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CONTRIBUTION A LA RECHERCHE DE GENES DE
VULNERABILITE A LA SCHIZOPHRENIE : ETUDE
DE REGIONS ET DE GENES CANDIDATS

BAUCHE Stéphanie
Soutenance le 4 juillet 2002

RESUME

La schizophrénie est une psychose grave qui touche des sujets jeunes et qui évolue vers une
dissociation progressive de la personnalité. Les bases physiopathologiques du syndrome
schizophrénique, cliniqguement hétérogene, ne sont toujours pas élucidées. Les études de ségrégation
ont montré que la transmission de la schizophrénie n’obéit pas a un modéle de transmission
mendélienne. 1l s’agit d’un syndrome a hérédité complexe dans lequel plusieurs genes a effet mineur
pourraient agir avec des facteurs environnementaux.

Afin de mettre en évidence des facteurs de prédisposition a la schizophrénie, (i) j’ai participé a
une étude multicentrique visant & confirmer les résultats des premiers criblage du génome de familles
de schizophrenes. Dans le cadre de I’anticipation, (ii) j’ai participé a I’étude de génes candidats
KCNN3 (hSKCa3) et PPP2R2B (SCA12) et (iii) j’ai recherché un allongement anormal de
polyalanines dans les protéines lymphoblastocytaires de patients schizophrénes présentant un
phénomene d’anticipation.

Aucun locus majeur de susceptibilité n’a été mis en évidence sur le chromosome 1q que ce
soit dans les 43 familles de I’Tle de la Réunion analysées ou dans I’ensemble de familles de I’étude
muticentrique. Par ailleurs, ni le géne KCNN3 ni le géne PPP2R2B ne sont impliqués dans la
prédisposition a la schizophrénie en tant que genes majeurs dans la population d’Afrique du Sud.

Une protéine candidate contenant un allongement de polyalanine est décelée dans une famille de
schizophrenes présentant le phénoméne d’anticipation. Cette étude encore préliminaire, sera
poursuivie en incluant I’ensemble des familles présentant une anticipation.

Mots clés : schizophrénie, chromosome 1q, KCNN3, PPP2R2B, polyalanines.
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ASP Affected Sib Pair
BSA Bovine Serum Albumine
C.finale Concentration finale
cM centiMorgan (unité de mesure de la carte génétique : 1 cM correspond a 1% de
recombinaison)
ddl degré de liberté
dNTP Desoxy N Tri-Phosphate (avec N : bases A, T, G, C)
DTT DiThioThréitol
EDTA Tétraacétate d’éthylénediamine
Kb Kilobase (mille paires de bases)
ml microlitre (107 litre)
mM Milli Molaire (1073 molaire)
MgCI2 Chlorure de magnésium
MLS Maximized Lod Score
ng nanogramme (1072 gramme)
NPL Non Parametric lod score
pb paire de bases
PCR Polymerase Chain Reaction (réaction de polymérisation en chaine)
PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SDS Sodium Dodécyl Sulfate
SDS-PAGE Gel d’électrophorése en condition dénaturante
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TDT Transmission Disequilibrium Test
Tris Hydroxyméthyl aminométhane

Zmax Valeur maximale du lod score, par extension cette nomenclature est également
utilisée pour les lods scores obtenus par analyse de liaison non-paramétrique

Introduction

1 )Définition de la schizophrénie

La schizophrénie est une psychose présentant divers aspects cliniques (Schultz et coll., 1999). Elle est
caractérisée par un désordre de la pensée ainsi que par des réponses émotionnelles inappropriées
(Andreasen et coll., 1993, 1995). La maladie apparait en général au cours de I’adolescence ou de la
post-adolescence sans qu’il y ait eu dans la majorité des cas d’antécédent psychiatrique. Des
anomalies lors des nombreuses transformations hormonales et biochimiques du cerveau au cours de la
puberté ainsi que les sollicitations pour acquérir une indépendance socio-professionnelle pourraient
expliquer I’apparition de la schizophrénie chez le jeune adulte. La sévérité des symptomes varie d’une
personne a l’autre. L’évolution de la maladie comprend des épisodes aigus avec aggravation des
symptomes et des rémissions ou les symptdmes persistent le plus souvent a minima. La plupart du
temps, les personnes de I’entourage du malade se rendent compte d’un bouleversement qui se
caractérise par un changement du comportement, une baisse de performance dans le travail et une
détérioration dans les relations sociales. Les schizophrenes s’isolent du monde extérieur. Ils peuvent
étre sujet a des délires et, tenir des propos en dehors de la réalité. Par exemple, ils se croient parfois
espionnés et sont persuadés que des personnes complotent contre eux. Ils se prennent parfois pour un
Messie et sont persuadés de détenir des pouvoirs et des capacités hors du commun. Souvent ce délire
s’accompagne d’hallucinations auditives : ils entendent des voix. lls peuvent également présenter des
troubles du cours de la pensée, s’interrompre et repartir sur une autre idée.
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En dehors des épisodes aigus le comportement des malades peut apparaitre normal ou plus ou moins
déficitaire (repli sur soi, bizarrerie de comportement....). La difficulté a discerner si un événement se
situe dans la réalité ou s’ils sont sujets a des déformations de leurs perceptions reste un probleme
inhérent a ces malades. Devant la complexité du diagnostic des différents symptdmes, plusieurs
classifications internationales ont successivement été établies. Récemment les criteres diagnostiques
de I’Association de Psychiatrie Américaine (APA (The American Psychiatric Association), 1994.
Diagnostic and Satistical Manual of Mental Disorders) classe les schizophrénies en plusieurs sous-
types cliniques. On parlera (i) de schizophrénie paranoide pour les patients ou prédomine un délire
polymorphe de persécution avec des hallucinations, (ii) de schizophrénie désorganisée pour ceux ou
prédominent des propos incohérents, (iii) de schizophrénie déficitaire pour ceux ou lessymptomes
négatifs prédominent (repli sur soi, isolement). La schizophrénie est décrite comme un ensemble
hétérogéne de symptdmes. Le syndrome peut se manifester par un trouble passant relativement
inapercu jusqu’a une forme trés severe. La schizophrénie affecte autant les hommes que les femmes.
Elle est généralement plus grave chez les hommes que chez les femmes.

La recherche génétique dans le secteur de la psychopathologie a tout particulierement mis I’accent
sur la schizophrénie. Elle affecte plus de 60 millions de personnes dans le monde, sa fréquence est en
effet estimée & 1% (Lindstrom et coll., 1997). La recherche sur la schizophrénie représente donc un
enjeu primordial en santé publique (O’Donovan et coll., 1996).

2) La composante génétique de la schizophrénie

Dans un premier temps, les études d’agrégation familiale ont montré un nombre plus important
d’apparentés atteints dans certaines familles de schizophrénes en comparaison avec la population
générale (McGue and Gottesman, 1991). Ces études rapportent le chiffre de 8 a 18% de risque de
développer la maladie pour un enfant ayant un de ses parents atteint. Si les deux parents souffrent de
schizophrénie, ce pourcentage s’éleve de 15 a 50 % (Shields and Gottesman, 1977).

Des études de jumeaux et d’adoption ont été conduites pour déterminer la part des facteurs génétiques
et celle des facteurs environnementaux dans le déterminisme de la schizophrénie.

Les études de jumeaux ont montré une concordance de 48 % pour les jumeaux monozygotes (vrais
jumeaux) et de 17 % pour les jumeaux dizygotes (faux jumeaux) (Gottesman et coll., 1991). Ceci
signifie qu’environ une fois sur deux des jumeaux monozygotes, génétiqguement identiques, different
pour la pathologie (c’est-a-dire que si I’un des jumeaux est atteint, le deuxiéme a 50 % de risque de
I’étre).

Une autre facon de faire la part entre une origine environnementale ou génétique a été donnée par les
études d’adoption qui étudient des individus génétiqguement prédisposés ou non a la schizophrénie et

qui ne partagent pas le méme environnement familial. Le but de ces études est de déterminer la
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contribution des parents adoptifs atteints ou non au développement de la schizophrénie chez I’enfant
adopté prédisposé ou non. Ces études montrent que le risque de développer une schizophrénie est
pratiquement le méme pour des enfants de parents schizophrenes, qu’ils soient élevés par leurs
parents biologiques ou adoptés a la naissance et donc élevés par des parents adoptifs. Pearson a
développé une méthode statistique : la corrélation, qui traduit les ressemblances familiales en
caractéres mesurables. En utilisant cette méthode, Magnello démontre qu’il existe une corrélation
entre le risque de développer la schizophrénie et le degré de parenté entre I’enfant adopté et le cas

familial de schizophrénie (Magnello et coll., 1998).

Les résultats des études d’adoption sont en accord avec ceux des études de jumeaux. Ils mettent
I’accent sur la contribution des genes dans la prédisposition a la schizophrénie. En utilisant les
différentes classifications des schizophrénies qui tentent de regrouper les symptémes, les études
d’adoption ont montré que la maladie était plus fréeguemment héritée sous sa forme la plus grave
(Gottesman et coll., 1991).

L’ensemble des études d’agrégation familiale, de jumeaux et d’adoption montre I’existence d’une
composante génétique dans la schizophrénie, les facteurs environnementaux qu’ils soient d’ordre
biologique ou d’ordre socio-culturel contribuant au déclenchement de ce syndrome (Kendler et coll.,
1994). La schizophreénie est un syndrome multifactoriel.

3) Le mode de transmission de la schizophrénie

Le mode de transmission de la schizophrénie n’est pas de type mendélien classique, c’est-a-dire ni
autosomique dominant, ni récessif ni lié au chromosome X. Les hypothéses de transmission de la
schizophrénie selon un mode autosomique dominant et récessif sont a exclure. On devrait trouver 50
% des enfants atteints en cas de transmission autosomique dominante et 25 % en cas de transmission
récessive si les deux parents sont porteurs du gene malade ; ce qui n’est pas le cas pour la
schizophrenie. L’hypothése de transmission liée au chromosome X est également a exclure car on
retrouve autant de garcons atteints que de filles atteintes dans les familles de schizophrénes.

Les études d’agrégation sont plus en faveur de I’implication de plusieurs genes dans le syndrome
schizophrénique. De nombreux modeles impliquant plusieurs genes ont été proposés. La transmission
de ce syndrome est compatible avec un modele multifactoriel qui combinerait les effets de plusieurs
genes ayant chacun un réle équivalent mineur (Gottesman et coll., 1987). L’hypothése de ce modeéle
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polygenique est en accord avec les résultats des analyses de segrégation. Dans ce modeéle,
I’héritabilité est estimée a 80 % environ, les 20% restant étant du a I’'impact des facteurs
environnementaux, ces derniers constituent donc une part non négligeable dans le développement du
syndrome.

Cependant ces études ne permettent pas de déterminer le nombre de genes mineurs, ni leur mode de
fonctionnement. Neel (1972), développe I’idée que I’'un des genes impliqués a un poids plus
important (géne majeur) et combine ses effets a ceux de poids moins important (génes mineurs) pour
déclencher la personnalité schizotypique, la schizophrénie étant déclenchée par les facteurs
environnementaux. L’existence d’un gene majeur unique ne peut cependant pas étre exclue dans
certaines familles (Gottesman et coll., 1987).

La schizophrénie est un syndrome multifactoriel a hérédité complexe. L’utilisation d’outils toujours
plus performants en biologie moléculaire permet désormais de rechercher des génes de
prédisposition a la schizophrénie. Grace au développement important d’outils d’exploration du
génome, de nombreux marqueurs génétiques polymorphes ont été identifiés et sont utilisés de facon
quotidienne dans I’identification d’association entre un marqueur et une maladie. Plus de 5000 de
ces marqueurs ont été identifiés, recensés et ordonnés les uns par rapport aux autres par le Généthon
(Weissenbach et coll., 1992 ; Dib et coll., 1996). Il est actuellement possible de mettre en place des
technologies permettant d’analyser de maniére fiable un tres grand nombre de génotypes a partir de

I’ADN génomique d’individus atteints et de leur familles.

4) L’utilisation de la génétique moléculaire dans
I’identification de genes de susceptibilité a la schizophrénie

a/ Outils moléculaires disponibles

(i) Développement des cartes genétiques
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En raison de I’importante complexité du génome humain, son étude nécessite I’établissement de
cartes génétiques permettant de se repérer le long des chromosomes grace a des marqueurs
polymorphes composés de fragments d’ADN isolés a partir du génome. Sturtevant et Morgan, en
1913, établissent la théorie chromosomique de I’hérédité, montrant que deux marqueurs localisés sur

un méme chromosome sont géneralement transmis ensemble a la génération suivante.

A partir de 1970, une collection de marqueurs utilisables en génétique humaine s’est développée sous
la forme de fragments d’ADN génomique définissant chacun un locus unique dans le génome. Ces
fragments d’ADN ont été identifiés en fonction de leur polymorphisme qui se manifeste par des
variations nucléotidiques au sein de la méme séquence. Chaque variation définit un alléle (voir
définition en annexe 1).

En 1992, le professeur Jean Weissenbach établit la premiére carte génétique humaine au Généthon,
fondée sur le développement de marqueurs de type microsatellites caractérisés par des répétitions de
dinucléotides superieures a 12 répétitions pour la plupart (encore appelés CA repeat). Depuis,
plusieurs cartes génétiques sont disponibles (carte de Marshfield, site web : http://www.
Marrshfield.com) ainsi que des cartes génétiques intégrées (cartes intégrées du généthon/CEPH du
site web : http://www.genethon.fr).

(if) Premiers résultats du séquencage du genome humain

Le “ Projet Génome Humain ” a démarré au début des années 90. Ce programme international a pour
but de determiner la sequence des 3,5 milliards de nucléotides des 23 paires de chromosomes
constituant la double hélice d’ADN. Le séquencage des grandes molécules d’ADN comme un
chromosome commence par une étape cartographique consistant a reconstituer I'ordre des fragments
qui proviennent de la molécule qui compose la carte physique. La séquence du génome humain donne
une estimation d’environ 30 000 génes (Deloukas etcoll., 1998). La mise en évidence de nouvelles

variations de sequences entre les ADN des différents individus permet d’établir des * empreintes
génetiques . On définit une empreinte génétique avec un large échantillon de marqueurs choisis en

fonction non seulement de leur spécificité mais aussi en fonction de leur polymorphisme

(polymorphisme défini par des variations de séquences). Chacune de ces variations constitue les
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différents alléles du marqueur.
En 1996, les responsables des centres nationaux d’étude du génome ont procédé au “ partage ” du
génome afin de répartir son séquencage. Dés 1998, la France débute le séquencage du chromosome 14

qui sera entierement assuré par le Génoscope dans la génopole d’Evry.

Le 15 Mars 1999, les instituts nationaux de la santé américaine (National Institute of Health (NIH))
ont annoncé que le projet international du décryptage du génome humain avait achevé avec succes sa
phase d’essai et que le financement du séquencage de I’ADN a grande échelle était décide.

Au 31 Décembre 2001, 63 % de la séquence du génome était completement identifiée avec encore
34,8 % partiellement connue et 2,2 % toujours inconnue. On estime que la séquence la entiére du
génome humain sera connue en 2003, mais les résultats obtenus a ce jour permettent d'espérer de
I'atteindre bien plus tot.

Plusieurs milliers de génes responsables de maladies génétiques complexes pourront étre trouvés plus

rapidement grace a la séquence du génome humain.

(iii) Identification de genes responsables de maladies génétiques

En 1999, 487 génes de maladies avaient déja été localisés dont 77 identifies avec I’aide de
I’ Association Francaise pour la Myopathie (AFM) et/ou du Généthon. Ces génes étaient en majorité
ceux identifiés dans des maladies mendéliennes classiques. Dans un premier temps, le criblage du
génome de familles de malades permet de définir des intervalles du génome dans lesquels se
trouverait un gene responsable de la maladie étudiée. Tous les genes localisés dans cet intervalle

pourront alors étre séquencés de fagon systématique.

b/ Méthode d’analyse statistique

(i) Etudes de liaison :
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Les études de liaison permettent statistiquement d'identifier des régions candidates lors d'uncriblage
du génome.

Ces études permettent de suivre la transmission des marqueurs d’une génération a I’autre dans des
familles de patients, en confrontant les résultats a la transmission apparente de la pathologie.
L’analyse de liaison génétique (ou linkage) teste la co-ségrégation entre un (ou plusieurs)
marqueur(s) et un trait de la maladie. Elle conduit a la localisation d’un géne dans une région
chromosomique, premiére étape vers son identification.

Plus un marqueur est proche du géne “ malade ”, plus la probabilité de les séparer lors des étapes de
la réplication de I’ADN (recombinaison ou crossing-over) sera plus faible que celle de les hériter
ensemble.

Plusieurs méthodes d’analyse permettent d’évaluer I’hypothése d’une liaison génétique (Linkage)
entre des marqueurs polymorphes de I’ADN et un gene putatif participant a I’étiologie de la maladie,
qu’on suppose localisé au voisinage des marqueurs étudiés.

" Les méthodes paramétriques : exemple de la méthode des lod score

La méthode des lods-scores est celle qui est la plus utilisée pour I'analyse de liaison paramétrique
(Morton, 1955). Cette méthode est un rapport de vraisemblance entre I’hypothése d’une liaison et
celle d’une absence de liaison. Elle permet théoriquement d’estimer les distances génétiques (en
centimorgan, voir abréviation) entre le marqueur et le gene putatif. Toutefois, cette méthode est
extrémement dépendante du modele de transmission utilisé (notamment de la valeur de la pénétrance
et de la frequence du gene morbide qui sont inconnues).

Probabilité de n’avoir aucun recombinant (0 %)
log =Z
Probabilité d’avoir la moitié de recombinants (50 %)

Le seuil de significativité (existence d’une liaison génétique significative entre le marqueur et la
maladie) plutdt qu’un résultat d0 au hasard est obtenu pour un lod score Zmax supérieur ou égalea
+3. De méme, un résultat de Zmax inférieur ou égale a -2 exclut la liaison pour ce marqueur. Lorsque

le résultat est compris entre +3 et —2, on ne peut pas conclure sur I’existence d’une liaison et il faut
donc augmenter la taille de I’échantillon ou tester d’autres populations.

On peut noter que trés peu de lods scores atteignent ces seuils, ils ne présentent alors que des preuves

éventuelles de liaison. La taille des échantillons, ainsi que I’homogénéité phénotypique sont des
paramétres cruciaux a controler. La méthode des lod scores peut s’appliquer pour tester la
recombinaison entre un marqueur et le locus morbide (méthode deux points). Elle peut également
s “appliquer pour tester la recombinaison entre plusieurs marqueurs liés et le locus morbide. Dans ce

dernier cas, on parle alors de ségrégation d’un haplotype avec la pathologie qui est étudiée. Ce type
d’analyse est qualifié de multipoints par opposition aux analyses deux points. Il existe également des

tests d’hétérogénéité qui testent a la fois la liaison génétique et I’homogénéité génétique de
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I’échantillon de familles.

L’ application de la méthode du lod score a la schizophrénie posséde plusieurs limites. Cette méthode
nécessite de connaitre la mode de transmission de la maladie (autosomique ou lié au sexe, dominant
ou récessif), sa fréquence, le taux de pénétrance du gene (le pourcentage de sujets porteurs d’une
mutation du gene de la maladie qui exprime cette pathologie) et le taux de phénocopies. Cette
méthode est adaptée pour la recherche de génes majeurs, ce qui n'est actuellement pas démontré dans

la schizophrénie.

" Les méthodes non-paramétriques :

Diverses méthodes d’analyse de liaison non-paramétrique évaluent s'il existe un exces d'alléles
partagés au sein d’une méme fratrie (ressemblance par état ou ressemblance par descendance selon
les méthodes) ou dans une méme famille. En appliquant ces méthodes aux maladies a hérédité
complexe, pour obtenir une puissance statistique suffisante, il est important d’analyser un trés grand
échantillon de familles, la puissance relative de ce calcul étant faible. L’estimation du nombrede
familles & analyser avec cette méthode est de I’ordre de 500 & 1000 pour les maladies a hérédité
complexe (Krugliak et coll., 1996). La réduction de la taille de I’échantillon est cependant possible si
I’on se place dans une population génétiquement isolée ou I’on peut estimer que I’hétérogénéité de la

maladie est réduite.

Méthode des paires de germains atteints

La méthode de paires de germains atteints est la plus utilisée des analyses non-paramétriques. Elle
présente en effet I’avantage de ne pas avoir a tenir compte des sujets non malades pour lesquels il est
impossible de savoir s’ils possedent ou non le géne morbide ou s’ils le possédent sans I’exprimer
(pénétrance nulle pour les non-atteints ou incompléte pour le spectre de la schizophrénie). Toutefois,

cette méthode est moins puissante que la méthode du lod score lorsque le mode de transmission est
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connu.

Elle présente plusieurs avantages par rapport a I’étude de liaison non paramétrique car elle ne
nécessite pas de connaitre les paramétres de transmission de la maladie (en particulier le taux de
pénétrance, la fréquence du géne et le taux de phénocopies).

Si la fréquence de partage (supérieure a 50 %) est plus élevée que le taux prédit (50 %) par une
ségrégation au hasard des marqueurs utilisés, les régions chromosomiques en question sont alors
suspectées (régions candidates). Cette méthode est moins puissante que le lod score, mais elle permet
dans un premier temps de pouvoir réduire I’intervalle d’étude lorsqu’on ignore totalement la

localisation génétique de la maladie.

Calcul du lod score maximal (MLS)

La méthode des paires de germains atteints peut étre étendue a tous les types de paires d’apparentés
comportant au moins un atteint. Les alléles identifiés par descendance (ldentity By Descent : IBD)
peuvent étre recherchés au sein de ces paires de germains atteints. Si I’IBD ne peut étre déterminée
par manque d’informativité du marqueur ou si les paires de germains atteints ne sont pas génotypés,
Risch (1990) propose de calculer un lod-score non paramétrique T(Z) puis de trouver la valeur du
vecteur Z appelé “ Maximum Likehood Estimate ” ou MLE pour laquelle T(Z) soit maximal (T(Z)
maximal : Maximal Lod Score ou MLS). Holmans (1993), démontre que les contraintes de Risch sur
les valeurs de Z sont insuffisantes et qu’il faut restreindre la recherche du MLS aux valeurs
mathématiques possibles de Z afin d’augmenter la puissance du test. C’est la méthode du triangle des

possibles car les valeurs possibles de Z sont inscrites dans un triangle.

Méthode du lod score non-paramétrique
Une autre méthode de liaison non paramétrique baptisée NPL (Non-Parametric Lod score) est
également une extension de la méthode des paires de germains atteints. Elle consiste a déterminer les

alleles identifiés par descendance entre tous les atteints d’une famille; le NPL  permet d’accorder
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all
plus d’importance a la transmission d’un méme alléle a plusieurs apparentés atteints qu’a la
transmission d’un certain allele a une paire de germains atteints. Les NPL obtenus pour chaque

famille sont pondérés et additionnés pour un marqueur donné.

Le programme GENEHUNTER 2.0 permet d’analyser la transmission des "alléles critiques"” dans des
familles de schizophréenes.

Ce logiciel est a la fois utilisé pour les analyses non-paramétriques du MLS (Maximum Lod Score) et
du NPL dans des familles a hérédité complexe.

(i1) Etudes d’association :

Les études d’association permettent de comparer les distributions des alléles ou des génotypes pour
un marqueur donné entre des schizophrenes et des témoins de la méme ethnie. Lorsque la fréquence
est plus élevée pour I’un des alléles étudiés chez les atteints, cela suggere que le marqueur étudié
pourrait participer a la prédisposition de la pathologie. Cependant la différence de distribution entre
les atteints et les témoins ne pourra étre observée que si la distance entre le locus marqueur et le locus
pathologique est faible (séparation d’environ 1 cM).

Les études d’association peuvent étre utilisées pour évaluer la contribution d’un polymorphisme
génétique donné dans les génes candidats qui peuvent influencer le fonctionnement ou I’expression de
la molécule étudiée.

Il existe principalement trois types d’analyse d’association : les études cas-témoins, les études de

liaison et les autres méthodes telle que le TDT (Transmission Disequilibrium Test).

Les études cas-témoins comparent par des méthodes statistiques classiques tel que le test du Chi 2, les
distributions génotypiques et/ou alléliques des locus considérés entre les individus atteints et les

témoins.
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Le déséquilibre de liaison repose sur la coségrégation de deux loci marqueurs sur un méme
chromosome, sachant qu’il peut exister une association plus fréquente entre les alleles de chacun des
haplotypes (loci).

Le déséquilibre de liaison évolue d’une génération a I'autre sous I’effet des recombinaisons

génétiques (crossing-over) (Feingold et coll., 1980).

D’autres méthodes, comme le TDT (Transmission Disequilibrium Test) est un test de liaison en
présence d’association. Du fait de la difficulté de détenir une population témoin adéquate, il repose
sur la transmission d’alléles d’un parent hétérozygote a son enfant atteint. Sous I’hypothése d’absence

de liaison et d’association, chacun des deux alleles du parent sera transmis de fagon identique.

Au cours de ces dix dernieres années, la génétiqgue moléculaire a bénéficié du développement de
nombreuses technologies comme la cartographie du génome qui a permis la localisation
chromosomique de multiples genes dans un premier temps et ensuite leur clonage. Les trois
principales stratégies pour mettre en évidence des génes de prédisposition dans la schizophrénie
sont :

1- le criblage systématique du génome humain & partir de I’ADN de familles de schizophrénes

2- I’étude de génes candidats dans des familles de schizophrénes ou dans des cas sporadiques et

3- le criblage des différentes expressions de cDNA de tissus de cerveaux de schizophrenes ou dans

des tissus de modeles animaux avec des puces a ARN.
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¢/ Criblages du genome de familles de schizophrenes

Plus de 20 criblages du génome de familles de schizophrenes ont été réalisés. Aucun d’entre eux ne
détecte de géne majeur, mais I’ensemble des résultats montre I’existence de plusieurs régions
candidates pouvant contenir un locus de susceptibilité.

En utilisant les seuils “ suggestifs ” et “ significatifs ” définis par Lander et Kruglyak pour les
maladies a hérédité complexe, des régions significatives et suggestives ont été montrées. On trouvera
ci-dessous, criblage par criblage, les principaux résultats de ces analyses.

L’ensemble de ces résultats suggére des régions de susceptibilité sur les chromosomes 1q, 6p et6q,
8p, 10p, 139 et 22g et a moindre échelle sur les chromosomes 2q et 18p. Certaines régions sont
communes aux troubles bipolaires et a la schizophrénie sur les chromosomes 1qg, 18p et 22q
(Blackwood et coll., 2001 ; Mors et coll., 1997 ; Saleem et coll., 2001).

[ Les résultats les plus significatifs sont obtenus pour le chromosome 1g21-22 (164,1 a 175,6 cM) en
criblant 22 familles informatives du Canada d’origine Celtique ou Germanique avec un lod score
classique de 6.5 (Brzustowicz et coll., 2000). Ekelund et coll. (2001) montrent également dans I’isolat
de Finlande un locus de susceptibilité sur le chromosome 1 a 30 cM plus centromérique que le locus
montré par Brzustowicz et coll.

Un autre résultat significatif a été montré par Blouin et coll. (1998) sur le chromosome 13932 (a 84,9
cM) selon les critéres de Lander et Kruglyak. Le criblage du génome des familles de ce méme groupe
montre également des locus suggestifs sur les chromosomes 8 en p21 (a 50,1 cM) et 22 en ql11 (a 32,9
cM).

[ Les autres principaux criblages du génome de familles de schizophrenes sont les suivants :

Le consortium National Institute of Mental Iliness (NIMH), en criblant le génome de familles
américaines d’origine européennes (Caucasiens) (Faraone et coll., 1998) trouve une région d’intérét
sur le chromosome 10 en 10p (a 48,9 cM). En parallele, un second consortium s’est mis en place pour
cribler le génome de 30 familles de schizophrenes afro-américains (Kaufmann et coll., 1998). Des

liaisons suggestives ont été montrées sur les chromosomes 64, 8p, 9p et 15q.

[ Coon et coll. (1994) montrent une liaison suggestive sur le chromosome 4 (a 58 cM sur la carte de
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Marshfield) et sur le chromosome 22 (a 47,3 cM) dans une population d’Europe de I’Est et d’origine
Espagnole.

[ Moises et coll. (1995), dans un consortium international (Australie, Canada, Angleterre, Italie,
Scotland, Suede, Taiwan et les Etats-unis) montrent des régions de susceptibilité sur les chromosomes
6 (2 49,5 cM), 9 (2 70,3 cM) et 20 (2 48 cM).

[ Levinson et coll. (1998) en étudiant des familles australiennes et américaines (72 % de caucasiens et
21 % d’Afro-américains) montrent des régions suggestives sur les chromosomes 2 en 2q (a 125 cM)
et 10 en 10p (a 125,4 cM).

[ Shaw et coll. (1998), dans un groupe international de familles caucasiennes des Etats-Unis, de
Grande-Bretagne, d’lrlande, d’ltalie du nord et de Belgique décrivent de nombreuses régions
possédant une association possible avec le syndrome schizophrénique sur le chromosome 1 (a2200,3
cM), sur le chromosome 2 (a 77,9 cM), sur le chromosome 4 (a 88,4 cM), sur le chromosome 5 (a
11,8 cM), sur le chromosome 10 (a 117,4 cM), sur le chromosome 11 (a 85,5 cM), sur le chromosome
12 (a 61,3 cM), sur le chromosome 13 (a 26,9, 63,9 et 102,7 cM respectivement), sur le chromosome
14 (a 68,6 cM), sur le chromosome 16 (a 85,9 cM) et sur le chromosome 22 (a 45,8 cM).

[ Schwab et coll. (2000) confirment certains des résultats déja trouvés en criblant 71 familles de
schizophrenes. Les régions de susceptibilité par ordre de significativité décroissante sont situées sur
les chromosomes 6p (région HLA a 47,7 cM), 10p, 5q, 1g et 18p en utilisant la méthode des lod
scores classique (analyse multipoint) et sur le chromosome 10p en utilisant la méthode des NPL,
enfin sur les chromosomes 10p et 18p pour le TDT.

[ Williams et coll. (1999) en criblant 196 familles de schizophrénes avec un “ pannel ” de 229
marqueurs microsatellites distants les uns des autres par 17,26 cM sur les chromosomes 2q, 4p, 10q,
15q, 18p, 20q et Xcent, confirment la région de susceptibilité sur le chromosome 18q avec la méthode

du maximum Lod score (MLS > 1,5).
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L’ensemble de ces résultats suggérent des régions de susceptibilité sur les chromosomes 1q, 6p et 6q,
8p, 10p, 13q et 22q.

L’étude des nombreux criblages du génome pour la schizophrénie, n’a jusqu'a présent jamais permis
de déterminer I’implication d’un locus majeur de susceptibilité. Cependant les résultats montrent

I’existence de plusieurs régions de susceptibilité et sont donc en accord avec un modele polygénique.

d/ Etudes de régions candidates identifiées par les premiers
criblages du génome humain

Les premiers criblages du génome de familles de schizophrénes, ont suggéré I’implication de
différentes régions sur un ensemble de chromosomes, écartant par la méme occasion I’hypothése d’un
modeéle de transmission mendélienne classique. Certaines de ces régions ont été étudiées plus en
détail pour confirmer ou non les premiers résultats internationaux. Straub et coll., (1995) a étudié
I’extrémité du bras court du chromosome 6 (6p22-p24). Il montre une liaison significative avec la
schizophrénie pour plus de 25 % des familles de paires de germains atteints provenant d’Irlande en
utilisant 16 marqueurs situés sur une région de 107 cM. Schwab et coll., (1995) a également mis en
évidence parmi des paires de germains schizophrénes, un partage alléliqgue de 58 % dans la méme
région que Straub. Par ailleurs, un locus potentiel sur le chromosome 18 (entre 41,2 cM et 52,0 cM) a
également été récemment reporté par Schwab et coll. (2000).

Dans le cadre de la collaboration multicentrique (NIMH), Levinson et ses collaborateurs ont
également testé des régions de susceptibilité pour la schizophrénie sur les chromosomes 5q, 6p et 6q,
8, 10, 13 et 22. Les résultats les plus significatifs sont obtenus pour les chromosomes 6q, 8p et10p

(Pulver et coll, 1994 ; Levinson et coll., 1996 ; Levinson et coll., 2000).

Il est encore impossible de discerner parmi les régions de susceptibilité suggérées celles qui sont

impliquées dans la schizophrénie. D’autres études sont nécessaires afin de pallier les difficultés
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rencontrées : multiplicité des cartes génétiques utilisées, intervalles entre les marqueurs, choix de la
population étudiée. Tous ces paramétres peuvent entrainer de grandes fluctuations au niveau de la

reproductibilité des résultats voire étre a I’origine de faux positifs.

e/ Etudes de genes candidats

En dehors de I’approche systématique du criblage du génome de familles de schizophrénes, la
recherche de génes de susceptibilité peut étre conduite par une approche “ géne candidats ” c’est-a-
dire des genes susceptibles d’étre impliqués dans les mécanismes physiopathologiques de la
schizophrénie. Le choix est dicté par des arguments pharmacologiques (différences de réponses a un
médicament) et cytogénétiques (aberrations chromosomiques en particulier anomalies de nombres des
chromosomes sexuels chez les schizophrénes, translocations...). Des études de liaison et
d’association seront conduites entre des marqueurs des génes candidats et le syndrome
schizophrénique. Les études d’association sont basées sur la corrélation entre un phénotype et un
alléle ou un génotype particulier dans une population donnée.

Parmi les genes candidats qui ont été étudiés, on ne retrouve pas de liaison significative entre la
schizophreénie et les génes étudiés. Cependant, certains d’entre eux participent de facon mineure a la
vulnérabilité génétiqgue a la schizophrénie dans certaines populations : les génes du récepteurs
dopaminergiques D3 (DRD3 , localisation en 3g13.3) dans la population caucasienne (Crocq et coll.,
1992 ; Williams et coll, 1998) ; D2 (DRD2, localisation en 11q) dans la population japonaise
(Arinami et coll. , 1993), les genes d’enzymes intervenant dans les voies des catécholamines comme
les genes de la tyrosine hydroxylase (TH, localisation en 11p) dans une population caucasienne
(Meloni et coll., 1995), de la catéchol-O-méthyltransférase (COMT, localisation en 22q) dans une
population caucasienne (Kunugi et coll., 1997) et dans une population de Taiwan (Liou et coll.,
2001), le gene du récepteur sérotoninergique 2A (5HTR2A, localisation en 13g14.2) dans une

population caucasienne (Williams et coll., 1996).
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Cependant la liste des genes candidats a étudier s’allonge considérablement en intégrant les
différentes hypothéses concernant I’apparition de la schizophrénie, comme des anomalies du
développement cérébral, d’autres systémes de neurotransmission tel le systéme gabaergique,
glutamaergique, etc...Le choix de genes candidats est tres vaste et les études d’association
significatives générent treés souvent des faux positifs.

Une des possibilités pour réduire le choix des génes étudiés est de s’intéresser a desmécanismes
biologiques associés a des phénomenes cliniques. Une de ces possibilités est d’étudier des genes

pouvant étre impliqués dans I’anticipation.

* L ’anticipation et la schizophrénie

Au XIX®™e sigcle Auguste Morel décrit la dégénérescence des symptomes dans certaines maladies
neurodégeénératives. En 1911, Mott renomme ce phénoméne “anticipation ” et le généralise a de
nombreuses pathologies neurologiques de type familial.

Ce phénomeéne clinique se caractérise par une sévérité et/ou une précocité des symptdémes qui conduit
a une aggravation progressive de la maladie au fil des générations. On retrouve le phénoméne
d’anticipation dans plus de 50 maladies dont les plus connues sont : la chorée de Huntington, la
myopathie de Steinert, la maladie de Machado Joseph, la maladie de Friedreich et le retard mental lié
a I’X fragile (OMIM : Online Mendelien Inheritance in Man) (voir annexe 1). Des maladies touchant
d’autres systemes présentent également un phénomeéne d’anticipation comme par exemple
I’hypertension pulmonaire primaire, certaines formes de leucémies familiales, la neutropénie cyclique
ou la cataracte zonulaire.

Un phénomene d’anticipation a été décrit dans environ 40% des familles analysées atteintes de
troubles bipolaires (Mac Innis et coll., 1993 ; Nylander et coll, 1994 ; Ensgtrom et coll, 1995).
Plusieurs études ont également mis en évidence une anticipation, définie par un age de début de la
maladie plus précoce au fil des générations, dans des cas familiaux de schizophrénie (Asherson et
coll, 1994, Bassett & Honer 1994 ; Thibaut et coll, 1995). Ces études récentes ont essayé de prendre
en compte les biais décrits par Penrose notamment en différenciant les familles dont les proposants
correspondent soit a la génération parentale soit a la génération des enfants. Il existe une corrélation
entre I’augmentation du nombre de répétitions CAG entre les parents et leurs enfants quand le
phénotype s’aggrave au fil des générations.

Dans certaines des maladies génétiques décrites plus haut, il a été démontré que des mutations
dynamiques constituent la base biologique du phénomene clinique de I’anticipation : les séquences
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répétées deviennent instables et augmentent de taille de génération en génération et ceci conduita un
age de début plus précoce et/ou a une sévérité plus importante de la maladie (Morrisson, 1996). Une
anticipation existe dans des familles ayant plusieurs générations de schizophrénes (Mott, 1910,
Bassett & Honer 1994 ; Thibaut et coll, 1995). Bien que I’existence de cette anticipation doive étre
interprétée avec prudence du fait de I’existence de certains biais (Penrose, 1948), ces résultats
conduisent a rechercher I’existence de répétitions de trinucléotides pathologiques responsables de
I’anticipation dans les familles de schizophrénes méme si le mécanisme biologique de I’anticipation
n’est probablement pas univoque. Les régions anormales se situent tantét dans les régions codantes
tantot dans les régions non codantes des génes défectueux dans les maladies. La pathologie observée
dans les désordres associés a une répétition de trinucléotides peut étre classée en deux catégories
principales selon la séquence des triplets répétés.

Répétitions de type CAG : maladies dites de classe |

Le premier groupe de maladies, classé en type | est caractérisé par une perte neuronale progressive.
Les genes responsables des maladies appartenant a ce groupe portent tous des répétitions CAG de
taille anormale qui codent pour une longue répétition de polyglutamine. La chorée de Huntington et la
maladie de Machado-Joseph appartiennent a cette classe.

Autres types de répétitions : maladies dites de classe 11

Les autres maladies dues a des répétitions de triplets incluent : le syndrome de I’X fragile d0 aune
répétition anormale de type CGG dans le géne FMR-1 (Verkerk et coll., 1991), la dystrophie
myotonique ou maladie de Steinert due a une répétition anormale CTG dans le géne myotonin
protein Kinase (Brook et coll., 1992) et I’ataxie de Freidreich due a une répétition anormale GAA
dans le gene de la frataxine (Campuzano et coll., 1996). Elles ont caractérisées par une
symptomatologie touchant plusieurs systémes.

Une nouvelle classe de répétitions pathologiques

Récemment une troisiéme classe de répétitions a été décrite qui se distingue des types | et Il par ses
caractéristiques. Dans cette classe, la dystrophie musculaire oculo-pharyngée (oculopharyngeal
muscular dystrophy OPMD) est une affection de transmission autosomique dominante dont la
distribution géographique parait ubiquitaire. Le géne responsable codant pour la protéine PABP2
(Poly(A) binding potein) a été isolée dans une région de 217 kb du chromosome 14 en gl1l1. Une
répétition (GCG)g code pour une polyalanine localisée dans la partie N-terminale de la protéine.

Cette répétition est plus longue (8 répétitions) dans les 144 familles montrant cette pathologie (Brais
et coll.,, 1998). Des phénotypes plus sévéres sont observés chez les hétérozygotes composites chez
lesquels on retrouve I’alléle (GCG)q et I’allele (GCG); qui est par ailleurs retrouvé dans 2 % de la

population genérale. Des phénotypes moins severes sont observés lorsque les patients portent les deux
alleles (GCG)5. L’alléle (GCG)7 est un exemple de polymorphisme qui peut modifier le phénotype

dominant ou agir comme une mutation récessive. Les expansions pathologiques de polyalanines
pourraient provoquer I’accumulation d’oligomeres PABP2 par gain de fonction de la protéine PABP2
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et entrainer les inclusions nucléaires filamenteuses qui sont observées dans la dystrophie musculaire
oculo-pharyngée. Des allongements de polyalanines qui pourraient étre pathogenes ont également été
retrouvés dans certaines protéines Hox, mais leur rdle est encore inconnu (Riggins et coll., 1992).
Un allongement de polyalanines qui se manifeste par des répétitions de type GCC est également
retrouvé dans certaines pathologies comme le cancer du colon ou la tumeur de la vessie.
Plusieurs approches de génétique moléculaire sont actuellement utilisées afin de rechercher une base
moléculaire a I’anticipation dans la schizophrénie :
1- La méthode Rapid expansion détection (RED) (Schalling et coll., 1993) qui peut étre suivie
d’une éventuelle localisation chromosomique par technique d’hybridation fluorescente in situ.
2- La recherche d’association et/ou de liaison :
entre des polymorphismes connus et la schizophrénie avec de nouveaux ADNCc contenant des
répétitions trinucléotides.
identifiés par construction et criblage de banque d’ADNCc.
3- La technique de western blot basée sur la détection de séquences de polyglutamines au
moyen d’un anticorps spécifique (Trottier et coll., 1995).

Utilisant la méthode RED, Lindblad et coll. (1995), ont montrent une association entre la longueur
des répétitions CAG et le phénotype maniaco-dépressif chez des patients scandinaves et belges. Des
expansions de type CAG/CTG ont aussi été rapportés par Sirugo et coll. (1997), dans des familles de
patients schizophrénes Danois. Les études de Morris (1995) et O’Donnovan (1996) mettent en
évidence un nombre des répétitions trinucléotidiques de type CAG est plus élevé en moyenne dans la
population de schizophrénes que dans la population de contréles appariés pour la région
géographique. La taille des expansions est plus importante chez les patients schizophrénes étudiés et il
existe une corrélation entre la longueur de ces répétitions et la précocité de I’age de début de la
maladie. L’anticipation dans la schizophrénie serait due a une transmission de genes instables,
instabilité conférée par I’allongement de triplets répétés.

Ces études suggerent I’existence d’une anticipation inhérente au mode de transmission de la
schizophrénie familiale ce qui est compatible avec I’implication d’un géne ayant une faible
pénétrance et une expressivité variable, modeéle validé par les études de ségrégation familiale (Hall et
coll., 1990).

Une autre approche est I’étude de gene candidats
Les génes ERDAL (localisé en 17g21.3) (lkeuchi et coll., 1998) et CTG18.1 ((ITF2) (Breschel et
coll., 1997) (localisé en 18g21.1) ont également été impliqués dans certains désordres psychiatriques

(Lindblad et coll., 1998). La transmission des alléles les plus longs des deux loci ERDAL et CTG18.1
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génére des alléles anormalement longs et instables. lls contiennent des répétitions polymorphiques
CAG tres instables allant de 10 a 92 répétitions pour ERDA1L et de 10 a 700 répétitions CAG pour
CTG18.1. Le géne CTG18.1 a été associé aux troubles bipolaires (Lindblad et coll., 1998).

D’autres candidats pourraient étre le géne PPP2R2B (SCA12) qui contient des répétitions de triplets
CAG et est localisé sur le chromosome 5g31-33 dans une région candidate pour la schizophrénie. Les
analyses de plusieurs criblages du génome ont en effet montré une liaison significative pour la
schizophrénie en 5931-33 (Straub et coll., 1997 ; Schwab et coll., 1997 ; Gurling et coll., 2001),
contrairement a la large étude multicentrique (Levinson et coll., 2000). Ce géne code pour une

protéine phosphatase 2A, sous-unité régulatrice spécifique du cerveau (Holmes et coll., 2000).

Un autre candidat est le géne KCNN3 (hSKCa3) localisé en 1g21-22. La région 1g21-22 a éte liee a
la schizophrénie dans un échantillon Canadien (Brzustowicz et coll., 2000) et dans une population
Anglo/Islandaise (Gurling et coll., 2001). La protéine KCNN3 est un canal calcique activé par le
potassium qui joue un rdle important dans I’hyperpolarisation des neurones du systeme nerveux
central (CNS) (Sun et coll., 2001). Des études antérieures ont montré une association significative
entre la schizophrénie et KCNN3. La présence d’alleles plus longs est tout d’abord décrite par Chandy
et coll. (1998), dans une population Caucasienne, puis par Bowen et coll. (1998), dans une population
Celte et enfin dans une population Israélienne-Ashkenase par Dror et coll. (1999).

La troisieme approche est la technique de Western blot basée sur la détection de séquences de
polyglutamine ou de polyalanine

Des allongements anormaux de polyglutamines ou polyalanines peuvent étre détectés au niveau
protéique si l'allongement trinucléotidique est présent dans la séquence codante du gene
correspondant. Dans ce contexte, il est nécessaire de fabriquer des anticorps susceptibles de
reconnaitre de facon spécifique les allongements de glutamines ou d'alanines. Plusieurs groupes ont
conduits des travaux dans des familles de schizophrénes pour rechercher des protéines contenant des
polyglutamines en utilisant I'anticorps monoclonal 1C2 développé par Trottier et coll. (1995) pour les
maladies de classe I. Cet anticorps, dont I'épitope est dirigé contre une séquence polyglutaminique,
reconnait de facon spécifique une protéine acide de 60kDa (Moriniére et coll., 1999) et une protéine
de 50 kDa (Joober et coll., 1999). A ce jour ces protéines n'ont pas été identifiées. Par ailleurs d'autres
études ne mettent pas en évidence de protéines (Jones et coll., 1997 ; Schurhoff et coll., 1997).

Les répétitions de polyalanines ont également été impliquées dans certaines pathologies telles que la
dystrophie musculaire oculopharyngée. A notre connaissance, aucun anticorps dirigé contre les
polyalanines n'a été développé et aucune étude concernant la recherche de polyalanine dans la
schizophrénie n'est publié a ce jour.
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Malgré la présence de longues répétitions dans le génome de patients schizophrénes dans certaines
populations, I'ensemble des résultats concernant Il'anticipation, n’a pas mis en évidence de géne
majeur contenant des répétitions trinucléotidiques stables ou instables associées a laschizophrénie.
Des effets mineurs ont été montrés avec KCNN3 dans certaines populations.
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