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L'aliele o, un allele tranquille,
mais dangereux, du gene o-spectrine érythroide

La spectrine est la principale protéi-
ne du squelette érythrocytaire et
contribue de facon déterminante aux
propriétés mécaniques des hématies.
Nous décrirons briévement les pro-
priétés d’un allele fréquent du geéne
o-spectrine érythroide, I'allele oY
(LELY: low expression Lyon). N.Alloi-
sio et al. [1] ont découvert et caracté-
risé cet alléle a travers une étude pa-
tiente d’alleles o-spectrine responsa-
bles d’elliptocytose héréditaire. Son
investigation débouche sur des pro-
blémes fondamentaux, concernant la
nucléation du dimeére off de la spec-
trine et la régulation du saut d’un pe-
tit exon.

La molécule de spectrine est un té-
tramére 02B2 qui se forme en deux
temps

Une molécule de spectrine contient
deux chaines a (2429 acides aminés;
gene localisé en 1q22q23) et deux
chaines B (2137 acides aminés; geéne
localisé en 14q23-q24.2). Sur presque
toute leur longueur, les chaines de
spectrine présentent une succession de
segments homologues de 106acides
aminés [2]. Chaque segment homo-
logue est a son tour replié dans I'espa-
ce en une unité conformationnelle,
avec un décalage de phase, cependant,
une unité conformationnelle commen-
cant en position 26 d’'un segment ho-
mologue [3] (figure 1). L'assemblage
de la spectrine comprend deux temps:
la dimérisation, puis I’autoassociation
des dimeéres.

La dimérisation est enclanchée par la
reconnaissance réciproque d’un site
de nucléation sur la chaine o et d’un
site complémentaire sur la chaine B.

s L es chaines étant disposées de facon
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antiparalléle, les sites de nucléation
impliquent les segments homologues
al8 a o2l, et Bl a P4, respective-
ment, sur les chaines o et B. Aprés
nucléation, les deux chaines o et B fi-
nissent de s’accoler, longitudinale-
ment, a la facon d’'une fermeture
éclair, pour former le dimére of.

L’autoassociation de deux (ou plu-
sieurs) dimeéres met en jeu d’autres
sites complémentaires. L’un se trou-
ve dans la région N-terminale de la
chaine o (segment homologue al),
I'autre dans la région C-terminale de
la chaine B (segment homologue
B17). De la sorte, deux diméres s’arti-
culent téte a téte, chaque site o inter-
agissant (de facon complexe) avec le

site B complémentaire (figure 1). No-
tons que les sites de nucléation et les
sites d’autoassociation se situent aux
deux extrémités des chaines o et des
chaines B, donc des diméres off eux-
meémes.

L’elliptocytose héréditaire, quand
elle résulte d’'une mutation du géne o
spectrine, a une expression tres va-
riable au sein d’une famille donnée

D’une maniére générale, I’elliptocy-
tose héréditaire (HE) est due a des
mutations des génes O-spectrine, -
spectrine, ou protéine 4.1. Les muta-
tions du geéne o-spectrine, respon-
sables d’HE, ou mutation o', se
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Figure 1. Rapport d’'un segment homologue et d’une unité conformationnel-
le au sein des chaines o et 3 de la spectrine. A. Deux segments homologues
contigus. Selon le modéle de Speicher et Marchesi [2], chaque segment ho-
mologue contient, notamment, trois sous-segments o-hélicoidaux, h3, h1 et
h2. B. Unité conformationnelle. Les hélices 1 et 2 d’'un segment homologue
se combinent avec I'hélice 3 du segment homologue suivant. C. Articulation
téte a téte d’une chaine o. (segment homologue o.1) et d’une chaine B (seg-
ment homologue B17) aprés autoassociation de deux diméres de spectrine.
Une structure mimant une unité conformationnelle est produite, en dépit
d’une solution de continuité covalente.
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Figure 2. Les situations en trans ou
en cis d’'une mutation oHt et du déter-
minant oY, Chaque trait représente
un alléle a-spectrine (dans la direction
5> 3’) A. Situation en trans: Il'alléle
otELY, d’expression faible, augmente
I'expression de I'alléle o€, B. Situa-
tion en cis: le déterminant ottty atté-
nue l'expression de la mutation o/,
maintenant située sur le méme alléle.

situent dans, ou a proximité du site
d’auto-association. On remarquait
depuis longtemps que les mutations
oM, et non les autres, présentaient
dans presque toutes les familles
concernées une expression modérée
(voire nulle), ou une expression gra-
ve ou trés grave, l’elliptocytose se
muant volontiers, dés lors, en poiki-
locytose. Quelle que fit la gravité de
la mutation ot en cause, il existait
toujours deux niveaux d’expression
possibles.

Ces données suggérerent I’existence,
dans les formes graves, d’un alléle
faible en trans de I'alléle o', Encore
convenait-il que cet alléle fat suffi-
samment fréquent pour induire des
sautes de gravité au sein de virtuelle-
ment toutes les familles ayant un alle-
le o, Nous avons tracé, puis carac-
tériseé cet allele, qui fut appelé

* Ces chaines o portent la mutation 1857 (exon 40)
qui n'a pas de retentissement fonctionnel.
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successivement «facteur de sensibili-
sation» [4], allele o*/*' [1], d’aprés
la nomenclature des cartes pepti-
diques de la spectrine, enfin alléle
o ELY [5].

Lallele LY provoque le saut partiel
de I’exon 46, situé dans le site de nu-
cléation de la chaine o

La moitié des transcrits issus de 1’alle-
le oY sont dépourvus de I’exon 46,
un petit exon (18 nucléotides) nor-
malement constitutif [5]. Les six
acides aminés correspondants se
trouvent dans le site de nucléation de
la chaine o de la spectrine. L’alléle
oY porte, en outre, une substitu-
tion de base (C -» T) en position ~ 12

de I'intron 45, et une autre substitu-
tion en position 7 de l’exon 40:
1857 CTA -» GTA; Leu > Val [5].
Des tests sont actuellement en cours
pour savoir si la mutation en position
- 12 de I'intron 45 déclenche le saut
partiel de I'exon 46. Dans cette ré-
gion riche en pyrimidine, on a déja
rapporté, au sein d’autres transcrits,
des substitutions susceptibles d’in-
fluencer le sort de I’exon immédiate-
ment en 3’ [6, 7]. L’autre mutation
de I'alléle oY, se situant en position
7 de I'exon 40, est, pensons-nous, un
polymorphisme  fonctionnellement
neutre. Nous appellerons détermi-
nant oY I’ensemble de ces deux
mutations en c¢is I'une de 1’autre.

Il restait a démontrer formellement
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Figure 3. Mécanismes possibles de la modulation par I'alléle o't de la gra-

vité de la mutation oMt de I'elliptocytose (ovale noir). A: chez un sujet sain
Lely 7, les diméres off s’autoassocient normalement. Les sous-unités o. pos-

sedent le peptide codé par I'exon 46, proche du centre de nucléation de la
spectrine o, intervenant dans la dimérisation. B: chez un double hétérozygo-
te a0 M, 50 % des sous-unités alftY, sans la mutation de I'elliptocytose, ont

perdu I'exon 46 et se dimérisent moins bien avec les sous-unités B que les
sous-unités o€, d’ot un excés de diméres o'€/Bincapables de s’autoassocier,
ce qui explique I'aggravation du phénotype. C: chez les sujets hétérozygotes
pour un alléle portant a la fois la mutation HE et le déterminant LELY mutés,

dont une grande partie auront perdu I'exon 46, les double mutants oHELELY

seront sous-représentés dans les diméres formés qui pourront donc s’asso-

cier normalement, atténuant le phénotype. Les extrémités carboxy (C) et

aminoterminales (N) sont indiquées. La mutation HE est schématisée par une
ligne brisée a I'extrémité N-terminale des chaines o impliqué dans I’auto-
association des dimeéres entre eux avec contact o/p.
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que I'absence de I’exon 46 empéche
le recrutement de la chaine o corres-
pondante par la chaine B. L’utilisa-
tion de fragments recombinants et
d’un test de liaison (travail accompli
en collaboration avec D. Speicher,
The Wistar Institute, Philadelphia,
PA, USA) établit la validité de cette
hypothése (Wilmotte et al., manuscrit
en préparation).

L’allele o' seul, en trans ou en cis
d’un alléle oHE

Les chaines o et, @ un moindre degré,
les chaines B de la spectrine sont syn-
thétisées en grand exces. Quand il est
seul, I’allele oY est inoffensif. Méme
a l’état homozygote, ou 50% des
chaines o (dépourvues des acides ami-
nés codés par 'exon 46) ne sont pas
recrutées, il demeure suffisamment de
chaine o* avec ces acides aminés pour
satisfaire aux besoins de la cellule éry-
throide en dimeéres de spectrine.

Si ’alléle o'E1Y est en trans d’un alléle
oME qui, dans le cas envisagé, n’a pas
le déterminant oF'Y (100 % des trans-
crits possedent I'exon 46), la chaine
oME est recrutée avec plus d’efficacité
(50 % des transcrits oY, en trans,
ont perdu I’exon 46 et donnent lieu a
des chaines o inutilisables). La cellule
assemble plus de dimeéres oMt que
de dimére aff*. Elle se trouve dés lors
piégée par la prédominance des di-
meéres OoMEB. En effet, ces derniers
s’autoassocient mal ou pas du tout
(les mutations oMt se situant dans ou
a proximité du site d’autoassocia-
tion). L’elliptocytose, causée par I’al-
lele oM, s’en trouve aggravée, sou-
vent de facon dramatique.

Des recombinaisons génétiques ou
des événements de novo peuvent, au
contraire, placer en cis 'un de I'autre
une mutation o'F et le déterminant
OHE-LELY (figure 2). Dans ce cas, c’est
au contraire la chaine o'*Yissue de
l'alléele oMELELY qui subira une baisse
de recrutement. Les diméres of sains
I’emporteront sur les diméres of®
LELY% e, de facon trés logique, Iellip-
tocytose s’en trouvera atténuée [8].

L’allele o'ELY est fréquent et proba-
blement tres ancien

L’allele oY a une fréquence relati-
vement uniforme au sein de divers

groupes  ethniques  (Caucasiens:
30% ; Noirs Africains: 20 %; Japo-
nais: 21 %; Chinois: 20 %) [9]. Ce
caractere répandu suggere que I’alle-
le oY est apparu avant que ne di-
vergent les lignées ayant conduit aux
groupes ethniques d’aujourd’hui. La
constance des fréquences, I’absence
de recombinaison entre les muta-
tions de ’exon 40 et 'intron 45, po-
sent des questions non résolues a
I’heure actuelle.

Conclusion

La découverte de I'alléle o!#Y résulta
d’études patientes sur ’elliptocytose
héréditaire. Tous les laboratoires,
dans le domaine, ont confirmé son
existence et ses propriétés [10, 11].
Ainsi, les silences de la spectrine par-
lent, pour reprendre le titre d’une
récente rubrique «News and Views »,
consacrée par W. Gratzer a I’allele
olElY dans la revue Nature [12] W
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