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Expansion de polyglutamines et schizophreénie:
une nouvelle protéine acide candidate
identifiee chez I'enfant malade

psychiatrique relativement fré-

quente qui affecte environ 1%
de la population générale. Cette
maladie est détectée a 'aide de cri-
teres de classification internationaux
(type DSM-IV ou similaires). L’étiolo-
gie de la schizophrénie est inconnue.
L’observation de familles, de
jumeaux, et d’enfants adoptés a per-
mis de souligner 'importance de fac-
teurs génétiques [1]. D’un point de
vue clinique et génétique, la schizo-
phrénie est une maladie hétérogene
[2]. L’hypothése d’'une composante
génétique multigénique pour cette
maladie est fondée sur l'incapacité
des modeles monogéniques d’expli-
quer la «transmission» non mendé-
lienne de la schizophrénie au sein de
familles ayant un phénotype de sus-
ceptibilité [2]. Dans le méme sens, la
recherche de locus de susceptibilité
pour la schizophénie (LSS) par ana-
lyse de liaison génétique a permis
I'identification de plusieurs localisa-
tions chromosomiques, dont la plus
récente et une des plus significatives
en 13q32 [3]. Ces analyses suggérent
aussi qu’un LSS n’influencerait I’étio-
logie de la schizophrénie que chez
une fraction des patients, d’ou l'idée
qu’un seul LSS ne serait ni nécessaire
ni suffisant a la survenue de la mala-
die, voire qu’un polymorphisme pré-
senté par des individus témoins pour-
rait y contribuer lorsqu’il se
trouverait associé aux variations
d’autres génes dans certaines popula-
tions de malades. En complément de
la recherche classique de LSS par liai-
son génétique, d’autres études ont
pour but d’identifier des LSS poten-
tiels a I’aide d’'une approche «géne
candidat». Il s’agit de rechercher
dans le génome des caractéristiques

I a schizophrénie est une maladie
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polymorphiques ou fonctionnelles
qui seraient associées a la maladie et
de les tester chez les individus
atteints. Ainsi, certaines familles au
phénotype de susceptibilité semblent
présenter un phénomene d’anticipa-
tion (apparition plus précoce ou
aggravation des premiers symptomes
d’une génération a l'autre), d’ou
I’hypotheése que l'expansion de tri-
plets répétés CAG/CTG de longueur
instable (expansion CAG) pourrait
étre 'un des éléments de la compo-
sante génétique de la schizophrénie
[4]. Les expansions CAG dans les
génes humains, notamment celles
codant pour des expansions de poly-
glutamines, sont en effet a 'origine
de plusieurs maladies neurodégéné-
ratives héréditaires qui affectent le
cerveau et présentent un phénomene
d’anticipation, c’est-a-dire I'appari-
tion des premiers symptomes
d’autant plus tot que la taille de la
répétition du triplet CAG a l'origine
de la maladie est grande [5]. L’hypo-
theése d’un lien entre schizophrénie
et expansion CAG a été renforcée
par la mise en évidence de triplets
répétés CAG/CTG de plus grande
taille chez certains patients [6].
Cependant, I’éventualité de biais
nosologiques pouvant conduire a des
artéfacts statistiques en matiere
d’analyse de D'anticipation [7], et la
difficulté de répliquer la mise en évi-
dence de triplets répétés de grande
taille au sein d’autres populations de
malades [8], ont limité la portée de
ces résultats. Plus récemment, 1’ana-
lyse des ADN d’enfants atteints de
schizophrénie (childhood-onset schizo-
phrenia ou COS) a permis de montrer
que la trés grande majorité des
expansions CAG détectées chez ces
malades correspondent en fait a

deux répétitions de triplets CAG qui
présentent des alléles stables de trés
grande longueur dans la population
normale: ERDAI/Dir 1, un triplet
transcrit, ou CTGI18.1, un triplet
intronique dans le geéne SEF2-1 [9].
Ces observations suggeérent que Dir 1
et CTGIS.1 ne sont pas impliqués
dans la maladie, ou qu’ils le seraient
avec une faible pénétrance; le cas du
tres petit nombre de patients présen-
tant une expansion CAG non asso-
ciée a 'un de ces deux locus restait a
préciser. De nombreux triplets répé-
tés CAG/CTG candidats ont par
ailleurs été identifiés par criblage de
banques d’ADN génomique ou
d’ADNCc. Bien que 'ensemble de ces
genes candidats n’ait apparemment
pas été testé dans toutes les popula-
tions de patients, il semble que les
genes les plus intéressants du fait de
leur fort degré de polymorphisme ou
leur localisation chromosomique
dans des régions candidates pour la
schizophrénie ne présentent pas
d’alleles de taille anormale chez les
patients [10].

Cela tendrait-il a suggérer que les tri-
plets répétés CAG/CTG ne sont pas
impliqués dans I’étiologie de la schi-
zophrénie ou ne le seraient qu’avec
une tres faible pénétrance? Il est pré-
maturé de conclure dans la mesure
ou les études de cet aspect restent
partielles. La plupart des études repo-
sent notamment sur I’hypothése que
seules les expansions CAG de grande
taille (plus de 40-50 répétitions)
seraient impliquées dans la maladie,
la mise en évidence d’expansions
CAG étant effectuée a l'aide d’une
méthode (repeat expansion detection ou
RED) dont le seuil de détection est de
40-50répétitions [6]. Par exemple, les

échantillons d’ADN de patients choi- m—
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sis pour tester 'expansion de répéti-
tions de triplets dans des génes candi-
dats ou pour rechercher des pro-
téines candidates a polyglutamines
sont souvent ceux qui présentent une
grande expansion CAG détectée par
la technique RED [10, 11]. Or, I'utili-
sation préférentielle de ces échan-
tillons ne prend pas en compte la pos-
sibilité que des expansions CAG
modérées (moins de 40-50 répéti-
tions, voire des variations de quelques
répétitions), notamment celles se tra-
duisant par une expansion de poly-
glutamines, pourraient jouer un role
dans la schizophrénie. Le parallele
avec les maladies neurodégénératives
monogéniques montre que le poly-
morphisme modéré des polygluta-
mines peut avoir des conséquences
pathologiques (le cas du canal
ionique impliqué dans I’ataxie spino-
cérébelleuse 6 illustre bien cette pos-
sibilité [5]). Des phénomenes neuro-
dégénératifs ne semblent pas exister
dans la schizophrénie, mais plusieurs
groupes de recherche s’accordent a
penser que l’apoptose neuronale
observée dans les maladies neurodé-
génératives a polyglutamines est pré-
cédée par une phase de déficit fonc-
tionnel. I semble donc raisonnable
de supposer que, en fonction de la
nature de la protéine cible, les
variants a expansions de polygluta-
mines pourraient étre impliqués dans
la schizophrénie en induisant des
déficiences non dégénératives. A ce
titre, il est intéressant de noter qu’un
nouveau gene candidat (codant pour
le canal ionique hSKCa3) présente un
exces modéremment significatif
d’alleles de plus grande taille chez
certains malades [12]. Une variation
supplémentaire de l'approche «can-
didats » réside dans l’analyse de
familles nucléaires présentant un
enfant affecté par une forme grave de
la maladie comme COS (childhood
onset schizophrenia). COS est détectée a
I'aide des criteres classiques de classi-
fication internationale, et se mani-
feste dans la plupart des cas autour de
11-12 ans. Cette forme rare de schizo-
phrénie présente une continuité cli-
nique et neurobiologique avec les
formes adultes [13]. Du fait de sa sur-
venue précoce, COS pourrait avoir
une composante génétique plus forte,

s ct les phénomenes de continuité avec
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les formes adultes suggerent que
I’analyse de COS pourrait permettre
de mieux comprendre la susceptibi-
lité génétique a la schizophrénie en
général. Cependant, la rareté de
COS et le faible nombre de patients
font que cette approche n’a pas la
valeur informative des analyses de
liaison génétique fondées sur un
grand nombre de malades, et ne per-
met donc pas la détection «directe »
d’un locus ou d’un gene de suscepti-
bilité. Elle permet simplement la
mise en évidence de candidats qui
doivent ensuite étre testés dans un
plus grand nombre et dans une plus
grande diversité de malades et d’indi-
vidus témoins.

En collaboration avec Ellen Sidransky,
Edward J. Ginns et Judith Rapoport
(NIMH, Bethesda, MD, USA) et Andr-
zej Galat (DIEP/DEA, Gif/Yvette,
France), nous avons testé par Western
blot 32lignées lymphoblastoides pro-
venant de patients COS non apparen-
tés (origine américaine, ensemble du
territoire des USA) a l'aide de 1C2,
un anticorps monoclonal dirigé
contre la TBP (TATA-binding protein).
Cet anticorps reconnait spécifique-
ment les expansions de polygluta-
mines de plus de 33-35 glutamines
[13], et nous a permis de mettre en
évidence une bande de forte intensité
d’environ 60kDa chez deux patientes
de race noire (patientes14 et 18,

Tableau |
EXPANSION DE POLYGLUTAMINES CHEZ DES PATIENTS COS
Patient Sexe* Origine Survenue Prélevement Signal
ethnique** de la maladie sanguin 60 kDa"

1 F Américain, RB 9 ans 14 ans -
2 F Américain, RB 11 ans 15 ans -
3 H American, RB 10 ans 12 ans -
4 H Américain, RB 8 ans 13 ans -
5 H Ameéricain, RN 10 ans 14 ans +
6 H Américain, RB 10 ans 14 ans -
7 H Américain, RB 7 ans 12 ans -
8 H Iranien, RB 11 ans 13 ans -
9 H Américain, RB 11 ans 17 ans -
10 F Américain, RN 10 ans 16 ans -
11 H Ameéricain, RB 11 ans 14 ans -
12 F Américain, RB 9 ans 10 ans -
13 H Américain, RN 11 ans 16 ans +
14 F Américain, RN 12 ans 14 ans ++
15 H Américain, RB 11 ans 15 ans -
16 F Américain, RN 12 ans 16 ans +
17 H Ameéricain, RB 11 ans 16 ans -
18 F Américain, RN 11 ans 13 ans ++
19 F Américain, RN 12 ans 17 ans -
20 H Américain, RB 7 ans 14 ans -
21 F Américain, RN 5 ans 9 ans +
22 H Américain, RB 6 ans 21 ans -
23 F Philipin 11 ans 12 ans -
24 F Hispanique, RB 11 ans 16 ans -
25 F Américain, RN 10 ans 13 ans -
26 F Hispanique, RB 12 ans 14 ans

27 F Hispanique, RB 9 ans 17 ans —
28 H Américain, RB 11 ans 12 ans -
29 H Ameéricain, RN 12 ans 19 ans +
30 H Américain, RN 12 ans 16 ans +
31 H Indien 12 ans 15 ans -
32 H Américain, RB 12 ans 15 ans -

32 patients COS ont été testés par analyse western blot avec I'anticorps 1C2. 8/11 patients de race

noire montrent un signal positif & 60 kDa (cf. figu

RN, race noire. TMr approximatif. -, négatif; +, i

re 1). ¥F, femme; H, homme. ** RB, race blanche;
ntensité faible (aussi observée chez des individus

témoins de race noire); ++, intensité forte (observée uniquement chez les patients COS).
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Figure 1. Détection d’une expansion de polyglutamines dans la schizophreé-
nie d’apparition infantile (COS). Les électrophoréses sur extraits protéiques
ont été effectuées sur mini-gels de polyacrylamide 4-20 % ou sur longs gels
de polyacrylamide 10 %. Panneau du haut a gauche (famille nucléaire NFI):
I’'anticorps 1C2 détecte un signal de forte intensité a 60 kDa chez la
patiente 14. Le nombre de répétitions glutamines pour TBP dans la famille
NFI a été déterminé par analyse PCR et se situe entre 33 et 37 unités. Les
témoins positifs montrent les signaux d’expansion de polyglutamines pré-
sents chez des patients atteints par SCA2 (ataxine 2, piste 7) ou SCA3
(ataxine 3, piste 8). Panneau du haut a droite (famille nucléaire NFII): la
patiente 18 présente aussi un signal de forte intensité. La lignée lymphoblas-
toide pour le pere n’est pas disponible (pére décédé). Les parents ou sceurs
des patientes 14 et 18 présentent un signal de faible intensité d’environ
60kDa, sauf pour la mére de la patiente 14. Panneau du bas au centre: vue
agrandie de I'analyse a haute résolution dans la famille NFI. La bande faible
migre a une position légérement plus haute que la bande forte. Les sceurs de
la patiente 14 étaient 4gées de 13,9 ans (piste 4), 23,3 ans (piste 5), et 23,9
ans (piste 6) au moment du prélévement sanguin.

familles NFI et NFII, Tableaul et
figure I). Cette bande, indicative
d’une nouvelle expansion de polyglu-
tamines, n’apparait chez aucun des
97individus témoins comprenant les
six individus non affectés dans les
familles NFI ou NFII, 38 individus
non apparentés de race noire dont
onze sont appariés en terme d’age, et
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53 individus de race blanche apparte-
nant a trois familles CEPH-Utah
d’origine américaine. Cette bande
est aussi absente chez 27 témoins
appariés en terme d’age seulement
(enfants d’origine américaine, de
race blanche, et présentant une psy-
chose atypique). L’analyse en électro-
phorese bi-dimensionnelle (gradient

pZ 10-3) nous a permis de préciser le
poids moléculaire apparent de cette
bande (52-57kDa; notons que les
polyglutamines de grande taille sem-
blent ralentir la migration des pro-
téines) et de montrer qu’il s’agit
d’une protéine acide (point isoélec-
trique apparent compris entre 4
et 5). Cette protéine (GRAP pour
glutamine repeat acidic protein) ne
semble pas étre représentée dans la
banque de données Genbank.
L’absence d’un alléle instable chez la
patiente 14 a en effet permis
d’exclure les meilleurs candidats pré-
sents dans Genbank (une nouvelle
protéine acide a polyglutamines de
52,5kDa [gene DANZ26], et 20 ADNc
humains présentant des triplets répé-
tés CAG polymorphes de plus de
10 répétitions). L’intensité de la
bande forte observée chez les
patientes 14 et 18 (plus forte que
celle de la TBP qui présente en majo-
rité des alléles de 33 a 37 triplets
répétés), et I’absence de bruit de
fond indiquent clairement qu’il ne
s’agit pas d’'une réaction croisée de
1C2 avec des protéines cellulaires
contenant des polyglutamines de
moins de 33-35 glutamines.
L’absence de la bande forte chez les
individus témoins, notamment chez
I'une des sceurs de méme age que la
patiente 14, indique par ailleurs qu’il
ne s’agit pas de la surexpression
d’une protéine au moment de la
puberté. Enfin, I’absence de «dou-
blets » comprenant une deuxieme
bande d’intensité et de taille plus
faible que la bande forte chez les
patientes 14 et 18 suggerent que le
deuxiéme allele de GRAP code pour
une répétition de moins de 28 gluta-
mines (limite basse de détection de
1C2). Le geéne GRAP semble donc
étre un bon candidat pour COS,
voire pour la schizophrénie en géné-
ral [14]. Nous avons détecté une
bande d’intensité plus faible que
celles de GRAP et de TBP chez six
autres patients. Cette bande est pré-
sente chez 16individus témoins dont
les non affectés dans la famille NFI
(figure 1), migre sur gel d’électropho-
rese a haute résolution a une posi-
tion légerement plus haute que la
bande forte, et n’est pas détectable
par électrophorése bidimensionnelle
sur gradient p/ 10-3. Il ne s’agit donc m——
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pas d’un signal correspondant a une
longueur plus faible de la polygluta-
mine dans GRAP, mais vraisembla-
blement d’une autre protéine qui ne
serait pas impliquée dans COS. Afin
d’explorer une éventuelle corréla-
tion entre 'expansion de polygluta-
mines dans GRAP et les profils
d’expansion CAG, nous avons com-
paré les données de western blot avec
les scores RED et les tailles des triplets
Dir 1 et CTGI8.1. Les patientes 14 et
18 présentent des scores RED élevés
qui different de 35 CAG et corres-
pondent aux alleles Dir 1 (CTGI8.1
ayant une longueur normale),
d’autres patients COS présentant des
scores RED/Dir 1 élevés mais pas de
bande a 60 kDa [9, 14]. La polygluta-
mine détectée dans GRAP ne semble
donc pas étre codée par Dir I ou par
un triplet répété CAG dont la taille
soit dans la zone de détection de
RED.

Le faible nombre de patients COS
présentant une expansion de poly-
glutamines n’est pas surprenant. Les
hypothéses de multigénicité et
d’absence de géne majeur pour la
schizophrénie impliquent que relati-
vement peu d’individus présentent
un variant donné au sein d’une
population restreinte de malades,
d’oti le risque de ne pas détecter le
variant recherché lorsque le nombre
de patients accessibles a I’étude est
trop faible [15]. Néanmoins, il est
intéressant de noter que des expan-
sions de polyglutamines ont aussi été
détectées dans des formes adultes de
schizophrénie. A I'aide de 1C2, le
laboratoire de Guy Rouleau a I'Insti-
tut de recherche de I’'Hopital général
de Montréal au Canada a mis en évi-
dence une bande immunoréactive
surnuméraire d’environ 50kDa chez
2/59 patients adultes non apparentés
d’origine Canadienne et de race
blanche; cette bande n’était pas
détectée chez 73individus témoins
[16]. 11 est bien sir nécessaire de
déterminer s’il s’agit la de GRAP,
mais ces observations ainsi que nos
résultats suggerent surtout que les
expansions de polyglutamines détec-
tées par 1C2 seraient présentes dans
4% a 5% des cas de schizophrénie,
ce qui incite a analyser de facon plus
approfondie le statut des variants

s polyglutamines en matiere de suscep-
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tibilité génétique a cette maladie [12,
14, 16]. A supposer que GRAP ou
d’autres protéines a glutamines
soient effectivement impliquées dans
la schizophrénie, quel en serait I'inté-
rét immeédiat? En 'absence probable
de geéne de prédisposition majeur, et
la susceptibilité génétique d’un indi-
vidu dépendant de I’ensemble des
variants impliqués et de leurs péné-
trances respectives, la détection d’un
seul de ces variants chez I'individu
n’aurait pas d’intérét prédictif.
L’intérét immédiat résiderait donc
plus probablement dans l'identifica-
tion d’un nouveau mécanisme impli-
qué dans la schizophrénie et d’une
nouvelle cible thérapeutique. Par
ailleurs, et sous réserve d’'une péné-
trance suffisante, I’étude d’un variant
pourrait peut-étre permettre de
mieux comprendre pourquoi seuls
certains patients répondent a un trai-
tement ®
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