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Titre : Etude de séquences cis-régulatrices d’épissage dans le géne DMD : réle dans la régulation
des pseudoexons et intérét pour le saut d’exon thérapeutique.

Résumé

L’épissage des ARN pré-messagers (pré-ARNm) est une étape essentielle pour I'expression des genes chez les
eucaryotes supérieurs. La reconnaissance des exons par la machinerie d’épissage (le spliceosome) est réalisée
grace a différents éléments cis-régulateurs incluant les séquences consensus d’épissage et les séquences
auxiliaires activatrices ou inhibitrices d’épissage. Le pré-ARNm représente une nouvelle cible thérapeutique pour le
traitement des maladies génétiques. L’approche du saut d’exon thérapeutique (SET), destinée a restaurer
I'expression d’'une protéine totalement ou partiellement fonctionnelle en interférant avec le processus d’épissage,
suscite un grand intérét notamment pour la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) ou la modification du
transcrit permettrait d’obtenir une forme modérée de la maladie, la Dystrophie musculaire de Becker (BMD). Des
oligonucléotides antisens (AONs) sont utilisés pour masquer les signaux d’épissage de reconnaissance d’'un exon
par le spliceosome, et induire son excision (ou saut) du transcrit mature. La détermination de la meilleure séquence
cible des AONs est une difficulté majeure de cette approche. Pour le géne DMD, nous avons pu établir grace a des
analyses bioinformatiques et statistiques combinées avec des tests fonctionnels utilisant des minigénes rapporteurs
d’épissage, que le ciblage de motifs exoniques qui fixent le facteur d’épissage SF2/ASF permettait d’obtenir la
meilleure efficacité des AONs. Par ailleurs, nous avons exploré la régulation de I'épissage des pseudoexons dans le
géne DMD, et notamment les mécanismes conduisant a l'inclusion de ces séquences introniques dans le transcrit
mature en condition pathologique. L’étude de deux cas exceptionnels d’activation de pseudoexons associée a des
remaniements introniques rares (double délétion, inversion) élargit le spectre des mutations a l'origine de ces
défauts d’'épissage, et illustre le réle encore mal connu des remaniements introniques en pathologie humaine.

Mots-clés : Géne DMD, épissage, saut d’exon thérapeutique, oligonucléotides antisens, séquences cis-régulatrices,
pseudoexons, minigénes rapporteurs d’épissage.

Title: Splicing cis-regulatory sequences in the DMD gene: role in pseudoexons regulation and
interest for the therapeutic exon skipping strategy.

Abstract

Splicing of pre-messenger RNAs (pre-mRNAs) to mature transcripts is a crucial step in eukaryotic gene expression.
The recognition of exon by the splicing machinery (the spliceosome) involves different cis-regulatory elements,
including the splice site motifs and auxiliary sequences, which can act by stimulating or repressing splicing. The pre-
mRNA represents a new therapeutic target for the treatment of genetic diseases. Notably, the exon skipping strategy
is currently one of the most promising therapeutic approaches for the Duchenne muscular dystrophy (DMD). It intends
to restore the expression of a partially functional protein by interfering with the splicing process, and converts the
severe DMD phenotype into the moderate form of the disease, Becker muscular Dystrophy (BMD). Antisense
oligonucleotides (AONs) are used to mask the splicing signals involved in exon recognition by the spliceosome to
induce its skipping from the mature transcript and restore an open reading frame. The determination of the best target
sequence of the AONs is one of the major hurdles to overcome. For the DMD gene, a bioinformatic and statistical
analysis combined with minigenes studies allowed us to establish that targeting binding sites for the splicing factor
SF2/ASF maximizes the AONSs efficiency. In a second part of this work, we investigated the splicing regulation of
pseudoexons in the DMD gene, in particular the mechanisms leading to the inclusion of these intronic sequences in
the mature transcript in pathological conditions. The study of two exceptional cases of pseudoexons activation
associated with rare intronic rearrangements (double-deletions, inversion) expands the spectrum of missplicing
mutations, and demonstrates the potential role of pure intronic rearrangements in human pathology.

Key words: DMD gene, splicing, therapeutic exon skipping strategy, antisense oligonucleotides, cis-regulatory
sequences, pseudoexons, minigenes.
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