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Le syndrome
de I'X fragile

une protéine absente
et 1001 ARNm déboussolés

« With Fragile X, we’ve got just one protein missing,
so it’s a simple problem »
Sir James Watson

Laetitia Davidovic, Sandra Tremblay, Maud Gravel,
Paul De Koninck, Edward W. Miky Khandjian

> Le syndrome du X fragile, premiere cause de
retard mental héréditaire, est une maladie
monogénique liée au chromosome X. Le syn-
drome est causé par I'inactivation du géne
Fragile Mental Retardation 1 (FMRI) entral-
nant ’absence de la protéine FMRP dont le rdle
présumé est de coordonner le devenir et la tra-
duction d’un grand nombre d’ARNm. Toutefois,
s’il est actuellement admis que FMRP se com-
porte comme un répresseur de la traduction
dans certaines conditions expérimentales,
et malgré les nombreuses publications sur le
sujet, nous devons nous rendre a I’évidence
que les fonctions réelles de FMRP sont encore
mal connues. De plus, I'existence de deux
protéines FXR1P et FXR2P, homologues a FMRP,
suggere que la fonction de FMRP est bien plus
complexe que celle imaginée a I'origine. Nous
limitons les propos de cet article a I’état
actuel des connaissances concernant le rdle de
FMRP dans I"adressage des ARNm, ainsi qu’aux
conséquences possibles de I’absence de FMRP
sur le transport et la traduction des ARNm
dans les cellules pourvues d’arborescences et
de prolongements que sont les neurones. <

moyenne un homme
sur 4000 et une
femme sur 7000 [1,
2]. Cependant, cette
incidence est peut-

€tre sous-estimée :
en effet, un retard
mental léger ou
["absence de mani-
festations physiques
évidentes peuvent
échapper au dia-
gnostic clinique. Par
ailleurs, celui-ci est
difficile a effectuer
du fait de I’hétéro-
généité des troubles
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comportementaux (déficits d’attention, hyper-

Fragile comme un X

Décrit par Lubs en 1969, le syndrome X fragile se
manifeste par une altération des fonctions cogni-
tives supérieures, allant de simples difficultés
d’apprentissage a un retard mental sévere. Le syn-
drome est souvent associé a une dysmorphie faciale
et/ou ligamentaire et a une macroorchidie chez les
individus de sexe masculin. La maladie touche en
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activité, autisme) qui sont des signes également
associés a d’autres maladies [3].

Le géne FMRI en cause dans la maladie a été loca-
lisé en 1991 a extrémité télomérique du bras long
du chromosome X dans un site fragile, d’ou son
appellation. Ce site, présent sous la forme d’une
décondensation locale du chromosome visible au
microscope, est un des éléments clés du diagnos-
tic génétique. Il s’agit d’une anomalie due a une
augmentation du nombre de répétitions du triplet
CGG situé dans la région 5’ non codante de FMRI. En
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tant que mutation, elle peut varier en longueur

d’une génération a I’autre, d’une personne & une

autre, et au sein d’un méme individu atteint. Une
personne normale présente moins de 60 répé-
un individu en possédant de 60 a 200
est considéré comme « prémuté ou porteur ».

titions ;

Le syndrome se développe lorsque le nombre de
répétitions dépasse 200, entrafnant, dans la majorité des cas,
une hyperméthylation des Tlots CpG situés en amont du gene

FMRI, causant son inactivation. La protéine correspondante,

FMRP, est donc absente chez ces patients [1, 2].

protéine ;

Un portrait de famille

FMRP fait partie d’'une famille de protéines liant I’ARN
appelée Fragile X Related (FXR), comprenant les para-
logues Fragile X Related 1 (FXR1P) et Fragile X Related
2 (FXR2P) [4]. Les geénes FXRI et FXR2 sont autoso-
miques :
Comme FMRP est en cause dans le syndrome du X

aucune maladie n’est associée a ces locus.

fragile, la majorité des études est consacrée a cette
cependant, les trois protéines se ressem-

blent structurellement (Figure 1) et posséderaient des
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Figure 1. Structure des membres de la famille FXRP et distribution de ces protéines dans divers
tissus et organes de la souris adulte. A. Structure des protéines FXR: les barres verticales (en
vert foncé) correspondent aux acides aminés (aa) identiques, tandis que les barres horizontales
(en rouge) représentent les aa divergents. Les domaines fonctionnels correspondant aux signaux
de localisation nucléaire (NLS) et d’export nucléaire (NES), aux motifs de reconnaissance de
I’ARN (KH1, KH2 et RGG), au domaine d’interaction protéine-protéine (PPID) et enfin au domaine
phosphorylé (PhD) ont été déterminés chez FMRP et par la suite extrapolés aux deux homologues.
B. Distribution des FXRP chez la souris adulte. Les niveaux les plus élevés de FMRP se retrouvent
dans le testicule, le cerveau et le cervelet. €n ordre décroissant, on retrouve FMRP dans tous les
tissus étudiés exceptés les muscles. FXR1P suit grosso modo la méme tendance ; en revanche, de
hauts niveaux d’isoformes particulieres se retrouvent dans les muscles striés. FXR2P ne semble

toutefois pas suivre les mémes distributions que ses homologues. Les poids moléculaires appa-

rents (kDa) sont donnés vis-a-vis de chaque protéine.
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fonctions analogues susceptibles de se
substituer "'une a 'autre et ainsi de
compenser éventuellement un déficit
fonctionnel. Les FXRP peuvent former
des homo- et des hétérodiméres via leur
domaine d’interaction protéine-protéine
(PPID) [5]. Par ailleurs, elles contien-
nent deux motifs KH et un domaine riche
en arginine et en glycine appelé boite
RGG, caractéristiques des protéines liant
’ARN. De plus, les FXRP transitent entre
le noyau et le cytoplasme grace a leurs
signaux de localisation nucléaire (NLS)
et d’export nucléaire (NES) [4]. Enfin, un
domaine de phosphorylation en carboxy-
terminal régulerait "association de FMRP
avec ’appareil de traduction [5].

FMRI est exprimé tres tot au cours du
développement de I’embryon humain et
de la souris; son expression va en dimi-
nuant et devient par la suite plus loca-
lisée dans certains tissus. Chez I"adulte,
FMRP est détectée dans presque tous les
tissus, quoique a des degrés tres diffé-
rents (Figure 1B), avec une expression
préférentielle dans le cerveau et les tes-
ticules [6]. Dans le cerveau, FMRP est trés
abondante dans les neurones corticaux et
dans les cellules de Purkinje de la couche
granulaire du cervelet. Dans le testi-
cule, FMRP est principalement présente
dans les spermatogonies. Chez la souris
Fmrl™~, des troubles d’apprentissage et
du comportement, ainsi que la macroor-
chidie sont observés, rappelant les traits
caractéristiques des patients atteints du
syndrome X fragile [7]. Cela en fait un
puissant outil pour I’étude des fonctions
altérées a la suite de "absence de FMRP.
La répartition tissulaire et les degrés
d’expression de FXRIP suivent ceux de



FMRP. Les muscles striés cardiaque et squelettiques
constituent une exception, puisque seule FXRIP est
exprimée sous une forme longue particuliere de 82-84
kDa [8]. Les souris Fxrl”~ meurent quelques minutes
aprés leur naissance, vraisemblablement a cause d’un
développement anormal des muscles cardiaque et
respiratoires [9]. €n effet, FXRIP est nécessaire au
développement des muscles comme nous I’avons mon-
tré récemment chez la grenouille [10]. FXR2P apparait
comme le parent négligé de la famille : peu d’études lui
sont consacrées. Pourtant, la souris Fxr2”~ montre cer-
tains traits de comportement semblables a ceux de la
souris Fmrl™~ [11] suggérant une certaine redondance
fonctionnelle des protéines.

La famille des FXRP a été étonnamment conservée au
cours de I’évolution. Tandis que les mammiferes et le
poisson zebre possedent les trois membres de la famille
FXRP, la grenouille n’en compte que deux (xfmrp et
xfxrlp) et la mouche qu’'un seul (dfmrp). Méme le cni-
daire Hydratinia posséde un orthologue du gene FMRI
qui est exprimé dans les cellules dites nerveuses [12].
Les cnidaires représentant le phylum métazoaire le plus
ancien possédant un systeme nerveux, la présence d’un
orthologue suggére que ces protéines ont été conser-
vées afin d’accomplir une fonction essentielle propre au
systéme nerveux.

FMRP et la régulation
de la traduction dans les cellules « roturiéres »

Les premieres études de caractérisation de FMRP ont
été réalisées dans des lignées fibroblastiques, épithé-
liales et lymphoblastiques, que I'on peut qualifier de
«roturiéres », mais ces lignées ne sont pas forcément
adaptées a I’étude des fonctions d’une protéine jouant
un role dans le développement des cellules hautement
spécialisées que sont les neurones. Dans toutes les
lignées utilisées, la majorité de FMRP se retrouve dans
les complexes ribonucléoprotéiques (RNP) associés
aux polyribosomes dits en traduction active [13]. Dans
des lignées lymphoblastiques dérivées de cellules de
patients X fragile, "absence de FMRP va de pair avec
une distribution altérée de certains ARNm le long des
polyribosomes, confirmant le réle essentiel joué par
FMRP aux fins d’une traduction adéquate de certains
ARNm [14]. Par ailleurs, diverses approches expéri-
mentales montrent que FMRP peut se comporter comme
un répresseur de la traduction. Notamment, I"expres-
sion élevée de FMRP, aprés transfection transitoire de
cellules FmrI™", induit la formation de granules dans
lesquels sont emprisonnés des ARNm maintenus dans un
état réprimé [15].
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Comment concilier ainsi le fait que FMRP se com-

porte en répresseur tout en étant présente sur les

polyribosomes en traduction active ? Un scénario

s’échafaude a la lumiére de nouvelles découvertes

dans le domaine de la traduction. Des études récen-

tes montrent que certains ARNm, tel nanos chez la mouche, peuvent
étre présents sur des polyribosomes tout en demeurant inactifs. L'in-
teraction de FMRP avec la voie de I'interférence par ’ARN qui régule
le clivage, la dégradation et I'inhibition de la traduction de certains
ARNm, pourrait expliquer ce paradoxe. Il a été rapporté que FMRP est
associée au complexe RISC, intervenant dans le métabolisme d’une
nouvelle classe d’ARN non traduits, les micro-ARN (ARNmi). Ceux-ci
sont clivés pour produire des ARN interférents (ARNi) s’appariant aux
ARNm pour les réprimer, permettant ainsi d’exercer un contréle local,
rapide et réversible de la traduction de ces ARNm [16].

FMRP et la régulation
de la traduction dans les cellules « nobles »

Bien que FMRP soit particulierement enrichie dans les neurones, cellu-
les «nobles » par excellence, son association aux RNP polyribosomi-
ques dans ces cellules n’avait pas été étudiée, aussi étonnant que cela
puisse paraitre. Cette association n’a été validée expérimentalement
que récemment [17, 18].

Chez les souris Fmrl”~, 'absence de FMRP conduit a une répartition
anormale de certains ARNm le long des polyribosomes du cerveau
[14]. Plusieurs approches in vitro ont été tentées pour sélectionner
ces ARNm-cibles. Deux classes d’ARNm se dessinent, avec comme
motif apparent de reconnaissance soit une structure en G-quartet,
soit une séquence polyU [19]. Plus récemment, un ARN synthétique
possédant une structure tridimensionnelle appelée kissing complex
s’est avéré capable de lier le domaine KH2 [19]. Toutefois, nous igno-
rons si cette structure existe dans la nature. Bien que tous ces ARNm
se lient avec une forte affinité a FMRP in vitro, cette liaison ne reflete
pas forcément la situation in vivo, infiniment plus complexe. Miyashiro
et ses collaborateurs [20] ont identifié des cibles in vivo et montré
que certains de ces ARNm subissent des changements subtils dans leur

Figure 2. Les trois membres de la famille FXRP sont co-localisés dans les gra-
nules présents dans les neurites. (A) FMRP avec une étiquette GFP (vert), (B)
FXR1P avec une RFP (rouge) ainsi que (€) FXR2P avec une CFP (bleu) ont été
exprimées apres triple transfection de neurones d’hippocampe de rat en culture

primaire.
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localisation et leur abondance relative chez les sou-
ris Fmrl™~. Actuellement, toutes classes confondues,
pres de mille ARNm sembleraient ainsi étre affectés.

FMRP comme répresseur des ARNm des granules neuronaux

Exprimée transitoirement dans des cultures primaires de neurones, une
protéine chimérique FMRP-GFP s’accumule préférentiellement dans les
RNPm du corps cellulaire, en association avec "appareil de traduction. De
plus, en accord avec des travaux récents [21], une population mineure et
distincte de RNPm, contenant FMRP, est détectable sous forme de granules
dendritiques (Figure 24). Les trois membres de la famille FXRP se retrou-
vent aussi dans ces granules, qui forment des unités mobiles contenant
des ARNm réprimés adressés a des destinations particuliéres [22]. FMRP
jouerait donc un rdle dans le transport mais également dans la répression
de cargos d’ARNm neuronaux.

Dans cet ordre d’idée, nous avons montré que FMRP se comporte
comme un chaperon dont la liaison favorise une conformation stable
de I’ARN. Ainsi, une ou un petit nombre de molécules de FMRP ouvrirait
la structure de "ARNm, favorisant I’amorce de sa traduction tandis
qu’un plus grand nombre de FMRP, de concert avec d’autres protéines
liant "ARN, contribuerait a I'empaquetage de I’ARNm, le rendant inac-
cessible a "appareil de traduction [23].

FMRP est nécessaire
pour la synthése protéique synaptique locale

Peu apres la découverte de I’association de FMRP avec I’appareil de
traduction [24], Weiler et ses collaborateurs [25] ont observé qu’en
réponse a la stimulation des récepteurs métabotro-

mes sont convertis en monosomes tandis que I"ARNm
est relargué et, éventuellement, détruit. Ce n'est que
récemment que le devenir de ces ARNm, libérés sous
forme de RNPm, a été élucidé. Ces ARNm sont remisés
dans des granules pour y étre transitoirement répri-
més et protégés, en attendant que la cellule retrouve
de meilleures conditions physiologiques [28]. Ainsi,
de nombreuses protéines liant "ARNm, y compris les
FXRP, peuvent étre détectées dans ces granules (Figu-
re 3A). Contre toute attente, nous avons retrouvé ce
phénomene de formation de granules dans des cellules
surexprimant FMRP (Figure 3B). Dés qu’un certain seuil
de surcharge de FMRP est atteint, la protéine piege les
ARNm et les réprime en les remisant dans des granules
[15], jouant un réle analogue a celui envisagé pour
les granules neuronaux (Figure 3C). Dans le muscle,
FXR1P se retrouve aussi dans des structures granulaires
semblables aux costaméres [10] contenant des ARNm
nécessaires a la synthése locale de protéines sollicitées
dans la contraction, la réparation et I’entretien du
muscle. FXR1P pourrait ainsi participer a la régulation
de la traduction de ces ARNm.

Ces granules d’origines diverses partagent certains
composants protéiques et il existe une interconver-
sion possible entre les structures induites par un
stress ou par la surexpression de FMRP [15] et les
granules de cellules germinales nécessaires pour
emmagasiner les ARNm, ainsi que les granules de
transport neuronaux [29].

piques au glutamate, 'ARNm de Fmrl est rapidement
recruté sur les polyribosomes pour y étre traduit locale-
ment dans la synapse. Cette synthése locale est un phé-
nomene essentiel pour la plasticité neuronale et repose
sur la présence d’ARNm a priori réprimés. La plasticité
synaptique intervenant dans le développement et la
maturation synaptique, sa dérégulation pourrait étre
a la source des altérations des fonctions cognitives
supérieures observées chez les patients [26]. De plus,
I"absence de FMRP dans les neurones des patients X
fragile, tout comme chez la souris Fmrl™", se traduit
par la formation d’épines dendritiques surnuméraires
et immatures, laissant supposer que FMRP régule la
plasticité synaptique en participant aux modifications biochimiques
découlant de la synthése locale de protéines. Cela pourrait engendrer
un remodelage du cytosquelette, donc de la synapse [27].

Des p’tits granules,
des p’tits granules, encor’ des p’tits granules...

[l est établi depuis plus de 30 ans qu’a la suite d’un stress imposé a
la cellule, "appareil de traduction se déstructure et les polyriboso-
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Figure 3. FMRP se retrouve dans des granules (A) induits par de hauts niveaux de
FMRP, (B) induits par choc thermiq

Le dénominateur commun est la formation de granules contenant "appareil de

, (€) normal t observés dans un axone.

traduction sous une forme réprimée.

Conclusions

FMRP agirait comme un chaperon de ’ARNm, un répresseur
de la traduction et un transporteur. La présence de FMRP
dans les neurones serait donc nécessaire pour maintenir les
ARNm réprimés dans les granules dendritiques et controler
leur traduction locale dans la synapse (Figure 4).

Dans un contexte plus général, il est admis que les trois
membres de la famille FXRP puissent agir conjointement
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Figure 4. Modéle illustrant le réle de FMRP et des FXRP dans la répression de ’ARNm présent dans
les granules neuronaux en route vers des destinations lointaines, telles les synapses, lieu d’une
traduction hautement spécialisée. FMRP se retrouve assise sur des polyribosomes dans le corps
cellulaire (soma), ainsi qu’au niveau des synapses. Les granules sont représentés par une struc-
ture compacte contenant I’ARNm, ainsi que plusieurs molécules de FMRP, FXR1P et FXR2P (en
bleu) qui participeraient aux modifications conformationnelles de I’ARNm. D’autres protéines

associées aux granules sont présentées en d’autres couleurs (& titre d’exemple, PABP et CPEB).

au sein des mémes complexes RNPm. Cependant, la hié-
rarchie fonctionnelle des FXRP, ainsi que leur steechio-
métrie respective ne sont pas connues. Nous proposons
que dans les cellules dites «roturiéres », exemptes
de prolongements cellulaires, FXRIP et FXR2P peuvent
compenser "absence de FMRP. En revanche, dans les
neurones, cette absence pourrait avoir comme consé-
quence une répression incompléte de certains ARNm qui
seraient alors traduits inadéquatement en lieu et en
temps, conduisant a une altération du développement
et de la connexité synaptique. Des altérations dans la
topologie synaptique du cerveau contribueraient ainsi
a expliquer le retard mental observé chez les patients X
fragile, sans toutefois éclaircir la grande diversité des
phénotypes observés.

Depuis la découverte du gene FMRI en 1991, le nombre
de laboratoires qui se joignent aux recherches sur les
fonctions de FMRP ne cesse d’augmenter. Cette crois-
sance illustre I'intérét que FMRP suscite dans diverses
spheres de la recherche en raison de son importance
chez "humain a la fois dans le développement du sys-
teme nerveux et dans celui des fonctions cognitives
supérieures. D’ol Iintérét récent [30] pour FMRP de
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This protein is an RNA-binding protein
present in mRNP complexes associated
with the translation machinery and is
thought to be a key player in the control
of mRNA transport in neurons. However,
the exact role of FMRP in translation
remains unclear. Two homologous pro-
teins, FXR1P and FXR2P, are also found in
RNP complexes containing FMRP, sugges-
ting that FMRP’s functions are much more
complex than first thought. The molecular mechanisms altered in cells
lacking FMRP still remain to be elucidated, as well as the putative roles
of FXRIP and FXR2P as compensatory molecules. Here, we review the
various possible functions of FMRP in RNA localization and transport
in highly differentiated cells containing dendritic extensions such as
neurons. ¢
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