent étre considérés
comme des cassettes qui sont aussi
bien inclues qu’exclues des ARN
messagers. S’il existe plus d’un exon
de ce type, le nombre théorique
d’ARN messagers possibles est alors
de 2" n étant le nombre de ces
exons.

Ce type d’épissage a été décrit pour
le géne de la troponine T de muscle
squelettique rapide [2, 3] ou celui de
la troponine T cardiaque [4]. Dans le
premier cas, 1l existe 5 exons du type
cassette, tous localisés en série entre
le troisieme et le neuvieme exon. La
particularité de ce systeme réside
dans le fait que plus d’une de ces
cassettes peut étre présente en méme
temps sans pour autant changer le
cadre de lecture.

Exons mutuellement exclusifs : il
s’agit d’une paire d’exons de type
cassette qui ne peuvent étre présents
ensemble ni étre tous les deux
absents. Dans la plupart des cas,
I’absence ou la présence simultanée
des deux exons provoque un change-
ment de cadre de lecture.

Ce mode d’épissage se retrouve pour
les geénes des tropomyosines [5-7]
ainsi que pour le gene de la tropo-
nine T de muscle squelettique
rapide [8].

Sites accepteurs ou donneurs inter-
nes : il existe des exons qui, dans
certaines conditions, ne sont pas
reconnus dans leur intégralité mais
seulement partiellement. Cette recon-
naissance partielle correspond a
I’existence de sites donneurs ou
accepteurs d’épissage au sein de
I’exon considéré. Ce mode d’épissage
alternatif a été décrit dans le gene
codant pour une chalne légere de la
myosine cardiaque (MLCI1, pour
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myosin  light chain 1c¢) chez les
oiseaux [9].

Rétention d’intron : dans certains
Exon de type cassette cas, un intron peut ne pas étre éli-
miné. Ce mode d’épissage a été
décrit de nombreuses fois dans divers
systemes. Toutefois, dans le systeme
musculaire, un des rares exemples
semble étre celui du geéne codant
pour I’acétylcholinestérase [10].
Exons multiples en 5’ eten 3’ : dans
de nombreux systemes, les ARN mes-
sagers produits par épissage alternatif
sont issus de transcrits primaires dif-
férents. Cette différence de transcrits
Site accepteur interne primaires est due au fait qu’il existe
soit des sites distincts d’initiation de
la transcription, soit des signaux mul-
tiples pour la polyadénylation des mes-
sagers, chacun de ces signaux étant
contenu dans des exons séparés.
Site donneur interne Cas des promoteurs multiples:
I’exemple le plus étudié correspondant
a cette situation est celui du géne qui
code pour les chaines légeres de la
myosine du type MLCI1/MLC3
[11-13]. On a également décrit plu-
Intron retenu sieurs promoteurs pour le géne qui
code pour ’aldolase A [14-16]. Enfin,
certains genes codant pour des tro-
pomyosines ont également plusieurs
promoteurs [17, 18].

Sites multiples de polyadénylation :
Promoteurs alternatifs cette situation a été essentiellement
décrite pour les genes de drosophile.
Chez les vertébrés, I’exemple type est
celui des geénes codant pour les tro-
pomyosines [5-7, 17-20].

Exons mutuellement
exclusifs

Sites de polyadénylation £ . e
altornatits Régulation de I'épissage
alternatif

L’examen des résultats qui ont été
publiés au cours de ces dernieres
Exons alternatifs années fait clairement apparaitre que
des éléments essentiels pour le con-
tréle de ’épissage alternatif doivent
étre contenus dans la séquence du
Figure 2. Les différents modes d’épissage alternatif. Les fléches indiquent transcrit primaire (éléments agissant
des initiations de transcription. en cis), mais il est non moins clair
que dans les cas d’épissage alternatif
spécifique d’un tissu ou d’un stade
de développement, il faut faire inter-
venir des éléments additionnels sous
la forme de facteurs diffusibles (fac-
teurs agissant en trans). En effet, cer-
tains genes produisent plusieurs types
de transcrits primaires, c’est le cas
des geénes possédant des exons mul-
tiples en 5 ou en 3’. Dans ces cas,
on peut penser que Ces transcrits m—

- Exons constitutifs
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contiennent suffisamment d’informa-
tion en cis pour contrdler un profil
d’épissage particulier. Dans ces con-
ditions, 1l n’est pas nécessaire
d’impliquer des facteurs agissant en
trans. En revanche, avec les génes qui
produisent plusieurs messagers a par-
tir d’un transcrit primaire unique, il
faut obligatoirement faire intervenir
des facteurs agissant en trans.

Sur le plan des mécanismes de con-
trole, on peut diviser I’épissage alter-
natif en deux catégories selon que le
choix des sites d’épissage est gou-
verné exclusivement par des éléments
agissant en c¢is ou par une combinai-
son d’éléments agissant en cs et de
facteurs agissant en trans. Dans ce
dernier cas, les éléments en cis peu-
vent étre particuliers au mode d’épis-
sage alternatif envisagé ou faire par-
tie des éléments consensus de 1’épis-
sage en général.

Régulation par des éléments en cis.
Le meilleur exemple de ce type de
régulation est fourni par le géne qui
code pour les chalnes légeres de la
myosine de type MLC1/MLC3. Ainsi
que le montre la figure 3, ce gene est
constitué par 9 exons. Les deux pre-
miers sont commandés chacun par un
promoteur différent et sont suivis par
deux exons alternatifs tels que I’exon 3
est toujours associé a l’exon 2 et
I’exon 4 a I’exon 1. Ce geéne produit
deux transcrits. L’un, qui code pour
la chaine légere MLC1, est présent
dans tous les muscles embryonnaires
et dans les muscles adultes de type
rapide, alors que I’autre code pour la
chaine légere MLC3 et n’est essentiel-
lement présent que dans les muscles
adultes de type rapide.

Pour analyser les mécanismes de
régulation, la méthode de choix con-
siste a fabriquer un minigeéne consti-
tué par un promoteur ubiquitaire (le
plus souvent, on utilise un des pro-
moteurs du virus SV40) suivi par les
exons dont on veut étudier le mode
d’épissage. Le tout est terminé par un
exon portant un signal de poly-
adénylation afin de stabiliser les
transcrits. Ce minigéne est ensuite
introduit dans une cellule donnée et
la nature des produits d’épissage est
ensuite analysée. Si on réalise une
telle expérience avec les exons du
géne MLC1/MLC3, on constate que
si le minigéne comporte les exons 1,
3 et 4, l'exon1 sera associé a

I’exon 4. En revanche, si le minigene
comporte les exons 2, 3 et 4, alors
I’exon 2 sera associé a l’exon 3 et
I’exon 4 sera toujours exclu [21]. Par
ailleurs, si on introduit le couple des
exons 3-4 entre deux exons provenant
d’un gene hétérologue (par exemple,
deux exons du gene de I'insuline), on
constate que c’est systématiquement
I’exon 4 qui est utilisé. On voit donc,
dans ce systeme, que tout se passe
comme si, une fois I’exon initial
choisi (exon 1 ou exon 2), le choix du
deuxieme exon était entiérement
déterminé. Par ailleurs, I’expérience
avec le minigene hétérologue indique
que les exons 3 et 4 ont peu ou pas
d’affinité I'un pour l'autre et que
I’exon 4 est dominant sur l’exon 3
vis-a-vis d’un site donneur hétérolo-
gue. Pour expliquer I’ensemble de ces
données, on peut imaginer que I’uti-
lisation de I’'un ou de ’autre promo-
teur entraine la formation, au niveau
du transcrit primaire, d’une structure
secondaire particuliere qui va favori-
ser I'utilisation préférentielle soit de
I’exon 4 avec le promoteur 1, soit de
I’exon 3 avec le promoteur 2. Nous
reviendrons plus en détail sur ce pro-
bleme de structure secondaire dans
un de nos prochains exemples.

Régulation combinée par des élé-
ments en cis et des facteurs agissant
en trans. Cette catégorie regroupe la
majeure partie des transcrits soumis a
épissage alternatif. Nous limiterons
cette partie a I’analyse de deux exem-
ples : d’une part, celui du geéne qui
code pour la 8 tropomyosine de mus-
cle squelettique et, d’autre part, celui
qui code pour la troponine T de cceur.

La figure 4 présente la structure du
géne B tropomyosine de poulet [6].
Ce geéne possede deux promoteurs ;
le plus en 5’ étant utilisé dans les tis-
sus musculaires, squelettique et lisse,
alors que le promoteur interne est
utilisé exclusivement dans le tissu
non musculaire. Outre ces deux pro-
moteurs, on note la présence de deux
exons en 3’ : I’exon 9A est exclusi-
vement utilisé dans le muscle du
squelette alors que ’exon 9B est uti-
lisé aussi bien dans le muscle lisse
que dans le tissu non musculaire.
Enfin, il existe deux exons internes
soumis a épissage alternatif : ’exon
6A, utilisé dans le muscle lisse et le
tissu non musculaire, et ’exon 6B,
utilisé uniquement dans le muscle du
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Figure 3. Organisation du géne codant pour les chaines Iégéres de la myosine de muscle squelettique rapide
(MLC1/MLC3). La partie supérieure représente la structure simplifiée du géne. Les fléches représentent les deux ini-
tiations de la transcription. L’indication « stop » sur I'exon 8 marque la fin de la séquence codante. La partie infé-
rieure représente les deux ARN messagers.

squelette. Ce geéne produit trois
transcrits codant pour trois protéi-
nes : la 8 tropomyosine de muscle
squelettique, la B tropomyosine de
muscle lisse et une tropomyosine non
musculaire. Bien qu’il y ait deux
sites d’initiation de la transcription,
il est évident qu’ils n’influencent pas
I'utilisation des exons 6A et 6B, puis-
que le méme choix se produit au
niveau des transcrits présents dans le
muscle lisse (exon 6A) et le muscle
du squelette (exon 6B) qui sont ini-
tiés au méme promoteur. En revan-
che, la question peut se poser pour
les extrémités 3’, puisque I’exon 6A
est toujours associé a ’exon 9B et
I’exon 6B a I’exon 9A. Pour résou-
dre ce probleme, nous avons cons-
truit un minigéne contenant le pro-
moteur de SV40 associé aux exons 5,
6A, 6B et 7. Ce minigene a été
introduit dans des cellules musculai-
res et les transcrits ont été analysés
en fonction de I’état de différencia-
tion des cellules. Nous avons observé
que dans les cellules a 1’état myo-
blaste, la construction donne un
transcrit qui contient les exons 5, 6A
et 7 : alors qu’a I’état myotube, ce
m/s n® 7 vol. 6, septembre 90

6A 6B
5 1 2 1 3 45 78 SA 9B 3
ATG ATG TGA TGA

Spécifique du muscle Muscle lisse et tissu non musculaire

. Spécifique du muscle squelettique - Commun

4] Tissu non musculaire

Figure 4. Organisation du géne codant pour la § tropomyosine. La partie
supérieure représente I’organisation du géne. L’indication « ATG » représente
le début de la séquence codante alors que les « TGA » marquent la fin de
la séquence codante. Les trois ARN messagers ARN,, sont représentés en
dessous. | : ARN,, dans le tissu non musculaire ; Il : ARN,, dans le muscle
lisse ; Il : ARN,, dans le muscle squelettique.
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transcrit contient les exons 5, 6B et
7. Trois conclusions s’imposent
immédiatement : premierement,
I’épissage alternatif des exons 6A et
6B est indépendant des séquences en
5 et en 3’ du gene ; deuxiemement,
les éléments de régulation en cis sont
localisés sur le fragment génomique
compris entre les exons 5 et 7 et,
troisiemement, des facteurs agissant
en trans sont nécessaires puisque les
transcrits primaires sont identiques
dans les myoblastes et les
myotubes [22].

Afin de comprendre la nature des
éléments en cis, nous avons, d’une
part, comparé l’intron alternatif
(celul qui sépare les exons 6A et 6B)
a des introns constitutifs et, d’autre
part, analysé la séquence du transcrit
primaire entre I’exon 5 et ’exon 7
en utilisant un programme informa-
tique permettant la prédiction de
structures secondaires dues a des
appariements de bases.

L’examen de I'intron alternatif a fait
apparaitre une distribution particu-
liere des nucléotides. En effet, I’extré-
mité 3’ de l’intron est particuliére-
ment riche en pyrimidines et cette
suite de pyrimidines s’étend sur une
centaine de nucléotides alors que,
dans un intron constitutif, elle ne
dépasse pas la dizaine. L’existence
d’une région riche en pyrimidines
n’est pas spécifique du geéne 3 tro-
pomyosine, ni méme des génes mus-
culaires, mais sa présence est systé-
matiquement associée au fait que
I’exon qui suit est impliqué dans un
processus d’épissage alternatif. Cette
séquence riche en pyrimidines pour-
rait interagir avec des facteurs d’épis-
sage leur permettant de jouer un role
régulateur.

L’analyse informatique du transcrit
primaire entre les exons 5 et 7 a fait
apparaitre des structures secondaires
impliquant de maniere alternative les
exons 6A et 6B. Comme on peut le
voir sur la figure 5, I’exon 6B pour-
rait étre bloqué dans une structure de
type tige-boucle, la tige étant consti-
tuée en partie par |’appariement des
séquences exoniques en 5 avec des
séquences exoniques situées au milieu
de I’exon et par ’appariement des
séquences exoniques en 3’ avec des
séquences situées en 3’ de !’intron
qui sépare les exons 6A et 6B. La
réalité de la structure secondaire a

été testée en introduisant des chan-
gements de la séquence nucléotidique
dans les régions supposées appariées,
en particulier dans la séquence 5’ de
I’exon, dans la séquence 3’ de I’exon
et dans la séquence 3’ de I’intron, et
en réintroduisant ces constructions
dans des cellules musculaires. Sans
entrer dans les détails, les résultats
obtenus peuvent se résumer de la
maniere suivante : (1) la structure
théorique telle qu’elle est présentée
sur la figure 5 n’est vraisemblable-
ment pas la structure réelle, mais les
résultats obtenus semblent pourtant
faire intervenir une structure secon-
daire qui reste encore a définir ; (2)
les régions en 3’ de I'intron et en 5’
de ’exon jouent un role capital dans
le controle de I'épissage alternatif,
dans la mesure ou toute modification
de ’une comme de l’autre entraine
I’utilisation constitutive de ’exon 6B,
quel que soit I’état de différenciation
de la cellule musculaire. En conclu-
sion, on peut proposer que dans une
cellule musculaire non différenciée,
I’exon 6B se trouve dans une struc-
ture secondaire qui le rend invisible
a la machinerie d’épissage ; dans ces
conditions, I’exon 6A est utilisé. Au
cours de la transition entre myoblaste
et myotube, 1l apparait un/des fac-
teur(s) qui va/vont reconnaitre la
région 3’ de I'intron et/ou la région
5’ de ’exon, empéchant la structure
secondaire de se former et permettant
ainsi I’utilisation de I’exon 6B
(figure 5). Inutile de dire que la
nature de ce(s) facteur(s) est comple-
tement inconnue de méme qu’est
inconnu le mécanisme qui assure le
caractere mutuellement exclusif des
deux exons. A ce sujet, il est inté-
ressant de signaler qu’il existe un cas
d’épissage alternatif ou ce mécanisme
a été élucidé. C’est celui de I’épissage
alternatif des exons 2A et 2B du gene
a tropomyosine. Dans ce geéne, on
s’est apercu que le point de branche-
ment de I'intron qui sépare les deux
exons est situé a 42 nucléotides de
I’extrémité 5° de !'intron, ce qui
inhibe la premiere étape de la réac-
tion d’épissage [23]. Un mécanisme
trés simple peut donc contréler le
caractere mutuellement exclusif de
deux exons ; toutefois un tel méca-
nisme n’est pas général.

Le deuxieme exemple que je souhai-
terais mentionner est celul du gene
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Figure 5. Exemple de structure alternative du transcrit primaire autour
des exons 6A et 6B du géne ( tropomyosine. La partie supérieure repré-
sente la structure autour de I'exon 6B ainsi que sa représentation schémati-
que. En dessous est représentée la structure alternative autour de I'exon 6A.
Dans les deux cas, les nucléotides associés a des astérisques sont dans I'exon.
Les fleches indiquent les bordures 5’ et 3’ des exons. Enfin, la région hachu-
rée représente la région riche en pyrimidines. La partie inférieure est une repré-
sentation schématique du changement dans le mode d’épissage qui se pro-
duit au cours de la myogenése. Dans les myoblastes, I'exon 6B est séquestré
par la structure secondaire et I’'épissage se fait entre I'exon 6A et I'exon 7.
Au cours de la transition myoblastes/myotubes, il apparaitrait un facteur per-
mettant a I’exon 6B d’étre reconnu par la machinerie d’épissage, ce qui pro-
voquerait un changement d’appariement de la région riche en pyrimidines et
formation de la structure autour de I'exon 6A. Dans ces conditions, |’épissage
se fait entre les exons 5, 6B et 7.
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qui code pour la troponine T du
muscle cardiaque. Ce geéne produit
deux transcrits : le plus important
correspond 2 la troponine T cardia-
que et est synthétisé aussi bien chez
Iembryon que chez I’adulte. Le
second est un transcrit mineur qui
n’est présent que chez I’embryon
dans les muscles squelettiques. Les
deux transcrits different entre eux par
I'exclusion de I’exon 5 (forme cardia-
que) ou son inclusion (forme squelet-
tique) [4]. L’utilisation de minigene
réintroduit dans des cellules en cul-
ture a montré qu’aucune séquence en
5 ou 3’ n’est requise pour contrbler
I'utilisation de I’exon 5 [24]. En
revanche, quel que soit le contexte
cellulaire dans lequel il s’exprime, le
minigene produit toujours les deux
transcrits dans un rapport constant,
ce qui traduit un phénomene de
compétition pour [utilisation de
I’exon 5. Pour expliquer la régulation
dans ’organisme, il faut donc faire
intervenir des facteurs agissant en
trans, mais 1l suffit qu’ils reconnais-
sent de maniere différentielle I'un des
éléments constitutifs de 1’épissage
pour influencer cette compétition et
pour que ’exon 5 soit ou non inclus.
A Tappui de cette proposition, on
peut remarquer qu’il suffit de chan-
ger un nucléotide (remplacement
d’'un T en G) en position +35 dans
Iintron (donc dans la séquence du
site donneur d’épissage) qui suit
I’exon 5 pour que cet exon devienne
constitutif [25].

Implications biologiques
de I'épissage alternatif

Les effets fonctionnels et les implica-
tions biologiques de 1’épissage alter-
natif sont souvent obscurs mais, du
fait de la multiplication des cas
d’épissage alternatif, on commence a
pouvoir dégager certaines corréla-
tions. Ainsi, I’épissage alternatif va
permettre, a partir d’une quantité
limitée d’information génétique,
d’engendrer des familles plus ou
moins complexes de protéines iso-
morphes. De cette maniére, on va
pouvoir soit introduire une nouvelle
activité, soit moduler une activité
existante. C’est ce que nous avons vu
avec ’exemple des tropomyosines ou
celui de la troponine T. De méme,
I’épissage alternatif peut entrainer des m—
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modifications dans la localisation cel-
lulaire d’une protéine. C’est ce qui se
produit avec la protéine d’adhésion
cellulaire N-CAM, pour laquelle
I'inclusion d’un exon de type « cas-
sette » permet la formation d’un poly-
peptide dépourvu du domaine de liai-
son a la membrane, qui sera ainsi
sécrété au lieu d’étre exposé a la sur-
face [26]. Parallelement, 1’épissage
alternatif peut également étre utilisé
pour contr6ler I’activité d’un gene a
un niveau post-transcriptionnel ou
méme a un niveau purement traduc-
tionnel. En effet, ’utilisation d’exons
alternatifs correspondant a des
régions 5 ou 3’ non traduites pour-
rait permettre d’introduire des
signaux contr6lant de maniere diffé-
rentielle la traductibilité ou la stabi-
lité des ARN messagers. De méme,
I’utilisation d’un exon alternatif peut
provoquer un changement du cadre
de lecture qui va entrainer ’arrét de
la traduction du transcrit du fait de
I'introduction d’un codon stop. C’est
par exemple ce qui se produit dans le
cas du gene qui code pour une chaine
légére de myosine non musculaire
chez I’homme [27]. Ce géne, soumis
a épissage alternatif dans sa région 3’,
code pour une chaine légere de tissu
non musculaire et pour une chaine
légere de la myosine de muscle lisse.
De plus, dans le muscle squelettique,
il y a utilisation d’un autre exon alter-
natif, localisé dans la partie 5’ du
gene, qui change le cadre de lecture
et provoque une terminaison anticipée
de la traduction du transcrit. Ainsi,
dans le muscle squelettique, la trans-
cription du géne n’est pas modifiée,
mais il n’y a pas de protéine synthé-
tisée. Ce mode de régulation pourrait
étre tres général et trés important et
les exemples de son utilisation
devraient rapidement s’accumuler.

En conclusion, on voit I'importance
que peut avoir I'épissage alternatif
tant pour engendrer de la diversité
phénotypique que pour contréler
I’activité des genes. Cela est particu-
lierement important dans le cas du
systtme musculaire, puisque toute
cette régulation peut étre réalisée sans
reprogrammation transcriptionnelle de
’activité des genes. En revanche, cette
multiplicité de potentialités peut
représenter un point de faiblesse, puis-
que des mutations ponctuelles pour-
ront avoir des répercussions dramati-

ques dans plusieurs tissus (ou plu-
sieurs types de fibres dans le cas du
systeme musculaire). En effet, toute
mutation dans un exon commun pro-
voquera des anomalies de 1’ensemble
des protéines isomorphes et pourra
avoir des répercussions dans des tis-
sus différents. Jusqu’a présent,
aucune maladie musculaire n’a été
corrélée a un défaut d’épissage, mais
— compte tenu de leur taille ou de
leur complexité — les génes muscu-
laires sont des candidats susceptibles
de présenter de telles altérations Hl

Summary

Differential splicing of muscle
specific transcripts

RNA splicing is an ubiquitous
phenomenon which allows the dis-
persed  coding information of
eukaryotic gencs to be rcassem-
bled in the maturc RNA molecu-
les. In some cases not all the
cxons arc incorporated into
maturc mRNAs. This differential
incorporation of cxon 1is often
under developmental and/or
tissuc-specific rcgulation and
allows single genes to producc a
variety of protein isoforms. This
process of alternative splicing is
widely used in muscle cells to
gencrate the phenotypic diversity
of the various muscle fibers. At
the present time, little is known
about the mechanisms which dis-
tinguish between constitutively ver-
sus alternatively spliced exons.
Evidence is accumulating in sup-
port of the hypothesis that cis-
acting scquences, both in introns
and in exons, arc involved in the
control of this process together
with frans-acting factors. In some
casecs, it has been proposed that
the cis-acting elements could be
sccondary structures of the pri-
mary transcript, although thesc
structurcs remain to be proven.
The trans-acting factors are usually
developmental stage and/or tissue-
specific but nothing is known
about their nature.
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