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PREAMBULE

La méthylation des cytosines et I'acétylation/désacétylation des histones constituent deux

modifications épigénétiques importantes du génome eucaryote. Elle sont, toutes les deux,
impliquées dans la répression transcriptionnelle. La découverte de la famille protéique MeCP
(Methyl-CpG-binding protein) et notamment de la protéine MeCP2, archétype de cette
famille, a permis d’établir un lien entre ces deux modifications épigénétiques. En effet, la
protéine MeCP2, une fois liée aux cytosines méthylées des dinucléotides 5'CpG3' réprime
indirectement la transcription par l'intermédiaire d’un complexe multiprotéique comprenant
en plus du co-répresseur Sin-3A, les histones désacétylases 1 et 2 (HDACI et 2). Les HDAC!
et 2, en désacétylant les histones du nucléosome entrainent la condensation de la chromatine.
Récemment, le géne MECP2 codant la protéine MeCP2 a été impliqué dans un retard mental
syndromique lié¢ au chromosome X : le syndrome de Rett. Le syndrome de Rett, pathologie
rare (1 fille sur 10 000 a 15 000) se caractérise par une période périnatale normale (jusqu’a 6-
18 mois) avant I’apparition des premiers symptdmes correspondant 4 une régression des
acquisitions psychomotrices.

Nous avons recherché les mutations dans Je gene MECP2 chez 255 patientes atteintes d'un
syndrome de Rett et chez 15 gargons retardés mentaux. Nous avons mis en évidence un
spectre mutationnel hétérogéne du géne MECP2 chez les patientes atteintes d'un syndrome de
Rett. En effet, en plus de mutations ponctuelles, le géne MECPZ2 peut étre remanié sur
plusieurs centaines de paires de bases. D'autre part, nous rapportons, pour la premiére fois

chez des filles, I'existence de mutations en mosaique somatigue.



[INTRODUCTION




A. Les retards mentaux

I. Définition

Le retard mental est défini par I’ Association Américaine de Psychiatrie (American Psychiatric
Assoctation, 1994) comme "un fonctionnement intellectuel général significativement inférieur
a la moyenne, qui s’accompagne de limitations manifestes du fonctionnement adaptatif dans
les secteurs d’aptitude, tels la communication, "apprentissage scolaire, la vie sociale, la
responsabilité individuelle, le travail, le loisir, la santé et la sécurité. Le tout doit survenir
avant I’dge de 18 ans". Le diagnostic du retard mental et sa sévérité sont évalués par la mesure
du niveau des performances intellectuelles grice a des tests psychométriques standardisés. Le
résuitat de ces tests est exprimé en quotient intellectuel (QI) chez 1’adulte et en quotient de
développement (QD) chez I’enfant. Cent est la moyenne générale du QI, et un écart de 15
correspond a4 une déviation standard {DS). Une personne est considérée comme atteinte d’un
retard mental a partir d’un QI inférieur a 70, ¢’est-a-dire a partir de -2 DS. On distingue les
retards mentaux légers qui sont définis par un QI entre 50 et 70 et qui affectent entre 2 & 3%
de la population, des retards mentaux sévéres caractérisés par un QI < 50 qui touchent 0,3%
des individus (Chelly 1999). La cause (souffrance feetale, embryopathie infectieuse, syndrome
malformatif, aberration chromosomique) est identifiée dans la moitié des retards mentaux

Iégers et dans trois-quart des retards mentaux séveres (Chelly 2000).

II1. Les retard mentaux liés au chromosome X (RMLX)

1. Définitions

Diverses études ¢épidémiologiques ont montré que la fréquence des retards mentaux
inexpliqués est plus élevée chez les garcons avec un sex-ratio variant de 1,3 a 1,9 selon les
séries (Lehrke 1972), Ce phénoméne est actuellement interprété comme étant di a des
mutations récessives touchant des geénes localisés sur le chromosome X dont Peffet est plus

apparent chez les gargons du fait de leur hémizygotie. Herbst et Miller (Herbst et al. 1980) ont



estimé la fréquence des RMLX a 1,8 pour 1000 naissances masculines, soit environ 16% de
I'ensemble des retards mentaux (Chiurazzi et al. 2001). Bien que les retards mentaux liés au
chromosome X représentent un ensemble de maladies trés hétérogéne, on peut les répartir en
deux grands groupes :

-Les retards mentaux spécifiques ou syndromiques (RIMXS) qui associent un retard mental
a des anomalies neurologiques, morphologiques, viscérales, radiologiques ou biochimiques
caractéristiques. Ces retards mentaux syndromiques peuvent étre subdivisés arbifrairement en
quatre classes :1) les retards mentaux associés a des anomalies congénitales (syndrome de 1'X
fragile impliqué dans 15 & 20% des RMLX, par exemple), 2) les maladies dans lesquelles le
symptéme majeur peut étre 'atteinte cérébrale et/ou musculaire (myopathie de Duchenne), 3}
les retards mentaux dus a des anomalies du métabolisme (déficit en ornithine
transcarbamylase), et 4) les syndromes supposés dominants 1étaux chez les hémizygotes et
affectant les filles (syndrome d'Aicardi).

-Les retards mentaux non spécifiques (RMX) définis par un retard mental non progressif

isolé sans autre anomalie clinique.
2. Données génétiques des RMLX

Dans une compilation récente de la littérature, Chiurazzi (Chiurazzi et al. 2001) a répertorié
quelques 202 retards mentaux liés au chromosome X dont 136 retards mentaux syndromiques
et 66 retards mentaux non spécifiques. L’identification des génes impliqués dans les RMXS
est facilitée par les caractéristiques cliniques, radiologiques ou biochimiques spécifiques des
patients qui permettent de regrouper plusieurs familles et de définir ainsi des intervalles
génétiques réduits par des analyses de liaisons génétiques. Sur les 136 RMXS potentiels
dénombrés, 26 génes responsables sont aujourd’hui identifiés (ﬁgulje 1), 58 autres locus sont
cartographiés. Dans le cas des RMX, les résultats des études de liaisons génétigues ne peuvent
étre additionnés. Ainsi, un intervalle génétique, le plus souvent de grande taille, est défini
pour chacune des 66 familles présentant un RMX. Les 66 intervalles de liaison délimités sont
partiellement chevauchants, ils peuvent tre regroupés en 10-12 régions non chevauchantes
(Chiurazzi et al. 2001 ; Chelly 1999). Ces données préliminaires indiquent qu’il existe au
minimum 10 & 12 génes différents impliqués dans les RMX dont 8 ont été identifiés

actuellement (figure 1)(Castellvi-Bel et al. 2001).
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Figure 1 : Cartographie des génes de RMLX

A gauche de l'idéogramime du chromosome X (bandes G) sont indiqués les 26 génes clonés des
RMSX. A droite, les 8 génes des RMX.

3. Mécanismes physiopathologiques impliqués dans les RMLX

Etant donné I’extréme cémplexité de 'ontogenése et du fonctionnement du systéme nerveux
central, la diversité des génes potentiellement impliqués dans les retards mentaux n’est pas
une surprise, et dans I'immense majorité des cas, on est loin de comprendre le lien entre la
présence d’un géne défectueux et la déficience cognitive observée. Cependant, on distingue
deux grands types de mécanismes physiopathologiques selon le type de retard mental. II
semble, en effet, que dans les retards mentaux syndromiques, les génes mis en cause ont le
plus souvent de nombreux effets pléiotropes sur des mécanismes généraux, comme la
régulation de la transcription, pouvant ainsi expliquer la présence de nombreux signes
extraneurologiques. Par exemple, la protéine XH2 ou XNP (ADN-hélicase et ATPase ADN
dépendante) est un facteur de transcription qui régule I’expression de plusieurs génes par
modification de la conformation chromatinienne et qui est responsable, lorsqu’elle est
défectueuse, du syndrome ATR-X (Alpha-thalassémie avec retard mental 1i¢ au chromosome

X) (Gibbons et al. 1995 ; Cardoso et al. 1998) (tableau I). A I’inverse, Jes produits des génes



récemment impliqués dans les retards mentaux non spécifiques sont associés a des processus
cellulaires ciblant a priori essentiellement la morphogenése et la plasticité neuronale. Ces
processus incluent I’organisation du cytosquelette (thoGAP, PAK3, ARHGEF6, TMSF4), le
recyclage des vésicules synaptiques (GDI1) ou la régulation de la synthése d’un messager
secondaire impliqué dans la plasticité synaptique ou neuronale (ILIRAPL) (Chelly 2000)
(tableau II).



Tableau 1 : Les principaux RMXS pour lesquels les génes responsables sont identifiés

(d’aprés Chelly 2000).
rSyndrome Signes cardinaux Géne Fonction protéique Pathogénie
Aarskog- o Rho-GEF (régle
hypertélorisme, .
Scott b . cdc42) active la troubles de la
- rachydactylie, scrotum FGDI ; . )
dysplasie en chile. petite taille voie Ras- crotssance cellulaire
faciogénitale P MAPkinase ]
ADN hélicase,
a-thalassémie, facteur de éoulation d
ATR-X hypogénitalisme XH2 ou XNP transcription CI; gél ation de
modifie la structure | D CUX BENES
chromatinienne
hypertélorisme, faciés activateur des
Coffin- yper ’ voie RAS- facteurs de
grossier, phalanges en RSK-2 . o
Lowry b : . MAPkinase transcription c-fos,
aguettes, petite taille c-jun
fente labio-palatine, . )
hypertélorisme doigt de zinc, troubles de fusion
Opitz G vpet . MID-1 régulateur . .
anomalies génito- ] S de fa ligne médiane
. transcriptionnel ?
urinaires
X fragile facies alloneé. erandes protéine se liant aux anomalies de
& . £, grande: FMRI ARNm, impliquée | structure des épines
(FRAXA) | oreilles, macro-orchidie ...
dans leur transport dendritiques ?
hypoplasie du Corps
calleux, Retard mental, molécule troubles de 1
CRASH Adduction des pouces, LICAM g U Dles defa
.- . d’adhérence migration
paraplégie Spastique,
Hydrocéphalie
hétérotopies laminaires liaison au trouble de la
X-LIS/HLSC | .. opies famit > | Doublecortine migration des
lissencéphalie, épilepsie cytosquelette
neurones
Lowe, . ‘. . troubles de la
svndrome cataracte, hypotonie transport vésiculaire migration
y sévére, rachitisme dans le Golgi,
oculo- .. .- OCRL-1 neuronale, et de la
., vitamino résistant, assemblage du e o
cérébro- tubulopathie cytosquelette différenciation
rénal P 4 épithéliale
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Tableau II : Les génes des RMX (d’aprés Chelly 2000 ; Chiurazzi et al. 2001 ; Fukami et al.

2000).

Géne ! Fonction protéique | Pathogénie j
VCX-4 inconnue inconnue
protéine homologue
des protéines plasticité
ILIRAPL accessoires des synaptique
récepteurs de I'TL-1 :
p:lztmm;i:f organisation du
TM4SF2 transmembranaires, CS?OS;;L?ESS’
forme un complexe | . &n .
o intracellulaire
avec les intégrines B
activateur des Rho- | organisation du
GTPases Rho-GAP |  cytosquelette,
OPHN-1 (GTPase activating | signalisation
protein) intracellulaire
effecteur des Rho- | organisation du
GTPases kinase cytosquelette,
PAKS3 (p21-activated signalisation
protein) intracellulaire
protéine Rho GEF, o
. organisation du
activateur des cviosauelette
ARHGEF&6 protéines Rho en s); negisa tionj
échangeant le GDP | . £ .
li¢ par du GTP intracellulaire
FMR?2 factetfr c.le inconnue
transcription _
régulateur des transport
Rab3-GTPase (Rab vésiculaire,
RabGDI GDP-dissociation croissance
inhibitor) neuritique |
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B. Le syndrome de Rett

I. Historique et clinique

1. Historique

C’est en 1966 qu’Andréas Rett, neuropédiatre autrichien de I’université de Vienne, décrivit
pour la premiére fois en langue allemande un syndrome caractérisé par une atrophie cérébrale
et une hyperammoniémie (Rett, 1966). Une traduction anglaise de cette publication dans le
"Handbook of Clinical Neurology" en 1977 n’empécha pas que ce syndrome reste longtemps
méconnu voire méme oublié, avant d’étre de nouveau découvert dans différents pays (Suéde,
Portugal, Japon, France..) au cours des années 70-80. En 1983, Hagherg publie en
collaboration avec Aicardi, Dias ef Ramos, une série de 35 patientes atteintes du syndrome dit
"syndrome de Rett"”, car toutes présentent des caractéristiques initialement décrites par le

neuropédiatre autrichien (Hagberg et al. 1983).
2. Clinique

Ce syndrome défini comme le résultat d’un trouble global du développement cérébral, est
caractérisé par un développement initial normal sutvi d’une perte progressive des fonctions
intellectuelles et des différentes acquisitions motrices ; cette perte est accompagnée d’une
diminution du périmétre cranien, du développement de mouvements stéréotypés des mains et

d’une apraxie de la marche.
2.1. Les critéres de diagnostic

Jusqu’en octobre 1999, aucun marqueur biologique n’était disponible, de sorte que le
diagnostic restait purement clinique. Des critéres précis ont été établis initialement lors de la
Heme Conférence Internationale sur le Syndrome de Rett de 1984 (Hagberg et al. 1985), puis
ceux-ci ont été modifiés et complétés en 1988 lors de la Véme Conférence Internationale sur
le syndrome de Rett (Trevathen et al.1988).

Ainsi le syndrome de Rett est défini selon 9 critéres nécessaires (tableau III), 8 criteres

[
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d’appoeint (tableau IV) et 7 critéres d’exclusion qui permettent d’éliminer les maladies
m¢étaboliques, les maladies progressives de surcharge, avec notamment atteinte de la rétine et

les maladies & début anténatal ou périnatal (tableau V) (Echenne et al. 1989).

Tableau III : Syndrome de Rett : les critéres nécessaires

-Période prénatale et périnatale normale

-Développement psychomoteur normal dans les 6 premiers mois de vie

-Périmétre crinien normal a la naissance

-Ralentissement de la vitesse de croissance du périmeétre crdmen entre 5 mois ¢t 4 ans

-Pertes de praxies manuelles entre 6 et 30 mois, temporairement associées a des troubles de la
communication et des conduites sociales

-Troubles graves du développement du langage, dans son versant réceptif, comme dans son
aspect expressif, avec retard psychomoteur séveére

-Mouvements stéréotypés et trés polymorphes des mains, apparaissant une fois I'apraxie
manuelle installée

-Apraxie et ataxie du tronc et de la marche apparues entre 1 et 4 ans

-Hésitations diagnostiques entre 2 et 5 ans

Tableau I'V : Syndrome de Rett : les critéres d’appoint

-Troubles respiratoires :

apnées périodiques au cours de la veille,
hyperventilation intermittente,

expulsion forcée d’air et de salive.

-Anomalies électroencéphalographiques :
ralentissement de ’activité de fond a la veille,
ondes lentes intermittentes rythmiques (3-5 Hz),
décharges épileptiques, avec ou sans crise clinique.
-Epilepsie

-Spasticité, associée souvent a une amyotrophie et a des dystonies
-Troubles vasomoteurs périphériques

-Scoliose

-Retard statural

-Hypotrophie des pieds

J
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Tableau V : Syndrome de Rett : les critéres d’exclusion

-Présence d’un retard de croissance intra-utérin

-Hypertrophie d’organe ou signe de surcharge viscérale

-Rétinopathie ou atrophie optique

-Microcéphalie & la naissance

-Signes de souffrance cérébrale néonatale

-Maladie métabolique ou autre affection neurologique progressive identifiable
-Troubles neurologiques acquis d’origine infectieuse ou traumatique

2.2. . ’histoire naturelle

Le syndrome de Rett évolue selon une séquence de 4 stades cliniques définis par Hagberg et
Witt-Engerstrom (Hagberg et al. 1986), qui apparaissent aprés un intervalle libre normal de
6 a 18 mois (tableau VI).

Le syndrome de Rett débute par une phase de stagnation (Stade I) détectable par un
ralentissement de nouvelles acquisitions et la manifestation de traits autistiques.

Au cours du Stade II, est notée une régression rapide des fonctions cognitives et motrices,
la marche devient apraxique avec une ataxie du tronc, se développent des comportements peu
usuels, telles les stéréotypies manuelles ou oro-manuelles orientées selon la ligne médiane du
corps devant la poitrine. Ces stéréotypies se manifestent par des frottements, des claquements,
des battements et des mouvements répétitifs de flexion/extension des doigts sur la paume.

Suit une phase pseudo-stationnaire (Stade III), au cours de laquelle on peut noter une
atténuation des traits autistiques et une amélioration du contact principalement visuel de
I'enfant avec son environnement malgré 1’absence de développement du langage. I.’enfant est
capable de quelques acquisitions. Des acces d’angoisse et de tachypnée sont fréquents,
entrecoupés de périodes d’apnée toujours diurnes. Des crises d’¢pilepsie de tous types
apparaissent dans 94% des cas (Steffenburg et al. 2001).

La maladie atteint un plateau, voire diminue au stade IV dans la plupart des cas en ce qui
concerne les crises convulsives et les irrégularités respiratoires. Le Stade IV correspond & une
phase de détérioration motrice pouvant entrainer ume perte compléte de ["autonomie
motrice. Il n’y a pas d’aggravation du retard mental. La scoliose se développe chez au moins
la moitié des sujets. Plus tard, le tableau neurologique peut évoquer un syndrome
parkinsonien. La croissance staturo-pondérale est ralentie, la puberté survient a I’dge normal.

Tableau VI : Syndrome de Rett : les quatre stades évolutifs
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L. Phase de stagnation

Début : 6 4 18 mois

-Stagnation des performances motrices,
-Diminution de I'intérét pour les jeux,
-Hypotonie,

-Ralentissement de la croissance céphalique.
Durée : plusieurs mois.

I1. Phase de régression rapide

Début:12a3 ans
-Régression rapide du comportement,
-Perte de I"usage des mains,
-Crises convulsives,
-Stéréotypies manuelles,
-Manifestations autistiques,
-Troubles ventilatoires,
-Perte du langage,
-Motricité maladroite,
-Insomnie,
-Automutilations.

Durée : quelques semaines 3 quelques mois.
I11. Phase de stabilisation apparente

Début : 2 4 10 ans
-Retard mental sévére,
-Régression des traits autistiques,
-Amélioration du contact,

-Crises convulsives,

-Stéréotypies manuelles caractéristiques,
-Ataxie-apraxie et spasticité,
-Dysfonctionnement respiratoire,

-Perte de poids avec conservation de I”appétit,
| -Bruxisme.
I_I)urée : quelques mois a des années.

IV. Phase de détérioration motrice tardive

| Début : aprés 10 ans

-Perte de la motricité,

-Scoliose, atrophie musculaire, hypertonie,
-Syndromes pyramidal et extra-pyramidal marqués,
-Retard de croissance,

-Absence de langage,

-Amélioration du contact visuel,

-Epilepsie moins sévere,

-Troubles trophiques des extrémités (pieds).

Durée : plusieurs années.
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La durée de vie des patientes peut varier entre 2 ans et 1’dge adulte. La survie est réduite de
75% a I’age de 35 ans par rapport a la population générale (Ellaway et al. 1999). Un tiers des
déces se produit au cours des 20 premiéres années de vie, principalement pendant le sommeil,
sans relation apparente avec les crises convulsives, la cause du décés reste inexpliquée. Un
dysfonctionnement cardiaque correspondant a une bradycardie avec intervalle QT corrigé

long pourrait étre & I’origine de ces morts subites (Guideri et al. 1999).

2.3. Les variants

Toute petite fille présentant tous les critéres nécessaires et ancun des critéres d’exclusion,
avece ou sans criteres d’appoint est atteinte d’un syndrome de Rett dit classique ou typique.
[.’absence d’un seul critére nécessaire, méme en présence de tous les critéres d’appoint, exclut
le diagnostic.

Toutefois, avec le recul et Pexpérience, il est clairement apparu que certaines petites filles
présentaient des symptdmes du syndrome de Rett dont PPapparition et/ou la sévérité ne
correspondaient pas tout a fait & celles établies initialement. Entre 1993-1995, Hagberg et al.
(Hagberg et al. 1994) définirent 5 variants possibles du syndrome de Rett permettant ainsi de
circonscrire la symptomatologie exirémement variable de cette pathologie.

Le premier variant défini comme la forme atypique du syndrome de Rett, correspond 4 un
phénotype assez voisin de la forme classique, cependant il est dominé par des crises
convulsives sévéres et précoces et la maladie débute avant les 6 premiers mois de vie de
I’enfant,

Le deuxiéme variant appelé forme congénitale ou précoce doit son nom a une absence
d'intervalle libre avant I'apparition de Ia phase de régression.

A Popposé, le troisiéme variant correspond a des patientes dont la phase de régression est plus
tardive.

Le quatrieme variant étiqueté forme frustre présente les 4 stades évolutifs aux mémes
périodes de la vie mais avec une sévérité moins marquée. Ainsi, I’usage des mains par
exemple est préservé et les stéréotypies sont minimes.

Enfin, le cinqui¢me variant défini par Hagberg correspond a des patientes ayant conservé le
langage.

Il aura fallu quasiment 30 ans, depuis fa description princeps d’Andréas Rett en 1966, jusqu’a
la définition de variants en 1995 par Hagberg, en passant par l'établissement de critéres

internationaux de diagnostic stricts pour définir cliniquement le syndrome de Rett.
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Cette maladie est reconnue maladie pan-éthnique avec une prévalence exclusivement

féminine de 1 fillette sur 10000-15000 naissances.

II. Etiologie du syndrome de Rett

1. Syndrome de Rett, maladie génétique

1.1. Quelques cas familiaux

L’éticlogie du syndrome de Rett est restée jusqu’a récemment (octobre 1999) inconnue, mais
"hypothése d’une origine génétique est apparue assez rapidement comme hautement probable
et a fait ’objet de nombreuses discussions.

Bien que la majorit¢ des cas, c’est-a-dire plus de 99%, soit sporadique, la description de
premiers cas familiaux (Murphy et al. 1986), de jumeaux monozygotes concordants
(Tariverdian et al. 1987 ; Partington 1988), de gémellité discordante (Migeon et al. 1995) et
d’un cas de transmission d’une mere atteinte a sa fille (Witt-Engerstrom et al. 1992) plaida

des 1986 en faveur d’une origine génétique.

1.2. Les anomalies cytogénétiques associées au syndrome de Rett

Une dizaine d’anomalies cytogénétiques associées a une forme plus ou moins typique de
syndrome de Rett a été décrite dans la littérature. Quelques unes de ces anomalies référées
dans le tableau VII, impliquent des autosomes différents ne permettant donc pas de cibler un
chromosome en particulier. Deux translocations entre un chromosome X et un autosome
associées au syndrome de Retit ont €té par ailleurs rapportées : t(X;3)(p21.3;q13.31) (Zoghbi
et al. 1990-a), et t((X;22)(p11.2;p11) (Journel et al. 1990).
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Tableau VII : Quelques anomalies cytogénétiques décrites associées & un syndrome de Rett

de novo familiale
constitutionnelle mosaique constitutionnelle
délétions del(3)(p25.1p25.2) del(18)(q22.3) | del(18)(q21.1q22.3)
Wahlstrom et al. 1999 | Gordon et al. 1993 | Gustavsson et al. 1999
dup(6){pl1.2)
duplications Wahlstrém et al. 1986
p dup(11)(q23.3)
Delobel et al. 1998
. t(X;3)(p21.3;q13.31) t(X;22)(p11.2;p11)
transtocations (Zoghbi et al. 1990-a) (Journel et al. 1990)

Plusieurs sites chromosomiques fragiles ont été mis en évidence sur certains chromosomes
humains. Ces sttes correspondent a des cassures des chromosomes visualisables dans des
conditions particuliéres de culture {concentrations fatbles en acide folique et en thymine, ou
culture en présence de méthotrexate ou de fluorodésoxyuridine). Les bases moléculaires et [a
signification de ces sites restent une énigme. On pense qu’ils représenteraient une
visualisation cytogénétique d’une activité génique (Austin et al. 1992 ; Hecht et al. 1991).
Ainsi, une tendance a la cassure chromosomique chez les patientes atteintes du syndrome de
Rett constituerait d’une part un critére de diagnostic biologique et d’autre part une piste en
faveur de Donigine génétique de la maladie. Plusieurs recherches de ces sites ont été
effectuées. Certaines ont mis en évidence une relation entre le syndrome de Rett et le site
fragile en Xp22 (Wahlstrém 1985, 1986, 1990 ; Gillberg et al. 1984, 1985). Cependant,
d’autres études (Moore et al. 1986 ; Romeo et al. 1986) ont contredit ’existence de cette
relation. Une derniére étude en 1994 (Telvi et al. 1994) a recherché tous les sites potentiels de
cassure et a montré que I'ensemble des chromosomes des patientes était plus fragile par
rapport & ceux d’une population témoin. Les auteurs concluent quant a la potentialité d’un
facteur génétique qui fragiliserait les chromosomes des patientes atteintes du syndrome de

Rett.



1.3. Quel mode de transmission ?

Avant la découverte du géne coupable, si I’origine génétique semblait quasiment acquise, le
mode de transmission de la maladie ne paraissait pas aussi évident. Plusieurs modeles ont été
proposés. Beaucoup sont basés sur un mode de transmission dominant. De plus, les modéles
différent sur I'origine paternelle ou maternelle de la mutation, ainsi que sur le mode de

transmission autosomique et/ou gonosomique voire mitochondrial.

1.3.1. Mise en évidence de mutations au sein de I’ ADN mitochondrial

A partir de 1989, plusieurs équipes ont mis en évidence, chez certaines patientes présentant un
syndrome de Rett, des mitochondries déficientes aussi bien au niveau de leur structure que de
leur fonction (Ruch et al. 1989 ; Dotti et al. 1993). Plusieurs recherches de mutations dans le
génome mitochondrial ont révélé Pexistence de différentes mutations par substitution de
bases. Alors que la transition T10463C localisée dans la région codant I’ARN de transfert de
I’arginine (ARNt"® ) n’a été retrouvée qu’une seule fois (Lewis et al. 1995, 1998), deux
autres mutations putatives ont été retrouvées de fagcon récurrente et localisées dans la méme
région 2650-3000 codant ’ARN 16S. Ainsi la mutation A2706G a été retrouvée chez 14
patientes et chez 12 de leur mére, et la mutation C2835T 6 fois et chez 5 des méres (Tang et
al. 1997). Toutefois, deux ¢tudes plus récentes, une en Italie (Cardaioli et al. 1999), et une en
Espagne (Armstrong et al. 2000) n’ont pas retrouvé la mutation C2835T ni aucune autre sur

une cohorte de 53 patientes atteintes d'un syndrome de Rett.

1.3.2. Recherche d’expansion de triplets

Au début des années 90, un nouveau type de mutations a ét¢ mis en évidence dans la maladie
de I’X-fragile (Oberlé et al. 1991 ; Verkerk et al. 1991), puis a été retrouvé dans une quinzaine
de maladies. Ces nouvelles mutations qualifiées de mutations instables correspondent a une
expansion de triplets nucléotidiques localisée soit dans les régions 5° ou 3” non traduites des
geénes, soit dans la région codante, soit dans un intron (tableau VIII). L’effet des ces
amplifications de triplets sur I’expression des génes est variable. Elles peuvent entrainer une
inactivation du géne. C’est le cas du gene FMRI, responsable du syndrome de I’X-fragile, qu

dans les cas de mutations complétes (3 partir de 200-230 CGG) est inactivé du fait de la



méthylation des triplets localisés dans la région 5° du géne. A I'inverse, ces expansions
peuvent créer un gain de fonction, comme pour la maladie de Huntington dans laquelle
P’amplification de CAG confére & la protéine un effet toxique de part la présence d'une
polyglutamine. Il existe des maladies qui sont dues non pas a des répétitions de triplets mais
de pentanucléotides dans le cas de I'ataxie spino-cérébelleuse de type 10 (Matsuura et al.

2000} ou de dodécanucléotides pour I’épilepsie myoclonique progressive (Lalioti et al. 1997).

Tableau VIII : Quelques syndromes dus a des mutations instables

Maladie MOdEf d-e Locus Gene Trinucléotide | Localisation
transmission N
. dominant Xq27.3 exon en 5’ non
X fragile lieal’X | (FRAXA) | TMRI CGG raduit
Chorée de dominant . .
Huntington | autosomique 4p16.3 IT15 (HD) CAG région codante
| Dystrophle dommafnt 199133 DMPK CTG exon en 3. Anon
‘myotontque | autosomique tradwit
| Ataxie de récessif 9q13 X25 | GAA intron 1
| Friedreich autosomique | : | )

Pour ces mutations instables, le nombre de répétitions présente la particularité d’augmenter au
cours des générations successives, aggravant ainsi les risques de développer la maladie, la
sévérité et la précocité des manifestations chiniques (phénomeéne d’anticipation).

Des expansions de triplets ont été recherchées dans des cas familiaux de syndrome de Rett
présentant une aggravation du phénotype au cours des générations pouvant faire penser au
phénoméne d’anticipation avec des individus prémutés atteints de formes frustres. Clest
I’équipe de Uta Francke qui réalisa cette analyse en 1997 en recherchant de maniére
systématique dans tout le génome, les répétitions de dix triplets possibles par la technique de
RED (repeat expansion detection) et exclut le réle d’une expansion importante de triplets dans

la pathogenese du syndrome de Rett (Hofferbert et al. 1997).

1.3.3. Hypothese d’une transmission dominante liée au chromosome X

d’origine maternelle

Le syndrome de Rett est une affection touchant quasi exclusivement les filles. L hypothése

d’une transmission dominante liée au chromosome X d’origine maternelle a été émise afin



d’expliciter Patteinte exclusive des filles par un effet 1étal chez les gar¢ons. Ce mode de
transmisston expliquerait la majorité des cas sporadiques par une néomutation, et les quelques
cas familiaux par ’occurrence nécessaire de deux événements : la mutation, et une
inactivation préférenticlle du chromosome X muté ou un mosaicisme germinal permettant
d’expliquer 1’absence de phénotype chez la mére vectrice et donc la transmission de la
maladie.

Toutefois, I’absence de biais dans le sex-ratio en faveur des filles que ce soit dans les fratries
des cas sporadiques (Killian 1986), ou au cours des générations dans les cas familiaux

(Wahlstrom et al. 1986) va a [’encontre de ce modéle.

1.3.4. Hypothése d’une transmission dominante liée au chromosome X

d’origine paternelle

Afin de pallier le probléme dii & ’absence de biais dans le sex-ratio, Thomas a proposé en
1996 un modele de transmission dominante liée au chromosome X de néomutations d’origine
paternelle. Il s’est appuyé sur les exemples de plusieurs maladies dont [’origine de la mutation
est paternelle (syndrome d’Apert, déficience en ornithine transcarbamylase, achondroplasie).
Ce modele expliquerait I’atteinte exclusive des filles car le pére transmet son chromosome X a
ses filles uniquement. Toutefois, la fréquence des néomutations ponctuelles semble augmenter
avec 1’age chez les hommes et aucune élévation de I’Age de la procréation n’a été constatée

chez les péres des petites filles atteintes d'un syndrome de Rett.

1.3.5. Hypothése d'une maladie digénique impliquant un focus

autosomique et un locus porté par le chromosome X

Pour ce modele, Biihler (Biihler et al. 1990, 1999) s’est inspiré du modéle d’interférence
métabolique non allélique décrit par Johnson au début des années 80 (Johnson, 1980). A partir
de quatre observations sur le syndrome de Rett : i) consanguinité plus fréquente chez les
parents de patientes, 1i) I'hypothése d'un mosaicisme germinal ne peut expliquer tous les cas
familiaux décrits, iii) peu de renseignements sur les cas de fausses-couches dans les familles
atteintes, 1v) chez les familles présentant un (ou plusieurs) cas de syndrome de Rett, est noté
un accroissement du nombre d’individus montrant des anomalies (comme un retard mental
non spécifigue et/ou des handicaps moteurs), Bithler propose I’implication de deux locus I'un

1ié au chromosome X (alléle normal X, alléle muté X*) I’autre & un autosome (A /A*), d’ou le



nom du modéle d’interférence non allélique. L’interaction entre les produits de ’alléle sain A
et 1’allele muté X* engendrerait le développement de la maladie chez les filles, les hommes
AAX*Y seraient eux vecteurs de la maladie. L association entre les produits des deux alleles
mutés A* et X* causerait la Iétalité chez les hommes et les filles AA*XX* seraient vectrices

(tableau IX).

Tableau IX : Les différents génotypes et phénotypes associés selon le modele digénique de

Biihler (Biihler et al. 1990 ; Biihler et al. 1999).

Fille Garcons

Génotypes Phénotypes Génotypes Phénotypes

AAX*X Syndrome de Rett AAXYY Vecteur
AA*X*X Vecteur (variant ?) AAXXEY Létal

AA*XX Normal AA*XY Normal

AAXX Normal AAXY Normal
AAFX*XH Létal AFAFXFY Létal?
AAXFX* Vecteur (variant 7) A*AFXY Normal
A*A¥XX Normal
AFAFXFX Vecteur?

Ce modéle expliciterait les cas sporadiques et les cas familiaux. La majorité des mutations
serait d’origine paternelle, ce qui expliquerait Datteinte préférenticlle des filles et la
prépondérance des cas sporadiques car les filles atteintes ne se reproduisent que trés rarement
(un seul cas décrit dans la littérature par Witt-Engerstrom et al. 1992). Par ailleurs, les
quelques cas familiaux seraient dus & une transmission d’origine maternelle beaucoup moins
fréquente.

L’intervention du second locus autosomique modulerait le résultat d’une transmission
dominante liée au chromosome X qui n’est pas applicable telle quelle au syndrome de Rett.
[’association entre les produits des alléles mutés X* et A* sera létale chez le gargon et
conférera le statut de vectrice a un fille. Lorsque le produit de 1’alléle X* interagit avec celu
de P’alléle A, la fille sera atteinte du syndrome de Rett, le gargon sera vecteur. Ainsi une fille
vectrice est responsable des cas familiaux. Par ailleurs, toutes les combinaisons ne sont pas
létales chez un garcon (il peut aussi étre vecteur) expliquant aisi I’absence de biais dans le

sex-ratio. De plus, les garcons vecteurs peuvent étre responsables des quelques cas familiaux



a transmission paternelle décrits (Budden et al. 1986). Enfin, les différentes possibilités entre
les deux locus donnant les individus vecteurs expliqueraient la variabilité phénotypique du

syndrome de Rett.
1.4. Inactivation du chromosome X et syndrome de Rett
1.4.1. Quelgues notions sur I’inactivation du chromosome X

La présence de deux chromosome X chez la femme et d'un seul chez I'homme nécessite
I’extistence d’un mécamisme de compensation de dosage. Le chromosome Y, propriété
exclusive des hommes, ne contient qu’un nombre limité de génes impliqués dans la
détermination sexuelle, la spermatogenése, ou correspondant a des homologues de génes
présent sur le chromosome X, touf ceci ne permettant pas de compenser 'absence d’un
chromosome X. Cette compensation de dosage des génes liés au chromosome X est réalisée
précocément au cours de l’embryogenése féminine par une inactivation transcriptionnelle
aléatoire d’un des deux chromosomes X (d’origine maternelle ou paternelle) (Lyon 1961). Le
mécanisme d’inactivation du chromosome X est supposé se dérouler en plusieurs étapes ; 1)
comptage des chromosomes X présents dans la cellule, 1i) choix du chromosome actif (Xa),
1i) initiation de [inactivation sur le futur chromosome inactif (Xi), expansion de
l'inactivation, et iv) maintien de 1’état inactif. Une fois qu’un chromosome X est inactivé dans
une cellule, toutes les cellules filles auront le méme chromosome X inactif. C'est un processus
clonal. L’état inactif est transmis de maniére épigénétique. Ainsi, toutes les filles sont
porteuses d’une mosaique constituée de deux populations cellulaires dont 'une exprime les
alleles a partir d’un chromosome X, et I"autre population cellulaire & partir de ’autre
chromosome X. Le chromosome X inactif présente toutes les caractéristiques de
I’hétérochromatine constitutive. Il se réplique de fagon tardive au cours du cycle cellulaire, 11
est hyperméthylé, sa chromatine est condensée, ses histones H4 hypoacétylées, et 1l y a une
accumulation de macrohistone H2A1.2, enfin, il peut &étre visualisé a I'interphase sous la
forme du corpuscule de Barr (revue Brown et al. 2000).

Une région particuliére, nommée centre d’inactivation du chromosome X (Xic) localisée en
Xql3.2 (Brown et al. 1991) est impliquée dans le mécanisme d’inactivation du chromosome
X. Chez I’Homme, un géne localisé dans cette région : le gene X/ST (X-Inactivation-Specitic
Transcript) présente la particularité de coder un ARN nucléaire non traduit X/ST impliqué

dans ’initiation de ’inactivation du chromosome X (Brown et al. 1992). Au moment de la
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formation du zygote femelle, les deux chromosomes X sont actifs (Epstein et al. 1978) et
expriment a faible quantité X/S7. L’inactivation du chromosome X se déclenche juste avant la
gastrulation (Kay et al. 1993). En effet, il est observé a ce moment-[a, une augmentation de la
quantit¢ d’ARNm X/ST, certainement par une stabilisation de ’ARNm plutdt que par une
transcription accrue (Panning et al. 1997 ; Sheardown et al. 1997). L’ARNm X/S7" ainsi
stabilis¢ recouvre le futur chromosome inactif et se propage en cis tout le long du
chromosome entrainant ainsi son inactivation (Brown et al. 1992). Récemment chez la souris,
un deuxiéme géne situé dans le Xic et impliqué dans les premiéres étapes de I'inactivation du
chromosome X, a été découvert : le géne 7six codant un ARN antisens du géne Xist (Lee et al.
1999). Ce géne semble agir en amont de Xist dans la cascade des événements conduisant a
Pinactivation du chromosome X. En effet, il interviendrait dans le choix du chromosome X a
inactiver (Mlynarczyk et al. 2000). Durant la différenciation, une diminution de la
transcription du géne Tsix par [’action d’un répresseur putatif du géne (repTsix) serait corrélée
a la stabilisation de I’ARNm Xis? (Pereira et al. 2000). Ainsi, le niveau de I’ARNm Xist avant
la différenciation cellulaire apparait étre régulé par I’ARN 7six. La répression du gene 7six
serait alors la premiére ¢tape du processus d’inactivation du chromosome X chez la souris
(Lee et al. 1999 ; Debrand et al. 1999).

I.>inactivation du chromosome X chez la fille est associée a une méthylation différentielle des
ilots CpG entre le chromosome X actif et le chromosome X inactif. A Pexception de quelques
locus (par exemple le locus DXS255), le chromosome X actif est hypométhylé et le
chromosome X iactif hyperméthylé. Un petit groupe de génes (15% de quelques 200 genes
du chromosome X étudiés (Carell et al. 1999)) échappent, toutefois, & cette mactivation et
sont exprimés a partir des deux chromosomes X, c¢’est-d-dire a partir des chromosomes X actif
et inactif. Ces génes sont localisés soit dans une des deux régions pseudoautosomiques (PAR1
en Xp22.3 et PAR2 en Xg28) qui possédent chacune leur région homologue sur le
chromosome Y, soit en dehors de ces régions mais ces génes ont alors un homologue,
fonctionnel ou non, sur le chromosome Y (Brown et al. 1997).

L’inactivation du chromosome X est un phénomene aléatoire, cependant trois mécanismes
peuvent expliquer une inactivation biaisée ou sélective.

Lors d’une inactivation aléatoire du chromosome X, les contributions maternelle et paternelle
sont totalement équivalentes. Comme tout mécanisme aléatoire, celui-ci peut étre représenté
selon une distribution binomiale dans laquelle la grande majorité des femmes (80 a 90%) ont
dans leurs cellules un chromosome X actif soit d’origine maternelle soit d’origine paternelle.

Les extrémités de la courbe "gaussienne" correspondent aux femmes (10 a 20% de la



population générale) présentant par pur hasard une nactivation entiérement biaisée (95-5% ou
5-95%) en faveur de I'un ou I"autre chromosome X. Ainsi, une telle inactivation biaisée peut
étre a "origine d’un "phénotype malade" chez une femme si le chromosome X porteur d’une
mutation est préférentiellement conservé actif (Willard 1996).

Un deuxiéme mécanisme implique une contre-sélection des cellules qui montreraient un cycle
cellulaire anormal si le chromosome X porteur d’une mutation était gardé actif. Une telle
contre-sélection a été mise en évidence chez des femmes conductrices par exemple de PATR-
X (Gibbons et al. 1992). Le produit du géne XNP responsable de cette maladie serait impliqué
dans le remodelage de la chromatine et/ou I’activation/répression de locus spécifiques
(McDowell et al. 1999). Ce mécamisme est renconiré également lors de translocations
équilibrées entre un chromosome X et un autosome t(X;A). En effet, dans 77% des cas, le
chromosome X normal est préférentiellement inactivé, ce qui confére aux cellules un
patrimoine génétique proche de la normale & PPexception des deux points de cassure (Mattéi et
al. 1982). Toutefois, 1l a ét¢ montré que dans les 23% restants impliquant souvent un point de
cassure proche d’une des deux régions télomériques, ¢’est le dérivé du chromosome X qui est
préférentiellement inactivé avec potentiellement une propagation de I’inactivation sur une
partie du fragment de "autosome adjacent. Dans ce cas-la, I'inactivation est a 'origine d’une
disomie fonctionnelle particlle du chromosome X et d’une monosomie partielle de Pautosome
entrainant de multiples anomalies congénitales et un retard mental (Schmidt et al. 1992).

Une inactivation biaisée peut également éire due & une mutation dans un géne impliqué dans
le processus de I’inactivation du chromosome X. A titre d’exemple, une mutation ponctuelle
dans le promoteur du géne X7ST a été associée a une inactivation biaisée dans deux familles
différentes (Plenge et al. 1997).

Enfin, chez la souris, 20 4 30% des inactivations biaisées sont associés au locus Xce (X-
controlling element) (Cattanach 1975). Les études cartographiques suggérent que le locus est
situé dans le Xic mais en aval du gene Xist (Simmler et al. 1993). Les différents alléles du
géne Xce sont corrélés avec des niveaux variables d’expression du géne Xist (BrockdorfT et al.
1991) et de méthylation de I’il6t CpG du locus Tsix {Avner et al. 1998). Il interviendrait ainsi
dans le choix du chromosome a inactiver. Dans les cellules femelles hétérozygotes au locus
Xce, le chromosome X qui porte un allele fort Xce restera préférentiellement actif (Avner et
al. 2001). L’homologue humain du géne Xce n’est pas connu, bien que des familles présentant
un profil d’inactivation biaisée hérité, apparemment non porteuses d’une maladie liée au

chromosome X, soient décrites {Busque et al. 1996 ; Naumova et al. 1998).



1.4.2. Etudes de I'imactivation du chromosome X dans le syndrome de

Rett

Plusieurs études sur D’inactivation du chromosome X chez des patientes atteintes d’un
syndrome de Rett ont été réalisées en utilisant soit des techniques de cytogénétique qui
permettent de suivre et de différencier les cinétiques de réplication des deux chromosomes X
(Kormann-Bortolotto et al. 1992 ; Panasiuk et al. 1997), soit des techniques de biologie
moléculaire par étude du degré de méthylation des alléles paternel et maternel a certains locus
(Carrel et al. 1996 ; Allen et al. 1992).

Bien que la plupart des approches par biologie moléculaire (Zoghbi et al. 1990-b ; Webb et al.
1993 ; Anvret et al. 1994) n’ait pas mis en évidence de biais dans P’inactivation, certaines
(Camus et al. 1996 ; Kreprischi et al. 1998) ont montré 'existence d’une inactivation
modérément biaisée du chromosome X d'origine paternelle (entre 65-35% et 80-20%) dans
une partie des patientes (18/30 et 15/24, respectivement).

Les approches cytogénétiques ont montré que seule 1a bande Xp21.2 présentait une altération
de sa cinétigue de réplication dans quelques cellules de patientes. En effet, cette bande se
réplique plus précocément chez les patientes que chez des témoins (Kormann-Bortolotto et al.
1992 ; Panasiuk et al. 1997). Cette chronologie incorrecte pourrait entrainer que le(s) géne(s)
localisé(s) dans cette bande soit (soient) anormalement actif{(s) pendant une période du cycle
cellulaire, déséquilibrant ainsi le dosage génique et interférant possiblement avec le
développement normal du cerveau. Ces résultats pouvaient constituer une point de départ
quant a la recherche du géne responsable du syndrome de Rett. Toutefois, les analyses de
liaison (développées ci-aprés) n’ont, par la suite, pas confirmé le lien de cette région avec le

syndrome de Rett.



2. Syndrome de Rett, maladie génétique liée au chromosome X

Les nombreuses théories sur le mode de transmission possible du syndrome de Rett ont
longtemps reflété la difficulté de compréhension de 1’étiologie de cette maladie et ont ainsi
freiné la recherche du géne responsable du syndrome de Rett.

Le clonage des génes responsables de maladies est fondé depuis une guinzaine d'années, non
plus sur 1’¢tude des produits des génes (clonage fonctionnel), mais sur I’étude du génome
(clonage positionnel) du fait du développement de nouvelles approches moléculaires grice a
la mise en évidence d’un nombre presque illimité de séquences polymorphes transmises de
facon mendélienne, a ’amélioration grandissante des techniques de biologie moléculaire
(techniques de clonage de grands fragments, technigues de détection de mutations...).

Le clonage positionnel est une approche visant & identifier des génes responsables de maladies
génétiques dont la fonction et le produit sont inconnus, en se basant sur leur localisation
chromosomique et en effectuant une analyse moléculaire de la région correspondante (Colling
1992). 1 s”agit d’un processus compos¢ de plusieurs étapes qui débute par 1’assignation  une
région chromosomique donnée du géne impliqué dans la maladie étudiée. Cette localisation
préliminaire est suivie d'une analyse moléculaire de la région, consistant a établir le plus
finement possible la localisation génétique, a développer la carte physique locale et & cloner
’ADN de Ja région. 1l devient alors possible d’entreprendre une recherche des séquences
exprimées dans ’intervalle critique aboutissant a I’identification d’un ou plusieurs génes
candidats. L’implication d’'un de ces génes dans la pathologie étudiée est définitivement
démontrée par la mise en évidence de mutations délétéres chez les patients.

La premicére étape du clonage positionnel, c'est-a-dire la localisation chromosomique du géne
morbide, est réalisée par l'observation d’anomalies chromosomiques cytogénétiquement
détectables associées a la -maladie, telles que des délétions, des duplications, des
translocations, des inversions ou des sites fragiles, et par des études de liaisons génétiques

dans des familles ou co-ségrégent le locus morbide et des alleles de marqueurs génétiques.
2.1. Deux translocations (X;A) associées au syndrome de Rett
En 1990, deux translocations équilibrées entre un chromosome X et un autosome (Zoghbi et

al. 1990-a ; Journel et al. 1990) ont été publiées chez des patientes présentant un syndrome de

Rett. Malheureusement, les points de cassure de ces deux translocations étaient trop éloignés



pour délimiter un intervalle génique possible. En effet, la translocation t(X;3) de novo (Zoghbi
et al. 1990-a) désigne un point de cassure en Xp21.3 et la translocation t(X;22) familiale
(Journel et al. 1990) en Xp11.22 ; la distance physique entre les deux points de cassure sur le
chromosome X est d'environ 20 Mb. Par ailleurs, comme nous le verrons ci-aprés, ces deux
régions {en Xp21.3 et Xp11.22) seront exclues dés les premiéres analyses de liaison a 1’aide

des quelques cas familiaux de syndrome de Rett (Ellison et al. 1992).

2.2. Etudes de liaison génétique

2.2.1. Principe

En Pabsence d’anomalies chromosomiques décelables, les génes morbides peuvent étre
localisés par des études de liaison génétique dans les familles ol existe une ségrégation du
trait phénotypique avec un marqueur génétique. L efficacité et la puissance de cette approche
ont ét€ significativement ameliorées par le développement d’une carte génétique de trés haute
résolution, fondée sur le polymorphisme d’un grand nombre de locus microsatellites
hautement informatifs et couvrant I’ensemble du génome humain (Weissenbach et al. 1992 ;
Dib et al. 1996).

Les analyses de liaison génétique permettent de déierminer un intervalle de quelques
centiMorgans (¢cM) en fonction du nombre de méioses, c¢’est-a-dire de quelques millions de
paires de bases, dans lequel 1l est hautement probable de retrouver le géne morbide. 1l s’agit
d’une distance génétique calculée 4 partir de méioses informatives ot [’on a constaté une co-
ségrégation d’un alléle marqueur et de 1’alléle morbide dans plusieurs familles atteintes de la
méme maladie. Le traitement statistique des analyses de liaison s’appelle le Tod score (lod :
logarithm of odds) décrit initialement par Morton (Morton 1955), puis adapté et amélioré par
Lathrop et al. (Lathrop et al. 1984). La distance génétique entre le locus morbide et un
marqueur donné est fonction de la fréquence de recombinaison 8 qui varie de 0 {marqueurs
liés) a 0,5 (marqueurs indépendants). Un procédé de calcul statistique permet d’évaluer le
rapport de vraisemblance de deux hypothéses opposées : celle d’une liaison (6<0,5) et celle
d’une absence de liaison (0 =0,5), symbolisé respectivement par L(9) et par L (0 ¢5). Le
rapport des vraisemblances pour une série de valeurs de 0 permet de calculer la meilleure
probabilité. Pour faciliter le calcul, on utilise le logarithme déciunal du rapport des

vraisemblances ou lod score symbolisé par Z{6)=1og(1(0)/1.(0 ¢ 5}). Le calcul de Z est effectué



pour toutes les valeurs de 8 comprises entre 0 et 0,5. On estime qu’il faut un lod score Z(6)>3
pour pouvoir affirmer que la liaison est réelle (Z(8)=3 signifie que 'hypothése d'une liaison
entre le géne morbide et le marqueur est 1000 fois plus probable qu’une absence de laison).
Un lod score inférieur & —2 permet au contraire d’exclure toute liaison génétique entre les
deux locus considérés.

Cette analyse de liaison peut se révéler trés efficace mais a plusieurs conditions : i) étudier un
nombre élevé de méioses, ce qui implique des familles nombreuses étendues sur plusieurs
générations ; 1) toutes les familles recrutées doivent présentées strictement la méme
pathologie et le méme mode de transmission, autrement dit, le matériel réuni doit offrir le
maximum de garanties d’homogénéité génétique pour permettre le cumul des résultats
qu’impose le traitement statistique et donc ’obtention d’un lod score significatif. Pour les
maladies héréditaires fréquentes, la réunion de ces deux critéres ne pose pas de problémes.
Les conditions sont nettement moins favorables dans les cas de maladies monogéniques rares
comme le syndrome de Rett. En effet, les difficultés telles que !’incertitude du diagnostic
clinique, le petit nombre (<1%) ainsi que la petite taille des cas familiaux, une possible 1étalité
précoce ont constitué des obstacles majeurs a une localisation précise du locus responsable du
syndrome de Rett.

Une altemative de cette technique est la cartographie d’exclusion qui repose sur une analyse
de concordance/discordance entre les alléles de différents marqueurs d’ADN et le locus
morbide potentiel. Cette approche ne peut s’appliquer qu’a des familles dans lesquelles
Porigine parentale de la mutation est strictement déterminée afin de pouvoir associer le
phénotype malade a un chromosome (maternel ou paternel). Ainsi, I’analyse des familles dans
lesquelles des demi-sceurs ont la méme mere et présentent un syndrome de Rett a été
privilégiée. Dans ces familles, il a été supposé qu’il v a concordance lorsque les deux demi-
sceurs possédent les mémes alléles, hérités de la mére pour la région potentiellement associée
au locus de la maladie. Et de la méme fagon, les régions discordantes montrent des haplotypes
différents chez les deux demi-sceurs et peuvent donc ére exclues du chromosome X. Un
recoupement des résultats obtenus a partir de plusieurs familles permet de cerner un ou

quelques locus potentiels.
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2.2.2. Carte d’exclusion du syndrome de Rett

Trois familles ont principalement permis d’élaborer la carte d’exclusion du chromosome X et
d’orienter les recherches vers une région candidate (figure 2).

Dans la famille 1 (figure 2A), la mére a eu trois enfants, deux filles atteintes et un gargon,
avec trois maris différents. Le pedigree particulier de cette famille indique avec quasi
certitude que origine de la mutation est maternelle. L’étude de cette famille avec des
marqueurs de plus en plus nombreux a fait I’objet de quatre publications (Archidiacono et al.
1991 ; Ellison et al. 1992 ; Curtis et al. 1993 et Schanen et al. 1997). Les résultats obtenus ont
conduit & ’exclusion de la région péricentromérique du chromosome X entre les marqueurs
DXS704 en Xp21.3 et DXS456 en Xq22.2 (figure 2B).

En 1997, 1’étude d’une famille supplémentaire (famille 2, figure 2A, 2B) (Schanen et al.
1997} chez laquelle une tante et une ni¢ce sont atteintes et la mére certainement vectrice
présentant une atteinte légere a étendu la carte d’exclusion jusqu’en Xp22.2 au niveau du
marqueur DXS1053. Sur ie bras long du chromosome, seul un marqueur a pu étre éliminé
(DXS5456).

En 1998, trois publications (Xiang et al. 1998 ; Sirianni et al. 1998 ; Webb et al. 199§)
ciblérent la région candidate en Xq28 grice au cumul des données de nouvelles familles dont
la plus remarquable : [a famille 3 (figure 2A). Cette famille, rapportée par Sirianni (Sirianni et
al. 1998) est d’origine brésilienne comportant une fratrie de 9 enfants dont 3 fillettes
présentent un syndrome de Rett. C’est la premiere fois qu’un cas familial avec plusieurs (en
I’occurrence ici 3) enfants atteints d’un syndrome de Rett est décrit. Ceci a permis aux auteurs
de réaliser une analyse de liaison multipoint, en supposant que la mutation était d’origine
maternelle. Les auteurs se sont appuyés sur 3 arguments i) présence dans la fratrie de filles
atteintes et de filles saines, 11) déséquilibre apparent du sex-ratio (un seul gar¢on dans toute la
fratrie, mort au bout de 3 jours), i) une inactivation biaisée du chromosome X de la meére
(95%-5%). L’analyse de la famille a donné un lod score positif (Z=1,2) seulement pour la
région en Xq28 a partir du marqueur DXS998 (figure 2B). Toutefois, la valeur significative
argumentant en faveur de ’existence d’une liaison entre un marqueur et le locus morbide
devant étre supérieure ou égale a 3, les auteurs ont alors cumulé les données de cette famille
avec les données précédemment publiées et ont déterminé un "lod score cumulatif” de 2.9
uniquement pour la région X28. Ces résultats apportaient un argument supplémentaire quant

a la localisation probable du geéne responsable du syndrome de Rett en position Xq28,
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localisation d’abord évoquée par Xiang (Xiang et al. 1998). Un mois plus tard, Webb (Webb
et al. 1998) publiait une analyse de haison entre 6 nouvelles familles confirmant ainsi

I’implication vraisemblable de la région Xq28.

A. B

o i)XSEG?}_

famille || pxsios3
DXS1218 _

DXS704

famille 2

”_’O famille 3 DXS456

2 DXS$1222

(5 é i DXS1059

éﬁ / 8 9
DXS8043
DXS998

Figure 2 : Cartographie du locus morbide impliqué dans le syndrome de Rett.

A. Pedigrees des familles ayant permis la cartographie du locus morbide dans la région Xq28.
B. Carte d'exclusion du chromosome X. A gauche de l'idéogramme du chromosome X, sont
indigués les marqueurs délimitant les zones exclues (en rouge, en vert et en bleu) par les
études de cartographie des familles 1 (rouge), 2 (vert) et 3 (bleu) respectivement.

La région mmpliquée dans le syndrome de Rett étant ansi déterminée, "il ne restait plus qu’a”

identifier le géne coupable.
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2.2.3. Recherche du géne responsable du syndrome de Rett
2.2.3.1. Etudes de genes candidats

En parallele de I’approche par cartographie d’exclusion, de nombreux laboratoires ont réalisé
une recherche de mutations dans des génes candidats. Un des tous premiers génes candidats
écarté a ¢té le géne codant ’ornithine transcarbamylase (OTC) localisé en Xp21.1 dont la
déficience entraine I'hyperammoniémie de type II, symptéme pensé initialement comme
caractéristique du syndrome de Rett (Rett 1966). Ensuite, les chercheurs se sont focalisés sur
des génes exprimés soit majoritairement, soit exclusivement dans le systéme nerveux central,
étant donné la physiopathologie du syndrome de Rett. Un dizaine de génes candidats (revue
Schanen 1999) ont ¢té criblés, aucun n’a présenté de mutations chez les patientes atteintes de

syndrome de Rett.
2.2.3.2. Stratégie de clonage par une approche combinée

Aprés assignation d’une maladie génétique & une région chromosomique donnée, il est
désormais possible d’interroger les bases de données pour avoir acceés a la liste des génes ou
des transcrits localisés dans cette région. Les données disponibles sur ces génes (séquence,
expression, fonction, synténie, etc) sont comparées aux caractéristiques de la maladie afin
d’identifier le meilleur géne candidat. La recherche de mutations chez des individus atteints
permetira de confirmer ou d’infirmer que le géne candidat désigné est réellement responsable
de la maladie génétique étudiée.

La région Xg28, bien que donnant une coloration homogeéne en technique de bandes
chromosomiques G, est définie comme étant assez hétérogéne au niveau génomique. En effet,
elle est composée de régions qui sont répétées sur le chromosome X, de la région pseudo-
autosomique 2 (PAR2), des séquences classiques sub-télomériques et télomériques, et enfin
d’un fragment de 350 kb dupliqué dans les régions péricentromériques de quelques autres
autosomes (Eichler et al. 1996, 1997). De plus, cette région est considérée, de part notamment
sa forte concentration en bases azotées guanines et cytosines, comme 'une des régions les
plus riches en génes du génome humain (17 génes impliqués dans les RMLX sont déja décrits

dans cette région (Chrurazzi et al. 2001)).



En dépit d’un élargissement des génes candidats possibles de cette région, en tenant compte
d’autres symptomes de la maladie, tels les problémes de croissance malgré une nutrition
adéquate (Motil et al. 1994 ; Motil et al. 1998), ou I’ostéopénie malgré une homéostasie du
calcium, du phosphate et du systéme endocrinien normale (Haas et al. 1997 ; Leonard et al.

1999), aucun géne coupable n'a été caractérisé.

2.2.3.3. Criblage systématique des genes de la région Xq28

C’est un criblage mutationnel systématique des génes localisés dans la région Xq28&8 qui eut
raison de |'identification du géne responsable du syndrome de Rett. En octobre 1999, Amir et
al. (Amir et al. 1999) décrivirent des mutations dans le géne MECP2 (Methyl CpG-binding

protein 2) chez 25% des patientes ctudiées.



C. Régulation de la transcription

1. Quelques rappels sur la transcription

La transcription, étape fondamentale du cycle de la cellule, correspond a la synthése d’ARN
(ARNm, ARNt et ARNr). Cette étape se déroule principalement dans le noyau, et de fagon
plus limitée dans les mitochondries ou autre organelle (chloroplastes) de la cellule. La
synthése d’ARN nécessite une ARN polymérase ADN dépendante qui, & partir du brin
matrice de I’ADN et des précurseurs (ATP, CTP, UTP et GTP) fabrique dans le sens 5°-3°, la
chaine d’ARN par complémentarité au brin matrice.

On distingue trois molécules d’ARN polymérases différentes permettant la synthése des

différentes classes d’ARN (tableau X).

Tableau X : Les trois classes d’ARN polymeérases eucaryotes

| classes génes transcrits
I ARNr 285, ARNr 18S, ARNr 5,85
I génes codant les protéines et la plupart des sn ARN
111 ARN 58, ARNt, sn ARN U6, ARN 7SL, ARN 7SK, ARN 7SM

La transcription des génes cucaryotes implique des interactions entre des séquences
régulatrices actives en cis et des facteurs de transcription protéiques actifs en frans. En effet,
I’ARN polymérase ne peut initier seule la transcription.

Le promoteur, ensemble de courtes séquences regroupées en amont de la séquence codante du
géne, constitue le signal de reconnaissance pour les facteurs de transcription qui se lient a
I’ADN afin de positionner la polymeérase au site unique d'initiation de la transcription.

1l existe différents types de séguences promotrices, chacune fonctionnant avec des facteurs
particuliers qui caractérisent certains génes.

Ainsi, les génes ayant une expression spatio-temporelle bien précise (comme la B-globine)
incluent toujours dans leurs séquences promotrices une séquence  CONSENSUS
TATA(A/T)A(A/T) appelée boite TATA située 25 pb en amont du site d’initiation de la

transcription. Cette séquence est responsable de la sélection précise de la base qui définit le
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premier nucléotide transcrit, une mutation dans cet élément n’empéche pas I'initiation de la
transcription mais entraine une hétérogénéité dans le premier nucléotide transcrit.

D’autres génes, tels les génes domestiques n’ont pas de boite TATA mais souvent une boite
appelée GC, correspondant a la séquence consensus GGGCGG. En plus de ces boites TATA
ou GC, les séquences promotrices classiques incluent souvent une boite CAAT, située 80 pb
en amont du site d’initiation, déterminant important de 1’efficacité du promoteur.

De la méme fagon, il existe différents facteurs de transcription dont certains définissent avec
I’ARN polymérase le complexe minimal de la transcription. Le tableau XI en présente

quelques uns.

Tableau X1 : Quelques éléments régulateurs en cis et leurs facteurs de transcription associés

Eléments cis Séquence consensus Facteurs associés en frans
Boite GC GGGCGG Spl g
Roite TATA TATA(A/T)A(A/T) TFIID |
Boite CAAT | CCAAT Nombreux, C /EBP, CTF/NFI
TRE GTGAGTA/CA Famille AP-1, JUN/FOS

CRE GTGACGTA/CAA/G | Famille CREB/ATF

Une séquence des éveénements de formation du complexe basal de la transcription et
d’initiation de la transcription des génes codant des polypeptides a été proposée (Roeder et al.
1991). Aprés reconnaissance d’une séquence promotrice particuliére par ses facteurs de
transcription, le facteur de transcription TFII B se fixerait 4 TADN et serait impliqué dans la
détermination de la distance qui sépare le promoteur du site d’initiation de la transcription. Le
facteur TFII F recruterait alors I’ARN polymérase II sur I’ADN. L’ ¢élément TFII E mteragirait
avec le complexe TFII F/ARN polymérase II et permettrait la fixation de TFII H responsable
de 1a phosphorylation de la grande sous-unité de la polymérase entrainant ainsi son activation.
A ce promoteur minimal déterminant la position précise du démarrage de la transcription et le
niveau basal d’expression, viennent s’ajouter des activateurs (enhancers) actifs en cis,
augmentant la production d’ARNm de génes spécifiques ou des inhibiteurs (silencers}
dimmuant activité¢ trancriptionnelle. A la différence des séquences promotrices dont la
position est relativement constante, ces enhancers ou silencers sont localisés & des distances
variables et parfois considérables du site d’initiation de la transcription (par exemple un

élément régulateur du géne DFNJ est situé & 40-50 kb du promoteur (Cremers et al. 1995)).



Comme dans le promoteur minimal, ces séquences fixent des protéines qui régulent
I'expression des génes a distance en introduisant des boucles au niveau de IPADN leur

permettant ainsi d’interagir positivement ou négativement avec le complexe transcriptionnel

(figure 3).

sl

transcription
—_—

TFIIE

Figure 3 : Complexe d'initiation de la transcription (d'aprés Roeder 1991}

TAF - TFII D associated factor
act : activateur
s1, s2 : séquences régulatrices distales

I1. Régulation de la transcription

Le contenu en ADN d’un type spécifique de cellules est exactement identique a celui de tout
autre type cellulaire du méme organisme. C’est la variation du profil d’expression des génes
au sein de la cellule qui est a Porigine de sa spécificité. Les fonctions essentielles
(métabolisme, croissance et division cellulaire) sont déterminées par les génes dits de
ménage ou domestiques exprimés dans toutes les cellules. L expression de nombreux autres
génes est étroitement restreinte au type cellulaire (expression génique spécifique de tissu).
Cependant méme les génes a expression spécifique de tissu sont transcrits a des niveaux tres
bas dans quasiment tous les types cellulaires par la transcription illégitime (Kaplan et al.

1992).
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L’expression génique spatio-temporelle spécifique a chaque type cellulaire est due & un
contrdle épigénétique de I’expression des génes. Ceci implique un "marquage” de I’ADN,
sans altérer sa séquence nucléotidique. A I’heure actuelle, au moins deux mécanismes a
I'origine de ce marquage sont connus, il s’agit de la méthylation de I’ADN et de
I'acétylation/désacétylation des histones. Ces deux mécanismes agissent de concert dans Ia

régulation transcriptionnelle des génes.

1. Modifications de la chromatine

Dans les cellules eucaryotes, le matériel génétique est organisé en chromatine, structure
complexe composée d’ADN et de protéines. [.’unité fondamentale de la chromatine est le
nucléosome composé de 146 pb d’ADN enroulées autour d’un octamére de protéines histones
comprenant un tétramere (H3-H4), et deux dimeéres H2A-H2B (positionnés chacun sur une
face du tétramére) et d’une région d’ADN dite de liaison dont la longueur varie selon les
espéces et e type cellulaire. Un 5 éme type d’histone, I"histone H1 ou histone de liaison, se lie
a ’ADN de haison et aux histones de IPoctamére. Elle stabilise les niveaux supérieurs de
compaction de la chromatine.

It existe deux types de chromatine : I"'hétérochromatine et 1’euchromatine. L’hétérochromatine
correspond & un état trés condensé de la chromatine, et est généralement associée & une
répression transcriptionnelle. On distingue P'hétérochromatine constitutive localisée au niveau
des régions centromériques et subtélomériques, de "'hétérochromatine facultative qui adopte
cette conformation condensée dans certaines régions du génome de maniere cellule-
spécifique. L’euchromatine représente un état moins condensé de la chromatine,” et est
généralement associée & une activité transcriptionnelie.

La chromatine, par sa structure dynamique, est déterminante pour toutes les fonctions du
génome : transcription, réplication, réparation et recombinaison. Cette nature dynamique est
rendue possible par des modifications post-traductionnelles réversibles des histones :
acétylation, phosphorylation, méthylation, ubiquitinylation, glycosylation et ADP-
ribosylation. Les quatre histones nucléosomiques H3, H4, H2A et H2B sont composées
chacune de deux domaines: un domaine carboxy-terminal enchassé dans la structure du
nuciéosome et une extrémité amino-terminale basique pointant & ["extérieur du nucléosome.
Cette extrémité, encore appelée "queue" de I'histone, de longueur variable (de 16 a 44 acides
aminés, Spencer et al. 1999) est riche en lysines. C’est au niveau de ce domaine N-terminal

qu’ont lieu la plupart des modifications, excepté 'ubiquitinylation qui se produit dans le
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domaine C-terminal. Ces modifications constitueraient un véritable code épigénétique des
histones (Jenuwem et al. 2001). Le role de ces différentes modifications n’est pas encore
clairement élucidé. Il semble que I"ubiquitinylation des histones affecte la ségrégation des
chromosomes et la transcription. L’histone H2B ubiquitinylée serait associée 4 de ’ADN actif
transcriptionnellement (Spencer et al. 1999). H1 et H3 scraient phosphorylées sur des résidus
sérines et thréonines particuliers de maniére dépendante du cycle cellulaire. En effet, une
phosphorylation plus importante de ces histones est observée au cours des mitoses pendant la
condensation des chromosomes. La découverte récente chez P'homme de ["histone H3
méthyltranstérase (SUV39HI) a mis en évidence que la méthylation de 1’histone H3
interviendrait dans organisation de la chromatine en euchromatine et hétérochromatine.

Parmi toutes les modifications post-traductionnelles des histones, le réle de
"acétylation/désacétylation des histones dans la régulation transcriptionnelle des génes est

aujourd’hui le mieux connu.
1.1. Acétylation et désacétylation

Une corrélation entre ’acétylation des histones et ["activité transcriptionnelle a été suspectée
dés le milieu des années 60 (Allfrey et al. 1964). Les régions hyperacétylées de la chromatine
contiennent des unités actives de transcription alors qu’une chromatine hypoacétylée est
inactive transcriptionnellement. L’état d’acétylation des histones résulte d’un équilibre entre
deux activités enzymatiques antagonistes : I'activité histone-acétyl tranférase (HAT) qui
permet de greffer un groupement acétyl, et I’activité histone désacétylase (HDAC) qui permet
-de "¢éliminer. Les HAT ou HDAC peuvent agir sur des régions chromatiniennes variables
allant d’un nuciéosome (par exemple le géne his3 de S. Cerevisiae) jusqu’a la quasi-totalité
d’un chromosome (le chromosome X inactivé chez les femelles des mammiféres).

Les premiéres HAT ou HDAC ont été identifiées chez la levure, ensuite c’est par une
recherche d’homologies dans les banques de données que 1’on a pu identifier les homologues

murins et humains.
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1.1.1. Les HAT

Les protéines nucléaires possédant une activité histone-acétyl transférase sont réparties en six
familles selon les variations observées dans le domaine conservé responsable de Pactivité
enzymatique.

Ces différentes protéines appartiennent & des complexes multiprotéiques incluant facteurs de
transcription et autres corégulateurs, elles sont impliquées dans une grande variété de voies de

transduction de signal (tableau XH).

Tableau XII : Les familles HAT

—

HAT Organismes Fonctions
Famille GCN5/PCAF
Gend Levure-»Homme Co-activateur
PCAF Homme Co-activateur
Famille MYST
Sas2 Levure Inactivation
Sas3 Levure Inactivation
Esal Levure Cycle cellulaire
MOF Drosophile Compensation de dosage
Tip60 Homme Interaction avec HIV Tat
MOZ Homme Leucémogenese
Famille TAFII250 Levure—Homme Facteur associé 4 TBP
Famille CBP/p300 Ver—>Homme Co-activateur global
Famille SRC Souris et Homme | Co-activateur des récepteurs stéroidiens
ATE2 Levure—>Homme Activateur séquence-spécifique
Famille GNAT
TFIIIC Homme Initiation de la transcription

d’aprés Marmorstein et al. 2001

L’acétylation ciblée d’histones nucléosomiques par le recrutement d’une HAT elle-méme
associée & un complexe protéique particulier, agirait de concert avec des facteurs dits de
remodelage des nucléosomes pour activer la transcription par modification de la structure
chromatinienne, En effet, des facteurs de remodelage des deux grandes familles SWI/SNF et
ISWI (définies par un domaine hélicase appelée swi2/snf2 et ISWI respectivement, qui est
couplé a une sous-unité catalytique ATPase) ont la capacité de rendre ’ADN plus accessible.

L’acétylation neutraliserait les charges positives portées par les résidus lysine, ce qui
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affaiblirait les interactions ADN/histones. Ces interactions diminuées, les facteurs de
remodelage (des deux familles SWI/SNF et ISWI) modifieraient la structure nucléosomique
en une forme dite altérée, par glissement des histones sur UADN libre rendant ainsi

accessibles les séquences promotrices cibles (Taddei et al. 2000).

1.1.2. Les HDAC

Il existe trois classes d’enzymes présentant une activité histone désacétylase chez les
eucaryotes supérieurs, définies en fonction de leurs similarités avec les séquences des HDAC
de levure. La classe I comprend les HDACI, 2, 3 et 8 qui sont homologues a ’THDAC Rpd3
de la levure. La classe Il correspond aux HDACA4, 5, 6 et 7 homologues a PHDAC Hdal de
levure. Et enfin la classe 1Il, récemment déterminée (Khochbin et al. 2001), regroupe les
protéines SIRT1 a 7 homologue a la protéine Sir2 de levure. Toutes ces protéines possédent
un domame catalytique conservé capable de désacétyler les histones ; on distingue les trois
classes par les séquences extérieures au domaine catalytique (Khochbin et al. 2001). Par
ailleurs, une étude récente des données de la littérature et des bases de données suggere que le
nombre de HDAC chez I’homme pourrait atteindre 17 (Gray et al. 2001).

A la différence des HAT, les HDAC appartiennent a des complexes multiprotéiques qui sont
impliqués dans la répression de la transeription. En effet, dans ces complexes multiprotéigues,
les HDAC sont couplées & des co-répresseurs. Tous les complexes ne sont pas encore €lucidés
a P’heure actuelle, deux seulement fonctionnant avec HDACI et 2 commencent a étre bien
caractérisés. Ces deux complexes, Sin3/HDAC et NuRD/Mi2/NRD ont en commun en plus de
HDAC! et 2, les protéines RbAp48 et RbAp46 (Rb associated protein 48/46 kb), et différent
par les co-répresseurs associés.

Le premier complexe, conservé depuis la levure jusqu’aux mammiféres, comprend le co-
répresseur Sin3p chez la levure, ou mSin3A ou mSin3B chez les mammifeéres.

Le second complexe est caractérisé par le co-répresseur Mi2 ou NuRD (Nucleosome
remodeling histone deacetylase complex) identifié chez les mammiféres comme facteur de
remodelage du nucléosome (Knoepfler et al. 1999).

De nombreux autres co-répresseurs associés aux HDACI et 2 ont été identifiés ou sont en
cours d’identification, laissant supposer que les deux complexes distincts formés soit & partir
de Sin3 soit a partir de Mi2 ne représentent que la partie immergée de I’iceberg correspondant
aux différentes voies de répression transcriptionnelle de la cellule.

La figure 4 illustre les différents co-répresseurs connus associés aux HDACT et 2.



complexe HDAC
. Rbp46/48
Mi2
MTA-2 GEB / HDAC1/2 sapis G
MBD3 gy _ P30 -
pot G NCor/SMRT (E gt SR
Hunchback Y Mad/Mn: CEREEED Max
PoG @D O O o Mecr2 @B
o< YYl TGIF  Rbpl fkaros D)
Ikaros UMES
MBD2 @B : \ « @
: Groucho l Rb -
e E2F
Facteurs de transcription

Figure 4 : Facteurs et co-répresseurs associés aux HDCA 1 et 2 (d'aprés Knoepfler et al. 1999)

Sont représentés les différents co-répresseurs interagissant avec HDACIT et HDAC?2 (en vert),
En bleu sont indigués les facteurs associés au co-répresseur Sin3

En rouge ceux associés au co-répresseur Mi2,

Les fleches montrent les interactions directes entre HDACI, 2 et les co-répresseurs ou
Jacteurs de transcription.

La troisieme HDAC de la classe I, HDAC3 fait partic d’'un autre complexe nucléaire
contenant SMRT et N-CoR qui sont des co-répresseurs de récepteurs nucléaires (Khochbin et
al. 2001).

Les complexes comprenant les HDAC des classes 11 et III n’ont pas ¢té isolés. Les membres
de la classe I ne semblent pas participer & 1'un et /ou Pautre complexe Sin3/HDAC,
NuRD/Mi2/NRD. Tls sont caractérisés par leur capacité de circulation entre le noyau et le
cytoplasme. Cette propriété serait dépendante du type cellulaire. Ainsi leur activité nucléaire
seraif hautement tributaire de feur localisation cellulaire (Khochbin et al. 2001).

De nouveaux co-répresseurs seront peut-étre identifiés ultérieurement associés spécifiquement
a ces deux classes de HDAC, ou bien ces HDAC pourrraient étre impliquées dans des voies
de répression transcriptionnelle indépendantes de co-répresseurs en désacétylant directement

par exemple des protéines du complexe transcriptionnel.



Comment la désacétylation des histones entraine-t-elle une répression transcriptionnelle par
modification de la structure chromatinienne 7 Actuellement, deux modeles sont proposés.
Dans le premier, la désacétylation des histones H3 et H4 libererait les charges positives du
résidu lysine qui s'allieraient par des interactions ioniques avec les groupements phosphates de
I’ADN chargés négativement. Cette interaction empécherait les facteurs de transcription de se
fixer au niveau de [eur séquence cible. Dans le second modéle, la désacétylation conduirait a

une compaction de la chromatine par interaction entre nucléosomes adjacents (figure 5).

Chromatine accessible/active Chromatine condensée/inactive

Figure 5 : Les deux modeéles possibles (A ou B) de 'effet de la désacétylation sur la chromatine

La haute affinité des queues des histones désacétylées pour ’ADN favorise le premier
mécanisme, mais des études de diffraction aux rayons X de cristaux de nucléosome semblent
en faveur du second (Bestor 1998).

Ces deux modéles sont peut-étre 1’1llustration de "action différente des multiples complexes
pour réprimer la transcription dans la cellule. Des génes pourraient nécessiter un remodelage
plus complexe de la chromatine grice a I’intervention du facteur Mi12 pour étre efficacement
mactivés. Ces mémes geénes seraient alors résistants a la répression par le complexe

comprenant le co-répresseur Sin3.

En conclusion, les activités histone-acétyl-transférase et histone désacétylase incorporées via

des corégulateurs au sein de complexes protéiques incluant des facteurs de transcription



spécifiques, seraient ciblées vers des promoteurs particuliers. Par exemple, Phétérodimére
Mad-Max en se fixant a son site de reconnaissance recruterait au niveau de ses génes cibles,
HDAC?2 via le corepresseur Sin3. Dans le cas des génes activés en réponse a I’AMPc, le
facteur CREB se lie aux séquences CRE (cyclic AMP response element) en amont des
promoteurs des genes concernés, et recrute "histone-acétyl-transférase CBP/p300 qui interagit
avec une autre HAT (PCAF). Ici, CBP/p300 est a la fois une HAT et un corégulateur. Dans le
cas des récepteurs des hormones thyroidiennes, le complexe RXR/TR en absence de son
ligand recrute une HDAC via mSin/NCor/SMRT alors que, en présence du ligand, il recrute
~ une HAT au méme site.

11 est & noter enfin, que les HAT et les HDAC agiraient sur d’autres protéines que les histones
nucléosomiques comme par exemple des facteurs de transcription ou des protéines
chromatiniennes non-histones (HMG (High mobility group)) pour réguler la transcription de

la cellule.

2. Méthylation de ’ADN

2.1. Définition et fonctions de la méthylation

La méthylation de ’ADN constitue une modification épigénétique majeure des génomes
eucaryotes. A la différence des procaryotes ou adénines et cytosines peuvent étre méthylées,
chez les eucaryotes, la méthylation n’affecte que les cytosines, elle se produit sur le carbone 5
du noyau pyrimidique. De plus, seules les cytosines appartenant a un doublet 5’CpG3” sont
méthylables.

Ces dinucléotides sont relativement sous-représentés dans le génome humain, leur fréquence
est cinq fois mférieure a celle attendue par un simple calcul statistique. Chez ’homme, 60 a
90% des cytosines de ces dinucléotides 5’CpG3° sont méthylées (Bird 1986). La 5-méthyl-
cytosine peut étre spontanément désaminée et donner une thymine (Frederico et al. 1990 ;
Shen et al. 1994). La thymine étant alors mésappariée avec une guanine, devrait étre reconnue
par le systtme de réparation spécifique de ’ADN, excisée et remplacée par une cytosine.
Mais la rareté des séquences 5’CpG3’ indique probablement que le systéme de réparation est
relativement inefficace dans ce cas précis. La conséquence est que ces cytosines méthylées
constituent des points chauds de mutation (C—T ou G—A).

Certaines régions du génome riches en 5’CpG3” (correspondant a environ 1% de la totalité

des dinucléotides 5’CpG3°) ont €€ caractérisées car elles donnaient de nombreux petits
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fragments aprés digestion par une enzyme de restriction sensibles a la méthylation ¢’est-a-dire
contenant dans son site de coupure un dinucléotide 5°CpG3° (comme ’enzyme Hpall dont la
séquence cible est CCGG). Cette hydrolyse a mis en évidence deux propriétés de ces régions :
une concentration élevée en doublets 5’CpG3” et un état non méthylé. Ces régions d’ADN
riches en 5°CpG3’ sont appelées “ilots CpG ™ ou 1l6ts HTF (Hpall Tiny Fragments). Ils
présentent donc la particularité¢ d’étre regroupés sur 1 & 2 kb dans des régions précises du
génome (Bird 1986). Ces il6ts sont localisés au niveau des promoteurs d’approximativement
60% des génes transcrits par PARN polymérase I, dont la quasi-totalité des génes
domestiques (Antequera et al. 1994). Le géne codant la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD) présente la particularité de posséder une paire d’ilots CpG non pas dans sa région
promotrice mais a proximité de son extrémité 3’ (Bird 1986).

La méthylation de ’ADN est 4 [PPorigine de plusieurs mécanismes impliqués dans la
répression trancriptionnelle. Comme nous I'avons vu précédemment, la méthylation joue un
rile essentiel dans I’inactivation des génes situés sur un des deux chromosomes X chez les
femelles de mammiferes.

Par ailleurs, la méthylation est impliquée dans la répression de génes soumis a [’empreinte
parentale. Chez les mammiféres, quelgues génes ne sont exprimés qu’a partir d’un seul alléle
en fonction de son origine parentale (on parle d’hémizygotie fonctionnelle), [’alléle réprime
étant hyperméthylé. Les syndromes d’ Angelman et de Prader-Willi constituent une illustration
de référence de i’empreinte parentale. En effet, une absence de contribution paternelle par
délétion ou disomie maternelle de la région critique (en 15q11-q13) entraine un syndrome de
Prader-willi. A 'opposé, une absence de contribution maternelle est a ’origine d’un
syndrome d’Angelman. Ainsi une méme région du génome engendre deux pathologies
distinctes.

De plus, la méthylation des cytosines contribuerait & I'immobilisation de transposons ou de
rétrovirus endogénes, agents potentiellement hautement mutagénes par insertion ou
recombinaison illégitime. Les génes soumis & inactivation sur le chromosome X chez la
femme ou a empreinte parentale rendent compte de moins de 10% des cytosines méthylées du
génome ; la grande majorité se situe au niveau des transposons qui sont assez abondants (les
¢léments transposables au nombre de 10° représentent environ 40% du génome humain). La
méthylation de ’ADN constituerait une défense de la cellule hdte contre ces €léments (Bestor
2000).

Une perturbation des profils généraux de la méthylation entraine de nombreux

dysfonctionnements cellulaires. 1l a été montré que la méthylation était essentielle pour un
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développement murin correct. En effet, des souris privées du géne codant ’ADN
méthyltransférase 1 ne sont pas viables (Li et al. 1992). De la méme fagon, une déméthylation
des séquences satellites classiques de PADN chez I’homme entraine une instabilité
chromosomique avec une immunodéficience caractéristiques du syndrome ICF
(Immunodeficiency, Centromere instability and Facial anomalies) (Xu et al. 1999).

Enfin, a opposé, une hyperméthylation aberrante a des conséquences importantes sur la
cancérogenése ou sur les tentatives d’infervention thérapeutiques. la méthylation de
promoteurs de génes suppresseurs de tumeurs contribue directement a la progression de
certains cancers (Baylin et al. 2000), alors que la méthylation de I’ADN exogéne introduit

dans des cellules compromet les efforts de thérapie génique (Bird et al. 1999).

2.1.1. Les acteurs de la méthylation

Actuellement, trois familles d’ADN cytosine-5-méthyltranférase (DNMT) sont connues chez
les mammiféres : la famille DNMTI, la famille DNMT2 et la famille DNMT3. Ces trois
familles regroupent cinq DNMTs présentant toutes un domaine catalytique caractérisé par dix
motifs de s€quences dont six sont fortement conservés {excepté pour DNMT3L) (figure 6).
On retrouve la quasi-totalité de ces motifs dans toutes les DNMTs depuis la bactérie jusqu’a

I’homme en passant par les champignons et les plantes (Colot et al. 1999).
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DNMT1 © ROLE N B V707 - .
DNMT?2 e i
DNMT3A . _C_ys__ L1V V] IX X
DNMT3B = et XX
DNMT3L Cys

Figure 6 : Les ADN méthyltransférases (d'aprés Bestor, 2000)

Les motifs I-X définissent le domaine catalytique des ADN méthyltransférases.
Cys : région riche en cystéines

-La famille DNMT1
Le géne Dnmirl présente la particularité unique d’étre exprimé a partir de promoteurs

différents qui sont spécifiques du sexe et d'un exon (figure 7).

4 e

Figure 7 : Les différents exons sexe-spécifiques du géne Dumtl (d'aprés Bestor 2000)

fo= exon spécifique de l'expression du gene dans les ovocytes

5= exon spécifique de l'expression du géne dans le soma (des deux sexes)

1p= exon spécifique de l'expression du géne dans les spermatocytes au stade pachyténe
En bleu, est indiqué l'épissage se produisant dans les ovocytes,

Envert, l'épissage spécifique des cellules somatigues,

En rouge, l'épissage spécifique des spermatocytes.

Ainsi, il existe une protéine de 1620 acides aminés, exprimée seulement au niveau du soma, et
une protéine 118 acides aminés (plus courte du coté N-terminal) exprimée uniquement dans

les ovocytes. Les spermatocytes possédent aussi leur propre (exon et) promoteur actif
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entrainant un épissage alternatif spécifique du stade pachyténe de la méiose. Bien que ce
transcrit spécifique soit synthétisé, aucune protéine n’est détectée dans les spermatocytes.

Yoder et al. (Yoder et al. 1997) ont montré que chez la souris, la protéine DNMT] avait une
préférence 5 a 30 fois supérieure pour PADN hémiméthylé par rapport & de ’ADN non
méthylé, d’ot la conclusion gu’elle serait responsable de la méthylation dite de maintenance
et agirait notamment apres le passage de la fourche de réplication. Récemment, Fuks et al.
(Fuks et al. 2000) ont localis€¢ dans DNMT1 un domaine de répression transcriptionnelle

pouvant interagir avec HDAC] et ainsi réprimer la transcription.

-La familie DNMT?2

Dnmt2 a été identifié par recherches d’homologies avec Dnmt! dans les bases de données
regroupant ’ensemble des EST (Expressed Sequence Tag). Fait surprenant, elle est
homologue a pmtlp de S. pombe, organisme non connu pour méthyler son ADN. A la
différence de Dmnmzl, une interruption du geéne Dnmi2 dans les cellules souches
embryonnaires (cellules ES) n’a pas de conséquence sur les profils de méthylation, et
n’affecte pas la capacité de ces cellules a méthyler un ADN viral nouvellement intégré. Se
pose la question du réle biologique de cette famille d’ADN méthyltransférases. Un début
d’explication du réle physiologique proviendrait de I’observation que seuls les organismes
possédant des homologues de Dmmir? présentent une fonction et une structure du
centromere identiques ; ce qui n’est pas le cas par exemple de S. cerevisiae ou C. elegans qui
n’ont pas d’homologues de Dnmi2 et qui présentent une structure centromérique différente

(Bestor 2000).

-La famille DNMT3

Cette famille comprend trois méthyl-transférases : DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L.
DNMT3L a été cartographiée dans la partie distale de la région critique du syndrome de
Down en 21g22.2-22.3. On ne sait pas si ce géne est impliqué ou non dans 1’étiologie de ce
syndrome. DNMT3A et DNMT3B seraient responsables de la méthylation de novo de régions
particuliéres du génome. Un double mutant murin Dnmt3A~~/Dnmt3B~~ est incapable de
méthyler des séquences virales nouvellement intégrées, alors que chaque simple mutant
hétérozygote peut le faire. L’interruption de Dnmt34 comme de Drnmt3B chez la souris est
létale (Okano et al. 1999).

DNMT3B est la seule méthyl-transférase, a ce jour, dont une mutation & I’état homozygote

dans le domaine C-terminal est impliquée dans une pathologie humaine : le syndrome ICF.
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L’instabilité centromérique caractéristique de ce syndrome s’explique par une déméthylation
des séquences satellites classiques de I’ADN visible cytogénétiquement au niveau des régions
péricentromériques des chromosomes 1, 9 et 16. Bien que ces régions soient totalement
déméthylées, aucun des patients n’est homozygote pour une mutation nulle, suggérant que la
perte totale de fonction de DNMTS3 serait [étale chez ’homme comme c’est le cas chez la

souris {Bestor 2000).

2.2. Méthylation et répression transcriptionnelle

Deux modéles, I'un direct et ’autre indirect, sont envisagés pour expliquer la fagon dont la
méthylation des 5°CpG3’ réprime la transcription.
La méthylation peut interférer directement avec la transcription en empéchant la liaison de la
-machinerie basale ou de facteurs plus spécifiques avec les séquences promotrices cibles. La
méthylation de ces séquences serait pergue comme une "mutation" dans le site de liaison pour
fes facteurs de transcription et empécherait donc leur fixation. Il a été montré, en effet, que
certains facteurs de transcription comme les facteurs de transcription AP-2 et CREB/ATF
impligués respectivement dans 'expression du gene proenkephaline (Comb et al. 1990) et des
génes répondant & I’AMPc (Iguchi-Ariga et al. 1989) étaient sensibles a la méthylation de leur
promoteur respectif. Toutefois, ce n’est pas le cas de tous les facteurs de transcription, par
exemple le facteur de transcription Spl dont la séquence cible est la boite CG (GGGCGG) est
indifférent a son état de méthylation (Holler et al. 1988).
Ceci constitue un premier argument en faveur de I’existence d’un mécanisme d’action
indirecte de la méthylation sur la transcription. I)’autres observations sont venues conforter
cette hypothése. Une de ces observations montre que I’injection dans des noyaux du gene
méthylé de la thymidine kinase du virus simplex de I’herpés (HSV tk) n’entrainait sa
répression transcriptionnelle qu’au bout de huit heures (Buschhausen et al. 1987). Ce résultat
est incompatible avec un mécanisme instantané de répression. La cinétique de mise en place
de la répression pourrait témoigner d’un temps nécessaire a |’établissement d’une interaction
entre ’ADN méthylé et des composés nucléaires. Ainsi, ce mécanisme indirect suppose
I’intervention de protéines nucléaires particuliéres qui reconnaitraient spécifiquement ’ADN
méthylé et empécheraient secondairement 'interaction entre le complexe transcriptionnel et fe
promoteur. Ce modele a été validé par la découverte de ces protéines nucléaires qui se lient a

I’ADN meéthylé et répriment la transcription (Boyes et al. 1991).



2.2.1. Les protéines se liant aux cytosines méthylées ou Methyl

CpG binding proteins (MeCP)

Au début des années 90, deux protéines ayant une affinité pour PADN méthylé ont €té
caractérisées : MeCP1 (Meehan et al. 1989) et MeCP2 (Lewis et al. 1992).

Aujourd’hui, ces deux protéines appartiennent a une famille constituée de trois membres
suppiémentaires : MBD2, MBD3 et MBD4 (pour Methyl Binding Domain) identifiés par
Hendrich et al. (Hendrich et al. 1998) grice a une recherche, dans les bases de données
mammaliennes des EST, de séquences homologues au domaine de liaison aux cytosines
méthylées (MBD) de MeCP2.

Seule MeCP1 est en réalit¢ un complexe multiprotéique (poids moléculaire natif par gel
filtration entre 400-800 kD) (Meehan et al. 1989)) dont la composition n’est pas totalement
élucidée. MBD?2 constitue le composant de liaison a I’ADN méthyl¢ du complexe MeCP1 (Ng
et al. 1999). MeCP1 étant un complexe multiprotéique, il n’apparait pas directement dans la
liste des membres de la famille des MeCP, mais apparait par son MBD. Ainsi, les cing
membres de la famille des MeCP sont : MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 et MBD4.

Toutes ces protéines ont en commun le MBD composé d’environ 70 acides aminés présentant
un haut degré de similarité (50-70%), et dont la séquence ne correspond a aucun des cing
motifs d’interaction protéine/ADN précédemment connus [motif hélice-coude-hélice (ou
helix-turn-helix), motif en doigt de zinc (ou zinc finger), motif glissiére a leucines (ou leucine
zipper), motif hélice-boucle-hélice (ou helix-loop-helix) et le motif feuillets § antiparalleles
(ou antiparallel B-sheet)]. Ceci suggére fortement que le MBD constitue un nouveau motif
d’interaction protéine-ADN. Les homologies de séquences au sein du MBD montrent que les
protémes pourraient étre regroupées en deux sous-classes : d'un cdté MeCP2 et MBD4, et de
Pautre c6té MBDI1, 2 et 3. Dans les cing génes, le MBD est interrompu par un intron toujours
Tocalisé a la méme position témoignant d’un probable géne ancestral commun (Hendrich et al.
1998). Enfin, les similarités de séquences entre ces cing protéines sont uniquement restreintes
a leur MBD, excepté pour MBD?2 et 3 qui présentent une similarité de 71,1% sur la totalité de
leur séquence (Hendrich et al. 1998).

Des expériences de Northern blot ou de RT-PCR (reverse transcriptase-PCR) sur ces cing
génes ont mis en évidence une expression ubiquitaire chez la souris. Dans les cellules ES,
seules MBD3, MBD4 et MBD?2 en plus faible quantité, sont détectées. Cefte diminution, voire
pour MBD1 cette absence, de transcrits peut étre corrélée avec le fait que la méthylation est

connue pour étre peu importante dans la viabilité¢ des cellules ES (Lei et al. 1996). Une



quantité¢ normale de transcrits MBD3 et MBD4 ne suppose pas forcément une syntheése des
protéines correspondantes.

Du fait de leur expression ubiquitaire, ces cing génes sont considérés comme des geénes de
ménage et comme attendu pour de tels génes, des ilots CpG ont été caractérisés dans leur
extrémité 5° (Hendrich et al. 1999). Les localisations chromosomiques ont été déterminées
pour les quatre génes MBD/, 2, 3 et 4 (Hendrich et al. 1999). A la différence du locus MECP2
(Vilain et al. 1996), ces quatre génes sont autosomiques. Les génes MBD/! et 2 sont
cartographiés tous les deux sur le chromosome 18 au niveau de la bande g21, le locus MBD3
est positionné en 19q13 et AMMBD4 en 3g21.

La figure 8 résume 1’organisation et la structure protéique des génes MBDI, 2, 3, 4 et MECP2.

60



B
MBDI1 riA__:lﬁ_ﬂ:ﬂ:———éj} ]
CxxCxxC)y UAG
uaG
MBD2a | N~ ﬁ
T T UAA
UAG
UAG
4'
MBD2b = J ]
\—‘—- T UAA
UAG
)12
MBD?3 }
UAG
MBD4 = N 1
UGA
MeCP2 3
UGA

Figure 8 : La famille des protéines MBD

- représente le MBD (Methyl binding domain)

/\ symbolise les différentes possibilités d'épissage

Les dewx formes de la protéine MBD2 sont indiquées, elles correspondent a l'initiation de la

transcription soit au premier (MBD2a), soit au second (MBD2b) codon méthionine.
Le géne MB D2 peut donner des transcrits plus couris sil'exon 4" ou l'exon 3 ne sont pas
épissés. Treprésente le transcrit plus court, par insertion de l'exon3, spécifiquement

synthétisé dans les testicules.

B représente le site d'épissage spécifiquement utilisé dans le cerveau pour le géne MBD1

TRD: domaine de répression transcriptionnelle
(GR) 11: motif de 11 glycine-arginine
(E) 1 2: motif de 12 acides glutamigues
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Hendrich et al. (Hendrich et al. 1998) ont montré par des expériences de retard sur gel
complétées par des études de transfection avec la GFP (green fluorescent protein) que MBD1,
MBD?2 et MBD4 peuvent former des complexes spécifiques avec 'ADN méthylé in vitro. Les
protéines MBD ne nécessitent qu’une scule paire de dinucléotides 5'CpG3' méthylés
symétriquement pour se fier a I’ADN. Ce n’est pas ie cas du complexe MeCP1 qui a besoin de
douze paires de cytosines méthylées pour interagir avec ’ADN (Meehan et al. 1989). Ces
protéines se lient 4 ’ADN sous forme de monomeres (Ballestar et al. 2001).

Malgré sa forte similarité de séquence protéique avec MDB2 (71,1%), seule MBD3 ne semble
pas posséder la capacité de liaison avec I’ADN méthylé et montre un profil de localisation in
vivo tout a fait différent. Le trés haut degré de conservation entre les homologues murin et
humain de ces deux protéines (97,6% d’identité en acides aminés pour MBD2, et 93,8% pour
MBD?3) laisse supposer que ces deux protéines sont fonctionnelles. Une hypothese serait que
le géne MBD3 proviendrart d’une duplication du géne MBD2 et gqu’il aurait acquis une
nouvelle spécificité de liaison & ADN méthylé non détectée par les approches utilisées
(Hendrich et al. 1998). Une analyse de la séquence du motif MBD suggére une seconde
hypothése. Ohki et al. (Ohki et al. 1999) ont montré que des mutations au niveau d’acides
aminés hautement conservés depuis le Xénope jusqu’a '’homme et entre les cing MBD,
pouvaient fortement géner la capacité d’interaction de la protéine avec I’ADN méthylé. Deux
résidus (en position 30, en position 34) différents dans le MBD du géne MBD3 des
mammiféres par rapport aux résidus des autres membres de la famille MBD pourraient
expliquer ’absence de liaison de la protéine MBD3 a I’ADN méthylé (Ballestar et al. 2001).
Une mutagenése ciblée au niveau de ces deux acides aminés (positions 30 et 34) permettrait
de vérifier cette derniére hypothése.

Une fois la capacité d’interaction de ces protéines avec I’ADN méthylé prouvée, 1] restait a
comprendre comment ces protéines intervenaient pour réprimer la transcription. Mais avant
cela, arrétons nous un peu plus longuement sur la protéine MeCP2, archétype de la famille

MBD et récemment impliquée dans le syndrome de Rett (Amir et al. 1999).
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2.2.2. La protéine MeCP2
2.2.2.1. Organisation et expression du géne MECP2

Le géne MECP2, couvrant quelques 80 kb dans la région Xg28, est localisé entre les locus
IRAK (interleukin I receptor-associated kinase) et RCP (red opsin), région synténique
retrouvée sur le chromosome X de la souris (Dragich et al. 2000). Le géne est composé de
quatre exons qui sont transcrits depuis le télomére vers le centromere du chromosome X. La
région codante comprend 1461 nucléotides et se répartit entre les exons 2 et 4 (figure 9). La
région 3’ non traduite (3’-UTR, 3’-untranslated region) dans ’exon 4 est inhabituellement
longue : 8,5 kb, et présente des parties bien conservées entre ’homme et la souris (Coy et al.
1999 ; Reichwald et al. 2000). Comme les autres génes MBD, le géne MECP2 est considéré
comme un géne domestique du fait de son expression ubiquitaire et de son flot 5°CpG3” en 57
(Reichwald et al. 2000). II serait notamment régulé par le facteur de transcription Spl. En
effet, I’invalidation des deux alléles chez la souris (Spl'/') abaisse le taux d’expression du
géne MECP2 (Marin et al. 1997), et plusieurs sites potentiels de fixation pour Spl ont été
identifiés au sein de ’ilot 5°CpG3° du géne MECP2 (Reichwald et al. 2000). Ce géne est
soumis au processus d’inactivation chez la souris comme chez ’homme (Adler et al. 1995 ;

D’Esposito et al. 1996).
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tel Xp

Xq28
tel Xq

Figure 9 : Localisation et structure du géne MECP.2 sur le chromosome X

Les fleches indiquent le sens de transcription des différents génes IRAK, MECP2 et RCP.
Le géne MECP?2 est composé de quatre exons; la végion codante se répartit

entre les exons 2 et 4 (partie rouge).

Chez les mammiféres, le géne MECP?2 est largement exprimé dans les tissus embryonnaires et
adultes, avec toutefois, une expression & un niveau faible au début du développement
(Meehan et al. 1992). La région 3’'UTR contient cing sites potentiels de polyadénylation dont
utilisation fait 1’objet de controverses (Coy et al. 1999 ; Reichwald et al. 2000). En effet,
Coy et al ont détecté par Northern blot principalement trois transcrits d’environ 1,8 kb, 5 kb et
10,1 kb, alors que Reichwald et al. ont détecté deux transcrits majeurs de 1,9 kb et 10 kb et un
plus faiblement exprimé supérieur a 7,5 kb. Tous ces transcrits ont ¢été retrouvés dans la
plupart des tissus étudiés bien qu’une variation d’expression tissu-spécifique ait ét¢ mise en
évidence. Ils sont exprimés dans des quantités équivalentes dans le poumon, les reins, le tube
digestif, les glandes thyroidiennes et surrénales, alors que le plus petit transcrit est plus
abondant au niveau des muscles cardiaque et squelettiques, du tissu lymphoide, du foie et du
placenta (D’Esposito et al. 1996 ; Coy et al. 1999 ; Reichwald et al. 2000). De plus, Coy et al

ont mis en évidence une variation du profil d’expression des différents transcrits selon les
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stades du développement. Alors que le transcrit de 10,1 kb est plus abondant dans le cerveau
feetal, le transcrit de 5 kb est plus abondant dans le cerveau adulte. Le réle biologique de ces
différents transcrits n’est pas encore élucidé, Reichwald a montré que les transcrits de 1,9 kb
et 10 kb avaient la méme durée de demi-vie (3-4 h), supposant alors que ’efficacité de leur
traduction respective pouvait différer. Le haut degré de conservation entre I’homme et la
souris de la région 3° non traduite suggere une fonction importante pour le plus long transcrit
de 10 kb. L’expression de plusicurs autres génes est connue pour €tre régulée au cours de
I’étape de polyadénylation, mais les mécanismes moléculaires a ’origine de cette régulation

ne sont pas élucidés (Edwalds-Gilbert et al. 1997).

2.2.2.2, Structure et fonction de la protéine MeCP2

Le polypeptide MeCP2 contient un domaine de liaison aux cytosines méthylées (MBD) (Nan
et al. 1993), un domaine de répression transcriptionnelle (TRD) (Nan et al. 1998 ; Jones et al.
1998) et deux signaux potenticls de localisation nucléaires (NLS) (Nan et al. 1996 ; Kudo et
al. 1998). Le domaine MBD comprend &5 acides aminés du ¢6té N-terminal, il est nécessaire
et suffisant pour I'interaction avec I’ADN méthylé en présence ou en absence de chromatine
assemblée. Par atlleurs, des expériences d’immunofluorescence in situ chez la souris ont
montré gue la protéine MeCP2 se localisait tout Je long des chromosomes mais était plus
particuliérement concentrée au niveau de 1’hétérochromatine péricentromérique connue pour
&tre hautement méthylée (Nan et al. 1993).

La résolution du domaine MBD par résonance magnétique nucléaire a révélé une nouvelle
structure en forme de "coin" (wedge-shaped structure). Cette structure consiste en quatre
feuillets [} antiparalléles et en une boucle avec une poc