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Résumé 

L'épissage alternatif est un mécanisme permettant d'augmenter la diversité protéique 

dans une cellule. Dans certains cas, les isoformes ainsi créés peuvent avoir des 

activités complètement différentes. Une telle situation implique le gène apoptotique 

Bel-x qui produit des isoformes ayant des activités antagonistes dans l'apoptose. Ces 

isoformes sont formés par l'utilisation de sites d'épissage 5' alternatifs. L'isoforme 

Bel-xL possède une activité anti-apoptotique alors que Bel-xs possède une activité 

pro-apoptotique. Mes recherches ont permis de trouver deux régions exoniques 

responsables de la régulation de l'épissage alternatif de ce gène. Une première région 

B2, située en aval du site d'épissage de Bel-xs, active la formation de !'isoforme Bel-

xs alors qu'une deuxième région B3, située en amont du site d'épissage de Bel-XL, 

active la formation de !'isoforme Bel-XL. Plus précisément, une sous-région B2G est 

principalement responsable de l'activité de la région B2 et possède une séquence 

constituée de trois séries de G pouvant recruter les protéines hnRNP F et hnRNP H. 

De plus, les deux dernières séries de G sont importantes pour l'activité de l'élément 

B2G ainsi que pour la liaison des protéines à cette séquence. Nous avons aussi montré 

que l'ajout de hnRNP Fou H dans une réaction d'épissage in vitro permet de moduler 

l'épissage de Bel-x en favorisant la formation de l'isoforme Bel-xs. Cette modulation 

n'est cependant pas obtenue lorsque que l'élément B2G est muté. Mon étude montre 

aussi que, in vitro, l'ajout des protéines hnRNP Al et SRp30c stimule la production 

de !'isoforme Bel-XL. Cet effet se ferait via un autre élément que B2G puisque ni 

hnRNP Al, ni SRp30c ne lient cette séquence. 



' 1 ntrod uction 

L'épissage dans toute sa complexité 

Chez les orgamsmes eucaryotes, les ARN pré-messagers (pré-ARNm) produits 

doivent subir plusieurs modifications post-transcriptionnelles avant d'être finalement 

traduits en protéines. Parmi ces modifications, on retrouve l'ajout d'une coiffe en 5', 

l'édition de certains nucléotides, l'épissage de l' ARN ainsi qu'une coupure et la 

polyadénylation à l'extrémité 3'. L'épissage des pré-ARNm est la modification qui 

consiste à supprimer du pré-ARNm certaines régions nommées introns et joindre les 

exons qui, une fois rassemblés, formeront l'ARNm mature. Ce mécanisme est le 

résultat de deux réactions de transesterification catalysées par une machinerie 

nommée le spliceosome. Cette dernière est principalement constituée de petites 

particules ribonucléiques nucléaires, soit les snRNPs Ul, U2, U4, US et U6, chacun 

composé de plusieurs protéines et d'un petit ARN nommé snRNA. En plus des U 

snRNPs, une cinquantaine de protéines indépendantes, dont des protéines à domaine 

sérine-arginine (protéines SR) et des hélicases à ARN forment le spliceosome. 

L'assemblage de cette machinerie sur le pré-ARNm se fait en plusieurs étapes 

successives (schéma 1). La première étape consiste à reconnaître les jonctions exon-

intron nommées les sites d'épis sage 5' et 3'. La séquence du site d' épissage 5' est 

reconnue par le snRNP Ul qui se lie à ce site via le snRNA Ul (Mount et al., 1983; 
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Site Site 
d"épissage 5' d"épissage 3· 

/ ~ 

Catalyse des deux réactions 
de transesterification 0 + 

Schéma 1. Assemblage du spliceosome sur un pré-ARNm. Les lignes 
correspondent aux introns et les boîtes aux exons. 

Rosbash et Seraphin, 1991 ). Quant au site d ' épissage 3 ', il est reconnu par 

l 'hétérodimère U2AF65135 qui se lie à la fois au site d' épissage 3' et à une séquence 

riche en pyrimidines retrouvée en amont de ce site (Zamore et Green, 1989; Zamore et 

al. , 1992). Le site de branchement est initialement reconnu par la protéine SFl/mBBP 

dont l' intéraction à ce site est stabilisé par l ' intéraction de cette protéine avec 

U2AF65135 (Berglund et al. , 1998; Berglund et al. , 1997). Par la suite, le snRNP U2 

viendrait se lier au site de branchement via une intéraction ARN-ARN en déplaçant 

SFl /mBBP. Suivant cette étape, le tri-snRNP U4/U5/U6 viendrait s' associer au 

spliceosome, ce qui provoquerait un remodelage du pré-ARNm lui donnant une 

structure propice pour effectuer les deux réactions de transesterification permettant 

d' accomplir l' épissage del ' ARN (Ares et Weiser, 1995; Nilsen, 1994). 
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ATG 

/ 

Stop 
ATG prématuré 

Stop 

Traduction 

Dégradation 
via le NMD 

Schéma 2. Contrôle de l'expression d'un gène par épissage alternatif affectant la 
stabilité d'un ARNm. 

Chez les eucaryotes supérieurs, certains exons ou portions d' exons peuvent parfois 

être inclus ou exclus de l ' ARNm mature et certains introns peuvent être retenus. Ce 

processus nommé épissage alternatif permet de former plusieurs ARNm à partir d' un 

seul type de pré-ARNm. Le principal avantage de ce mécanisme est d' augmenter la 

quantité et la diversité protéique dans une cellule. L' épissage alternatif peut aussi 

servir à contrôler l'expression de certains gènes en changeant, selon les exons inclus 

ou exclus, la stabilité de l' ARNm mature (schéma 2). En effet, l' inclusion ou 

l'exclusion de certains exons peut, dans certains cas, engendrer l'apparition d'un 

codon d' arrêt prématuré dans l 'ARNm qui sera par la suite susceptible d' être dégradé 

via la voie du NMD (nonsense-mediated RNA decay) (Lewis et al., 2003 ; Wollerton 

et al. , 2004). 
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Les exons alternatifs peuvent se présenter sous plusieurs configurations (schéma 3). 

Un exon alternatif peut être un exon cassette où, dans ce cas, il sera flanqué de deux 

introns et possédera des sites d'épissage 3' et 5' distincts. Une compétition entre deux 

sites d' épissage alternatifs ( 5' ou 3 ' ) peut aussi permettre l' inclusion ou l' exclusion 

dans l' ARNm mature d' une partie supplémentaire d'un exon. La rétention d'un intron 

peut aussi se produire dans le cas où un intron, situé entre deux exons constitutifs, est 

conservé dans l' ARNm mature. Un autre cas plus complexe, les exons mutuellement 

exclusifs, se produit lorsqu' il y a présence de deux exons alternatifs et où, uniquement 

un des deux exons à la fois est inclus dans l' ARNm mature. 

Exon cassette 

Rétention d'un intron 

Sites d'épissage 5' alternatifs 

Exons mutuellement exclusifs 

Sites d 'épissage 3' alternatifs 

Schéma 3. Représentation des différents types d'exons alternatifs pouvant être 
retrouvés dans les pré-ARNm. 
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Chez l'homme, l'épissage alternatif est plutôt la norme que l'exception puisqu'il est 

aujourd'hui évalué qu'environ 74 % des gènes humains multi-exoniques subiraient au 

moins un événement d'épissage alternatif (Johnson et al., 2003). Il y a donc plusieurs 

voies ou processus cellulaires qui sont régulés par l' épissage alternatif et un contrôle 

rigoureux de ce mécanisme permet que les bons isoformes soient formés dans les 

bonnes circonstances. Certains gènes épissés alternativement peuvent engendrer une 

très grande variété d'isoformes dont l'exemple le mieux connu est le gène Dscam, 

chez la drosophile, qui pourrait engendrer jusqu'à 38 000 isoformes différents 

(Schmucker et al., 2000). Les isoformes résultant de l'épissage alternatif peuvent 

avoir des activités complètement différentes. Le gène Bcl-x par exemple peut former, 

par épissage alternatif, deux protéines différentes, Bel-XL et Bcl-xs, qui possèdent 

respectivement une activité anti-apoptotique et pro-apoptotique (Boise et al., 1993). 

Aussi, l'épissage alternatif du récepteur Fas peut permettre de faire varier la 

localisation cellulaire des différents isoformes en engendrant soit des protéines 

cytoplasmiques, soit des protéines membranaires (Cascino et al., 1995). 

Les méthodes de modulation de l'épissage alternatif 

Plusieurs stratégies de modulation de l'épissage alternatif sont utilisées par la cellule 

afin d'activer ou de réprimer l'utilisation de sites d'épissage alternatif. Un premier 

facteur pouvant influencer l' épissage alternatif est la force des sites d' épissage 5' et 3' 
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7B 

Schéma 4. Contrôle de l'épissage alternatif du pré-ARNm de hnRNP Al par la 
formation d'une structure secondaire. 

présents sur le pré-ARNm ou leur capacité à lier les facteurs snRNP Ul ou U2AF65135
. 

En effet, plus un site d'épissage recrute aisément un ou l'autre de ces facteurs, plus il 

sera utilisé fréquemment favorisant ainsi l'inclusion ou l'exclusion de certains exons 

alternatifs. Un second facteur pouvant influencer l'épissage alternatif est la structure 

secondaire que prend le pré-ARNm qui sera épissé. En effet, il est connu que certains 

ARNs peuvent adopter une structure diminuant l'utilisation d'un site d ' épissage ou 

d 'un élément régulateur de l'épissage. Un tel événement se produit entre autre sur le 

pré-ARNm de hnRNP Al qui possède un exon cassette alternatif 7B situé entre les 

exons 7 et 8 (schéma 4). Une séquence intronique (CE6) située entre les exons 7B et 8 

montre une complémentarité importante avec le site d'épissage 5' de l'exon 7B. 

L'hybridation de cette séquence au site d'épissage empêche la liaison du snRNP Ul à 

ce site favorisant ainsi l'exclusion de l 'exon 7B (Blanchette et Chabot, 1997). 

Aussi, de plus en plus d'évidences suggèrent qu'un couplage existe entre la régulation 

de l'épissage alternatif et la transcription (Cramer et al. , 1997). Le mécanisme par 
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lequel une telle modulation est possible demeure cependant mal compns. Une 

hypothèse propose que cette modulation pourrait être due au recrutement par le 

domaine C-terminal (CTD) del' ARN polymérase II de facteurs d'épissage différents 

selon le promoteur utilisé pour la transcription du gène. Il fut en effet démontré que le 

pré-ARNm du gène de la fibronectine, l'inclusion d'un exon alternatif EDI est activé 

par les protéines SR ASF/SF2 et 908 et que la présence du CTD lors de la 

transcription est essentielle au recrutement de ces facteurs à leur site de liaison. De 

plus, le type de promoteur utilisé influence le recrutement de ces protéines à leur site 

de haute affinité (Cramer et al., 1999). Comme la vitesse de transcription peut varier 

selon le promoteur utilisé et que l 'ARN polymérase II peut faire des pauses à certains 

endroits lorsqu'elle transcrit, une hypothèse suggère que la processivité de l' ARN 

polymérase permettrait d'affecter la sélection des sites d'épissage. En effet, si la 

vitesse de transcription est lente ou que l 'ARN polymérase fait des pauses lors de la 

transcription, ceci laisse un plus grand temps pour la formation de structures 

secondaires ou pour le recrutement de facteurs régulateurs sur l 'ARN. Il fut montré 

sur le pré-ARNm de l'a-tropomyosine que l'ajout de sites provoquant des pauses de 

l' ARN polymérase II lors de la transcription favorise l'utilisation d'un élément 

régulateur DRE qui provoque l'exclusion de l'exon 3 de ce pré-ARNm (Roberts et al., 

1998). 

La méthode de régulation de l'épissage alternatif la mieux connue consiste au 

recrutement de facteurs trans, ayant la capacité de moduler l'épissage, à des sites 

spécifiques sur le pré-ARNm nommés éléments cis. Ceux-ci peuvent être localisés 
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aussi bien dans un exon que dans un intron et peuvent agir en activant l'utilisation 

d'un site d'épissage (respectivement « exonic splicing enhancer » (ESE) et « intronic 

splicing enhancer » (ISE)) ou en inhibant son utilisation ( « exonic splicing silencer » 

(ESS) et « intronic splicing splicing silencer » (ISS)). Plusieurs protéines sont 

aujourd'hui connues pour pouvoir se lier à des pré-ARNm et moduler leur épissage 

(exemple : les protéines SR, les protéines hnRNPs, TIA-1, les protéines à domaine 

KR, etc.). Parmi celles-ci, les protéines les mieux connues et les plus étudiées sont les 

protéines SR et hnRNPs. 

Les protéines SR, modulatrices de l'épissage alternatif 

La famille des protéines SR est constituée d'environ dix membres qui sont, de 

manière générale, reconnus pour promouvoir la sélection des sites d'épissage 

proximaux (Fu, 1995; Horowitz et Krainer, 1994). Plus spécifiquement, les protéines 

SR peuvent aussi agir comme des régulateurs de certains sites d'épissage alternatifs 

en liant des éléments cis situés à proximité des sites d'épissage. Ces protéines sont 

généralement constituées de un ou deux domaines RRM qui sont responsables de la 

liaison à I' ARN en reconnaissant une séquence de façon plus ou moins spécifique et 

d'un domaine riche en sérines et arginines (domaine SR) qui permettrait l'interaction 

avec d'autres protéines possédant un tel domaine (Graveley, 2000). Plusieurs études 

ont démontré que des éléments exoniques liés par des protéines SR permettaient 

d'activer l'utilisation d'un site d'épissage 5' (Bourgeois et al., 1999; Côté et al., 1999; 
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Ryner et al., 1996; Selvakumar et Helfman, 1999). Un de ces éléments est retrouvé 

sur le pré-ARNm du gène NCAM qui possède un exon alternatif E18. Cet élément 

situé dans l'exon El 7, lorsque lié par une protéine SR, favorise l'utilisation du site 

d'épis sage 5' de l'ex on E 17 au détriment de celui de l'ex on E 18 et permet ainsi 

d'augmenter le niveau d'exclusion de l'exon E18 dans l'ARNm (Côté et al., 1999). 

D'autres études suggèrent que l'activation d'un site d'épissage 5' par les protéines SR 

serait possible grâce au recrutement du snRNP Ul au site d'épissage et ce, via une 

interaction entre les domaines RS de la protéine SR activatrice et celui de la protéine 

Ul-70K qui fait partie intégrante du complexe snRNP Ul (Jamison et al., 1995; Kohtz 

etal., 1994). 

Les protéines SR ont aussi la faculté de moduler positivement (Black, 2003; Graveley, 

2000) ou négativement (Simard et Chabot, 2002) la sélection de sites d'épis sage 3'. 

Comme il est connu que le domaine RS des protéines SR peut interagir avec celui de 

la protéine U2AF65, il est possible que l'activation d'un site d'épissage 3' puisse être 

causée par le recrutement du dimère U2AF65135 au site d'épis sage 3' par une protéine 

SR liée à un élément cis situé près de ce site (Wu et Maniatis, 1993). 

L'implication des protéines hnRNP dans l'épissage alternatif 

Les protéines hnRNPs forment une deuxième famille de protéines dont certaines sont 

impliquées dans la régulation de l'épissage alternatif. Cette famille de protéines, 
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composée d'une vingtaine de facteurs (Mayeda et al. , 1994), est généralement connue 

pour antagoniser l' effet positif des protéines SR sur l' épissage alternatif (Mayeda et 

Krainer, 1992; Yang et al. , 1994). La protéine la plus étudiée de cette famille est la 

protéine hnRNP Al. Cette dernière est constituée de deux domaines RRM lui 

permettant de lier l' ARN (Buvoli et al. , 1990; Merrill et al. , 1988) ainsi que d'un 

domaine riche en glycine pouvant interagir avec d'autres protéines possédant un tel 

domaine (Cartegni et al. , 1996). Plusieurs exemples sont connus où un élément 

intronique lié par hnRNP Al est responsable de la modulation d' un site d'épissage 

alternatif. La protéine hnRNP A 1 est entre autre connue pour réguler l 'épissage 

alternatif de l' exon 7B de son propre pré-ARNm. L'exclusion de cet exon permet la 

formation de la protéine hnRNP A 1, alors que son inclusion permet la formation de la 

l 

l 

Schéma 5. Exclusion de l'exon 7B causée par la liaison de la protéine hnRNP 
Al par le modèle de « looping out ». 
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protéine hnRNP AlB (Buvoli et al., 1990). Ce pré-ARNm possède des séquences de 

haute affinité pour la protéine hnRNP Al dans chaque intron flanquant l'exon 7B et 

la liaison de cette protéine à ces séquences favorise l'exclusion de l'exon alternatif 

(Blanchette et Chabot, 1999; Chabot et al., 1997; Hutchison et al., 2002). Un modèle 

suggéré pour expliquer l'exclusion de l'exon 7B par la liaison des protéines hnRNP 

Al, est le modèle du «looping out» (schéma 5). Ce modèle propose que des 

protéines hnRNP A 1 liées dans les introns flanquant l'ex on 7B formeraient, en 

interagissant via leur domaine riche en glycines, une boucle qui rapprocherait le site 

d'épissage 5' de l'exon 7 du site d'épissage 3' de l'exon 8, ce qui favoriserait 

l'exclusion de l'exon 7B (Blanchette et Chabot, 1999; Nasim et al., 2002). Cette 

protéine pourrait aussi agir via d'autres mécanismes. Par exemple, la protéine hnRNP 

Al est aussi connue pour moduler l'épissage du gène tat du virus d'immunodéficience 

humaine 1 (VIH-1) en liant un élément situé dans l'intron 1 provoquant l'inclusion de 

cet intron. La liaison de hnRNP Al dans cet intron pourrait empêcher, par 

encombrement stérique la liaison d'un facteur d'épissage snRNP U2, inhibant ainsi 

l'assemblage du spliceosome à cet endroit (Tange et al., 2001). 

La protéine hnRNP Al peut lier des séquences exoniques et moduler l'exclusion ou 

l'inclusion de ces exons. Un tel exemple est observé dans l'exon 3 du gène tat de 

VIH-1 où la protéine hnRNP Al agit en réprimant l'exclusion de cet exon (Zhu et al., 

2001). En effet, la liaison de hnRNP Al à un site de haute affinité empêche, par 

encombrement stérique, le recrutement de la protéine SR SC35 qui elle, favorise 

l'inclusion de l'exon 3 dans l'ARNm mature. Le même évènement se produit dans 
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l' exon 2 de ce gène (Caputi et al. , 1999; Zahler et al. , 2004). Le gène FGFR2 

(fibroblast growth factor receptor 2) possède quant à lui un élément nommé SlO dans 

l' exon K-SAM qui, lorsque lié par hnRNP Al , favorise l' inclusion de cet exon (Del 

Gatto-Konczak et al. , 1999). Le mécanisme par lequel hnRNP Al favoriserait cette 

inclusion demeure cependant inconnu. 

Les protéines hnRNP H et hnRNP F sont deux autres protéines de la famille des 

hnRNPs bien connues comme étant des modulateurs de l'épissage alternatif. Ces deux 

protéines font partie d'une sous-famille de protéines composée des protéines hnRNP 

F, H, H' et 2H9 pouvant jouer des rôles dans l' épissage des pré-ARNm ainsi que dans 

la polyadénylation (Arbin et al., 2002; Min et al. , 1995; Veraldi et al. , 2001). Les deux 

protéines hnRNP H et F possèdent une séquence en acides aminés identique à 78 % et 

sont toutes deux formées de trois domaines quasi-RRM (similaires aux domaines 

RRM retrouvés chez les autres hnRNPs), un domaine riche en glycine-tyrosine-

arginine (GYR) ainsi qu' un domaine riche en glycine-tyrosine (Honore et al., 1995) 

(schéma 6). Les quasi-RRMs permettent aux protéines hnRNP F et H de lier l'ARN 

via différentes séquences composées de séries de G et il fut déterminé que la séquence 

hnRNP H RRM RRM 

hnRNP F RRM RRM 

Schéma 6. Principaux domaines des protéines hnRNP F et H. 
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GGGA semble être la séquence minimale permettant de lier tous les membres de cette 

sous-famille (Caputi et Zahler, 2001). Il y a cependant plusieurs autres séquences de 

liaison, toutes constituées d'une ou plusieurs séries de G, qui ont été répertoriées au 

niveau d'éléments régulateurs de l'épissage ou de polyadénylation (Arhin et al., 2002; 

Caputi et Zahler, 2002; Chen et al., 1999; Min et al., 1995). 

Plusieurs exemples sont connus où les protéines hnRNP F et H peuvent lier des 

éléments riches en G sur des pré-ARNms afin de moduler leur l'épissage. L'exemple 

le mieux connu est probablement la régulation de l'exon Nl du gène c-src par 

l'élément DCS (downstream control sequence) (Black, 1992; Chou et al., 1999; Min 

et al., 1995). L'exon cassette Nl, situé entre les exons 3 et 4, est inclus dans l'ARNm 

mature uniquement dans les cellules neuronales (Levy et al., 1987; Martinez et al., 

1987), et l'élément DCS est essentiel pour son inclusion. Une séquence GGGGGUG 

contenue dans cet élément est importante pour l'inclusion de l'exon Nl et peut être 

liée par hnRNP H dans plusieurs types cellulaires et par la protéine hnRNP F 

uniquement dans les cellules neuronales et dans ce cas, avec une plus grande affinité 

que hnRNP H (Chou et al., 1999; Markovtsov et al., 2000). Il est connu que la 

présence des deux protéines est importante pour l'inclusion de l'exon Nl et il est 

possible que ces protéines lient DCS simultanément sous forme d'hétérodimère (Chou 

et al., 1999). L'élément DCS comporte aussi une séquence riche en pyrimidines 

pouvant être liée par les facteurs PTB/hnRNP I ou nPTB (un isoforme de PTB 

retrouvé uniquement dans les cellules neuronales) et la présence d'un de ces facteurs à 

cet élément favoriserait le recrutement de hnRNP H à ce site. Le mécanisme d'action 
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par lequel ce complexe de ribonucléoprotéines agit n'est toujours pas élucidé, mais il 

serait possible que dans les cellules non neuronales, une protéine PTB lié à DCS 

puisse interagir avec une autre protéine PTB liée dans l' intron en amont de l'ex on N 1 

et, par «looping out», permettent l'exclusion de l'exon alternatif (Markovtsov et al., 

2000). Dans les neurones, la présence de nPTB empêcherait la formation de la loupe 

et l'inclusion de l'exon Nl serait favorisée. Le rôle exact des protéines hnRNP F et H 

demeure cependant toujours inconnu. 

La protéine hnRNP H est aussi impliquée dans l'inclusion de l'exon 6D du gène env 

du VIH-1 (Caputi et Zahler, 2002). En effet, la mutation d'une séquence AGUAG en 

AGCAG à l'intérieur de l'exon 6D permet le recrutement de la protéine SR SC35 à 

cet endroit. Ce site de liaison pour SC35 est situé à trois nucléotides d'une séquence 

GGGA pouvant lier la protéine hnRNP H et la présence des deux protéines dans 

l'exon 6D engendre le recrutement du snRNP Ul au site d'épissage 5' de cet exon. Le 

mécanisme d'action permettant l'inclusion de l'exon 6D demeure mal compris, 

cependant une explication suggérée propose que le recrutement de SC35 dans l'exon 

6D provoquerait un changement de conformation du complexe hnRNP H - snRNP U 1 

qui pourrait par la suite stimuler l'épissage de cette exon (Caputi et Zahler, 2002). 

L'épissage alternatif de l'exon 7 de la B-tropomyosine, inclus uniquement dans les 

muscles squelettiques, serait aussi contrôlé par la protéine hnRNP H (Chen et al., 

1999). Dans ce cas, la protéine hnRNP H liée au pré-ARNm de ce gène via une région 

riche en G située dans l'exon 7 près du site d'épissage 3', provoquerait l'exclusion de 

cet exon. Le mécanisme d'action demeure toujours inconnu, mais il est proposé que la 
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protéine hnRNP H pourrait agir en bloquant la liaison de protéines SR à des éléments 

activateurs potentiels se trouvant à proximité du site de liaison pour hnRNP H. 

D'autre part, une autre étude montre que hnRNP H pourrait bloquer l'utilisation d'un 

site d'épissage 5' composé de plusieurs G en liant ce dernier et en empêchant la 

liaison du snRNP Ul au site d'épissage (Buratti et al., 2004). De tels évènements 

furent observés dans les gènes NF-1 et TSH~ où la présence d'une mutation 

ponctuelle au niveau de site d'épissage, soit un changement d'un C pour un G à la 

position +5, crée un site de haute affinité pour la protéine hnRNP H au niveau du site 

d'épissage (Buratti et al., 2004). Chez le gène NF-1, cette mutation provoquant un 

dérèglement de I' épissage engendre une maladie nommée neurofibromatose de type 1 

(NF-1) (Baralle et al., 2003) alors que le dérèglement de l'épissage encouru chez 

TSH~ provoque une hypothyroïdie congénitale (Pohlenz et al., 2002). 

Malgré une grande ressemblance, les protéines hnRNP F et H n'ont pas toujours la 

même localisation cellulaire selon les tissus (Honore et al., 2004; Honore et al., 1999). 

Alors que hnRNP H se retrouve au noyau dans tous les types cellulaires testés jusqu'à 

présent, hnRNP F se retrouve dans la majorité des cas au niveau du cytoplasme. Dans 

quelques cas, hnRNP F est retrouvée autant au noyau qu'au cytoplasme (îlots de 

Langerhans, épithélium de I' endométriome) ou principalement au noyau (épithélium 

cervical utérin). En plus de la localisation différente, le niveau d'expression de ces 

protéines varie selon les tissus (Honore et al., 2004). En effet, la protéine hnRNP F se 

retrouve exprimée en grande quantité dans la plupart des tissus alors que l'expression 

de hnRNP H semble plus spécifique à certains tissus. Le niveau d'expression ainsi 
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que la localisation des protéines hnRNP F et H dans les tissus cancéreux sont 

différents de ceux retrouvés dans les tissus normaux. Dans la plupart des tissus 

cancéreux, hnRNP F se retrouve souvent exprimée en plus grande quantité et se 

localise autant au noyau qu'au cytoplasme. Quant à hnRNP H, elle est aussi exprimée 

en plus grande quantité mais, contrairement à hnRNP F, elle demeure habituellement 

au noyau (Honore et al., 2004). 

De plus, des études plus approfondies sur hnRNP H ont montré que cette protéine 

pouvait subir des modifications post-traductionnelles qui pourraient changer son 

activité. Il fut montré que la protéine hnRNP H, mais pas hnRNP F, pouvait subir un 

clivage protéolytique post-traductionnel produisant un fragment composé des deux 

premiers RRM de la protéine situés en N-terminal et un autre composé des deux 

domaines riches en glycines ainsi que du troisième RRM situés en C-terminal 

(Honore et al., 1999). L'activité de ces produits de clivage n'est toujours pas connue. 

Il fut de plus observé dans les cellules HL-60 que, lors de l'induction de l'apoptose 

par un traitement à l'acide rétinoïque ou à l'étoposide, il y a augmentation du niveau 

de phosphorylation des tyrosines de la protéine hnRNP H (Navakauskiene et al., 

2004). 

L'épissage alternatif et l'apoptose 
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Comme mentionné précédemment, l' épissage alternatif permet la synthèse 

d'isoformes qui peuvent parfois avoir des activités totalement différentes dans une 

voie cellulaire particulière. L'apoptose est l'une des voies connue pour être influencée 

par l'épissage alternatif. En effet, plusieurs gènes apoptotiques produisent des 

isoformes ayant soit des rôles antagonistes ( anti ou pro-apoptotique ), soit des 

localisations cellulaires différentes (membranaire, cytoplasmique, etc.) (Akgul et al., 

2004; Jiang et Wu, 1999). De plus, certains facteurs d' épissage sont aussi reconnus 

comme régulateurs de l'apoptose. Un de ces facteurs, TIA-1, aujourd'hui un facteur 

de régulation de l'épissage reconnu, fut tout d'abord découvert comme étant un 

activateur de l'apoptose (Tian et al., 1991). Cette protéine constituée de trois RRM est 

connue pour lier des séries de U situées en aval de sites d'épissage 5' et favoriserait la 

liaison du snRNP Ul à ce site (Del Gatto-Konczak et al., 2000; Forch et al., 2000). 

Une des cibles connue de cette protéine est le gène FGFR2 dont l'épissage de l'exon 

alternatif K-SAM peut être modulé par TIA-1 qui antagonise l'effet de hnRNP Al 

décrit plus haut sur cet exon (Del Gatto-Konczak et al., 2000). Une série de U située 

en aval du site d'épissage 5' de l'exon K-SAM permet le recrutement de cette protéine 

qui, une fois liée, stabilise la liaison du snRNP Ul, favorisant l'inclusion de cet exon 

alternatif dans l'ARNm mature. L'isoforme produit comportant l'exon K-SAM 

permettrait de reconnaître des facteurs de croissances différents de la famille FGF 

(Fibroblast Growth Factor) (Ornitz et al., 1996). TIA-1 peut aussi moduler le choix 

de sites d'épissage 3' dans le gène du récepteur Fas en favorisant la formation de 

!'isoforme pro-apoptotique de ce récepteur (Forch et al., 2000). En effet, la liaison de 

TIA-1 en aval du site d'épissage 5' de l'exon 5 de ce pré-ARNm favorise l'utilisation 

17 



du site 3' de l' exon 6 au détriment de celui de l' exon 7. Quoique le mécanisme 

demeure obscur, il est suggéré que la liaison de la protéine TIA-1 près du site 

d'épissage 5' pourrait provoquer un changement de conformation dans la structure du 

snRNP Ul qui favoriserait l'utilisation du site d'épissage 3' de l'exon 6 . TIA-1 peut 

aussi réguler l'épissage de son propre pré-ARNm en liant des séquences situées en 

amont de plusieurs sites d'épissage 5' faibles, soit les exons SA, 6A et 8A (Le Guiner 

et al., 2001). L'inclusion de l'un ou l'autre de ces exons provoque l'apparition d'un 

codon d'arrêt prématuré qui pourrait engendrer soit la formation d'une protéine 

tronquée, soit la dégradation de I' ARNm mature via la voie du NMD. Comme la 

surexpression de TIA-1 dans une cellule favorise l'inclusion de ces exons, il est fort 

probable que ce mécanisme soit en fait une façon de réguler le niveau d'expression de 

cette protéine dans une cellule. 

D'autres facteurs d'épissage pourraient aussi avoir une implication dans la régulation 

de l'apoptose puisqu'une surexpression de ces protéines est observée dans des types 

de cancers ou dans des lignées de cellules cancéreuses. Le facteur d'épissage SPF45, 

activateur d'un site d'épissage cryptique de la ~-globine (Lallena et al., 2002), est 

surexprimé dans plusieurs types de cancers comme le cancer de la vessie, du sein, du 

colon, des poumons, du pancréas et de la prostate (Sampath et al., 2003). 

Le gène Ich-1 ( caspase-2) est un exemple bien connu de gène apoptotique épissé 

alternativement pouvant produire deux protéines ayant des effets antagonistes dans 

l'apoptose. La forme courte de la caspase-2 (Casp-2S) possède une activité anti-
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Schéma 7. Régulation de l'épissage alternatif du pré-ARNm de Caspase-2 par 
l'élément InlOO. 

apoptotique alors que la forme longue (Casp-2L) possède une activité pro-apoptotique 

(Wang et al. , 1994). L'inclusion de l 'exon 9 dans l' ARNm mature engendre la 

formation d' un codon d ' arrêt prématuré et permet ainsi la formation de !' isoforme 

Casp-2S, alors que l 'exclusion de l' exon 9 permet de former !' isoforme Casp-2L. Il 

fut démontré in vivo que la surexpression de protéines SR comme SC35 ou ASF/SF2 

favorise l' exclusion de l' exon 9 alors que la surexpression de la protéine hnRNP Al 

permet son inclusion (Jiang et al. , 1998). L' épissage de Ich-1 est aussi contrôlé par un 

élément intronique (InlOO) situé en aval de l' exon alternatif qui inhibe l' inclusion de 

cet exon (schéma 7) (Côté et al. , 2001). Cet élément, en recrutant un complexe 

contenant le snRNP U2 et U2AF65
, agit comme site d'épissage 3' non utilisable et qui 

empêche ainsi l'inclusion de l'exon 9. Une deuxième partie de l'élément InlOO peut 

lier la protéine hnRNP I/PTB qui agit aussi, par un mécanisme toujours inconnu, en 

inhibant l' inclusion de l'exon 9 (Côté et al. , 2001). En plus du contrôle par les 

facteurs d ' épissage, le promoteur utilisé pour transcrire le gène Ich-1 permettrait aussi 

de moduler son épissage alternatif (Logette et al. , 2003). En effet, l'utilisation du 

promoteur le plus distal permet la formation des deux isoformes alors que le 

promoteur proximal favorise la formation de l' isoforme Casp-2S. Cette modulation 
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serait causée par l'inclusion d'exons 1 différents contenant des codons d' initiation de 

traduction (AUG) différents selon le promoteur utilisé. 

Le gène apoptotique Bcl-x 

Bcl-x est un gène apoptotique bien connu dont les deux principaux isoformes, Bcl-xs 

et Bcl-xL, ont des effets antagonistes dans l' apoptose. Ces deux isoformes sont formés 

par l'utilisation de deux sites d'épissage 5' de l' exon 2 (schéma 8) (Boise et al. , 

1993). L'utilisation du site d'épissage 5' distal permet de former !' isoforme pro-

apoptotique Bcl-xs (S pour Short) alors que l'utilisation du site d' épissage 5' proximal 

permet la formation de l'isoforme anti-apoptotique Bcl-xL (L pour Long). La protéine 

Bel-XL peut se localiser à la membrane mitochondriale via son domaine trans-

'' : ' 
,./ : 

Pré-ARNm 

Exon 1 lntron 1 

332 nt ~:: ~t . 487 nt 

.. ... j 

· ........... . 
Sit;·· ...... . 

Bcl-xL 
Anti-apoptotique 

d'épissage 5' ·· ....... . 
/(proximal) 

-- lntron 2 
55 000 nt 

189 nt 1505 nt 

Bcl-Xs 
Pro-apoptotique 

Schéma 8. Structure du pré-ARNm de Bcl-x ainsi que des isoformes Bel-XL et 
Bcl-xs. 
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membranaire où elle agirait en préservant l'intégrité de la membrane mitochondriale 

empêchant par le fait même la sortie du cytochrome c dans le cytoplasme, un 

évènement qui engendre l'apoptose de manière irréversible (Shimizu et al., 2000). 

Bel-XL pourrait aussi lier la protéine Apaf-1 et inhiber ainsi l'activation des caspases 

pouvant être engendrée par celle-ci (Hu et al., 1998). L'hétérodimérisation de Bel-xL 

avec les protéines Bax et Bak permettrait d'inhiber leurs effets pro-apoptotiques, alors 

que l'interaction avec les protéines à domaine BH3 seulement inhibe l'activité anti-

apoptotique de Bel-XL (Cory et Adams, 2002; Cory et al., 2003; Danial et Korsmeyer, 

2004). En ce qui concerne Bel-xs, il pourrait agir en inhibant les effets anti-

apoptotiques de Bel-XL et de Bel-2 en se liant à ceux-ci (Minn et al., 1996). Les autres 

mécanismes d'action de Bel-xs demeurent mal compris. Selon le type cellulaire, Bel-

xs pourrait provoquer l'apoptose de manière dépendante des caspases et de la sortie 

du cytochrome c dans le cytoplasme (Braun et al., 2003; Lindenboim et al., 2000) ou 

au contraire, indépendamment des caspases et de la libération du cytochrome c 

(Fridman et al., 1999). 

D'autres isoformes, moins étudiés, sont aussi produits par le gène Bel-x (schéma 9). 

Un de ces isoformes, Bel-xp, est formé lorsque les sites d'épissage 5' de l'exon 2 ne 

sont pas utilisés et qu'une partie de l'intron est traduite (Gonzalez-Garcia et al., 1994; 

Shiraiwa et al., 1996). Cet isoforme est surtout retrouvé dans les tissus embryonnaires 

et post-nataux et possède une activité anti-apoptotique. Un autre isoforme, Bel-xy, est 

constitué des deux premiers exons ainsi que d'un autre exon, utilisé uniquement dans 

cet isoforme, soit l'exon 4 (Yang et al., 1997). Bcl-xy est retrouvé chez les 
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Bcl-xs Exon 1 
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Bcl-xEs Exon 1 

Schéma 9. Isoformes connus produits par le gène Bcl-x. 

thymocytes et les cellules T matures où il agit en empêchant l' apoptose. L' isoforme 

Bcl-XtffM est fort semblable à Bcl-xL, mais sans le domaine trans-membranaire qui est 

supprimé par épissage alternatif. Cette protéine joue donc aussi un rôle anti-

apoptotique, mais se localise dans le cytoplasme plutôt qu'aux membranes (Fang et 

al. , 1994). Récemment, un autre isoforme, Bcl-xEs (extra short), a été découvert. Cet 

isoforme possède une région située à l' intérieur de l'exon 2 supprimée par épissage 

alternatif. La protéine produite possède une activité anti-apoptotique et se retrouve 
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dans une grande variété de tissus humains et de lignées cellulaires cancéreuses 

(Schmitt et al., 2004). 

La compréhension des mécanismes contrôlant l'épissage de Bel-x est fort importante 

puisqu'un dérèglement dans la formation de ces isoformes peut amener certaines 

complications. Dans plusieurs cancers ou lignés cancéreuses, une augmentation de 

Bel-xL est observée, souvent au détriment du niveau de Bel-xs (Krajewska et al., 

1996; Olopade et al., 1997; Reeve et al., 1996; Tu et al., 1998). Une surexpression de 

la protéine Bel-XL est aussi associée à la résistance aux drogues anticancéreuses, à une 

diminution de l'apoptose chez les cellules cancéreuses et à un risque accru de former 

des métastases (Olopade et al., 1997; Schott et al., 1995). Une surexpression de Bel-XL 

est aussi observée chez les patients souffrant de la maladie de Parkinson (Hartmann et 

al., 2002). Quant à Bel-xs, une augmentation de sa production peut engendrer 

l'apoptose ou sensibiliser les cellules à certains agents chimiothérapeutiques (Clarke 

et al., 1995; Ealovega et al., 1996; Mercatante et al., 2001; Sumantran et al., 1995; 

Taylor et al., 1999). 

Des expériences utilisant des oligonueléotides modifiés antisens complémentaires au 

site d'épissage de Bel-xL ont montré que l'épissage de Bel-x pouvait être modulé 

artificiellement afin de d'augmenter le ratio Bel-xs/Bel-xL dans des lignées cellulaires 

cancéreuses (Mercatante et al., 2001; Mercatante et al., 2002; Taylor et al., 1999). Ces 

études montrent que l'augmentation du niveau de Bel-xs ne provoque pas l'apoptose 

dans toutes les lignées cellulaires cancéreuses. En effet, seules les cellules cancéreuses 
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de prostate PC-3 entrent en apoptose lorsque un oligo antisens contre Bcl-x1 est 

utilisé. L'augmentation du niveau de Bcl-xs dans les autres lignées cellulaires testées 

(de carcinome de poumon A549 et de cancer du sein MCF-7) permet cependant 

d'augmenter la sensibilité de ces cellules aux agents causant l'apoptose, comme les 

radiations ultraviolettes, le cisplatin, la staurosporine ou le paclitaxel. De plus, une 

étude montre que l'apoptose engendrée lors du traitement avec un tel oligo antisens se 

fait de manière caspase-dépendante (Taylor et al., 1999). 

Peu de choses sont connues sur la régulation naturelle de l'épissage de Bcl-x. Un lien 

entre le promoteur utilisé et !'isoforme produit pourrait cependant exister. En effet, 

Bcl-x peut être transcrit par cinq promoteurs différents (Pl à P5) dont certains sont 

utilisés dans une grande variété de tissus alors que d'autres seraient utilisés dans 

certains tissus spécifiques (Grillot et al., 1997; Pecci et al., 2001). L'utilisation de l'un 

ou l'autre de ces promoteurs permet la formation de 5' UTR (5' untranslated region) 

différents qui pourraient agir sur le choix de sites d'épissage. Une étude suggère que 

l'utilisation du promoteur le plus proximal Pl permettrait la formation presque 

exclusive de Bcl-x1, que le promoteur P3 engendrerait la formation des deux 

isoformes alors que le promoteur P4 permettrait la formation d'une plus grande 

quantité de Bcl-xs (Pecci et al., 2001). 

Certaines drogues sont connues pour provoquer directement ou indirectement un 

changement dans l'épissage de Bcl-x. Il fut montré que des drogues de la famille des 

amphétamines provoquent une augmentation du niveau de Bcl-xs dans les cellules 
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CRCE1 
(riche en purines) 
(-91 nt à -107 nt) 

bcl-Xs 
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Schéma 10. Représentation du contrôle de l' épissage de Bcl-x via les éléments 
CRCEl et CRCE2 sensibles à la céramide. Les positions de éléments CRCEl et 
CRCE2 sont par rapport au site d'épissage 5' de Bel-xs. 

neuronales au détriment de !'isoforme Bel-xL (Stumm et al. , 1999). De plus, des 

agents causant l' apoptose comme la staurosporine et la cérarnide provoquent dans 

certains types cellulaires, une diminution du niveau de Bel-XL et dans certains cas, une 

augmentation de Bel-xs (Chalfant et al. , 2002; Giuliano et al. , 2004). Une étude 

effectuée sur des cellules A549 montre que l' accroissement intracellulaire de 

céramide dans ces cellules module l'épissage de Bel-x en augmentant la formation de 

!' isoforme pro-apoptotique Bel-xs via deux éléments cis (Chalfant et al., 2002). La 

céramide est un composé qui engendre l'apoptose en activant les protéines 

phosphatases PPl et PP2A déj à connues pour avoir entre autre les protéines SR 

comme substrats (Chalfant et al. , 2001 ; Mermoud et al. , 1994). Deux éléments 

exoniques sont responsables de l' action de la cérarnide sur l'épissage de Bel-x : une 

séquence riche en purines (CRCEl) ainsi qu'une séquence riche en pyrimidines 

(CRCE2) respectivement retrouvées en amont et en aval du site d'épissage 5' de Bel-

xs (Massiello et al. , 2004) (schéma 10). Ces deux éléments agissent en réprimant 

l'utilisation du site d'épissage de bel-xs et sont liés par diverses protéines dont 
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l'identité est inconnue. La déphosphorylation des protéines pouvant lier ces séquences 

pourrait provoquer une perte d'activité de ces facteurs, ce qui permettrait d'expliquer 

l'augmentation de formation de l'isoforme pro-apoptotique lorsque la concentration 

intracellulaire de céramide s'élève. 

Comprendre la régulation de l'épissage alternatif de Bcl-x apporte non seulement une 

meilleure compréhension des mécanismes de régulation de l' épissage, mais aussi une 

meilleure compréhension de l'apoptose et de maladies telles le cancer. Comme peu de 

choses sont connues sur la modulation de l' épissage alternatif de ce gène, nous avons 

trouvé pertinent de chercher à comprendre les mécanismes permettant de réguler 

l'épissage de Bcl-x. L'objectif de mon projet fut donc de chercher des éléments 

régulateurs en cis ainsi que des facteurs trans responsables de la modulation de 

l'épissage de Bcl-x. 
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Matériel et méthodes 

Constructions plasmidiques 

Le mini-gène initial de type sauvage fut préalablement créé par d'autres membres du 

laboratoire (Annie Leroux, Aline Simoneau et Stephen Hutchison) à partir de 

séquences du gène Bcl-x humain provenant de Bacpac Resources. La portion 5' du 

mini-gène fut amplifiée par PCR à partir du clone BAC RPC1-ll-243J16 (Bacpac 

Resources) et en utilisant les amorces Humanl et Human2. Le fragment de PCR 

obtenu fut inséré dans le vecteur pBluescript K+, préalablement coupé avec l'enzyme 

HincII, pour ainsi générer le plasmide pSB5. La portion 3' du mini-gène de type 

sauvage provient du clone PAC RPC1-5-857Ml 7 (Bacpac Resources) et fut amplifiée 

par PCR en utilisant les amorces Bclx-1 et Bclx-2. Ce fragment de PCR fut cloné dans 

le plasmide pBS5 dont la linéarisation fut effectuée avec l'enzyme EcoRV pour 

former ainsi le plasmide pS2.13 contenant le mini-gène de type sauvage. 

Le plasmide pS2.13-ili.1 fut produit en effectuant un PCR sur pS2.13 en utilisant les 

amorces X-ncoI et XL+hincII. Ce fragment de PCR fut digéré avec NcoI et HincII et 

substitué pour le fragment NcoI - HincII de type sauvage retrouvé dans pS2.13. 

pS2.13-ili.2 provient de pS2.13 digéré par BstEII et BseRI, traité à la Klenow (New 

England BioLabs) et religué sur lui-même. pS2.13-ili.3 fut construit en supprimant le 

fragment BseRI - EcoNI de pS2.13. Ce dernier fut coupé, traité à la Klenow et religué 
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sur lui-même. Le plasmide pS2.13-fü4 provient de pS2.13 digéré avec les enzymes 

EcoNI et ClaI, traité à la Klenow et religué sur lui-même. 

Le plasmide pS2.13Af32 fut produit en effectuant un PCR sur pS2.13 en utilisant les 

amorces X-ncoI et XS+accI et dont le produit fut par la suite digéré avec NcoI et 

AccI. Ce fragment fut utilisé afin de substituer le fragment NcoI - Accl de type 

sauvage du plasmide pS2.13. Le plasmide pS2.13Af33 fut créé en substituant le 

fragment Accl - HincII de type sauvage par un produit de PCR fait avec les amorces 

XL+accI et X-hincII sur pS2.13 et digéré par les enzymes Accl et HincII. 

Pour la construction du plasmide pS2.13Af32G, un fragment de PCR effectué sur 

pS2.13 avec les amorces NDsc3 et Be-hincII fut produit afin de substituer le fragment 

Accl - HincII du plasmide pS2.13~B2 traité à la Klenow après digestion par les 

enzymes correspondantes. Le plasmide pS2.13Af32.2 fut construit en substituant le 

fragment AccI - ncoI de pS2. l 3 par un fragment de PCR créé à partir de pS2.13 avec 

les amorces X-ncoI et Dsc2 et digéré avec les enzymes NcoI et AccI. Une stratégie 

identique fut utilisée pour la fabrication de pS2.13~. l. Le fragment Accl - NcoI de 

pS2.13 fut substitué par un fragment de PCR fait avec les amorces X-ncoI et Dscl 

provenant de pS2.13 et digéré avec NcoI et AccI. 

Les plasmides pS2.13Af32À + et pS2.13Af32À- ont été construits en insérant dans les 

deux orientations une séquence de 73 pb provenant du génome du bactériophage 

lambda obtenue par une digestion avec l'enzyme Avall suivi d'un traitement à la 
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Klenow (région correspondant à la position 16611 à 16683 du génome lambda). Le 

fragment fut inséré dans le plasmide pS2.13M32 digéré par l'enzyme Accl. La 

construction pS2.13M33s consiste en l'insertion d'un fragment de 65 pb, provenant du 

vecteur pBluescript K + digéré Hinfl et traité à la Klenow, dans le plasmide 

pS2.13M33 digéré avec Accl et traité à la Klenow. 

Le plasmide pS-Mutl fut créé par mutagenèse par « overlap ». Deux premiers 

produits de PCR furent synthétisés à partir du plasmide pS2.13 et avec des amorces 

contenant les mutations devant être insérées. Le premier produit fut amplifié avec les 

amorces X-GGC et X-hincII et le second avec les amorces X-ncol et X-GGCr. Ces 

deux produits de PCR ont par la suite été utilisés comme substrats pour un second 

PCR fait avec les amorces X-ncol et X-hincll. Ce dernier produit obtenu fut par la 

suite coupé avec les enzymes Ncol et Hincll et substitué au fragment Ncol - Hincll 

de type sauvage du plasmide S2.13. pS-Mut2 fut construit avec la même technique 

que celle utilisée pour produire le plasmide pS-Mutl. Les deux premiers fragments de 

PCR furent produits avec les amorces X-GCC et X-hincll ainsi que X-ncol et X-

GCCr et servirent de substrats pour le second PCR fait avec les amorces X-ncol et X-

hincll. Ce dernier fragment contenant les mutations fut digéré avec les enzymes Ncol 

et Hincll pour, par la suite, substituer le fragment de type sauvage Ncol - Hincll du 

plasmide S2.13. 
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Transcription in vitro 

Le substrat utilisé pour la transcription in vitro est un fragment de PCR produit en 

utilisant le plasmide contenant le mini-gène désiré, les amorces bT3 et Bclx-2B et 

l'enzyme PfuTurbo (Stratagene), selon les instructions du manufacturier. Le produit 

de PCR d'intérêt est isolé sur gel d'agarose et purifié en utilisant le QIAQuick Gel 

Extraction kit (Qiagen) suivant les instructions du manufacturier. Le fragment purifié 

fut élué dans un volume final de 50 µl de H20. La réaction de transcription est faite 

dans un volume total de 1 OO µl en utilisant 20 µl de tampon SP6 5X (1 M Tris-HCl 

pH 7.5, 1 M MgCh, lM spermidine et 1 M DTT), 0,5 mM des ribonucléotides A, Cet 

U, 0,1 mM du ribonucléotide G, 8 µl de coiffe m7G(5')ppp(5')G (Amersham 

Biosciences), 80 unités de RNAguard (40 unités/µl) (Amersham Biosciences), 80 

unités d'ARN polymérase T3 (40 unités/µl) (USB), 0,5 µl de [a-32P]UTP (800 

Ci/mmol) (PerkinElmer Life Sciences) et les 30 µl de produits de PCR purifiés. Les 

échantillons sont incubés à 37 °C pendant 1 heure et chargés sur un gel d'acrylamide 

dénaturant (8 Murée). Les ARNs sont par la suite purifiés comme indiqué (Chabot, 

1994) et resuspendus dans l'eau à une concentration finale de 2 fmoles/µl. 

Épissage in vitro 

Deux fmoles de transcrits sont incubés dans un extrait nucléaire de cellules HeLa 

(Dignam et al., 1983) à 30 °C pendant 2 heures dans les conditions décrites 

précédemment (Krainer et al., 1984). 
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Amplification des produits d'épissage par RT-PCR 

L'équivalent de 10 amoles d'ARN radiomarqué est utilisé pour amplification par RT-

PCR. La réaction de RT est faite en utilisant l'Omniscript (Qiagen) et l'amorce bclx-

2B pendant 1 heure à 3 7 °C, selon les instructions du manufacturier. 2 µl de la 

réaction de R T sont utilisés pour être amplifiés par PCR qui est fait dans 25 µl total en 

utilisant 2,5 µl de tampon de PCR lOX (1 rnM MgClz, 50 rnM KCl, 10 rnM tris-HCI 

pH 7,0), 80 µM de dNTPs, 1 unité de Taq polymérase, 0,1 µl de [a-32P]dCTP (3000 

Ci/mmol) (PerkinElmer Life Sciences) et 300 nM de chaque amorce, Bclx-2 et Bclx-

3. Le PCR est effectué avec les paramètres suivants : dénaturation de 3 minutes à 95 

°C, 35 cycles d'amplification (15 secondes à 93 °C, 30 secondes à 60 °C et 30 

secondes à 72 °C) et une extension finale de 3 minutes à 72 °C. 

Production de protéines recombinantes 

Les ADNc codant pour les protéines his-hnRNP F et his-hnRNP H contenus dans un 

vecteur pEt15b (fournis par Dr Doug Black, University of California, Los Angeles) 

furent coupés avec les enzymes BamHI - Xbal et insérés dans un vecteur pVL1392 

afin de pouvoir les exprimer en cellules d'insectes. Les protéines hnRNP F et hnRNP 

H recombinantes sont produites dans le laboratoire par Jean-François Fisette et 

Johanne Toutant en utilisant un système d'expression par baculovirus (BD 

Biosciences), selon les instructions du manufacturier. La purification est faite par 

chromatographie d'affinité sur une colonne de Ni2+ (Ni-NTA Agarose, Qiagen). Les 

cellules d'insectes sont centrifugées et lavées avec une solution de 30 mM tris-HCI 
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(pH 8,0), 0,5 mM NaCl et 10% glycérol. Les cellules sont par la suite lysées par 

sonication dans le même tampon et le lysat est chargé sur colonne de nickel. Cette 

colonne est lavée deux fois avec le même tampon contenant en plus 10 mM 

d'imidazole et une troisième fois avec un tampon composé de 50 mM tris-HCl (pH 

8,0), 50 mM KCl, 20 mM MgCli et 5 mM ATP. Les protéines sont éluées avec une 

solution 30 mM tris-HCl (pH 8,0), 0,5 mM NaCl et 500 mM imidazole et dialysées 

contre du Tampon D (60 mM HEPES (pH 7,9), 100 mM KCl, 0,2 mM EDTA, 0,5 

mM PMSF, 0,5 mM DTT et 20% glycérol). La concentration des protéines est 

évaluée par la technique de Bradford en utilisant le colorant« Bio-Rad Protein Assay 

» (Bio-Rad) utilisé selon les indications de la compagnie. 

Le plasmide pQE80LAI-WT contenant l'ADNc codant pour his-hnRNP-Al est 

transformé dans Escherichia coli BL21. La production de his-hnRNP Al est induite 

pendant 1 heure à 30 °C en ajoutant 0,05 mM d'IPTG et 0,5 mM de PMSF à une 

culture de 500 ml. Les bactéries sont par la suite centrifugées, lavées avec 20 ml de 

milieu LB et resuspendues dans un tampon de dilution (1 M NaCl, 30 mM tris-HCl 

(pH 8,0), 1 mM PMSF) auquel est ajouté un cocktail d'inhibiteurs de protéases à une 

concentration IX (pour 1 ml de IOOOX: 156 mg benzamidine, 1 mg aprotinin, 1 mg 

pepstatin, 1 mg leupeptin et 1 mg antipain dans du DMSO). Les bactéries sont lysées 

par sonication, le lysat est filtré sur filtre 0,22 µm et les protéines sont purifiées par 

FPLC AKTA Explorer (Amersham Biosciences) sur une colonne de nickel HisTrap 1 

ml (Amersham Biosciences). Une dialyse contre du tampon D suit la purification de la 

protéine et la concentration finale des protéines éluées est évaluée par la technique de 
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Bradford en utilisant le colorant « Bio-Rad Protein Assay » (Bio-Rad), selon les 

indications de la compagnie. 

Gel de protéines 

Du colorant de Laemmli 2X (10% glycérol, 5% P-mercaptoéthanol, 2,3% SDS, 62,5 

mM tris-HCl [pH 6,8] et 0,1 % bleu de bromophénol) est tout d'abord ajouté à la 

quantité de protéines ou d'extrait nucléaire désiré. Les échantillons sont par la suite 

chargés sur un gel de polyacrylamide 10% (29:1, acrylamide:bis-acrylamide) I SDS. 

Après migration, les protéines peuvent être révélées en colorant le gel au bleu de 

Coomassie. Pour ce faire, le gel est trempé pendant 20 minutes dans le bleu de 

Coomassie (0, 1 % Coomassie Brillant R Blue, 45% méthanol et 10% acide acétique) 

et par la suite lavé à multiples reprises dans une solution décolorante (10% méthanol 

et 10% acide acétique). 

lmmunobuvardage de type Western 

Les protéines sont préalablement migrées sur gel de polyacrylamide / SDS selon les 

instructions précédentes. La migration terminée, les protéines sont transférées sur une 

membrane de nitrocellulose Hybond-C (Amersham Biosciences) dans un tampon de 

transfert (pour 1 litre total, 3 g de tris-HCl, 14 g de glycine, 250 ml de méthanol et le 

volume est complété avec de l'eau) à 100 V pendant 1 heure. Une fois le transfert 

complété, la membrane est bloquée pendant au moins 1 heure dans une solution de 

TBST-5% lait (10 mM tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween-20, 5% de lait en poudre 
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et pH ajusté à 7,6 avec HCl). La membrane est par la suite mise en présence de 

l'anticorps primaire anti-hnRNP F (fourni par le Dr Doug Black, University of 

California, Los Angeles) dilué 1 :2000 ou anti-His (Santa Cruz Biotechnology) dilué 

1 :500 dans du TBST-5% lait et ce, pendant une durée de 1 heure. La membrane est 

par la suite lavée au TBST (10 mM tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween-20 et pH 

ajusté à 7,6 avec HCl) et incubée pendant 1 heure avec l'anticorps secondaire anti-lg 

de lapin couplé à une peroxydase de raifort (Amersham Biosciences) dilué 1 :5000 

dans du TBST. La membrane est lavée au TBST une seconde fois et la révélation est 

faite aux ECL (Amersham Biosciences) en suivant les instructions du manufacturier. 

Marquage des oligos 

Les oligos d' ARN ou d' ADN sont radiomarqués à l'extrémité 5'. La réaction est faite 

dans un volume de 20 µl en utilisant 300 pmoles d'oligonucléotides d' ARN ou 

d'ADN, 2 µl de tampon T4 PNK 10 X (New England Biolabs), 1 µl de T4 

polynucléotide kinase (10 unités/µl) (New England Biolabs) et 5 µl de [y-32P]ATP 

(3000 Ci/mmol) (PerkinElmer Life Sciences). Les échantillons sont incubés pendant 

45 min à 3 7 °C et le volume est par la suite complété à 25 µl avec de l'eau. Les 

oligonucléotides marqués sont purifiés sur colonne G-25 (Amersham Biosciences) 

selon les instructions du fabriquant. 
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Gel de retardement 

5000 cpm (environ 75 nM) des oligos d' ARN ou d' ADN radiomarqués sont incubés 

sur glace pendant 5 minutes dans 3,5 µl de tampon D, 2,25 µl de mélange d'épissage 

(1,4 mM rATP, 9 mM MgClz, 50 mM créatine phosphate, 7% polyvinylalcool, 5,5 

mM DTT, 10 U RNAguard (Amersham Biosciences)) et en présence ou en absence de 

2,5 µM de protéines recombinantes. 1,75 µl de colorant contenant 40 µg d'héparine 

est ajouté après les 5 minutes d'incubation sur glace et les échantillons sont par la 

suite chargés et migrés sur gel d'acrylamide 5% (29:1, acrylamide:bis-acrylamide) 

dans un tampon tris-glycine (50 mM tris-HCl et 50 mM de glycine). 

Séquence des oligonucléotides d'ADN 

Humanl CTCAGAGCAACCGGGAGCTGG 

Human2 CACTGGGCAGCTGGCAATTCT 

Bclx-1 ATTATCACCAATGGAGGGTCA 

Bclx-2 TCATTTCCGACTGAAGAGTGA 

X-ncol GAGGTGATCCCCATGGCAGCAG 

XL+hincll ATATATGTTAACTGGTTCTTACCCAGCCG 

XS+accl ATATATGTCTACCATTCACTACC 

XL+accl ATATATGTAGACCGGCGGCTGGGTA 

X-hincll TCCAAGGAGTTAACCTCTTG 

NDsc3 CGCATTGTGGCCTTT 

Be-hincll AACCTCTTGTGGTGAAAT 
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Dsc2 

Dscl 

X-GGC 

X-GGCr 

X-GCC 

X-GCCr 

bT3 

Bclx-2B 

Bclx-3 

CACACAGTCTACCCGAAGGAGAA 

CTCTCTGTCTACACCCCAGTTTAC 

GGGATGGGGTAAACTGCCGTCGCATTGTGGCCT 

AGGCCACAATGCGACGGCAGTTTACCCCATCCC 

GGGATGCCGTAAACTGCCGTCGCATTGTGGCCT 

AGGCCACAATGCGACGGCAGTTTACGGCATCCC 

GACCATGATTACGCCAAGCGS 

CGCTCTAGAACTAGTGGATC 

ATGGCAGCAGTAAAGCAAGCG 
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Résultats 

A. Le premier 1,2 kb de l'intron 2 de Bcl-x ne semble pas 

contenir d'éléments régulateurs de l'épissage de Bcl-x 

Afin d'étudier les mécanismes d'épissage de Bcl-x in vitro, nous avons construit un 

mini-gène provenant de la séquence du gène Bcl-x humain. Un plasmide contenant ce 

mini-gène, nommé pS2.13, contient les 331 dernières pb de l'exon 2 (comprenant 

ainsi les deux sites d'épissage 5' de l'exon 2), les 1192 premières pb de l'intron 2, les 

182 dernières pb de l'intron 2 et finalement le site d'épissage 3' suivi des 137 

premières pb de l'exon 3 (Fig. lA). Un transcrit S2.13 dérivé du mini-gène, produit 

majoritairement une partie de !'isoforme Bel-XL après épissage in vitro dans un extrait 

nucléaire de cellules HeLa (Fig. lB). Ce profil d'épissage obtenu avec le transcrit 

S2.13 est semblable à celui du Bcl-x endogène observé dans les cellules HeLa (Fig. 

1 C). Les niveaux de Bel-XL et de Bcl-xs obtenus avec le transcrit S2.13 peuvent varier 

légèrement d'une expérience à l'autre en fonction de l'extrait nucléaire utilisé et des 

conditions. Cependant, tous les transcrits mutés dérivés de S2.13 et testés dans 

l' épissage sont toujours comparés au transcrit S2.13 épissé au cours de la même 

expérience effectuée simultanément et dans les mêmes conditions. 
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Figure 1. Le profil d'épissage in vitro du transcrit S2.13 est semblable à celui de 
bcl-x endogène des cellules HeLa. A, Représentation du mini-gène initial utilisé 
comme contrôle dans les expériences d' épissage in vitro. Ce mini-gène fut construit 
en deux parties : une portion 5' comprenant 331 pb de l' exon 2 avec les deux sites 
d' épissage 5' et 1192 pb du début de l 'intron 2 ainsi qu'une portion 3' contenant le 
site d'épissage 3' de l' exon 3, une partie de la fin de l'intron 2 et le début de l'exon 3. 
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Les produits obtenus après épissage du transcrit S2. l 3. L'emplacement des amorces 
pour le RT (X2b) et pour le PCR (X3 et X2) est indiqué. B, Amplification par RT-
PCR des produits d'épissage in vitro du transcrit S2.13. L'épissage de S2.13 s'est fait 
pendant 2 heures à 30 °C dans un extrait nucléaire de cellules HeLa. Les produits 
furent migrés sur gel d'acrylamide et quantifiés par Instantlmager. C, Amplification 
par RT-PCR des produits d'épissage du bcl-x endogène à partir d'une extraction 
d' ARNs totaux de cellules HeLa. Les produits de PCR furent migrés sur gel 
d'acrylamide et quantifiés sur Instantlmager. 

Nous avons débuté la recherche d'éléments régulateurs de l'épissage de Bcl-x en 

vérifiant l'activité de régions conservées de l'intron 2. La présence de séquences 

conservées dans des régions introniques, habituellement très peu conservées au cours 

de l'évolution, est souvent une indication que ces régions jouent un rôle important 

dans l'épissage alternatif (Chabot et al., 1997). En vérifiant l'alignement des introns 2 

des séquences génomiques de Bcl-x provenant de l'humain, de la souris et du rat, 

nous avons pu remarquer une très forte homologie de séquences pour les 1000 

premiers nucléotides de cet intron (soit environ 70 % de conservation entre les trois 

espèces). Un tel niveau de conservation n'a pu nous permettre d'identifier des 

éléments précis susceptibles de réguler l'épissage de Bcl-x. Ce résultat ne révoque 

cependant pas la possibilité que des éléments régulateurs pourraient se trouver dans 

l'intron 2 de Bcl-x. Ce haut niveau de conservation peut être expliqué par l'existence 

de !'isoforme Bcl-x~ dont une partie de l'intron 2 est traduite. 

Étant dans l'impossibilité d'attribuer l'existence d'éléments régulateurs dans l'intron 

2 par inspection visuelle, nous avons décidé d'effectuer différentes délétions dans 

l' intron 2 du mini-gène S2.13. Pour ce faire, nous avons produit, à partir du transcrit 

S2.13, quatre nouveaux transcrits possédant chacun une délétion d'une partie 
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différente de l'intron 2. Un premier transcrit (S2.13-~il) possède une délétion 

couvrant la région+ 11 à + 153 par rapport au site d'épissage 5' de Bel-XL, totalisant 

ainsi 143 nt (Fig. 2A). Les nucléotides +218 à +504 (287 nt) furent enlevés afin de 

former un deuxième transcrit (S2.13-~i2). Un troisième transcrit (S2.13-~i3) fut créé 

A 

s2.1a l.it::rl ---- ----1 -w•-

B 

500 pb-

400 pb-

300 pb-

\.___) --~~~ ~~~~~--·~~---
~i1 ~i2 

( 143 nt) (287 nt) 

2 3 4 

~i3 

(423 nt) 

5 6 
0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 

~i4 

(254 nt) 

-XL (456 pb) 

-xs (267 pb) 

7 

Figure 2. La délétion de différentes parties de l'intron 2 du transcrit S2.13 ne 
cause aucune altération majeure dans le choix des sites d'épissage 5' de l'exon 2 
de bcl-x. A, Schéma représentant la position et les tailles des différentes délétions 
introniques effectuées sur le transcrit S2.13. B, Incubation du transcrit S2.13 (piste 2) 
et des quatre transcrits possédant une délétion intronique (pistes 3 à 6) dans un extrait 
nucléaire de cellules HeLa dans des conditions d' épissage pendant 2 heures à 30 °C. 
Le contrôle t = 0 (piste 7) fut effectué avec le transcrit S2.13 incubé 2 heures sur glace 
dans les mêmes conditions que les transcrits épissés pendant 2 heures à 30 °C. Les 
ARNs furent amplifiés par RT-PCR, migrés sur gel d'acrylamide et quantifiés par 
Instantlmager. 

40 



en enlevant les nucléotides +504 à 926 (423 nt) et un dernier transcrit (S2.13-fü4) 

porte une délétion des nucléotides +927 à +1181 (254 nt). Avec ces quatre nouveaux 

transcrits, la grande majorité des 1192 premiers nucléotides retrouvés dans le transcrit 

S2.13 sont couverts par une des délétions. Afin de vérifier si le choix des sites 

d'épissage 5' de l'exon 2 de Bcl-x pourrait être modulé par un élément se trouvant 

dans l'une ou l'autre de ces délétions introniques, nous avons fait l'épissage in vitro 

de ces quatre nouveaux transcrits ainsi que de S2.13, correspondant au transcrit de 

type sauvage. Les produits d'épissage furent par la suite amplifiés par RT-PCR, 

chargés un sur gel d'acrylamide et exposés sur Instantlmager. De plus, afin de 

s'assurer qu'aucun produit de PCR non spécifique ne puisse co-migrer avec les 

produits correspondant aux isoformes Bcl-xL et Bcl-xs, un contrôle non-épissé 

(nommé t = 0) fut aussi amplifié. Ce contrôle consiste à mettre le transcrit S2. l 3 dans 

les mêmes conditions qu'un épissage conventionnel, à l'exception de l'incubation de 

l'échantillon qui est faite sur glace et non à 30 °C. 

Le résultat d'épissage obtenu avec chacun des transcrits comportant une délétion 

intronique fut par la suite vérifié et comparé avec les niveaux de Bcl-xL et de Bcl-xs 

obtenus avec le transcrit S2. l 3 (Fig. 2B, comparer les pistes 3 à 6 avec la piste 2). Ces 

résultats suggèrent qu'aucun élément ne régule de manière significative le choix des 

sites d'épissage 5' de l'exon 2 de Bcl-x en épissage in vitro. De plus, aucun produit 

n'est retrouvé dans le contrôle t = 0 (Fig. 2B piste 7), suggérant que les produits 

observés dans les pistes précédentes correspondent bien aux produits Bel-XL et Bcl-xs 

attendus et non pas à des produits de PCR non spécifiques. 
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B. Deux régions modulent le choix des sites d'épissage 5' de 

Bcl-x 

Nous avons décidé de poursuivre la recherche d'éléments de contrôle en nous 

tournant vers l'exon 2 de Bcl-x. L'exon 2 fut choisi en faveur de l'exon 3 car les 

éléments régulateurs d'épissage se retrouvent le plus souvent à proximité des sites 

d'épissage contrôlés. En effet, comme l'exon 3 se situe naturellement à plus de 55 000 

nt des sites d'épissage de l'exon 2, il est peu probable d'y retrouver des éléments 

régulateurs. 

Comme les régions exoniques sont codantes et fortement conservées, aucun élément 

ne peut y être facilement identifié par homologie de séquences. Nous avons donc 

effectué des délétions dans I' exon 2. Deux nouveaux transcrits furent produits 

possédant chacun une délétion différente située entre les deux sites d'épissage 5' de 

l'exon 2 du transcrit S2.13. Le premier transcrit (S2.13LIB2) possède une délétion 

d'une région que nous avons nommé B2, située en aval du site d'épissage 5' de Bcl-xs 

et couvrant une longueur de 77 nt (de + 11 à +87 nt par rapport au site d' épissage 5' de 

Bcl-xs) (Fig. 3A). Le deuxième transcrit (S2.13LIB3) possède une délétion de la 

région en amont du site d'épissage de Bcl-xL d'une longueur de 86 nt (de -10 nt à -95 

nt par rapport au site d'épissage 5' de Bcl-xL), une région que nous avons nommé B3. 
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Figure 3. Deux délétions exoniques différentes permettent de modifier le profil 
d'épissage in vitro du transcrit 82.13. A, Représentation schématique identifiant la 
localisation et la taille des deux régions exoniques supprimées du transcrit initial 
S2.13. B, Les transcrits S2.13 (piste 2), S2.13Af32 (piste 3) et S2.13èlB3 (piste 4) 
furent incubés dans des conditions d' épissage pendant 2 heures à 30 °C. Un contrôle t 
= 0 (piste 5) fut ajouté, consistant à l' incubation de S2.13 dans un extrait nucléaire de 
cellules HeLa pendant 2 heures sur glace. Les ARNs furent amplifiés par RT-PCR, 
migrés sur gel d' acrylamide et quantifiés par Instantlmager. 

Ces deux nouveaux transcrits ainsi que S2.13 furent épissés in vitro dans un extrait 

nucléaire de cellules HeLa afin de vérifier si ces délétions contenaient d' éventuels 

éléments régulateurs des sites d' épissage de Bcl-x. Les produits d'épissage ont par la 

suite été amplifiés par RT-PCR, migrés sur un gel de polyacrylarnide et exposés sur 
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film. Le profil d'épissage obtenu pour chacun des transcrits possédant une délétion fut 

comparé à celui obtenu avec S2.13. La comparaison entre les transcrits S2.13~2 et 

S2.13 montre que lorsque la région B2 est supprimée, la formation de !'isoforme Bel-

XL est favorisée à un point tel que seul cet isoforme est visible après épissage de 

S2.13~2, contrairement à S2.13 qui produit toujours un certain niveau de Bel-xs 

(Fig. 3B, comparer la piste 3 avec la piste 2). À l'inverse, une comparaison entre 

l'épissage du transcrit S2.13~3 et S2.13 montre que lorsque la région B3 est 

supprimée, l'isoforme Bel-xs est majoritairement produit après épissage 

comparativement à une majorité de Bcl-xL pour le transcrit S2.13 (Fig. 3B, comparer 

la piste 4 avec la piste 2). Ces résultats suggèrent que la région B2, située en aval du 

site d'épissage 5' de Bcl-xs, joue un rôle essentiel afin de permettre la production de 

!'isoforme Bcl-xs dans des cellules HeLa. Quant à la région B3 qui se trouve en amont 

du site d'épissage 5' de Bel-xL, elle aurait comme fonction de favoriser l'utilisation du 

site d'épissage 5' de Bcl-xL. De plus, comme ces effets ont été observés dans une 

réaction d'épissage in vitro, nous pouvons affirmer qu'ils sont bel et bien causés par 

une modulation de l' épissage et non pas par un changement dans la stabilité des 

ARNs utilisés. 

Le site d'épissage 5' de Bcl-xs est toujours fonctionnel malgré la 

délétion de la région 82. 

Comme seul !'isoforme Bel-xL est produit par l'épissage du transcrit S2.13~2 et que 

la délétion de la région B2 se situe tout près du site d'épissage de Bcl-xs (11 nt), nous 
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avons voulu vérifier si ce site d'épissage était toujours fonctionnel. Pour y parvenir, 

nous avons fait l' épissage des transcrits S2.l 3 et S2. l 3ôl32 dans un extrait nucléaire 

de cellules HeLa en présence de concentrations croissantes d'un oligo d' ARN antisens 

complémentaire au site d'épissage 5' de (X5: 

UUCUUACCCAGCCGCCGUUC). Après épissage, les produits furent amplifiés par 

RT-PCR, chargés sur un gel d'acrylamide et exposés sur film. Étant donné que l'oligo 

X5 permet de cacher le site d'épissage 5' de Bel-XL et qu'il empêche ainsi la 

reconnaissance de ce site par le snRNP Ul, la formation de !'isoforme Bcl-xs devrait 

donc être favorisée par la présence de cet oligonucléotide (Villemaire et al., 2003). 

Les niveaux de Bel-XL et de Bcl-xs obtenus pour chaque concentration d'oligo utilisée 

(8, 80 et 800 nM) furent comparés pour chacun des transcrits. Tout d'abord, lorsque le 

transcrit S2.13 est utilisé (Fig. 4, pistes 2 à 5), l'augmentation du niveau de Bcl-xs est 

perceptible dès l'ajout de 8 nM de l'oligo X5 et la formation presque exclusive de 

Bcl-xs est observée en présence de 80 nM de cet oligo. Pour ce qui est du transcrit 

S2.13ôl32, l'ajout d'oligos antisens à la réaction d'épissage permet de voir apparaître 

!'isoforme Bcl-xs (Fig. 4, pistes 6 à 9). Cependant, une plus grande quantité d'oligos 

semble nécessaire pour obtenir les mêmes effets qu'avec le transcrit S2.13. En effet, 

une concentration de 800 nM d'oligos est nécessaire pour obtenir la formation unique 

de !'isoforme Bcl-xs avec le transcrit S2.13~B2 alors qu'une quantité dix fois 

moindre d'oligos est nécessaire avec S2.13. Ces résultats montrent bien que malgré la 

délétion de la région B2, le site d'épissage 5' de Bcl-xs est toujours fonctionnel. Ce 

dernier semble par contre plus difficilement utilisable. 
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Figure 4. Le site d'épissage 5' de bcl-x.s est toujours utilisable malgré l'absence 
de la région B2. Les transcrits S2.13 (pistes 2 à 5) et S2.13LIB2 (pistes 6 à 9) furent 
incubés pendant 2 heures à 30 °C dans un extrait nucléaire de cellules HeLa en 
absence ou en présence de concentrations croissantes (8, 80 et 800 nM) d'un 
oligonucléotide antisens complémentaire au site d'épissage 5' de bcl-xL (X5). La piste 
t = 0 (piste 10) consiste à l' incubation du transcrit S2.13 dans un extrait nucléaire de 
cellules HeLa pendant 2 heures sur glace. Les produits d' épissage de ces réactions 
furent amplifiés par RT-PCR, migrés sur gel d' acrylamide. 

Le remplacement des régions 82 et 83 par des séparateurs produit 

le même profil d'épissage que les délétions. 

Nous avons par la suite voulu nous assurer que les effets observés dans l' épissage 

avec les transcrits S2.13LIB2 et S2.13.0.B3 n ' étaient pas dus à un rapprochement 

inapproprié des deux sites d' épissage 5' de l' exon 2 ou encore au déplacement d' un 

élément qui pourrait se trouver à proximité d'une des délétions. Afin de réfuter ces 

deux éventualités, les régions B2 et B3 ont été remplacées par des séparateurs d'une 

taille similaire. Tout d' abord, deux premiers transcrits furent produits (S2.13.0.B2/...+ et 
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S2.13~2À-) dans lesquels la région B2 fut remplacée par une séquence de 73 nt 

provenant du génome du bactériophage lambda (région correspondant à la position 

16611 à 16683 du génome) insérée dans les deux orientations. La région B3 fut 

remplacée par un séparateur de 65 nt provenant du plasmide pBluescript K + pour 

former le transcrit S2.13~3s. Les trois nouveaux transcrits possédant des séparateurs 

furent épissés dans un extrait nucléaire de cellules HeLa. Les produits d'épissage 

furent amplifiés par RT-PCR, chargés sur un gel d'acrylamide qui fut par la suite 

exposé sur film. Le profil d'épissage obtenu pour chacun des nouveaux transcrits fut 

comparé à celui obtenu avec le transcrit de type sauvage, S2.13. Comparativement à 

ce dernier, l'épissage des transcrits S2.13~21..+ et S2.13~B2À- mène à la production 

de !'isoforme Bcl-xL seulement (Fig. 5, comparer respectivement les pistes 3 et 4 avec 

la piste 2), reproduisant ainsi le profil d'épissage déjà observé avec le transcrit 

S2.13~2 (Fig. 3B, piste 3). En ce qui concerne l'épissage du transcrit S2.13~3s, la 

comparaison de son profil d'épissage avec celui de S2.13 montre que le remplacement 

de la région B3 par un séparateur permet de favoriser l'utilisation du site d'épissage 5' 

de Bcl-xs (Fig. 5, comparer la piste 5 avec la piste 2). Cet effet obtenu avec 

S2.13~3s réplique le résultat déjà obtenu avec le transcrit S2.13~3 (Fig. 3B, piste 

4). Donc, comme l'utilisation de séparateurs à l'endroit des régions B2 et B3 permet 

de reproduire les mêmes effets que lorsque ces régions sont supprimées du transcrit, 

nous pouvons en déduire que les effets observés sur l'épissage avec les transcrits 

S2.13~2 et S2.13~3 seraient bel et bien causés par la suppression de régulateurs 

d'épissage se trouvant dans ces régions et non par le rapprochement des sites 

d'épissage ou d'autres sites régulateurs. 
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Figure S. Le remplacement des régions exoniques B2 et B3 par des séparateurs 
permet d'obtenir le même profil d'épissage que lorsque ces régions sont délétées. 
Les transcrits S2.13 (piste 2), S2.13ilB2/...+/- (dont les régions B2 furent remplacées 
par une séquence du génome du bactériophage lambda dans les deux orientations) 
(pistes 3 et 4) et S2.13ilB3s (ayant une séquence du vecteur pBluescript K+ à 
l' endroit de la région B3) (piste 5) furent incubés dans un extrait nucléaire de cellules 
HeLa pendant 2 heures à 30 °C. S2.13 fut aussi incubé sur glace dans les même 
conditions afin d'obtenir le contrôle t = 0 (piste 6). Les ARNs furent amplifiés par 
RT-PCR et migrés sur gel d'acrylarnide. 

C. Une sous-région de 82 est responsable de /'activité de cet 

élément 

Vu l'effet très marqué de la délétion de B2 sur l' épissage, nous nous sommes attardés 

sur cet élément et avons décidé de vérifier quelles étaient la ou les sous-régions de ces 

77 nt responsables de l' activité de l' élément B2. Afin d'effectuer cette vérification, 

nous avons procédé à la dissection de cette région en construisant différents transcrits 

possédant des délétions plus petites de la région B2. Trois nouveaux transcrits ayant 

chacun une délétion différente de la région B2, furent créés. Un premier transcrit 

48 



(S2.13~2G) possédant une délétion des 30 premiers nucléotides de la région B2 

(positions +10 à +39 par rapport au site d'épissage 5' de Bcl-xs) fut construit (Fig. 

6A). De plus, un deuxième (S2.13~2.1) et un troisième transcrit (S2.13~2.2) furent 

produits et correspondent respectivement à une délétion des 22 derniers nucléotides 

(position +66 à +87) et des 48 derniers nucléotides (position +40 à +87) de l'élément 

B2. La délétion comprise dans ce dernier transcrit (S2.13~2.2) comprend la 

séquence riche en pyrimidine CRCE2 reportée précédemment (Massiello et al., 2004 ). 

Les trois nouveaux transcrits ainsi que S2.13 furent incubés dans un extrait nucléaire 

de cellules HeLa dans des conditions d'épissage. Les produits furent amplifiés par 

RT-PCR pour ensuite être chargés sur un gel d'acrylamide et exposés sur film. La 

comparaison entre le résultat d'épissage de S2.13 et de S2.13ô.B2G montre que la 

délétion des 30 premiers nucléotides de la région B2 (correspondant à la région B2G) 

inhibe l'utilisation du site d'épissage 5' de Bcl-xs (Fig. 6B, comparer la piste 4 avec la 

piste 2). Ce résultat obtenu avec la construction S2.13~2G reproduit exactement 

l'effet observé en épissage avec le transcrit S2.13~2 (Fig. 6B, comparer la piste 4 

avec la piste 3). De plus, en comparant les profils d'épissage obtenus avec les 

transcrits S2.13~2.1 et S2.13~2.2 avec celui de S2.13, nous pouvons remarquer 

une légère diminution de la formation de !'isoforme Bcl-xs lorsqu'une ou l'autre des 

délétions est présente (Fig. 6B, comparer les pistes 5 et 6 avec la piste 2). L'effet 

observé est plus prononcé dans le cas où il y a délétion de la plus grande région B2.2. 

Ces résultats nous permettent d'affirmer que la région B2G semble principalement 

responsable de l'effet produit par l'élément B2 étant donné que, tout comme l'élément 
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Figure 6. La sous-région B2G de l'élément B2 est principalement responsable de 
l'effet de cet élément sur l'épissage du transcrit S2.13. A, Séquence de la région 
séparant les sites d'épissage 5' de Bcl-xs et Bcl-xL et localisation des régions ayant été 
délétées. Les sites d'épissages sont indiqués et les régions B2 et B3 sont encadrées 
respectivement en gris et blanc. Les régions B2G, B2.1 et B2.2 sont soulingées. 
Schéma démontrant la localisation sur le transcrit initial S2.13 des sous-régions de 
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l'élément B2 ayant été supprimées. B, Incubation pendant 2 heures à 30 °C dans un 
extrait nucléaire de cellules HeLa des transcrits S2.13 (piste 2), S2.13LIB2 (piste 3) et 
des transcrits comportant des délétions de sous-régions de l'élément B2 soit : 
S2.13LIB2G (piste 4 ), S2.13LIB2.1 (piste 5) et S2.13LIB2.2 (piste 6). Le transcrit S2.13 
fut aussi incubé dans un extrait nucléaire de cellules HeLa pendant 2 heure sur glace 
pour donner le contrôle t = 0 (piste 7). Les ARNs de chaque échantillon furent par la 
suite amplifiés par RT-PCR et chargés sur gel d'acrylamide. 

B2, la présence de B2G semble essentiel à la formation de !'isoforme Bcl-xs dans un 

extrait nucléaire de cellules HeLa. Cependant, les régions B2.1 et B2.2 semblent aussi 

contribuer à l'effet provoqué par l'élément B2 mais, cette contribution semble d'une 

importance moindre que celle de la région B2G. 

D. La région B2G possède une séquence riche en G pouvant 

lier les protéines hnRNP F et H 

Comme l'élément B2G semble être la principale région responsable de l'effet de B2, 

nous avons voulu vérifier de plus près son mode d'action. En inspectant visuellement 

la séquence de B2G, nous avons pu y trouver une section riche en G située à la 

position +20 à +38 par rapport au site d'épissage 5' de Bcl-xs 

(GGGAUGGGGUAAACUGGGG). Des séquences d'ARN constituées de séries de 

G, semblables à celle retrouvée dans la région B2G, sont souvent connues comme 

étant des sites de liaison pour les protéines de la famille de hnRNP H qui est 

constituée des protéines hnRNP H, F, H' et 2H9 (Caputi et Zahler, 2001). Sachant 

ceci, nous avons donc trouvé intéressant de vérifier si notre séquence riche en G 

pouvait être liée par ces protéines. Afin d'y parvenir, nous avons effectué une 
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expérience de retardement sur gel en utilisant un oligo d' ARN composé de la 

séquence riche en G correspondant à la position + 16 à +42 par rapport au site 

d'épissage 5' de Bcl-xs (B2G: UUCCGGGAUGGGGUAAACUGGGGUCGC) en 

combinaison avec les protéines his-hnRNP F et his-hnRNP H. Ces protéines 

recombinantes possèdent une étiquette 6 X-histidine en N-terminal et ont été 

exprimées en cellules d'insecte infectées au baculovirus. Afin de déterminer la pureté 

des préparations, 30 pmoles de chaque protéine fut chargé sur un gel 

d'acrylarnide/SDS qui fut par la suite coloré au bleu de Coomassie (Fig. 7 A). Les 

deux préparations contiennent quelques impuretés mineures. 

L'oligo B2G radiomarqué en 5' fut mis en présence ou en absence d'une 

concentration de 2,5 µM de protéines totales et les échantillons furent par la suite 

chargés sur gel d'acrylarnide natif. Par l'analyse du résultat obtenu, nous pouvons en 

premier lieu remarquer la formation d'un complexe lorsque la protéine his-hnRNP F 

est mise en présence de l' oligo B2G radiomarqué (Fig. 7B, comparer la piste 2 avec la 

piste 1). De plus, l'ajout de his-hnRNP H provoque aussi la formation d'un complexe 

avec cet oligo d' ARN (Fig. 7B, comparer la piste 11 avec la piste 1 ). Cette expérience 

montre bien que la région B2G peut être liée par les protéines hnRNP F et hnRNP H. 

Afin de vérifier la spécificité de liaison de ces protéines à la séquence B2G, nous 

avons ajouté aux échantillons contenant l'oligo radiomarqué et les protéines une 

quantité croissante d'oligos compétiteurs non radiomarqués. Dans un premier temps, 

nous avons utilisé l' oligo B2G comme compétiteur afin de nous assurer que l'essai de 
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Figure 7. Les protéines his-hnRNP F et his-hnRNP H peuvent lier la séquence 
riche en G de l'élément B2G de Bcl-x. A, 30 pmoles des préparations des protéines 
his-hnRNP F et his-hnRNP H furent chargées sur un gel d'acrylamide/SDS qui a par 
la suite été coloré au bleu de Coomassie. B, Gel de retardement effectué en utilisant 
5000 cpm (environ 75 nM) un oligonucléotide d' ARN radiomarqué (B2G) 
correspondant à la séquence riche en G de l'élément B2G. Cet oligo fut mis en 
absence (piste 1) ou en présence de 2,5 µM des protéines recombinantes his-hnRNP F 
(piste 2) ou his-hnRNP H (piste 3). Une compétition pour la liaison des protéines à 
B2G fut effectuée en utilisant des concentrations croissantes d'oligonucléotides 
compétiteurs non radiomarqués (1, 10, 100 et 500 fois plus de compétiteurs que 
d' oligos radiomarqués ). La même séquence non radiomarqué fut utilisé, soit B2G 
(pistes 3 à 6 avec his-hnRNP F et 12 à 15 avec his-hnRNP H) ainsi qu'une séquence 
contrôle riche en G nommé ctrl (pistes 7 à 10 avec his-hnRNP F et 16 à 19 avec his-
hnRNP H). 40 µg d'héparine fut ajouté aux échantillons d'un volume de 8 µl. Les 
échantillons ont été chargés et migrés sur gel d'acrylamide natif. 
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compétition fonctionne. Dans un deuxième temps, un oligo contrôle ( ctrl) possédant 

une séquence riche en G 

(GGUAGCUGGAUUGUAGCUGCGGGUACCUUUAGAGUAGGCC) fut aussi 

utilisé afin de mettre à l'épreuve la spécificité de liaison des protéines à la séquence 

B2G. Comme prévu, l'ajout de quantités croissantes de B2G compétiteur aux 

échantillons (1, 10, 100 et 500 fois plus de compétiteurs que d'oligos radiomarqués) 

permet d'empêcher presque totalement la formation du complexe entre his-hnRNP F 

et l'oligo B2G radiomarqué (Fig. 7B, pistes 3 à 6) et va même jusqu'à empêcher 

complètement la formation du complexe entre his-hnRNP H et B2G (Fig. 7B, pistes 

12 à 15). Par ailleurs, l'ajout des mêmes quantités de l'oligo ctrl compétiteur entraîne 

une déstabilisation nettement moins importantes que l' oligo B2G du complexe formé 

entre le B2G radiomarqué et les protéines his-hnRNP F et his-hnRNP H (Fig. 7B, 

pistes 7 à 10 et 16 à 19 respectivement). Ce résultat montre que les protéines hnRNP F 

et hnRNP H peuvent lier l'élément B2G de façon spécifique. 

Comme les préparations des protéines his-hnRNP F et H recombinantes ne sont pas 

totalement pures, nous avons voulu vérifier si les complexes observés sur le gel de 

retardement étaient vraiment causés par la liaison des protéines hnRNP F et H 

recombinantes et non par des contaminants. Pour ce faire, nous avons effectué un 

deuxième gel à retardement en utilisant encore une fois l' oligonucléotide d' ARN B2G 

mis en présence ou en absence de 2,5 µM de la protéine his-SRp30c qui, comme les 

protéines his-hnRNP F et H, est exprimée en cellules d'insecte infectées au 

baculovirus, purifiée sur colonne de nickel mais qui ne devrait pas lier la séquence de 
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Figure 8. La séquence riche en G de l'élément B2G n'est pas liée par la protéine 
his-hnRNP Al. Gel de retardement fait avec l 'oligonucléotide d' ARN B2G 
(constitué de la séquence riche en G de l' élément B2G) radiomarqué en 5' . L' ARN fut 
mis en absence (piste 1) ou en présence de 2,5 µM de différentes protéines 
recombinantes: his-hnRNP F (piste2), his-hnRNP H (piste 3), his-SRp30c (piste 4) et 
his-hnRNP Al (piste 5). Les cinq échantillons furent migrés sur gel d' acrylamide 
natif. 

l 'oligo B2G. Nous avons aussi fait cette expérience avec une autre protéine hnRNP 

purifiée, soit la protéine his-hnRNP A 1 aussi utilisée à une concentration de 2,5 µM et 

qui est, quant à elle, purifiée en bactéries. Les protéines his-hnRNP F et his-hnRNP H 

furent aussi utilisées à une concentration de 2,5 µM à titre de contrôles positifs. 

Comme attendu, les protéines hnRNP F et H provoquent la formation d' un complexe 

lorsque mises en présence de l'oligo B2G (Fig. 8, comparer respectivement les pistes 

les pistes 2 et 3 avec la piste 1 ). Par contre, lorsque his-SRp30c est utilisée avec cet 

oligo, la formation d' un complexe très mineur est obtenu avec cette préparation 

lorsque comparé à ceux obtenus avec les protéines his-hnRNP F et H (Fig. 8, 
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comparer la piste 4 avec les pistes 1, 2 et 3). De plus, l'utilisation de his-hnRNP Al 

avec l'oligo B2G ne provoque aucune formation de complexe visible (Fig. 8, 

comparer la piste 5 avec la piste 1 ). Ce résultat suggère donc que les protéines hnRNP 

F et H sont bien responsables des complexes formés. 

E. La dernière série de G de l'élément B2G est importante 

pour la liaison des protéines hnRNP F et H 

Sachant que la séquence riche en G de B2G pouvait être liée par les protéines hnRNP 

F et H, nous avons voulu vérifier si les séries de G de cet élément étaient importantes 

pour la liaison des protéines hnRNP F et H et si c'est le cas, lesquelles pouvaient être 

impliquées dans la liaison de ces protéines. Pour faire ces vérifications, nous avons 

effectué une expérience de retardement sur gel en utilisant des oligos d' ARN 

possédant des mutations dans certaines séries de G. Un premier oligo utilisé (Mutl) 

possède une mutation dans la dernière série de quatre G, consistant en un changement 

de GGGG pour GCCG (Fig. 9A). Un deuxième oligo (Mut2) possède la même 

mutation mais dans les deux dernières séries de G. L'oligo contenant les trois séries 

de G intactes (B2G) et les deux oligos possédant les mutations ont été radiomarqués et 

incubés avec ou sans 2,5 µM de his-hnRNP F. 

L'analyse des résultats obtenus montre que l'oligo d' ARN B2G en présence de his-

hnRNP F ou de his-hnRNP H forme bel et bien un complexe, comme montré 
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précédemment (Fig. 9B pistes 1, 2 et 3) Lorsque la dernière série de Gest mutée sur 

l'oligo d'ARN (Mutl), la formation d'un faible complexe est visible lors d'ajout de 

his-hnRNP F (Fig. 9B, comparer la pistes 4 avec la piste 5), mais aucun complexe 

n'apparaît lorsque la protéine his-hnRNP H est utilisée (Fig. 9B, comparer la pistes 4 

avec la piste 6). En utilisant l'oligo Mut2, dont les deux dernières séries de G sont 

mutées, aucun complexe ne se forme lorsque les protéines his-hnRNP F et H (Fig. 9B, 

comparer la pistes 7 avec les pistes 8 et 9). Ces résultats suggèrent que les séries de G 

retrouvées dans l'élément B2G sont importantes pour la liaison des protéines hnRNP 

F!H et que la présence des deux dernières séries de Gest essentielle à leur liaison. 

F. Les deux dernières séries de G de l'élément B2G sont 

essentielles pour son activité dans l'épissage 

Comme la mutation de la dernière ou des deux dernières séries de G de l'élément B2G 

empêche la liaison de hnRNP F et H, nous avons voulu vérifier si ces mutations, 

lorsque introduites dans des transcrits, pouvaient avoir un effet sur le choix des sites 

d'épissage 5' de l'intron 2 de Bcl-x et corréler ainsi avec la perte de liaison observée. 

Pour répondre à cette question, nous avons construit deux nouveaux transcrits 

possédant les mêmes mutations que celles retrouvées sur les oligos Mut-1 et Mut-2. 

Le transcrit S-Mutl possède la mutation de la dernière série de G de l'élément B2G 

(GGGG changé pour GCCG) et le transcrit S-Mut2 possède les deux dernières séries 

de G mutées de la même façon. Ces deux nouveaux transcrits ainsi que le transcrit 
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Figure 9. Les séries de G de l'élément B2G sont importantes pour la liaison des 
protéines hnRNP F et H et ainsi que pour l'activité de cet élément. A, 
Représentation des mutations apportées aux séries de G de l' élément B2G. Les séries 
de G sont soulignées et les mutations effectuées sont surlignées en noir. B, Gel de 
retardement effectué avec trois oligonucléotides radiomarqués différents en présence 
ou en absence de 2,5 µM de protéines his-hnRNP F et H. Les trois oligos utilisés 
sont : B2G formé de la séquence riche en G de type sauvage de la région B2G (pistes 
1 à 3), Mutl ayant la dernière série de G mutée (pistes 4 et 6) et Mut2 ayant les deux 
dernières séries de G mutées (pistes 7 et 9). Chaque échantillon fut chargé et migré 
sur gel d 'acrylarnide natif. C, Les transcrits S2.13 (piste 2) ainsi que S-Mutl et S-
Mut2 (piste 3 et 4) possédant les mutations décrites dans le panneau A, furent incubés 
dans un extrait nucléaire de cellules HeLa pendant 2 heures à 30 °C. Le transcrit 
S2.13 fut aussi utilisé afin de faire un contrôle t = 0 (piste 5), incubé sur glace dans un 
extrait nucléaire de cellules HeLa pendant 2 heures. Les ARNs furent par la suite 
amplifiés par RT-PCR, migrés sur gel d'acrylarnide et quantifiés sur Instantlmager. 
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S2. l 3 furent épissés in vitro dans un extrait nucléaire de cellules HeLa, les produits 

d'épissage furent amplifiés par RT-PCR et chargés sur un gel d'acrylamide. 

En analysant le résultat obtenu, une diminution de l'utilisation du site d'épissage 5' de 

Bcl-xs est notable lorsque le profil d'épissage du transcrit S-Mutl est comparé à celui 

de S2.13 (Fig. 9C, comparer la piste 3 avec la piste 2). En observant le profil 

d'épissage du transcrit S-Mut2, nous remarquons que la mutation des deux dernières 

séries de G empêche presque complètement la formation de !'isoforme Bcl-xs (Fig. 

9C, comparer la piste 4 avec la piste 2), reproduisant ainsi les profils d'épissage 

obtenus précédemment avec les transcrits S2.13Af32 et S2.13Af32G. Cette expérience 

montre donc que les deux dernières séries de G de l'élément B2G sont importantes 

pour la formation de !'isoforme pro-apoptotique Bcl-xs. 

G. L'épissage in vitro de Bcl-x peut être modulé par l'ajout de 

protéines hnRNP F et H recombinantes 

Étant donné que les protéines hnRNP F et H lient l'élément B2G et que la mutation ou 

la délétion du site de liaison provoque une altération dans le choix des sites 

d'épissage, nous avons voulu vérifier si l'ajout de ces protéines recombinantes à une 

réaction d'épissage permettrait de provoquer un changement dans la sélection des 

sites d'épissage 5' de l'intron 2 de Bcl-x. Pour répondre à cette question, nous avons 

épissé le transcrit S2.13 dans un extrait nucléaire de cellules HeLa en ajoutant à la 
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réaction des quantités croissantes des protéines his-hnRNP H ou his-hnRNP F. Les 

produits d'épissage furent ensuite amplifiés par RT-PCR et chargés sur un gel 

d'acrylamide. En comparant les profils d'épissage du transcrit S2.13 mis en présence 

de la protéine his-hnRNP H (0,7, 1,1 et 1,5 nM) à celui obtenu sans ajout de protéines 

recombinantes, nous remarquons une légère augmentation de la production de 

!'isoforme Bcl-xs. (Fig. IOA, comparer les pistes 3 à 5 avec la piste 2). De la même 

façon, lorsque la protéine his-hnRNP F est ajoutée à des concentrations croissantes 

(0, 7, 1, 1, 1,5 et 2,2 nM) à la réaction d' épissage, une augmentation de ! 'utilisation du 

site d'épissage 5' de Bcl-xs, similaire à celle obtenue avec his-hnRNP H, est aussi 

remarquée (Fig. 1 OA, comparer les pistes 6 à 9 avec la piste 2). Une plus grande 

quantité de his-hnRNP F a été ajoutée à la réaction d'épissage puisque la préparation 

de cette dernière était plus concentrée que la préparation de his-hnRNP H. L'ajout de 

protéines hnRNP F et H à une réaction d'épissage in vitro permet donc de moduler 

l'épissage du transcrit S2.13 en favorisant la formation de Bcl-xs. 

Nous avons voulu nous assurer que l'effet observé sur le profil d'épissage par l'ajout 

des protéines hnRNP F et H n'était pas un effet général causé par certaines protéines 

hnRNP déjà connues pour favoriser la sélection des sites d'épissage distaux (Yang et 

al., 1994). Pour ce faire, nous avons fait l'épissage in vitro du transcrit S2.13 en 

présence d'une autre protéine hnRNP recombinante, soit la protéine his-hnRNP Al. 

L'épissage fut effectué dans un extrait nucléaire de cellules HeLa en utilisant des 

concentrations de protéines his-hnRNP Al équivalentes à celles utilisées pour la 

protéine hnRNP F (soit 0,7, 1,1, 1,5 et 2,2 nM). Les produits d'épissage furent par la 
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Figure 10. L'ajout de his-hnRNP F ou H dans une réaction d'épissage in vitro 
favorise la formation de l'isoforme Bcl-xs, alors que l'ajout de his-hnRNP Al ou 
de his-SRp30c favorise la formation de l'isoforme Bcl-xL. A, Le transcrit de type 
sauvage S2.13 fut épissé in vitro dans un extrait nucléaire de cellules HeLa pendant 2 
heures à 30 °C en absence (piste 2) ou en présence de concentrations croissantes des 
protéines his-hnRNP H (0,7, 1,1 et 1,5 µM) (pistes 3 à 5), his-hnRNP F (0,7, 1,1, 1,5 
et 2,2 µM) (pistes 6 à 9) ou hnRNP Al (0,7, 1,1, 1,5 et 2,2 µM) (pistes 10 à 13). Un 
contrôle t = 0 (piste 14) fut aussi effectué en incubant le transcrit S2.13 dans un extrait 
nucléaire de cellules HeLa sur glace pendant 2 heures. Les ARNs furent par la suite 
amplifiés par RT-PCR et les produits de PCR furent chargés sur gel d' acrylarnide et 
quantifiés par Instantlmager. B, Le transcrit de type sauvage S2.13 fut épissé in vitro 
dans un extrait nucléaire de cellules HeLa pendant 2 heures à 30 °C en abscence (piste 
2) ou en présence de concentrations croissantes de protéines his-SRp30c (0,7, 1,1 et 
1,5 µM) (pistes 3 à 5). Un contrôle t = 0 (piste 6) fut aussi effectué en incubant le 
transcrit S2.13 dans un extrait nucléaire de cellules HeLa pendant 2 heures sur glace. 
Les ARNs furent par la suite amplifiés par RT-PCR et les produits de PCR furent 
chargés sur gel d' acrylarnide et quantifiés par Instantlmager. 
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suite amplifiés par RT-PCR et chargés sur gel d'acrylamide. La comparaison des 

profils d'épissage obtenus par l'ajout de his-hnRNP Al à celui obtenu avec le transcrit 

S2.13 épissé sans ajout de protéines montre que l'ajout de hnRNP Al promouvoit la 

formation de !'isoforme anti-apoptotique Bel-XL au détriment de !'isoforme Bcl-xs 

(Fig. IOA, comparer les pistes 10 à 13 avec la piste 2). Ce résultat suggère que les 

effets observés dans l'épissage lors d'ajout des protéines hnRNP F et H ne sont pas 

dus à un effet général des protéines hnRNP. En fait, l'ajout de protéine hnRNP Al 

recombinante semble avoir l'effet inverse des protéines hnRNP F et H et pourrait 

suggérer que hnRNP Al antagonise l'effet des protéines hnRNP F et H endogènes. 

En plus, afin de s'assurer que l'effet des protéines his-hnRNP F et H n'était pas causé 

par des protéines contaminantes pouvant se trouver dans les préparations de protéines, 

nous avons vérifié l'effet d'une autre protéine qui est aussi exprimée en cellules 

d'insecte et purifiée sur colonne de nickel, soit his-SRp30c. L'épissage fut effectué 

dans un extrait nucléaire de cellules HeLa en absence ou en présence de 

concentrations croissantes de his-SRp30c (0,7, 1,1et1,5 µM). Les produits d'épissage 

furent par la suite amplifiés par RT-PCR et chargés sur gel d'acrylamide. L'analyse 

du résultat montre que la présence de his-SRp30c stimule la formation de !'isoforme 

Bcl-xL (Fig. 1 OB, comparer les pistes 3 à 5 avec la piste 2) contrairement aux 

protéines his-hnRNP Fou H qui stimulent la formation de !'isoforme Bcl-xs lorsqu'ils 

sont ajoutées à la réaction d'épissage. Ce résultat suggère que, non seulement l'effet 

obtenu par les protéines his-hnRNP F et H n'est pas causé par un contaminant, mais 
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qu'en plus, la protéine SRp30c semble agir sur l'épissage de Bcl-x en favorisant la 

formation de !'isoforme anti-apoptotique Bel-XL. 

H. L'effet de his-hnRNP F sur l'épissage de Bcl-x se ferait via 

l'élément B2G 

Comme la délétion ou la mutation de l'élément B2 réprime la formation de Bcl-xs et 

que l'ajout de protéines hnRNP F et H liant cet élément favorise sa production, ces 

résultats suggèrent que les protéines hnRNP F et H confère à l'élément B2, au moins 

en partie, la capacité de promouvoir la formation de !'isoforme pro-apoptotique. Afin 

de confirmer cette proposition, nous avons effectué un épissage in vitro en utilisant les 

transcrits S2.13, S-Mutl et S-Mut2 qui ont chacun été mis en absence ou en présence 

de 1,5 et 2,2 nM de his-hnRNP F. Ainsi, si l'effet de cette protéine se fait via 

l'élément B2, aucun changement dans le profil d'épissage de S-Mut2 ne devrait être 

observé étant donné qu'aucune liaison n'est visible en gel de retardement. Les 

réactions d'épissage ont été faites dans un extrait nucléaire de cellules HeLa et les 

produits furent amplifiés par RT-PCR et migrés sur un gel d'acrylamide. Seule la 

protéine his-hnRNP F fut utilisée pour cette expérience. 

Comme montré précédemment, l'ajout de his-hnRNP F lors de l'épissage du transcrit 

S2.13 permet d'augmenter significativement l'utilisation du site d'épissage 5' de Bcl-

xs (Fig. 1 lA, comparer les pistes 3 et 4 avec la piste 2). Une modulation est aussi 
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Figure 11. La présence des deux dernières ser1es de G de l'élément B2G est 
essentielle pour l'activité de la protéine his-hnRNP F sur l'épissage de bcl-x. A, 
Incubation des transcrits S2.13 (pistes 2, 3 et 4), S-Mutl (pistes 5, 6 et 7) et S-Mut2 
(pistes 8, 9 et 10) dans un extrait nucléaire de cellules HeLa pendant 2 heures à 30 °C 
en absence ou en présence de 1,5 et 2,2 µM de protéines his-hnRNP F. Les ARNs 
furent amplifiés par RT-PCR et migrés sur un gel d' acrylamide. B, La quantité de 
protéines recombinantes maximale utilisée dans la réaction d' épissage in vitro (30 
pmoles) fut chargée sur gel d' acrylamide/SDS (piste 1), une quantité d' extrait 
nucléaire équivalente à celle utilisée en épissage in vitro fut aussi chargée sur le gel 
(piste 2) et l' équivalent des deux premiers échantillons furent chargés ensemble sur la 
même piste (piste 3). Après migration, les protéines furent transférées sur membrane 
de nitrocellulose et un irnmunobuvardage de type Western fut effectué en utilisant un 
anticorps anti-hnRNP F. 

observable pour S-Mutl lorsque la protéine his-hnRNP F est ajouté à la réaction 

d' épissage (Fig. 1 lA, comparer les pistes 6 et 7 avec la piste 5). Cependant, lorsque le 

transcrit S-Mut2 est épissé en présence des mêmes quantités de his-hnRNP F ajoutées 

à la réaction, aucune augmentation de Bcl-xs n' est visible (Fig. 11A, comparer les 

pistes 9 et 10 avec la piste 8). Ce résultat nous montre donc que les deux dernières 
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séries de G de l'élément B2G doivent être présentes pour que la protéine hnRNP F 

puisse promouvoir l'utilisation du site d'épissage 5' de Bcl-xs. 

Nous avons voulu, par la suite, vérifier si les quantités de his-hnRNP F recombinant 

ajoutées aux réactions d'épissage se situaient à un niveau similaire à celui retrouvé 

dans les extraits nucléaires de cellules HeLa utilisés. Afin de vérifier ceci, la quantité 

maximale de his-hnRNP F utilisée lors des réactions d'épissage (30 pmol) fut chargée 

sur gel d'acrylamide/SDS dans une première piste. La quantité d'extrait nucléaire 

utilisée pour les épissages in vitro ( 5 µl) fut chargée dans une deuxième piste et ces 

deux échantillons furent chargés simultanément dans une troisième piste. Les 

protéines furent transférées sur membrane de nitrocellulose et détectées par 

immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps anti-hnRNP F. La 

détection montre que la quantité de protéines recombinantes maximale utilisée dans 

l'épissage est similaire à celle se trouvant dans une quantité d'extrait nucléaire 

identique à celle utilisée lors d'épissage in vitro (Fig. 1 lB, comparer les pistes 1 et 2). 

Ce résultat nous permet donc de nous assurer que la quantité de protéines 

recombinantes ajoutée aux réactions d'épissage précédentes, est comparable aux 

niveaux de hnRNP F endogènes retrouvés dans les extraits nucléaires utilisés. 
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Discussion 

Bcl-x, un gène apoptotique épissé alternativement, produit des isoformes ayant des 

effets antagonistes dans l'apoptose. L'épissage de ce gène doit d'être régulé 

rigoureusement afin que l'apoptose soit régulé correctement. La compréhension des 

mécanismes d'épissage de ce gène permettra de mieux comprendre la régulation du 

processus de suicide cellulaire qu'est l'apoptose ainsi que sur le cancer et les 

résistances aux médicaments anti-cancéreux. Jusqu'à maintenant, nos résultats 

suggèrent qu'aucun élément régulateur ne serait présent dans les 1200 premiers 

nucléotides de l'intron 2. Cependant, nos présentes recherches montrent que deux 

régions régulatrices, situées entre les deux sites d'épissage 5' de l'exon 2, se 

retrouvent sur le pré-ARNm de Bcl-x. Une première région appelée B2 permettrait de 

favoriser la formation de !'isoforme pro-apoptotique Bcl-xs, alors qu'une deuxième 

région nommée B3 favoriserait la formation de !'isoforme anti-apoptotique Bcl-x1 . 

Nous montrons aussi qu'une sous-région B2G est principalement responsable de 

l'activité de la région B2 et que cette sous-région renferme une séquence constituée de 

séries de G pouvant être liée par les protéines hnRNP F et H. La dernière ou les deux 

dernières séries de G de l'élément B2G sont importantes pour la liaison de la protéine 

hnRNP F à cette séquence ainsi que pour le bon fonctionnement de l'élément B2G en 

épissage. Nos études montrent que l'ajout de protéines hnRNP F ou hnRNP H à une 

réaction d'épissage in vitro permet de moduler l'épissage de Bcl-x en favorisant la 

formation de !'isoforme Bcl-xs. L'effet de hnRNP F et H n'est pas un effet général 

des protéines hnRNPs puisque l'ajout de la protéine hnRNP Al dans une réaction 
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d'épissage in vitro, produit l'effet inverse et favorise la formation de !'isoforme Bcl-

XL. De plus, cet effet ne serait pas causé par un contaminant pouvant être retrouvé 

dans les préparations de protéines puisque l'ajout de his-SRp30c provenant de cellules 

d'insecte et purifiée sur colonne de nickel produit, aussi l'effet inverse en favorisant la 

formation de !'isoforme Bcl-xL. Nous avons également montré que la protéine hnRNP 

F agit sur l'épissage de Bcl-x via la région B2G. Quant à hnRNP Al et SRp30c, leur 

effet sur l'épissage de Bcl-x serait médié par une autre région que B2G. 

Absence d'élément régulateur dans le premier 1200 nt de 

l'intron 2. 

L'analyse visuelle par alignement des premiers 1200 nucléotides de l'intron 2 du pré-

ARNm de Bcl-x de l'humain, de la souris et du rat nous a permis de constater que ces 

séquences étaient fortement conservées. Cette conservation suggère que les séquences 

introniques pourraient contenir un ou des éléments de contrôle de l' épissage. Comme 

aucun élément n'a pu être identifié, cette conservation particulièrement forte dans les 

110 premiers nucléotides de l'intron 2 pourrait s'expliquer par le fait que cette 

séquence code pour un autre isoforme de Bcl-x, soit Bcl-x~. Cet isoforme est formé 

lorsque les sites d'épissage 5' de l'exon 2 ne sont pas utilisés et qu'une partie de 

l'intron 2 est traduite (Gonzalez-Garcia et al., 1994; Shiraiwa et al., 1996). 
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La région intronique en aval du premier 110 nt pourrait néanmoins contenir des 

éléments de contrôle de l'épissage, mais le système cellulaire utilisé pourrait ne pas 

être approprié pour révéler leur rôle. En effet, comme ce résultat fut obtenu dans un 

extrait nucléaire de cellules HeLa, il est possible que certaines de ces séquences 

contenues dans l'une ou l'autre des délétions pourraient affecter l'épissage de Bcl-x 

dans d'autres types cellulaires ou encore dans des cellules en apoptose. L'utilisation 

dans l'épissage in vitro d'extraits nucléaires faits à partir de différents types cellulaires 

ou de cellules en apoptose pourrait permettre de vérifier cette hypothèse. De plus, 

comme seulement les 1192 premiers nucléotides de l' intron 2 sont présents dans notre 

transcrit S2.13, il est possible que d'autres régions régulatrices de l'épissage soient 

présentes plus en aval dans l'intron 2 naturel de Bcl-x. Il serait donc intéressant de 

vérifier l'effet de l'ajout de séquences introniques sur le choix des sites d'épissage. 

Cependant, comme la plupart des éléments régulateurs sont habituellement trouvés à 

proximité des sites d'épissage, les chances de trouver une région régulant le choix des 

sites d'épissage 5' de l'exon 2 sont moindres au fur et à mesure que nous nous 

éloignons des sites d' épissage alternatifs. 

Deux régions exoniques modulent l'épissage de Bcl-x. 

Nos études effectuées sur l'exon 2 de Bcl-x montrent que deux régions exoniques, 

situées entre les deux sites d'épissage 5' de l'exon 2, permettent de moduler 

l'épissage alternatif de Bcl-x. En effet, la délétion de la région B2 (77 nt) empêche 
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complètement la formation de !'isoforme Bcl-xs suggérant que cette région contient 

un ou des éléments permettant soit de favoriser l'utilisation du site d'épissage 5' de 

Bel-xs, soit de réduire l'utilisation du site d'épissage 5' de Bel-XL. D'autre part, 

lorsque la région B3 (86 nt) est supprimée, une augmentation de la formation de 

!'isoforme Bel-xs est observée, ce qui suggère que cette région agirait comme un 

activateur du site d'épissage 5' de Bel-xL ou encore comme un répresseur du site 

d'épissage 5' de Bel-xs. 

Nous avons montré en utilisant un oligonueléotide antisens complémentaire au site 

d'épissage 5' de Bel-xL que le site d'épissage 5' de Bel-xs était toujours fonctionnel 

lorsque la région B2 était délétée d'un transcrit. Ce résultat nous permet de penser que 

la région B2 n'est donc pas essentielle pour la formation de Bel-xs. L'absence de la 

région B2 semble par contre rendre le site d'épissage 5' de Bel-xs plus difficilement 

utilisable puisqu'une plus grande quantité d'oligonueléotides antisens doit être utilisée 

afin d'obtenir uniquement !'isoforme Bel-xs avec le transcrit S2.13~2. Nous avons 

de plus éliminé la possibilité que les résultats obtenus avec les délétions des régions 

B2 et B3 soient causés par le rapprochement d'un élément à proximité d'un des sites 

d'épissage 5' en utilisant des séparateurs aux endroits des régions B2 et B3. 

La région B3, vu sont effet positif sur la formation de !'isoforme Bel-xL, pourrait être 

plus active que B2 chez les cellules HeLa puisque c'est cet isoforme qui est produit de 

façon dominante dans ces cellules. Des recherches plus approfondies devront 

cependant être effectuées afin de mieux caractériser les régions importantes de cet 
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élément ainsi que son mécanisme d'action. La construction de transcrits possédant de 

plus petites délétions de cette région serait un bon moyen de connaître la ou les sous-

régions responsables de l'activité de cette région. 

Le fait qu'une forte majorité de !'isoforme Bel-XL soit retrouvée chez les cellules 

HeLa nous indique que le rôle de la région B2, joue un rôle mineur dans ces cellules. 

Cependant, comme la région B2 permet de favoriser la formation de !'isoforme pro-

apoptotique Bcl-xs, cet élément pourrait être plus actif dans une cellule produisant une 

majorité de Bcl-xs (en apoptose, par exemple). Il serait donc intéressant de vérifier si 

!'isoforme Bcl-xs peut être formé dans un extrait nucléaire de cellules en apoptose 

lorsqu'un transcrit portant une délétion de la région B2 est utilisé. Si tel était le cas, 

ceci suggérerait que la formation de Bcl-xs pourrait être favorisé via d'autres éléments 

retrouvés ailleurs que dans la région B2. Dans le même ordre d'idées, cet élément 

pourrait aussi se trouver plus actif dans d'autres types cellulaires possédant un ratio 

Bcl-xs/Bcl-xL plus grand que celui des cellules HeLa. Il pourrait donc être intéressant, 

tout comme pour les délétions introniques, de vérifier le comportement d'un transcrit 

possédant une délétion de la région B2 en épissage in vitro dans des extraits 

nucléaires types cellulaires qui produisent proportionnellement plus de Bcl-xs. 

La sous-région B2G est principalement responsable de l'effet 

de la région 82 et est liée par les protéines hnRNP F et H. 
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La dissection de la région B2 nous a permis de trouver une sous-région qui est 

principalement responsable de l'effet de B2 dans I' épissage. En effet, un transcrit 

possédant une délétion de la région B2G reproduit le même profil d'épissage qu'un 

transcrit ayant une délétion de B2. Une autre région, située en aval de B2G (B2.2), 

semble aussi contribuer de manière moins importante à l'effet de l'élément B2 

puisque sa délétion provoque une légère diminution de la quantité de Bcl-xs produit. 

L'analyse de la séquence de B2G nous a permis de découvrir une région riche en G 

(de +20 à +38 par rapport au site d'épissage 5' de Bcl-xs) et nos expériences montrent 

que la présence de ces séries de Gest importante pour l'activité de l'élément B2G. En 

effet, l'utilisation en épissage in vitro d'un transcrit possédant des mutations à 

l'endroit de la dernière série de G diminue l'efficacité de cet élément alors que la 

mutation des deux dernières séries de G inhibe totalement l'activité de l'élément B2G. 

Nous avons aussi montré que cette séquence constituée de séries de G pouvait être 

liée spécifiquement par les protéines hnRNP F et hnRNP H, deux protéines de la 

famille de hnRNP H. De plus, nos résultats révèlent que les séries de G de l'élément 

B2G sont importantes pour la liaison des protéines hnRNP F et H puisque l'insertion 

de mutations dans la dernière ou les deux dernières séries de G inhibe complètement 

la liaison de ces protéines à cette séquence. 

L'absence de liaison observée entre hnRNP F/H et la séquence riche en G possédant 

la mutation des deux dernières séries de G corrèle avec la perte de fonction de 

l'élément B2G engendrée par la même mutation. Par contre, malgré le fait que hnRNP 
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F et H ne lient pas les oligos d' ARN mutés dans les séries de G, une légère activité de 

l'élément B2G est tout de même observée lorsque ces mutations sont présentes. Une 

hypothèse serait qu'un ou plusieurs autres facteurs seraient en mesure de lier 

l'élément B2G malgré la présence des mutations des séries de G et participer à 

l'activité de cet élément. 

Nous pouvons donc penser que, en plus des protéines hnRNP F et hnRNP H, 

l'élément B2G pourrait aussi être lié par d'autres facteurs d' épissage qui pourraient 

soit bloquer la liaison des protéines hnRNP F et H par encombrement stérique, agir 

comme répresseur de l'utilisation de ce site d'épissage ou au contraire activer 

l'utilisation du site d'épissage 5' de Bcl-xs. La protéine hnRNP Al aurait été 

susceptible de lier cet élément étant donné son effet sur l'épissage de Bcl-x et son site 

de haute affinité similaire aux séquences retrouvées dans B2G. Nous avons cependant 

montré que cette protéine n'interagit pas à la séquence riche en G de B2G et que son 

effet serait donc médié par une autre région du pré-ARNm. Parmi les autres protéines 

susceptibles de pouvoir lier cet élément, nous pourrions retrouver la protéine hnRNP 

2H9 et H' qui font partie de la même famille que les protéines hnRNP F et H et qui 

sont déjà connues comme liant des séquences riches en G (Caputi et Zahler, 2001). 

Les protéines SR ASF/SF2 et SC35, bien connues comme activateurs d'épissage 

(Black, 2003; Chabot, 1996; Graveley, 2000), sont deux autres protéines qui 

pourraient lier B2G. Une étude montre en effet que ces deux protéines SR peuvent lier 

des séquences riches en G sur le pré-ARNm de la ~-tropomyosine (Expert-Bezancon 

et al., 2004). Afin de vérifier si une de ces protéines ou encore d'autres protéines sont 
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en mesure de lier l'élément B2G, il serait intéressant de procéder à l'identification de 

facteurs retenus par une colonne d'affinité faite avec l'oligo d' ARN B2G et sur 

laquelle un extrait nucléaire de cellules HeLa serait passé. Il serait aussi intéressant de 

faire cette expérience avec des extraits nucléaires et S 1 OO (ne contenant pas de 

protéines SR) de plusieurs types cellulaires ainsi qu'avec des extraits de cellules en 

apoptose puisqu'il est connu que la localisation (nucléaire ou cytoplasmique) ainsi 

que l'expression des protéines hnRNP F et H peut différer selon le type cellulaire ou 

l'état de la cellule (cancéreuse ou normale par exemple) (Honore et al., 2004). Il est 

aussi connu que l'affinité des protéines hnRNP F et H pour certains sites de liaison 

peut changer selon le type cellulaire (Caputi et Zahler, 2001; Min et al., 1995). De 

plus, une étude montre que le profil de phosphorylation de la protéine hnRNP H 

change lors de l'induction de l'apoptose par l'acide rétinoïque chez les cellules HL-60 

(Navakauskiene et al., 2004). Cette modification de la protéine pourrait affecter 

l'activité ou encore la localisation de cette protéine dans la cellule et, par conséquent, 

affecter l'épissage de Bcl-x. 

Les protéines hnRNP F et hnRNP H modulent l'épissage de 

Bcl-x in vitro via la région B2G. 

En accord avec le fait que B2G puisse lier les protéines hnRNP F et H, nous avons 

montré, que l'ajout de l'une ou l'autre de ces protéines permet de moduler l'épissage 

in vitro de Bcl-x en favorisant la quantité de Bcl-xs produit. Ce résultat corrèle avec 
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celui obtenu lorsque la région B2G est supprimée ou mutée et qu'ainsi une 

augmentation dans la formation de !'isoforme Bel-XL est observée. Nous avons aussi 

montré, en utilisant la protéine hnRNP A 1, que l'effet obtenu avec les protéines 

hnRNP F et H n'était pas causé par un effet général des protéines hnRNP qui, comme 

mentionné précédemment, ont généralement tendance à favoriser l'utilisation des sites 

d'épissage distaux (Mayeda et Krainer, 1992; Yang et al., 1994). De plus, nos 

résultats montrent que l'effet observé avec les protéines hnRNP F et H n'est 

probablement pas dû à des contaminants présents puisque l'ajout d'une préparation de 

his-SRp30c, exprimée dans le même type cellulaire et purifiée sur le même type de 

colonne, à la réaction d' épissage in vitro provoque l'effet contraire et favorise la 

formation de Bel-XL. Les résultats que nous avons obtenus montrent que l'effet de la 

protéine hnRNP F est médié par la région B2G. En effet, l'ajout de cette protéine à 

une réaction d'épissage in vitro fait avec un transcrit dépourvu ayant la région B2G 

mutée ne permet pas d'augmenter la quantité de Bcl-xs formé. L'effet de la protéine 

hnRNP H est probablement aussi médié par cette région étant donné sa grande affinité 

pour la séquence riche en G retrouvé dans la région B2. L'action de la protéine 

hnRNP F se ferait donc via l'élément B2G et plus précisément, via les séries de G 

contenues dans cet élément. 

Bien que les protéines hnRNP F et H lient les éléments riches en G et modulent 

l'épissage de Bel-x in vitro, nous n'avons pour l'instant aucun indice du mécanisme 

d'action du complexe B2G / hnRNP F/H. Étant donné la proximité de l'élément B2G 

du site d'épissage 5' de Bel-xs, une hypothèse plausible serait que les protéines 
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hnRNP F et H stabilisent le snRNP Ul à ce site d'épissage. Des études, effectuées sur 

le pré-ARNm du gène env du VIH-1, démontrent que hnRNP H peut agir de la sorte 

en stabilisant le snRNP Ul au site d'épissage 5' de l'exon 6D (Caputi et Zahler, 

2002). D'autre part, comme ces protéines possèdent un domaine riche en glycines leur 

permettant d'interagir entre eux ou avec d'autres protéines hnRNP, il serait possible 

que les protéines hnRNP F et H liées à B2G puissent agir selon le modèle de «looping 

out» suggéré pour une autre protéine possédant aussi un domaine riche en glycines, 

soit hnRNP Al (Nasim et al., 2002). Selon cette hypothèse, les protéines hnRNP Fou 

H liées à l'élément B2G pourraient interagir, via leur domaine riche en glycines, avec 

une molécule identique ou une autre hnRNP liée dans l'intron et, en formant une 

boucle, permettre l'exclusion du site d'épissage 5' de Bel-XL. De plus, aucun indice ne 

nous permet de savoir si hnRNP F et H agissent indépendamment ou conjointement 

sur l'élément B2G. La régulation de l'exon alternatif NI du gène c-src est un exemple 

bien connu où ces deux protéines doivent agir conjointement pour moduler l'épissage. 

Le pré-ARNm de c-src possède une région régulatrice (nommée DCS) située en aval 

du site d'épissage 5' de l'exon NI qui doit recruter hnRNP F et hnRNP H afin 

d'activer l'inclusion de cet exon (Chou et al., 1999; Min et al., 1995). 

La région 82.2 située en aval de B2G permet aussi une 

modulation de l'épissage de Bcl-x. 
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En plus de B2G, la région située en aval de cet élément semble aussi contribuer à 

l'effet de B2. En effet, une légère diminution du niveau de Bcl-xs est observée 

lorsqu'il y a délétion de cette séquence (région B2.2). Nous ne nous sommes pas 

attardés sur cette région dans cette étude étant donné l'effet moins important de sa 

délétion sur l'épissage de Bcl-x que la délétion de la région B2G. Cependant, nous 

savons que cette région B2.2 contient une séquence riche en pyrimidines nommée 

CRCE2 décrite récemment (Massiello et al., 2004). Cette équipe a démontré que 

lorsque cette région est mutée, une augmentation de la formation de l'isoforme Bcl-xs 

était observée chez les cellules A549, suggérant que cet élément réprimerait la 

formation de !'isoforme Bcl-xs. Ce résultat obtenu dans les cellules A549 est contraire 

à ce que nous avons observé dans un extrait nucléaire de cellules HeLa. Ces deux 

résultats opposés peuvent laisser penser que cette région pourrait recruter différents 

facteurs, dépendamment du type de cellules, pouvant avoir des activités différentes 

sur la sélection des sites d'épissage 5' de Bcl-x. Des modifications post-

traductionnelles différentes apportées à un même facteur liant cette séquence pourrait 

aussi être la cause de la divergence entre les deux résultats. En plus de l'élément 

CRCE2, cette région B2.2 contient une région riche en G (GGCGGGG) située 

immédiatement après la série de pyrimidines. Cette séquence, se trouvant à 25 nt de 

l'élément B2G, pourrait peut-être jouer un rôle dans l'activité de B2.2 et, comme il 

s'agit d'une séquence riche en G, agir en recrutant ou en renforçant la liaison des 

protéines hnRNP F et H dans la région B2. Cette séquence pourrait aussi recruter une 

autre protéine pouvant lier des séquences riches en G comme ceux mentionnées 

précédemment. Comme pour l'élément B2G, une colonne d'affinité effectuée avec un 
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oligo d' ARN contenant la séquence ou différentes parties de séquences de la région 

B2.2 pourrait permettre de connaître les facteurs liant cette région. Il serait 

particulièrement intéressant de comparer les facteurs recueillis avec les extraits 

nucléaires de cellules HeLa et de cellules A549 afin de connaître la cause provoquant 

la différence dans les résultats obtenus. 
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