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Triplets repetes,

maladies neurodegeéenératives
et psychiatriques :
meécanismes

et genes candidats

Initialement détectées dans le syndrome de I’X fragile, les
mutations dynamiques avec expansions variables de triplets
répétés polymorphes (CGG, CAG, CTG ou GAA) consti-
tuent une nouvelle classe de mutations responsables de plu-
sieurs maladies neurodégénératives héréditaires; elles
pourraient aussi étre impliquées dans les formes familiales
de maladies psychiatriques multifactorielles telles que la
psychose maniaco-dépressive et la schizophrénie. De nou-
velles méthodes de caractérisation de ces mutations et de
clonage des génes impliqués ont été développées. L’étude
détaillée des effets intracellulaires des expansions déja
identifiées permettent déja une meilleure compréhension
des mécanismes biologiques et biochimiques en jeu. Le
recensement exhaustif de nouveaux triplets répétés au
niveau de PADN génomique et des ADNc, de répétitions de
glutamine au niveau des protéines, permet d’identifier des
candidats a ’expansion qui pourraient étre en cause dans
des affections aux mécanismes génétiques encore inconnus.

Christian Neéri
Howard M. Cann
Jean Dausset

‘expansion de triplets répétés de Huntington (HD) (m/s n°4,

C. Néri : docteur es sciences. HM. Cann : doc-
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CGG, CAG, CTG, ou GAA est
a l'origine de huit maladies
héréditaires (Tableau I): le
retard mental lié a I'X fragile
(FRAXA), I'atrophie musculaire spi-
nobulbaire (SBMA), la dystrophie
myotonique (DM), l'ataxie spinocé-
rébelleuse de type 1 (SCA1), la mala-
die de Machado-Joseph (M]D) ou
ataxie spinocérébelleuse de type 3
(SCA3), I’atrophie dentatorubro-pal-
lidoluysienne (DRPLA), la maladie

vol. 10, p. 472), et I'ataxie de Frie-
dreich (AF) [1-3]. DM, SCA1, SCAS3,
et HD sont des maladies transmises
en dominance. D’une fagon géné-
rale, la longueur des répétitions tri-
nucléotidiques impliquées dans les
huit maladies ci-dessus est fortement
polymorphique dans la population
normale. Le passage d'un alléle nor-
mal a un alléle muté semble progres-
sif, et il existe un seuil pathologique

dans la taille des triplets répétés, s
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variable en fonction de la maladie
considérée. Deux classes de muta-
tions dynamiques ont été mises en
évidence (Tableau I): d’'une part, les
expansions de grande taille (jusqu’a
plusieurs milliers de triplets), pré-
sentes dans les régions non codantes
des transcrits (FRAXA, DM) ou dans
les introns humains (AF), et a I’ori-
gine de diminution ou d’absence de
synthése des protéines correspon-
dantes; d’autre part, les expansions
CAG (SBMA, SCA1 et SCA3, DRPIA,
et HD), plus modérées (jusqu’a 62 a
121 triplets selon la maladie), pré-
sentes dans les régions codantes des
transcrits humains, et probablement
a l'origine de gains de fonction. A
I’exception des genes SBMA (récep-
teur des androgenes) et DM (myoto-
nine kinase), les fonctions des pro-
téines codées par les six autres genes
de maladie ne sont pas connues [1-
3]. Dans le cas des mutations dyna-
miques codantes, les protéines
mutées portent un domaine polyglu-
taminique ([GIn]n) de taille anor-
male codé par I’expansion CAG, et
sont synthétisées en méme quantité
que les formes normales, comme cela
a été montré pour HD [4] et SCAl
[5]. Plusieurs questions restent sans
réponse quant aux mécanismes
d’apparition des mutations dyna-
miques, a leurs conséquences intra-
cellulaires, et a leur impact sur la
santé humaine.

Mécanismes
de I'expansion

Les expansions de triplets répétés
ont été reproduites chez E. coli, ce
qui a fourni un modele trés utile
pour I’étude des mécanismes d’appa-
rition des mutations dynamiques [6].
Il n’existe a I’heure actuelle aucun
modeéle permettant d’expliquer com-
pléetement I'apparition de ces muta-
tions. Il a été récemment proposé
que les mécanismes déterminant
I’apparition des mutations dyna-
miques différent selon la taille des
expansions (grandes ou modérées)
observées chez les malades [7].

L’expansion de triplets répétés
semble liée a des phénomeénes com-
plexes d’arrét et de glissement de
I’ADN polymérase lorsque celle-ci
rencontre un triplet répété lors de la
réplication de ’ADN [8]. L’adoption
de structures secondaires en épingle

a cheveux du brin néosynthétisé et
les phénoménes de réparation de
I’ADN favoriseraient I’incorporation
d’un triplet répété plus long que
celui du brin d’origine. Les triplets
répétés constitueraient donc des
«piéges a polymérase ». Les pertes
d’interruption dans les triplets répé-
tés observées chez les malades (SCA1
et FRAXA) suggerent que I’homogé-
néité du triplet répété favorise son
instabilité [7]. Seules les répétitions
CGG/GCC ou CAG/CTG contenant
au moins 25triplets pourraient étre
sujettes a expansion du fait de struc-
tures secondaires en épingle a che-
veux plus stables dont la formation
serait favorisée par la présence de
deux nucléotides C/G dans le triplet
[8]. Cependant, la découverte
récente d’une expansion GAA de
grande taille (jusqu'a 800 répéti-
tions) responsable de 'ataxie de Frie-
dreich remet ce concept en cause et,
plus largement, les tentatives de
modélisation de I'expansion [2, 3].
L’importance des déséquilibres de
liaison entre mutations dynamiques
(FRAXA, DM, HD, SCA3, DRPLA) et
structure interne de la répétition tri-
nucléotidique (FRAXA) [9], ou mar-
queurs polymorphiques proches [10-
12], suggere des effets fondateurs
pour l’expansion. Par ailleurs, les
mutations dynamiques semblent spéci-
fiques de I’homme parmi les mammi-
feres. Ainsi, les analogues murins des
genes de HD, SBMA, SCAl et SCA3
contiennent des répétitions [CAG]n
courtes (n < 5) et invariables ; chez le
chimpanzé, les phénoménes de poly-
morphisme sont plus modérés que
chez I’homme, du fait de nombreuses
mutations ponctuelles au niveau des
répétitions CAG qui limiteraient les
risques d’expansion [13, 14].

Gain de glutamines:
coopérativité

dans le ciblage des
neurodégénerescences

Quelles sont les conséquences intra-
cellulaires des expansions de CAG
codant pour des polyglutamines? Un
gain de fonction («gain de gluta-
mines ») est trés probablement en
cause : la formation d’interactions de
forte affinité entre les protéines de la
maladie et des protéines « parte-
naires » serait a ’origine de la dégé-
nérescence prématurée de certaines

m/s n°12, vol. 12, décembre 96



Tableau |
MALADIES A TRIPLETS REPETES
Maladies Mode Localisation Gene Répétition Nombre de répétitions Biais
de trinucléotidique de
transmission Type Localisation Normal Prémuté Malade |transmission
FRAXA Lié a I'X Xq27.3 FMR-1* CGG 5 6 a 54 50 a 200 200 Maternelle
non traduit a 4000
Protéine &
DM Dominant | 19q13.3 | myotonine GTG non traduit{ 5 a 30 nd 45 Maternelle
kinase** a 3000 Paternelle
AF Récessif 9q13 X25* GAA Intron 7 a22 nd 200 a 900 | Maternelle
SBMA Lié a I'X | Xq11.12 RA CAG Région 17 a 26 nd 40 a 62 | Paternelle
codante
SCA1 Dominant | 6p22.23 |Ataxine 1* CAG Région 6 a 39 nd 41 a 81 Paternelle
codante
SCA3 Dominant |14g24.3-32| MJD 1* CAG Région 13 a 36 nd 68a79 | Paternelle
MJD codante
DRPLA | Dominant | 12p12.ter | atrophine CAG Région 7 a 23 nd 49 a 75 | Paternelle
1* codante
HD Dominant | 4p16.3 IT 15*% CAG Région 11 a34 nd 37 a 121 | Paternelle
codante

# Les trois premiéres maladies indiquées correspondent aux expansions de grande taille, les cinqg suivantes aux expansions modérées. FRAXA : syn-
drome de I'X fragile, SCA1 : ataxie spinocérébelleuse dominante de type 1, SCA3 : maladie de Machado-Joseph ou ataxie spinocérébelleuse domi-
nante de type 3, DRPLA : atrophie dentato-rubro-pallidoluysienne, HD : maladie de Huntington, SBMA : atrophie musculaire spino-bulbaire, DM : dys-
trophie myotonique de Steinert, HTZ : hétérozygotie, nd : non décrit. * : fonction inconnue. ** : fonction supposée. RA : récepteur des androgénes.

populations neuronales (m/s n°4,
vol. 12, p. 535; n°6-7, vol. 12, p. 852)
[15, 16]. Ces interactions auraient
aussi lieu lorsque les polyglutamines
sont de taille normale, mais de plus
faible affinité et sans conséquence
pour le neurone. Les génes des cing
maladies concernées par ce méca-
nisme (SBMA, SCA1, SCA3, DRPLA,
et HD) sont exprimés dans le systéme
nerveux central et dans d’autres tis-
sus. Les interactions spécifiques des
protéines de maladies avec certains
partenaires synthétisés en plus
grande quantité, voire uniquement,
dans certaines zones du cerveau
expliqueraient donc la diversité des
processus de neurodégénérescence.
Ces spécificités d’interaction sont
attribuées a une participation des
acides aminés situés en dehors des
polyglutamines. Ainsi, la huntingtine
(Ia protéine HD) interagit avec un
partenaire de fonction inconnue syn-
thétisé uniquement dans le cerveau
(HAP-1, pour huntingtin-associated pro-
tein), et avec une plus forte affinité si
elle est mutée (m/s n°2, vol. 12,
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p. 258) [17]. HAP-1 ne se lie pas a
I’atrophine-1 (la protéine DRPLA)
normale et semble synthétisée en
plus grande quantité dans les zones
de dégénérescence caractéristiques
de la maladie de Huntington. Des
partenaires de l'ataxine-1 ont aussi
été identifiés: ils sont différents de
HAP-1 (H. Zoghbi, communication
personnelle). Il y aurait donc coopé-
rativité des protéines a polygluta-
mines et de leurs partenaires dans le
ciblage des neurodégénérescences
(figure 1) [16]. Une étude récente a
montré que l’expression d’un frag-
ment de I’ADNc SCA3 codant en
majorité pour une polyglutamine de
grande taille (79résidus) induit
I'apoptose des cellules COS-7 apres
transfection, ainsi que la dégénéres-
cence précoce des cellules de Pur-
kinje chez la souris hétérozygote
aprés transgenese [18]. En revanche,
la protéine SCA3 entiére ainsi qu'un
fragment de cette protéine conte-
nant un domaine (Gln),, restent sans
effet. Les auteurs ont aussi observé
un retard de migration sur gel du

fragment contenant le domaine
(Gln), et d’autres protéines dénatu-
rées, ce qui suggere l'existence de
liaisons covalentes avec d’autres pro-
téines. Cette étude souligne donc les
propriétés biochimiques propres aux
expansions polyglutamines de
grande taille; elle met possiblement
en cause des anomalies de la protéo-
lyse des protéines qui les contiennent
comme facteur de neurotoxicité et
comme dénominateur commun des
différentes maladies a expansion
CAG. Elle différe sur ce point d’'une
étude précédente de transgeneése
chez la souris, fondée sur I'utilisation
d’un ADNc complet SCAI (82 répéti-
tions CAG), et ayant conduit a
I’apparition tardive d’un phénotype
ataxique (m/s n°2, vol. 12, p. 258)
[19]. Dans ce cas, on n’a observé
aucun agrégat sur coupes de cerveau
apres incubation avec un anticorps
contre I'ataxine-1. On n’observait pas
non plus, avec ce méme anticorps, de
signaux sur western blot caractéris-
tiques de la formation de complexes

protéiques. Ces deux travaux [18, 19]
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Partenaire abondant
dans les zones Z

I3

Expansion Gin
dans la protéine A

Protéine A |

Faible affinite,
pas de maladie

I (GlIn)n

Forte affinité,
neurodégénérescence
des zones Z

Figure 1. Schéma-
tisation du modéle
du gain de fonc-
tion des expan-
sions polygluta-
miniques. Avant
expansion, la
protéine de mala-
die qui porte un
domaine polyglu-
taminique (GIn)n
de taille normale
ainsi que sa pro-
téine partenaire
dans le systeme
nerveux sont capa-
bles d’interagir a
faible affinité et
sont disponibles
pour effectuer
leurs fonctions,
en particulier dans
la cellule neuro-
nale. A la suite de
I'expansion du
domaine (GlIn)n,
cette interaction
s’‘opére a plus
forte affinité, et la
moindre disponi-
bilité du parte-
naire, spécifique-
ment synthétisé
dans le SNC con-

trairement a la

protéine, provoque la dégénérescence de populations neuronales dans les
zones SNC ou il est plus fortement présent (zones Z). L’hypothése selon
laquelle des fragments de protéolyse de la protéine pourraient participer a
I'étiologie des maladies a expansion de polyglutamines n’est pas représentée

sur ce schéma.

indiquent que la présence d’une
expansion Gln dans une protéine lui
confére des propriétés anormales
d’interaction avec elle-méme ou avec
d’autre protéines, résultats a rappro-
cher de I'oligomérisation de I’inhibi-
teur de la chymotrypsine-2 provo-
quée par incorporation artificielle
d’un domaine polyglutaminique
(Gln)n [20]. L’acquisition de nou-
velles propriétés par les polygluta-
mines a la suite de leur expansion
pourrait donc provoquer la dégéné-
rescence du neurone selon deux
modes impliquant, soit la protéine de
maladie entiére, soit ses fragments de
protéolyse. Dans ce cadre, I’hypo-
thése initiale de I'implication des
transglutaminases et des protéases du
cerveau dans l’accumulation anor-
male de résidus Gln-Lys provenant de
la dégradation de complexes entre

les résidus de I’expansion Gln et les
résidus Lys des protéines du cerveau
reste aussi a clarifier [21]. Il n’existe
pas de données publiées sur la struc-
ture tridimensionnelle des protéines
portant des expansions de polygluta-
mines, si ce n’est les propriétés apo-
laires de peptides synthétiques conte-
nant plus d’une dizaine de résidus
Gln, probablement dues a des replie-
ments en feuillet B [20].

L’étude de la huntingtine a permis
d’obtenir d’autres données sur la bio-
logie et la biochimie des protéines a
polyglutamines. L’inactivation des
deux alleles de I'analogue du géne
HD chez la souris conduit a une
dégénérescence cellulaire impor-
tante au niveau de I’ectoderme et a la
mort de I’embryon au bout de dix
jours [22]. Cela suggere que la hun-
tingtine normale retarde les proces-
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sus d’apoptose, mais, dans le cadre
du modele «gain de glutamines », les
phénomeénes de neurodégénéres-
cence dans la maladie de Huntington
resteraient en premier lieu liés au
déficit du partenaire HAP-1 sous sa
forme libre (m/s n°4, vol. 12, p. 535).
Il semble aussi que les peptides poly-
glutamines, la huntingtine et I’atro-
phine-1 interagissent avec la GAPDH
(glycéraldéhyde 3-phosphate déshy-
drogénase) (m/s n°6-7,  vol. 12,
p. 852), une protéine dont l'inte-
raction avec des domaines riches en
GIn est bien connue [23]. Cela est
aussi vrai pour I'ataxine-1 (H. Zoghbi,
communication personnelle). L’inter-
action de la GAPDH avec plusieurs
protéines de maladies apporte peu
d’éléments pour comprendre le
ciblage des neurodégénérescences
car la GAPDH est une enzyme ubi-
quitaire. Enfin, la mise en évidence
d’un complexe protéique contenant
la calmoduline et la huntingtine (a
partir d’extraits de cerveau de rat)
[24], ainsi que la rétention accrue de
la huntingtine humaine par la calmo-
duline (sur colonne d’affinité)
lorsque son domaine polyglutamine
est de taille anormale [24], permet-
tront peut-étre de mieux com-
prendre I'étiologie de la maladie de
Huntington.

Expansion CAG

et familles de malades :
détection

et interprétations

Trois critéres permettent de suppo-
ser I'existence de mutations dyna-
miques dans les familles de malades.
Ces mutations se traduisent sur le
plan clinique par un phénomeéne
d’anticipation (critére 1), a savoir
I’apparition des symptomes dans les
familles de malades de plus en plus
précoce au cours des générations,
due a I'augmentation progressive de
la taille du triplet répété. Il est pos-
sible de détecter des expansions CAG
directement dans ’ADN des malades
a l'aide de la technique RED (repeat
expansion detection, critére 2), sans
toutefois pouvoir les localiser ou clo-
ner les génes qui les portent [25].
Cette technique ne constitue pas un
outil de diagnostic mais permet sim-
plement de supposer I'implication
d’une expansion, sous réserve qu’elle
ségrege avec la maladie. Enfin, I'utili-
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sation d’un anticorps monoclonal
(1C2), capable de détecter une expan-
sion GIn sur western blot a partir de lym-
phoblastes de malades (critére 3) [4],
permet de préciser la nature codante
d’expansions CAG détectées en RED.
Récemment, une autre approche a
été décrite: la détection cytogéné-
tique d’expansions CAG directement
au niveau des chromosomes de
malades par FISH (fluorescent in situ
hybridization) (m/s n°5, vol. 12, p. 653)
[26]. L’efficacité réelle de cette
approche reste a définir.

L’utilité de I’anticorps 1C2 est en
cours d’évaluation pour le clonage
d’expression des génes de SCA2 et
SCA7, maladies pour lesquelles la
ségrégation des expansions Gln
détectées par 1C2 avec le phénotype
malade indique clairement une
mutation dynamique CAG codante
[27, 28]. Existe-t-il des maladies
autres que SCA2 et SCA7, causées
par I’expansion de triplets répétés?
Des phénomeénes d’anticipation ont
été observés pour la démence fami-
liale, la maladie de Parkinson, et le
syndrome de Marner¥, en général au
niveau d’une seule famille, ce qui est
insuffisant pour conclure quant au
role d’'une expansion. D’autres
observations, fondées sur au moins
deux des critéres mentionnés ci-des-
sus (anticipation, expansion CAG
dans I’ADN), laissent penser que les
formes familiales de la psychose
maniaco-dépressive [29, 30] et de la
schizophrénie [30-32] pourraient
étre, en tout ou en partie, attribuées
a une mutation dynamique CAG. Si
les études de détection des expan-
sions sont d’interprétation relati-
vement aisée pour les maladies neu-
rodégénératives monogéniques
(ségrégation mendélienne avec le
phénotype malade), il n’en est pas de
meéme pour I’étude des familles
atteintes de maladies psychiatriques.
La variabilité des tableaux cliniques
fait que la définition de ces maladies
est plus difficile [33]. Schizophrénie
et psychose maniaco-dépressive sont
des maladies polyfactorielles et géné-
tiquement hétérogeénes, ce qui rend
complexe I'analyse génétique (m/s
n°8-9, vol. 12, p. 1001). Les phéno-

* Décrit en 1949, il fait partie des cataractes hérédi-
taires dont le tableauw clinique est principalement
une cataracte zonulaire. Sa transmission est autoso-
mique dominante.

menes d’anticipation pourraient, en
outre, procéder de phénoménes
génétiques n’ayant lieu que dans des
conditions sociologiques particu-
lieres comme les mariages entre
malades [34]. Quelles que soient les
conclusions des recherches accom-
plies sur les expansions CAG dans la
schizophrénie ou la psychose
maniaco-dépressive, la prudence est
de rigueur: un assez grand nombre
de malades a-t-il été étudié? Les
risques de biais dans les diagnostics
effectués (comme les phénocopies)
ont-ils été correctement évalués? Plu-
sieurs études de localisation géné-
tique illustrent maintenant la nature
génétique complexe de la schizo-
phrénie [35] et de la psychose
maniaco-dépressive [36]. Les faibles
valeurs obtenues dans les études de
liaison génétique, par exemple pour
la psychose maniaco-dépressive [37,
38], ne sont pas compatibles avec la
notion d’un géne majeur respon-
sable de la maladie. Il est donc néces-
saire d’effectuer les recherches
d’expansions sur un grand nombre
de familles, si possible larges et issues
d’isolats comme la communauté
Amish de Pennsylvanie [37], ou les
familles de la Vallée Centrale au
Costa Rica [38], et recrutées dans le
cadre d’actions concertées utilisant
des protocoles standardisés de défini-
tion clinique. Il apparait aussi judi-
cieux de rechercher des expansions
autres que les répétitions CAG, voire
d’autres types de mutations permet-
tant de mieux comprendre pourquoi
les tableaux cliniques sont aussi
variés et se superposent parfois au
sein d’une méme famille (susceptibi-
lité multiple).

Clonage des génes:
alternatives,

ADNc humains

et (CAG/CTG)n

Clonage positionnel ou recherche de
genes candidats? La recherche de
génes candidats semble bien adaptée
au probléme des maladies neurodé-
génératives monogéniques puisqu’'un
grand nombre d’entre elles seraient
dues a des expansions de triplets
répétés, ainsi qu’aux maladies psy-
chiatriques du fait de leur nature
polygénique. La recherche de génes
candidats est entreprise a partir

d’échantillons de malades (ADN ou m—
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protéines), ou a partir d’échantillons
d’individus non atteints. Dans le pre-
mier cas, citons: (1) la recherche
d’expansion CAG par enrichissement
en fragments de restriction conte-
nant des répétitions [CAG]n, compa-
raison des profils de migration avec
I’ADN normal, et séquencage des
fragments candidats [39], technique
prometteuse dans le principe et en
cours de mise au point, (2) la détec-
tion par FISH d’expansion CAG dans
les chromosomes (m/s n°5, vol. 12, p.
653) [26], et (3), lorsqu'on met en
évidence une expansion polyglutami-
nique, le criblage de banques
d’expression ou I'immunopurifica-
tion d’extraits cellulaires sur colonne
d’affinité a I’aide de I’anticorps 1C2.
Dans le deuxiéme cas, citons: (1) le
séquencage a grande échelle de
régions candidates, I’avantage étant
de fournir directement des informa-
tions sur toute la région analysée
(promoteurs, séquence compléte du
géne, organisation exon-intron) ; (2)
la recherche a grande échelle de
nouvelles répétitions [CAG]n poly-
morphiques dans ’ADN génomique,
approche par définition exhaustive
mais peu puissante dans les prédic-
tions de I’expression des répétitions
trinucléotidiques candidates [40]; et
(3) la recherche a grande échelle de
nouveaux ADNc portant des répéti-
tions [CAG]n polymorphiques.
Moyennement exhaustive du fait de
la nature partielle des clones
d’ADNc, mais précise dans les infor-
mations apportées, c’est I’approche
qui a été choisie au CEPH.

Nous avons procédé au criblage a
grande échelle d’ADNc humains de
référence (clones d’ADNc numeérotés
et accessibles a tout utilisateur) pour
la présence de répétitions [CAG]n
polymorphiques. Cribler des ADNc
par hybridation avait déja été entre-
pris [41, 42], mais de facon ponc-
tuelle et non exhaustive. Nous avons
fondé notre approche sur I'hybrida-
tion a stringence élevée de
100128 clones d’ADNc de cerveau
humain et sur I'analyse de plus de
200 000 séquences partielles EST
(expressed sequence tag), disponibles
dans la banque de données Genbank
et représentant environ 50000 génes
uniques exprimés dans différents tis-
sus [43]. Le séquencage des ADNc
sélectionnés par hybridation et repré-
sentant de nouveaux génes, I’analyse

de polymorphisme dans 40 ADN de
référence du CEPH, la localisation
des meilleurs candidats au niveau des
hybrides somatiques et des YAC [44],
et la recherche des cadres de lecture
ouverts ont permis une caractérisa-
tion précise des candidats obtenus
[45]. Actuellement, 23 longues répé-
titions [CAG]n (9 < n < 29) ont été
identifiées: 9 sont polymorphiques,
dont 3 fortement polymorphiques.
Nos données montrent que les répé-
titions [CAG]n > 9 sont trés rares
dans les ARN messagers de cerveau
(environ 1/2500) et, a fortiori, celles
qui sont polymorphiques (1/5000)
voire fortement polymorphiques
(1/15000). Longueur et homogé-
néité du motif répété (au moins
10 répétitions CAG ininterrompues)
semblent conditionner le polymor-
phisme. Cependant, il n’existe pas de
corrélation absolue entre la longueur
d’une répétition [CAG]n > 9 et son
degré de polymorphisme. La liste
actuelle de nouveaux ADNc portant
des répétitions [CAG]n polymor-
phiques (Tableau II) est a la disposi-
tion de la communauté scientifique
sur le serveur internet du CEPH¥*, et
constitue une source non négligeable
de génes candidats étant donné leur
rareté. En effet, la faible fréquence
observée pour les répétitions [CAG]n
fortement polymorphiques dans
notre étude est comparable a celle
obtenue par Gastier et al. [40], qui
ont isolé, a partir de I'’ADN géno-
mique, 14 nouvelles répétitions
(CAG)n potentiellement trés poly-
morphiques, dont cinq seraient
exprimées d’apres l’analyse faite a
I'aide du programme de prédiction
d’exons GRAIL. Les ADNCc sélection-
nés dans notre étude ayant été obte-
nus a l'aide d’une amorce oligo-dT,
ils représentent essentiellement les
régions 3’ des ARNm, et faiblement
les régions 5’. Il est donc nécessaire
de procéder au criblage de ces
régions a I’aide d’ADNc obtenus par
ancrage au niveau de I'extrémité 5’
des ARNm, ou par ancrage au hasard
a 'aide d’hexameéres, cette derniére
approche étant en cours dans
d’autres laboratoires [46].

* Adresse URL : hitp:/ fwww.cephb. fr
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Tableau |l
CARACTERISTIQUES DES CLONES D'ADNc CONTENANT UN (CAG)n POLYMORPHIQUE (SOURCE CEPH)
Nom du clone Banque d’origine Homologie Hétérozygotie Nombre Localisation
Mode de sélection dans Genbank d’alleles
Répétition 5-3' (EST, numéro (nombre
d'accession) de copies)
2.116 Cerveau foetal, aucune 0,88 9 (14-24) 3p14
Hybridation Institut Max Plank,
(CAG)20 Berlin
2.81 Cerveau feetal aucune 0,58 3 (13-19) chromosome
Hybridation Institut Max Plank, 19
(CTG)19 Berlin
2.119 Cerveau fcetal aucune 0,22 5 (23-28) 4p15
Hybridation Institut Max Plank, et
(CAG)28 Berlin 4q28.3
2.46 Cerveau fcetal, T07007 0,68 9 (8-18) 12g13.3
Hybridation, Genbank| Institut Max Plank, et
(CAG)10 Berlin 3p21
& Cerveau fcetal,
Stratagene
# 936206
2.70 Cerveau fcetal, aucune 0,05 2(8,9) 19q13.43
Hybridation Institut Max Plank,
(AAG)7(CAG)8 Berlin
i.8 Cerveau feetal, R18580 0,90 15 (8-25) 13q13.1-q13.2
Hybridation, Genbank| normalisée,
(CAG)13 consortium IMAGE
Livermore
i.180 Tissu mammaire R48249 0,32 2 (6,9) 1932-q41
Genbank 3NbHBst, normalisée
(CAG)12 Placenta Nb2HP, H25944
normalisée
i.181 Foie et rein feetal, T85390 0,58 2 (7, 10) chromosome
Genbank normalisée 3,11,8
(CAG)10
i.182 Tissu mammaire T49359 0,05 3 (9-12) chromosome
Genbank 3NbHBst, normalisée 5
(CAG)12

* Adresse URL : http;//www.cephb.fr

Conclusion : perspectives
thérapeutiques, analyse
du genome humain

et genes candidats

Malgré la complexité des mutations
dynamiques, les efforts accomplis ces
trois derniéres années ont permis de
prendre conscience des subtilités des
mécanismes et des perturbations bio-
chimiques en jeu. Les données obte-
nues fournissent de nouvelles bases
de réflexion concernant le traite-
ment des maladies a expansion CAG,

m/s n°12, vol. 12, décembre 96

et 'efficacité de la recherche de
geénes candidats a I’échelle du
génome humain.

Si le modeéle du gain de fonction des
répétitions de glutamines se
confirme, il est possible de recher-
cher des molécules (peptides synthé-
tiques, composés organiques)
capables de bloquer I’activité anor-
male des expansions de polygluta-
mines au niveau intracellulaire. A ce
titre, les travaux visant a identifier les
partenaires des protéines de mala-
dies et a définir le role intrinseque

des polyglutamines sont essentiels
[17, 18, 47]. Ces études sont en cours
dans plusieurs laboratoires, et sont
fondées sur I’utilisation des tech-
niques de double-hybride dans la
levure [48, 49], de transfection de
cellules nonneuronales [18], et de
transgenése chez la souris [18, 19,
22]. Couplées au criblage de banques
combinatoires de peptides ou de
composés organiques [50], de telles
recherches pourraient permettre la
découverte de molécules leurres sus-

ceptibles de se fixer spécifiquement m——
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sur les expansions Gln, et de préser-
ver ainsi la disponibilité des pro-
téines-partenaires dans le neurone.
La recherche de molécules actives de
petite taille est indispensable si on
veut apporter le principe actif direc-
tement au niveau du tissu cérébral;
la spécificité et les caractéristiques
physicochimiques et pharmacociné-
tiques des molécules identifiées reste-
ront des parametres determinants
pour la réussite d’'une approche de
ce type.

Plusieurs nouveaux génes candidats
pour les maladies a expansion CAG
ont été identifiés a partir de ’ADN
génomique ou des ADNc, et sont en
cours d’analyse a la recherche d’une
expansion dans les familles de
malades chaque fois que celles-ci ont
été localisées dans les régions candi-
dates de maladies neurodégénéra-
tives monogéniques; ils sont plus sys-
tématiquement recherchés pour les
maladies psychiatriques du fait de
leur caractére polygénique et de la
faiblesse des localisations génétiques.
Outre les groupes de génes candidats
dont sont caractérisés la séquence, le
caractere polymorphique, et la locali-

Summary

sation dans le génome humain, il
existe des listes brutes de clones
d’ADNc de référence sélectionnés
par hybridation CAG ou CGG*. Les
recherches de génes candidats les
plus récentes sont fondées sur des
analyses a grande échelle, et laissent
espérer un inventaire complet des
répétitions trinucléotidiques poten-
tiellement instables dans les génes
humains. La comparaison des don-
nées publiées par différents labora-
toires montre qu’il existe peu d’élé-
ments en commun entre les divers
groupes de clones candidats obtenus.
Ainsi, le groupe de candidats (ADN
génomique) sélectionnés par Gastier
et al. [40] ne contient pas I’ensemble
des clones d’ADNc sélectionnés au
CEPH [45]. Cela suggére qu’aucune
approche ne garantit un inventaire
complet des candidats au niveau des
banques analysées, et qu’il est néces-
saire de poursuivre la recherche de
nouvelles répétitions trinucléoti-
diques candidates a I’expansion H

* Notamment sur le servewr WWW du consortium
IMAGE, Lawrence Livermore National I.aboratory,
CA, USA; conlact: Dr G. Lennon.

Triplet repeats, neurodegenerative and neuropsychiatric diseases: mecha-

nisms and candidate genes

Initially found to be the causative muta-
tion for the fragile X syndrome, the
expansion of polymorphic triplet repeats
(CGG, CAG, CTG or GAA) in human
transcripts or introns (dynamic muta-
tions) is a new class of mutations for
genetic diseases. CAG expansion in
coding sequences is a generalized model
for the molecular pathogenesis of several
inherited neurodegenerative diseases.
Dynamic mutations could also be invol-
ved in neuropsychiatric diseases such as
bipolar affective disorder and schizo-
phrenia. Over the past three years, new
methodologies have been developed in
order to characterize dynamic mutations
in patients, as well as to rapidly clone the
disease genes. The detailed analysis of
known dynamic mutations and their
consequences at the cellular level leads
to a better understanding of the biologi-
cal and biochemical mechanisms under-
lying these diseases. Specifically, several
proteins interacting with polyglutamine
stretches in proteins encoded by CAG

repeats in the genes of spinocerebellar
ataxia 1, Huntington’s disease, and den-
datorubral-pallidoluysian atrophy have
been identified. Protein-protein interac-
tions may account for the selective neu-
rodegeneration observed in each
disease. The survey of potentially expan-
ded triplet repeats in genomic DNA,
cDNAs, and proteins is providing the
scientific community with an increasing
number of candidate genes. These
approaches should also permit the puta-
tive role of dynamic mutations in neuro-
psychiatric diseases to be further docu-
mented. These multifactorial diseases
indeed show complex clinical and gene-
tic traits, and are probably polygenic.
Large-scale testing of patients and their
families is the only way to detect all muta-
tions involved. As for therapeutic
approaches, the search for lead com-
pounds with ability to block the gains of
function subsequent to glutamine expan-
sion in neurodegenerative disease pro-
teins may be promising.
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