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1. cancer

1.1. Généralités

Le cancer est une des causes majeures de mortalité dans le monde. Il est dû à la 
prolifération anormale de cellules (dérivées d’un clone) qui acquièrent la capacité 
de se diviser indéfiniment. Le génome des tumeurs subit plusieurs changements 

et accumule des mutations1. En effet, la tumorigenèse est un processus qui se produit en 
plusieurs étapes au cours desquelles les cellules normales se transforment progressivement 
en cellules malignes et invasives2. La cancérisation est un processus évolutif darwinien: 
une succession de modifications donnant un avantage à la croissance et amenant à une 
transformation progressive vers le cancer3. Les tumeurs sont constituées de différents 
types cellulaires. Des cellules non dérivées du clone originel y sont recrutées et participent 
à la tumorigenese4.

Il existe de nombreux types de cancers mais tous ont en commun dix caractéristiques 
générales décrites par Hanahan et Weinberg4-5 (Figure 1):

• autosuffisance en signaux de croissance;

• insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance;

• résistance à la mort cellulaire programmée (apoptose):

• potentiel de réplication sans limite;

• invasion tissulaire;

• métastases;

• résistance à la destruction par le système immunitaire;

• inflammation induite par la tumeur;

• instabilité du génome et mutations;

• dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire. 
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1.2. Traitement du cancer

A l’origine, le seul traitement disponible contre le cancer était la chirurgie. Au 19ème 

siècle, l’hormonothérapie a été découverte. Elle a permis de réduire de 50% la 
mortalité liée au cancer du sein grâce aux anti-oestrogènes. Au début du 20ème 

siècle, la radiothérapie a commencé à être utilisée et n’a cessé de se perfectionner. Pen-
dant la Seconde Guerre mondiale, des observations ont démontré que les gaz moutardes 
(qui ont maintenant donné naissance aux moutardes azotées telles que le cyclophospha-
mide ou le melphalan) avaient des effets anticancéreux. C’est ainsi que la chimiothérapie 
anticancéreuse est née. 

Actuellement, les bases du traitement du cancer sont la chirurgie, la radiothérapie et la 
chimiothérapie. De nouvelles thérapies (dont nous ne discuterons pas ici) sont également 
en cours de développement. Certaines sont déjà utilisées pour améliorer le traitement 
classique ou pour limiter les cas de résistances (par exemples: les anticorps spécifiques,  
l’immunothérapie, les inhibiteurs de kinases ou encore la thérapie photodynamique). 

Autosuffisance en facteurs 
de croissance

Dérégulation du 
métabolisme énergétique

cellulaire

Instabilité du génome
et mutations

Insensibilité aux facteurs 
inhibiteurs de croissance

Résistance à 
l’apoptose

Résistance à la
destruction par le 

système immunitaire

Inflammation

Potentiel de réplication
sans limite

Invasion tissulaire

Métastases

Figure 1. Caractéristiques des cellules cancéreuses. La plupart des cellules cancéreuses possèdent 
les mêmes caractéristiques. Image adaptée de 4 
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Il existe différentes classes d’agents chimiotherapeutiques (Figure 2): 

• les agents génotoxiques (voir paragraphe 1.3, page 6);

• les antimétabolites sont des analogues de purine (R) (comme la fludarabine ou le 
6-mercaptopurine) ou de pyrimidine (Y) (comme le 5 fluorouracile ou la capécita-
bine). Ils empêchent notamment la réplication de l’ADN en s’y incorporant, causant 
ainsi l’arrêt de la synthèse. Le méthotrexate (MTX) est également repris dans les 
antimétaboliques; c’est un analogue de l’acide folique qui empêche, par compétition, 
la formation de la forme active du folate nécessaire à la synthèse des R et des Y;

• les agents interférant avec la polymérisation (comme la vinorelbine) ou de la dépoly-
mérisation (comme le Paclitaxel) de la tubuline et empêchent ainsi la division 
cellulaire; 

• les immunomodulateurs ont des actions anti-angiogènes ou anti-inflammatoires 
(comme par exemple le thalidomide qui inhibe le TNF-alpha).

Figure 2. Représentation non exhaustive de différentes classes d’agents utilisés en chimiothérapie 
anticancéreuse. Ils agissent à différents niveaux. Les antimétabolites empêchent la réplication de l’ADN. 
Les inhibiteurs de Topos et les alkylants endommagent l’ADN. Certains composés empêchent la division 
cellulaire en interférant avec la tubuline. Les immunomodulateurs diminuent la réponse inflammatoire ou 
l’angiogenèse; les anticorps s’attaquent spécifiquement aux tumeurs; des anti-oestrogènes sont utilisés en 
hormonothérapie; la thérapie photodynamique utilise des agents photosensibilisants qui  permettent de tuer 
les cellules cancéreuses en les rendant sensibles à la lumière; des inhibiteurs de kinases permettent de 
diminuer la prolifération et de tuer les cellules. 
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1.3. Agents génotoxiques
Les agents génotoxiques sont fréquemment utilisés en thérapie anticancéreuse. Il en 

existe deux grands types:

• les agents alkylants établissent des liaisons covalentes avec l’ADN (les trois classes 
majeures sont les moutardes azotées, les dérivés du platine, les nitroso-urées auxquelles 
viennent s’ajouter d’autres agents alkylants comme le busulfan ou le témozolomide). Ils 
sont généralement considérées comme pro-cancer. Cependant, l’utilisation de fortes 
concentrations surcharge les systèmes de réparation cellulaire et conduit à l’apoptose6;

• les inhibiteurs de topoisomérases (Topo) inactivent ces enzymes qui modifient la topo-
logie de l’ADN en clivant transitoirement un seul ou deux brins de l’ADN [topoisomérase 
de type I et de type II, respectivement]. Ces enzymes sont essentielles pour garantir 
l’intégrité du génome pendant la transcription, la réplication, la réparation de l’ADN et 
le remodelage de la chromatine7-9. Il existe des composés ayant un effet sur les Topos 
de type I (comme la camptothécine (CPT) ou la quercétine) ou de type II (comme 
l’étoposide (Eto) et la Doxorubicine (DOX)). Les inhibiteurs de Topos sont sélectifs 
des cellules cancéreuses car elles se divisent plus vite et surexpriment les Topos10.

Nous décrirons ici les agents employés au cours de cette étude et plus particulièrement 
le cisplatine (Cis) et la CPT, les deux agents ayant été les plus utilisés. 

1.3.1. Le Cisplatine
Le Cis (cis-diaminedichloroplatine(II)) est utilisé depuis 197811 pour le traitement de 

nombreux types de cancers (poumon, sein, ovaires, testicules, prostate, estomac vessie, 
os, muscles, lymphoïdes,…)12-13 (Figure 3) 

Le Cis est capable d’entrer (ou de sortir) de la cellule 
essentiellement par des transporteurs au cuivre comme 
CTR1 14-15, par les pompes Na+/K+ 16-17 ou plus rarement 
par diffusion passive. Une fois dans le cytoplasme, il y a 
un échange entre les atomes de chlore et l’eau, ce qui 
entraine l’apparition d’une charge positive permettant au 
Cis d’interagir avec les sites nucléophiles des protéines, 
de l’ARN et de l’ADN18-20 (Figure 4). Entre le début de son 
activation et son interaction avec ses cibles, le Cis peut 
être inactivé par des composés cytoplasmiques comme le 
glutathion par exemple12. 

Les liaisons avec l’ADN et plus particulièrement les laisons 

Pt

H3N

H3N

Cl

Cl
Figure 3. Cisplatine: le Cis est 
un composé neutre et planaire qui 
possède deux ligands amines et 
deux atomes de chlore labiles.
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intra-chaînes, sont les plus étudiées et sont responsables de son action cytotoxique 21-22. Il 
existe une corrélation positive entre la quantité de Cis liée à l’ADN et sa cytotoxicité23. Il est 
capable d’établir des liens covalents avec l’azote (N7) des adénines (A) et des guanines 
(G), ce qui mène le plus fréquemment à des liaisons intra-chaînes sur deux R adjacentes 
ou séparées d’une base (plus de 85% des lésions24) et, plus rarement, à des liaisons 
inter-chaînes. Le Cis peut également générer des liaisons ADN-protéines25 (Figure 5). 

La liaison du Cis cause une distorsion de la double hélice de l’ADN en rompant les 
liaisons hydrogènes26. 

Bien que le Cis affecte la réplication et 
la transcription, il n’y a pas toujours de cor-
rélation entre celles-ci et la cytotoxicité27-28. 
C’est probablement dû au fait que les signaux 
induits par les lésions peuvent être soit pro- 
soit anti-apoptotiques et que c’est l’intensité 
et/ou la durée de l’exposition au Cis qui va 
décider du destin de la cellule12.

Bien que d’autres systèmes de répara-
tions interviennent, les lésions dues au Cis 
sont majoritairement réparées par l’excision 
de nucléotides (NER)29. En plus des proté-
ines nécessaires à la détection et à la répa-
ration des dommages, d’autres protéines 
comme HMG, TBP ou UBF sont recrutées 
au niveau de la lésion30-32. Cependant, leur 
rôle à ce niveau n’est pas encore connu.

Si les lésions ne sont pas réparées, elles 

Pt

H3N

H3N

Cl

Cl

Pt

H3N

H3N

Cl

Cl

Pt

H3N

H3N

   0H2

    0H2

2 H20

2 +2 Cl -

Milieu extracellulaire Cytoplasme
Cl-    100mM Cl-    3-20mM

Figure 4. Activation du Cis.  
Le Cis entre dans la cellule par les 
transporteurs au cuivre ou par dif-
fusion passive. La concentration en 
chlore étant moins importante dans 
le cytoplasme, il y a un échange 
entre les atomes de chlore du Cis et 
des molécules d’eau entrainant l’ap-
parition de deux charges positives.

Protéine

Tymidine

Guanine

Cytosine

Adénine

Pt
NH

3

NH
3

NH
3

NH
3

Pt

H
3N

H
3N

H3N

H3N

Pt

H
3 NH

3 N

Pt

Pt

Figure 5. Liaison du Cis à l’ADN. Le Cis se lie 
aux A et aux G adjacentes ou séparées d’une base. 
Plus rarement, il peut lier deux R sur des brins oppo-
sés causant des liaisons inter-chaînes. Le Cis peut 
également mener à la liaison de protéines à l’ADN. 
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vont conduire à l’arrêt de la transcription et/ou de la réplication menant à une cassure 
double-brin33-34. 

Le Cis est aussi capable d’induire un stress oxydant qui peut à son tour causer des 
dommages à l’ADN35. Ces espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont produites par l’in-
termédiaire de la NAD(P)H oxydase36. 

1.3.2. La Camptothécine
La CPT est un alcaloïde pentacyclique isolé de l’arbre Camptotheca acuminata dans 

les années 60. Elle est instable en milieu aqueux. Ce sont donc ses dérivés plus stables 
(topotécan et irinotécan) qui sont utilisés en thérapie depuis la fin des années 90 (Figure 6).

La CPT est très sélective et cause des cassures simple-brin dues à l’inhibition de la 
Topo 1, sa seule cible connue37 (son fonctionnement est expliqué dans la Box 1). La liaison 
avec celle-ci est très rapide (après quelques minutes), non covalente et résulte de liaisons 
hydrogènes. La CPT se dissocie donc très vite du complexe, c’est pourquoi elle doit être 
présente tout au long du traitement10. De plus, les cassures simple-brin disparaissent 
aussitôt que le composé est inactivé ou retiré du milieu42-46.

La CPT stabilise les Top1cc (complexe clivable formé entre le clivage et la ligation (Box 
1) en se plaçant entre des acides aminés de l’enzyme et les bases de l’ADN, à côté du site 
de clivage47-48. Elle est sélective aux Top1cc avec un G à l’extrémité 5’ de la cassure49-51. 
La stabilisation des Top1cc induit donc des cassures simple-brin. Ces Top1cc réversibles 
sont convertis en dommages à l’ADN irréversibles par la collision avec les fourches de 
transcription ou de réplication. Dans ce cas, des cassures double-brin sont générées. 
Les fourches de réplication arrêtées sont des structures très instables qui doivent être 
rapidement traitées pour éviter des phénomènes de recombinaisons inappropriées et 

Figure 6. Structure de la CPT et 
de ses dérivés. La CPT est un alca-
loïde pentacyclique instable dans 
l’eau. Des dérivés plus stables (le 
topotécan et l’irinotécan) ont été 
synthétisés pour être utilisés en 
thérapie anticancéreuse.
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l’instabilité du génome52-53. L’utilisation de 
fortes concentrations de CPT peut également 
mener à des cassures double-brin dues à 
des Top1cc présents sur les brins opposés. 

La Topo 1 est essentielle pour la trans-
cription et c’est probablement pourquoi la 
CPT diminue la présence de la polymérase 
de l’ARN II (ARN Pol II) au niveau du site de 
pause des promoteurs54. De plus, l’ARN Pol 
II est rapidement hyperphosphorylée en pré-
sence de CPT ce qui inhibe la transcription55.

La CPT induit également des dommages 
à l’ADN par l’intermédiaire des boucles R. 
Les boucles R sont des structures compre-
nant trois brins d’acide nucléique56. Elles 
sont formées pendant la transcription lorsque 
l’ARN en cours de synthèse s’hybride au brin 
d’ADN parent, le brin d’ADN complémentaire 
est alors « déplacé »57 (Figure 7). 

Les boucles R se forment de manière spontanée58-60 préférentiellement aux niveaux des 
promoteurs et des séquences de terminaisons60-63. Elles sont impliquées dans plusieurs 
mécanismes cellulaires comme la régulation de l’expression, la réplication de l’ADN, la 
recombinaison ou la réparation de l’ADN64-65. Plusieurs enzymes ont un rôle dans la résolution 
des boucles R dont la Topo 166. Son inhibition conduit à une augmentation du nombre de 
boucles R. Ces dernières peuvent conduire à des dommages à l’ADN. En effet, les zones 
d’ADN simple-brin sont sensibles aux nucléases. De plus, elles sont reconnues par le 
mécanisme de NER qui va les transformer en cassures double-brin. Enfin, la collision avec 

les fourches de réplication 
peut également conduire à 
des cassures double-brin 66.     

Les dommages dus à la 
CPT sont essentiellement 
réparés par la jonction d’ex-
trémités non homologues 
(NHEJ) et la recombinaison 
homologue (HR).

Box 1. Fonctionnement de la Topo 1:
La Topo 1 possède une fonction de clivage et 

une fonction de ligation. Cette enzyme coupe un 
brin de l’ADN. Le résidu tyrosyl situé dans le site 
catalytique de la Topo 1 attaque l’ADN et est fixé 
covalentiellement à l’extrémité 3’ de l’ADN générant 
une cassure simple brin. Cet intermédiaire est appelé 
complexe clivable de la Topo 1 (Top1cc). L’entaille 
formée permet à l’extrémité 5’ libre de pivoter autour 
du brin intact 38-40 menant à un relâchement de la 
torsion de  l’ADN. La Topo 1 joint alors aussitôt les 
brins coupés, rompant ainsi le lien covalent qui la 
lie à l’ADN. Elle est alors dissociée. Dans les condi-
tions normales, la jonction des brins est plus rapide 
que le clivage de manière à ce qu’il y ait le moins 
possible de Top1cc 41.

Figure 7. Boucle R. Pendant la transcription, l’ARN en cours de syn-
thèse (vert) peut s’hybrider au brin d’ADN parent, le brin d’ADN complé-
mentaire est alors déplacé. 
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1.3.3. Autres composés
Les autres composés utilisés dans cette étude sont:

• le busulfan (BU), un agent alkylant de la famille des diméthane sulfonoxy-alkanes  
surtout utilisé pour le traitement des cancers des lignées myéloïdes. Il forme des liens 
intra-chaînes entre deux G ou un G et un A67;

• la mitomycine C (MC), un agent alkylant extrait de souches de streptomycètes. Il 
réagit spécifiquement avec les G des îlots CpG68;

• l’Eto, un inhibiteur de la Topo II extrait de la mandragore découvert dans les années 
60. Il est utilisé notamment pour traiter les cancers des testicules, des poumons et 
les leucémies. Il cause des cassures double-brin de l’ADN69;

• la DOX, un inhibiteur de la Topo II extrait de souches de streptomycètes, utilisé depuis 
les années 60. Cet agent intercalant s’insère entre les bases de l’ADN et inhibe la 
Topo II en formant un complexe qui empêche la religation de l’ADN. De plus, la DOX 
est un oxydant qui favorise la production de radicaux libres capables d’endommager, 
entre autres, l’ADN;

• l’actinomycine D (ACT), un agent intercalant isolé de souches d’actinomycètes. Il 
est utilisé pour le traitement de nombreux cancers dont le sarcome d’Ewing et les 
cancers gastriques. Il inhibe la transcription en s’intercalant préférentiellement dans 
les séquences riches en îlots CpG (notamment les séquences transcrites par l’ARN 
Pol I et les promoteurs). 

1.3.4. Voies signalétiques activées
Nous discuterons ici des trois voies principales de transduction du signal qui sont acti-

vées après les dommages à l’ADN: la Réponse aux dommages à l’ADN canonique (DDR), 
les Mitogen activated protein kinases (MAPKs) et les Phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks). 

La réponse aux dommages à l’ADN canonique

Les trois principales kinases responsables de la DDRcsont ATM, ATR et DNA-PK. 
ATM et DNA-PK sont recrutées et activées au niveau des cassures double-brin et ATR 
au niveau des zones simple-brin ainsi que par un arrêt de la fourche de réplication. Ces 
kinases phosphorylent de nombreux substrats dont les plus importants sont les kinases 
CHK1, CHK2 et le facteur de transcription p53. ATM et ATR phosphorylent respectivement 
CHK2 et CHK1. Ces dernières vont conduire aux réponses cellulaires qui peuvent être 
la réparation des dommages, l’arrêt du cycle cellulaire (Box 2) ou l’apoptose (Box 3). Un 
acteur majeur de la DDRcest p53. L’activation de CHK1 et CHK2 conduit, entre autres, à 

(Figure 8A)
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la phosphorylation de p53 sur la serine (Ser) 
20 empêchant son ubiquitination par l’inter-
médiaire de l’ubiquitine ligase MDM2 et sa 
dégradation consécutive. p53 peut égale-
ment être phosphorylé directement sur la 
Ser15 par ATM et ATR70. Cette phosphory-
lation stabilise p53 qui s’accumule dans le 
noyau et agit comme facteur de transcription. 
Il régule des gènes:

• pro-apoptotiques 
(FAS, bAx, puMA,…);

• anti-apoptotiques ayant un rôle 
dans la réparation des dommages 
(DD2B, MGMT…);

• qui ont un rôle dans le cycle cellulaire 
(p21 qui inhibe les CDK et permet de 
bloquer l’entrée en G1 et en G2/M);

p53 est également capable d’induire la 
transcription de MDM2, ce qui conduit à une 
boucle de contrôle rétroactif71. 

De plus, des foyers se créent au niveau 
des zones endommagées où de nombreuses 
protéines sont recrutées, notamment PARP 
qui conduit à l’ajout de 2 à 200 ADP-riboses75 
ce qui peut mener au recrutement de nom-
breux facteurs. L’histone H2AX est phospho-
rylée au niveau de ces foyers.

La quantité de dommages détermine le 
sort de la cellule: si la quantité de dommages 
est faible, la réparation est favorisée et la 
cellule survit alors que dans le cas contraire, 
la cellule meurt par apoptose76.

 Cependant, les cassures double-brin et 
les liaisons inter-chaînes sont les lésions 
les plus difficiles à réparer, dans ce cas un 
faible niveau de dommages induit l’apoptose.

Box 2. Cycle cellulaire
Le cycle cellulaire reprend les étapes nécessaires 
à la division des cellules. Après la mitose et avant 
la phase de réplication de l’ADN, les cellules sont 
en phase G1. La phase de réplication de l’ADN 
est appelée S. Une fois l’ADN répliqué, la cellule 
entre en phase G2 qui précède la mitose puis 
le cycle recommence. Le cycle est étroitement 
régulé notamment par les cyclines et les kinases 
dépendantes des cyclines (CDK)72. Les points de 
contrôle à la fin de chaque étape évitent à une 
cellule endommagée ou dont l’ADN n’est pas 
entièrement répliqué de poursuivre le cycle.

G2 G1

M

S

Box 3. Apoptose. 
Il existe deux voies majeures de l’apoptose, 
l’intrinsèque et l’extrinsèque. 
La voie intrinsèque est notamment induite par 
l’équilibre entre Bcl2 (anti-apoptotique) et Bax (pro-
apoptotique). Cet équilibre détermine le choix entre 
la survie et la mort. Quand p53 induit la production 
de BAX, l’équilibre penche vers la mort. Dans la 
mitochondrie, Bax induit l’apoptose notamment 
par le relargage du cytochrome C qui active les 
caspases 3 et 973-74.
La voie extrinsèque est notamment activée par 
Fas. Ce dernier est un récepteur situé à la surface 
des cellules qui conduit à l’apoptose. La fixation de 
son ligand mène à l’oligomérisation du récepteur 
qui conduit à l’apoptose par l’activation de la 
caspase 8. Celle-ci active la caspase 3.

BCL2

BAX BAX
BAX

C

CASP9

CA
SP
8 CASP3

Voie Extrinsèque Voie Intrinsèque

FAS
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Figure 8. Principales voies signalétiques activées par un stress génotoxique: A. DDR: les lésions de 
l’ADN conduisent à l’activation d’ATM, ATR et DNA-PK. De nombreuses protéines sont recrutées au niveau 
des dommages (en gris). H2AX est phosphorylée et PARP ajoute des chaînes d’ADP-riboses (couleur mou-
tarde). ATM active CHK2 et ATR active CHK1. p53 est phosphorylé sur la Ser15 par ATM et ATR et sur la 
Ser20 par CHK1 et CHK2. Cette dernière inhibe l’ubiquitination de p53 par MDM2. La phosphorylation sur la 
Ser20 permet l’accumulation dans le noyau et active la transcription de MDM2 et de gènes importants pour 
l’apoptose, la réparation des dommages et le contôle du cycle cellulaire. B. MAPK: les MAPKs sont activées 
par des stress et par les RTKs ou les GPCRs. Les MKKKs sont activées (rouge) et vont activer les MKKs 
(orange). Ces dernières activent ERK, JNK et p38 qui peuvent activer des substrats cytoplasmiques (gris), 
au niveau du cytosquelette (jaune), au niveau des membranes ou migrer dans le noyau où elles activent 
des facteurs de transcription comme p53, AP-1 ou ELK. C. PI3K: les récepteurs membranaires activent la 
sous-unité catalytique des PI3Ks ce qui conduit à la dissociation de la sous-unité régulatrice. La sous-unité 
catalytique phosphoryle alors le PIP2 en PIP3, ce qui permet la phosphorylation d’AKT (via le recrutement de 
sa kinase et de lui-même). AKT migre dans le noyau pour réprimer certains facteurs de transcription et active 
les GTPases (couleur moutarde) dans le cytoplasme. Ces dernières activent mTOR qui régule la traduction 
notamment par l’intermédiaire de eIF4E. 
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Les mitogen activated protein kinases

Cette voie est activée dans de nombreux processus cellulaires comme la réponse au 
stress, la différenciation, la mobilité, la survie ou la prolifération. La voie des MAPKs est 
activée par une cascade à trois niveaux. Les MAPKKKs sont activées en réponse à un 
signal extracellulaire transmis par les récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) par 
exemple, par l’activation d’un membre de la famille Ras. Elles activent les MAPKKs par 
phosphorylation, ces dernières activant alors les MAPKs en les phosphorylant sur des 
résidus tyrosines (Tyr) et thréonines (Thr)77. Celles-ci phosphorylent ensuite des facteurs 
de transcription mais aussi des protéines participant à la réponse cellulaire aux dommages 
à l’ADN, à l’apoptose et à l’épissage. Il existe trois sous-familles principales de MAPK: 
ERK, JNK et p3876,78-80.

La voie ERK est activée par des cytokines, des stress, l’insuline et des facteurs de 
croissance81-82. Les récepteurs membranaires de la famille des récepteurs à activité Tyr 
kinase (RTKs) ou des GPCRs activent la famille Raf. Celle-ci active les MEK qui, à leur 
tour, activent les ERK. Après stimulation, celles-ci s’accumulent dans le noyau83. ERK 
active des facteurs de transcription nucléaires comme ELK, AP-1 ou HIF1alpha. Il pos-
sède également des substrats membranaires, dans le cytosquelette et cytoplasmiques 
(notamment Raf qui permet une boucle de contrôle rétroactif). De plus, ERK est capable 
de conduire à la phosphorylation de p53 sur la Ser1584. 

La voie JNK est activée par de nombreux stress cellulaires, notamment par les stress 
génotoxiques85. Son activation dépend de la double phosphorylation de motifs Thr-Pro-Tyr 
par les MAPKKs 4 et 7. Elle contrôle l’activation de nombreux facteurs de transcription 
tels que les membres d’AP-1 (c-Jun (Box 4), c-Fos, ATF2) mais aussi p53 et ELK. JNK 
peut également phosphoryler des protéines cytoplasmiques comme Bcl2 et Bax ou des 
protéines du cytosquelette -87. Il module ainsi de nombreux processus cellulaires tels que 
la prolifération, la mobilité, la réparation des dommages, l’apoptose ou  l’autophagie88. 
L’apoptose dépendante de JNK est activée par deux voies dépendantes de FAS, sous la 
dépendance du facteur de transcription AP-1 ou de la phosphorylation de Bax et Bcl289. 

La voie p38 est fortement activée par des stress environnementaux et génotoxiques90-91. 
Les MAPKKKs (MTK, MLK2, MLK3, DLK, ASK et TAK1) activées entrainent l’activation 
des MAPKKs 3 et 6, puis celle de p38 (qui peut également être activé par MAPKK4)92. 
p38 activé migre alors dans le noyau où il phosphoryle des facteurs de transcription 
(comme GSK3 par exemple). En réponse aux agents chimiothérapeutiques, p38 augmente 
l’apoptose93. Il a aussi un rôle dans l’arrêt du cycle cellulaire, la différenciation et l’inhibition 
de la croissance94. Cependant, dans certaines conditions, p38 peut induire une résistance 
à l’apoptose95-99. 

(Figure 8B)
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Les PI3K

Celles-ci peuvent également être divisées en trois classes mais nous ne parlerons 
que de la classe 1. Les PI3Ks sont des hétérodimères composés d’une sous-unité cata-
lytique (p110) et d’une sous-unité régulatrice (p101, p85alpha, p84 ou p87) qui inhibe 
l’activité des premières. Les PI3Ks sont activées par phosphorylation par les RTKs ou les 
GPCRs. Cette phosphorylation induit une modification conformationelle et la dissociation 
du complexe au niveau des membranes. La sous-unité catalytique phosphoryle alors le 
PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) en PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-triphos-
phate)114. Celui-ci joue le rôle de messager, il recrute AKT et sa kinase activatrice PDK1 
qui la phosphoryle sur la Thr308. AKT active alors mTOR par l’intermédiaire de TSC2 et 
des petites GTPases (Ras, Rac et Arf). mTOR augmente la traduction par l’intermédiaire 
de eIF4E. AKT est également capable de réguler négativement GSK3, Myc et c-Jun115

1.3.4.1. Cas du Cisplatine

DDR

Le Cis active préférentiellement ATR116-117 qui active p53 et CHK1. Le Cis est également 
capable d’activer CHK2 mais indépendamment d’ATM116. L’apoptose due au Cis est induite 

Box 4. c-Jun
AP-1 est un facteur de transcription de type «leu-

cine zipper» homo- ou hetéro-dimérique formé par 
les membres des familles c-Jun, c-Fos et ATF notam-
ment. Il permet l’activation de gènes comme ERCC1, 
GST, GSH105-106. Dans cette étude, nous avons travaillé 
essentiellement sur c-Jun que nous décrirons ici. c-Jun 
possède des rôles en tant que facteur de transcription 
notamment dans la survie et la prolifération107. Il peut 
être régulé d’un point de vue transcriptionnel mais 
également par des modifications post-traductionnelles. 
Les phosphorylations sur les résidus Ser63 et Ser73 
sont connues pour activer son pouvoir transactiva-
teur108-109.  Plusieurs kinases sont capables d’induire 
ces phosphorylations mais la principale est JNK110. 
Inversement, les phosphorylations sur sa partie C-terminale (Thr 231, Thr 239, Ser 243 et Ser 249), induites 
par GSK3 et CK2, sont plutôt inhibitrices et doivent être retirées pour que c-Jun puisse se lier à l’ADN. Les 
phosphorylations (moins étudiées) sur les résidus Thr91 et Thr93 (notamment par JNK111) sont également acti-
vatrices de c-Jun, elles conduisent à une modification conformationnelle de la protéine permettant l’accès aux 
phosphatases nécéssaires à la déphosphorylation de la partie C-terminale112. Il a également été montré que 
c-Jun peut avoir un rôle dans la réponse nucléolaire au stress indépendamment de son rôle dans la transcription 
par l’intermédiaire de la phosphorylation sur la Thr91113.

(Figure 8 C)

L’activation des MAPK conduit à la régulation de la prolifération, de la différentiation, 
de la sénescence, de la survie, de l’apoptose ou encore de l’autophagie100-104. 
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notamment par la modification de l’équilibre Bax/Bcl2, mais aussi par l’intermédiaire de 
Fas118-119 même si, dans certains systèmes, l’apoptose induite par le Cis est indépendante 
de Fas120-121. 

MAPK

Les trois sous-familles de MAPKs sont activées par le Cis mais la plus importante pour 
induire l’apoptose, serait la voie ERK73. Cependant, l’effet de ERK sur la survie suite à un 
traitement au Cis est controversé puisque, selon diverses études, il pourrait la favoriser 
ou la réprimer100, 122-132. Il est possible que les deux effets soient vérifiés mais que le choix 
de l’un ou de l’autre soit dicté par le contexte cellulaire ou l’étendue des dommages12. Il 
a également été montré que la sensibilité du Cis dépend de p38133.

La production de GST et de GSH par AP-1 augmente l’inactivation cytoplasmique du Cis, 
et celle de ERCC1 augmente la réparation des dommages diminuant la réponse au Cis12. 

PI3K

Le Cis est capable d’activer la voie des PI3Ks134 notamment  via l’activation du récepteur 
HER-2/neu qui va activer certaines PI3Ks et MAPKs135. Il a été montré qu’un inhibiteur des 
PI3K augmentait la cytotoxicité du Cis notamment en empêchant le blocage en G1136-139 

et que l’activation de cette voie contribuait à la résistance au Cis140.

Cycle cellulaire

Le Cis induit un arrêt transitoire en phase S suivit d’un blocage en G2/M dû à l’inhibition 
des cyclines Cdc2141-142. L’inhibition de ce blocage augmente la sensibilité des cellules 
au Cis143-144. De la même manière, une inhibition de p21 sensibilise les cellules au Cis145.

1.3.4.2. Cas de la Camptothécine

DDR

Les cassures double-brin causées par la rencontre des fourches de réplication avec 
les Top1cc activent les voies d’ATM et d’ATR menant à la phosphorylation des kinases 
CHK1, CHK2 et de H2AX, à la stabilisation de p53 et à l’activation des voies de réparation 
et de l’apoptose146-150. La collision avec la machinerie de transcription cause un blocage 
de celle-ci qui mène à l’activation de la DDRcvia ATR 150-152.

Bien que ATM et CHK2 soient activées, cette voie ne semble pas être prédominante. 
En effet, leur inhibition ne conduit pas à une hypersensibilité des cellules à la CPT153. 
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MAPK

Comme dans le cas du Cis, l’importance des MAPKs pour la mort cellulaire induite par 
la CPT est controversée. Alors que certains auteurs ont montré que la CPT est capable 
d’activer la voie de RAS/RAF, de ERK, de JNK et de p38 et donc induit l’apoptose154-155, 
d’autres travaux ont montré qu’une inhibition des voies ERK et p38 n’a pas d’effet sur la 
mort induite par la CPT156. Enfin, il a également été montré que l’inhibition de JNK sensi-
bilise les cellules à l’apoptose induite par la CPT157-158. Une fois encore, le contexte ou la 
quantité de dommages pourrait expliquer les différences obtenues. 

PI3K

La CPT induit la voie des PI3Ks même à faible dose159-160. L’inhibition de celle-ci empêche 
le blocage en G1 et protège les cellules des effets de la CPT136.

Cycle cellulaire

A  faible concentration, la CPT induit un blocage transitoire en G2 alors qu’à concentration 
plus forte elle cause une prolongation de la phase S et un arrêt en G2161. La CPT induit 
fortement l’expression de p21 d’une manière dépendante de p38155. La phosphorylation 
de CHK1 sur la Ser345 suite à un traitement à la CPT cause la dégradation de Cdc25a 
et a un blocage en S et en G2/M153,162-165. L’inhibition du blocage en G2/M augmente la 
cytotoxicité due à la CPT.

1.3.5. Conséquences cellulaires
La réponse au stress peut induire la réorganisation de plusieurs structures cellulaires 

comme le nucléole, les nuclear speckles, les granules de stress ou encore des corps de 
Cajal (Figure 9). 

Nucléole 

Le nucléole est un organite nucléaire composé de trois parties: le centre fibrillaire (CF), 
la composante fibrillaire dense (CFD) et la composante granulaire (CG). A l’origine connu 
pour sa fonction de synthèse et de maturation des ARNs ribosomiaux, il possède également 
des fonctions dans le contrôle du cycle cellulaire166, la sénescence167, l’apoptose 168 ou la 
réponse au stress169-170. Sa participation à la DDRcest maintenant établie171.

En cas de dommages à l’ADN, la CFD se ségrège, le CF et CG se condensent et se 
séparent. Ils forment des structures appelées nucleolar caps172. L’ inhibition de l’ARN Pol 
II ou de kinases peut également conduire à une ségrégation du nucléole mais d’un type 



Introduction

17

différent173-174. Lors d’un stress génotoxique, la composition nucléolaire change. Certains 
facteurs se relocalisent dans le nucléole, probablement à cause de l’inhibition de l’ARN Pol 
II. Des facteurs nucléolaires, en revanche, le quittent suite à l’inhibition de l’ARN Pol I175. 

Voici quelques exemples de protéines qui lient le nucléole aux stress génotoxiques: 

• la protéine nucléolaire p14ARF a un double rôle: elle intervient dans la ribogénèse176 

et séquestre MDM2 dans le nucléole, l’empêchant d’interagir avec p53177. En cas de 
stress génotoxique, (ou d’autres stress affectant le nucléole), p53 est stabilisé d’une 
manière dépendante du nucléole178; 

• NBS1 est recrutée au niveau du nucléole en cas de dommage à l’ADN179;

• TBP et UBF sont deux facteurs nécessaires à la transcription par l’ARN Pol I. Lors d’un 
traitement au Cis, ils sont séquestrés au niveau des lésions, entrainant une inhibition 
de l’ ARN Pol I 28;

• la diminution de la biogenèse des ribosomes est dépendante du facteur de transcrip-
tion TIF1-A qui, en cas de stress, est phosphorylé par JNK2, l’empêchant d’interagir 
avec l’ ARN Pol I180.

Les nuclear speckles 

Les nuclear speckles sont des structures dynamiques de stockage des facteurs d’épis-
sage (voir paragraphe «Les nuclear speckles», page 39). Les dommages à l’ADN 
s’accompagnent souvent d’une inhibition (ou d’un ralentissement) de la transcription. 
Cela  a pour conséquence une diminution du groupe de facteurs d’épissage actifs et un 
élargissement des nuclear speckles181-182. 

Les corps de Cajal

Ces petites structures nucléaires sont responsables, entre autres, de la maturation 
des snRNPs (voir paragraphe «Les corps de Cajal», page 39). La protéine autour de 
laquelle se forment les corps de Cajal est la coilin. En cas de dommages à l’ADN (suite à 
une exposition aux UV), les corps de Cajal sont perturbés et la coilin ainsi que les snRNPs 
et des facteurs nécessaires à leur maturation en sont exclus183.

Granules de stress cytoplasmiques

Lors de nombreux stress, incluant les stress génotoxiques, des granules de stress 
cytoplasmiquess sont formées. On y retrouve des facteurs de traduction, des ribosomes, 
des ARNs messager, des protéines de liaison à l’ARN (RBP) et des facteurs de signalisa-
tion. Elles sont, en général, formées suite à la phosphorylation de facteurs de traduction 
tel que eIF2184. 
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Granules de stress nucléaires

Ce sont des structures de transcription active de microsatellites. Ces séquences sont 
constituées de répétitions de motifs de 2 à 10 nucléotides et leur transcription est activée 
par HSF1. Les granules de stress nucléaires ont été découvertes après un choc thermique 
mais peuvent aussi être observés suite à un stress génotoxique. On y retrouve des facteurs 
de transcription, de modelage de la chromatine et d’épissage185. 
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Figure 9. Conséquences d’un stress génotoxique sur les organites cellulaires. Lors d’un stress géno-
toxique, les nuclear speckles s’élargissent car des facteurs d’épissage (mauve) y sont relocalisés, notamment 
à cause de l’inhibition de la transcription. Des granules de stress nucléaires et cytoplasmiques se forment. Les 
premières sont des zones de transcription des microsatellites où se localisent des facteurs de transcription et 
d’épissage. Les secondes rassemblent des ARNs messagers, des facteurs de traduction et d’épissage. Les 
snRNAs et la coilin sortent des corps de Cajal. Le CF et la CFD du nucléole se condensent et se séparent. 
Des facteurs d’épissage (mauve) et nucléoplasmiques (rose) peuvent entrer dans le nucléole alors que des 
facteurs nucléolaires (bleu) en sortent. La transcription par l’ARN Pol I est inhibée par la délocalisation de 
facteurs mais aussi par l’entrée de la coilin dans le nucléole.
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2. epissage

En 1977, un mécanisme concernant l’ARN a été découvert: l’épissage186-187. Les 
séquences des gènes, et par conséquent les ARN pré-messager dérivés de ceux-ci, 
ne sont pas uniquement composés de séquences codantes. En plus des extrémités 

3’ et 5’ du gène, qui une fois transcrites, sont appelées régions non traduites de l’ARN 
messager (UTR), la plupart des gènes eucaryotes sont composés d’une succession de 
zones codantes (appelées exons) entrecoupées de zones non codantes (appelées introns) 
(Figure 10)

2.1. Constitutif

Au cours de la maturation de l’ARN pré-messager, les introns sont retirés du transcrit 
afin de ne laisser que les exons et les UTRs dans celui-ci, c’est le phénomène 
d’épissage. Une fois l’épissage achevé, le transcrit pourra être traduit en protéines 

(Figure 10). Les introns sont reconnus et excisés par une des machineries moléculaires 
les plus complexes de la cellule: le splicéosome. 

AAAAA

Transcription
Coiffe en 5’
Début de l’épissage

Fin de l’épissage
Clivage et ajout de la queue poly-A

Export 
Traduction

ADN

Pré-ARN messager

ARN messager

Protéine

Exons Introns Coiffes UTR

Figure 10. De l’ADN 
à la protéine. Un 
gène n’est pas uni-
quement composé de 
séquences codantes. 
Dans l’ARN pré-mes-
sager, des UTR sont 
situés aux deux extré-
mités et des introns 
(roses) sont situés 
entre les exons (tur-
quoises). L’épissage 
permet de retirer les 
introns. L’ARN mes-
sager coiffé, épissé 
et polyadénylé est 
exporté puis traduit 
en protéine. 
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2.1.1. Le splicéosome
Le splicéosome est un énorme complexe composé de cinq snRNPs et de plus de 100 

protéines188. Il existe deux splicéosomes appelés majeur et mineur. Nous ne développe-
rons ici que le splicéosome majeur, le mineur ne permettant l’épissage que de moins de 
1% des introns. Les snRNPs du splicéosome majeur sont appelées U1, U2, U4, U5 et 
U6 et sont composées de petites séquences d’ARNs spécifiques ainsi que de protéines. 

2.1.2. Sites d’épissage
Dans ce paragraphe, nous discuterons des séquences permettant la reconnaissance 

et l’excision des introns. D’autres séquences, permettant la régulation de l’épissage, 
notamment par le biais des facteurs d’épissage, seront décrites dans le paragraphe 2.3.1, 
page 28. 

Bien qu’elles ne soient pas suffisantes pour définir un intron, certaines séquences sont 
nécessaires au recrutement du splicéosome et à l’excision de l’intron l’ARN pré-messager 
(Figure 11): 

• le site d’épissage en 5’ de l’intron (également appelé le site donneur) est constitué de 
la séquence consensus GURAGU à l’extrémité 5’ de l’intron mais aussi de la séquence 
YAG à l’extrémité 3’ de l’exon;

• le site de branchement est constitué de la séquence consensus YNYURAY dans 
laquelle le résidu A est appelé point de branchement. Il est situé du côté 3’ de l’intron;

• une séquence de 10 à 40 résidus, riche en Y, est située du côté 3’ de l’intron;  

• le site d’épissage en 3’ de l’intron (appelé site accepteur) est défini par la séquence 
NYAG.

Y = pyrimidine; R = purine; N= n’importe quel nucléotide.

Cependant,en raison de leur dégénérescence, ces séquences ne représentent que 50% 
de l’information nécessaire à la reconnaissance correcte du site d’épissage189. Le reste 
de l’information est contenue dans d’autres séquences, dont nous discuterons plus tard. 

NYAG GYAG GURAGU YNYURAY (YYY)n

Séquence riche 
en pyrimidines

Site de 
branchement

Site d’épissage 
en 5’ 

Site d’épissage 
en 3’ 

Figure 11. Sites d’épissage. 
Certaines séquences sont 
nécessaires à l’épissage: les 
sites d’épissage en 5’ et en 3’, 
le site de branchement et la 
séquence riche en Y. 
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2.1.3. Réactions de 
transestérification

Chimiquement, l’élimination de l’intron et la liaison entre deux exons sont réalisées 
à l’aide de deux réactions de transestérification (Figure 12). Ces réactions ne sont pas 
catalysées par des protéines mais par l’ARN pré-messager lui-même lorsqu’il est placé 
dans la bonne position par ses interactions avec le splicéosome. Certains introns sont 
d’ailleurs capables de s’auto-épisser: l’épissage aura lieu sans l’aide ni du splicéosome 
ni d’aucune protéine190 . 

La première réaction est une attaque nucléophile de l’A du point de branchement sur le 
site donneur. La liaison phosphodiester 3’-5’ entre le G (de la séquence GURAGU) et la 
dernière base de l’exon est rompue. L’ARN prend une conformation particulière appelée 
lariat. L’extrémité 3’ de l’exon, à présent libre, attaque alors le site accepteur ( seconde 
réaction). La liaison phosphodiester est rompue ce qui mène à la libération de l’intron et à la 
liaison des deux exons. L’intron est alors dégradé dans le noyau par des ribonucléases191.

2.1.4. L’épissage pas à pas
Le splicéosome s’assemble en plusieurs étapes (Figure 13), chacune correspondant 

à un complexe composé de facteurs protéiques et ribonucléiques spécifiques: 

NYAG GYAG GURAGU YNYURAY (YYY)n

YAG

YAG G

NYAG 

Première réaction de transestérification

Seconde réaction de transestérification

YNYURAY (YYY)n

 G
UR

AG
U

NYAG G

YNYURAY (YYY)n

 G
UR

AG
U

NYAG 

Figure 12. Réactions de transes-
térification. La première est une 
attaque nucléophile de l’A du site de 
branchement sur le site d’épissage 
en 5’. La seconde est une attaque 
de la G de l’exon sur le site d’épis-
sage en 3’. 
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• Complexe E: U1 reconnait le site en 5’. SF1, U2AF65 et U2AF35 reconnaissent res-
pectivement le site de branchement, la suite riche en pyrimidines et le site d’épissage 
en 3’;

• Complexe A: l’interaction de SF1 et du complexe U2AF permet le recrutement d’U2. 
SF1 est relâchée permettant à U2 de se lier au site de branchement; 

• Complexe B: le tri-snRNP U4, U6, U5 est alors recruté au site d’épissage en 5’ ;

• Complexe B*: des changements conformationnels mènent à la déstabilisation des 
interactions de U4 et U1 et à la première réaction de transestérification; 

• Complexe C: une seconde vague de réarrangements mène à la seconde réaction de 
transestérification. L’intron est alors éliminé, les snRNP en sont dissociées et l’intron 
est dégradé. 

Figure 13. L’épissage pas à pas. Le complexe E est formé par l’association de U1, SF1 et du complexe 
U2AF qui intéragissent, respectivement, avec le site d’épissage en 5’, le site de branchement ainsi que la 
séquence riche en Y et le site d’épissage en 3’. SF1 et U2AF permettent le recrutement de U2 formant  ainsi 
le complexe A. Le triplex U4-U6-U5 est recruté pour former le complexe B. U4 et U1 sont dissociés et la 
première attaque nucléophile a lieu, c’est le complexe B’. Des modifications conformationnelles permettent la 
formation du complexe C et la seconde réaction de transestérification. Le splicéosome se dissocie et l’intron  
libéré est dégradé. 
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2.2. Alternatif

L’ARN est bien plus qu’une simple copie de morceaux d’ADN. Un seul gène peut 
donner naissance à plusieurs transcrits grâce à un mécanisme appelé « épissage 
alternatif » (AS)192. Chez l’homme, on considère que le nombre de transcrits est d’au 

moins 200 000 alors que le génome humain compte moins de 25 000 gènes.

Des parties de séquences peuvent être retenues ou exclues de l’ARN messager mature 
grâce à l’AS. Si le nombre de nucléotides inclus ou exclus de la séquence codante est 
un multiple de 3, il n’y aura pas de modification du cadre de lecture (environ 40% des 
événements d’AS)193. L’AS sera alors appelé frame preserving. Dans le cas contraire 
(frame-switching), les modifications du cadre de lecture vont mener à un codon stop 
prématuré. Certains de ces transcrits seront éliminés par un mécanisme de surveillance 
appelé NMD (pour non sense mediated decay)194.

2.2.1. Rôles
Le rôle majeur de l’AS est l’augmentation de la diversité protéique. Grâce à l’AS, deux 

protéines issues d’un même gène peuvent avoir des fonctions différentes, voire opposées. 
Outre cette fonction générale, de nombreuses fonctions cellulaires sont régulées grâce à 
ce processus. Il permet aux cellules, entre autres, de répondre à un stimulus ou encore de 
modifier le protéome, durant la différenciation cellulaire ou suite à un stress par exemple. 
Puisque l’AS concerne une très large majorité des transcrits humains, il a potentiellement 
un rôle dans toutes les fonctions cellulaires. 

L’AS peut soit modifier le produit du gène, soit mener à une modulation de la demi-vie 
de l’ARN messager. Soit par l’intermédiaire du NMD (25% des AS y mènent)194-195, soit en 
insérant ou retirant des sites reconnus par des miARN par exemple.  

Au niveau protéique, des études à grande échelle ont montré que l’AS ne modifie 
généralement pas la structure globale de la protéine car les exons alternatifs sont majo-
ritairement situés dans les régions non structurelles196 et extérieures des protéines197. Le 
rôle de l’épissage est donc de moduler la fonction de la protéine plutôt que de la changer 
radicalement.

Sur le plan évolutif, le nombre d’exons alternatifs est plus élevé chez les vertébrés que 
chez les invertébrés198. Kelemen et ses collègues suggèrent également que l’AS pourrait 
être un marqueur spécifique d’une espèce. En effet, la comparaison des exons chez l’hu-
main et la souris montre que 11% des exons constitutifs chez l’un sont alternatifs chez 
l’autre199. Au sein de la même espèce, il existe également des différences d’AS en fonc-
tion de l’individu200. Aux échelles tissulaires et cellulaires, les exons alternatifs sont mieux 
conservés dans le système nerveux que dans les autres tissus, alors que des variations 
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très importantes sont observées dans les cellules cancéreuses et germinales suggèrant 
une utilisation de l’AS pour augmenter la variation d’expression et la sélection naturelle201.  

Les revues de Kelemen et Stamm reprennent un grand nombre d’épissages alterna-
tifs connus et leurs conséquences sur la protéine produite199,202. Quelques mécanismes 
généraux décrits par ces auteurs sont résumés ici:

Changement des capacités de liaison de la protéine 

• avec d’autres protéines: la modification par AS d’un domaine de liaison peut entrainer 
une perte ou une modification des partenaires;

• avec un ligand: la modification d’un site de liaison avec un ligand peut diminuer ou 
empêcher sa liaison;

• avec les acides nucléiques: la modification ou l’abolition d’un domaine de liaison à 
l’ARN ou l’ADN aura comme effet la perte ou la modification de l’activité de la protéine. 
Dans certains cas, celle-ci aura un rôle de dominant négatif; 

Changement des modifications post-traductionnelles

L’AS peut avoir comme conséquence l’insertion ou la délétion de sites de modification 
post-traductionnelles. Il peut également modifier la liaison d’une enzyme (kinase, phos-
phatase, acétylase,…) ou encore changer la localisation de la protéine, ce qui modifie le 
répertoire de partenaires avec lesquels elle peut intéragir.

Changement de la stabilité de la protéine

Une modification dans la partie C-terminale d’une protéine peut la rendre plus sen-
sible à la dégradation.

Changement de la localisation intra-cellulaire

L’AS peut modifier la localisation des protéines en changeant le signal de localisation, 

Epissage 
contitutif

Liaison à Une protéine Un ligand Un acide nucléique 

Epissage 
Alternatif

Figure 14.  Modifications de la 
capacité de liaison d’une proté-
ine subissant un AS. Les zones 
modifiées par l’épissage sont repré-
sentées en mauve.

(Figure 14)

(Figure 15)
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ses interactions avec d’autres protéines ou encore les séquences qui subissent des modifi-
cations post-traductionnelles. Une protéine pourra alors être séquestrée à un endroit où elle 
n’aura pas de fonction ou déplacée dans un compartiment où sa fonction sera différente. 
La perte d’un domaine de type leucine zipper peut, par exemple, transformer une proté-
ine nucléaire en protéine cytoplasmique. Dans le cas des protéines trans-membranaires,  
la perte du domaine intra-membranaire pourra engendrer une protéine qui sera retenue 
dans le cytoplasme ou, au contraire, sécrétée; une modification de ce domaine peut aussi 
empêcher une oligomérisation. 

Figure 15. Modifications de localisations liées à l’AS. Les zones de la protéine codées par l’exon alternatif 
sont colorées en mauve. A. Modification entre une localisation cytoplasmique et nucléaire, souvent liée à une 
modification du signal de localisation nucléaire (NLS). B. Changement entre une localisation membranaire 
et cytoplasmique souvent dû à une modification du domaine trans-membranaire. C. Modification entre une 
localisation membranaire et nucléaire. D. Modification entre une localisation membranaire et sécrétée. E. 
Localisation différente entre des membranes internes. F. Modification de localisation mitochondriale. Figure 
adaptée de 199
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2.2.2. Types
Il existe différents types d’AS dont les principaux sont (Figure 16): 

• l’inclusion ou l’exclusion d’un ou plusieurs exons complets (environ 40% des épissages 
alternatifs chez l’humain)198;

• l’utilisation d’un site donneur ou d’un site accepteur alternatif (environ 20% des évé-
nements)198;

• l’exclusion mutuelle de deux exons (très rare);

• l’inclusion d’un intron (environ 10% des épissages alternatifs).

Certains auteurs considèrent également l’utilisation de promoteurs ou de terminaisons 
alternatives comme de l’AS bien que ce ne soit pas la machinerie d’épissage qui soit 
impliquée. 

Figure 16. Types 
d’épissage alter-
natif. Les exons 
constitutifs sont 
représentés en tur-
quoise, les introns 
en rose, les exons 
(ou les parties 
d’exons) alterna-
tifs en mauve ou 
en orange. 
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2.3. Régulation

L’épissage est finement régulé. Le splicéosome et les nombreuses protéines qui y 
sont associées forment un complexe très dynamique impliquant des interactions 
entre protéines, entre les protéines et l’ARN et entre différents ARNs. La régulation 

peut se faire à différents niveaux: à la reconnaissance du site d’épissage, à la fixation du 
splicéosome, mais aussi durant chacune des étapes de l’épissage qui nécessitent des 
réorganisations et des modifications de partenaires d’interactions. 

2.3.1. Au niveau des séquences
De manière générale, les séquences consensus des sites d’épissage des exons alterna-

tifs sont moins conservées que celles des exons constitutifs203, ce qui explique l’implication 
fréquente de séquences régulatrices additionnelles. Le nombre d’éléments responsables 
de la régulation de chaque exon est estimé entre 12 et 19204. Des facteurs d’épissage sont 
capables de s’y fixer et de conduire au recrutement du splicéosome. Ces séquences sont 
également utilisées pour la régulation fine de l’épissage de manière tissu-spécifique mais 
aussi en réponse à divers stimuli.

Les séquences cis-régulatrices de l’épissage, sont classées et nommées en fonction de 
deux critères: leur localisation et leur effet sur l’épissage. Les ESE (exonic splicing enhan-
cers) et ESS (exonic splicing silencers) sont des séquences  situées dans les exons qui 
favorisent ou répriment l’épissage, respectivement. Les ISE (intronic splicing enhancers) 
et ISS (intronic splicing silencers) sont quant à eux situés dans les introns (Figure 17).

Figure 17. Eléments cis-régulateurs. Des séquences régulatrices sont présentes dans les introns et les 
exons. Elles peuvent avoir un effet positif sur le recrutement du splicéosome ou, à l’inverse, l’inhiber. 
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Les ESEs furent les premières séquences régulatrices de l’épissage découvertes205. 
Elles sont capables de stimuler le recrutement de U2AF, U1 et U2 sur des sites d’épissage 
dont les séquences sont dégénérées (appelés sites d’épissage faibles)206. Elles ont été 
identifiées grâce à leur capacité à lier des protéines (essentiellement les protéines SR dont 
nous discuterons dans le paragraphe 2.3.2.1, page 31) mais aussi grâce au fait que la 
mutation de ces séquences diminue l’efficacité de l’épissage. Il est maintenant démontré 
que les ESEs sont également nécessaires pour l’épissage d’exons constitutifs207-209. Les 
ESEs les plus étudiés contiennent des séquences riches en purines et notamment la 
séquence consensus GAR qui permet la liaison de SRSF1 et Tra2 210-211. Cependant, il a 
été démontré que d’autres types de séquences sont capables de former de ESE dont des 
séquences riches en pyrimidines capables de recruter des facteurs d’épissage comme 
SRSF1212. Les sites de reconnaissance de nombreuses protéines SR ont été déterminés 
par des expériences in vitro et la présence de ces sites consensus dans les exons per-
met, dans une certaine mesure, de prédire la présence d’un ESE210,213-214. Il est toutefois 
démontré que certains ESEs sont indépendants de la présence de protéines SR tels que 
les ESEs riches en AC qui intéragissent avec les facteurs YB-1 et p72 206.

Les ESSs se retrouvent notamment dans les exons alternatifs. Ceux-ci vont générale-
ment être liés par les hnRNPs (qui seront décrites dans le paragraphe 2.3.2.1, page 31) 
dont le domaine de reconnaissance à l’ARN est très variable206. La hnRNP la plus étudiée 
dans le cadre de ESSs est hnRNPA1 qui se lie à la séquence consensus UAGGGA/U215.

De nombreuses séquences régulatrices sont présentes dans les introns. Les sites de 
liaison pour les protéines régulatrices peuvent se trouver près du point de branchement, 
près du site d’épissage en 5’, dans la suite de résidus riche en pyrimidines mais également 
à distance de ces sites, parfois à des centaines de nucléotides de l’exon régulé. Comme 
les ESEs, ils sont conservés et peuvent être identifiés par alignement de séquences 206. 

Les ISEs sont moins bien décrits que les ESEs. Certains d’entre eux semblent également 
dépendants des protéines SR216-217 alors que d’autres semblent utiliser une mécanistique 
différente. Les ISEs peuvent être composés de séquences riches en uridines auxquelles 
TIA-1 peut se fixer218. Des séquences riches en UG permettent le recrutement de protéines 
de la famille CELF219. Des répétitions de l’hexanucléotide UGCAUG sont fréquemment 
retrouvées dans les ISEs, elles sont généralement situées après l’exon régulé, à des 
distances pouvant être supérieures à 500 nucléotides220-222. Le pentanucléotide GGGGG 
est également connu pour sa capacité à favoriser l’épissage206.

L’étude des ISSs a montré qu’ils sont capables de lier des protéines SR qui peuvent 
donc, en fonction du contexte, avoir un effet activateur ou répresseur de l’épissage 206. 
hnRNPA1 (bien connu pour se lier aux séquences ESSs) se lie également aux ISSs. 
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Contrairement aux protéines SR, il semble que tous les sites de liaison de hnRNPA1 
soient inhibiteurs206. La protéine PTB se lie aux UUCU présents dans les suites riches en 
pyrimidines et réprime l’épissage223-226, notamment par compétition avec U2AF.  

La régulation de l’épissage est complexe. Les séquences peuvent contenir à la fois des 
zones de répression et d’activation de l’épissage. L’équilibre entre l’expression et/ou la loca-
lisation des différents facteurs décidera de la conséquence sur l’épissage de la séquence 
206. Des sites qui se chevauchent peuvent également mener à un encombrement stérique 
empêchant la liaison de facteurs220, 227-228. Par ailleurs, des éléments peuvent réprimer ou 
favoriser l’épissage. Par exemple la liaison de RBFOX1 et RBFOX2 à UGCAUG a pour 
conséquence d’empêcher la liaison de U2AF et de réprimer l’épissage229. Le triplet GGG 
peut réprimer ou activer l’épissage selon qu’il se trouve dans un intron ou dans un exon 228. 

En plus des séquences cis régulatrices, la structure secondaire de l’ARN peut éga-
lement influencer l’épissage. Certaines structures peuvent inhiber l’épissage et d’autres 
le favoriser (Figure 18). Les structures inhibitrices peuvent bloquer l’accès des snRNPs 
aux sites d’épissage, et ainsi empêcher la liaison de facteurs d’épissage. Au contraire, 
certaines structures secondaires permettent de rapprocher des séquences régulatrices 
mais aussi, dans des introns très longs, les sites en 3’ et 5’ d’épissage230. Il a également 
été démontré que certains facteurs d’épissage se fixent préférentiellement aux structures 
en forme d’épingle231.

Cas des éléments Alu

Les éléments Alu sont des rétrotransposons d’environ 280 nucléotides. Les estimations 
démontrent qu’il en existe 1,1 million de copies dans le génome humain232-234. La plupart 
des éléments Alu sont situées dans les introns, où ils sont présents dans les deux sens 
de lecture et peuvent former des structures secondaires en s’appariant235-236. 

La présence d’éléments Alu dans les introns peut influencer l’AS, notamment en for-
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Structures secondaires activatrices Structures secondaires inhibitrices

Figure 18. Structures secondaires de l’ARN influençant l’épissage. A. Les structures activatrices peuvent  
masquer des ISSs et/ou des ESSs ou rapprocher des ISEs ou des exons éloignés. B. Les structures inhibi-
trices peuvent masquer des éléments régulateurs (ISEs ou ESEs par example), ou des exons entiers ou non.
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mant des zones double-brin  dans l’ARN permettant l’édition237. Les éléments Alu peuvent 
également contenir des sites de recrutement de certains facteurs d’épissage, comme les 
protéines SR et hnRNPs. Par exemple, les sites cryptiques d’épissage sur les éléments 
Alu sont capables de recruter U2AF65 et hnRNPC. Suite à la perte de hnRNPC, ils sont 
inclus comme des exons238. Les éléments Alu peuvent également contenir des ISE et des 
ISS239-240.

2.3.2. Au niveau des protéines 
régulatrices

Des analyses par spectrométrie de masse ont montré qu’environ 170 protéines sont 
associées au splicéosome241. Certaines constituent le cœur du splicéosome d’autres, 
ayant un rôle régulateur, sont appelées facteurs d’épissage. 

2.3.2.1. Protéines SR et hnRNP

Les protéines SR et les hnRNPs sont les deux grandes familles de facteurs d’épissage. 

Figure 19. Domaines des facteurs d’épissage. Les facteurs d’épissage comportent divers domaines. 
Certains permettent la liaison à l’ARN (RRM (turquoise), quasi RRM (bleu), pseudo RRM (mauve), domaine 
en doigts de zinc (jaune). Les domaines SR (rose) et RGG (orange) permettent la liaison à la fois à l’ARN et 
aux protéines et le domaine de liaison à la CTD (brun) permet l’interaction avec l’ARN Pol II. 
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Les premières participent  au recrutement du splicéosome au niveau des sites d’épissage206, 

242 alors que les secondes sont, en général, leurs antagonistes. Ces différents facteurs 
d’épissage possèdent des domaines leur permettant de se lier à l’ARN, dont des RRM 
(pour RnA recognition motifs), des domaines KH (pour K homology) ou des domaines en 
doigts de zinc capables de reconnaitre des séquences spécifiques sur l’ARN (Figure 19). 

Certains facteurs d’épissage (comme les hnRNPs, Sam68 ou EWS) possèdent un 
domaine RGG, riche en arginines (Arg) et en glycines (Gly). Ce domaine aurait un rôle 
dans les interactions avec les protéines et l’ARN. Certaines Arg peuvent y être méthylées. 
Ces domaines sont également présents dans des protéines qui n’ont pas de rôle connu 
dans l’épissage comme la fibrillarine ou la nucléoline243. 

Les protéines SR sont caractérisées par la présence d’un ou deux RRM, et d’un domaine 
SR riche en résidus Ser et Arg242,244. Ce domaine faciliterait l’assemblage du splicéosome 
en permettant les interactions entre les protéines mais également avec l’ARN245-247. 

La première protéine SR étudiée, SRSF1 (anciennement appelée SF2/ASF), a un rôle 
à la fois dans l’épissage constitutif et dans l’AS248-251. Cette observation est également 
valable pour d’autres protéines de la famille SR252-254.

De manière générale, les protéines SR favorisent l’inclusion d’exons de trois manières 
(Figure 20): par la sélection de sites d’épissage proximaux par rapport aux distaux (Figure 
20 A)251, 252, 255, 256, via le recrutement de la machinerie d’épissage sur des sites d’épissage 
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Figure 20. Les protéines 
SR (mauves et turquoises) 
favorisent l’inclusion 
d’exons. A. Elles permettent 
la sélection d’un site d’épis-
sage proximal en favorisant 
la communication entre les 
sites d’épissage en 5’ et 3’. 
B. Elles permettent le recru-
tement du splicéosome sur 
des sites d’épissage faibles. 
C. Elles sont en compétition 
avec des protéines inhibi-
trices (comme hnRNP A1 
(A1, mauve et rose)). Figure 

adaptée de 258. Les exons 
constitutifs sont représen-
tés en turquoise et les exons 
alternatifs en mauve. 
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faibles257 (Figure 20 B) ou par l’inhibition de la fixation d’autres facteurs qui répriment 
l’épissage (hnRNPA1 par exemple)258 (Figure 20 C).

Cependant, les protéines SR peuvent également entraver la sélection d’un site d’épis-
sage. Trois explications sont proposées (Figure 21):

• elles peuvent reconnaitre une séquence qui ressemble à un ESE et activer un site 
cryptique d’épissage au dépens du site réel (Figure 21 A); 

• certaines protéines SR ont un effet plus faible sur le recrutement du splicéosome, 
elles peuvent même l’empêcher ce qui entraîne l’émergence de compétitions entre 
les protéines SR259 d’activités différentes (Figure 21 B); 

• la fixation des protéines SR à un exon situé à côté de l’exon alternatif va favoriser son 
exclusion260-261 (Figure 21 C). 

D’autres protéines, appelées protéines apparentées aux protéines SR, possèdent 
également un domaine SR262. Certaines sont des composants importants de la machine-
rie d’épissage comme U2AF35, U2AF65, RBM39 ou encore SNRNP70. Des kinases 
phosphorylant les protéines SR, comme les Clks font également partie de cette famille258. 

Dû à la manière dont elles ont été définies (à savoir, des protéines capables de se lier 

Figure 21. Les proté-
ines SR peuvent répri-
mer l’épissage. A. En 
recrutant le splicéosome 
sur un site cryptique 
d’épissage. B. Par com-
pétition avec d’autres 
protéines SR moins fortes 
ou inhibitrices (mauve et 
rose). C. En recrutant le 
splicéosome sur un site 
distal. Figure adaptée de 

258. Les exons constitu-
tifs sont représentés en 
turquoise et les exons 
alternatifs en mauve.
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aux hnRNA263) les hnRNPs ont une plus grande diversité structurale et fonctionnelle que 
les protéines SR.

Comme les protéines SR, elles peuvent avoir des rôles en dehors de l’épissage, 
notamment dans la réparation de l’ADN, la biogenèse des télomères, la polyadénylation,  
la traduction, la stabilité et l’édition de l’ARN, … 264-265. Seule la moitié des hnRNPs ( A1, 
A2, F, H, H’, 2H9, K, E, G, I, L, M, P, Q et R) ont un rôle connu dans l’épissage266 . Bien 
qu’il existe des exceptions, elles ont en général un rôle antagoniste à celui des protéines 
SR, à savoir une répression de l’épissage favorisant l’exclusion d’exons. Elles possèdent 
différents domaines de liaisons à l’ARN leur permettant de se fixer à des séquences spé-
cifiques (souvent des ISS ou des ESS), le plus fréquent étant le RRM266-267. Les hnRNPs 
A et H reconnaissent les triplets GGG215,268-269.

Différents mécanismes permettent aux hnRNPs de réguler négativement l’épissage 
(Figure 22): 

• elles se fixent près du site d’épissage en 3’ ou en 5’ et empêchent, respectivement, 
la liaison de U2AF ou de U1270-272 (Figure 22 A);

• elles peuvent empêcher la fixation de protéines SR: 

 - en se fixant sur un site recouvrant celui de la protéine SR213, 273-276 (Figure 22 B);

 - en se propageant depuis un site plus lointain256, 273, 277 (Figure 22 C);.

• leur capacité à s’oligomériser peut mener à la formation de boucles dans l’ARN, mas-
quant ainsi certains exons273, 278 (Figure 22 D);

• certaines d’entre elles peuvent se fixer à un site ressemblant à un site d’épissage en 
5’ et, par leur interaction avec des facteurs d’épissage (notament les protéines SR)279-

280, empêcher l’épissage d’un site 5’ proche281 (Figure 22 E);

• elles peuvent aussi permettre la fixation du splicéosome mais empêcher des étapes 
ultérieures comme la formation du complexe B282 (Figure 22 F).

Certaines hnRNPs peuvent stimunler l’épissage dont hnRNPH qui favorise le recrute-
ment de U1283. Le modèle expliquant cette dualité de fonction postule qu’en permettant 
la formation d’une boucle, ces hnRNPs pourraient rapprocher les sites d’épissage en 3’ 
et 5’ 266. 

2.3.2.2. Différents types de régulations

La régulation de l’activité des facteurs d’épissage peut avoir lieu à plusieurs niveaux:

• au niveau de l’expression284-292. Même s’il existe une certaine redondance fonctionelle 
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entre les facteurs d’épissage, des régulations affectant spécifiquement leur expression 
peuvent entraîner des modifications d’épissage par l’intermédiaire de mécanismes de 
compétition entre facteurs plus ou moins efficaces; 

• au niveau post-traductionnel. Les facteurs d’épissage peuvent être méthylés293-297, 
SUMOylés298-299, acétylés300-301 et phosphorylés302. La phosphorylation est la modifica-
tion la mieux étudiée des facteurs d’épissage. Les mécanismes de phosphorylation /
déphosphorylation sont essentiels pour l’épissage303. La phosphorylation des protéines 
SR est nécessaire au recrutement du splicéosome alors que, la déphosphoration est 
essentielle pour la catalyse de l’ARN pendant l’épissage304-305. Cette régulation est 
certainement plus fine. En effet, il existe de nombreux sites pouvant être phospho-
rylés (notamment sur le domaine SR)306, il est donc possible que la régulation soit 
spécifique au site modifié.

   La phosphorylation a trois conséquences majeures (Figure 23): 
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• Interactions. L’interaction de U1 avec SRP38 est diminuée si celle-ci est phos-
phorylée307 alors que la phosphorylation de SRSF1 augmente son interaction 
avec U1304. Par ailleurs, la phosphorylation des protéines SR sur leur domaine 
SR modifie leur interaction avec l’ARN304, 308;

• Localisation. De nombreux facteurs d’épissage (tant les protéines SR que les 
hnRNP) font la navette entre le noyau et le cytoplasme d’une manière dépendante 
de la phosphorylation309-312. La phosphorylation de hnRNP K et de hnRNPA1 
conduit à leur accumulation dans le cytoplasme313-315, alors que la phosphorylation 
de EWS ou de SRPK2 (une kinase des protéines SR) augmente leur localisation 
nucléaire316-317. La localisation intra-nucléaire  peut également être modifiée par la 
phosphorylation. Par exemple, la phosphorylation des protéines SR leur permet 
de quitter les nuclear speckles318-319. La phosphorylation de hnRNP U lui permet 

Figure 23. Influences de la phosphorylation sur les facteurs d’épissage. La phosphorylation peut aug-
menter (A) ou diminuer (B) la liaison au splicéosome, à l’ARN (C) ou à un exon (G). Elle peut augmenter 
(D) ou diminuer (E) la localisation cytoplasmique. F: Les protéines SR phosphorylées quittent les « nuclear 
speckles » (NS). 
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de se lier à l’exon 3 de la caspase 9 et de favoriser son épissage alors qu’il est 
habituellement réprimé par la présence de hnRNPL320;

• Stabilité. Une modification de phosphorylation peut également avoir un rôle sur 
la demi-vie d’un facteur d’épissage321.

2.3.2.3. Voies signalétiques impliquées

Les modifications des facteurs d’épissage dépendent de voies signalétiques qui per-
mettent l’adaptation de l’épissage aux stimuli.  

Notamment, de nombreuses kinases et phosphatases sont impliquées dans la phos-
phorylation des facteurs d’épissage. Certaines, comme les SRPK (kinases des protéines 
SR), les Clk/Sty et les DYRK ont comme principaux substrats les protéines SR. D’autres 
kinases, moins spécifiques, sont également capables de modifier la phosphorylation des 
facteurs d’épissage: la Topo I, AKT, PKA, p38 en sont des exemples258, 313, 322-324 . De la 
même manière, les phosphatases PP1 et PP2A comptent des facteurs d’épissage parmi 
leur cibles 305, 325-326.

Les méthyltransférases de la famille PRMT sont capables de méthyler le domaine RGG 
présent dans certaines hnRNPs327. 

Certaines protéines établissent des connections entre les voies signalétiques et l’épis-
sage. HnRNP K et la famille des protéines STAR en sont les principaux représentants328. 

• Sam68 est la protéine STAR la plus étudiée. Elle est capable d’interagir avec de 
nombreux facteurs d’épissage et la machinerie de transcription329-331 et peut être 
phosphorylée par Src332-334 et par ERK335; 

• hnRNP K interagit également avec de nombreux facteurs d’épissage336-337 mais aussi 
avec des protéines de signalisation comme Vav, Src et PKC. Src, PKC, EKR et JNK 
sont capables de la phosphoryler280, notamment suite à un stimulus par des cytokines 
ou des hormones338-339 

Certaines voies signalétiques utilisent l’épissage pour créer des boucles de régulation 
négatives. Par exemple, CD44, CD45, NMDAR ou PKC vont induire des voies signalé-
tiques qui mènent à leur propre AS 340-344. 

En plus des modifications post-traductionnelles, l’activation de certaines voies signa-
létiques peut modifier la stabilité de facteurs d’épissage345-346.

2.3.3. Organites cellulaires 
impliqués dans l’épissage

Le noyau est composé de plusieurs sous-structures qui ont des fonctions particulières. 
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Figure 24. Maturation des U snRNPs. U1, U2, U4 et U5 sont synthétisés par l’ARN Pol II et U6 par l’ARN 
Pol III. Ils sont alors liés par des protéines de protection. Les protéines LSm se fixent autour de U6 alors 
que les autres snRNAs sont exportés dans le cytoplasme où les protéines Sm s’y fixent. L’extrémité 3’ est 
clivée et la coiffe de U1, U2, U4 et U5 est hyperméthylée. Ils sont ensuite ré-importés dans le noyau où ils se 
localisent dans les corps de Cajal pour y être O-méthylés et pseudouridinilés puis les protéines nécessaires 
à leur structure s’y fixent. L’O-méthylation, la pseudouridination et l’association avec des protéines de U6 se 
font dans le nucléole. U6 et U4 s’associent dans les corps de Cajal. 

La localisation des gènes et des protéines n’est pas le fait du hasard. Ainsi, il a été mon-
tré que certains gènes se localisent dans des domaines nucléaires distincts en fonction 
de leur statut de transcription347-348. Des études en microscopie électronique ont suggéré 
que les gènes transcriptionnellement actifs sont regroupés dans des sites où ils sont 
transcrits, et cela même s’ils sont situés à de grandes distances dans le chromosome 
ou sur des chromosomes différents349-353. L’épissage étant souvent co-transcriptionnel, 
les zones de transcription active correspondent également aux sites où se trouvent les 
facteurs d’épissage. 

Il est estimé que seuls 10 à 15 % des composants du splicéosome sont liés aux ARN 
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pré-messagers à un moment donné 354. Ils sont majoritairement localisés dans trois types 
de structures nucléaires: 

• les corps de Cajal;

• les nuclear speckles, également appelés clusters de granules interchromatiniennes 
(IGC);

• les fibrilles péri-chromatiniennes (PF) qui correspondent aux transcrits en cours de 
synthèse. Le splicéosome y est actif.

Les corps de Cajal

Les snRNAs (à l’exception de U6) sont transcrits par l’ARN Pol II. Ils possèdent alors 
une coiffe en 5’ et un courte extension en 3’ (Figure 24). Une fois transcrits, ils sont 
rapidement associés aux protéines qui les protègent de la dégradation et exportés dans 
le cytoplasme. Ils s’associent alors aux protéines Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F et G) qui 
sont communes aux snRNPs (sauf U6)355. Ces protéines forment des anneaux autour 
de séquences conservées dans les snRNAs356-358. L’extension en 3’ est alors retirée 
et la coiffe hyperméthylée359-360. La présence des protéines Sm et de la coiffe modifiée 
permet le ré-import des snRNPs dans le noyau (Figure 24) où elles s’accumulent alors 
dans des structures appelées corps de Cajal361-362 pour y terminer leur maturation. Elles 
sont notamment pseudouridinées et O-méthylées sur certains résidus spécifiques363-364. 
D’autres protéines s’associent aux snRNPs pendant la  maturation, comme par exemple 
l’association du tri-complexe SF3a à U2365. 

La synthèse et la maturation de U6 est différente puisqu’il est transcrit par l’ARN Pol 
III et n’est pas exporté dans le cytoplasme pour sa maturation366. Après transcription et 
association avec les protéines LSm 367, les réactions de O-méthylation et de pseudouridy-
lation se déroulent alors dans le nucléole368. U6 se dirige ensuite vers les corps de Cajal 
où il s’associe avec U4 puis U5  pour former le triplexe U4/U6/U5. Ce dernier peut être 
formé de novo ou être recyclé. Après une réaction d’épissage le triplexe doit être reformé 
pour pouvoir initier une nouvelle réaction369.   

Les corps de Cajal n’ont pas uniquement un rôle dans la maturation des snRNP formant 
le splicéosome mais contiennent également des télomérases, des snoRNPs ou encore U7.

Les nuclear speckles

Les nuclear speckles, d’une taille variant de 1 à plusieurs microns370, sont localisés 
près des PF371-375.

En plus des facteurs d’épissage et de snRNPs, ils contiennent des kinases et phospha-
tases ayant un rôle dans l’épissage, comme par exemple les Clk ou PP1. On y retrouve 
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également des facteurs impliqués dans la transcription (notamment l’ARN Pol II) la matu-
ration des ARNs et la traduction376. Ils contiennent des ARN polyadénylés377  mais pas 
(ou peu) d’ADN370. Ils ne possèdent ni membrane ni de structure interne et doivent leur 
cohésion aux interactions entre les protéines d’épissage378. 

Le domaine SR est nécessaire et suffisant pour la localisation d’une protéine dans les 
nuclear speckles même si d’autres domaines protéiques semblent également impliqués 
dans cette localisation379-384.

Les nuclear speckles sont des structures très dynamiques qui s’élargissent quand la 
transcription est inactivée 182,385 et rétrécissent lorsque la transcription de gènes contenant 
des introns est stimulée 385,386.

Leur fonction est encore controversée entre un simple site de stockage de facteurs 
d’épissage et un lieu où ces derniers deviendraient fonctionnellement compétents 377. Une 
hypothèse serait que les nuclear speckles réguleraient le réservoir de facteurs accessibles 
pour l’épissage et la transcription385.    

Quel rôle pour le nucléole?

Un grand nombre de protéines (plus de 4500) peuvent être localisées dans le nucléole387. 
Des études protéiques réalisées sur près de 700 protéines nucléolaires ont montré que 
seul 30% d’entre-elles ont un rôle dans la formation des ribosomes (ribogenèse)175. De 
manière intéressante, on y retrouve 38 qui sont des facteurs d’épissage et 19 hnRNPs 
(15 des 16 hnRNPs qui ont un rôle dans l’épissage sont nucléolaires)175.

Même si le rôle du nucléole dans l’épissage est rarement envisagé dans la littérature, 
il existe de nombreuses arguments qui vont dans ce sens: 

• de nombreuses protéines ayant un rôle dans l’épissage peuvent avoir une localisation 
nucléolaire en absence175,361,388 ou en présence d’un stress389-390, ou encore suite à 
une modification post-traductionnelle comme la méthylation391;

• des protéines nucléolaires participent activement aux mécanismes d’épissage: 

• L’hélicase de l’ARN PRP43, qui est nécessaire pour la dissociation des U snRNPs 
de l’intron après la réaction d’épissage, a également un rôle dans la synthèse des 
ARN ribosomaux (ARNr)392-393. Une autre hélicase de l’ARN, DDX21β, se localise 
dans les nuclear speckles et dans le nucléole394;

• SRrp37, une protéine associée aux protéines SR, peut interagir à la fois avec 
des facteurs d’épissage et des sous-unités des ribosomes. Elle est présente 
dans le nucléole ainsi qu’au sein des nuclear speckles, suggérant un rôle dans 
les deux processus395;
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• la nucléoline, en plus d’interagir avec des protéines ayant un rôle dans l’épissage396, 
peut quitter le nucléole et se localiser dans les nuclear speckles lorsqu’elle est 
acétylée397. Elle serait responsable du repliement correct des ARNrs pendant leur 
synthèse398 et garantirait un bon repliement des ARNs pré-messagers pendant 
leur transcription et épissage. D’autres facteurs ont une localisation à la fois 
nucléolaire et au sein des nuclear speckles399-401;

• la coilin, protéine centrale des corps de Cajal, sert de lien entre ceux-ci et le 
nucléole402. Elle peut interagir avec les ARNrs et les snRNPs403. Les corps de 
Cajal se localisent à la périphérie des nucléoles404 et, dans certaines conditions, 
à l’intérieur de celui-ci405-406. La mutation de la coilin peut modifier la structure des 
corps de Cajal et celle du nucléole407.

• des snRNP peuvent également se retrouver dans le nucléole dans certaines condi-
tions408-409. La dernière étape de maturation des ARNrs et des snRNAs est la O-mé-
thylation et la pseudouridination réalisée par les snoRNAs180,410. En plus de leur 
maturation dans le corps de Cajal, les U1, U4, U5 et U6 peuvent être maturées dans 
le nucléole368,410-411;

• certains ARNs messagers se trouvent dans le nucléole412-415 par lequel ils pourraient 
transiter avant leur exportation vers le cytoplasme416. 

2.3.4. Couplage de l’AS avec d’autres 
mécanismes 

Les fonctions nucléaires sont intimement liées et l’épissage est couplé avec d’autres 
mécanismes cellulaires (Figure 25):

 Ajout de la coiffe

La première modification de l’ARN au cours de la transcription est la modification de 
son extrémité 5’ en 7-méthyl guanosine. Cette « coiffe » le protège de la dégradation par 
les exonucléases mais il a également été montré qu’elle peut influencer l’épissage. En 
effet, U1 interagit avec la coiffe et une perturbation du complexe de fixation de la coiffe 
affecte l’assemblage du splicéosome417-418. 

Polyadénylation

L’extrémité 3’ de l’ARN messager mature est générée par clivage du transcrit en cours 
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Figure 25. Couplage de l’épissage avec d’autres mécanismes. Lors de la transcription, des facteurs 
d’épissage sont recrutés sur le transcrit en cours de synthèse, notamment via la région CTD de l’ARN Pol II. 
Certains facteurs ont un rôle à la fois dans l’épissage et la transcription. U1 est également recruté au niveau 
de la coiffe et l’inhibition du complexe de synthèse de la coiffe empêche le recrutement de U1 sur l’ARN. U1 
contrecarre également une polyadénylation précoce. U1 et U2AF interagissent avec le complexe de clivage et 
de poly adénylation. L’EJC ( un complexe composé de facteurs d’épissage et de facteurs de traduction) joue 
un rôle dans l’export de l’ARN messager, dans la traduction et la NMD. Les protéines SR jouent également 
un rôle dans le NMD.  
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d’élongation puis par polyadénylation. Les facteurs de clivage et de polyadénylation sont 
connus pour être modulés par la machinerie d’épissage grâce à leurs interactions avec 
U2AF65 et U1419-423. De plus, U1 empêche un clivage et une polyadénylation précoce424. 

Export

L’épissage favorise l’exportation nucléaire425. Il a été montré que le complexe de jonc-
tion exonique (EJC) inclut des protéines impliquées dans l’épissage et est important pour 
l’export des ARNs426-429.

Traduction 

eIF4A3, un facteur d’initiation de la traduction, est recruté au niveau de l’EJC430-431. De 
plus, la présence et la position des introns sont connues pour influencer la traduction432-434. 
Le fait que certains facteurs d’épissage fassent la navette entre le noyau et le cytoplasme 
serait lié à leur rôle dans l’export nucléaire et/ou dans la traduction. L’épissage peut éga-
lement modifier le niveau protéique en modifiant la production de miRNA introniques 487

NMD

L’épissage et le NMD sont intimement liés435-436, notamment par l’intermédiaire de l’ 
EJC437-439. Les protéines SR sont également connues pour guider les transcrits porteurs 
d’un codon stop prématuré vers le processus de NMD440. 

Structure de la chromatine

Il est connu que les nucléosomes sont plutôt situés au niveau des exons et que les exons 
alternatifs sont plus méthylés que les constitutifs441-444. Une modification de méthylation 
d’un gène peut influencer l’épissage du transcrit correspondant445. Des modifications des 
histones sont connues pour modifier l’épissage446. La localisation des facteurs d’épissage 
peut être dépendante de la modification de la structure de chromatine 447.

Transcription

Le couplage le plus étudié est celui liant l’AS et la transcription. Même si certains exons 
sont épissés post-transcriptionnelement, l’épissage est majoritairement co-transcriptionnel. 
Des analyses biochimiques et par microscopie éléctronique ont démontré que l’épissage 
se réalise sur le transcrit en cours de synthèse448-451 et que les ARNs messagers épissés 
co-localisent avec l’ADN du gène correspondant386,452-454. Les facteurs d’épissage sont 
recrutés sur le transcrit aussi vite qu’il est synthétisé455-459. Un élément important pour le 
couplage AS-transcription est la partie C-terminale de l’ARN Pol II (CTD) qui permet le 
recrutement du splicéosome sur le transcrit en cours de synthèse460-462. La transcription 
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influence l’épissage par différents mécanismes:

• par recrutement. Les facteurs d’épissage peuvent être recrutés au niveau de la 
machinerie de transcription par leurs interactions avec l’ARN Pol II, notamment via la 
CTD463-468 mais également avec d’autres composants de la machinerie de transcrip-
tion469. L’activation de Sam68 par ERK induit la formation d’un complexe contenant 
entre autres l’ARN Pol II, par exemple331;

• par la double fonction de certains facteurs. Certaines protéines sont connues pour 
avoir un rôle à la fois dans la transcription et dans l’épissage, qu’il soit constitutif ou 
alternatif470-4768. Par exemple, RBM39 module la transcription et l’épissage de gènes 
sensibles à la progestérone 477. Les SCAFs, qui forment un groupe de protéines inte-
ragissant avec la CTD et possèdant un domaine SR et un domaine de liaison à l’ARN, 
pourraient également assurer cette double fonction479; 

• par l’intermédiaire des promoteurs. La nature du promoteur et son occupation par 
des facteurs de transcription spécifiques peuvent influencer l’épissage480-482. Certains 

Vitesse de transcription rapide Vitesse de transcription lente

A (YYY)n     AG G A (YYY)n     AG G

Site faible Site fort

AAAA AAAA

AAAA

Exclusion

ADN

ADN
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Exon constitutif Exon alternatifIntron Coiffe Queue polyA
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Figure 26. Influence de la vitesse de la transcription sur l’épissage. Lorsque l’ARN Pol II est rapide, le 
site d’épissage faible d’un exon alternatif, le splicéosome ne se forme pas au niveau de ce site et l’exon est 
exclu. A l’inverse si la transcription est lente, le site est reconnu et l’exon est inclus. Adapté de 486.
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co-régulateurs des hormones stéroidiennes peuvent ainsi influencer l’épissage d’une 
manière dépendante du promoteur483; 

• par la vitesse de transcription. Un mutant lent de l’ARN Pol II peut modifier l’épis-
sage484-485. Un exemple bien décrit d’AS modifié par la vitesse de transcription est celui 
de EDI486. Lorsqu’un exon avec un site d’épissage faible est disposé en amont d’un 
exon possédant un site d’épissage fort, une transcription lente laissera au splicéosome 
le temps d’être recruté au niveau du site faible et l’exon sera inclus. Par contre, en 
cas de transcription rapide, le splicéosome se formera au site faible et l’exon sera 
exclu (Figure 26).  

Le couplage avec la transcription est bidirectionnel puisqu’il existe également des fac-
teurs d’épissage qui peuvent directement influencer la transcription. SRSF2 et SAM68, 
par exemple, favorisent l’élongation la transcription460, 488-489.

2.3.5. Existe-t-il un splicing code ?
L’’épissage est complexe, stochastique, très régulé et dépendant du contexte490. Les 

avancées techniques récentes permettent de multiplier les analyses à grande échelle, 
visant à mieux comprendre les mécanismes guidant le choix des exons retenus dans l’ARN 
messager mature 491-492. De multiples études se sont concentrées sur les motifs recon-
nus par les protéines liant l’ARN et leur localisation493. Chez la souris, 65 à 90% des AS 
peuvent être correctement prédits grâces aux motifs de liaison des facteurs d’épissage204. 
Les changements d’épissage en fonction des tissus et du stade de développement ont 
également été étudiés494-496. 

Il n’existe toutefois pas encore un programme de prédiction parfait. 

Les raisons en sont multiples493,497-498:

• équilibre dynamique entre facteurs favorisant ou inhibant l’épissage;

• séquences Cis régulatrices situées à distances variables des exons concernés;

• redondances fonctionnelles entre plusieurs facteurs;

• expressions tissulaires variables des facteurs d’épissage;

• existence d’interaction et de complexes regroupant de nombreuses molécules.

De plus, ces modèles ne prennent pas en compte le couplage de l’épissage avec 
d’autres mécanismes cellulaires telle que la transcription490-499.
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3. epissage dans le cancer

En raison de son rôle dans de nombreux processus cellulaires, il n’est donc pas 
étonnant que des altérations d’AS soient en relation étroite avec le cancer. En effet, 
des variants aberrants d’épissage sont fréquemment trouvés dans les cellules 

transformées500-501 et la plupart des gènes impliqués dans la cancérisation sont affectés 
par l’AS502. 

Des analyses à large échelle ont montré que des milliers de variants d’épissage seraient 
spécifiques au cancer503-507. Les cellules cancéreuses présentent une extrême hétérogé-
néité qui se reflète au niveau de la diversité de leurs variants d’épissage510. Les transcrits 
spécifiques des cancers possèdent souvent des codons stop prématurés508 résultant 
notamment de la rétention de séquences décrites comme des introns. Les conséquences 
fonctionnelles de ces inclusions demeurent le plus souvent inconnues509

L’ampleur des modifications d’épissage varie en fonction du type de cancer. Celles-ci 
sont ainsi plus nombreuses dans les cancers du sein et plus faibles dans les cancers du 
poumon509. De plus, certaines combinaisons de variants d’épissage sont caractéristiques 
d’un type de cancer. Par exemple, les modifications d’épissage retrouvées dans les can-
cers hématopoïétiques sont très différentes de celles des autres cancers. Il est d’ailleurs 
possible de différencier des types511, voire des sous-types512 de cancers en fonction de 
leurs modifications d’épissage.

Hanahan et Weinberg ont décrit les 10 caractéristiques des cellules cancéreuses. Des 
modifications d’épissage sont retrouvées dans des transcrits appartenant à chacunes 
d’entre-elles513-514 (Figure 27). Il a même été suggéré que l’épissage aberrant serait une 
autre caractéristique des cancers 199,515. 

Quelques exemples marquants de variants d’épissage pouvant avoir un rôle dans le 
cancer sont repris ci-dessous:

• VEGFA: une forme favorisant l’angiogenèse est exprimée dans les cellules cancé-
reuses502;

• bcLx: sa forme anti-apoptotique protège les cellules cancéreuses contre la mort 516-517;

• CD44: deux variants favorisant les métastases sont exprimés dans les cancers501. La 
faible expression du CD44v6 (qui influence le cycle cellulaire par l’intermédiaire de la 
voie RAS/MAPK343) est associée à une meilleure chance de survie pour le patient 518;

• P53: on retrouve dans les cellules cancéreuses plusieurs isoformes anti-apoptotiques 
et pro-prolifération de p53519; 

• MDM2: ses variants aberrants d’épissage ont un rôle anti-apoptotique et sont liés à 
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un mauvais pronostic pour les patients atteints du cancer du sein520;

• bRcA1: l’exclusion de son exon 18 prédispose au cancer du sein et des ovaires 521.

3.1. Altérations connues de 
l’épissage dans le cancer

3.1.1. Mutations des facteurs 
d’épissage

Les facteurs d’épissage sont fréquemment mutés dans différents types de cancers522-524. 
Ces mutations peuvent être des mutations ponctuelles, des translocations, des inversions 
et des fusions. Ils sont considérés comme des oncogènes pilotes525-526. Seul 2% des fac-
teurs d’épissage ne sont mutés dans aucun type de cancer514. 

Figure 27. Variants d’épissage et le cancer. Des transcrits codants pour des protéines impliquées dans au 
moins une des 10 caractéristiques des cellules cancéreuses4  subissent des variations d’épissage en cours 
de cancérisation. Figure adaptée de 514. 
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Un type de mutation pouvant mener au cancer est la fusion entre des facteurs d’épissage 
et des facteurs de transcription. Un exemple connu est la fusion du facteur d’épissage 
EWS dans le sarcome d’Ewing.

Voici quelques exemples de facteurs d’épissage mutés dans les cancers: 

• SF3B1 est muté dans 10 à 15% des leucémies lymphoides chroniques527-528 mais il est 
également fréquemment muté dans d’autres types de cancers. Sa mutation est liée à 
un mauvais pronostic pour le patient527. SF3B1 muté permet l’utilisation de nouveaux 
sites d’épissage en 3’ 529, notamment au niveau de transcrits impliqués dans la DDRcet 
la réparation des dommages à l’ADN530; 

• Des mutations de U2AF1 ont été décrites dans les cancers du poumon et dans les 
leucémies531. Ces mutations modifient l’épissage de gènes impliqués dans le cycle 
cellulaire et dans le contrôle de l’épissage 532 mais aussi dans la DDRcet l’apoptose533; 

• Dans le syndrome myélodysplasique, qui peut conduire aux leucémies, les mutations 
de SF3B1, U2AF1, SRSF2, ZRSR2 ont été détectées534. Une mutation fréquemment 
retrouvée dans SRSF2 (P95H) l’empêche de se fixer à certaines de ses cibles535-537 
impliquées notamment dans la régulation des télomères, la réparation de l’ADN et le 
remodelage de la chromatine538.

Les isoformes des facteurs d’épissage, peu ou moins fonctionnelles, peuvent augmenter 
le nombre de boucles R ce qui peut conduire à une plus grande instabilité du génome66.

3.1.2. Modifications d’expression 
et post-traductionnelles de 
facteurs d’épissage

SRSF1 est le premier facteur d’épissage dont il a été démontré que l’expression 
est augmentée dans les cancers et dont la surexpression artificielle initie le processus 
de cancérisation539. On sait maintenant que la modification d’expression des facteurs 
d’épissage dans les cancers est générale. La tendance est plutôt à la surexpression de 
certains facteurs, accompagnée d’une réduction de la variabilité de facteurs d’épissage 
présents500. Comme dans le cas des variants d’épissage, les variations d’expression des 
facteurs d’épissage sont spécifiques du type de cancer et les plus grandes variations 
ont été mises en évidence dans le cancer du sein. Il existe donc une corrélation entre la 
dérégulation des facteurs d’épissage et le niveau de variants aberrants exprimés dans 
les cancers514. Certains facteurs d’épissage sont surexprimés dans un cancer et réprimés 
dans un autre mais quelques-uns sont surexprimés dans pratiquement tous les types de 
cancer. Par exemple, l’augmentation de l’expression de SAM68, SNRPB et DDX39A est 
corrélée à un mauvais pronostic pour le patient500,540-544. D’autres facteurs d’épissage, tels 
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que SRSF6, PRPF6, hnRNPH sont considérés comme oncogéniques545-548.

En outre, une augmentation de l’expression de SRPK1 (qui phosphoryle les facteurs 
d’épissage) a été observée dans les cancers du sein549. Elle peut notamment conduire à 
une modification de l’épissage de VEGFA550. 

La surexpression de certains facteurs d’épissage comme SRSF1 et SPF45 est liée à la 
résistance à la chimiothérapie551-552. SPF45 y parvient notamment en modifiant l’épissage 
de FAS553.

A l’inverse, CELF2 et SF1 sont réprimés dans la moitié des types de cancers étudiés500 
et RBM4 agit comme gène suppresseur de tumeur554. La répression de SF3A1 induit des 
modifications d’épissage des transcrits jouant un rôle dans l’apoptose et le cycle cellu-
laire534. Il semble que la diminution de l’expression des facteurs d’épissage soit corréllée 
aux modifications d’épissage observées dans les cellules cancéreuses555. 

Des modifications de localisation de facteurs d’épissage comme RBFOX2, les protéines 
SR et les hnRNPs peuvent survenir dans les cancers556-558. Celles-ci pourraient être dues 
à leur phosphorylation559 et mèneraient à des modifications d’épissage sur des variants 
contrôlant l’apoptose, la mobilité, le cycle cellulaire ou l’invasion. Par exemple, Sam68 est 
hyperphosphorylée chez les patients atteints de cancers, ce qui peut, d’une part, modifier 
sa localisation560-561 et, d’autre part, moduler le choix du site d’épissage en 3’ par l’intermé-
diaire de U2AF2 562. Sam68 modifie notamment l’épissage de CD44563 et de bcLx 564. De 
plus, SAM68 joue un rôle dans la migration cellulaire via des variations d’épissage565-566. 

3.1.3. Mutations dans les séquences 
régulatrices

Les gènes ayant un rôle dans le cancer sont particulièrement sensibles aux mutations 
de leurs sites d’épissage567. Ce serait le cas pour 13% d’entre eux568. De nombreuses 
mutations dans les sites d’épissage ont été identifiées dans les cancers du sein569. Par 
exemple, la mutation du site d’épissage de bRcA1 reconnu par SRSF1 conduit à l’exclu-
sion de l’exon 18521.

3.2. Modifications de l’AS en 
cours de cancérisation

L’épissage des cellules cancéreuses dépend du type cellulaire, de l’étape de déve-
loppement ou du grade de la maladie500, 570-571. La progression du cancer mammaire 
est liée aux modifications de l’expression de certaines protéines SR ayant pour 



50

conséquences les modifications d’épissage de CD44556. De plus, l’expression de différentes 
isoformes de cxcL12 (qui appartient à une voie qui induit la croissance des tumeurs et 
les métastases) est corrélée avec le stade de la tumeur572.

3.2.1. Voies signalétiques
L’épissage peut influencer les voies signalétiques liées à la cancérisation. Par exemple, 

hnRNPA2 modifie l’épissage de A-RAF ce qui favorise la transformation des cellules et 
la prolifération par l’activation constitutive de la voie RAS/MAPK573. De la même manière, 
l’exclusion de l’exon 4 d’EGFR le rend constitutivement actif et conduit à la prolifération 
cellulaire. Ce variant est détecté dans de nombreux cancers574. 

3.2.2. Métabolisme
Les cellules cancéreuses sont capables de modifier leur métabolisme en induisant la 

glycolyse aérobique ( effet Warburg). L’épissage est un facteur clé dans cette modification, 
notamment par l’intermédiaire de la modification de l’épissage des pyruvates kinases. Le 
variant PKM2, qui induit la gycolyse aérobique, est ré-exprimé dans les cellules cancé-
reuses575-577 d’une manière dépendante des hnRNPs A1, A2 et I578-579. 

3.2.3. Microenvironnement tumoral 
et métastases

Le microenvironnement tumoral, qui joue un rôle crucial dans la progression des 
tumeurs, pourrait impliquer des changements de hnRNPs580. Une des caractéristiques 
du microenvironnement est l’hypoxie, connue pour influencer l’AS581 et conduire à la 
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Ce processus est nécessaire à la formation 
de métastases. L’EMT est contrôlée par l’épissage582. Un facteur d’épissage important 
pour l’EMT est RBFOX2. Sa déplétion diminue le potentiel invasif des cellules mais 
n’empêche pas les modifications morphologiques583-584. Inversement, au cours de l’EMT, 
ESRP1 (un autre facteur d’épissage) est réprimé alors que sa surexpression cause la 
transition mésenchymato-épithéliiale (MET) et diminue l’invasion cellulaire585. D’autres 
facteurs d’épissage importants pour ces transitions sont SRSF1 et hnRNPA1. Ils ont un 
effet antagoniste: SRSF1 induit l’EMT alors que hnRNPA1 favorise la transition inverse 
(MET)586-587 (Figure 28).

Les facteurs d’épissage RBM47, hnRNP47 et Lin 28a sont importants pour l’induction 
de métastases588-590.



Introduction

51

3.2.4. Mutations et instabilité 
génomique

L’accumulation de dommages à l’ADN et l’instabilité génomique participent au processus 
de cancérisation. Des études à large échelle ont identifié un grand nombre de facteurs 
d’épissage impliqués dans la maintenance de l’intégrité du génome et dans la DDR591-593. 
Les facteurs d’épissage y jouent un rôle en modifiant le paysage protéomique pendant 
la DDR, en protégeant contre l’instabilité génétique et en participant aux mécanismes de 
réparations594. 

De nombreux acteurs de la DDRcet de la réparation subissent de l’AS

Les conséquences de cet épissage ne sont pas toujours connues, mais certains variants 
ont des fonctions opposées. La production de variants peut sensibiliser les cellules aux 
stress génotoxiques. Par exemple, le variant de BRCA1 sensibilise les cellules et altère 
les mécanismes de réparation595; l’épissage de CHK1 est régulé par les facteurs TRA2 
qui, s’ils sont affectés, augmentent le niveau de H2AX phosphorylé et réduisent la viabilité 
des cellules596; une modification de l’épissage de b-RAF peut conduire à la résistance à 
la chimiothérapie597. 

Les facteurs d’épissage protègent contre les mutations

La déplétion de nombreux facteurs d’épissage conduit à une augmentation du nombre 
de dommages à l’ADN592. Ils ont différents rôles pour empêcher les mutations598 (Figure 29):

• protecteurs contre les boucles R. Quand les RBPs (SRSF1 par exemple) ne sont 
pas liées à l’ARN en cours de synthèse, la formation des boucles R augmente64,599. 
SRSF1, SRSF2 et SRSFF3, entre autres, sont capables de diminuer la formation de 
celles-ci56,600 (Figure 29 A);  

• protecteurs des télomères. L’intégrité des télomères est assurée par les télomérases. 

EMT MET
FOX2

SRSF1 A1

ESRP1

Figure 28. L’EMT et la 
MET sont contrôlées par 
l’épissage. Des facteurs 
comme RBFOX2 et SRSF1 
sont responsables de l’in-
duction de l’EMT. ESRP1 
et hnRNPA1 sont quant à 
eux impliqués dans la MET.
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Des facteurs d’épissage sont nécessaires à la synthèse et à l’intégrité des télomères 
via leurs interactions avec ceux-ci et/ou en modulant l’activité des télomérases598 
(Figure 29 B);

• gardiens de l’euploïdie. Des facteurs d’épissage sont impliqués dans la régulation 
de la ségrégation des chromosomes ainsi que dans la cohésion des chromatides 
sœurs598 (Figure 29 C).

Les facteurs d’épissage participent à la DDRcet à la réparation

La transcription est diminuée au niveau de l’ADN lésé 601, ce qui conduit à une diminu-
tion de la présence de U2, U5 et U6602. À l’inverse, de nombreux facteurs d’épissage sont 
recrutés au niveau des dommages, notamment par la présence de poly-ADP-Riboses593, 

603-609 qui modifie leur fonction dans l’épissage610-611. BCLAF1 (qui interagit avec BRCA1) 
recrute SF3B1, U2AF et PRPF8 au niveau de la chromatine612.

Certains facteurs d’épissage sont impliqués dans l’induction de la DDR606,613 et dans 

Figure 29. Les facteurs d’épissage protègent les cellules contre les mutations. A: L’absence de facteurs 
d’épissage conduit à la formation de boucles R qui peuvent induire des dommages à l’ADN. B: Les facteurs 
d’épissage permettent une synthèse correcte de télomères. C: Les facteurs d’épissage sont importants pour le 

positionnement correct des chromosomes lors de la mitose et empêchent l’aneuploïdie. Figure adaptée de 598

Avec facteurs d’épissage Sans facteurs d’épissage

Facteurs d’épissage

A.

B.

C.



Introduction

53

les mécanismes de réparation593, 614-624, notamment dans le recrutement de la machinerie 
de réparation619 et alors que d’autres sensibilisent les cellules aux agents génotoxiques591, 

593, 596, 606, 617, 621, 625-629, en participant au couplage entre la réparation et les modifications 
d’épissage630. Par exemple, certains des facteurs d’épissage recrutés au niveau des cas-
sures sont connus pour modifier l’épissage et/ou l’expression de gènes participant à la 
DDRcet à la réparation (hnRNP C, RBMX et PSF)594.

3.3. Effets des traitements 
anticancéreux sur l’AS

Seuls les agents causants des dommages à l’ADN seront abordés ici. Au vu du rôle 
des facteurs d’épissage dans la DDRcet la réparation des lésions, il n’est pas éton-
nant qu’un stress génotoxique ait un effet sur l’AS. Plus particulièrement, les facteurs 

d’épissage en sont les cibles et subissent des modifications post-traductionnelles, de 
localisation, de stabilité et d’activité630.

3.3.1. Conséquences de l’induction 
d’un stress génotoxique sur 
l’AS

3.3.1.1.  Types d’agents utilisés pour induire d’AS

Beaucoup d’études ont utilisé des agents génotoxiques pour induire l’épissage alternatif. 
Elles ont souvent révélé une vaste modification du profil d’épissage. Si certaines études 
ont utilisé des techniques permettant d’étudier l’impact à grande échelle de l’épissage 
alternatif (voir paragraphe 3.3.1.2, page 55), d’autres se sont concentrées sur certains 
transcrits en particulier. Dans de nombreux cas l’impact fonctionnel n’a pas été étudié. 
Cependant, les transcrits modifiés ont, la plupart du temps, un rôle dans la réparation des 
dommages, le contrôle du cycle cellulaire et l’apoptose630. 

Les agents qui ont le plus été étudiés sont la CPT, les inhibiteurs de Topo 2 (DOX et 
Epirubicines), le cisplatine, les radiations ionisantes et ultra-violettes. La table 1 classe les 
différents agents utilisés pour induire des modifications d’épissage ainsi que les lignées 
cellulaires dans lesquelles ils ont été utilisés.
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Types d’agents (effet principal) Agents Lignées étudiées

Liaisons inter- et intra-chaine MC PC3, U2OS, HTC116, U2OS,  MCF-
7, OVCAR3, SKOV3

Carboplatine RTC
Chlorambucil EcR293
Cis SH-SY5Y, Hep3B, EcR293, MCF-

7, HeLa S3, PC3, PA-1, SKOV-
3, HT1080, H358, AT5BIVA, 
MO59J, HeLa S3, BT549, HDF1, 
MDA-MB-231, MG-63, MSU, RD, 
U2OS, H1299, Ishikawa, HCT116, 
IMR90

Cyclophosphamide SKOV3, H358
Dacarbazine EcR293
Oxaliplatine EcR293, MCF-7, HeLa S3,PC3, 

PA-1, SKOV-3
Incorporations d’analogues de Y 5-Aza dC MCF7

Capecitabine MCF7, HeLa S3, PA-1
Cytarabine PC3
Fluorouracile EcR293
Gemcitabine A549, EcR293, MCF-7, PA-1,S-

KOV3, MiaPaCa2, PT45P1
MTX EcR293, MCF-7, HeLa S3

Cassures simple ou double-brin, 
bases oxydées

Radiations ionisantes MCF-7, SH-SY5Y, LCL lym-
phoblastoid, fibroblastes primaires, 
PBMCs,  NF AG1519

Cassures simple ou double-brin Paclitaxel U937
Bleomycine HLE, HLF
L-mimosine MCF7

Dimères de Y UV HeLa, HT1080, peau humaine, 
H1299, MCF-7, MRC-5V1, HaCat, 
MDA-MB-231, Hep3B

Inhibiteurs de Topos CPT HCT116, HeLa, U-937, MCF7, 
A431, Jurkat, HaCat, MDA-MB-231,

Diflomotecan U-937
DOX E U - 3 ,  U - 9 3 7 ,  H C T 11 6 , 

MDA-MB-231, MCF7, NIH3T3, 
EB-1, RKO, T47D

Epirubicin EcR293, MCF-7, HeLa S3, PC3, 
HeLa, HL-60, U937, U2OS

NB-506 (dérivé d’Indolocarbazole) P388
Irinotecan U-937
Mitoxantrone U-937
TAS-103 U-937
Topotecan EcR293, PC3
BN80927 U-937
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Types d’agents (effet principal) Agents Lignées étudiées

Intercalants Aclarubicine Fibroblastes SMA
Amsacride U-937
ACT EcR293, MCF-7, HeLa S3, PC3, 

NIH3T3
Daunorubicine MCF-7, PC3, PA1

Stress oxydant Arsenic (III) chloride BEAS-2B
Arsenite AGS
Cadmium dichloride RKO, EB-1
H2O2 Saos2, HCT116

Paraquat SH-SY5Y
Sodium arsenite HeLa, HCT116

Table 1. Agents génotoxiques utilisés pour induire l’AS et lignées cellulaires dans lesquelles ils ont été 
utilisés. Table adaptée de 630.

Ces nombreuses études montrent que l’induction de l’épissage alternatif par un stress 
génotoxique est un phénomène général observé dans de nombreuses lignées et induit via 
de nombreux agents. Cependant, l’étude approfondie de l’épissage du transcrit bcL-x a 
montré que son épissage peut varier en fonction de l’agent utilisé et de la lignée cellulaire 
choisie722. Il est donc difficile de généraliser l’induction de l’AS en fonction des types de 
dommages causés, essentiellement à cause du fait que les différentes équipes ont choisi 
des lignées cellulaires et des événements rapporteurs d’épissage différents. 

3.3.1.2. Etudes à grande échelle

Depuis la fin des années 2000, les avancées techniques ont permis d’étudier les 
variations d’épissage de centaines de transcrits simultanément. D’abord, des micro-puces 
permettant  de détecter des centaines de variations d’épissages ont été développées. Leur 
utilisation a permis de montrer que les variations d’épissages suite à un stress génotoxique 
sont globales et ne se limitent pas à certains transcrits, en voici quelques exemples:

• L’utilisation de CPT sur les cellules HCT116 conduit à 998 variations d’épissage 
dont 240 inclusions d’exon et 416 exclusions d’exon682. 

• Lorsque les cellules Jurkat sont traitées à la CPT, ce sont à l’inverse les inclusions 
qui sont majoritaires avec 419 événements contre 123 événements d’exclusions 631. 

• La CPT a également été utilisée sur les cellules MCF7. Dans ce cas, 354 inclusions 
d’exons ont été observées686 

• L’arsenic inorganique, utilisé sur les cellules HeLa, conduit à 104 événements 
d’épissage alternatif632. 

• Les radiations ionisantes ont été utilisées sur des cellules LCL et des fibroblastes 



56

Evènement d’AS Agents génotoxiques utilisés Conséquences
MDM2 - exclusion des exons 4-11 UV, IR, Cis Stabilisation de p53
MDM2 - exclusion de différents 
exons

CPT, DOX, Cis Stabilisation de p53

MDM2 - rétention de l’intron 10 DOX, ACT Variant tronqué inactif. Stabilisation 
de p53

MDM4 - exclusion de différents 
exons

UV Stabilisation de p53

FASR - exclusion de l’exon 6 MC Augmentation de la forme soluble 
de Fas

cASp2 - inclusion de l’exon 9 ETO, CPT, DOX, Mitoxantrone Augmentation de la forme 
anti-apoptotique

cASp8 - inclusion de l’exon 8 Cis Diminution de la forme anti-apop-
totique

primaires menant à l’apparition de 3515 et 3079 événements d’AS, respectivement633. 

• Les variations d’épissage suite à un traitement aux UVs ont été étudiées sur les 
cellules Hep3B. Près de 200 événements d’AS ont étés observés dont la majorité 
(138)  sont des inclusions ou des exclusions d’exons485.

Plus récemment, l’accessibilité aux techniques de séquence à haut débit a permis et 
permettra une étude non biaisée des événements d’épissage alternatif. Même si cette 
technique n’a été utilisée que deux fois dans le cadre des dommages à l’ADN, elle devrait 
l’être de plus en plus à l’avenir. Une de ces études sera décrite dans la partie Résultat. 
Dans l’autre, des fibroblastes ont été traités par les UV. Au total, 546 événements d’épis-
sages ont été observés dont 144 inclusions et 321 exclusions d’exons602.

Ces études, en plus de montrer que l’épissage alternatif est un phénomène global 
d’adaptation à un stress, indiquent également que l’épissage varie en fonction de la lignée 
et de la drogue utilisée pour induire l’épissage. 

3.3.1.3. Exemples de transcrits modifiés 

Comme discuté précédemment, les transcrits ayant un rôle dans l’apoptose, la réparation 
des dommages à l’ADN, le cycle cellulaire et le métabolisme de l’ARN sont préférentiel-
lement modifiés suite à un stress génotoxique. La Table 2, reprend certains d’entre eux, 
ainsi que les conséquences cellulaires de leur modifications d’épissage.

Nous avons décidé de décrire ici certains variants, induits par un stress génotoxique, 
qui peuvent influencer l’induction, la progression ou le traitement d’un cancer: 
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Evènement d’AS Agents génotoxiques utilisés Conséquences
cASp9 - inclusion des exons 3 à 6 UV, cyclophospamide, de nom-

breux autres agents
Augmentation de la forme 
pro-apoptotique

bcLx - site d’épissage alternatif en 
5’ de l’exon 2

UV, CIS, Oxaliplatin, cyclophos-
pamides

Augmentation de la forme 
pro-apoptotique

PIG3 - exclusion de l’exon 4 UV, CIS Augmentation de sa dégradation
SMAc/DIAbLO - exclusion de 
l’exon 4

UV, CIS Augmentation de la forme 
pro-apoptotique

McL-1 - Augmentation de la forme 
L

IR Augmentation de la forme 
anti-apoptotique

DHx9 - Inclusion de l’exon 6 UV Dégradation du variant par NMD

Table 2. Liste non exhaustive d’événements d’AS induits par un stress génotoxique et leurs conséquences 
cellulaires. Table adaptée de 634.

• la MC, le mitoxantone et le NB506 (entre autres) induisent une isoforme alternative 
de CD44 qui est impliquée dans la migration des cellules cancéreuses et la forma-
tion de métastases544, 635, 704, 721;

• l’équilibre entre les variants d’épissage pro- et anti-apoptotiques des membres de la 
famille des caspases et de BCl2 est modifié en réponse aux agents génotoxiques. 
Le cisplatine stimule l’apparition d’un variant pro-apoptotique de la caspase 8 via 
la régulation du site d’épissage alternatif en 5’ de l’exon 8 301, 641.

• l’équilibre pro/anti-apoptotique peut être modifié par le cis, l’oxaliplatine et le cyclo-
phosphamide notamment en favorisant la synthèse de l’isoforme pro-apoptotique 
bcL-xs via la régulation du site d’épissage alternatif en 5’ de l’exon 2 485, 641, 685;

• des inhibiteurs de Topo I (CPT) et II (DOX) induisent l’inclusion de l’exon 9 du 
transcrit de la caspase 2, ce qui se traduit par une augmentation de la production 
du variant anti-apoptotique 636, 637;

• l’exclusion de l’exon 6 du transcrit du récepteur Fas par la MC favorise la synthèse 
d’une protéine sécrétée qui a un effet antagoniste du variant classique. Il empêche 
la transduction du signal apoptotique637;

• la régulation de l’épissage du transcrit de MDM2 par des agents génotoxiques a 
été beaucoup étudiée. MDM2 est une phosphoprotéine impliquée dans la régu-
lation négative de p53. Comme le promoteur du gène de MDM2 est stimulé par 
p53, il s’établit une boucle d’autorégulation maintenant un niveau bas de p53 dans 
les cellules en condition basale. Divers agents génotoxiques, dont le cisplatine, la 
camptothécine, la doxorubicine et les UV, induisent l’exclusion de plusieurs exons 
du pré-ARNm de MDM2. La production de ces variants plus courts (dont le variant 
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majoritaire MDM2-alt1 678) diminue la proportion du variant classique de MDM2-FL. 
MDM2-alt1 ne possède pas le domaine de liaison à p53 et n’a donc pas la possibilité 
d’induire sa dégradation, ce qui a pour conséquence l’arrêt du cycle cellulaire en 
phase G1 d’une manière dépendante de p53;

• un épissage alternatif peut modifier la stabilité du transcrit en y introduisant un codon 
stop prématuré qui va mener à sa dégradation par NMD. C’est ainsi que la camp-
tothécine, en favorisant l’inclusion de l’exon 5 dans le transcrit du proto-oncogène 
H-ras cause l’apparition d’un codon stop prématuré et la dégradation du transcrit, 
réprimant de cette manière l’expression de la protéine pro-mitotique (P21H-RAS) 716. 

3.3.2. Mécanismes par lesquels les 
agents génotoxiques modifient 
l’AS

3.3.2.1. Modifications de l’expression des facteurs d’épissage

Si les dommages à l’ADN induisent une répression globale de la transcription, certains 
facteurs d’épissage, dont les hnRNPs et les protéines SR, sont surexprimés après un 
traitement génotoxique638-640. Par exemple, SRSF2 est surexprimé après un traitement 
au Cis641. A l’inverse, la bléomycine diminue l’expression de SF3B1642. La diminution de 
l’expression des facteurs d’épissage suite à un stress génotoxique peut être due à la 
production de variants d’épissage subissant la NDM643.

3.3.2.2. Modifications post-traductionnelles des facteurs 
d’épissage

• PARylation. De nombreux facteurs d’épissage sont PARylés après un traitement  
génotoxique644.

• Acétylation. L’étoposide modifie l’acétylation de nombreux facteurs d’épissage645. Le 
Cis, quant à lui, est capable de diminuer l’acétylation de SRSF2301.

• Ubiquitination. hnRNP K est un substrat de MDM2 et est dé-ubiquitiné suite aux  
dommages à l’ADN646. 

• Phosphorylation. La phosphorylation de nombreux facteurs d’épissage est modifiée  
lors de stress génotoxiques645,647-650. Certains sont des substrats d’ATM et ATR648 et 
d’autres de CHK1651 . De plus, la phosphorylation des SRPK est également modifiée 
par un stress génotoxique301, 316. 
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3.3.2.3. Modification de la vitesse de transcription

Le ralentissement de la transcription, liée notamment à la modification de phospho-
rylation de la ARN Pol II par le stress génotoxique, diminue la vitesse de transcription et 
affecte l’épissage345,485. 

3.3.2.4. Modification de localisation des facteurs d’épissage

Outre leur recrutement au niveau des dommages, de nombreux facteurs d’épissage 
sont délocalisés après un stress génotoxique, ce qui a pour conséquence de modifier 
l’épissage de leurs cibles (Figure 30):

• dans le cytoplasme. PTB652, SIPP1653, Slu7654 et hnRNPA1313, 655 se localisent dans 
le cytoplasme suite à un stress génotoxique. HnRNPA1 se retrouve plus particulière-
ment dans les granules de stress cytoplasmiques où il pourrait jouer un rôle dans la 
traduction et la stabilité des ARNs messagers656-657;

• dans le nucléole. EWS389, DDX5658, SRSF1, SRSF9, SRSF7, SNRNP70, TRA2B et 
NONO399 s’y localisent après l’induction de dommages à l’ADN; 

• dans le noyau. après un stress génotoxique, YB1594 se localise dans le noyau. Un 
traitement au Cis conduit à la translocation nucléaire de SRPK1 et SRPK2. Ceux-ci 
vont alors phosphoryler SRSF2301;

• dans les granules de stress nucléaires. SAM68659, SRSF1, 9G8, SRSF9660 s’y 
localisent;

• dans les « nuclear speckles ». PDIP38 s’y localise après une induction par les UV661.

3.4. Possibilités d’amélioration 
des traitements antican-
céreux par modulation de 
l’épissage

Les variations de l’épissage pourraient être utilisées comme biomarqueurs des cancers 
mais également comme cible pour de nouveaux traitements anticancéreux 571,662-663. 

La détection de variants d’épissage spécifiques pourrait servir pour le diagnostic des 
tumeurs664, des exemples sont repris ci-dessous:

• la présence du variant AR-V7 dans le sang de patients atteints du cancer de la prostate 
est corrélée avec une résistance aux traitements par les androgènes 665;

• des variants d’épissage de CD44 sont retrouvés dans le sang de patients cancéreux 
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et pourraient dès lors servir de marqueurs diagnostics570;

• certains événements d’épissage spécifiques au cancer sont responsables de la for-
mation de nouveaux antigènes qui pourraient être des cibles de l’immunothérapie666.

Les mécanismes d’épissage peuvent également constituer des cibles thérapeutiques. 
Différentes approches sont possibles (Figure 31):

Oligonucléotides

Il est possible de moduler l’épissage à l’aide d’oligonucléotides qui se fixent au niveau 
du site d’épissage et empêchent sa reconnaissance par le splicéosome (Figure 31 A). 
L’un d’entre-eux a été utilisé pour restaurer l’épissage de bcLx-S (pro-apoptotique) et 
ainsi diminuer la taille des tumeurs516.

Nucléole

Nuclear speckles
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Figure 30. Modifications de localisation des facteurs d’épissage après un stress génotoxique. Les 
dommages à l’ADN induisent une relocalisation de facteurs d’épissage du noyau vers le cytoplasme (parfois 
dans les granules de stress cytoplasmiques), les nucléoles, les granules de stress nucléaires ou les « nuclear 
speckles ». A l’inverse, d’autres facteurs sont délocalisés du cytoplasme vers le noyau. 
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siRNAs

Il est possible de créer des siRNAs spécifiques d’un variant d’épissage et de conduire 
ainsi à sa dégradation spécifique (Figure 31 B)

Anticorps

Dans le même ordre d’idée, il serait possible d’utiliser des anticorps spécifiques d’un 
épitope, présent uniquement sur le produit du variant d’épissage (Figure 31 C). Un tel 
anticorps ciblant le variant CD44V6 et est en cours d’essais cliniques667.

Inhibiteurs

Certains sont en cours d’études pour le traitement du cancer ou déjà utilisés dans le 
traitement d’autres pathologies liées à l’épissage. 

• Inhibiteurs de facteurs d’épissage (Figure 31 D). Ils ont un effet sur de nombreuses 
cibles et pourraient donc causer des effets secondaires importants. Certains com-
posés ayant démontré des propriétés antitumorales sont toutefois en cours de 
développement (par exemple les GEX1, les pladienolides ou la spliceostatine A). 
Ils agissent sur les cellules résistant aux chimiothérapies conventionnelles668-671. Les 
inhibiteurs du splicéosome ont un effet plus fort sur les cellules cancéreuses. Cela 
pourrait être le résultat d’une perméabilité supérieure de cellules cancéreuses ou de 
besoins spécifiques (qualitatif et quantitatif) en matière d’épissage dans ces cellules. 
Il est également possible que les inhibiteurs aient une certaine spécificité pour les 
variants pro-cancer672. Les inhibiteurs utilisés actuellement sont des inhibiteurs de 
SF3B. Ils interagissent avec SF3B1 et SF3B3 mais leur action semble liée à l’inhibition 
de SF3B1673. La splicostatine et les dérivés de pladienomide (E7107) interfèrent avec 
les changements conformationnels de U2. Ceux-ci sont nécessaires aux interactions 
ARN-ARN qui permettent la liaison de U2 au site d’épissage en 3’ 672. Des effets sur 
certains variants ont été étudiés. La production du variant de bRAF qui cause la 
résistance aux traitements chimiothérapeutiques et induit la prolifération des cellules 
cancéreuses, est diminuée par ces inhibiteurs597,674. Ils causent aussi l’inclusion d’un 
intron dans VEGF ce qui diminue son expression  par l’intermédiaire du NMD675-676.

•     D’autres inhibiteurs sont également en cours d’étude 672:

• L’isoginkgetin (Figure 31 E) empêche la transition du complexe A au complexe 
B et entrave l’invasion tumorale; 

• Des dérivés de quinones ont montré des activités anticancéreuses en empêchant 
les modifications conformationnelles nécessaires à la deuxième réaction de 
transestérification (Figure 31 F);



62

• L’indole se lie aux protéines SR et diminue l’expression de variants d‘épissage 
pro-métastatiques (Figure 31 G); 

• Inhibiteurs de kinases: un inhibiteur de SRPK1 (SRPIN340) est en cours de déve-
loppement (Figure 31 H). Le NB-506 empêche la phosphorylation des protéines 
SR par la Topo1. Le TG003 inhibe les Clk. L’amiloride diminue la phosphorylation 
de SRSF1 et affecte l’épissage de gènes importants pour le cancer;

Figure 31. Thérapies anticancé-
reuses visant les modifications 
d’épissage. A: En se fixant aux 
sites d’épissage, des oligonucléo-
tides empêchent le recrutement du 
splicéosome. B: un siRNA spéci-
fique d’un variant d’épissage induit 
sa dégradation. C: il est possible 
de synthétiser des anticorps contre 
un épitope spécifique d’un variant 
protéique d’épissage (représen-
tés en mauve). D: il existe des 
inhibiteurs de facteurs d’épissage 
importants pour U2 et les premières 
étapes d’épissage. E: certains inhi-
biteurs empêchent la formation 
du complexe B. F: il est possible 
d’empêcher les réarrangements 
conformationnels nécessaire à la 
seconde réaction de transestérifi-
cation à l’aide d’un inhibiteur. G: 
des inhibiteurs des protéines SR 
peuvent modifier l’épissage. H-I: 
des inhibiteurs de phosphatases 
(PP rose) (H) et des SRPK (I) modi-

fient l’état de phosphorylation des facteurs d’épissage, et, de cette manière, 
modifient l’épissage. J: il existe également des inhibiteurs de certains variants 
protéiques d’épissage. 

• Des inhibiteurs de phosphatases PP1 et PP2A modifient la sélection du site 
d’épissage (Figure 31 I);

• Des inhibiteurs de variants spécifiques  (Figure 31 J) . Par exemple, l’etoricoxib 
est un inhibiteur spécifique du variant 2 de COX et est utilisé pour diminuer l’in-
flammation.

Ces nouvelles thérapies représentent un espoir notamment pour le traitement de cancers 
multi-résistants. C’est pourquoi une meilleure compréhension de l’AS et de son implication 
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sur le traitement du cancer est nécessaire. Dans ce travail, nous nous sommes concentrés 
sur les mécanismes conduisant à l’AS après un stress génotoxique. 
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but du travail

L’épissage alternatif est un mécanisme qui touche la majorité des transcrits humains 
et permet la régulation de nombreuses fonctions cellulaires. Il semble également 
avoir un rôle important dans le cancer. Les traitements utilisés actuellement en 

thérapie anticancéreuse sont loin d’être idéaux notamment parce qu’ils sont responsables 
d’effets secondaires sévères et que l’apparition de résistances est assez fréquente. Les 
agents génotoxiques sont parmi les plus utilisés en chimiothérapie anticancéreuse. Plu-
sieurs études ont montré que ce type de médicament est capable d’induire de larges 
modifications d’épissage. Certaines ont été réalisées sur un faible nombre de transcrits 
et d’autres ont réalisé des études à grande échelle. Certains mécanismes moléculaires 
reliant le stress génotoxique et l’AS ont été identifiés (par exemple la relocalisation de 
facteurs d’épissage, des modifications d’intéractions entre les machineries d’épissage et 
de transcription ou encore des modifications de la vitesse de transcription). Cependant, 
les voies signalétiques conduisant à ces changements sont peu connues. Le but de cette 
thèse était donc d’apporter une pierre à l’édifice de la compréhension de l’induction de 
l’épissage alternatif par les dommages à l’ADN. 

Pour ce faire, nous nous sommes concentrés sur les questions suivantes: 

• quels transcrits subissent un AS après l’induction de dommages à l’ADN?

• quelle(s) voie(s) signalétique(s) est (sont) impliquée(s) dans l’induction de l’AS par 
un stress génotoxique?

• quels facteurs d’épissage sont modifiés et de quelle manière suite à un stress 
génotoxique?

• différents agents génotoxiques ont-ils le même effet sur l’AS?

Afin de répondre à ces questions, nous avons décidé d’entreprendre une étude trans-
criptiomique de cellules de cancer mammaire traitées ou non avec le Cis. 

Après confirmation des événements d’AS par RT-PCR, un petit nombre d’entre eux a 
été sélectionné pour servir d’événements rapporteurs. Nous avons alors investigué les 
voies de signalisation responsables de l’induction de ces événements à l’aide de diverses 
techniques de biologie moléculaire. 

Nous avons également réalisé un criblage pour déterminer quel(s) facteur(s) d’épis-
sage régule(nt) les événements que nous étudions. Nous avons alors tenté de déterminer 
comment d’une part, le stress génotoxique, et d’autre part les voies signalétiques activées 
les affectaient. 



Enfin,certaines expériences ont été répétées avec d’autres agents génotoxiques afin 
de déterminer si les voies d’activation étaient similaire à celles empruntées par le Cis. 



matÉriels & 
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1. culture cellulaire

Les cellules de carcinome mammaire MCF7 (authentifiées par DSMZ), HuH7, 
MDA-MB-231, HT1080, BT549, RD, HDF1 and HDF2, MG-63, MSU et AT5BIVA 
ont été cultivées dans du DMEM (Lonza). Les cellules Ishikawa ont été cultivées 

dans du milieu RPMI-1640 (Lonza). Les cellules GM09607 ont été cultivées dans du milieu 
EMEM (Lonza) et les cellules MO59J dans du milieu DMEM/F12. Des acides aminés non 
essentiels (1%) et 10% de sérum foetal bovin (FBS) (Lonza) ont été ajoutés. 

Pour l’expérience de criblage des protéines de liaison à l’ARN, les cellules MCF7 
ont été cultivées dans du αMEM (Wisent Bioproducts) auquel sont ajoutés 10% de FBS 
(Wisent Bioproducts), 0,1 mM d’acides aminés non essentiels et 10µg/ml d’insuline bovine 
(Wisent Bioproducts). 

2. transfections de sirnas
Tous les siRNAs ont été synthétisés par Eurogentec à l’exception du siJUN qui a été 

commandé chez Santa Cruz. Les siRNAs ont été transfectés à une concentration finale de 
20nM à l’aide de phosphate calcique. Après 16h d’incubation, les cellules ont été lavées 
au PBS (Lonza) puis trypsinisées et ensemencées dans de nouvelles boîtes de cultures. 
Après 48h de transfection, les cellules ont été traitées ou non avec les composés géno-
toxiques et récoltées après 72h de transfection. Le siRNA contrôle (siCTL) ne reconnait 
aucun transcrit humain et a été publié dans 677. 

Pour l’expérience de criblage des protéines de liaison à l’ARN, les siRNA ont été 
achetés chez IDT. Les siRNA ont été transfectés à une concentration de 100 nM à l’aide 
de Lipofectamine2000 (Invitrogen). Les cellules ont été récoltées 96h après transfection. 

Les séquences des siRNA sont reprises dans la Table 1. 
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Gene siRNA sequence Knock down (%)
BRCA1 ACCCGAAAAUCCUUCCUUG 53,8
BRCA1 CAGCUUGACACAGGUUUGG 57,4
CCNH GGUACGGCUUGUAUGUAUU 79,1
CCNH UACGGCUUGUAUGUAUUUC 0
CDC5L GCACAUUACCUAUCUGGAA 82,1
CDC5L GUUUGGUACCAAUAAUUCA 88,7
CDK12;CRK7 CACCGAAGUGUUGUUAACA 88
CDK12;CRK7 CCAUUCGUGAAAUCAAAAU 87,4
CLASRP;SFRS16 GUACCAGAUCUACAUUGAU 58,4
CLASRP;SFRS16 UGUACCAGAUCUACAUUGA 52,4
CLK1 UAAUAAAUCCAGAUAUUAA 41,7
CLK1 UGAUGAACGCACCUUAAUA 85,4
CLP1;HEAB CAACCACUAAAUUUGAACU 46,4
CLP1;HEAB GGGAGGACCUUCUGAGUUU 76,3
CTNNB1 GUUAUCAGAGGACUAAAUA 74,3
CTNNB1 GUACCGGAGCCCUUCACAU 72,9
DDX39 CGAUCUUUUGGAUUACGAU 73,5
DDX39 GGCUCCUCAAGAGAGCACA 69,1
DDX6 CUCUACUGACUUUCAAAAG 63,2
DDX6 ACGUGAGUGAAUUCAGAUA 88,7
DEK AAAGGAAGUGUCCAAUAUA 83,6
DEK GAAUGUGGGUCAGUUCAGU 88,6
ECH1;HNRPL;HNRNPL GCACUCUGAAGAUCGAAUA 97
ECH1;HNRPL;HNRNPL UAUGGCUUGGAUCAAUCUA 94,3
FMR1 CACUGCUAUUGAUCUAGAU 66,7
FMR1 CCUCGAGAUUUCAUGAACA 80,3
FUS GGACAGCCCAUGAUUAAUU 76,6
FUS GGCAACGGUCUCUUUUGAU 60,4
FXR1 GUACGAAGUUGAUGCUUAU 75,6
FXR1 UUGCGAAGUAUUCGUACGA 82,1
HMGA1 CCACAACUCCAGGAAGGAA 73,9
HMGA1 CACAACUCCAGGAAGGAAA 89,2
HMGA1 UGAGUGAGUCGAGCUCGAA 74
HMGA1 GUGAGUCGAGCUCGAAGUC 75
HNRNPA1;HNRPA1 CCACUUAACUGUGAAAAAGAU 66,4
HNRNPA1;HNRPA1 AACUUUGGUGGUGGUCGUGCA 84
HNRNPD;HNRPD AGACUGCACUCUGAAGUUA 85,4
HNRNPD;HNRPD GAAGGUGAUUGAUCCUAAA 91,1
KHDRBS1 CGAGUGCUGAUACCUGUCA 14,7
KHDRBS1 UGAUGGAUGAUAUCUGUCA 83,8
KHDRBS3 CUCCAGGAGUUAACAUAUU 80,9
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KHDRBS3 GCGUACAAGAGGUGUACCA 69,6
KHSRP GCACCGUGCAGGAGAUCAU 81,7
KHSRP GCGGGGAGACCAUUAAGCA 84,5
MBNL1 GACGCAAUAACUUGAUUCA 85,1
MBNL1 AAACGCAGUUGGAGAUAAA 81,9
MSI2 GCAAGUGUAGAUAAAGUAU 51,5
MSI2 UUAGAGAAUGUAUGGUCAU 53,8
NONO CCUGCAAAUGGGCAACAGG 58,6
NONO GACUAUUGACCUGAAGAAU 69,1
NPM1 CACUUUAAGGUGGAUAAUG 76,6
NPM1 AAUGAGCACCAGUUAUCUU 67,1
PRPF4B CCUAUAGUCAGCAGUUGUU 77,3
PRPF4B CUUACGAGAGGUGUUAAAA 63,3
PRPF8 GAGAUAGGAGGCAUUUCAA 79,4
PRPF8 CGCCGAGAAAAAAGAGAUA 69
RALY GCAAGCAAUGUAACCAACA 78,6
RALY CUCUCGAGUCUUCAUUGGA 81,4
RBM3 GGAUCAUGCAGGCAAGUCU 68,9
RBM3 UCAGAUCCGUGUGGAUCAU 0
RBM3 UCUGGAUGGUCGUCAGAUC 76,4
RBM9;RBFOX2 CACCUCCGCAGAAUGGAAU 75,9
RBM9;RBFOX2 CAGACACAAAGUAGUGAAA 74,9
RNPC2;RBM39 GCGGCAAGAAUUCGACCAA 39,7
RNPC2;RBM39 GAUGCAAGGACAGUCUUCU 75,2 (72)
RNPS1 UCUCGGUCCAGCUCGACUU 87,5
RNPS1 GCAUCCAGCCGCUCAGGAA 83,7
RPL22andCHD5;RPL22ANDCHD5 GCAAGUUCUGAAGUUCACU 89,1
RPL22andCHD5;RPL22ANDCHD5 UGGUGAAGGGGGGCAAAAA 78,6
RPN1 GUCUCUCACUGGGGUAAUA 83,8
RPN1 GAGGUUUGUGGACCAUGUG 70,5
SAFB CCGAACGGACUGUAGUAAU 72,7
SAFB AGGGGUGCCUGUGAUUAGU 87,8
SF3A1 CUGACAUCUUCGGUGUAGA 60,1 (74,9)
SF3A1 CUGAGCGGCGUACUGACAU 64,4
SF3A2 GACCCGUACUUCAUGAAGA 65,4
SF3A2 AUGCAAACUCUGCCUGACA 49,9
SF3A3 CCAAGAUCAGAAUGAACUU 78,9
SF3A3 UCAGGAUUACACAGAUAGA 76,8
SF3B4;SF3B4andMTMR11 GUAGCUCCUUGGGGCAAAG 83,6
SF3B4;SF3B4andMTMR11 GGCAAAGGUACUAAUCCCU 87,5
SFPQ ACAGCCGAAUGGGCUACAU 70,5
SFPQ UUCGUCAACGUGAGAUGGA 49,1
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SFRS3;SRSF3 GCAUCGUGAUUCCUGUCCA 80,8
SFRS3;SRSF3 AUUGGACUGUAAGGUUUAU 58,3
SFRS3;SRSF3 UUGCAAGAGAAGUGGUGUA 38,2
SFRS4;SRSF4 AGAAGUGGCCGAGAUAAAU 36,7
SFRS4;SRSF4 UUGUGGUGAGCGAGUAAUU 71,3
SFRS8;SFSWAP GAGCACAGUUUGAGAUCAU 53,7
SFRS8;SFSWAP UCAACCCCUACUAUAAGUU 37
SNRP70;SNRNP70 CACCACAAUCAACCUUAUU 82,4
SNRP70;SNRNP70 GGUGUACGGACCUAUCAAA 84,1 (80,1)
SRA1;SCAF1;SR CCACAGUCGAACUCCUCUA 34
SRA1;SCAF1;SR CCACGUCUGACAAGAGAGA 0
SRPK1 AGGUUAUCAUCUUGUGAAA 76,9
SRPK1 ACCAUGUGAUCCGAAAGUU 65
SYNCRIP AGUUGCACAUAGUGAUUUA 72,5
SYNCRIP GUGGAGUCAUGAAGACUUA 91,5
TARBP1 UUCGACUGUAUGCUUUAGU 35,7
TARBP1 GUUCGACUGUAUGCUUUAG 65,9
THOC1 GUCGACACAUCCUGUUGCA 90,8
THOC1 GGCAGGUCAAAUUCAAAAG 65,1
TRA2B;SFRS10 UCACGUAGCAGGUCUUACA 86,7
TRA2B;SFRS10 GUCUUACAGUCGAGAUUAU 84,3
U2AF1 GCUCUCGGUUGCACAAUAA 83,3 (97,5)
U2AF1 GAAUAACCGUUGGUUUAAU 70,2
ZNF638 AGCAUUAGAAGAUGUAGUA 69,4
ZNF638 CGCUACAAAGAGUGAUUCA 85,2

FOS GAATCCGAAGGGAAAGGAA 53
JUN Santa Cruz (SC29223) 60,7
CTL UUGCAUACAGGACUCGUUA  /
SRSF4 Dharmacon (M-005151-00-0005)
SRSF6 Dharmacon (E-016067-00-0005)
ATR CCUCCGUGAUGUUGCUUGA

Table 1. Séquences et extinctions obtenues par les siRNAs. Les séquences en gras sont celles 
qui ont été utilisées pour les confirmations du criblage. Les chiffres entre parenthèses représentent les 
extinctions obtenues lors des confirmations du criblage. 



Matériels & méthodes

75

3. constructions de 
vecteurs d’expression 

Nous avons utilisé des vecteurs pDONR233 contenant les séquences codant soit pour 
RBM39 soit pour c-Jun provenant de l’ORFeome v5.1 (CCSB, Dana-Farber Cancer Insti-
tute). La séquence de ces deux transcrits a été insérée dans un vecteur d’expression par 
réaction de recombinaison à l’aide du kit « GATEWAY LR clonase enzyme kit » selon les 
instructions du fournisseur. La séquence codant pour RBM39 a été insérée dans le vecteur 
pDEST1899 permettant l’addition d’une séquence FLAG en N-terminal et celle de c-Jun 
a été insérée dans le pDEST475 permettant l’addition d’une séquence HA en N-terminal. 
L’exactitude des séquences codant pour RBM39 et c-Jun a été évaluée par séquençage 
à l’aide de la plateforme Génomique du GIGA (Université de Liège, Belgique).

4. transfections de 
protéines recombinantes 

Les cellules MCF7 à 70% de confluence ont été transfectées avec l’agent de trans-
fection JetPEI (Polyplus) selon les instructions du fournisseur. Après 16h d’incubation, 
les cellules ont été lavées au PBS (Lonza) puis trypsinisées et ensemencées dans des 
nouvelles boîtes de culture. Après 24h de transfection les cellules ont été traitées ou non 
avec les composés génotoxiques pendant 24 heures puis récoltées.

5. mesure de la mortalité 
cellulaire

Les cellules MCF7 ont été traitées par les agents génotoxiques pendant 48h ou trans-
fectées par siRNA pendant 96h. Le marquage est effectué à l’aide du kit « Annexin-V 
FLUOS staining kit » (Roche) selon les recommandations du fournisseur. Les cellules ont 
été récoltées par trypsinisation, centrifugées à 250 g pendant 5 min. Le culot de cellules 
a été resuspendu dans le tampon contenant l’Annexin V et/ou l’iodure de propidium pour 
une incubation de 10 min. Les cellules ont ensuite été analysées par le BD FACSCallibur 
(plateforme imagerie du GIGA). 10.000 événements ont été pris en compte. 

Certaines expériences ont été effectuées en parallèle par comptage de cellules ayant 
incorporé du bleu de trypan. 
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6. purification d’arn et 
rt-pcr

Les ARN totaux ont été isolés à l’aide du kit « High Pure RNA isolation kit » (Roche) 
selon les instructions du fournisseur. Ils ont ensuite été dosés par spectrométrie (Nanodrop 
ND-1000, Isogene Lifesciences). Les RT-PCR sont effectuées à l’aide d’oligonucléotides 
spécifiques des exons situés de part et d’autre des exons subissant un AS. Quatre µg 
d’ARN ont été utilisés pour faire la réaction de reverse transcription 15 min à 70°C avec 
l’oligonucléotide situé en réverse et l’enzyme Tth (Roche). Une PCR en présence des 
deux oligonucléotides a alors été réalisée avec la même enzyme. Les séquences des 
oligonucléotides et les températures d’hybridation et d’élongation, le temps et le nombre 
de cycle des PCR sont repris dans la Table 2 et la composition des tampons en Table 3. 
Les variants d’épissage sont discriminés par électrophorèse sur gel d’acrylamide (10%) 
coloré à l’aide de Gelstar (FCM Bioproducts).  Le signal est obtenu et quantifié avec la 
caméra Versadoc et le programme QuantityOne  4.6 (Bio-Rad). 

Transcrit Séquences des oligonucléotides Cycles

AUP1
Fw CGCTGCCAGACAGCGTCCTT 94°C 65°C 72°C 28xRe CAACTCCCCCCGCCCATTCA 20s 20s 1min 30s

CCNK
Fw CCAGTTCCTACTAAAATATGCAAAGCA 94°C 65°C 72°C 35xRe CGACCGGGACATCTTGAACA 20s 20s 1min 30s

COASY
Fw TTCCGCCAGCGAATGTTGGG 94°C 65°C 72°C 35xRe CTCGGGCCAGCTTTGCGATA 20s 20s 1min 30s

EED
Fw CGCCGGCGGGAACAGACATG 94°C 65°C 72°C 35xRe CTGGCTGTAATCAAATCGCCCAAGAA 20s 20s 1min 30s

HNRNPA2B1
Fw CCATAGTTTCCTCCACCATATGGTCC 94°C 65°C 72°C 28xRe CACGTGGTGGCGGTGGAAAT 20s 20s 1min 30s

MRSP28B
Fw TGGTTCTCGCCCCGTCTGGG 94°C 65°C 72°C 28xRe GGAGTAGCACTCACAGCCCCATG 20s 20s 1min 30s

MYLIP
Fw GGCGACTGGGAATCATAGAAGTTGACTAT 94°C 65°C 72°C 35xRe ACAGAGCCCTCCTGGCATGGT 20s 20s 1min 30s

PPP6C
Fw AGGAGCGGCTATGTGACTACGTT 94°C 65°C 72°C 28xRe ACCACCATGGACACACAAAATCTGC 20s 20s 1min 30s
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RINT1
Fw CGCGGAGGCGAGATGCTACC 94°C 65°C 72°C 30xRe TCCAAGGTTGCGCAGTCAGCA 20s 20s 1min 30s

RINT1(b)
Fw TCAGAAGCTGCCTGGGTATCGCA 94°C 65°C 72°C 28xRe GCAAACACCTCCAGTGCAGCC 20s 20s 1min 30s

SMC1A
Fw CTGCAGATGCGGCTCAAGTACTCCC 94°C 65°C 72°C 35xRe TGTTGGCGCCCCCGAGTTTC 20s 20s 1min 30s

TFAM
Fw GCTTATAGGGCGGAGTGGCAGG 94°C 65°C 72°C 35xRe GTGCGACGTAGAAGATCCTTTCGTCC 20s 20s 1min 30s

VEGF
Fw CCTGGTGGACATCTTCCAGGAGTA 94°C 60°C 72°C 35xRe CTCACCGCCTCGGCTTGTCACA 15s 30s 1min

MDM2 
Fw ACCTCACAGATTCCAGCTTCGGAA 94°C 60°C 72°C 34xRe GCTACTAGAAGTTGATGGCTGAGAA 15s 20s 1min

MTA1 
Fw GATCCGGAGAATCGAGGAGCTCA 94°C 66°C 72°C 27xRe AGGAACAGCTCCCGATGCCGCA 15s 20s 30s

SRSF3
Fw GATTATCGTAGGAGGAGTCCTCCA 94°C 66°C 72°C 31xRe CATTTGACCTAGATCGACTACGAGA 15s 20s 30s

CSDE1
Fw AGCCCGCAACTCTCGCGAGAGA 94°C 60°C 72°C 35xRe CCAGCTGAACGTTCCCTTCGACA 15s 20s 1min

EIF4A2
Fw ATCGAGAGCAACTGGAATGAGATTG 94°C 66°C 72°C 31xRe AACATTTGTTCCACCAATGCAGGCA 15s 20s 30s

TMPO
Fw CACTCAAGCAAAGAAGAGTTGAGCA 94°C 60°C 72°C 35xRe TGAGTTCTAATGGCCGGCCTGCA 15s 20s 1min

HNRPDL E6
Fw AGATACCATCAAATTGGTTCTGGGAA 94°C 66°C 72°C 35xRe GATGCCTTGCCATAAGTGCTCTGT 15s 20s 30s

HNRPDL E8
Fw TCACCAAAACAATTACCAGCCATACT 94°C 66°C 72°C 31xRe TGAGACATAACACAGATAGCAAAGGA 15s 20s 30s

AMZ2
Fw GCCAGTGATCTCTTTGGACCCATT 94°C 60°C 72°C 30xRe GTCAAAGAGGCCTGTCCAAAGACA 15s 20s 1min

MAGOH
Fw AAGTTCGGCCACGAGTTCCTGGA 94°C 66°C 72°C 27xRe ACCAAACACTTCAGGTCCTGGACA 15s 20s 30s

NFE2L1
Fw GCAGGACACCTGGGCAGGCGA 94°C 66°C 72°C 27xRe CCCGGTCAGAAGAGGAGACAAGA 15s 20s 30s

STRAP E2
Fw AGCCCGAGGCACTGCAGCAGAA 94°C 66°C 72°C 27xRe CATCAATTCATCTCCTGAGACAGC 15s 20s 30s

SRSF4
Fw CATTCTAAGAGTAGATCTCGGTCCA 94°C 66°C 72°C 28xRe CTCTTTTCCTTGCTGGGGCTCCT 15s 20s 10s

SRSF6
Fw GCGAGCGCGTGATCGTAGAGCA 94°C 66°C 72°C 25xRe ATTCTGTACGAACAGGTGGTCCGT 15s 20s 10s

Table 2. Séquences des oligonucléotides et conditions de PCR.
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7. immunofluorescences
Les cellules MCF7 ont été cultivées sur des lamelles. Après lavage au PBS, elles ont 

été fixées 10 min dans de la paraformaldéhyde 4% à température ambiante. Puis elles 
ont été perméabilisées dans du PBS contenant 0,1% de Triton X100 et bloquées 30 min 
avec du PBS contenant 10% de FBS. Les cellules ont alors été incubées 1h à 37°C dans 
l’anticorps primaire, lavées 3 fois au PBS-FBS puis incubées 1h à 37°C dans l’anticorps 
secondaire couplé à un fluorochrome (Alexa FLUOR, Thermo Fisher Scientific). Après 
3 lavages, les noyaux ont été marqués pendant 15 min à température ambiante par du 
Hoechst 33342 dilué à 1/50.000 (Acros Organic). Après 3 lavages à l’eau, les lamelles ont 
été fixées sur des lames avec du Mowiol (Sigma). Les images ont été acquises avec un 
microscope confocal inversé SP5 A0B5 (Leica) et le programme LAS AF. Nous avons utilisé 
un objectif 63x immergé dans du glycérol. Toutes les images sont des coupes optiques 
obtenues en utilisant le réglage Airy 1 (0,853 µm pour l’objectif 63x) qui correspond à 
une image confocale. Lors de chacune des expériences une marquage avec l’anticorps 
secondaire seul à été réalisée. Nous nous sommes assuré que le signal obtenu avec 
l’anticorps primaire était plus élevé. 

8. extraction de protéines 
et western blot

Les extraits totaux ont été obtenus en incubant les cellules dans du tampon Laemmli 
contenant 50 mM de DTT. Les lysats sont alors soniqués 10 s et chauffés 15 min à 65°C. 

Les extraits nucléaires sont obtenus par une lyse en deux étapes. Les cellules sont 
récoltées dans le tampon de lyse cytoplasmique (Tris-HCl 10 mM, NaCl 10 mM, MgCl2 3 
mM, NP-40 0,3 % (V/V) pH 7,4) et incubées 12 min sur glace. Après centrifugation 5 min 
à 3300 g les protéines cytoplasmiques contenues dans le surnagent sont récupérées et 

Réactif RT-PCR PCR
Tampon RT (10 x) 1 x 0,20 x
MnCl2 0,9 mM 0,18 mM
dNTP 800 µM 160 µM
Oligonucléotide Rev 750 nM 150 nM
Tth 4 U 0,8 U
Tampon PCR (10 x) - 1 x
EGTA - 0,75 nM
Oligonucléotide Fw - 150 nM

Table 3. Composition 
des tampons de PCR et 
RT-PCR
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le culot de protéines nucléaires et membranaires est lavé deux fois avec le tampon de 
lavage (HEPES 10 mM, KCl 20mM, MgCl2 2 mM EDTA 0,1 mM, pH 7,9) puis incubé 20 
min sur glace dans le tampon de lyse nucléaire (Tris-HCl 50 mM, NaCl 280 mM, NP-40 
0,5%, EGTA 2 mM, EDTA 10mM, Glycérol 10% (V/V)). Après centrifugation, les protéines 
nucléaires contenues dans le surnageant sont récoltées. 

Les protéines ont été déposées sur SDS-PAGE puis transférées sur des membranes de 
PVDF (GE Healthcare Life Sciences). Après 1 h de blocage dans du TBS-Tween contenant 
5% de lait, la membrane a été incubée 2 h à température ambiante ou une nuit à 4°C avec 
l’anticorps primaire (Table 4). Ensuite, elle a été lavée au TBS-tween puis incubée dans un 
anticorps secondaire couplé à la HRP (Dako ou Cell Signalling). La chemoluminescence 
produite par l’ECL (GE Healthcare Life Sciences) a été visualisée à l’aide du LAS4000 
Biomolecular Imager (GE Healthcare Life Sciences). 

9. co-immunoprécipitations
Les cellules MCF7 (transfectées ou non et traitées ou non) ont été récoltées par grattage. 

Le culot de cellules récolté après centrifugation a été incubé 20 min à 4°C dans le tampon 
de lyse pour IP (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% triton, 10% glycérol, 25 mM 
ß-glycérophosphate, 1 mM Na3VO4, 1.5 mM NaF, CompeteTM (1:50, v:v)) puis centrifugé 
pour éliminer les débris cellulaires. RBM39, c-Jun ou SF3A1 ont été immunoprécipités 

Protéine reconnue Référence Firme
ATR 2790 Cell signaling
c-Jun 9163 Cell signaling
FIB AB4566 Abcam
FOS sc52 Santa Cruz
GAPDH 4300 Ambion
HSP90 sc7947 Santa Cruz
NBS1 611870 BD
Nucléoline sc55486 Santa Cruz
P-c-Jun (Ser63) 2361 Cell signaling
P-c-Jun (Ser73) 3270 Cell signaling
P-c-Jun (Thr91) 2303 Cell signaling
P-c-Jun (Thr93) 2993 Cell signaling
RBM39 HPA001591 Sigma Aldrich
SC35 AB11826 Abcam
SF3A1 HPA00690 Sigma Aldrich
SNSRNP70 sc9571 Santa Cruz
U2AF1 AB172614 Abcam

Table 4. Anticorps utilisés en wes-
tern blot, en immunofluorescence et 
en immunoprécipitation.
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pendant 2 h à 4°C à partir d’1mg (pour les IP exogènes réalisées avec un anticorps anti-
FLAG ou anti-HA) ou 5 mg (pour les IP endogènes réalisées avec un anticorps anti-c-Jun 
ou anti-SF3A1) d’extraits protéiques totaux. Sept µl de billes A/G magnétiques (Pierce, 
Thermo Scientific) ont alors été ajoutées à la solution contenant les protéines et l’anticorps 
pour une incubation d’une heure à 4°C. Les immunoprécipitats ont été lavés 3 fois avec le 
tampon de lyse pour IP. Enfin, les protéines ont été éluées des billes à l’aide du tampon 
d’élution pour IP (62 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 3% ß-mercaptoéthanol, 10% glycérol) 
incubé 10 min  sur glace. 

10. chromatographie 
d’exclusion moléculaire

Les cellules MCF7 prétraitées ou non pendant 3h avec du SR11302 (5 µM) puis traitées 
ou non avec du Cis (50 µM) ont été récoltées par grattage. Le culot de cellules récolté 
après centrifugation a été incubé 20 min à 4°C dans le tampon de lyse pour IP (20 mM 
Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% triton, 10% glycérol, 25 mM ß-glycérophosphate, 1 
mM Na3VO4, 1.5 mM NaF, CompeteTM (1:50, v:v)) puis centrifugé pour éliminer les débris 
cellulaires. Après dosage protéique à l’aide du Bio Rad protein assay (Bio Rad), 5 mg 
de protéines ont été déposés sur colonne (Superose 6-Prep Grade (GE Health Care)) et 
élués en 115 fractions de 300µl grâce au AKTAPRIME plus (GE Health Care). Du bleu 
de chargement est alors ajouté aux fractions qui sont ensuite dénaturées 3 min à 100°C 
puis déposées sur SDS-PAGE. Les protéines d’intérêts sont révélées par western blot. 

11. essais luciférase 
Des cellules MCF7 ont été transfectées avec un plasmide contenant le gène codant 

pour la luciférase sous le contrôle d’un promoteur contenant 7 répétitions d’une séquence 
de liaison de c-Jun/c-Fos (TGACTAA) (Stratagene). Après 24 h de transfection, les cellules 
ont été traitées ou non avec du Cis (50 µM) ou du PMA (600 nM). Après 48h de transfec-
tion (24 h de traitement), les cellules ont été lysées et l’activité luciférase a été mesurée à 
l’aide du kit « Luciferase Reporter Gene Assay » (Roche) en suivant les recommandations 
du fournisseur. L’activité luciférase a été normalisée à la concentration protéique totale de 
l’échantillon mesurée par le Bio Rad protein assay (Bio Rad). 

12. séquençage de l’arn
Les librairies d’ARN et le séquençage ont été faits sur des extraits d’ARN totaux à la 



Matériels & méthodes

81

plateforme Géno-transcriptomique du GIGA (Université de Liège). La qualité de l’ARN 
a été vérifiée à l’aide du BioAnalyser 2100 (Agilent technologies). Les librairies ont été 
préparées avec le kit «Truseq® mRNA Sample Prep kit » (Illumina) à partir d’1 µg d’ARN 
total en suivant les instructions du fournisseur. Les ARN messagers ont été sélectionnés 
par complémentarité aux poly-A et ont été fragmentés (8 min à 94°C). Les ARN fragmen-
tés en morceaux de 170 nucléotides en moyenne ont été rétro-transcrits en présence de 
Superscrip II (Invitrogen) et des oligonucléotides de séquences aléatoires. Après trans-
cription réverse, réparation des extrémités et synthèse d’une queue A et purification, les 
ADN complémentaires double brins ont été liés à des adaptateurs Truseq contenants les 
séquences indexes. Quinze cycles de PCR en présence d’oligonucléotides adéquats ont 
servis à générer les librairies finales. Les librairies ont été séquencées par le séquenceur 
Illumina GAIIx avec le protocole 2 x 76 bases en multiplex. Les données brutes ont été 
générées à l’aide de la suite CASAVA 1.6 (Illumina). Les lectures du séquençage de l’ARN 
ont été alignées au génome de référence (hg19, UCSA) à l’aide du programme TopHat. 
La quantification du niveau d’expression des transcrits alignés a été réalisée à l’aide du 
programme Cufflinks. Le programme SpliceSeq (1.2) quant à lui, a été utilisé pour déter-
miner les variations d’épissage. 

13. statistiques
Les moyennes et écart types ont été mesurés à partir de 2 à 10 expériences indépen-

dantes. La signification des différences entre les conditions a été déterminée en utilisant 
un test de Student pairé à partir des rapport entre les conditions. Les modifications statis-
tiquement significatives ont été indiquées par *(p<0,05) **(p<0,01) ***(p<0,001).
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résumé

Les dommages à l’ADN ont des conséquences variées sur le métabolisme cellulaire parmi 
lesquelles l’épissage alternatif (AS). L’ AS est un mécanisme essentiel impliqué dans de 
nombreux processus tels que le développement et les maladies génétiques. Cependant, les 

mécanismes conduisant à l’AS après un stress génotoxique ainsi que ses conséquences cellulaires 
sont peu décrits. L’épissage constitutif et alternatif est régulé par de nombreux mécanismes parmi 
lesquels la vitesse de transcription, les modifications des histones ou les modifications postraduc-
tionnelles et de localisation des facteurs d’épissage. 

Dans ce projet, les dommages à l’ADN ont été induits par des agents génotoxiques utilisés en 
chimiothérapie anticancéreuse (Cisplatine et Camptothécine). Un séquençage à haut débit réalisé 
après traitement au cisplatine a montré des modifications d’épissages sur plus de 600 transcrits. 
Après validations, trois événements d’exclusions affectants cOASY, HNRNPDl et AMZ2 ont été 
étudiés plus en profondeur. De manière intéressante, la Camptothécine et le Cisplatine sont capable 
d’induire les mêmes événements d’AS.  

De nombreuses études ont montré l’implication de kinases activées durant un stress génotoxique 
dans l’induction de l’épissage alternatif (par exemple ATM, ATR, JNK ou p38). Nous avons évalué le 
rôle de certaines d’entre-elles dans l’induction de l’AS par le Cisplatine et la Camptothécine. L’AS 
induit par le cisplatine s’est révélé dépendant des PI3K et des MAPK. Plus précisément 
c-Jun a un rôle important dans l’induction de l’AS par le Cisplatine. 

À l’aide d’une librairie de siRNAs contre 56 protéines se liant à l’ARN (RBPs), nous avons iden-
tifié quatre facteurs d’épissage qui miment l’effet du cisplatine sur l’AS de cOASY et HNRNPDl. 
Le cisplatine augmente la localisation nucléolaire de ces quatre RBPs et la camptothécine élargit 
les « nuclear speckles » dans lesquels elles se localisent. 

C-Jun interagit avec deux d’entre-elles (SF3A1 et RBM39). Après un traitement au cisplatine 
c-Jun est phosphorylé et induit l’AS et la localisation nucléolaire de SF3A1 d’une manière indé-
pendantes de son rôle dans le transcription. De plus, c-Jun, lorsqu’il est phosphorylé sur les 
résidus Ser63 et Thr91 se localise dans les « nuclear speckles » où il interagit probablement 
avec les facteurs d’épissage.

Nos résultats indiquent que l’AS induit par le Cisplatine augmenterait la mortalité cellulaire. En 
effet, les siRNAs dirigés contre SF3A1 et RBM39 sont capables d’induire l’AS et conduisent à une 
plus grande mortalité alors que ceux dirigés contre c-Jun et SRSF4 réduisent l’AS et la mortalité. 

Nos résultats suggèrent un nouveau rôle pour c-Jun. Il se lie aux facteurs d’épissage, 
régule l’AS et induit la mortalité après un traitement au Cisplatine. 



abstract

DNA damages have various consequences on the cell metabolism among which 
alternative splicing (AS). AS is an essential mechanism involved in a large number 
of process from development to genetic diseases. However, little is known about 

the underlying molecular mechanisms leading to the induction of AS after a genotoxic stress 
and the biological role of this one. Constitutive and alternative splicing are regulated by 
several mechanisms upon which transcription rate, histone modifications or re-localization 
and post-transcriptional modifications of splicing factors. 

In this project, DNA lesions were inflicted by two genotoxic compounds used in cancer 
therapy (Cisplatin and Camptothecin). RNAseq analysis was performed after Cisplatin 
treatment and showed a modification of splicing on more than 600 transcripts. After vali-
dations, three events of exclusions affecting COASY, HNRNPDL and AMZ2 were selected 
for further analysis. Interestingly, we observed that the AS events induced by Cisplatin 
and Camptothecin are identical.

Numerous studies have shown the implication of kinases activated during genotoxic 
stress (e.g. ATM, ATR, JNK, p38 …) in AS induction. We assessed the role of some of 
these kinases in the global modification of splicing after Cisplatin and Camptothecin treat-
ments and we showed that Cisplatin induced AS is dependent of PI3K and MAPK. More 
specifically, c-Jun is an important player in AS iduced by DNA Damages.

SiRNA library against fifty-six RNA binding protein (RBPs) allowed us to identify four 
RBPs whose depletion mimics genotoxic treatment regarding the AS of COASY and 
HNRNPDL. The intracellular localization of these four RBPs was specifically modified by 
the treatment: Cisplatin increased their nucleolar localization while Camptothecin favored 
their accumulation in enlarged nuclear speckles.

We observed that c-Jun interacts with two of these RBPs (SF3A1 and RBM39), and is 
phosphorylated during the treatment. Both AS and nucleolar localization of RBPs occur 
independently of its function as transcription factor. Interestingly, c-Jun phosphorylated 
on Ser63 and Thr91 localizes in nuclear speckles where it probably interacts with splicing 
factors.

It seems that Cisplatin-related alternative splicing increases mortality. Indeed, the deple-
tion of RBM39 and SF3A1 induces both AS and mortality while, the depletion of c-Jun and 
SRSF4 (that reduces AS), also reduces the mortality.

In conclusion, our results suggest new roles for c-Jun: it binds to splicing factors, regu-
lates AS and induces mortality after Cisplatin treatment.  


