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Résumé 

L’autisme est une pathologie neurodéveloppementale impliquant des facteurs génétiques. 

Nous avons utilisé une stratégie d’étude de gènes candidats choisis pour leur rôle clé dans la 

voie de l’ubiquitine, impliquée dans des mécanismes de neurogénèse ou de plasticité 

synaptique mis en cause dans l’autisme. 

L’identification des 37 enzymes de conjugaison à l’ubiquitine E2 humaines, groupées en 17 

familles, a permis de sélectionner 6 enzymes pour mener une recherche de mutation chez 195 

autistes : UBE2H, UBE2A, UBE2K, UBE2I, UBE2N, UBE2E3. 

Aucune mutation n’a été détectée dans notre population d’autistes, et aucune preuve génétique 

n’a pu impliquer les gènes UBE2K, UBE2A et UBE2N. En revanche des associations 

significatives ont été mises en évidence avec des polymorphismes des gènes UBE2E3, UBE2I 

et UBE2H. 

Des études in vitro ont mis en évidence les rôles importants d’enzymes E2 lors de la 

neurogénèse : UBE2H favorise la prolifération des cellules souches neurales (CSN) tout en 

empêchant la différenciation neuronale, tandis qu’UBE2A modifie la différenciation des CSN 

par une augmentation de la taille des neurites. 

Ces résultats de génétique humaine apportent des arguments en faveur d’une conception 

polygénique de la pathologie autistique et militent pour l’implication forte de la voie de 

l’ubiquitinylation dans cette pathologie. Ces données sont complétées par des observations 

d’autres équipes allant dans le même sens, et s’intègrent dans les mécanismes déjà identifiés 

de régulation de la traduction (FMR1) et de la plasticité synaptique (protéines des complexes 

synaptiques). Nos résultats devraient contribuer, nous l’espérons, à dessiner une vision plus 

synthétique des mécanismes moléculaires impliqués dans la pathologie autistique. 

 

Mots-clés : 

autisme, enzymes de conjugaison à l’ubiquitine E2, phylogénèse, UBE2K, UBE2A, UBE2I, 

UBE2N, UBE2H, UBE2E3, criblage génétique, étude d’association, étude de déséquilibre de 

transmission, étude haplotypique, cellules souches neurales, profil d’expression, 

surexpression plasmidique, TNF-alpha 
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Résumé en anglais 

Autism is a neurodevelopmental disorder involving genetic factors. We use a candidate genes 

strategy selected for their key role in the ubiquitin pathway involved in mechanisms of 

neurogenesis and synaptic plasticity implicated in autism. 

Identification of the 37 human ubiquitin conjugating enzymes E2, grouped into 17 families, 

helped to select 6 enzymes to conduct a mutation screening in 195 autistic patients: UBE2H, 

UBE2A, UBE2K, UBE2I, UBE2N, UBE2E3. 

No mutation was detected in our autistic population, and no genetic evidence could involve 

UBE2K, UBE2A and UBE2N genes. However significant associations were identified with 

polymorphisms from UBE2E3, UBE2I and UBE2H genes. 

In vitro studies highlighted the important role of E2 enzymes during neurogenesis: UBE2H 

promotes the proliferation of neural stem cells (NSC) while preventing neuronal 

differentiation, while UBE2A alters differentiation of NSC by increasing the neurites size. 

Researches therefore remain encouraged by these very promising initial results. 

These results of human genetic make arguments in favor of a polygenic idea of autism and 

advocate for stronger involvement of the ubiquitin pathway in this pathology. These data are 

supplemented by comments from other teams in the same direction and fit into the already 

identified mechanisms of regulation of translation (FMR1) and synaptic plasticity (proteins of 

synaptic complexes). We hope that our results should contribute to draw a more synthetic 

vision of the molecular mechanisms involved in autism. 

 

Keywords: 

autism, ubiquitin conjugating enzymes E2, phylogeny, UBE2K, UBE2A, UBE2I, UBE2N, 

UBE2H, UBE2E3, genetic screening, association study, transmission disequilibrium test, 

haplotype study, neural stem cells, expression profiling, plasmid overexpression, TNF-alpha 
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Introduction sur l’autisme 

Historique 

Le psychiatre suisse Eugen Bleuler fut le premier à employer le terme « autisme » (ou plus 

exactement « autismus », en allemand) dans un article de 1911 pour parler du retrait social 

observé chez des adultes schizophrènes ; il désigna ainsi ce repli sur soi par le terme 

« autisme », issu du grec « autos », qui signifie soi-même. C’est ainsi que l’autisme fut le 

premier des troubles envahissants du développement à être nommé. Il a cependant fallu 

attendre quarante ans pour qu’en 1943, Leo Kanner, médecin pédopsychiatre d’origine austro-

hongroise, formé à Berlin et vivant aux Etats-Unis, soit le premier à faire une description 

clinique de l’autisme basée sur l’observation de onze enfants. L’autisme apparaît ainsi comme 

une « inaptitude des enfants à établir des relations normales avec les personnes et à réagir 

normalement aux situations », accompagnée d’un « trouble du contact affectif », et 

apparaissant dès le début de la vie (Kanner, 1943). 

Interactions sociales Incapacité à interagir avec des personnes, notamment des membres de la propre 
famille de l’enfant, dès le début de la vie. 

Langage Incapacité à développer la parole, ou utilisation anormale, essentiellement non-
communicative du langage pour ceux qui parviennent à parler. Chez tous les 
enfants ayant acquis le langage (huit cas), on observe une inversion de 
l’utilisation des pronoms, accompagnée dans certains cas d’écholalie, d’un 
questionnement obsessionnel et d’une utilisation rituelle de la parole. 

Comportement Réactions anormales face aux objets environnementaux et aux événements, tels 
que la nourriture, les bruits forts et les objets en mouvement. Kanner constate 
que le comportement de l’enfant semble régi par un désir obsessionnel anxieux 
du maintien de l’uniformité, qui a conduit à une limitation de la diversité des 
activités spontanées. 

Capacités 
intellectuelles 

Bon potentiel cognitif avec une excellente mémoire reflex et des performances 
normales au test non-verbal de Seguin. 

Santé physique Etat physique normal. Plusieurs enfants ont une démarche maladroite, mais 
tous présentent une bonne coordination musculaire fine. 

Tableau 1: Caractéristiques cliniques décrites par Kanner en 1943 sur la 
base de l’étude de onze enfants autistes. 
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Leo Kanner met en cause l’attitude et la qualité des contacts des parents envers leurs enfants ; 

il parle de mères froides, de pères absents. En cette fin de guerre, la conjoncture sociale est 

favorable à l’émergence de telles théories. Mais dès sa première publication, Kanner évoque 

des causes « innées » : « We must, then assume that these children have come into the world 

with innate inability to form the usual, biologically provided affective contact with people, 

just as other children come into the world with innate physical or intellectual handicaps. » 

(Kanner, 1943). Les études s’orientent sur les conséquences des carences de soins maternels 

pour les enfants orphelins élevés en pouponnière. En 1969, Bruno Bettelheim renforce cette 

théorie de la « mère réfrigérateur » et assimile les perturbations précoces de la relation mère-

enfant au rejet maternel inconscient : un enfant devient autiste parce qu’il ne peut supporter 

son environnement menaçant qui manque d’amour. 

Pendant longtemps cette idée du rôle prépondérant du comportement des parents restera la 

principale cause de cette apparente réaction de défense de l’enfant face à son environnement 

qu’il juge trop hostile, faisant de l’autisme une maladie purement psychologique et 

psychogène. 

Progressivement l’évolution des mentalités va se faire, la classification européenne des 

maladies mentales sera jugée trop subjective : le diagnostic des maladies doit être 

inattaquable, y compris dans le domaine de la psychiatrie. En 1968, Rutter est le premier à 

proposer une approche plus scientifique de l’autisme avec une élaboration de réels critères 

diagnostiques. Pour tous les patients diagnostiqués autistes, les symptômes doivent apparaître 

avant l’âge de 3 ans et doivent correspondre à trois grandes catégories : problèmes de 

socialisation ; défauts de communication ; activités limitées et comportements rituels. 

Cette démarche statistique, certes moins riche sur le plan intellectuel, mais objective et donc 

opposable notamment en cas de procès, remplace ainsi les tableaux cliniques. Pour être 

déclaré autiste, il est nécessaire de présenter un certain score, obtenu en cochant sur une liste 

préétablie. C’est donc en 1968 qu’apparaît le terme « autisme » dans la seconde édition du 

DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) ; il y est tout d’abord classifié 

comme une schizophrénie infantile. C’est dans la 3ème version du DSM en 1980 que l’autisme 

est considéré comme une maladie à part entière et qu’il apparaît sous la dénomination 

« autisme infantile ». L’autisme, ainsi que trois autres pathologies, sont regroupés dans une 

nouvelle rubrique intitulée « Troubles Envahissants du Développement (TED) ». 
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C’est à la fin des années 70 que Rutter et Folstein effectuent la première étude génétique sur 

21 paires de jumeaux répondant aux critères du DSM pour un diagnostic d’autisme et 

démontrent une forte implication génétique dans l’étiologie de l’autisme (Folstein et Rutter, 

1977). 

Définition 

L’autisme est une maladie définie du point de vue du comportement, caractérisée par une 

altération de la communication, des interactions sociales, et de l’imagination, avec un champ 

d’intérêts restreint, et des comportements répétitifs et stéréotypés. 

D’après le Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders version IV, ou DSM-IV, 

l’autisme est classé parmi les troubles envahissants du développement (TED). Envahissant 

dans la mesure où il affecte de nombreux aspects cognitifs et comportementaux, et 

développemental car les syndromes autistiques apparaissent au cours du développement, 

durant la petite enfance ou même dès la naissance, par définition avant 3 ans. 

Concernant une définition des signes précoces de la maladie, les premiers symptômes 

repérables de l’autisme sont un regard fuyant, le corps qui se raidit ou reste sans réaction 

quand on porte l’enfant, les bras qui ne se tendent pas vers l’adulte qui s’occupe de lui 

(Johnson et al., 2007). En grandissant, l’enfant s’isole, s’absorbe dans une tâche répétitive. La 

première impression est que l’enfant ne paraît pas entendre son entourage, mais le froissement 

d’une feuille peut le faire réagir de façon démesurée. La moitié des autistes n’apprennent 

jamais à parler, ni même à montrer du doigt ce qu’ils veulent. D’autres acquièrent le langage, 

mais un langage particulier, sous forme d’écholalie (répétition de ce qui vient d’être entendu) 

ou de phrases toutes faites, telles les slogans publicitaires. Le regard semble vide, mais chaque 

objet n’ayant pas été remis à sa place provoque un grand trouble. Les stimulations sensorielles 

(bruit, lumière, chaleur) sont perçues de façon disproportionnée, ce qui provoque soit une 

stimulation très intense, soit une absence de réaction. Ils sont parfois violents, envers les 

autres comme envers eux-mêmes, sans raison apparente. Seul un geste ou une parole, répété à 

l’infini, semble pouvoir les rassurer. 

L’autisme répond actuellement à trois principaux critères communément appelés triade 

autistique : 

- déficits des interactions sociales 
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- déficits de la communication verbale et gestuelle 

- problèmes moteurs, stéréotypies, comportements répétitifs 

Au cours de ces vingt dernières années, afin d’établir à partir de quel niveau de déficit il est 

possible de parler d’autisme, des échelles avec des cotations universelles ont été élaborées, 

permettant notamment de constituer les cohortes qui font l’objet d’études d’associations 

génétiques. Il existe ainsi le Childhood Autism Rating Scale (CARS) (Schopler et al., 1980), 

l’Autism Diagnostic Interview (ADI) et l’Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) 

(Lord et al., 1994), et l’Autism Diagnostic Observation Schedule-Generic (ADOS-G) (Lord et 

al., 2000). En parallèle à ces échelles d’évaluation d’outres outils peuvent être utilisés, telle 

que la BSE-R (Behavioral Summarized Evaluation-Revised) (Barthélémy et al., 1997) 

développée dans notre unité INSERM. Toutes ces évaluations sont basées sur les critères 

recensés dans le DSM-IV et la classification internationale des maladies version 10 (CIM-10, 

ou ICD-10 pour International Classification of Diseases). 

Le questionnaire de diagnostic F84.0 (299.00) du syndrome autistique établi par le DSM-IV 

est le suivant : 
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(a) altération marquée dans l’utilisation, pour 
réguler les interactions sociales, de 
comportements non verbaux multiples, tels que 
le contact oculaire, la mimique faciale, les 
postures corporelles, les gestes 
(b) incapacité à établir des relations avec les 
pairs correspondant au niveau de 
développement 
(c) le sujet ne cherche pas spontanément à 
partager ses plaisirs, ses intérêts, ou ses réussites 
avec d’autres personnes (par exemple, il ne 
cherche pas à montrer, à désigner du doigt ou à 
apporter les objets qui l’intéressent) 

(1) Altération qualitative 
des interactions sociales, 
comme en témoignent au 
moins deux des éléments 
suivants : 

(d) manque de réciprocité sociale ou 
émotionnelle 
(a) retard ou absence totale de développement 
du langage parlé (sans tentative de 
compensation par d’autres modes de 
communication, comme le geste ou la mimique) 
(b) chez les sujets maîtrisant suffisamment le 
langage, incapacité marquée à engager ou à 
soutenir une conversation avec autrui 
(c) usage stéréotypé et répétitif du langage, ou 
langage idiosyncrasique 

(2) altération qualitative de 
la communication, comme 
en témoigne au moins un 
des éléments suivants : 

(d) absence d’un jeu de « faire semblant » varié 
et spontané, ou d’un jeu d’imitation sociale 
correspondant au niveau du développement 
(a) préoccupation circonscrite à un ou plusieurs 
centres d’intérêt stéréotypés et restreints, 
anormale soit dans son intensité, soit dans son 
orientation 
(b) adhésion apparemment inflexible à des 
habitudes ou à des rituels spécifiques et non 
fonctionnels 
(c) maniérismes moteurs stéréotypés et répétitifs 
(par exemple, battements ou torsions des mains 
ou des doigts, mouvements complexes de tout le 
corps) 

A. Un total de six 
(ou plus) parmi les 
éléments décrits en 
(1), (2) et (3), dont 
au moins deux de 
(1), un de (2) et un 
de (3) : 

(3) caractère restreint, 
répétitif et stéréotypé des 
comportements, des intérêts 
et des activités, comme en 
témoigne au moins un des 
éléments suivants : 

(d) préoccupations persistantes pour certaines 
parties des objets 

B. Retard ou caractère anormal du fonctionnement, débutant avant l’âge de trois ans, dans au moins 
l’un des domaines suivants : (1) interactions sociales, (2) langage nécessaire à la communication 
sociale, (3) jeu symbolique ou d’imagination. 
C. La perturbation n’est pas mieux expliquée par le diagnostic de Syndrome de Rett ou de Trouble 
désintégratif de l’enfance. 

Tableau 2 : Questionnaire de dianostic F84.0 (299.00) du syndrome 
autistique établi par le DSM*IV 
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L’hétérogénéité de la pathologie 

Ce sont là les traits communs, mais les différences entre autistes sont grandes. L’autisme est 

une maladie du comportement et de la cognition. Dans la mesure où l’autisme est caractérisé 

par des groupes de symptômes et de signes, même dans sa définition la plus étroite, il s’agit 

d’un syndrome neurodéveloppemental très variable et non pas d’un état unique. Les enfants 

diagnostiqués autistes diffèrent sensiblement dans la gravité de la maladie, à de nombreux 

niveaux de capacités cognitives et comportementales. 

Contrairement à de nombreux autres pathologies touchant le cerveau, par exemple les 

maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson ou la maladie d’Alzheimer, 

l’autisme n’est pas donc clairement défini comme une pathologie unique aux niveaux 

moléculaire, cellulaire, ou au niveau des mécanismes. Dans le domaine intellectuel, on estime 

que près de la moitié d’entre eux présente des performances inférieures à 50 (correspondant à 

une déficience mentale modérée, selon la classification de l’Organisation Moniale de la 

Santé), le tiers développe un Quotient Intellectuel de 70 (déficience mentale légère) et 5 % 

seulement dépasseraient les 80 (déficience mentale limite), même si on constate parfois des 

performances spécifiques dans un domaine particulier, ou une connaissance approfondie d’un 

sujet bien circonscrit, toujours à la limite de l’obsessionnel. En outre, comme nous allons le 

voir dans un paragraphe suivant, l’étiologie des TED est complexe, impliquant probablement 

de nombreux facteurs. Ainsi, la recherche sur les TED doit composer non seulement avec la 

complexité et la grande amplitude du phénotype lui-même, mais également avec la 

complexité des origines possibles. Malgré ces difficultés, des progrès notables ont été réalisés. 

Par ailleurs, pour ajouter à cette complexité, il existe également en plus du terme de TED le 

terme de « troubles du spectre autistique » (TSA, ou ASD pour autistic spectrum disorders), 

utilisé pour la première fois par Allen en 1988, et malheureusement souvent employés 

indifféremment. Ces deux notions étaient pourtant distinctes à l’origine, et le spectre 

autistique correspond en réalité à une image permettant d’englober les personnes présentant 

des traits autistiques mais ne répondant pas exactement à tous les critères exigés par le DSM-

IV pour entrer dans la catégorie des TED. Cette notion revient donc à une appréciation plus 

subjective de l’autisme, considérant à la fois les TED mais aussi d’autres pathologies pour 

lesquelles la triade n’est pas totalement respectée, ou lorsque les symptômes sont apparus plus 

tardivement, ce qui permet d’atténuer les diagnostics binaires malade/sains, dissipant la 

frontière entre la pathologie et le phénotype variable de la population générale, et dessinant 
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ainsi un dégradé de phénotypes possibles formant une sorte de continuum parmi la diversité 

des individus. 

Les troubles envahissants du développement (TED) : complexité 

d’une classification 

La classification des différents troubles envahissants du développement évolue constamment 

en fonction de l’avancée des recherches et diffère sensiblement selon les types d’évaluation 

considérés (annexes pour les critères officiels CIM-10 et DSM-IV). La classification 

internationale des maladies mentales et des perturbations du comportement établie par 

l’Organisation Mondiale de la Santé (CIM 10, 1993) définit les TED dans sa rubrique F84, 

tout en précisant que le retard mental est une pathologie distincte dont les symptômes sont 

répertoriés dans d’autres catégories. D’après la CIM-10, les TED sont regroupés en 8 

catégories : 

- L’autisme infantile (F84.0), dont nous avons déjà largement discuté les symptômes. 

- L’autisme atypique (F84.1), qui se distingue de l’autisme soit par une apparition plus 

tardive, soit par le défaut d’un des critères de la triade autistique. 

- Le syndrome de Rett (F84.2), dont l’évolution neurologique est particulière dans la mesure 

où ce n’est que vers 2 ans que surviennent des altérations des interactions sociales et de la 

communication, ainsi que des pertes importantes des facultés motrices. 

- Le trouble désintégratif de l’enfance (F84.3), qui comme pour le syndrome de Rett permet à 

l’enfant un développement normal au moins jusqu’à l’âge de deux ans, mais qui provoque 

avant l’âge de 10 ans une perte importante des facultés dans plusieurs domaines de 

développements précédemment acquis. 

- L’hyperactivité associée à un retard mental et à des mouvements stéréotypés (F84.4). 

- Le syndrome d’Asperger (F84.5), dont le diagnostic repose sur la présence d’altérations 

qualitatives des interactions sociales réciproques et d’un aspect restreint, répétitif et stéréotypé 

du comportement, des intérêts et des activités (comme dans l’autisme), mais sans retard 

cliniquement significatif du langage ou du développement cognitif. 
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- Les autres troubles envahissants du développement (F84.8), qui représentent les TED 

individualisées qui ne peuvent appartenir aux catégories suscitées (le syndrome Rett-like par 

exemple). 

- Le trouble envahissant du développement non spécifié (TED-NS, ou PDD-NOS pour 

Pervasive Developmental Disorder - Not Otherwise Specified) (F84.9). 

D’après la classification du DSM-IV de 1994, les TED sont aujourd’hui divisés en cinq 

catégories. 

On retrouve ainsi l’autisme infantile (F84.0) dans la catégorie des syndromes autistiques, 

souvent réduits au terme autisme. Les syndromes de Rett (F84.2) et d’Asperger (F84.5) ainsi 

que le trouble désintégratif de l’enfance (F84.3) font également l’objet de catégories 

distinctes. Cependant l’autisme atypique (F84.1) et les autres troubles envahissants du 

développement (F84.8) sont ici inclus parmi les troubles envahissants du développement non 

spécifiés (F84.9) qui forment ainsi un large groupe hétérogène de symptômes plus ou moins 

variés mais pour lesquels l’appartenance à l’une des maladies précédemment identifiées a été 

écartée. 

Pour clarifier ces classifications, voici un tableau reprenant les différentes catégories : 

CIM-10 DSM-IV 

Autisme infantile Troubles autistiques 
Syndrome de Rett Syndrome de Rett 
Trouble désintégratif de l’enfance Trouble désintégratif de l’enfance 
Syndrome d’Asperger Syndrome d’Asperger 
Autisme atypique 
TED non spécifié 
Autres TED 

TED non spécifié 

Hyperactivité associée à un retard mental 
et des mouvements stéréotypés 

- 

Tableau 3 : Tableau comparatif des deux principales classifications utilisées 
pour la description des troubles envahissants du développement. 

Épidémiologie 

L’incidence de la pathologie autistique est actuellement évaluée à 1/166 (soit 6,0 / 1000) 

d’après une récente étude du Centre for Disease Control and Prevention (CDCP, 2007), mais 
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la prévalence de la maladie reste toujours un point délicat à établir dans la mesure où il est 

possible de se placer d’un point de vue des syndromes autistiques ou du spectre autistiques 

plus globalement représentant l’ensemble des TED, les deux termes étant souvent comme 

nous l’avons déjà dit employés indifféremment dans les études. La méta-analyse de l’équipe 

de Fombonne publiée en 2003 établi clairement l’incidence des perturbations distinctes du 

spectre autistique (incluant donc l’autisme) à 6 ‰ (Tidmarsh et Volkmar, 2003), chiffre 

concordant avec l’évaluation récente du CDCP. 

Le sex-ratio reste lui inchangé depuis le début des études épidémiologiques et se trouve donc 

estimé à 3 ou 4 garçons atteints pour 1 fille (Fombonne, 2003 ; Yeargin-Allsopp et al., 2003), 

avec une déficience mentale plus importante pour les filles atteintes (Lenoir et Bodier, 2000). 

Données anatomopathologiques 

Nous disposons actuellement de très peu d’études directes de cerveaux de personnes autistes 

décédées. Cependant les rares études post mortem ont pu être enrichies grâce aux récents 

progrès de l’imagerie. Celles-ci ont ainsi pu révéler des anomalies variées, mais toutes ces 

informations restent délicates d’utilisation dans la mesure où elles ne se trouvent pas chez 

tous les patients atteints, et existent dans d’autres pathologies, différentes de l’autisme. Même 

s’il semble difficile de proposer une vue unifiée de l’anatomie du cerveau des autistes, nous 

allons examiner les diverses anomalies décrites, région par région. 
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Figure 1 : Schéma du cerveau humain permettant la localisation de 
différentes régions d’intérêt dans l’autisme. 

 

 

 

Figure 2 : Schéma d’une coupe saggitale du cerveau humain permettant la 
localisation des principales structures d’intérêt dans l’autisme. 
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Le volume cérébral 

Dans sa description initiale du syndrome autistique, Kanner observait déjà une augmentation 

du périmètre crânien (Kanner, 1943). Les diverses études effectuées (Woodhouse et al., 

1996 ; Lainhart et al., 1997 ; Ghaziuddin et al., 1999) rapportent une augmentation de la 

circonférence de la tête chez 20 à 30 % des autistes de moins de 30 ans, contre 2 % chez la 

population témoin. La relation entre périmètre crânien et volume ou masse du cerveau est 

cependant complexe, l’âge étant particulièrement important pour ces comparaisons. C’est 

ainsi que l’équipe de Bauman a pu démontrer que les cerveaux des autistes de moins de 12 

ans étaient plus lourds (100 à 200 g) que ceux des contrôles, mais que ceux des autistes 

adultes se trouvaient au contraire plus légers (Bauman, 1996). Il semble donc que la 

croissance soit plus rapide au début du développement puis diminue ou s’arrête chez les 

autistes, alors qu’elle se poursuit chez les témoins normaux. Une autre étude précise que la 

croissance du cerveau semble anormalement rapide dans la petite enfance, entre 6 et 14 mois 

après la naissance (Courchesne et al., 2003). L’équipe de Bailey a également rapporté trois 

cas de cerveau nettement plus lourd que la normale, de 1600 à 1800 g au lieu de 1250 à 

1350 g (Bailey, 1998). D’autres études ont pu retrouver cette augmentation de masse du 

cerveau (dans 3 cas sur 21 pour Courchesne et al., 1999), confirmée par plusieurs études 

utilisant l’imagerie par résonance magnétique nucléaire (Brambilla, 2003), mais aussi un cas 

de microcéphalie (Courchesne et al., 1999). De plus même si cette anomalie n’est pas 

observée dans le retard mental ou les perturbations du langage, elle n’est pas spécifique de 

l’autisme : on la retrouve aussi dans les défauts d’attention et l’hyperactivité par exemple 

(Ghaziuddin, 1999), et dans plusieurs maladies génétiques s’accompagnant d’autisme ou de 

déficience mentale, telles que le syndrome MOMO (Moretti-Ferreira et al., 1993) ou les 

mutations PTEN (Waite et Eng, 2002). 

Le cervelet 

Le cervelet a très rapidement fait l’objet d’études morphologiques, notamment en raison de 

son implication dans les interactions sociales et le traitement des informations sensorielles et 

motrices (Schmahman et Sherman, 1998), mis en cause dans l’autisme. L’équipe de 

Courchesne a largement exploré cette partie anatomique des autistes. Grâce au développement 

des techniques d’étude in vivo par imagerie à résonance magnétique nucléaire, il a ainsi pu 

observer qu’une région particulière du cervelet, le vermis cérébelleux, était diminuée de 

volume (Courchesne et al., 1988), touchant en particulier le lobule VI (intervenant dans la 
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motricité oculaire, déficiente chez certains autistes) et le lobule VII qui sont réduits de 25 % 

chez les autistes. Là encore le phénotype observé n’est pas homogène : 87 % des patients 

présentent une réduction de volume, alors que 13 % montrent une augmentation (Courchesne 

et al., 1994). On note cependant une particularité chez les autistes jeunes qui présentent 

davantage de substance blanche cérébelleuse au détriment de la substance grise, comparés à 

des sujets normaux (Courchesne et al., 2001). Cette hypoplasie pourrait être due à une perte 

cellulaire mais qui ne serait cependant pas associée à un phénomène de gliose (Courchesne et 

al., 1994), suggérant que la lésion se serait manifestée lors des premiers stades du 

développement embryonnaire. C’est ainsi qu’en se basant uniquement sur les données 

neuropathologiques du cervelet, certains chercheurs ont proposé que la 5ème semaine de 

gestation soit la période de plus grande vulnérabilité du fœtus à certains facteurs affectant le 

développement normal du cerveau, pouvant conduire à l’apparition de comportements 

autistiques (Courchesne, 2002). Plusieurs autres chercheurs ont observé une augmentation du 

volume des hémisphères cérébelleux, et proposent que le volume vermien, en fonction du 

volume total du cerveau, soit plutôt corrélé au niveau intellectuel qu’à la présence de 

l’autisme (Brambilla, 2003). 

Par ailleurs, on a pu noter une diminution du nombre de cellules de Purkinje dans le cortex 

cérébelleux (Williams, 1980 ; Bauman et Kemper, 1985 ; Ritvo et al., 1986 ; Bailey et al., 

1998). La taille de ces cellules de Purkinje semble également réduite de 24 % en moyenne, 

tout en montrant une grande hétérogénéité interindividuelle (Fatemi et al., 2002a). La perte 

précoce de cellules de Purkinje s’accompagnerait de la perturbation des circuits normaux, 

avec une hyperplasie des cellules des noyaux reliés au cortex cérébelleux. Par la suite, les 

neurones des noyaux, ne recevant pas d’influx du cortex, s’atrophieraient. Là encore il se 

manifeste donc des variations dans les observations en fonction de l’âge considéré : les 

neurones des noyaux profonds du cervelet ainsi que les neurones de l’olive inférieure dans le 

tronc cérébral sont trop grands chez les patients jeunes et trop petits chez les patients plus 

âgés (Bauman et Kemper, 1985). 

Même si ces altérations du cervelet sont fréquentes, elles ne sont pas retrouvées dans toutes 

les études (Rumsey, 1988 ; Garber et al., 1989 ; Piven et al., 1990 ; Holttum, 1992), et surtout 

elles ne sont pas spécifiques de l’autisme puisqu’elles peuvent être retrouvées dans d’autres 

pathologies neurologiques tels que le syndrome de Rett et le syndrome de Down (Schaefer et 

al., 1996). Le rapport entre les modifications de la structure du cervelet et l'expression des 

symptômes de l'autisme reste flou (Webb et al., 2009). 
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Les régions corticales 

L’étude histologique du cortex a montré un épaississement local ou des irrégularités (Bailey et 

al., 1998). Entre 2 et 4 ans, les enfants autistes montrent ainsi un épaississement anormal de la 

matière blanche, puis cet épaississement se stabilise jusqu’à se réduire à une épaisseur 

inférieure à la normale (Courchesne et al., 2004). L’épaisseur de la couche corticale entre 7 et 

19 ans a pu être associée avec les facultés intellectuelles (Shaw et Greenstein, 2006), ce qui 

permettrait d’expliquer le déficit chez les patients autistes. 

Un autre niveau d’étude concerne l’organisation des neurones corticaux. Lors de la 

corticogénèse, ces neurones se répartissent en six couches, et leur migration radiale forme 

entre les couches II et IV des structures verticales appelées minicolonnes, définies par la 

densité cellulaire des neurones qui les compose et par la répartition de ces cellules le long de 

la colonne. L’architecture cérébrale est elle même définie par le nombre de minicolonnes et 

leur répartition. On observe ainsi une augmentation du nombre de ces minicolonnes 

accompagnée d’une diminution de leur taille et de leur densité cellulaire dans l’aire 9 du 

cortex préfrontal et dans les aires 21 et 22 du cortex temporal des patients autistes, formant 

des minicolonnes nettement plus compactes chez les autistes que chez les témoins (Casanova 

et al., 2002). La même observation a été faite dans le cortex somesthésique primaire (aire 3b) 

ainsi que dans les régions du cortex moteur primaire (aire 4), du cortex frontal associatif (aire 

9) et du cortex occipital (aire 17), confirmant la modification de l’organisation structurelle des 

minicolonnes chez les autistes (Casanova et al., 2006). 

Le lobe frontal 

Là encore le lobe frontal est intéressant à étudier dans la mesure où il semble jouer un rôle 

dans la régulation du comportement émotionnel durant la petite enfance. Comme pour les 

observations effectuées sur le périmètre crânien dans sa globalité, on a pu mettre en évidence 

une légère augmentation relative de son volume chez les sujets autistes (Carper et 

Courchesne, 2000) mais cette hypertrophie disparaît avec l’âge, d’où l’idée d’une phase de 

croissance cérébrale plus rapide que chez les sujets normaux suivie d’une croissance plus 

lente (Carper et al., 2002 ; Carper et Courchesne, 2005). Par ailleurs, un hypodébit sanguin de 

la région frontale du cortex a été trouvé chez des enfants autistes de moins de 5 ans 

(Zilbovicius et al., 1995) qui elle aussi disparaît avec l’âge, s’interprétant donc comme un 
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retard de la maturation frontale. Cependant, les anomalies du lobe frontal dans l’autisme 

restent rares et semblent transitoires. 

Le lobe temporal 

La première observation intéressante à noter chez les patients autistes est la perte de 

l’asymétrie normale des deux parties les plus hautes du cortex temporal, le planum temporal. 

En temps normal chez les sujets sains, le côté gauche a une taille inférieure à celui du côté 

droit, alors que dans l’autisme, cette asymétrie disparaît (Rojas et al., 2002). Cette zone 

temporale haute est impliquée dans la perception du langage, et pourrait expliquer les défauts 

de communication rencontrés chez les autistes. 

La perturbation des réactions émotionnelles spécifiques peut également être due à des 

modifications au niveau des neurones du sillon temporal supérieur (STS), où un défaut 

d’activation de cette zone spécifique a pu être observé chez des autistes (Gervais et al., 2004). 

Les trois quarts des patients autistes présenteraient en fait une hypoperfusion bilatérale des 

lobes temporaux, et plus particulièrement au niveau de ce STS mais aussi du gyrus temporal 

supérieur (GTS) (Zilbovicius et al., 2000 ; Ohnishi et al., 2000), pouvant refléter une 

diminution localisée de l’activité synaptique chez les autistes. 

Enfin on a pu noter chez des enfants autistes de plus de cinq ans une hyporéactivité temporale 

gauche contrastant avec une augmentation du débit sanguin dans la zone temporale droite 

(Bruneau et al., 2003). 

Le tronc cérébral 

Le tronc cérébral a été très rapidement mis en cause dans l’autisme (Gaffney et al., 1988 ; 

Hashimoto et al., 1992), et la preuve morphologique de son implication a été apportée par 

l’observation d’une réduction du tronc cérébral et de ses trois composantes (mésencéphale, 

pont et région bulbaire) chez les patients autistes (Hashimoto et al., 1993). Des malformations 

de l’olive inférieure, située dans le bulbe rachidien, en relation avec le cortex cérébelleux, et 

des ectopies neuronales ont été aussi décrites (Kemper et Bauman, 1993 ; Bailey, 1998). Enfin 

d’un point de vue purement anatomique, en se basant sur l’hypothèse d’un problème de 

fermeture du tube neural établie suite aux études des effets d’une exposition à la thalidomide, 

l’équipe de Rodier a pu mettre en évidence une atrophie du noyau du nerf facial lors de 



36 

 

l’étude post mortem du cerveau d’un patient autiste (Rodier et al., 1996), soutenue par des 

études de modèles animaux chez le rat. 

Le système limbique 

L’implication de cette structure dans l’affectivité et l’émotion suggère que là encore des 

perturbations organisationnelles et/ou fonctionnelles permettraient d’expliquer certaines 

caractéristiques observées chez les autistes. L’hippocampe et l’amygdale, structures profondes 

du système limbique, semblent initialement plus grands chez le jeune patient autiste, mais là 

encore cette hypertrophie disparaît à l’adolescence (Schumann et al., 2004). Malheureusement 

les différentes études menées sur le système limbique grâce à l’imagerie par résonance 

magnétique nucléaire sont contradictoires, constatant un volume de l’amygdale augmenté, 

normal ou diminué (Brambilla, 2003). Une activation atypique de l’amygdale et des structures 

environnantes a été rapportée en réponse à des stimuli sociaux (Szatmari, 2003). Les neurones 

de l’hippocampe (région CA4), du cortex entorhinal, de portions de l’amygdale et des corps 

mamillaires semblent par ailleurs plus petits et plus densément groupés (Bauman, 1991), 

accompagnant une diminution de l’arborisation dendritique des neurones des régions CA1 et 

CA4 de l’hippocampe (Raymond et al., 1996). 

Le corps calleux 

Une réduction du corps calleux avait tout d’abord été mis en évidence au cours de divers 

études d’IRM (Egaas, 1995 ; Piven, 1997 ; Manes et al., 1999 ; Hardan et al., 2000), 

l’hypoplasie observée étant d’autant plus importante que l’on tient compte de l’augmentation 

du volume cérébral total, traduisant soit une diminution des fibres reliant les deux 

hémisphères, soit un défaut de myélinisation de ces fibres. C’est ainsi qu’utilisant une 

nouvelle forme d’imagerie cérébrale appelée « diffusion tensor imaging », basée sur le suivi 

du mouvement de l’eau à travers les différents tissus cérébraux, des chercheurs du Centre 

d’Imagerie Cognitive du Cerveau de l’université Carnegie Mellon ont découvert en 2006 que 

la matière blanche du cerveau des personnes autistes présentait une intégrité structurelle plus 

faible que celle des individus normaux (Alexander et al., 2007). Les molécules d’eau, guidées 

par la myélinisation des fibres nerveuses qui crée une gaine autours de ces fibres afin de 

permettre un accroissement de la vitesse de l’influx nerveux, se déplacent parallèlement à 

l’orientation des fibres nerveuses de la matière blanche. Le défaut de myélinisation trouvé 

chez certains autistes provoque ainsi une dispersion du mouvement de l’eau. Cette 
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démyélinisation a ainsi pu être observée dans les aires situées à proximité du corps calleux, 

mettant en cause une défaillance de la connectivité cérébrale entre les deux hémisphères 

cérébraux (Just et al., 2004), suggérant un manque de coordination entre les aires cérébrales 

chez les personnes autistes mais pouvant expliquer la capacité normale ou même supérieure 

de certains autistes dans un domaine particulier tandis que leurs autres modes de pensée sont 

désordonnés. 

Anomalies neurochimiques : de grandes controverses 

Le système dopaminergique 

Historiquement, le système dopaminergique est l’un des premiers à avoir été mis en cause 

dans l’autisme, sur la base de caractères comportementaux, biologiques et pharmacologiques. 

La dopamine (ou DA), neurotransmetteur appartenant à la catégorie des catécholamines, est 

synthétisée à partir de l’acide aminé tyrosine issu de l’alimentation. Elle possède différents 

récepteurs notés de D1 à D5, jouant un rôle dans ce système qui touche un large éventail de 

comportements et de fonctions, comprenant la cognition, la motricité, les mécanismes de 

récompense, les comportements alimentaires, le comportement sexuel, la régulation 

endocrine, et l’attention sélective (Calne et al., 1975). L’intérêt pour le rôle de la DA dans 

l’autisme a commencé suite à l’observation de l’efficacité de certains bloquants 

dopaminergiques (c’est-à-dire, des antipsychotiques) dans le traitement de certains aspects de 

l’autisme (Anderson et Hoshino, 1997). Plus précisément, les antipsychotiques semblent 

atténuer l’hyperactivité, la stéréotypie, l’agressivité, et les automutilations (Young et al., 

1982). 

Une fois libérée des neurones, la DA est dégradée en acide homovanillique (HVA) et acide 

3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC). Les mesures de l’excrétion urinaire de la DA et de 

l’HVA dans l’autisme restent équivoques. Bien que certains chercheurs aient signalé une 

augmentation des niveaux dans des sous-populations d’autistes (Martineau et al., 1992), 

aucune différence n’a été constatée dans d’autres études (Minderaa et al., 1989). À ce stade, il 

ne semble donc pas y avoir de preuve d’anomalies dopaminergiques périphériques chez les 

patients autistes. Cependant, il semble difficile de corréler ces mesures périphériques avec le 

fonctionnement dopaminergique central (Anderson et Hoshino, 1997), dans la mesure où il a 

été suggéré que seulement près de 25 % de l’HVA trouvé dans le sang ou l’urine est d’origine 

centrale (Aizenstein et Korf, 1978 ; Maas et al., 1980). 
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C’est pourquoi, afin d’évaluer le fonctionnement dopaminergique central, des dosages de 

l’HVA ont été effectués dans le liquide céphalo-rachidien (LCR). Sur les sept études menées 

sur les personnes atteintes d’autisme, deux (Gillberg et al., 1983 ; Gillberg et Svennerholm, 

1987) indiquent qu’environ 50 % des sujets autistes présenteraient des niveaux 

significativement élevés de l’HVA dans le LCR, tandis que les cinq autres études n’ont pas 

montré de différences entre les moyennes des sujets contrôles et les sujets autistes (Cohen et 

al., 1974 ; Cohen et al., 1977 ; Winsberg et al., 1980 ; Ross et al., 1985 ; Narayan et al., 

1992). L’implication du système dopaminergique dans l’autiste reste donc toujours 

controversée. 

Le système adrénergique 

La noradrénaline (ou norépinephrine, NA) est une catécholamine synthétisée à partir de la DA 

par le biais de l’enzyme DA bêta-hydroxylase. Le système adrénergique semble jouer un rôle 

essentiel dans l’attention, le filtrage des stimuli non pertinents, la réponse au stress, l’anxiété, 

et de la mémoire (Amaral et Sinnamon, 1977 ; Moore et Bloom, 1979), d’où l’intérêt de 

certains chercheurs pour l’étude de cette voie dans l’autisme. 

La fonction noradrénergique peut être étudiée par la mesure des taux sanguins de NA ou de 

son principal métabolite central, le 3-méthoxy-4-hydroxyphénylglycol (MHPG). 

Contrairement à d’autres systèmes de neurotransmetteurs, les systèmes noradrénergiques 

central et périphérique sont étroitement couplés, avec des concentrations dans le sang et dans 

le LCR fortement corrélées (Raskind et al., 1984 ; Roy et al., 1988 ; Ziegler et al., 1977). 

Cinq études de mesure de la NA ont montré des concentrations plus élevées chez les sujets 

autistes par rapport aux contrôles (Lake et al., 1977 ; Launay et al., 1987 ; Cook et al., 1990 ; 

Leventhal et al., 1990 ; Leboyer et al., 1992). En contrepartie, deux autres études portant sur 

la mesure des taux de MHPG n’ont pas réussi à montrer de différences entre autistes et 

contrôles (Young et al., 1981 ; Minderaa et al., 1994). 

Dans les urines également les études sur l’excrétion de la NA et de ses métabolites chez les 

patients autistes ont donné les résultats discordants. Les taux d’excrétion de noradrénaline 

chez les autistes sont trouvés augmentés (Barthelemy et al., 1988), ou diminués (Young et al., 

1978), ou normaux (Launay et al., 1987 ; Martineau et al., 1992 ; Minderaa et al., 1994 ; 

Croonenberghs et al., 2000), par rapport aux sujets contrôles. Les études portant sur les taux 

d’excrétion du MHPG concluent à des activités diminuées (Young et al., 1978 ; Barthélemy et 
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al., 1988) ou normales (Launay et al., 1987 ; Minderaa et al., 1994) du système adrénergique 

chez les patients autistes. Enfin, les études examinant les taux du métabolite périphérique 

prédominant de la noradrénaline, l’acide vanillyl-mandélique (VMA), n’aboutissent pas à des 

différences significatives entre les sujets autistes et contrôles (Minderaa et al., 1994). 

Même dans le LCR, deux études mesurant les concentrations de MHPG n’ont pu montrer de 

différences significatives entre les sujets autistes et les contrôles (Young et al., 1981 ; 

Gillberg et Svennerholm, 1987). Globalement, tous ces résultats ne laissent guère supposer de 

rôle causal à la NA dans l’expression ou la genèse du syndrome autistique. 

Le système sérotoninergique 

Parmi toutes les études neurochimiques de l’autisme, la sérotonine (5-hydroxytrypamine ou 5-

HT) a suscité le plus de recherches. La sérotonine est une indolamine dérivée de l’acide aminé 

tryptophane. Le tryptophane est hydroxylé par la tryptophane hydroxylase en 5-

hydroxytryptophane (5-HTP), pour subir ensuite une décarboxylation (par la 5-HTP 

décarboxylase) en sérotonine. Découvert au début des années 1950, le système 

sérotoninergique joue un rôle majeur dans la régulation - normale ou pathologique - de 

phénomènes aussi divers que la douleur, l’anxiété, la régulation thermique, la pression 

artérielle, les comportements alimentaires et sexuels ou encore le cycle veille-sommeil. La 5-

HT a ainsi été étudiée dans l’autisme pour son rôle dans la perception (Bauman et Kemper, 

1994). D’autres éléments laissant penser à un rôle de la sérotonine dans l’expression de du 

syndrome autistique ont été apportés par l’observation d’une aggravation de la 

symptomatologie autistique lorsque l’on supprime l’apport alimentaire en tryptophane 

(McDougle et al., 1996a et McDougle et al., 1996b). 

Les premières études des concentrations de sérotonine dans le sang ont pu trouver une 

hypersérotoninémie chez un tiers des personnes atteintes d’autisme, ce qui a été confirmé 

dans plus de 25 études publiées (par exemple, Shain et Freedman, 1961 ; Ritvo et al., 1970 ; 

Campbell et al., 1974 ; Takahashi et al., 1976 ; McBride et al., 1998), l’élévation en 5-HT 

dans le sang étant généralement d’environ 50 % supérieure de la normale (McBride et al., 

1998). Par la suite, les études ont pu établir que plus de 99 % de cette sérotonine issue du sang 

est contenue dans les plaquettes (Anderson et al., 1987) et que c’est cette sérotonine 

plaquettaire qui est responsable de l’hypersérotoninémie observée dans l’autisme (Cook et al., 

1988). 
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Toutefois, l’origine et l’importance de ces niveaux élevés de sérotonine dans le sang des 

autistes demeurent obscures. Deux études n’ont pas démontré de relation entre 

l’hypersérotoninémie et le déficit de la capacité d’expression verbale (Cook et al., 1990 ; 

Cuccaro et al., 1993) chez les individus atteints d’autisme. Il est cependant difficile de tirer 

des conclusions sur le lien entre ces mesures périphériques et d’éventuelles variations 

centrales dans l’autisme, la quasi-totalité de la 5-HT dans le sang étant fabriquée dans 

l’intestin avant transport dans les plaquettes. En outre, l’hypersérotoninémie ne se retrouve 

pas exclusivement dans l’autisme : elle est également constatée dans une variété de 

pathologies neuropsychiatriques, tels que la schizophrénie (Freedman et al., 1981), la maladie 

de Huntington (Belendiuk et al., 1980), et une déficience mentale sévère (Hanley et al., 1977; 

Pare et al., 1960; Partington et al., 1973). L’équipe de McBride a également souligné 

l’importance de l’adéquation du stade de puberté et du groupe ethnique entre patients et 

contrôles lors de recherches neurochimiques, car elle montre qu’il est possible que 

l’hypersérotoninémie signalée chez les personnes autistes ait pu être surestimée en raison des 

variations individuelles possibles des contrôles (McBride et al., 1998). 

Pour évaluer le fonctionnement sérotoninergique central dans l’autisme, différentes études 

(Cohen et al., 1974 ; Cohen et al., 1977 ; Winsberg et al., 1980 ; Gillberg et al., 1983 ; Ross 

et al., 1985 ; Narayan et al., 1992) ont examiné les niveaux de l’acide 5-hydroxyindole 

acétique (5-HIAA, métabolite principal de la sérotonine) dans le liquide céphalo-rachidien. 

Aucune différence n’a pu être observée dans les taux de 5-HIAA contenus dans le LCR entre 

les autistes et les contrôles. Ces résultats suggèrent que, s’il existe une anomalie 

sérotoninergique centrale dans l’autisme, il ne s’agit pas d’une modification dans le turn-over 

de la 5-HT (Anderson, 1994). 

Enfin par la suite, grâce à un traceur développé pour la mesure de la synthèse de sérotonine 

dans le cerveau, la tomographie par émission de positons a été utilisée pour observer les 

variations régionales de la synthèse de 5-HT et mesure donc de façon beaucoup plus précise et 

plus informative le fonctionnement sérotoninergique central dans l’autisme. La première 

étude utilisant la tomographie par émission de positons, menée par l’équipe de Chugani, a pu 

mettre en évidence chez les garçons autistes une diminution unilatérale de la synthèse de 5-

HT dans le cortex frontal et le thalamus, couplée à une augmentation de ces taux dans le 

noyau denté controlatéral du cervelet, en comparaison avec les frères et sœurs non atteints. 

L’observation d’une augmentation de la synthèse de la 5-HT dans une zone et d’une 

diminution dans une autre zone pourrait expliquer pourquoi les concentrations de 5-HIAA 
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dans le LCR sont normales (Chugani et al., 1997). Une seconde étude de la même équipe 

(Chugani et al., 1999) a montré que les enfants non autistes âgés de 2 à 5 ans présentaient des 

taux élevés de synthèse de la 5-HT, qui ont ensuite baissé entre 5 et 14 ans vers des valeurs 

identiques à celles des adultes. Les enfants atteints d’autisme en revanche ne montrent pas 

cette diminution progressive de la synthèse de sérotonine : les niveaux sont nettement plus 

faibles chez ces enfants à l’âge de 2 à 5 ans par rapport aux contrôles et légèrement augmentés 

avec l’âge. Cela suggère que la régulation de la synthèse de la sérotonine au cours du 

développement pourrait être impliquée dans la pathogénie de l’autisme. Cependant la même 

étude a montré que les sujets souffrant d’épilepsie présentaient également des régions 

associées à leur foyers épileptiques où la synthèse de la 5-HT était augmentée, mettant là 

encore en doute la spécificité de la perturbation du système sérotoninergique dans l’autisme. 

Le système glutamatergique 

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur de la communication synaptique du 

cerveau humain, et possède différents récepteurs répartis sur tout le cerveau et la moelle 

épinière : les récepteurs AMPA, les récepteurs kaïnate, les récepteurs NMDA et divers sous-

types de récepteurs métabotropes (Dingledine et al., 1999). Les études sur ce système ont 

débuté par la découverte post mortem d’anomalies du développement cellulaire dans le 

système limbique et le cervelet (Bauman et Kemper, 1994 ; Raymond et al., 1996), zones 

particulièrement riches en récepteurs glutamatergiques. Le récepteur à glutamate AMPA1 a 

ainsi été trouvé surexprimé dans le cerveau de patients autistes, tout en notant une diminution 

de la densité de ces récepteurs AMPA dans le cervelet (Purcell et al., 2001). On a alors 

supposé que l’hyperactivité glutamatergique pourrait entraîner une sorte d’excitotoxicité, qui 

provoquerait des aberrations du développement neuronal (Bittigau et Ikonomidou, 1997). En 

outre, l’activité glutamatergique est maximale au cours de la deuxième année de vie 

(Kornhuber et al., 1989), qui est le moment où les symptômes de l’autisme apparaissent le 

plus souvent. Si ce système est hyperfonctionnel, il est possible que la croissance et la 

connectivité des neurones soient endommagées durant les périodes critiques de 

développement. On a ainsi pu retrouver concentrations plasmatiques de glutamate augmentées 

chez les patients autistes par rapport aux contrôles (Alfred et al., 2003). Une stimulation 

glutamatergique excessive est également associée aux crises d’épilepsie, qui sont courantes 

chez les personnes autistes (Hussman, 2001). D’autres approches ont renforcé l’implication de 

la voie glutamatergique dans l’autisme (voir plus loin la revue génétique). 
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Le système GABAergique 

L’acide gamma-aminobutyrique (GABA) est un neurotransmetteur principalement inhibiteur. 

Sa distribution dans le cerveau est très étendue (Carlson et al., 2001). La recherche sur le 

GABA est étroitement liée à celle du glutamate, dans la mesure où le GABA est synthétisé à 

partir du glutamate par l’enzyme acide glutamique décarboxylase (GAD). Dans une étude sur 

les taux de GAD de cerveaux post mortem, l’activité de GAD, étape limitante de la synthèse 

du GABA, était réduite de 48 à 61 % dans les zones pariétales et cérébelleuses du cerveau des 

personnes autiste par rapport aux contrôles (Fatemi et al., 2002b). L’inactivation du système 

GABAergique pourrait entraîner une stimulation excessive du système glutamatergique. Nous 

parlerons également plus loin d’autres arguments en faveur d’une implication du système 

GABAergique dans l’autisme dans la revue génétique. 

Le système cholinergique 

L’acétylcholine (ACh) est un neurotransmetteur possédant deux types de récepteurs : les 

récepteurs nicotiniques et muscariniques, tous deux présents dans le cerveau. Globalement, le 

système cholinergique, entre autres nombreuses propriétés, aiderait à développer la capacité 

de se concentrer sur l’environnement et de parvenir à une réponse comportementale cohérente 

(Stahl, 1996). 

Des anomalies neuropathologiques décrites dans les neurones cholinergiques situés dans le 

cerveau des individus atteints d’autisme ont suscité l’intérêt de l’étude de l’acétylcholine 

(Bauman et Kemper, 1994). Une étude post mortem sur l’activité cholinergique dans 

l’autisme (Perry et al., 2001) comparant le cerveau des personnes atteintes d’autisme au 

cerveau des personnes souffrant de retard mental, ainsi qu’au cerveau des personnes 

contrôles, n’a pas montré de différences significatives entre les groupes concernant les taux 

d’acétylcholinestérase et d’acétylcholine transférase, qui sont deux marqueurs enzymatiques 

cholinergiques. Cependant, l’analyse de la liaison aux récepteurs a révélé une importante 

réduction de la liaison de l’ACh (d’environ 70 %) aux récepteurs nicotiniques (alpha 4 et 

beta 2) dans les cortex pariétal et frontal des patients autistes, tout comme une réduction 

(30 %) de la liaison aux récepteurs muscariniques (M1) dans le cortex pariétal des autistes. 

D’autres études ont été menées sur de nouvelles anomalies potentielles des récepteurs 

nicotiniques dans l’autisme (Lee et al., 2002 ; Martin-Ruiz et al., 2004), mais il est difficile de 

savoir comment ces variations pourraient être liées à l’étiologie de l’autisme. 
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Le système opioïde 

Les opiacés endogènes sont des peptides agissant comme des neuromodulateurs sur le 

système nerveux central. On décrit classiquement trois type d’opiacés endogènes : les bêta-

endorphines, les enképhalines et les dynorphines, se fixant sur les récepteurs mu pour les 

bêta-endorphines et les enképhalines, delta pour les enképhalines, et kappa pour les 

dynorphines ; les opiacés correspondent aux ligands endogènes des récepteurs activés par la 

morphine et ses dérivés (Anderson et Hoshino, 1997). L’administration d’opiacés provoque 

une désensibilisation à la douleur, une instabilité affective, des comportements stéréotypés, et 

une diminution de la socialisation (Kalat, 1978 ; Panksepp, 1979 ; Sandman et al., 1991), 

compatibles avec certains symptômes de l’autisme. 

Là encore, les études des taux d’opiacés endogènes, essentiellement de bêta-endorphines, 

dans le sang ont abouti à des résultats contradictoires. Certaines ont montré des taux élevés 

chez les sujets atteints d’autisme (Leboyer et al., 1994 ; Willesem-Swinkles et al., 1996 ; 

Tordjman et al., 1997), tandis que d’autres rapportent une baisse des niveaux par rapport aux 

contrôles (Weizman et al., 1984 ; Weizman et al., 1988 ; Sandman et al., 1991), voire 

normaux (Herman et Stachura, 1986 ; Ernst et al., 1993). Il est à noter que la bêta-endorphine 

plasmatique n’est pas un indicateur clair de la fonction centrale car elle est dérivée de la 

glande pituitaire, et ne traverse pas la barrière hémato-encéphalique. Les études de mesure des 

opiacés endogènes dans le liquide céphalorachidien sont moins nombreuses, et concluent 

également soit à des concentrations plus élevées chez les autistes par rapport aux contrôles 

(Ross et al., 1987), soit à des taux plus bas (Gillberg et al., 1990), soit à des niveaux 

similaires (Nagamitsu, 1993). Malgré la difficulté de tirer des conclusions de ces études, la 

récente étude de l’équipe de Tordjman permet par sa méta-analyse d’expliquer ces différences 

par des problèmes méthodologiques, à savoir la spécificité des tests immunologiques, la petite 

taille des échantillons et l’hétérogénéité clinique de l’autisme (Tordjman et al., 2009). Ses 

travaux permettent par ailleurs de conclurent à la présence de taux plasmatiques de bêta-

endorphines significativement plus élevés chez les patients atteints d’autisme par rapport aux 

contrôles normaux, une augmentation qui semble associée à la sévérité de l’autisme, mais pas 

à la réaction de douleur des patients suite au prélèvement (Tordjman et al., 2009). 
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L’ocytocine 

L’ocytocine est un peptide synthétisé dans le noyau paraventriculaire et le noyau supraoptique 

dans le cerveau, et dont les récepteurs sont situés sur l’ensemble du système limbique et dans 

les centres autonomes dans le tronc cérébral (Barberis et Tribollet, 1996). L’ocytocine a été 

impliquée dans le comportement maternel, le stress de séparation infantile, le comportement 

sexuel, et dans le développement des liens sociaux (Insel et Shapiro, 1992 ; Insel et al., 1999), 

ce dernier point étant évidemment l’un des principaux symptômes du syndrome autistique. 

Une étude menée sur les concentrations sanguines d’ocytocine (Modahl et al., 1998), en 

corrélation avec des estimations du comportement social et du niveau de développement, a pu 

montrer une diminution significative des taux d’ocytocine chez les patients autistes. En outre, 

les taux plasmatiques d’ocytocine ont été positivement associés non seulement à l’âge mais 

aussi à la capacité de socialisation chez les enfants normaux, alors qu’ils sont négativement 

corrélés pour ces deux éléments chez les enfants autistes, ce qui suggère qu’un simple modèle 

de déficit de l’ocytocine dans l’autisme n’est pas suffisant. Au contraire, ces faibles taux 

sanguins d’ocytocine peuvent refléter des mécanismes compensatoires provoqués par des 

anomalies de récepteurs ou par des substances en amont de l’ocytocine (Modahl et al., 1998). 

Ces études préliminaires suggèrent que le dérèglement de l’ocytocine pourrait jouer un rôle 

dans le syndrome autistique mais devront être répliquées. 

Le cortisol 

Le cortisol est un glucocorticoïde excrété par le cortex surrénal en réponse au stress, sous le 

contrôle de l’hormone adréno-corticotropine (ACTH) qui est libéré par l’hypophyse. Le 

cortisol a été étudié dans l’autisme afin d’évaluer la théorie selon laquelle certaines 

perturbations du comportement pourraient être dues à un niveau chroniquement accru 

d’activation et d’hyperexcitation de l’individu, qui pourrait se traduire par des niveaux élevés 

de cette hormone de stress. Alors que la plupart des études portant sur les mesures de cortisol 

ou d’ACTH dans le sang (Brambillia et al., 1969 ; Goodwin et al., 1971 ; Maher et al., 1975 ; 

Sandman et al., 1991) n’ont pas trouvé de différences entre les sujets autistes et contrôles, une 

étude réalisée sur une grande cohorte de patients a pu trouver une augmentation significative 

des taux d’ACTH parallèlement à des niveaux normaux de cortisol (Tordjman et al., 1997). 

La concentration d’ACTH plasmatique est considérée comme un bon marqueur de stress aigu, 

contrairement au cortisol qui présente une longue demi-vie et a une latence de réponse au 

stress plus grande, représentant davantage le niveau de stress basal (Tordjman et al., 1997). 
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Par conséquent, ces résultats suggèrent que les personnes autistes présenteraient une plus 

grande réaction de stress face aux procédures expérimentales telles que les prises de sang. 

Dans sa récente étude, l’équipe de Torjman montre une forte prévalence des réponses 

comportementales anormales aux stimuli douloureux chez les personnes autistes de 

fonctionnement faible à modéré, le plus souvent sous forme d’hyporéactivité ou d’absence de 

réaction à la douleur (Torjman et al., 2009). Ces deux résultats permettent de bien souligner 

l’importance de la distinction entre réaction et sensibilité à la douleur, qui apparaissent 

clairement dissociés pour une majorité de patients autistes. Davantage d’études seront donc 

nécessaires en tenant compte de ces paramètres pour impliquer ce système dans la pathologie. 

Les traitements de l’autisme 

Il n’existe pas de consensus actuel sur le traitement, sauf dans les cas rares où l’autisme 

résulte d’une pathologie identifiée (maladie métabolique par ex.). Il est en revanche possible 

d’atténuer quelques uns des symptômes, en améliorant les comportements par exemple, ou en 

traitant les syndromes associés, comme l’épilepsie ou l’hyperactivité. Il n’existe aucun 

médicament spécifique du syndrome autistique, et les méthodes de traitements sont variées. 

Après la psychanalyse ou la psychothérapie, les chercheurs se sont tournés vers des essais de 

médicaments, tandis que sous l’influence notamment des parents se sont également 

développées des méthodes éducatives venues principalement des États-Unis. 

Les médicaments 

Comme nous l’avons dit, il n’existe pas traitement médical permettant de guérir 

complètement l’autisme. Il existe en revanche un certain nombre de perturbations dans les 

systèmes de neurotransmetteurs qui peuvent être traitées. C’est ainsi que les médicaments les 

plus utilisés sont les neuroleptiques et antidépresseurs. Les neuroleptiques permettent de 

réduire l’agressivité et les automutilations par inhibition des récepteurs dopaminergiques, 

mais leurs effets secondaires importants limitent leur emploi au long cours. Les taux de 

sérotonine peuvent être modifiés notamment via l’utilisation d’inhibiteurs de la recapture de 

la sérotonine (ou IRS) tandis que les bêtabloquants agissent sur le système noradrénergique et 

que les benzodiazépines stimulent le système GABAergique. Il apparaît cependant évident 

que ces traitements sont spécifiques de certaines anomalies et doivent être administrés au cas-

par-cas, avec un dosage juste permettant de limiter les effets secondaires. La naloxone et la 
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naltrexone, antagonistes opioïdes, sont également utilisées pour traiter les enfants atteints 

d’autisme dans le but de réduire les comportements d’automutilation (pour revue, voir Elchaar 

et al., 2006). Ce traitement aurait permis d’observer également une diminution de 

l’hyperactivité, des stéréotypies, des accès de rage ou de panique, et de l’agressivité, une 

amélioration du comportement social et de la production verbale (Malone et al., 2005 ; 

Cazzullo et al., 1999). 

Parmi tous les traitements médicamenteux, seuls les psychotropes et les IRS ont pu montrer 

des actions bénéfiques sur des caractéristiques de la triade elle-même. 

Les psychothérapies 

Ces approches peuvent aider certains patients autistes à exprimer leurs angoisses et à donner 

un sens à leurs expériences. Elles ne concernent pas les patients trop lourdement atteints, et 

les résultats sont mitigés : un sondage réalisé en 1988 auprès de 800 familles d’enfants 

autistes a montré que seulement 35 % d’entre elles ont constaté une amélioration après la 

psychothérapie. Aucune étude scientifique n’a pu démontrer un effet de ces approches. 

Les traitements comportementaux 

Ces approches provenant des pays anglo-saxons sont basées sur le mécanisme de récompense 

des actions accomplies par le patient autiste. Ce conditionnement à l’état pur reste controversé 

en France, et même si des progrès ont pu être constatés concernant la réduction des conduites 

indésirables ou des gains en quotient intellectuel apparent, l’impact sur des traits aussi 

importants que la sociabilité, l’anxiété ou les stéréotypies n’a pas été évalué. 

Les méthodes éducatives 

La plus connue et la plus appliquée des approches éducatives est la méthode TEACCH 

(Treatment and Education of Autistic and related Communication handicapped CHildren) qui 

a été créé en Caroline du Nord (Etats-Unis) en 1966. Elève de Bettelheim, Éric Schopler 

s’oppose diamétralement à son maître en souhaitant impliquer les parents qu’il considère 

comme des partenaires indispensables des éducateurs. Ce programme repose ainsi sur une 

prise en charge cognitive et comportementale dans laquelle l’accent est mis sur les 

compétences émergentes que l’on s’attachera à développer en priorité en suivant un 

programme de travail individualisé basé sur des stratégies de compensation. Un autre principe 
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de base est la structuration de l’espace et du temps : l’enfant suit un emploi du temps 

rigoureux et les tâches sont décomposées de façon claire. Enfin, l’équipe s’attache à doter 

l’enfant, s’il ne parle pas, d’un autre mode de communication : gestes, objets, photos... 

En France, cette méthode est légèrement adaptée en y réintroduisant une réflexion sur les 

aspects psychologiques, voire en l’associant à une psychothérapie individuelle. Les 

principales critiques à cette thérapie concernent les risques de mécanisation de l’enfant, si elle 

est appliquée de façon trop rigide, et le risque de culpabiliser les parents qui doivent 

impérativement s’investir dans la méthode, les transformant en co-thérapeutes, et donc en 

coresponsables en cas d’échec. 

Les autres méthodes 

Les familles touchées par l’autisme étant ouvertes à toutes thérapies possibles qui seraient 

susceptible d’améliorer les symptômes de leurs enfants, des voies ont été explorées dans 

divers domaines. D’autres traitements non conventionnels sont ainsi proposés comme, par 

exemple, un régime alimentaire spécifique consistant en une suppression de la caséine et du 

gluten de l’alimentation. Il est en effet rapporté très fréquemment des intolérances 

alimentaires chez ces enfants et ce régime particulier semble apporter des améliorations du 

comportement des enfants autistes, du point de vue de certains professionnels et de parents. 

Cependant, comme le démontre l’étude de Cornish (2002), aucun effet bénéfique de cette 

diète sur les comportements autistiques n’a pu être mis en évidence ; les effets de ce type de 

régime restent donc encore à prouver. De même, la vitamine B6, associée au magnésium, est 

couramment utilisée, et ce traitement semblerait améliorer le comportement de près la moitié 

des enfants autistes qui l’ont suivi. 

Les rééducations en langage et en psychomotricité semblent avoir un bilan plutôt favorable. 

La communication facilitée propose de communiquer avec autrui par l’intermédiaire d’un 

support : ordinateur, tableau constitué d’images ou de lettres, ... Cette méthode a fait l’objet 

d’études expérimentales visant à tester sa validité, qui concluent généralement que les 

réponses obtenues sont en réalité induites, volontairement ou non, par l’accompagnateur. 

Moins connue, la musicothérapie semble diminuer l’anxiété face à la réalité extérieure et 

améliorer le comportement socio-affectif. 



48 

 

Sans n’avoir apporté aucune preuve de leurs effets bénéfiques, le développement de ces 

approches parallèles se nourrit de l’espoir des parents, prêts à tout pour atténuer le handicap 

de leur enfant. 

Étiologie du syndrome autistique 

La recherche dans le domaine des TED a connu une croissance exponentielle, probablement 

pour de nombreuses raisons, y compris grâce à la sensibilisation du public et à la prise de 

conscience que les TED sont une cause importante de handicap neuropsychiatrique, affectant 

près d’une naissance sur 150. 

Cependant, depuis son identification, la question de l’origine de l’autisme demeure sans 

réponse incontestablement établie. La recherche dans une seule et même direction a très vite 

été abandonnée, et il est ainsi apparu une multiplicité des causes possibles et une dynamique 

multifactorielle dans la tentative d’expliciter son origine. 

Causes psychopathologiques 

Même si l’idée d’une influence parentale, en particulier maternelle, sur l’apparition de 

comportements autistiques chez leurs enfants, est peu étayée, plusieurs études récentes ont 

tout de même montré que le comportement autistique chez des garçons atteints du syndrome 

de X fragile était inversement corrélé avec le niveau de qualité de l’environnement familial 

(Hessl et al., 2005), alors que chez les filles atteintes de la même pathologie, l’unique indice 

de prédiction des comportements autistiques est le niveau du quotient intellectuel. De même, 

dans la famille d’enfants autistes présentant un nombre important de comportements 

stéréotypés, il est intéressant de noter que les parents sont plus enclins à présenter des traits 

obsessionnels compulsifs (Hollander et al., 2003). Les études chez des enfants roumains 

abandonnés puis adoptés, révèlent qu’une proportion importante de ces enfants (entre 6 et 

10 %) montrent des signes autistiques (Rutter et al., 1999) avec un niveau de déficit cognitif 

corrélé à la durée de privation de contacts parentaux. Ces données sont difficiles à interpréter 

dans la mesure où l’on ignore si ce sont les comportements autistiques de ces enfants qui ont 

amené leurs parents à les abandonner ou si les symptômes sont consécutifs de l’abandon. De 

plus, une étude à distance montre que beaucoup de ces enfants après prise en charge ont 

évolué soit vers la guérison soit ont développé d’autres atteintes neurodéveloppementales non 

typiquement autistiques (Rutter et al., 2007). 
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Il ne faut cependant pas nécessairement interpréter ces résultats comme un phénomène de 

cause à effet, c’est-à-dire que le trait pathologique observé chez les parents n’est pas 

forcément ce qui va engendrer des comportements autistiques chez leurs enfants. Dans ces 

cas, il faut davantage raisonner en termes de prédisposition, les parents présentant des traits de 

personnalités particuliers qui vont être exacerbés chez leur descendance, ce que semblent 

aussi indiquer certaines études de génétique (voir plus loin). 

Causes in utero 

Intoxications 

Rétrospectivement, on a pu associer une exposition directe ou indirecte via le milieu intra-

utérin de substances prises pendant la grossesse à des cas d’autisme, de part leur action sur le 

développement neuropsychologique des enfants. Les facteurs environnementaux tels que 

l’exposition à l’acide valproïque ou à la thalidomide au cours de la grossesse sont considérés 

comme importants dans l’étiologie du syndrome autistique. La thalidomide, aux propriétés 

tératogènes, développée à la fin des années 50 pour soulager les femmes enceintes des 

nausées fréquentes au cours des premiers mois, ainsi que l’acide valproïque (ou valproate de 

sodium), un médicament anticonvulsif prescrit en particulier aux femmes épileptiques, ont été 

pointés du doigt comme étant à l’origine d’un nombre accru de naissances d’enfants 

diagnostiqués comme autistes par la suite. Le large spectre de syndromes provoqués par une 

exposition fœtale prolongée à ces substances en fait des facteurs de prédisposition aux 

désordres psychiatriques en générale (Williams et al., 2001). 

Ainsi, l’équipe de Narita (2002) a pu démontrer que la thalidomide et l’acide valproïque 

causent une augmentation de sérotonine dans l’hippocampe, une augmentation de dopamine 

dans le cortex frontal et une hypersérotoninémie lorsque ces toxiques sont administrés à des 

rats à un âge embryonnaire de 9 jours. Ces aspects altérés de la neurotransmission ont été 

rapportés chez plus de 25 % des enfants autistes (Cook et al., 1990), en particulier en ce qui 

concerne l’hypersérotoninémie. 

L’exposition à l’alcool in utero a également été associée à l’autisme (Aronson et al., 1997), 

soulignant une association entre alcoolisme maternel et l’apparition d’un comportement 

autistique avec une perte du langage. Des travaux sont également menés dans la recherche 
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d’une hypothèse d’intoxication aux neurotoxiques liée soit à des champignons intestinaux, 

soit à des allergies alimentaires. 

Déséquilibre de la balance dopamine/noradrénaline chez la mère 

Tout a débuté en 1977 par les travaux de Lake et al., qui rapportaient un niveau anormalement 

bas dopamine β hydroxylase, enzyme permettant la conversion de la dopamine en 

noradrénaline, chez des familles de patients autistes. Le génotypage d’un motif de 19 paires 

de bases présent ou absent dans le promoteur du gène de la dopamine β hydroxylase, DBH, 

chez 37 familles possédant au moins deux enfants atteints, n’a conclut à aucune association 

entre l’autisme et une forme du promoteur (Robinson et al., 2001). En revanche, la même 

équipe a poursuivi son étude chez les mères et a ainsi pu constater que la forme courte de ce 

promoteur (dépourvue du motif de 19 pb) était alors significativement retrouvée, indiquant 

que cet allèle est un important facteur de risque d’avoir un enfant autiste. Cette idée est 

renforcée par l’observation d’une activité diminuée de la dopamine β hydroxylase chez les 

mères d’enfants autistes, diminution elle même associée à l’allèle court du promoteur. Ces 

résultats suggèrent donc qu’une activité sérique diminuée de la dopamine β hydroxylase chez 

la mère pourrait déséquilibrer les conditions environnementales utérines (noradrénaline 

diminuée par rapport à la dopamine) qui, en association avec une susceptibilité génétique du 

fœtus, provoquerait l’apparition de la pathologie autistique chez certaines familles. 

Hypersérotoninémie maternelle 

Le rôle de la sérotonine dans le développement neurologique précoce a également été 

récemment étudié comme un possible facteur étiologique dans le développement de 

syndromes autistiques. Avant d’assumer son rôle de neurotransmetteur dans le cerveau 

mature, la sérotonine régule à la fois le développement des neurones sérotoninergiques, ainsi 

que le développement des tissus cibles, comme l’hippocampe et le cortex cérébral. Des 

équipes ont montré des fréquences plus élevées de syndromes autistiques chez les enfants qui 

ont été exposés in utero à des médicaments connus pour augmenter les niveaux de sérotonine, 

notamment la cocaïne (Davis et al., 1992 ; Kramer et al., 1994) et l’alcool (Nanson, 1992). 

Dans sa revue sur le rôle de la sérotonine sur les maladies neurodéveloppementales, 

Whitaker-Azimitia (2001) suggère que des niveaux élevés de sérotonine pendant le 

développement précoce pourrait provoquer une perte de sérotonine et les terminaux du 

développement neuronal. Ces conclusions corroborent les résultats de l’équipe de Coté et al. 
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impliquant la sérotonine maternelle dans le contrôle de la morphogenèse au cours du 

développement avant apparition des neurones sérotoninergiques (Coté et al., 2007). Cette 

étude indique que la sérotonine est critique pour le développement murin normal et que la 

sérotonine maternelle pourrait être apparentée à une molécule de signalisation d’action 

comparable à un morphogène, et que c’est donc le génotype de la mère qui importe plus que 

celui de la descendance dans l’apparition d’anomalies chez les embryons. 

Hypothyroïdisme maternel 

Cette hypothèse a émergé suite à l’analyse rétrospective des dossiers cliniques de cinq enfants 

autistes et de leurs mères, révélant un hypothyroïdisme congénital pour trois des enfants 

(Gillberg et al., 1992), et suggérant ainsi que le déficit en hormones thyroïdiennes lors du 

développement précoce pourrait provoquer des dommages du système nerveux central qui 

seraient responsables de l’apparition de symptômes autistiques. De même, le quotient 

intellectuel d’enfants dont les mères présentaient un niveau sérique de thyrotropine élevé 

durant leur grossesse apparaît significativement diminué (Haddow et al., 1999). Cette 

hypothèse est confirmée par les effets d’un traitement précoce des enfants souffrant 

d’hypothyroïdisme congénital pour lesquels on a pu noter une amélioration des facultés 

intellectuelles (Rovet et Ehrlich, 2000). 

Une autre explication pourrait être la présence de facteurs auto-immuns liant 

l’hypothyroïdisme à l’autisme. Les causes immunitaires seront développées dans un des 

paragraphes suivants. 

Infections 

De nombreuses études ont été menées sur les effets d’une infection sur le développement de 

traits autistiques. C’est ainsi qu’une première étude, au décours d’une épidémie, a pu estimer 

que 10 % des enfants présentant une rubéole congénitale sont atteints d’autisme (Chess, 

1977). L’exposition au virus de la rubéole au cours de la grossesse et en particulier avant la 

maturation de la fonction immunitaire fœtale semblerait donc être responsable de l’apparition 

de l’autisme (Lotspeich et Ciaranello, 1993). Une méta-analyse de Fombonne (2003) montre 

que 0,3 % des cas d’autisme peuvent être reliés à une rubéole congénitale. Actuellement la 

vaccination permet de diminuer fortement l’incidence de cette maladie chez les femmes 

enceintes. 
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Une autre infection in utero a été mise en cause dans l’apparition de symptômes autistiques, la 

maladie des inclusions au cytomégalovirus (Sweeten et al., 2004 ; Yamashita et al., 2003). 

C’est un virus qui contamine 1 à 3 % des femmes en cours de grossesse et pour lesquelles 

l’infection sera transmise au fœtus dans 40 à 50 % des cas. La contamination in utero par le 

cytomégalovirus semblerait être responsable de l’apparition de l’autisme à condition que cette 

infection se situe à un moment bien précis du développement du SNC, en l’occurrence vers le 

troisième trimestre (Barkovich et al., 1994), au moment de la myélinisation. 

Certaines études montrent que la réaction inflammatoire maternelle pourrait être à l’origine 

des séquelles dans certaines régions du cerveau, provoquant une augmentation significative de 

la mort cellulaire dans la zone striatale subventriculaire, dans le striatum périventriculaire, 

dans la substance blanche périventriculaire, et dans la zone germinative ventriculaire. Une 

astrogliose et une fort hypomyélinisation dans la capsule externe et interne ont également été 

observées, mettant en évidence les conséquences de réactions inflammatoires sur des lésions 

importantes de la matière blanche cérébrale des nouveau-nés, et pouvant expliquer 

l’apparition de pathologies neurologiques suite à l’infection maternelle (Rousset et al., 2006). 

Causes périnatales 

Différents facteurs périnataux semblent associés avec le développement ultérieur de 

comportements autistiques : l’accouchement par le siège, un épisode anoxique lors de 

l’accouchement, un score d’Apgar bas à 5 minutes, l’âge gestationnel au moment de la 

naissance inférieur à 35 semaines d’aménorrhée et une histoire parentale psychiatrique 

(Larsson et al., 2005). Ces associations sont cependant non spécifiques et mériteraient d’être 

reproduites dans des populations plus étendues. 

Causes immunitaires 

Les anomalies du système immunitaire retrouvées dans des cas d’autisme se traduisent par des 

variations quantitatives et qualitatives des macrophages, des cellules T, des cellules B, ainsi 

qu’une perturbation de l’activité des cellules tueuses NK (natural killer) (Warren et al., 1986 ; 

Warren et al., 1987). Une autre étude a indiqué que les réponses immunitaires innées et 

acquises chez les enfants atteints d’autisme sont associées à des valeurs élevées de facteur de 

nécrose tumorale alpha (TNF-alpha pour Tumor Necrosis Factor-alpha), d’IL-1β et/ou d’IL-6 

(Jyonouchi et al., 2001). 
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D’une manière générale, l’augmentation de la prévalence des maladies auto-immunes chez les 

apparentés est courante pour les sujets présentant des maladies auto-immunes ; mais si 

l’augmentation des cas familiaux de maladies auto-immunes est vérifiées dans les familles 

présentant des cas d’autisme, des recherches supplémentaires sur les contributions 

immunologiques dans la physiopathologie de l’autisme sembleraient être justifiées. 

Il a également été rapporté la présence significative dans les sera d’anticorps 

préférentiellement dirigés contre des structures cérébrales, telles que le noyau caudé, le cortex 

cérébral et le cervelet (Singh et al., 2004) ; il peut être proposé qu’une réaction immunitaire 

dans cette région du cerveau, entre autres, peut causer des dégâts neurologiques chez les 

enfants autistes. 

D’un point de vue immunitaire, il est également possible d’évoquer la polémique qui est 

apparue ces dernières années concernant le rôle potentiel de la vaccination dans l’apparition 

du syndrome autistique (en particulier avec le vaccin rougeole-oreillons-rubéole (ROR)). 

Cependant les récentes revues de la littérature (Doja et Roberts, 2006 ; DeStefano, 2007) ont 

trouvé très peu d’études appuyant cette théorie, avec une écrasante majorité ne montrant 

aucune association causale entre le ROR et l’autisme. 

Génétique de l’autisme 

Il est donc admis que plusieurs mécanismes non-génétiques peuvent contribuer à l’apparition 

du syndrome autistique. Les arguments disponibles indiquent cependant que la part génétique 

de cette pathologie est probablement prépondérante et incontestable. Un peu paradoxalement 

l’identification sans équivoque des gènes impliqués dans l’autisme reste un objectif difficile à 

atteindre, mais nous verrons que cela peut être expliqué par certains des modèles génétiques 

proposés. 

Les arguments en faveur d’une étiologie génétique 

Les études familiales 

De fortes preuves indirectes soutiennent l’hypothèse du rôle des facteurs génétiques dans 

l’étiologie de l’autisme. Les études menées sur les jumeaux indiquent qu’il existe une 

concordance de près de 60 % chez les jumeaux monozygotes contre seulement 3 à 5 % chez 
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les jumeaux dizygotes, accompagné d’une héritabilité estimée à environ 90 % (Steffenburg et 

al., 1989 ; Folstein et Rutter, 1977 ; Bailey et al., 1995 ; Le Couteur et al., 1996). 

Les études familiales montrent un taux de récurrence au sein de la famille de 5 à 8 % 

(Szatmari et al., 1998), ce qui se traduit par un risque dix fois plus important que dans la 

population générale (CDC, 2007 ; Chakrabarti et Fombonne, 2005). Les études cliniques 

détaillées effectuées sur ces jumeaux et leur famille ont également mis en évidence chez les 

apparentés des caractéristiques phénotypiques autistiques, mais exprimées de façon beaucoup 

plus atténuée. On retrouve ainsi une variété de légères perturbations de la communication 

(telles que des retards d’acquisition du langage ou de développement des interactions 

sociales), ou des comportements restreints se traduisant par une personnalité rigide ou 

perfectionniste (pour revue, voir Losh et al., 2008). La concordance de ce phénotype élargi 

grimpe à près de 80 % dans les jumeaux monozygotes contre 10 % chez les jumeaux 

dizygotes, renforçant l’hypothèse d’une implication génétique dans l’apparition de ces traits. 

La littérature révèle l’observation de multiples anomalies comportementales qui apparaissent 

de façon indépendante chez les apparentés non autistes (Szatmari et al., 2000 ; Constantino et 

al., 2006 ; Losh et al., 2008). De telles caractéristiques pourraient fournir une preuve 

supplémentaire pour des causes génétiques dans l’étiologie de l’autisme. L’utilisation de ces 

informations phénotypiques chez les apparentés pourrait représenter une approche 

complémentaire pour la détection des gènes à l’origine de l’autisme. 

La recherche génétique sur les familles avec plusieurs enfants touchés et les études des 

mécanismes biochimiques représentent les bases de l’identification des gènes de susceptibilité 

à l’autisme. Les enfants avec dysmorphies, anomalies congénitales, retard mental, ou les 

membres de famille souffrant de perturbations du développement sont les plus susceptibles de 

bénéficier d’explorations médicales approfondies et de consultations génétiques. 

Les maladies génétiques associées à l’autisme 

Lorsque les traits phénotypiques qui définissent la triade autistique sont observés chez des 

patients présentant également une autre pathologie pour laquelle l’origine génétique a été 

démontrée, on parle d’autisme syndromique. L’étude de ces pathologies peut contribuer à une 

meilleure compréhension des processus physiopathologiques moléculaires, cellulaires et 

comportementaux à l’origine de l’autisme. 
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On peut citer parmi les différents autismes syndromiques le syndrome de Rett, la sclérose 

tubéreuse de Bourneville, les syndromes d’Angelman et de Prader Willi (implications du 

chromosome 15q), et le syndrome de l’X fragile. 

Il est cependant important de souligner les conclusions de la récente revue de Moss et Howlin 

constatant qu’il existe des différences qualitatives subtiles dans la présentation des syndromes 

autistiques dans les maladies associées (Moss et Howlin, 2009). D’après leurs analyses, la 

déficience mentale de l’individu a clairement un rôle à jouer en ce qui concerne la 

présentation de caractéristiques de type autistique, et des précautions doivent être prises lors 

de l’évaluation des symptômes autistiques dans les maladies génétiquement déterminées 

associées à des déficiences mentales sévères. Même si le degré de déficience mentale ne peut 

être le seul indicateur de la prévalence élevée des caractéristiques d’autisme dans certains 

syndromes spécifiques, il reste nécessaire d’interpréter avec prudence les similitudes entre 

l’autisme et les phénotypes comportementaux de certaines maladies génétiques associées 

(Moss et Howlin, 2009). 

Le syndrome de Rett 

Nous avons déjà évoqué cette pathologie dans le cadre de la classification des TED par la 

CIM-10 et le DSM-IV (F84.2). Le syndrome de Rett (MIM n°312750) est une pathologie 

neurologique progressive et l’une des causes les plus fréquentes de retard mental chez les 

femmes. Son nom vient d’Andreas Rett qui décrivit cette pathologie pour la première fois en 

1966 (Rett, 1966), mais le syndrome a été reconnu à l’échelle internationale suite à la 

description de 35 cas par Hagberg et al. en 1983. Comme nous l’avons vu, le syndrome de 

Rett est caractérisé par un développement normal au cours des 6 à 18 premiers mois de la vie, 

suivi d’une période de régression du langage et de la motricité accompagné de stéréotypies. 

Ils présentent généralement un périmètre crânien normal à la naissance, suivi d’un 

ralentissement postnatal de la croissance cérébrale. En réalité les patientes atteintes de ce 

syndrome ne ressemblent que très peu à des autistes, même si le retrait social, les défauts de 

communication, la perte des acquis du langage et les déficits cognitifs sont également des 

caractéristiques communes des patients atteints du syndrome de Rett mais de façon transitoire 

et par des traits isolés. Les autres caractéristiques comprennent des attaques de panique, des 

dysfonctionnements respiratoires (épisodes d’apnée et/ou d’hyperpnée), du bruxisme, une 

détérioration du sommeil, une cyphose ou une scoliose progressive, une diminution de la 
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croissance somatique et des pieds et/ou des mains hypotrophiques petits et froids (Weaving et 

al., 2005 ; Williamson et Christodoulou, 2006). 

Les mutations dans le gène MeCP2 qui code une protéine de liaison aux CpG méthylés 

(MeCP2 pour methyl-CpG-binding protein) provoquent environ 80 % des cas de syndrome de 

Rett (Amir et al., 1999). MeCP2 est impliquée dans l’inhibition de la transcription grâce à la 

méthylation de l’ADN. Elle est exprimée dans tous les tissus, ce qui est relativement 

surprenant dans la mesure où le syndrome de Rett apparait avant tout comme une maladie 

neurologique. Le gène MeCP2 est localisé sur le chromosome X, et les mutations dans ce 

gène sont généralement létales chez les hommes. La survenue de mutations dans le gène 

MeCP2 d’hommes vivants est généralement en rapport avec différents types de mosaïcisme 

ou des formes légères de mutations : ils présentent soit un mosaïcisme somatique de la 

mutation (Clayton-Smith et al., 2000), soit un caryotype partiel ou complet de Klinefelter (47, 

XXY) (Schwartzman et al., 1998). 

La sclérose tubéreuse de Bourneville 

La sclérose tubéreuse de Bourneville (ou TSC pour Tuberous Sclerosis Complex) est une 

maladie essentiellement héréditaire à forte pénétrance, caractérisée par la présence de lésions 

tumorales (hamartomes) dans plusieurs organes, provoquées par des mutations dans l’un des 

gènes suppresseurs de tumeurs, TSC1 (9q34) codant l’hamartine ou TSC2 (16p13.3) codant la 

tubérine (Curatolo, 2003). Le complexe TSC1/TSC2 joue un rôle important lors du 

développement cortical et concernant le contrôle de la croissance des cellules nerveuses. 

Le plus souvent, les manifestations neurologiques de la sclérose tubéreuse de Bourneville sont 

une épilepsie, un retard mental, des déficits cognitifs, des problèmes comportementaux, et des 

caractéristiques autistiques dans environ 15 % à 60 % des cas (Asato et Hardan, 2004 ; 

Curatolo et al., 2004 ; Curatolo et al., 2008). Les progrès dans l’imagerie structurelle et 

fonctionnelle ont conduit à la caractérisation de lésions cérébrales, comprenant les tubercules 

corticaux, les nodules sub-épendymaux, les cellules tumorales géantes sub-épendymales et les 

anomalies de matière blanche (DiMario Jr, 2004 ; Luat et al., 2007). Dans la mesure où la 

TSC implique des lésions corticales facilement identifiables, des études ont tenté d’établir une 

corrélation entre la localisation des lésions et la présence des symptômes d’autisme. Mais 

alors que plusieurs études ont signalé des lésions dans le lobe temporal associées à l’autisme 

(Bolton et Griffiths, 1997 ; Seri et al., 1999), d’autres ont rapporté des associations avec des 
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lésions plus diffuses (Asano et al., 2001 ; Eluvathingal et al., 2006) ; dans d’autres cas, la 

présence d’autisme dans la TSC n’a pas été corrélée avec des lésions dans des régions 

particulières du cerveau (Goorden et al., 2007). 

Les anomalies du chromosome 15q 

La prévalence des anomalies de structure chromosomique chez les individus autistes est de 5 

à 10 %, tous les chromosomes ayant été au moins une fois mis en cause l’autisme. Parmi 

toutes les anomalies chromosomiques décrites, celles impliquant le bras long du chromosome 

15 ainsi que celles concernant le nombre et la structure des chromosomes sexuels restent de 

loin les plus fréquemment rapportées. La région chromosomique 15q11-q13, également connu 

sous le nom de région PWS/AS (pour Prader-Willi Syndrome/Angelman Syndrome), contient 

des gènes soumis à empreinte épigénétique. 

 

Figure 3 : Régions du chromosome 15 potentiellement impliquées dans 
l’autisme (extrait de Folstein et Rosen*Sheidley, 2001). Schéma du 

chromosome 15 indiquant la position des gènes de la région 15q11*q13, 
incluant ceux des régions critiques pour les syndromes d’Angelman (AS) et 

de Prader*Willi (PWS) chevauchant la zone candidate pour l’autisme. 
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Le syndrome de Prader Willi 

Le syndrome de Prader-Willi est une maladie génétique rare, congénitale et héréditaire, qui a 

été décrite pour la première fois par Down (1887) et présentée par Prader et al. en 1956 

comme une maladie causant des perturbations du système neuroendocrinien, avec une 

altération de la fonction hypothalamique aboutissant à l’apparition d’une obésité. La 

prévalence de cette maladie est estimée entre 1/10 000 à 1/22 000 (Butler et al., 2002). Elle 

est caractérisée par une hypotonie sévère et des difficultés d’alimentation qui conduit à la 

mise en place progressive d’une obésité morbide, une déficience mentale variable, un retard 

de développement, un comportement distinctif, un hypogonadisme, voire une stérilité. Les 

symptômes comportementaux caractéristiques comprennent des crises de colère, de la révolte 

et de l’entêtement, une fragilité émotionnelle, et des comportements compulsifs comme des 

automutilations (Dykens et al., 1999). 

Le syndrome de Prader-Willi est associé avec la région chromosomique 15q11-13. Ce 

syndrome est dû à l’absence d’expression des gènes d’origine paternelle de cette région suite, 

entre autre, à une délétion chromosomique ou une disomie uniparentale maternelle (Robinson 

et al., 1991). Dans environ 70 % des cas, le syndrome de Prader-Willi est le résultat de la 

perte de la région 15q11-13 paternelle ; environ 28 % des cas sont attribués à une disomie 

uniparentale maternelle, et pour moins de 2 % des cas, il est le résultat d’une mutation, 

délétion ou autre défaut dans la région soumise à empreinte (Robinson et al., 1991). Parmi les 

gènes situés dans cette région 15q11-13, on peut citer le gène SNRPN (Small Nuclear 

Ribonucleoprotein Polypeptid N) codant deux protéines (SNURF (SNRPN upstream reading 

frame) et le facteur d’épissage SmN), ou le gène NDN (Necdine) jouant un rôle dans la 

différenciation neuronale (Lalande et Calciano, 2007). 

Le syndrome d’Angelman 

Les principales caractéristiques cliniques du syndrome d’Angelman sont des perturbations 

cognitives graves, un visage d’aspect joyeux, une ataxie, une épilepsie avec un tracé typique 

d’électro-encéphalogramme, peu ou pas de capacités de communication, et un visage 

dysmorphique. Le syndrome d’Angelman a de nombreux points communs avec le syndrome 

de Rett, avec notamment un état neurologique et un périmètre crânien apparemment normaux 

à la naissance, suivis d’une microcéphalie acquise, des perturbations graves de la parole, des 

comportements autistiques, des épilepsies et une scoliose. Cependant contrairement au 

syndrome de Rett, le syndrome d’Angelman touche de manière égale les deux sexes, sans 
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régression du développement. Le syndrome d’Angelman a une prévalence de 1 pour 12 000 à 

1 pour 20 000 dans la population générale (Guerrini et al., 2003) et peut être à l’origine de 

près de 6 % des cas de retard de développement profond et des épilepsies chez les enfants 

(Kyllerman, 1995). Il est provoqué par une variété de mécanismes affectant le segment 

chromosomique 15q11-q13, région soumise à une différence de désactivation des gènes par 

méthylation au cours de la gamétogenèse chez les parents et qui contient un certain nombre de 

gènes, y compris le gène codant la protéine ubiquitine-ligase UBE3A, mis en cause dans le 

syndrome d’Angelman. La perte de fonction d’UBE3A est à l’origine de plus de 80 % des 

syndromes d’Angelman (Jedele, 2007) et elle peut se produire par au moins quatre 

mécanismes différents : la suppression de l’allèle maternel d’UBE3A et des gènes 

environnants, comprenant des délétions d’environ 4 Mb ; la disomie uniparentale ne 

conservant que les copies d’origine paternelle ; la présence de mutation dans le centre de 

contrôle de cette région soumise à empreinte parentale, provoquant un profil de méthylation 

anormal permettant aux deux copies d’être actives comme si il s’agissait de deux copies 

paternelles ; ou une mutation du gène UBE3A maternel inactivant sa fonction mais laissant les 

deux profils de méthylation paternel et maternel intacts (Jiang et al., 1999). 

Le syndrome de l’X fragile 

Le syndrome de l’X fragile est la cause la plus fréquente de retard mental héréditaire (Cohen 

et al., 2005), touchant environ 1 homme sur 4 000 et 1 femme sur 6 000 (Sherman et al., 

2002). Le syndrome de l’X fragile est associé à un nombre trop élevé de répétitions du 

trinucléotide CGG au sein de la région 5’ non traduite du gène FMR1, situé sur le 

chromosome X (Kaufmann et Reiss, 1999). Selon le nombre de répétitions CGG (Maddalena 

et al., 2001), les allèles sont classés comme normal (5 à 40 répétitions), intermédiaire ou en 

zone grise (environ 45 à 54 répétitions), en prémutation (environ 55 à 200 répétitions), ou en 

mutation complète (plus de 200 répétitions), ce dernier nombre correspondant au diagnostic 

biologique du syndrome de l’X fragile (Hagerman et al., 2009). Un mosaïcisme de tailles, 

présentant un profil mixte d’allèles avec des mutations complètes et des prémutations est 

également inclus dans la dénomination de syndrome de l’X fragile (Rousseau et al., 1994 ; 

Kaufmann et al., 1999). La mutation complète conduit à une hyperméthylation du gène FMR1 

entraînant l’inactivation du gène, exprimée phénotypiquement chez les hommes par des 

déficits cognitifs et des anomalies comportementales (Hagerman et al., 2009). Les allèles 

correspondant à des prémutations sont associés à une déficience cognitive plus légère que 
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pour la mutation complète (Kaufmann et al., 1999), et à un meilleur développement des 

capacités d’adaptation (Cohen et al., 1996). Le syndrome de l’X fragile affecte hommes et 

femmes, mais les hommes, avec un seul chromosome X, sont généralement plus sévèrement 

touchés. 

L’autisme est l’une des plus graves anomalies comportementales observées dans le syndrome 

de l’X fragile (Hall et al., 2008), avec des taux de prévalence allant de 25 % à 52 % chez les 

hommes (Kaufmann et al., 2004 ; Hatton et al., 2006 ; Clifford et al., 2007 ; Hall et al., 2008), 

en fonction des critères et des méthodes utilisées pour le diagnostic. Jusqu’à 90 % des 

hommes présentant un syndrome de l’X fragile affichent une certaine forme de comportement 

atypique caractéristique de l’autisme, incluant l’évitement du regard, le retrait et l’anxiété 

sociale, ainsi que des comportements répétitifs ou stéréotypés (comme le battement des mains 

ou les automutilations) (Hall et al., 2008). Les garçons atteints à la fois du syndrome de l’X 

fragile et d’autisme affichent globalement une plus grande perte de cognition et des capacités 

d’adaptation ainsi que des altérations du comportement plus graves par rapport aux garçons 

touchés par le syndrome de l’X fragile sans autisme (Hernandez et al., 2009). 

Les stratégies de recherche directe de gènes impliqués dans l’autisme 

Il existe différentes approches pour considérer les maladies génétiques, en fonction du type de 

génopathie. 

Dans le cas des maladies monogéniques mendéliennes, un seul gène anormal est responsable 

de la maladie ; on parle de gène de causalité. La mutation du gène de causalité peut avoir 

différentes conséquences fonctionnelles : il existe des mutations aboutissant à des pertes ou au 

contraire à des gains de fonction, ainsi que des mutations à effet dominant négatif pour 

lesquelles la protéine anormale interfère avec la protéine normale en diminuant voire en 

supprimant son activité. La mutation donne naissance à un allèle dont l’expressivité peut être 

variable. L’allèle aura une influence variable sur le phénotype selon que cet allèle présente un 

effet dominant ou récessif. 

Cependant la majorité des génopathies appartiennent au groupe des maladies complexes, 

maladies multifactorielles pour lesquelles l’influence polygénique est prouvée ou supposée, 

c'est-à-dire que l’apparition de la maladie est occasionnée par l’anomalie de plusieurs gènes. 

On parle alors de gènes de susceptibilité. Contrairement aux gènes de causalité, les allèles des 
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gènes de susceptibilité ne suffisent pas pour induire une maladie : les allèles de susceptibilité 

confèrent uniquement un risque accru de développer la maladie. 

Les marqueurs étudiés dans le cadre de maladies complexes sont les polymorphismes, 

séquences d’ADN variables intra ou extragéniques. On distingue les polymorphismes 

multiallèliques, comme les microsatellites ou les répétitions en tandem (VNTR pour variable 

number tandem repeat), ou biallèliques, appelés également SNP, qui sont les plus largement 

utilisés. Quelque soit le type de polymorphisme, ils peuvent avoir des effets fonctionnels 

(modification structurale ou conformationnelle, modulation de l’activité de la protéine 

correspondante, modulation de l’expression du gène, modification des sites d’épissage) ou 

rester neutres (aucune conséquence fonctionnelle) mais servir d’outils pour identifier une 

région d’intérêt. 

L’exploration de ce type de génopathie peut s’effectuer grâce aux études d’association, dont 

le principe est de comparer les fréquences des allèles d’un marqueur génétique chez des 

malades et chez des témoins appariés ; si pour un des allèles on trouve un excès ou un déficit 

chez les malades, on peut conclure à l’association. Soit le marqueur associé est directement 

impliqué dans la maladie (variant fonctionnel), soit il est en déséquilibre de liaison avec le 

gène. Pour éviter les biais dus au groupe témoin, les tests de déséquilibre de transmission 

(TDT) sont également utilisés en étudiant le malade et ses deux parents. Le test TDT compare 

la fréquence avec laquelle un allèle particulier est transmis par un parent hétérozygote à 

l’enfant atteint. Si l’allèle n’est pas associé à la maladie, il est transmis dans 50 % des cas. En 

revanche, s’il est transmis dans plus de la moitié des cas, on peut conclure à l’association. Ce 

test étudie en même temps l’association et la liaison génétique. 

Le cas de l’autisme est complexe car il est difficile de trancher entre maladie monogénique ou 

complexe. Certaines mutations ont été identifiées comme étant à l’origine de la maladie, avec 

en parallèle l’identification de nombreux gènes de susceptibilité. La vérité se situe 

probablement entre les deux, et les études doivent donc être poursuivies dans les deux sens. 

Les méthodes d’exploration 

La dernière décennie a vu naître un arsenal de techniques et d’outils génétiques permettant 

d’étudier la base génétique des maladies, tels que le séquençage du génome humain, 

l’identification de variants génétiques par le biais du projet HapMap, et le développement du 
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génotypage à haut débit. Selon les anomalies génétiques recherchées, la méthode d’analyse 

utilisée sera différente. 

Les anomalies cytogénétiques 

Les anomalies cytogénétiques correspondent à des modifications du nombre ou de la structure 

des chromosomes, ou à des remaniements de fragments chromosomiques. Les techniques 

permettant l’étude des anomalies chromosomiques correspondent aux méthodes de 

cytogénétique classique (réalisation de caryotype) ou d’hybridation in situ par des sondes 

fluorescentes FISH (Fluorescent In-Situ Hybridation) qui impose une recherche ciblée. Enfin 

plus récemment l’hybridation génomique comparative (CGH) (Solinas-Toldo et al., 1997) et 

les analyses par micropuces oligonucléotidiques (Lucito et al., 2003) permettent d’identifier 

des loci génomiques liés à l’autisme par criblage de plus grands échantillons de patients pour 

de plus petites régions de duplication ou de délétion. 

Les anomalies chromosomiques détectées par les techniques cytogénétiques sont souvent la 

principale source de localisation des gènes des maladies monogéniques ou polygéniques. Un 

certain nombre de ces points de cassure, translocations, duplications et délétions visibles ont 

été signalés principalement pour des cas d’autisme, s’étendant sur tous les chromosomes 

comme cela a été largement décrit dans les dernières revues sur le sujet (Martin et Ledbetter, 

2007 ; Vorstman et al., 2006 ; Castermans et al., 2004). Les intégrations des données des 

analyses de liaison et des rapports d’anomalies chromosomiques sont utiles pour affiner les 

régions génomiques d’intérêt pour la cartographie fine de gènes de susceptibilité. 
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Figure 4 : Représentation générale de toutes les régions cytogénétiques 
d’intérêt (CROIs: Cytogenetic regions Of Interest) associées à l’autisme 

(extrait de Vorstman et al., 2006). A gauche des chromosomes : les régions 
liées (Lod score > 2) sont représentées par des traits bleus, celles associées 

(P< 0,05) par des traits rouges. A droite des chromosomes : les barres 
verticales représentent les CROIs ; les barres de même couleur indiquent que 
cette CROI a été rapportée plus qu’une fois dans la littérature. Les rectangles 

rouges indiquent les nouvelles régions d’intérêt potentiel quand un locus 
commun est rapporté plus de quatre fois associé à des anomalies 

chromosomiques, sans qu’il soit préalablement lié ou associé. 

 

La région chromosomique 15q11-q13 fait l’objet d’une attention particulière en raison de 

fréquentes descriptions de duplications d’origine essentiellement maternelle (Vorstman et al., 

2006). La région d’intérêt comporte un groupe de gènes des sous-unités des récepteurs à 

l’acide gamma-amino butyrique (GABAA) : GABRB3, GABRA5 et GABRG3. Tout 

dysfonctionnement de ces gènes peut avoir des implications concernant l’inhibition des voies 

neuronales excitatrices ainsi que durant le développement cérébral précoce. Des études de 

liaison et d’association ont rapporté des preuves limitées de l’implication des récepteurs 

GABAA, sauf pour le gène GABRB3 retrouvé plusieurs fois associé à l’autisme (Cook et al., 

1998 ; Martin et al., 2000 ; Buxbaum et al., 2002 ; McCauley et al., 2004 ; Curran et al., 

2005). 
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Une autre région d’intérêt est la région sub-télomérique de 2q37 avec une fréquence plus 

élevée de délétions par rapport à d’autres régions chromosomiques (Ghaziuddin et 

Burmeister, 1999 ; Wolff et al., 2002 ; Lukusa et al., 2004). Une analyse détaillée d’un vaste 

échantillon de patients concernant les variants présents dans le gène CENTG2 a révélé un 

nombre limité de variants non-synonymes spécifiques de l’autisme (Wassink et al., 2005). 

L’implication d’autres gènes dans la région 2q37 pourrait également être envisagée. 

Les anomalies génomiques 

Les anomalies génomiques correspondent à des modifications chromosomiques 

infracytogénétiques, trop petites pour être visibles par les techniques cytogénétiques, incluant 

les microremaniements, les microdélétions et les microduplications, et impliquant donc 

souvent plusieurs gènes. Ces microdélétions et microduplications (ou variations du nombre de 

copies, CNV) se produisent en abondance dans la population générale et semblent très 

répandues dans l’ensemble du génome. Par exemple, l’équipe de Sebat a trouvé des CNV 

d’une moyenne proche de 400 kb de longueur et couvrant 12 % du génome des échantillons 

HapMap (Sebat et al., 2004). 

Ces anomalies génomiques peuvent être étudiées par des techniques de PCR quantitative ou 

de CGH ; les techniques de criblage anonyme du génome permettent également de mettre en 

évidence des zones et des gènes de susceptibilité à l’autisme. 

L’équipe de Jacquemont a détecté des CNV de novo chez 24 % des personnes autistes 

(Jacquemont et al., 2006), et deux frères autistes présentaient des CNV dans le gène de la 

neurexine NRXN1 (Szatmari et al., 2007). Récemment, un article paru dans Nature a pu 

mettre en évidence la présence de nouveaux CNV dans des gènes de la voie de l’ubiquitine 

(UBE3A, PARK2, RFWD2 et FBXO40) (Glessner et al., 2009). Une autre étude menée sur 

912 familles touchées par l’autisme et 1488 contrôles a identifié plus de 150 loci contenant 

des variants rares chez plusieurs patients autistes, retrouvant des variants rares à des loci 

connus (délétion exonique du gène NRXN1, duplications de gènes entiers comprenant UBE3A 

et plusieurs autres gènes de la région 15q11-q13), mais identifiant également de nouveaux 

gènes, comme BZRAP1 (molécule de régulation de la transmission synaptique) ou MDGA2. 

L’équipe de Weiss a également décrit un CNV récurrent dans l’autisme dans plusieurs 

échantillons (Weiss et al., 2008). Des chercheurs ont trouvé des duplications et délétions en 

16p11.2 associées à l’autisme dans 1 % des cas, absentes dans deux différents groupes de 
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contrôle psychiatrique, et détectées dans seulement 0,01 % des contrôles sains. Une délétion 

identique de 593 kb et une microduplication réciproque ont été trouvées dans deux 

échantillons distincts. Les variations du nombre de copies dans cette région ont été détectées 

dans deux autres études sur l’autisme (Marshall et al., 2008 ; Sebat et al., 2007). Bien que ces 

résultats soient convaincants, ils ne sont pas nécessairement spécifiques à l’autisme dans la 

mesure où des délétions et duplications en 16p11.2 ont également été observées à des taux 

élevés chez les personnes présentant des retards de développement. 

 

 

Figure 5 : Répartition génomique des CNV dans l'autisme (extrait de 
Marshall et al., 2008). Les CNV issus de la base de données ACRD (Autism 

Chromosome Rearrangement Database) sont en noir. Les CNV issus de 
données strictement spécifiques de l’autisme répertoriés par l’équipe de 
Marshall sont à gauche des chromosomes (couleur légendée). Les étoiles 

rouges soulignent la présence de cinq CNV appartienant à la fois aux 
catégories de novo et récurrents. 
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Des mutations rares, spontanées et à forte pénétrance pourraient expliquer une partie des cas 

d’autisme (Sebat et al., 2007), ce qui est compatible avec la plupart des cas sporadiques 

d’autisme, tandis que les modèles multiplicatifs prennent mieux en compte les familles dans 

lesquelles plusieurs cas d’autisme et/ou de phénotypes plus larges se retrouvent parmi les 

apparentés (Beaudet, 2007). À l’appui de ce point de vue, les récents travaux de l’équipe de 

Sebat suggèrent que les CNV de novo sont présents beaucoup plus fréquemment dans les 

familles avec un seul cas de l’autisme que dans les familles multiplex (Sebat et al., 2007). 

Dans leur étude, les CNV spontanés étaient présents dans 10 % des cas sporadiques 

d’autisme, contrastant avec des taux sensiblement plus faibles observés chez les contrôles 

(1 %) et chez les cas d’autistes issus de familles multiplex (3 %). Dans une autre étude, les 

CNV de novo ont été détectés chez 7 % des cas sporadiques d’autisme, contre 2 % des cas 

issus de familles multiplex (Marshall et al., 2008). 

Enfin on peut noter qu’une étude récente (Guilmatre et al., 2009) a pu montré que la 

fréquence de CNV est significativement augmentée dans les cas d'autisme, dans les cas de 

schizophrénie, et dans les cas de déficience mentale par rapport aux témoins, et que la plupart 

de ces CNV (qui contiennent des gènes impliqués dans la neurotransmission ou dans la 

formation et la maintenance des synapses) sont présents dans les 3 pathologies (schizophrénie, 

autisme, déficience mentale), soutenant l'existence de voies biologiques partagées dans ces 

maladies neurodéveloppementales. 

Les anomalies géniques 

Les anomalies géniques correspondent à des anomalies ponctuelles, nécessitant l’analyse de la 

séquence d’ADN. Ces anomalies peuvent être étudiées à l’échelle du génome entier, ou être 

découvertes suite à des approches ciblées par gènes candidats. 

Les approches par gènes candidats 

Les premières études de génétique moléculaire dans l’autisme ont pris la forme d’études 

d’association de gènes candidats. Différents critères interviennent dans le choix des candidats, 

sélectionnés sur la base de leur implication dans des voies liées au neurodéveloppement ou 

autres voies moléculaires spécifiques mises en cause sur des bases pharmacologiques ou dans 

les études de modèles animaux, jouant un rôle dans le comportement humain, ou identifiés par 

le biais d’anomalies chromosomiques et/ou de leur localisation à proximité de régions liées à 
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l’autisme. Sur plus de 100 gènes étudiés pour leur implication dans l’autisme, seuls quelques-

uns ont pu être retrouvés lors de réplications de l’étude, en raison probablement de 

l’hétérogénéité des échantillons ou de leur petite taille, du bruit de fond dû aux différences 

ethniques, ou de faux positifs. Les gènes apparus comme candidats les plus plausibles sont : le 

transporteur de la sérotonine SLC6A4 ; le gène MET ; le gène de la reeline RELN ; les gènes 

suppresseurs de tumeur PTEN, TSC1 et TSC2 ; et les neuroliguines ainsi que leurs partenaires. 

SLC6A4 

Le gène SLC6A4 code le transporteur de la sérotonine exprimé dans le cerveau et les 

plaquettes. Impliqué par des preuves pharmacologiques (McDougle et al., 1996) et par les 

observations répétées de niveaux élevés de sérotonine plaquettaire dans environ 25 % à 30 % 

des cas d’autisme (Cook et al., 1990 ; voir le chapitre plus haut), la voie de la sérotonine est 

l’une des cibles initiales des études de gènes candidats de l’autisme. Les études sur le locus de 

SLC6A4 confirment généralement son implication dans l’autisme, mais les résultats n’ont pas 

convergé sur un allèle spécifique du même polymorphisme (Tordjman et al., 2001 ; 

McCauley et al., 2004 ; Sutcliffe et al., 2005 ; Mulder et al., 2005 ; Wassink et al., 2007). 

Plusieurs travaux ont mis l’accent sur un polymorphisme dans la région promotrice, 

5HTTLPR. Même si un déséquilibre de transmission des allèles de 5HTTLPR a été signalé 

dans plusieurs études (Kim et al., 2002 ; Cook et al., 1997), ces résultats ne sont pas toujours 

confirmés (Yirmiya et al., 2001 ; Maestrini et al., 1999 ; Klauck et al., 1997). Cependant les 

méta-analyses semblent confirmer l’association entre l’allèle court de 5HTTLPR et l’autisme. 

MET 

Le gène MET, qui est situé dans la région candidate 7q31, est également un candidat 

fonctionnel pour son implication dans l’autisme, car il code un récepteur du facteur de 

croissance des hépatocytes à activité tyrosine kinase impliqué dans la croissance et 

l’organisation neuronale, ainsi que dans le fonctionnement immunitaire et gastro-intestinal, 

qui sont des systèmes dans lesquels des anomalies ont été suggérées dans l’autisme. Des 

variants dans la région promotrice de MET montrent une forte association avec l’autisme. En 

particulier, Campbell et al. en 2006 ont constaté d’importantes sur-transmissions de l’allèle C 

dans les cas d’autisme parmi plusieurs échantillons. Les comparaisons cas-témoins ont 

démontré une surreprésentation significative de l’allèle C dans l’autisme. Dans une autre 

étude, des concentrations de protéines MET considérablement diminuées ont été trouvées 
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dans le tissu cortical post-mortem de personnes autistes (Campbell et al., 2007). L’allèle C est 

considéré comme un régulateur fonctionnel du gène MET. La même équipe avait 

précédemment également constaté dans des cellules de souris transfectées avec des variants 

humains du promoteur de MET que l’activité de ce promoteur associé à l’allèle C était divisée 

par 2 (Campbell et al., 2006). 

RELN 

Le gène RELN code la protéine reeline qui contrôle les interactions intercellulaires impliquées 

dans la migration et le positionnement neuronal au cours du développement cérébral (Rice et 

Curran, 2001). RELN est localisé dans la région chromosomique 7q22, où des liaisons à 

l’autisme ont été rapportées dans plusieurs études. Les études d’association basées sur les 

familles et sur les populations indiquent également que les variations de RELN peuvent 

constituer un facteur de risque d’autisme. En particulier, une grande répétition polymorphe 

d’un trinucléotide dans la région 5’UTR du gène RELN a été impliquée dans l’autisme dans 

plusieurs études (Ashley-Koch et al., 2007 ; Persico et al., 2002 ; Zhang et al., 2002). La 

transmission préférentielle du polymorphisme comportant un nombre élevé de répétitions 

dans les fratries autistes a également été rapportée (Persico et al., 2001 ; Dutta et al., 2007). 

Mais là encore plusieurs études n’ont pu confirmer cette association dans diverses autres 

populations (Bonora et al., 2003 ; Li et al., 2004 ; Devlin et al., 2004 ; Dutta et al., 2008). 

Le gène suppresseur de tumeur PTEN 

PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) est un gène suppresseur de tumeur impliqué dans 

la voie biochimique qui empêche la croissance et la division incontrôlées des cellules. Des 

mutations de PTEN provoquent le syndrome de Cowden et d’autres maladies, et sont souvent 

associées à une macrocéphalie. S’appuyant sur l’observation d’une association entre l’autisme 

et le syndrome de Cowden, l’équipe de Butler a initialement examiné le gène PTEN chez les 

personnes atteintes d’autisme et de macrocéphalie. Ils ont séquencé le gène PTEN chez 18 de 

ces patients et ont ainsi constaté que 3 individus portaient des mutations de PTEN (Butler et 

al., 2005). Plusieurs autres études ont également rapporté des mutations de PTEN dans des 

cas d’autisme et de macrocéphalie (Buxbaum et al., 2007 ; Boccone et al., 2006 ; Herman et 

al., 2007). 

Neuroliguines et neurexines 
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Les neuroliguines sont des molécules d’adhésion cellulaire qui jouent un rôle dans la 

maturation et le fonctionnement synaptique, ce qui en font des candidats dans des pathologies 

neurodéveloppementales telles que l’autisme (Zoghbi, 2003). Un lien entre l’autisme et les 

neuroliguines a d’abord été mis en évidence par les découvertes de mutations dans les gènes 

de neuroliguines liées à l’X, NLGN3 et NLGN4, dans 2 paires de frères autistes (Jamain et al., 

2003). Par la suite, notre équipe a détecté une délétion de 2 paires de bases dans le gène de la 

NLGN4 chez des personnes atteintes de déficience mentale au sein d’une grande famille 

française comportant trois garçons atteints d’autisme (Laumonnier et al., 2004). Une autre 

étude a détecté des mutations faux-sens dans le gène NLGN4 chez 4 des 148 personnes 

autistes testées, alors qu’aucune mutation n’a été retrouvée chez les contrôles atteints de 

pathologies psychiatriques ou sains (Yan et al., 2005). Plus récemment, l’équipe de Lawson-

Yuen (Lawson-Yuen et al., 2008) a signalé des délétions exoniques de NLGN4 dans une 

famille touchée par de l’autisme et par une série d’autres maladies psychiatriques et de 

l’apprentissage. Une mutation ponctuelle dans le gène NLGN3 a été identifiée dans une 

famille suédoise (Jamain et al., 2003) ; cette substitution d’une arginine en cystéine dans le 

domaine estérase de la protéine semble modifier l’efficacité de l’interaction de cette protéine 

avec ses ligands, les neurexines (Nguyen et Sudhof, 1997). Cependant toutes les études ne 

rapportent pas de résultats significatifs concernant les neuroliguines (Vincent et al., 2004 ; 

Gauthier et al., 2005 ; Blasi et al., 2006), même si des preuves impliquant les partenaires de 

liaison aux neuroliguines, incluant neurexines, CNTNAP2 et SHANK3, confortent 

l’hypothèse d’un rôle possible des neuroliguines dans l’autisme. Enfin ces mutations restent 

rares : en méta-analyse, il s’avère que moins de 1 % des patients autistes testés porte une 

mutation de ce gène. 

Les neurexines appartiennent à une famille très polymorphe de protéines neuronales dont 

certaines interagissent avec les neuroliguines pour favoriser la mise en place et le 

fonctionnement synaptique (Ushkaryov et al., 1992). Les preuves d’une implication des 

neurexines dans l’autisme proviennent d’un certain nombre d’études récentes. L’équipe de 

Feng a criblé le gène de la neurexine bêta chez 72 personnes autistes et 535 contrôles, suivie 

du séquençage de l’exon 1 de NRXN1β dans 192 autres cas (Feng et al., 2006). Des mutations 

faux-sens ont été trouvées chez 4 personnes atteintes d’autisme et des délétions et insertions 

ont été détectées dans 9 cas supplémentaires. Aucune de ces variations n’a été retrouvée chez 

les contrôles. Des mutations des neurexines ont également été détectées dans le récent 

criblage d’un génome entier mené par le consortium Autism Genome Project (Szatmari et al., 
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2007) ; une délétion hémizygote d’exons codants de NRXN1 a été trouvée chez deux frères 

autistes. Enfin, l’équipe de Kim (Kim et al., 2008) a récemment identifié un certain nombre 

de variants codants rares lors du criblage des exons codant de NRXN1 chez 57 personnes 

atteintes d’autisme. 

La contactin-associated protein-like 2 (CNTNAP2) fait partie de la superfamille des 

neurexines (mais si elle ne se lie pas aux neuroliguines) qui code CASPR2, une protéine de 

structure transmembranaire (Poliak et al., 2003). Le gène CNTNAP2 a récemment été associé 

à l’autisme au cours de l’étude d’une communauté d’Amish fortement touchée par une 

dysplasie corticale avec épilepsie focale ; le syndrome a été associé à l’autisme dans 67 % des 

cas (Strauss et al., 2006). Les chercheurs ont détecté une mutation décalant le cadre de lecture 

dans l’exon 22 de CNTNAP2 présente chez les 9 personnes touchées. L’étude de 105 Amish 

sains a révélé 4 porteurs hétérozygotes de la mutation. Trois études récentes confirment le rôle 

de CNTNAP2 dans l’autisme. Dans une étude en deux étapes, l’équipe d’Arquage (Arking et 

al., 2008) a détecté une liaison significative au locus 7q35 (qui couvre CNTNAP2), puis par 

une étude d’association dans 72 familles multiplex l’équipe a permis de constater 

d’importantes sur-transmissions de l’allèle T d’un polymorphisme commun présent au niveau 

de l’intron situé entre les exons 2 et 3 de CNTNAP2. Ce résultat a ensuite été reproduit dans 

un échantillon indépendant de 1295 trios parents-enfant. Dans un autre article, l’équipe de 

Bakkaloglu (Bakkaloglu et al., 2008) a re-séquencé CNTNAP2 dans une cohorte de 635 

personnes avec autisme et 942 contrôles, trouvant plusieurs variants rares chez des personnes 

autistes qui n’étaient pas présents chez les contrôles. L’équipe d’Alarcon (Alarcon et al., 

2008) a signalé d’autres éléments de preuve impliquant CNTNAP2 comme un gène de 

susceptibilité à l’autisme et elle a plus particulièrement étudié l’association de CNTNAP2 

avec un phénotype particulier d’acquisition du langage dans l’autisme. Par étude d’association 

les chercheurs ont trouvé une association significative entre des variants de CNTNAP2 et un 

index de retard de langage chez des enfants autistes. En outre, une micro-délétion dans 

CNTNAP2 a été identifiée chez un enfant et son père, mais n’a pas été retrouvée chez les 1000 

contrôles. Une étude d’expression sur le développement du cerveau fœtal a ensuite été 

réalisée, avec des résultats indiquant une expression préférentielle de CNTNAP2 dans les 

centres du langage du cerveau (c’est-à-dire les lobes frontal et temporal antérieurs). 

SHANK3 est un partenaire de liaison aux neuroliguines qui a été associé à l’autisme. 

SHANK3 appartient à une famille de protéines de structure neuronales qui jouent un rôle 

essentiel dans le fonctionnement synaptique et qui régulent également la morphologie des 
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épines dendritiques. L’équipe de Durand a trouvé des mutations de SHANK3 chez 3 des 226 

familles de personnes autistes testées. Dans une famille, l’enfant autiste portait une délétion 

de novo dans SHANK3 (Durand et al., 2007). Deux frères dans une autre famille portaient une 

mutation décalant le cadre de lecture ; et dans une troisième famille l’enfant présentait une 

délétion dans SHANK3 tandis que son frère autiste possédait une copie supplémentaire. Dans 

une autre étude évaluant la séquence et le nombre de copies de SHANK3, l’équipe de 

Moessner a détecté une mutation de novo et deux délétions de gène dans un groupe de 400 

personnes atteintes d’autisme (Moessner et al., 2007). Bien que les mutations de SHANK3 

puissent être seulement responsables d’une minorité de cas, en les considérant conjointement 

avec les conclusions sur plusieurs autres partenaires de liaison aux neuroliguines SLC6A4 et 

MET, il semble y avoir une accumulation de preuves concernant le rôle des gènes de la 

fonction synaptique dans l’autisme, même si la fréquence d’implication de cette voie reste 

faible. 

Les analyses de liaison sur génome entier 

Les analyses de liaison sur génome entier possèdent l’avantage du criblage du génome en 

absence d’a priori sur les hypothèses génétiques de la maladie. L’analyse est basée sur 

l’utilisation de familles présentant plusieurs membres touchés. Le principal objectif de ces 

études sur génome entier est de définir des régions comportant des gènes liés à l’autisme pour 

aboutir à une cartographie plus fine par des études d’association et enfin au criblage détaillé 

des gènes candidats déduits. Pour cela, entre 300 et 400 marqueurs génétiques le plus souvent 

répartis uniformément sur l’ensemble des chromosomes sont génotypés pour chaque famille 

étudiée, et l’augmentation de la fréquence d’un allèle en corrélation avec le statut malade des 

apparentés affectés est calculée selon un Lod score multipoint (MLS) indicateur d’une région 

de susceptibilité potentielle. Depuis le première criblage sur génome entier en 1998 

(IMGSAC, 1998), près d’une vingtaine d’études de liaison sur génome entier dans l’autisme 

ont été réalisées (Barrett et al., 1999 ; Phillippe et al., 1999 ; Risch et al., 1999 ; IMGSAC, 

2001 ; Liu et al., 2001 ; Buxbaum et al., 2001 ; Alarcon et al., 2001 ; Auranen et al., 2002 ; 

Shao et al., 2002 ; Yonan et al., 2003 ; Alarcon et al., 2005 ; Cantor et al., 2005 ; 

Schellenberg et al., 2006 ; Trikalinos et al., 2006 ; Duvall et al., 2007 ; Szatmari et al., 2007 ; 

Ma et al., 2007). Dans la mesure où la plupart de ces études ont appliqué différents outils 

d’analyse et de génotypage et utilisent des échantillons qui se chevauchent considérablement, 

les comparaisons entre elles sont complexes. La liaison la plus fréquemment identifiée se 
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situe au niveau du chromosome 7q, et notamment dans la région 7q22-q32 (Trikalinos et al., 

2006). Cependant cette région n’a pas été liée à l’autisme dans le plus grand échantillon 

analysé à ce jour (Szatmari et al., 2007). Le problème de cette incompatibilité des résultats 

peut se situer dans la complexité phénotypique et étiologique de la maladie elle-même, qui 

peut être aggravée par des définitions phénotypiques variables utilisées dans les études (par 

exemple, stricte versus large), mais peut aussi correspondre aux puissances statistiques trop 

faibles de nombeuses études (effectifs trop petits). 

Les études d’association sur génome entier 

Comme dans les études d’association de gènes candidats, les études d’association sur génome 

entier comparent la répartition des polymorphismes dans les cas et les contrôles, mais les 

marqueurs sont répartis sur l’ensemble du génome plutôt que limités aux régions candidates, 

fournissant ainsi une prospection du génome plus objective. Dans l’article de 1996, Risch et 

Merikangas ont démontré que l’association offre une plus grande puissance par rapport à la 

liaison concernant la détection de loci de susceptibilité à faible effet, ce qui indique que 

l’étude d’association sur génome entier est théoriquement une approche plus appropriée pour 

les études génétiques de pathologies complexes comme l’autisme. Début 2009, l’équipe de 

Hakonarson a génotypés plus de 10000 personnes (3101 personnes issues de 780 familles 

touchées par l’autisme, ainsi que 1204 patients autistes et 6491 contrôles) pour tenter de 

découvrir les variations génétiques SNP et les CNV liés à l'autisme. Près d'un demi-million de 

SNP ont été génotypés chez ces 780 familles en utilisant les puces Illumina HumanHap550 

BeadChip (Wang et al., 2009). Six SNP localisés sur une zone du chromosome 5 entre CDH9 

et CDH10, des gènes cadhérine codant pour des protéines d’adhésion des cellules neuronales, 

ont pu être associés. Un de ces SNP (rs4307059) atteint une forte significativité (p = 3,4.10-8). 

Ces travaux soutiennent l'idée que l'autisme serait dû à des modifications de connexion entre 

les cellules neuronales. 

Conclusion sur ce chapitre génétique 

Ce tour d’horizon des résultats obtenus sur la génétique de l’autisme montre bien que nous 

sommes face à une situation complexe à différents points de vue. 

Tout d’abord, il est important de garder à l’esprit l’hétérogénéité de la maladie. Non 

seulement les traits phénotypiques observés sont variables, mais en plus les symptômes 
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associés peuvent apparaître tardivement que le diagnostic des traits autistiques établi vers 2 ou 

3 ans. La déficience mentale concerne 75 % des autistes, à des degrès variables (Volkmar et 

Pauls, 2003), la présence de crises d’épilepsie est observée chez seulement 3 à 38 % des 

autistes, selon les études (Tuchman et Rapin, 2002), le retard de langage n’est présent que 

pour 50 % des enfants autistes (Alarcón et al., 2002), et la macrocéphalie concerne 10 à 30 % 

des patients autistes (Lainhart et al., 2006 ; Sacco et al., 2007 ; Amaral et al., 2008). 

Ensuite, les limites entre les manifestations des troubles envahissants du développement et le 

comportement normal sont imprécises, tout comme les frontières au sein même de ces 

différents TED (figure 6). On se trouve don dans la situation de gènes jouant un rôle 

quantitatif (QTL pour Quantitative Trait Loci). 

 

Figure 6 : La « nébuleuse » des TED mettant en évidence la complexité des 
phénotypes, avec des limites floues et se chevauchant. 
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Cette hétérogénéité concerne également les causes. Par exemple, plusieurs douzaines de 

pathologies génétiques distinctes ou d’anomalies chromosomiques identifiées peuvent 

provoquer de l’autisme, chaque maladie ne contribuant pas en moyenne à plus de 1 % des cas 

(Abrahams et Geschwind, 2008). Aucune des associations publiées ne compte pour une 

grande part du risque génétique de l’autisme. Les études de liaison et d’association dans 

l’autisme impliquent donc d’atteindre des tailles d’échantillons massives par de grands efforts 

de collaboration et le partage des échantillons. 

Le modèle génétique même de l’autisme reste à établir. Actuellement, le modèle génétique le 

plus souvent proposé suppose la présence d’un héritage multigénique de polymorphismes 

communs contribuant chacun au risque d’autisme par des effets modérés (Abrahams et 

Geschwind, 2008). La rareté de familles multigénérationnelles présentant des TED va à 

l’encontre d’un héritage mendélien, et plus précisément dominant. Toutefois, l’équipe de 

Zhao a pu réévaluer cette notion par l’identification de CNV rares qui contribueraient 

significativement aux risques génétiques de l’autisme (Zhao et al., 2007). Néanmoins, les 

données actuelles sont compatibles avec la notion selon laquelle les perturbations du spectre 

autistique sont causées par une proportion plus élevée que prévue de mutations rares. 

Enfin il faut considérer les effets dans le cerveau des protéines identifiées, car les gènes de 

susceptibilité à l’autisme semblent avoir de nombreux rôles distincts dans le développement 

neural et la fonction neuronale, allant du métabolisme de base, de la transmission synaptique, 

et de l’épissage de l’ARN à la migration neuronale. Les effets sont donc non seulement 

multiples mais surviennent à diverses étapes du développement. Il reste donc à découvrir 

comment des mutations dans des gènes impliqués dans ces catégories fonctionnelles peuvent 

provoquer l’autisme : soit elles convergent vers un petit nombre de voies moléculaires 

communes, soit elles représentent des étiologies biologiques diverses, et là encore le 

mécanisme aboutissant au développement de l’autisme doit être éclairci. Les fonctions 

moléculaires et biologiques connues des gènes de susceptibilité à l’autisme devraient 

converger vers la perturbation de fonctions dans les régions du cerveau impliquant le langage, 

la cognition sociale, et la flexibilité comportementale. La plupart des gènes de susceptibilité à 

l’autisme ne montrant pas de telle expression restreinte au niveau régional, d’autres facteurs 

doivent également intervenir. 

Geschwind et Levitt (2007) ont tenté de souligner les nombreuses caractéristiques 

étiologiques génétiques et environnementales possibles ainsi que l'hétérogénéité clinique ou 
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syndromique dans les troubles du spectre autistique, en plus de la multitude de processus 

neurodéveloppementaux qui pourraient être perturbés. C’est la raison pour laquelle les auteurs 

tiennent à rappeler qu’il serait plus juste de parler « des autismes » pour mettre en évidence le 

fait que non seulement les pathologies sont basée sur les étiologies multiples, mais aussi qu'il 

existe des caractéristiques cliniques distinctes dont le chevauchement phénotypique reste à 

définir. 

 

Figure 7 : Schéma des caractéristiques étiologiques possibles (cercles bleus) 
et de l'hétérogénéité clinique ou syndromique (cercles verts) dans les 

troubles du spectre autistique ; les processus neurodéveloppementaux qui 
pourraient être perturbés figurent dans la boite centrale fléchée (Geschwind 

et Levitt, 2007). 
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Les modèles animaux 

Malgré la spécificité humaine de l’autisme, la compréhension des mécanismes mis en jeu 

dans l’étiologie de cette pathologie nécessite l’utilisation de modèles. Tandis que les modèles 

cellulaires vont permettre d’étudier les interactions basiques, les modèles animaux sont 

indispensables pour traiter les mécanismes à l’échelle de l’organisme et observer les 

modifications comportementales et cognitives. En outre, les modèles de rongeur sont utiles 

dans les études précliniques pour évaluer l’efficacité du traitement : les tests 

comportementaux sur les rongeurs fournissent les outils précliniques pour la découverte de 

traitements psychopharmacologiques dans de nombreuses maladies neurologiques. Se pose 

donc le problème de trouver le modèle animal qui permettra de refléter au mieux cette 

maladie caractéristiquement humaine. 

Le modèle animal doit mimer les facteurs génétiques et environnementaux impliqués dans 

l’autisme, et doit présenter des modifications neurochimiques, neuroanatomiques, 

comportementales et cognitives identiques à la maladie. En cas de modèle valide, les 

traitements qui permettent de supprimer ou de réduire certains symptômes de la maladie chez 

l’homme devraient également réduire les symptômes trouvés chez le modèle animal (Belzung 

et al., 2005). 

Quatre catégories de modèles de rongeurs ont été utilisées : 

- Les animaux mutants présentant des anomalies des neuropeptides impliqués dans le 

comportement social et l’attachement, comme des souris présentant une mutation dans 

l’ocytocine (souris invalidée pour l’ocytocine) ou dans certains récepteurs opioïdes 

(souris avec une délétion ciblée du récepteur opioïde �). Les souris knockout 

ocytocine présentaient des déficits dans la reconnaissance et la mémoire sociale 

(Ferguson et al., 2000 ; Ferguson et al., 2001 ; Choleris et al., 2003). 

- Les modèles animaux simulant certains facteurs épigénétiques qui augmentent le 

risque d’autisme chez les humains, comme l’exposition fœtale aux anticonvulsivants, 

l’embryopathie due à la thalidomide, ou les déficits développementaux dans la 

synthèse de sérotonine. Par exemple, l’équipe de Rodier a traité des rates gestantes 

avec de l’acide valproïque pendant la phase de développement fœtale de fermeture du 

tube neural (Rodier et al., 1996 ; Ingram et al., 2000). Les nerfs crâniens III, V, VI et 

XII présentent un nombre diminué de motoneurones, similaire à celui observé dans le 
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cas de l’homme. En outre, des réductions de volume du cervelet et du nombre de 

cellules de Purkinje ont été trouvées en parallèle à ceux observés dans les cas 

d’autisme. 

- Les modèles obtenus après des lésions cérébrales néonatales des zones anormales chez 

les patients autistes, comme le cervelet (Bobee et al., 2000), l’amygdale (Wolterink et 

al., 2001 ; Diergaarde et al., 2005) et le cortex préfrontal (Vicedomini et al., 1982 ; 

Schneider et al., 2005). 

- Les modèles animaux de maladies génétiques humaines associées à l’autisme. Des 

lignées de souris ont ainsi été générées avec des mutations de gène pertinentes pour le 

syndrome d’Angelman (Sinkkonen et al., 2003), le syndrome Smith-Lemli-Opitz 

(Wassif et al., 2001 ; Waage-Baudet et al., 2003), l’X fragile (Comery et al., 1997 ; 

Nielsen et al., 2002 ; Kooy, 2003 ; Watase et Zoghbi, 2003 ; Frankland et al., 

2004 ; Chen et Toth, 2006), le syndrome de Rett (Berger-Sweeney, 2003 ; Moretti et 

al., 2005 ; Zoghbi, 2003) et le syndrome de Down (Dierssen et al., 2001 ; Hill et al., 

2003 ; Moran et al., 2002 ; Turner et al., 2001). 

Puisqu’environ 99 % des gènes humains présentent des homologues chez la souris (Tecott, 

2003), et au fur et à mesure de l’avancée des découvertes concernant les gènes candidats dans 

l’autisme, des souris invalidées pour ces gènes continuent d’être générées afin de tester des 

hypothèses sur les fonctions de ces gènes candidats (Crawley, 2007). 

Cependant tous ces modèles miment une partie seulement de l’étiologie de l’autisme, et 

peuvent donc être considérée comme réducteurs. En outre, dans certains cas, il est difficile de 

savoir si les symptômes imités sont la cause ou la conséquence de l’autisme. La construction 

de modèles animaux reste un domaine très complexe à explorer en raison même de la 

pathologie étudiée, et la méthodologie permettant de valider ces modèles doit être 

extrêmement rigoureuse afin de prendre en compte un maximum d’aspects caractéristiques de 

l’autisme observables chez les rongeurs, tels les altérations du comportement social et les 

stéréotypies (Belzung et al., 2005 ; Crawley, 2007). 

Il reste important de garder à l’esprit que tous ces modèles sont des modèles pour des 

caractéristiques de l’autisme et ne peuvent pas par définition être considérés comme des 

modèles d’autisme. 
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Les systèmes ubiquitine et ubiquitine-like 

L’attribution du prix Nobel de chimie à Avram Hershko, Aaron Ciechanover et Irwin Rose en 

2004 pour la découverte du rôle d’une petite (76 résidus) protéine cellulaire eucaryote 

ubiquitaire, qui fut ainsi nommée « ubiquitine » est une récompense méritée pour cette 

découverte majeure en biochimie dans la seconde moitié du 20ème siècle. Ces chercheurs 

permirent de décrire la dégradation protéique dépendant de la voie de l’ubiquitine par 

l’attachement covalent de l’ubiquitine sur des protéines cibles, signal de reconnaissance pour 

une protéase multi-compartimentée appelée protéasome 26S. Il est maintenant évident que 

l’ubiquitinylation et désubiquitinylation des protéines représentent, au même titre que la 

phosphorylation et déphosphorylation, une importante modification post-traductionnelle des 

protéines impliquée dans la régulation de la physiologie cellulaire. 

La voie de l’ubiquitinylation 

Les modifications post-traductionnelles des protéines jouent un rôle crucial dans de nombreux 

processus cellulaires, car ils peuvent provoquer des changements rapides dans les fonctions de 

protéines préexistantes. 

La réaction d’ubiquitinylation 

L’ubiquitinylation est caractérisée par une fixation covalente post-traductionnelle rapide et 

réversible de l’ubiquitine sur des protéines cibles via le groupe ε-amino d’un résidu lysine 

d’une protéine (Ciechanover, 2006). Cette réaction nécessite trois types d’enzymes. Tout 

d’abord, l’enzyme E1 d’activation de l’ubiquitine forme un pont thioester avec l’ubiquitine 

dans une réaction ATP-dépendante. Puis une enzyme E2 de conjugaison à l’ubiquitine (ou 

Ubc pour ubiquitin-conjugating enzyme) se lie à l’ubiquitine et la transfère soit directement 

sur le substrat protéique, soit sur un troisième type d’enzyme, l’enzyme E3 ligase. Ces 

enzymes ont pour rôle de faciliter la ligation de l’ubiquitine à la protéine cible. L’éventuelle 

intervention d’enzymes E4 a été rapportée dans la formation de chaînes polyubiquitines de 

plus de quatre unités ubiquitines (Koegl et al., 1999). Alors que le marquage par une chaîne 

polyubiquitine adresse généralement une protéine à la dégradation par le protéasome, la 



79 

 

monoubiquitinylation est principalement impliquée dans la signalisation cellulaire. Enfin, un 

autre mécanisme d’une grande importance tant physiologique que pathologique permet la 

désubiquitinylation, exercée par plusieurs enzymes désubiquitinylantes (DUB) (Wilkinson, 

1997). 

 

Figure 8 : Schéma du principal mécanisme d’ubiquitinylation aboutissant à 
la dégradation par le protéasome. 
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Figure 9 : Schéma des différents mécanismes possibles d’ubiquitinylation du 
substrat après prise en charge de l’ubiquitine par l’enzyme E2. (1) Transfert 

direct de l’ubiquitine par l’enzyme E2 sur la protéine cible (signalisation 
d’adressage par monoubiquitinylation du substrat) ; (2) Transfert à une 
enzyme E3 responsable de la reconnaissance du substrat (E3 de type 

HECT) ; (3) Formation d’un complexe avec les enzymes E2 et E3 (E3 de type 
RING). Les voies (2) et (3) permettent d’aboutir à la polyubiquitinylation de la 

protéine cible en vue de son marquage pour une dégradation via le 
protéasome 26s. 
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L’ubiquitine et ses apparentées 

L’ubiquitine (Ub) est une petite protéine de 76 acides aminés, très conservées chez les 

eucaryotes. 

 

Figure 10 : Séquences en acides aminés de la molécule d’ubiquitine à travers 
différentes espèces eucaryotes. Les barres rouges mettent en évidence la 
position des résidus lysines, les cadres jaunes soulignent la présence des 
rares variations. Avec H. sapiens l’homme, C. elegans le ver nématode, A. 

thaliana la plante, et Triticum le blé. 

 

L’Ub se lie à la protéine cible par l’intermédiaire d’un lien isopeptide entre la glycine C-

terminale de l’ubiquitine et un résidu lysine de la protéine (qui doit donc comporter au moins 

un résidu de ce type pour être ubiquitinylée). Il semblerait que trois lysines conservées dans 

l’Ub soient indispensables pour la formation de chaînes polyubiquitines. Comme le rapporte 

une revue parue dans Nature, l’ubiquitine était considérée comme une évolution des 

modifications post-traductionnelles, et cette idée s’est par la suite confirmée par 

l’identification de nombreuses formes conjugables d’Ub, regroupées par certains auteurs sous 

le terme d’ubiquitons (Welchman et al., 2005). Ces protéines plus ou moins proches de 

l’ubiquitine (ubiquitin-like ou Ubl), tels que SUMO, NEDD8, ATG8, ATG12 ou ISG15 pour 

les plus connues (voir Tableau 5), sont codées par des gènes différents et peuvent être 

utilisées dans des mécanismes similaires. Le marquage des protéines par une Ubl n’oriente 

généralement pas les protéines vers une voie de dégradation, mais il joue davantage un rôle 

dans l’activation de la transcription des gènes ainsi que dans la localisation et la stabilisation 

protéique. Chaque marquage par un ubiquiton possède sa propre combinaison d’enzymes E1, 

E2 et E3. 
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Protéine Ubl 
Identité de séquence 

avec l’ubiquitine 
Substrat(s) Fonction(s) Référence 

NEDD8 (RUB1) 58 % Cullins, p53, MDM2 Régulation des E3 
Xirodimas et al., 

2004 ; Hori et al., 

1999 

SUMO-1 (SMT3) 18 % Nombreux 

Localisation nucléaire, 
régulation transcriptionnelle, 
antagonisme de 
l’ubiquitinylation 

Gill, 2004 

SUMO-2 et -3 16 % 
C/EBPβ1, 
topoisomérase II 

Régulation transcriptionnelle, 
mitose 

Eaton et Sealy, 2003 ; 
Azuma et al., 2003 

ISG15 / UCRP * 29 % ; 37 % 
PLCγ1, JAK1, STAT1, 
ERK1/2, serpine 2a 

Réponses immunitaires, 
transduction du signal 
interféron 

Malakhov et al., 

2003 ; Hamerman et 

al., 2002 

UBD (FAT10) * 29 % ; 36 % MAD2, NUB1L 
Apoptose, transduction du 
signal cytokine 

Raasi et al., 2001 

FUB1 37 % 
TCR-α-like protéine, 
Bcl-G 

Activation des cellules T Nakamura et al., 1995 

UBL5 (HUB1, 
BEACON) 

22 % 
SART1 (Snu66), CLK1, 
CLK2, CLK4, HSPB2 

Epissage des pré-ARNm, 
régulation du métabolisme 
énergétique 

Lüders et al., 2003 ; 
Dittmar et al., 2002 

URM1 12 % ASCC2, Ahp1 
Réponse au stress oxydatif, 
nutrient sensing (via la voie 
de signalisation TOR) 

Goehring et al., 2003 

ATG8 10 % Phosphatidyléthanolamine 
Autophagie, ciblage du 
cytoplasme à la vacuole 

Ichimura et al., 2000 

ATG12 17 % Atg5 
Autophagie, ciblage du 
cytoplasme à la vacuole 

Mizushima et al., 

1998 

Tableau 4 : Liste des ubiquitons connus à ce jour (le nom correspond à celui 
donné chez les mammifères, les synonymes apparaissent entre parenthèses). 
* ISG15 / UCRP et FAT10 contiennent chacun deux sous*unités (Extrait de 

Welchman et al., 2005). 

 

Egalement extrait de Welchman et al., 2005, la figure suivante montre une superposition de 

l’ubiquitine, SUMO-1 et NEDD8. 
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Figure 11 : Superposition de la structure 3D schématique de l’ubiquitine 
(bleu), SUMO*1 (vert) et NEDD8 (rouge) mettant en évidence la forte 

homologie de structure entre ces ubiquitons (extrait de Welchman et al., 
2005). 

Cette représentation schématique permet très nettement de mettre en évidence la forte 

homologie structurelle qui peut exister entre certains ubiquitons : en effet, même avec 

seulement 10 % d’homologie de séquence, la structure 3D reste très conservée. 

Les enzymes de la voie de l’ubiquitine 

Le génome humain est composé de huit gènes codant des enzymes E1 d’activation de 

l’ubiquitine et des Ubl (Ensembl release 54, May 2009), complété par quatre gènes codant les 

deux sous-unités de l’enzyme E1 impliquée dans la sumoylation. Les enzymes E3 sont les 

plus nombreux, avec probablement plus d’un millier de membres (Pickart, 2004). Les 

enzymes E3 sont les plus spécifiques en termes de ciblage des protéines pour 

l’ubiquitinylation et peuvent être divisés en deux groupes principaux, les protéines RING 

(Really Interesting New Gene) et HECT (Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus), 

mais ces deux familles ne sont pas liées entre elles ni par leur séquence, ni par leur structure. 

Les enzymes E3 contenant un domaine HECT forment des thioesters intermédiaires avec 

l’ubiquitine au niveau de la cystéine de leur site actif avant de transférer l’ubiquitine sur les 

substrats, alors que la plupart des enzymes E3 contenant un domaine RING finger agissent 

comme des échafaudages qui se lient simultanément aux enzymes E2 et aux substrats (Özkan 

et al., 2005) pour aboutir à la fixation de l’ubiquitine sur la protéine cible. 
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Le rôle fonctionnel de l’ubiquitinylation 

La modification post-traductionnelle des protéines par l’intermédiaire de la liaison covalente 

de l’ubiquitine fait partie de la voie de dégradation des protéines par le protéasome 26S. Elle 

est apparue comme un mécanisme essentiel pour la régulation de nombreux aspects de la 

physiologie cellulaire comme la réparation de l’ADN, la transcription, la transduction du 

signal, l’endocytose et l’adressage (Pickart et Fushman, 2004 ; Welchman et al., 2005). Le 

rôle de l’ubiquitine dans la modulation de l’activité protéique est défini en partie par l’étendue 

et le type de modification. La liaison d’une seule molécule d’ubiquitine 

(monoubiquitinylation), tout comme les chaînes d’ubiquitine produites par des ponts 

isopeptidiques entre l’amine primaire de la chaîne latérale de lysine d’une molécule d’Ub et 

de l’extrémité C terminale d’une autre Ub, encode des signaux qui sont déchiffrés pour 

déclencher différentes réponses cellulaires. 

Le « code ubiquitinylation » se traduit donc en fonction : 

- du nombre et de la localisation des lysines de la protéine cible utilisées 

- du nombre de molécules d’Ub utilisées pour le marquage (monoubiuqitinylation ou chaîne 

polyubiquitine) 

- du type de liaison entre les Ub elles-mêmes au sein de la chaîne (plusieurs lysines 

utilisables) 

Tandis que les protéines peuvent être phosphorylées sur les divers résidus sérine, thréonine et 

tyrosine, l’ubiquitinylation des protéines se produit uniquement sur des résidus lysines. La 

richesse informative de l’ubiquitinylation des protéines est considérablement élargie par le fait 

que les protéines peuvent être monoubiquitinylées, polyubiquitinylées ou multiubiquitinylées. 

La richesse du signal post-traductionnel de l’ubiquitinylation est augmentée par le fait que 

l’ubiquitine possède sept résidus lysine, chacun pouvant être utilisé dans la formation des 

chaînes polyubiquitines. Par exemple, une chaîne d’au moins quatre molécules d’ubiquitine 

liées en lysine 48 est principalement reconnues par le protéasome 26S pour une dégradation 

efficace de la protéine cible polyubiquitinylée in vitro (Thrower et al., 2000), tandis que les 

chaînes d’ubiquitine formées par la liaison au niveau de la lysine 63 sont reconnues par les 

protéines de liaison à l’ubiquitine impliquées dans des voies de signalisation intracellulaire 

(Chen, 2005 ; Hofmann et Pickart, 1999). Des données plus récentes soulignent également 

l’existence de chaînes polyubiquitine contenant des liaisons mixtes et des chaînes ramifiées 
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(Ben-Saadon et al., 2006 ; Kirkpatrick et al., 2006). Toutefois, celles-ci ont été principalement 

observées dans des études réalisées in vitro et leur signification physiologique n’est pas claire. 

La voie de sumoylation 

La sumoylation est un système de modification post-traductionnelle ubiquitin-like dynamique 

et réversible, dans lequel les protéines SUMO (small ubiquitin-related modifier) sont 

attachées de façon covalente à leurs substrats. Contrairement à l’ubiquitinylation qui peut 

conduire à la dégradation des protéines par l’intermédiaire du protéasome 26S, la sumoylation 

ne conduit pas à la dégradation, mais semble réguler les interactions protéines/protéines, la 

localisation intracellulaire, et protège certaines cibles modifiées de la dégradation dépendante 

de l’ubiquitine. La sumoylation correspond à une cascade enzymatique en trois étapes 

impliquant différentes enzymes : l’enzyme d’activation SUMO-E1 (SAE1/SAE2), l’enzyme 

E2 de conjugaison à SUMO UBE2I (ou UBC9), les SUMO ligases E3, et les enzymes de 

clivage de SUMO. Cette modification peut être réversée par l’action des isopeptidases. 

Les différentes isoformes de SUMO 

Chez l’homme, trois principales isoformes de SUMO sont exprimées et sont conservées au 

cours de l’évolution. SUMO1 (précédemment connue sous le nom de sentrine, Ubl1, GMP1, 

PIC1 et Smt3c) affiche environ 50 % de similarité avec les séquences hautement homologues 

de SUMO2 (également connu sous les noms de sentrin3 et Smt3a) et SUMO3 (également 

connu sous les noms de sentrin2 et Smt3b), SUMO2 et SUMO3 affichant près de 95 % de 

similarités. Toutes les isoformes de SUMO présentent des niveaux d’expression spécifiques 

du type cellulaire tout comme des localisations subcellulaires uniques, bien que non 

exclusives. SUMO1 est principalement présente sur la membrane nucléaire tandis que 

SUMO2 est essentiellement localisées dans le cytoplasme et SUMO3 dans les corps 

nucléaires. Une quatrième isoforme SUMO4 a été identifiée et présente une grande homologie 

avec SUMO3. Son messager est principalement exprimé dans des cellules de rein mais 

l’expression de la protéine endogène n’a pas encore été démontrée, c’est pourquoi elle reste 

pour l’instant considérée comme l’un des nombreux pseudogènes de SUMO3. Les gènes des 

différentes isoformes de SUMO sont répartis à travers le génome : SUMO1 est localisé en 

2q33, SUMO2 en 17q25.1, SUMO3 en 21q22.3 et SUMO4 en 6q25. 
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Malgré la divergence de leurs séquences primaires, les protéines ubiquitine et SUMO 

présentent des structures comparables (voir figure 9 ci-dessus) et partagent les mécanismes 

biochimiques de conjugaison aux substrats. Tout comme l’ubiquitine et autres protéines de 

type ubiquitine, les isoformes SUMO sont exprimées sous forme de précurseurs protéiques. 

Afin d’exposer le motif diglycine C-terminal requis pour la conjugaison des cibles, SUMO 

subit un processus de maturation au cours duquel le clivage de l’extension C-terminale est 

effectué par l’une des protéases spécifiques de SUMO, SENP. La protéine SUMO mature 

résultante entre dans une voie enzymatique à plusieurs étapes qui est comparable, mais 

distincte, de l’ubiquitinylation. 

La réaction de sumoylation 

La réaction de sumoylation est initiée par la formation ATP-dépendente d’un pont thioester 

entre la glycine C-terminale exposée de SUMO et une cystéine interne de l’enzyme E1 

d’activation de SUMO, hétérodimère composé des sous-unités SAE1 et SAE2. Grâce à une 

réaction de transestérification, SUMO activée est ensuite transférée sur la cystéine catalytique 

de l’unique enzyme E2 de conjugaison à SUMO connue, UBE2I. UBE2I a la capacité de 

reconnaître directement les protéines cibles et de catalyser la formation d’un pont isopeptide 

entre la glycine C-terminale de SUMO et le groupe ε-amino de la lysine cible. La conjugaison 

de SUMO est très spécifique en termes de résidus lysine (K) cibles, dont la majorité sont 

contenues dans un motif consensus de SUMO défini par ΨKX(E/D), Ψ correspondant à un 

résidu hydrophobe, X à un acide aminé quelconque et E/D à un résidu soit glutamate soit 

aspartate (Rodriguez et al., 2001). Ce motif de SUMO est donc reconnu par l’enzyme de 

conjugaison UBE2I. SUMO2 et SUMO3 contiennent ce motif de reconnaissance dans leur 

domaine N-terminal, ce qui leur permet de former des chaînes polySUMO. Cependant, toutes 

les protéines contenant ces séquences consensus SUMO ne sont pas sumoylées. Inversement, 

les substrats ne possédant pas de motif SUMO peuvent être modifiés par SUMO, ce qui est 

illustrée par la capacité de SUMO1 à également former des chaînes multimériques 

polySUMO. La formation de chaînes SUMO est réversible : les polymères SUMO sont 

fragmentés par les SUMO protéases in vitro et in vivo. Cependant, la plupart du temps, 

SUMO1 et ses homologues sont conjuguées aux protéines cibles sous forme monomérique. 

Les ligases E3 de SUMO permettent d’accroître l’efficacité globale de la sumoylation, 

garantissant dans une certaine mesure la spécificité de substrat, et pouvant faciliter la 

modification par SUMO des cibles qui n’ont pas les motifs consensus. C’est ainsi que par 
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exemple chez l’homme, les membres de la famille PIAS, RanBP2, Pc2 (composant du 

complexe modifiant la chromatine polycomb), Topors et TRAF7 ont montré une activité 

SUMO ligase. 

La régulation de la sumoylation 

L’acétylation ou l’ubiquitinylation des lysines cibles régule de façon stérique la conjugaison 

de SUMO tandis que la phosphorylation du substrat semblerait alternativement stimuler et 

réprimer la sumoylation. Un motif de sumoylation dépendant de la phosphorylation (PDSM) 

dirigée par une proline a été identifié dans certains facteurs de transcription régulant la 

sumoylation. Ce motif est une variation de la séquence consensus de sumoylation et est défini 

par ΨKXEXXSP, où S et P correspondent à des résidus sérine et proline. Des espèces 

réactives dérivées de l’oxygène (ou ROS pour reactive oxygen species) ont également été 

identifiées comme facteurs de contrôle de la régulation des enzymes de sumoylation E1 et E2. 

Les protéases impliquées dans la maturation des précurseurs de protéines (activité hydrolase 

C-terminal) sont également responsables de la déconjugaison et du recyclage des SUMO à 

partir de leurs substrats (activité isopeptidase). Ces SUMO protéases affichent une préférence 

envers certaines isoformes de SUMO, dont la sélectivité semble reposer sur la 

complémentarité des charges de surface entre la protéase et le domaine C-terminal de SUMO, 

qui est unique à chaque isoforme. 

Un certain nombre de protéines sont conjuguées à la fois par SUMO et par l’ubiquitine en 

utilisant les mêmes résidus lysine, ce qui laisserait penser que la sumoylation pourrait agir 

comme un antagoniste de l’ubiquitinylation. Cependant la communication entre la 

sumoylation et l’ubiquitinylation semble beaucoup plus complexe qu’une simple compétition 

pour des cibles lysines communes ou des protéines substrats. Par exemple, la sumoylation de 

l’enzyme de conjugaison à l’ubiquitine UBE2K semblerait inhiber son activité. UBE2K est 

une enzyme de conjugaison à l’ubiquitine exprimé à des niveaux élevés dans le cerveau qui 

interagit avec la protéine Huntingtine (Htt), et qui fonctionne aussi comme une E3 ubiquitine 

ligase produisant des chaînes polyubiquitines libres ou dimériques. UBE2K est une cible de la 

sumoylation et sa conjugaison perturbe la formation de thioester d’ubiquitine et, par 

conséquent, la génération de chaînes d’ubiquitines libres. Inversement, l’expression des 

enzymes E1 et E2 de SUMO est diminuée par le protéasome en présence de la protéine 

adénovirale Gam1, activateur transcriptionnel fort et global des gènes viraux et cellulaires. 
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Gam1 inhibe la voie SUMO en interférant avec l’activité de l’hétérodimère E1 (SAE1/SAE2), 

conduisant à l’accumulation de substrats non modifiés par SUMO et à la dégradation de 

SAE1-SAE2, ce qui expliquerait comment une infection virale peut cibler des voies 

biochimiques importantes en inactivant puis dégradant une enzyme cellulaire essentielle 

(Boggio et Chiocca, 2005). Par ailleurs, la relation entre les voies de sumoylation et 

d’ubiquitinylation n’est pas seulement antagoniste. Les deux voies de modification ont été 

présentées comme convergentes dans le cas de corps de leucémies promyélocytiques 

nucléaires (PML), également connu sous le nom de corps nucléaires (ou NB pour Nuclear 

Bodies), au sein desquels se produisent à la fois des mécanismes de sumoylation et de 

dégradation via le système ubiquitine-protéasome, deux voies nucléaires permettant la 

régulation de la concentration nucléoplasmique des régulateurs transcriptionnels (Villagra et 

al., 2006). 

Le rôle fonctionnel de la sumoylation 

En termes d’effets fonctionnels, les données recueillies pour de nombreuses protéines cibles 

orientent vers deux processus cellulaires, le transport nucléocytoplasmique et le ciblage 

intranucléaire, dans lesquels SUMO joue un rôle actif. La modification par SUMO module 

l’activité transcriptionnelle d’un grand nombre de facteurs de transcription, notamment p53 et 

le récepteur des androgènes, ainsi que l’activité de régulateurs tel qu’IκBα. L’interruption de 

la voie SUMO dans les cellules humaines, par exemple en interférant avec SENP5, conduit à 

des défauts de la division. La mutation de son homologue de levure, Ulp1, provoque un arrêt 

du cycle cellulaire en G2/M. Ces résultats impliquent la sumoylation dans la progression du 

cycle cellulaire. 

SUMO participe également au maintien de l’intégrité du génome, par exemple en modifiant 

les protéines impliquées dans la réparation de l’ADN, tels que PCNA. Toutes ces fonctions 

sont compatibles avec de nombreux substrats connus de SUMO qui sont principalement situés 

dans le noyau. 

Bien que la sumoylation ait été initialement considérée comme un processus purement 

nucléaire, les études protéomiques postérieures ont montré qu’une grande partie des protéines 

transmembranaires, telles que Glut1, Glut4 et ErbB3, et cytoplasmiques, associées à différents 

organites comme le réticulum endoplasmique et les mitochondries, sont également soumises à 

la modification par SUMO. Par conséquent, en plus de ses activités au sein du noyau, la 
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sumoylation pourrait également affecter le transport subcellulaire, la stabilité des protéines, 

les voies de transduction du signal et de la formation de complexes protéiques. 

Mais la sumoylation est également capable de réguler des voies biochimiques sans passer par 

la conjugaison aux substrats cibles. L’interaction non-covalente de SUMO et UBE2I avec la 

dynamine atténue l’endocytose médiée par la dynamine de la transferrine. La protéine 

Parkine, mutée dans certaines formes de maladie de Parkinson, interagit également de façon 

non-covalente avec SUMO, agissant sur sa localisation nucléaire et son autoubiquitinylation. 

D’autres processus physiologiques impliquant la thymine ADN glycosylase et le récepteur 

des androgènes sont aussi médiés par des associations non-covalentes avec SUMO. Les 

motifs de liaison à SUMO (SBM) se composent d’un noyau hydrophobe adjacent à une série 

de résidus acides et qui contient des sites potentiels de phosphorylation. Ces observations 

indiquent que, même en l’absence de conjugaison directe, la liaison des monomères SUMO 

avec des protéines contenant des SBM peut avoir des effets importants sur la 

compartimentation des protéines à l’intérieur des cellules et sur l’assemblage des complexes 

protéiques. 

Tout récemment, l’équipe de Feligioni a pu démontrer que la sumoylation permettait de 

moduler la réponse présynaptique de neurones glutamatergiques (les conséquences de la 

sumoylation variant en fonction du mode de stimulation considéré), mettant ainsi en évidence 

un des rôles de la protéine SUMO dans la synapse (Feligioni et al., 2009). 
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Le système ubiquitine dans l’autisme 

Le marquage des protéines par l’ubiquitine ou par un autre ubiquiton contrôle non seulement 

la dégradation des protéines, mais aussi la plupart des processus cellulaires, incluant la 

synthèse et la réparation de l’ADN, la division cellulaire, la transcription, la traduction, la 

biogenèse des organelles, l’autophagie et l’endocytose. Il peut être prédit avec confiance que 

les fonctions de l’ubiquitine et des protéines ubiquitin-like seront considérablement étendues 

dans l’avenir grâce aux nouvelles découvertes qui permettront d’élargir la compréhension de 

ces modifications protéiques dans la physiologie cellulaire. 

Compte tenu de cette diversité fonctionnelle, il n’est pas surprenant que le dysfonctionnement 

du système ubiquitine soit de plus en plus considéré comme un facteur important dans des 

maladies humaines. Les défauts de la voie de l’ubiquitine et des autres processus médiés par 

l’ubiquitine sont au cœur de la physiopathologie de la maladie dans les organes, incluant le 

cœur, le cerveau, le muscle squelettique, le rein, l’intestin, le squelette et le foie ainsi que dans 

les maladies infectieuses. La voie de l’ubiquitine joue donc un rôle dans la pathogenèse de 

maladies touchant tous les systèmes physiologiques humains (Table). 

 

 Gène 
Conséquences d’un 

dysfonctionnement du gène 
Référence 

UBA1 

Amyotrophie spinale infantile liée à l’X ; 
spermatogenèse et fertilité masculine ; nombreux 
processus cellulaires 

Ramser et al., 2008 ; Zhu et al., 

2004 

UBA2 
Voie de sumoylation ; survie aux stress 
génotoxiques ; réparation de l’ADN 

Prudden et al., 2009 ; Lois et 
Lima, 2005 

UBA3 Activation de l’enzyme E3 SCF 
Bohnsack and Haas 2003 ; 
Souphron et al., 2008  

UBA6 Mortalité embryonnaire Chiu, 2007 

UBA7 
Dégradation de PML/RARα et apoptose ; 
leucémie promyélocytaire 

Durfee et al., 2008 ; Kim et al., 

2004 

E1 

SAE Voie de sumoylation 
Boggio et al., 2007 ; Bohnsack 
et Haas, 2003 

Déficience mentale liée à l’X 
UBE2A 

Apoptose 
Nascimento et al., 2006 ; 
Pagano et al., 1995 

UBE2B Cancer du sein ; infertilité masculine 
Shekhar et al., 2008 ; 
Suryavathi et al., 2008 

UBE2R2 Cycle cellulaire 
Gazdoiu et al., 2007 ; 
Hagglund et Roizman, 2003 

E2 

UBE2D2 Syndrome d’Angelman Rolfe et al., 1995 
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UBE2L3 
Dégradation médiée par le RE ; dissociation de 
Tβγ 

Chen et al., 2006 ; Webster et 

al., 2003 ; Obin et al., 2002 

UBE2L6 

Réponse immunitaire ; maladies 
neurodégénératives ; formation des corps de 
Lewy et pathogénèse de la maladie de Parkinson 

Hagglund et Roizman, 2003 ; 
Nalepa et al., 2006 ; Wheeler et 

al., 2002 ; Lee et al., 2008 

UBE2I Cycle cellulaire ; cancer 
Rizos et al., 2005 ; Yan et al., 

2007 

UBE2C 

UBE2D2 

Accumulation des cellules en mitose ; 
carcinomes thyroïdiens ; adénocarcinome 
œsophagien 

Pallante et al., 2005 ; Townsley 
et al., 1997 

UBE2D3 Croissance de cellules tumorales Saville et al., 2004 

UBE2M Activation du complexe E3 SCF Semple et al., 2003 

UBE2V1 Réparation DSB ; activation de la voie NFκB 
Shembade et al., 2007 ; Ashley 
et al., 2002 ; Zhao et al., 2006 

UBE2D1 Hémochromatose héréditaire Gehrke et al., 2003 

UBE3A Angelman 
Kishino et al., 1997 ; Weeber 
et al., 2003 

PARK2 Maladie de Parkinson juvénile récessive Staropoli et al., 2003 

NUDT11 
Dystrophie ectodermique candidiasis 
polyendocrinopathie auto-immune 

Uchida et al., 2004 

VHL 
Polycythémie congénitale, syndrome de von 
Hippel-Lindau 

Pastore et al., 2003 

FANCL 
Anémie de Fanconi de groupe L ; réparation de 
l’ADN 

Meetei et al., 2004 

E3 

BRCA1 
Cancer du sein et des ovaires ; réparation de 
l’ADN 

Meetei et al., 2004 

CYLD1 Régulation négative de la signalisation de NFκB Kovalenko et al., 2003 

USP9X 
Adhésions cellule-cellule ; devenir cellulaire ; 
signalisation TGF-β 

 Dupont et al., 2009 

USP7 
Trafic protéique ; tumorigénèse ; voie de 
l’AMPK 

Al-Hakim et al., 2008 ; Li et 

al., 2002 

USP11 

Cancer cervical ; réparation de l’ADN ; 
nucléation des microtubules ; anomalies 
rétiniennes liées à l’X 

Ideguchi et al., 2002 ; Lin et 

al., 2008 ; Schoenfeld et al., 

2004 ; Swanson et al., 1996 

USP26 Reproduction masculine Stouffs et al., 2005 

DUB 

OTUD5 Interféron de type I ; réponse immunitaire innée Kayagaki et al., 2007 

Tableau 5 : Rôles des protéines de la voie de l’ubiquitine dans les pathologies 
humaines (extrait de Ying et al., 2009). 

 

De même que les protéines kinases font l’objet d’une attention toute particulière dans le 

secteur des biotechnologies et des grandes entreprises pharmaceutiques qui les envisagent 

comme des cibles médicamenteuses potentielles en raison du rôle central de la 

phosphorylation des protéines dans la régulation cellulaire, les enzymes impliquées dans la 

voie de l’ubiquitine, incluant les différentes enzymes E1, E2, E3 et les DUB, sont des cibles 

de choix dans la mise au point de nouveaux traitements pharmaceutiques, compte tenu de 

l’importance comparable entre l’ubiquitinylation et la phosphorylation dans la pathogenèse 
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des maladies. Jusqu’à présent, seul l’inhibiteur du protéasome bortezomib (ou Velcade™) est 

autorisé pour le traitement du myélome multiple, mais il n’agit pas sur la voie de l’ubiquitine 

elle-même. 

Au sein de la voie de l’ubiquitine, il existe des dizaines d’E2, plus de mille E3, et jusqu’à une 

centaine de DUB, qui peuvent ainsi être des cibles thérapeutiques en raison de leurs rôles dans 

le contrôle de différentes voies de signalisation cellulaire. La compréhension et la 

classification de ces enzymes permettront de poser les bases de la découverte de médicaments 

dans différentes maladies humaines. 

Maladies neurodéveloppementales 

UBE3A 

Le syndrome d’Angelman est la première pathologie humaine identifiée comme présentant un 

défaut primaire dans la voie de l’ubiquitine par la mise en évidence de mutations dans le gène 

UBE3A qui code l’ubiquitine ligase E3 E6-AP (Kishino et al., 1997 ; Matsuura et al., 1997), 

comme nous l’avons déjà décrit. UBE3A est soumis à l’empreinte génomique, qui rend 

silencieux l’allèle paternel dans les neurones mais pas dans les cellules gliales du cerveau 

(Yamasaki et al., 2003). La perte de fonction maternelle pour UBE3A provoque un syndrome 

d’Angelman. 

UBE2A 

Par la suite, l’équipe de Nascimento a ainsi pu mettre en évidence la présence d’une mutation 

stop au sein du gène UBE2A codant une enzyme de conjugaison à l’ubiquitine E2, parmi trois 

membres d’une famille présentant un syndrome de déficience mentale liée à l’X. La mutation 

d’UBE2A décrite par l’équipe de Nascimento est la première enzyme de conjugaison à 

l’ubiquitine dont le gène a été associé à une maladie humaine. Comme dans le cas d’UBE3A 

dont les mutations provoquent un syndrome d’Angelman, une mutation d’UBE2A conduit à 

des maladies neurologiques. 
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Maladies neurologiques 

Un article récent paru dans Nature portant sur les CNV impliqués dans la susceptibilité à 

l’autisme a pu mettre en évidence la présence de nouveaux CNV dans des gènes de la voie de 

l’ubiquitine (UBE3A, PARK2, RFWD2 et FBXO40) (Glessner et al., 2009). Le système 

ubiquitine-protéasome fonctionne dans les compartiments pré- et post-synaptiques, régulant 

les caractéristiques synaptiques, y compris la libération de neurotransmetteurs, le recyclage 

des vésicules synaptiques dans les terminaisons présynaptiques, et les changements 

dynamiques dans les épines dendritiques et la densité post-synaptique (PSD) (Yi et Ehlers, 

2005). Sur les quatre gènes liés à l’ubiquitine mis en évidence dans cette étude, tous codent 

des protéines ubiquitin ligases E3 : UBE3A, qui a été le plus étudié dans le cadre de 

l’autisme ; PARK2, dont les mutations sont à l’origine de la maladie de Parkinson juvénile 

autosomique récessive (Kitada et al., 1998) ; et RFWD2 et FBXO40, pour lesquelles aucune 

mutation n’a pu être précédemment associée à une pathologie. Le rôle de l’ubiquitine dans le 

renouvellement des composants synaptiques tels que les molécules d’adhésion des cellules 

neuronales, dans un processus impliquant la régulation de la plasticité synaptique, présente un 

mécanisme qui relie ces deux grands réseaux de gènes. Par ailleurs, en plus des gènes décrits 

dans cet article, plusieurs autres gènes impliqués dans la voie de l’ubiquitine sont impliqués 

dans des maladies neurologiques. Il s’agit notamment de NHLRC1 (maladie de Lafora), UBR1 

(syndrome de Johanson–Blizzard), et CUL4B, BRWD3 et HUWE1 (déficience mentale liée à 

l’X), des gènes qui codent des protéines ubiquitine ligases E3 (pour revue, voir Tai et 

Schuman, 2008). Des mutations dans CUL4B, BRWD3, HUWE1 et UBE2A, une enzyme de 

conjugaison à l’ubiquitine E2, sont donc la cause de syndromes incluant des déficits 

intellectuels. 

Mécanismes pouvant être impliqués dans l’autisme 

Un certain nombre d’études ont abordé le rôle de l’ubiquitinylation au cours du 

développement neuronal. La formation, la croissance et la stabilisation des synapses sont des 

phénomènes essentiels à la mise en place de circuits neuronaux fonctionnels, et un important 

mécanisme de régulation dans la formation et la fonction des synapses est l’ubiquitinylation. 

En ce qui concerne la régulation du développement du système nerveux, l’ubiquitine est 

impliquée dans la régulation du guidage axonal (Campbell et Holt, 2001), de la taille des 

axones (Watts et al., 2003), du développement des synapses (DiAntonio et al., 2001), de la 

libération des neurotransmetteurs (Wilson et al., 2002 ; Aravamudan et Broadie, 2003), du 
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nombre de récepteurs postsynaptiques (Bedford et al. 2001; Buttner et al. 2001; Burbea et al., 

2002, Patrick et al., 2003), et des composants de la densité postsynaptique (Ehlers, 2003). 

La croissance neuritique induite par le facteur de croissance nerveuse (NGF) des cellules de 

phéochromocytome de rat (PC12) est parallèle à l’augmentation des taux de conjugués 

protéiques à l’ubiquitine et coïncide avec des activités augmentées des enzymes de 

conjugaison à l’ubiquitine, mais sans augmentation de la protéolyse dépendante de 

l’ubiquitine. La croissance des neurites est accélérée par blocage de la protéolyse dépendante 

de l’ubiquitine, et une telle croissance est inhibée par un dipeptide inhibiteur de 

l’ubiquitinylation dépendante des E3. Ces données impliquent que l’ubiquitinylation et la 

protéolyse dépendante de l’ubiquitine sont respectivement des régulateurs positifs et négatifs 

de la croissance des neurites (Obin et al., 1999). La baisse d’expression des ARNm d’UBE2B 

(une enzyme de conjugaison à l’ubiquitine présentant 96 % d’homologie avec UBE2A) dans 

les cellules PC12 conduit à une réduction de la longueur des neurites induite par le NGF, et 

l’inhibition pharmacologique de la dégradation protéique dépendante de l’ubiquitine semble 

réduire de façon significative la longueur et la ramification des axones de neurones sensoriels 

adultes in vitro (Kavakebi et al., 2005). Chez la drosophile, le développement et la fonction 

synaptique ont été rapportés comme des mécanismes régulés par la voie de l’ubiquitine 

(DiAntonio et al., 2001). Toutes ces données indiquent un rôle important de la voie de 

l’ubiquitine dans la différenciation neuronale. 

La voie de sumoylation n’est pas en reste puisque comme nous l’avons déjà souligné la 

sumoylation permettrait de moduler la réponse présynaptique de neurones glutamatergiques 

(les conséquences de la sumoylation variant en fonction du mode de stimulation considéré), 

mettant ainsi en évidence un des rôles de la protéine SUMO dans la synapse (Feligioni et al., 

2009). 

 

À première vue, on pourrait s’attendre à attribuer l’étiologie de la maladie à la mutation de 

l’E3 considérée, entrainant l’accumulation de son substrat. À ce jour, cependant, il semble 

qu’aucune des maladies connues n’ait été expliquée de manière satisfaisante par ce modèle 

simple, même si, dans le cas de PARK2, plus d’une douzaine de substrats potentiels ont pu 

être identifiés. Par conséquent, il est indispensable d’envisager d’autres modèles d’implication 

des E3. 
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Les enzymes de conjugaison à l’ubiquitine 

Dans la mesure où les enzymes E1 sont les enzymes les moins spécifiques de la voie de 

l’ubiquitinylation, elles ne semblent pas à privilégier dans l’étude de l’apparition de 

symptômes neurologiques. A l’opposé les enzymes E3 sont spécifiques mais extrêmement 

abondantes et elles ne sont pas toujours nécessaires au mécanisme d’ubiquitinylation. Les 

enzymes E2 de conjugaison à l’ubiquitine sont en revanche spécifiques mais en quantité 

restreinte, et elles déterminent le type d’ubiquitinylation subie par leurs protéines cibles, ce 

qui en font des candidats particulièrement intéressants dans l’étude d’une maladie 

neurodéveloppementale telle que l’autisme. 

La signature globale de la superfamille des enzymes E2 est un tripeptide HPN (histidine-

proline-asparagine) suivi d’un résidu cystéine généralement situés à huit acides aminés du 

côté C-terminal de ce motif canonique (Cottee et al., 2006) (voir figure 10). 

 

Figure 12 : Représentation schématique de la structure tridimentionnelle des 
enzymes de conjugaison à l'ubiquitine. Les boucles sont notées de L1 à L8 ; 
les feuillets β sont notés de S1 à S4 ; et les hélices sont notées de H1 à H4 

(avec « h » une petite hélice 3/10 fréquemment conservée). Adapté de la 
structure d’UBE2D2 (code pdb E2SK), et légendé selon Winn et al., 2004. 
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Par ailleurs, plusieurs domaines sont très conservés et peuvent jouer un rôle important dans la 

fonction de ces enzymes. Par exemple, la séquence entre l’hélice H2 et la boucle L3 semble 

correspondre au site de fixation de l’ubiquitine libre ou liée (Winn et al., 2004), tandis qu’une 

séquence N-terminale très conservée du domaine central (core) pourrait jouer un rôle dans 

l’interaction avec les enzymes E1. Afin d’assurer une forte spécificité, l’ubiquitine est liée à la 

protéine cible par un mécanisme complexe. Dans la mesure où le petit nombre d’enzymes E1 

ne peut pas permettre une grande spécificité, la sélection de la protéine cible doit venir 

d’autres enzymes. Cependant, on sait très peu de choses sur la relation entre les enzymes E2 

et E3. Bien que plusieurs enzymes E2 puissent interagir avec la même enzyme E3, l’inverse 

est également vrai : une seule enzyme E2 peut travailler avec plusieurs enzymes E3, aussi 

bien RING qu’HECT. Il existe d’abondantes données structurelles sur l’interaction des 

protéines E2 et E3, impliquant les boucles L4 et L7 comme des sites d’interactions avec les 

E3 (Winn et al., 2004). Toutefois, si certaines positions d’acides aminés sont clairement 

identifiées comme jouant un rôle de sites de liaison aux E3, d’autres éléments sur la surface 

des E2 sont nécessaires pour définir la spécificité de l’interaction de chaque paire E2-E3, tels 

que les contacts polaires impliquant des chaînes latérales au sein de l’hélice H1 des E2 

(Pickart, 2001). Même si la phénylalanine en position 63 dans la boucle L4 est essentielle 

pour l’interaction avec des E3 de la famille HECT, et que le tryptophane en position 95 dans 

la boucle L7 est nécessaire pour l’interaction avec les E3 de type RING, c’est la surface 

tridimensionnelle globale ainsi que la charge qui contribuent de manière significative à la 

spécificité de l’interaction avec les enzymes E3 (Martinez-Noel et al., 2001). De la même 

manière, les différentes enzymes E3 peuvent présenter des surfaces d’interaction légèrement 

différentes pour une même enzyme E2 (Özkan et al., 2005). En outre, des niveaux 

supplémentaires de régulation et de spécificité sont médiés par l’intervention d’autres 

protéines. 

Selon la nature de l’enzyme E2, le type d’ubiquitinylation peut également être différent. Par 

exemple, chez la levure, seules les enzymes E2 de type UBC13 sont capables de former des 

chaînes polyubiquitines reliées par les Lys63, et la présence d’un variant des enzymes de 

conjugaison à l’ubiquitine (ou UEV pour Ub-conjugating Enzyme Variant) est nécessaire 

pour cette activité (Andersen et al., 2005). 
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Le mécanisme d’action des enzymes de conjugaison aux ubiquitons est censé être identique à 

celui des enzymes de conjugaison à l’Ub, avec des enzymes E2 spécifiques de chaque 

ubiquiton (par exemple, UBC8 pour ISG15, UBC9 pour SUMO, UBC12 pour NEDD8 chez 

S. cerevisiae), bien que ces ubiquitons forment généralement des mono-conjugués. 

Définir correctement les orthologues dans une grande famille de protéines est une tâche 

difficile, ce qui est particulièrement vrai pour la superfamille des E2. Chez l’homme, on 

estime que la superfamille des enzymes E2 est composée de 33 gènes (Lorick et al., 2005). 

Jiang et Beaudet (2004) ont suggéré l’existence de plus de 50 gènes, incluant les variants E2 

UEV dépourvus du résidu cystéine essentiel du site catalytique. Les estimations concernant le 

nombre de gènes constituant la superfamille des enzymes E2 dans diverses espèces sont très 

variables. Par exemple, 13 gènes ont été identifiés chez Saccharomyces cerevisiae (Jones et 

al., 2001), 22 chez Caenorhabditis elegans (Kipreos, 2005), 25 chez Drosophila 

melanogaster (Jones et al., 2001), et 37 chez Arabidopsis thaliana (Kraft et al., 2005). Par 

ailleurs, la nomenclature des enzymes E2 varie entre les espèces, avec des enzymes E2 

nommées UBE2 suivi d’une lettre chez l’homme, alors que chez S. cerevisiae elles sont 

référencées UBC suivi d’un nombre, et la numérotation des orthologues d’E2 ne correspond 

pas toujours à travers les différentes espèces. 

Plusieurs classifications des familles E2 ont été publiées (Burroughs et al., 2008 ; Jones et al., 

2001), mais aucun consensus clair n’a pu être établi. Des arbres généraux de la superfamille 

des enzymes E2 ont déjà été publiés (Jones et al., 2001 ; Winn et al., 2004 ; Melner et al., 

2006 ; Burroughs et al., 2008), mais les récents progrès dans le séquençage et l’annotation du 

génome permettent actuellement une approche plus réfléchie. Même si une analyse 

phylogénétique de la superfamille des enzymes E2 existe pour les génomes de Drosophila 

melanogaster, Caenorhabditis elegans et Arabidopsis thaliana (Jones et al., 2001 ; Kipreos, 

2005 ; Kraft et al., 2005), aucune analyse exhaustive n’a été publiée pour les espèces Homo 

sapiens, Mus musculus, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, présentant 

pourtant des séquençages complets de leur génome. Récemment, Burroughs et al. (2008) a 

proposé un arbre général de divers membres de la superfamille des E2, mettant en évidence 

leurs structures particulières. Toutefois, cette étude n’a pas analysé les familles E2 classiques 

dans le détail, incluant plusieurs pseudogènes et séquences redondantes, ainsi que des gènes 

très lointains. 
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Matériel et méthodes 
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Étude phylogénétique des enzymes de conjugaison à 

l’ubiquitine 

Recherche par Blastp 

Afin d’identifier un premier ensemble d’enzymes de conjugaison à l’ubiquitine connues une 

étude bibliographique a tout d’abord été menée, permettant de recueillir une liste aussi 

étendue que possible de séquences protéiques d’E2. Les homologues ont ainsi pu être 

identifiés dans une première étape grâce à une recherche par le programme Blastp du site 

NCBI, en se basant sur les paramètres par défaut et en utilisant un score minimal de 10-20. 

Cette recherche a été effectuée pour sept espèces : H. sapiens, M. musculus, C. elegans, D. 

melanogaster, S. pombe, S. cerevisiae et A. thaliana. Chacune des séquences ainsi obtenue a 

fait l’objet d’une nouvelle recherche par Blastp dans les sept espèces afin d’identifier un 

maximum de séquences codant potentiellement pour une enzyme de conjugaison à 

l’ubiquitine. Les séquences ont été utilisées pour les recherches une première fois dans leur 

intégralité puis une seconde fois en n’utilisant que leur domaine central (core) UBC d’environ 

150 acides aminés. 

Seules les séquences comportant une nomenclature RefSeq référencées NP_ ont été 

conservées, dans la mesure où ces séquences ont été individuellement validées avec un 

support expérimental. Les séquences redondantes et les pseudogènes ont également été 

éliminés. Chaque séquence protéique a enfin été associée à un gène par soumission à la 

plateforme GeneBank du site NCBI. 

Alignement des séquences par ClustalW 

Les séquences entières de toutes les protéines obtenues ont été alignées afin d’identifier le 

domaine core UBC de chaque séquence. Toutes les séquences de ces domaines cores ont 

ensuite été assemblées en un unique fichier en utilisant le logiciel d’édition de multiples 

séquences BioEdit. L’alignement multiple des séquences protéiques des domaines cores a été 

réalisé en utilisant l’algorithme ClustalW avec ses paramètres par défaut, et cet alignement a 
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été affiné par des réajustements manuels. En utilisant ces séquences protéiques tronquées, un 

arbre de l’ensemble des enzymes E2 humaines a été spécifiquement tracé afin d’obtenir une 

représentation des différentes familles. 

Certaines protéines ont été réaffectées à des familles en utilisant les scores de similarité 

donnés par le programme de Blast protein-protein du site NCBI. L’homologie des séquences a 

été estimée par le programme de statistique PRSS qui calcule le score de similarité entre deux 

séquences. Les protéines ont alors été attribuées à certaines familles lorsque leur score PRSS 

était inférieur à 10-30. 

Après avoir utilisé cette approche pour classer chaque protéine dans un groupe, toutes les 

séquences ont été réalignées et la relation entre chaque groupe a été ré-analysée en utilisant 

les séquences protéiques entières. 

Algorithmes de phylogénie : NJ, ML, MP, BI 

L’alignement multiple des séquences core a tout d’abord été utilisé pour générer une matrice 

de distances entre les protéines en se basant sur le modèle de matrice de Jones-Taylor-

Thornton. 

Ces matrices ont ensuite été utilisées pour générer des arbres phylogénétiques selon 

l’algorithme du minimum d’évolution (Neighbor-Joining, ou NJ), en utilisant le logiciel 

Phylip3.65. Des rééchantillonnages (bootstraps) de 1000 réplications ont été réalisés selon la 

méthode de Felsenstein, en conservant les paramètres par défaut et en utilisant un élément 

extérieur (outgroup) (un gène appartenant à l’espèce A. thaliana pour chaque arbre de 

famille). Les arbres phylogénétiques ont été visualisés et manipulés en utilisant les logiciels 

TreeView1.6.6 et TreeDyn195.3. 

Les études phylogénétiques ont été également effectuées avec la méthode du maximum de 

vraisemblance (Maximum Likelihood, ou ML), en utilisant le programme Proml du pack 

Philip3.65, la méthode du maximum de parcimonie (Maximum Parsimony, ou MP), en 

utilisant le programme Protpars du pack Philip3.65, et la méthode d’inférence Bayesienne 

(Bayesian Inference, ou BI), en utilisant le programme MrBayes. Les méthodes MP et ML ont 

été effectuées en conservant les paramètres par défaut. Les calculs ML se sont basés sur la 

matrice de substitution de Jones-Taylor-Thornton. Les valeurs de bootstrap ont été estimées 

en utilisant 1000 réplications non paramétriques pour les trois méthodes. 
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Pour la phylogénèse BI, deux séries de calculs (appelés chaînes de Markov) ont été lancées 

simultanément selon le modèle de taux fixe de Jones. Pour le calcul de arbres des familles, les 

générations ont été menées jusqu’à obtenir un score inférieur à 0.01, en échantillonnant toutes 

les 10 générations et avec une suppression des premières générations obtenues (appelé burn-

in, et correspondant à 25 % du nombre total de générations) permettant d’éliminer le bruit de 

fond des premiers calculs. Chaque calcul phylogénétique a été reproduit une fois en utilisant 

un autre jeu de données lui-même soumis à un rééchantillonnage (bootstrap) pour s’assurer de 

la convergence des résultats. 

Calcul d’arbre consensus par le programme Consense 

Pour chaque algorithme, un arbre consensuel des résultats a été obtenu en utilisant le 

programme Consense du pack Philip3.65 en utilisant l’option « majority rule extended type ». 

Pour l’arbre BI, les nombres indiquent la « probabilité de crédibilité du clade » (clade 

credibility value) et les branches pour lesquelles les valeurs étaient inférieures à 95% ont été 

fusionnées. Pour les autres arbres, les chiffres correspondent aux valeurs de Boostrap. Les 

branches ayant une valeur de Bootstrap inférieures à une valeur seuil définie (59 % pour les 

arbres NJ et ML, 85 % pour les arbres MP) ont également été fusionnées. 

Un arbre consensus des arbres obtenus avec les quatre méthodes a été généré après 

vérification de la concordance des différents résultats et en utilisant le programme Consense 

du pack Phylip3.65 avec les paramètres par défaut et l’option de « majority rule extended 

type ». Tous les arbres ont été tracés et annotés grâce au programme TreeDyn195.3. Seuls les 

nœuds présents dans au moins trois des quatre analyses ont été conservés. 
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Criblage de gènes candidats par séquençage de l’ADN 

génomique 

Les populations étudiées 

Le groupe témoin (n = 256) est composé de personnes françaises caucasiennes anonymes et 

sans liens de parentés, sélectionnés après un questionnaire médical et ethnique. Il s’agit de 

sujets ne présentant ni signes de syndromes autistiques ni déficience mentale. 

Les patients autistes (n = 195, âgés de 4 à 38 ans) sont issus de l’Unité de Pédopsychiatrie du 

Centre Hospitalier Régional Universitaire de Tours (France). Ils sont également non 

apparentés et issus de familles caucasiennes. Les critères du DSM-IV ont été utilisés par une 

équipe de praticiens pour confirmer le diagnostic d’autisme. Le diagnostic a été complété par 

une le test de Rimland (n = 32) et certains patients ont également été évalués en utilisant les 

critères de l’ADI ou du CARS (n = 15). L’examen clinique a été complété par une échelle 

d’évaluation du comportement (BSE-R) (Barthélémy et al., 1997). Les maladies génétiques 

identifiables ont été exclues par évaluations cliniques et examens cytogénétiques. La mutation 

FRAXA, testée par Southern Blot pour la répétition CGG, a été exclue. Le niveau de 

développement a été évalué en utilisant les tests classiques (test de Brunet-Lézine, EDEI-R). 

Le degré de déficience mentale a été évalué sur les critères du DSM-IV. 

Les consentements écrits ont été obtenus pour les patients autistes (ou leurs parents) et pour 

les individus contrôles. Ce protocole d’étude a été approuvé par les collectivités locales et les 

comités d’éthique nationaux (INSERM projet RBM 93045). 

L’extraction d’ADN 

L’ADN génomique a été extrait à partir de leucocytes isolés de sang prélevé en présence 

d’acide éthylènediamine tétraacétique (EDTA) en utilisant un protocole classique (Sambrook 

et al., 1989). Après centrifugations, lavages par une solution saline et lyse des hématies en 

milieu hypotonique, les leucocytes sont récupérés sous forme de culot puis lysés en présence 

de protéinase K (digestion des nucléoporines) et de sarkosyl (libération de l’ADN 
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génomique). Des étapes successives de précipitation et resolubilisation de l’ADN permettent 

d’obtenir une banque d’ADN pure. La concentration et la qualité de l’ADN obtenu sont 

estimées par mesure spectrophotométrique. 

Réaction de polymérisation en chaîne (Polymerase Chain Reaction, ou 

PCR) 

La technique de criblage génétique nécessite au préalable une amplification du fragment 

étudié par PCR. 

Le choix des couples d’amorces utilisés pour l’amplification spécifique de chaque exons a été 

réalisé grâce au logiciel Primer-Blast du site NCBI qui concentre en une seule étape à la fois 

la création des amorces par l’algorithme du logiciel Primer3 et le contrôle in silico de la 

spécificité des amorces envers l’exon d’intérêt par le logiciel Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

Le mélange réactionnel de la PCR se compose de 25 µl contenant 50 ng d’ADN génomique, 

0,1 U de Taq polymérase GoTaq (Promega®), 1X de tampon GoTaq Flexi colorless 

(Promega®), 1,5 mM de MgCl2 (Promega®), 12,5 mM de dNTP, 10 pmol de chaque amorce 

sens et antisens. L’amplification est réalisée dans un thermocycler Biorad iCycler pendant 35 

cycles comprenant chacun 30 secondes de dénaturation à 94°C, 30 secondes d’hybridation des 

amorces sur l’ADN cible à une température d’hybridation Tm dépendante du couple 

d’amorces et 30 secondes d’élongation à 72°C ; ces 35 cycles sont précédés d’une 

dénaturation initiale de 5 minutes à 94°C et suivis d’une élongation finale de 10 minutes à 

72°C. 

La vérification du produit obtenu est obtenue par migration électrophorétique de 5 µl de 

chaque produit de PCR additionné de 3 µl de bleu de bromophénol, sur gel d’agarose 

(Eurobio®) à 1 % dans du tampon TBE 1X (Tris 1,0 M, acide borique 1,9 M, EDTA 0,01 M). 

Le BET (Merk®) incorporé à 0,5 µg/µl dans le gel permet de visualiser les fragments obtenus 

en s’intercalant dans l’ADN et en émettant une fluorescence après une irradiation aux UV (à 

312 nm). La taille des fragments amplifiés est estimée par comparaison avec un marqueur de 

poids moléculaire ayant migré en parallèle. 
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Séquençage : cycle, purification puis passage sur le séquenceur et 

analyse des résultats 

Le principe du séquençage est basé sur une amplification du produit de PCR en présence de 

desoxyribonucléotides (dNTP) et de didesoxyribonucléotides (ddNTP), avec arrêt 

d’élongation par incorporation d’un des quatre ddNTP portant des fluorochromes spécifiques. 

Le mélange réactionnel de séquençage par cycles d’amplification asymétrique contient 2 µl de 

produit de PCR, 1,5 �l de tampon BigDye Terminator v1.1,v3.1 5X sequencing Buffer 

(Applied Biosystems®), 1 µl de mix BigDye Terminator v1.1 cycle (Applied Biosystems®) et 

1 �l d’amorce sens ou antisens à 10 pmol/µl, H2O miliQ qsp 10 µl. 

La réaction de séquençage est réalisée dans un thermocycler GenAmp PCR system 9700 

(Applied Biosystems®) suivant un programme de 25 cycles comprenant 10 secondes à 96°C 

puis 5 secondes à 50°C et 4 secondes à 60°C, le tout précédé d’une dénaturation initiale d’une 

minute à 96°C. 

Après purification des produits du cycle de séquençage à l’aide des coffrets de purification 

Montage Millipore, les séquences d’ADN sont lues par électrophorèse capillaire sur un 

séquenceur ABI 3130xl 16 capillaires (Applied®) situé sur le site de l’UTTIL de l’hôpital 

Bretonneau. 

Les séquences sont finalement analysées à l’aide des logiciels BioEdit® et CodonCode 

Aligner®. 

Calculs statistiques 

Étude d’association 

Équilibre de Hardy-Weinberg 

C’est le modèle théorique central de la génétique des populations. La notion d’équilibre dans 

le modèle de Hardy-Weinberg est soumise aux hypothèses suivantes : 

- la population est panmictique (les couples se forment au hasard – panmixie – et leurs 

gamètes se rencontrent au hasard – pangamie) 

- la population est « infinie » 
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- il ne doit y avoir ni sélection, ni mutations, ni migration 

- les générations successives sont discrètes (pas de croisements entre générations). 

Dans ces conditions, la diversité génétique de la population se maintient et doit tendre vers un 

équilibre stable de la distribution génotypique. 

La loi de Hardy-Weinberg permet le calcul des fréquences génotypiques à partir des 

fréquences alléliques. Un test du khi-deux consistera à comparer le nombre théorique de 

chaque génotype au nombre observé. Le khi-deux calculé ne doit pas passer le seuil de 

significativité de p = 0,05 afin de pouvoir affirmer que dans la population sur laquelle on 

travaille, la distribution des génotypes s’est faite au hasard. 

Test du Khi-deux (χ²) 

C’est un test statistique qui consiste à comparer une distribution de fréquence observée à une 

distribution attendue. 

Une table du χ² permet, en fonction du degré de liberté (ddl), de noter la probabilité (p) que le 

χ² dépasse une certaine valeur. Au-delà de cette valeur de p (en général, p < 0 .05, c’est à dire 

5 % de risque de rejeter à tort H0), on pourra conclure qu’il existe une différence significative 

entre les distributions observées. 

Étude de déséquilibre de transmission 

Le test de déséquilibre de transmission (TDT) est un test puissant permettant l’étude d’une 

liaison entre une maladie et le locus du marqueur déjà associé à la pathologie étudiée 

(Spielman et al., 1993). Les données du test sont issues de familles présentant au moins un 

descendant atteint et au moins un parent hétérozygote pour l’allèle du marqueur associé à la 

maladie. 

Le test compare ainsi le nombre de fois que de tels parents hétérozygotes transmettent le 

marqueur associé à une descendance malade, avec le nombre de fois qu’ils transmettent 

l’autre l’allèle. 

Ce test présente l’avantage de ne pas être affecté par l’existence de stratification. 
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Le TDT de l’allèle considéré des parents aux enfants autistes a été estimé en utilisant un test 

de khi-deux, et confirmé par des calculs réalisés à l’aide des logiciels FBAT 2.0.3 

(http://www.biostat.harvard.edu/~fbat/default.html) et Haploview 4.1 

(http://www.broadinstitute.org/haploview/haploview) permettant de valider le respect de 

l’équilibre d’Hardy-Weinberg. 

Étude haplotypique 

Un haplotype est une combinaison d’allèles situés en divers loci mais qui sont transmis 

ensemble sur le même chromosome ; il regroupe donc un ensemble de polymorphismes SNP 

localisés sur une seule chromatide qui sont statistiquement associés. En théorie, 

l’identification de quelques allèles du bloc haplotypique doit pouvoir permettre d’identifier 

tous les autres polymorphismes associés au sein du bloc. 

Ces informations sont très utiles pour étudier la dimension génétique de maladies, et a été 

répertorié chez l’homme par le projet international HapMap, le but étant de découvrir s’il 

existe une différence de fréquences des haplotypes entre les patients et la population contrôle. 

Les blocs d’haplotypes ont été définis dans notre population de patients autistes et dans notre 

population contrôle en utilisant la méthode « Solid spine of Linkage Disequilibrium » 

proposée par le logiciel Haploview 4.1. 

La comparaison des fréquences d’haplotypes entre les cas et les témoins a été réalisée par un 

test de khi-deux effectué par le logiciel. Des tests de permutation avec 10 000 combinaisons, 

ainsi qu’un test de conformité des fréquences génotypiques à l’équilibre de Hardy-Weinberg à 

la fois pour la population témoins et pour la population de patients autistes ont été effectués 

par le logiciel Haploview 4.1. 

Test de Student 

Ce test, aussi appelé test de comparaison des moyennes, est un test d’association permettant 

de comparer entre elles deux cohortes de variables quantitatives 

Une valeur t théorique est obtenue grâce à la table t de Student ; si le t observé est supérieur 

au t théorique, alors on peut rejeter l’hypothèse nulle et conclure à une différence significative 

entre les deux cohortes. 
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Test de Mann-Whitney 

Le test de Mann-Whitney permet de tester l’identité de deux échantillons : il porte sur le fait 

que deux séries de valeurs numériques (ou ordinales) sont issues d’une même distribution. 

Les valeurs testées doivent être numériques, c’est-à-dire pouvoir être ordonnées. 

Ce test est un test non paramétrique : il ne fait aucune hypothèse sur les distributions DA et DB 

des deux populations comparées ; il test donc l’hypothèse H0 : DA = DB. 

Ce test permet de calculer l’indice U de Mann-Whitney et de déterminer un U seuil grâce à 

une table de Mann Whitney. Si U est supérieur au seuil de la table, il n’y a pas de différence 

significative ; en revanche si U est inférieur au seuil de la table, on peut conclure qu’il existe 

une différence significative entre nos deux échantillons. 
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Cultures cellulaires de cellules souches neurales 

Prélèvements de mésencéphales d’embryons de rat 

La technique de culture de précurseurs de cellules neurales chez le rat est adaptée de la 

technique développée par Duittoz et Hevor (2001) chez le mouton. Après sacrifice par 

dislocation cervicale sous anesthésie à l’isoflurane d’une rate Wistar à 14 jours de gestation, 

l’utérus est prélevé et maintenu dans un milieu de dissection HBSS (Solution Saline 

Equilibrée de Hanks – Gibco®). Seule la partie mésencéphalique du cerveau de l’embryon est 

prélevée. 

Après dissection des méninges et dissociation mécanique des tissus mésencéphaliques, 

l’homogénat cellulaire est resuspendu dans un milieu nutritif pour précurseurs de cellules 

neurales, composé de milieu Neurobasal-A sans L-Glutamine, de L-Glutamine à 2 mM, de 

gentamycine à 20-50 µg/ml, de fungizone à 2,5 µg/ml, de N2 (1:100), d’EGF (Epidermal 

Growth Factor - 1:100) et de bFGF (basic Fibroblast Growth Factor - 1:100) (tous les réactifs 

de culture cellulaire proviennent de Gibco®). Le nombre de cellules est compté sur cellule de 

Malassez et les cellules sont ensemencées à une densité de 50 000, 200 000 et 500 000, dans 

des boîtes 60 mm. La mise en culture se fait à 37°C, sous 5 % de CO2. 

Mise en culture pour la prolifération et la différenciation 

La prolifération des cellules souches neurales se fait comme exposé précédemment, en 

utilisant du milieu Neurobasal-A supplémenté en N2 (Gibco®). Le changement de milieu se 

fait tous les 2 jours. Après obtention de neurosphères (amas cellulaires sphériques), les 

cellules sont dissociées à l’aide de trypsine (Gibco®) et réensemencées dans des plaques 24 

puits à 40 000 cellules par puits pour continuer la prolifération des cellules souches neurales 

et permettre la différenciation. 

La différenciation des cellules souches neurales en neurone est effectuée à partir de cellules 

trypsinées ensemencées à 40 000 cellules par puits dans une plaque 24 puits, en présence d’un 

milieu composé de Neurobasal-A sans N2, qui est remplacé par un supplément B27 (Gibco® – 

1:100) qui est un substitut de sérum optimisé permettant la viabilité et la croissance à long 
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terme des neurones du système nerveux central et en particulier des neurones 

hippocampiques, et de bFGF (1:200). Les 2/3 du milieu sont changés tous les deux jours. La 

culture se fait dans des puits recouverts de lamelles de verre prétraitées à la poly-lysine L 

(1 mg/100 ml pendant 10 minutes puis 3 rinçages de 3 minutes à l’eau stérile) afin de 

permettre l’adhésion des cellules. 

RT-qPCR 

Extraction d’ARN totaux 

L’extraction des ARN totaux des cellules (500 000 cellules dans une plaque 6 puits, après une 

semaine de prolifération) a été réalisée selon la technique de Chomczynski et Sacchi (1987), 

grâce à un réactif d’extraction rapide, le TRIzol reagent (Invitrogen®). Ce réactif contient du 

phénol et de l’isothiocyanate de guanidine qui se complexe à l’ARN et permet de rompre les 

interactions entre l’ARN et les protéines. L’extraction des ARN se fait à basse température 

(centrifugation à 4°C) pour éviter une activation de nucléases. Après culture d’une semaine, 

les cellules sont préalablement rincées deux fois dans 3 ml de PBS RNAse free froid puis 

décollées mécaniquement à l’aide d’1 ml de TRIzol® avant d’être congelées à -80°C pendant 

au moins 2 heures. L’homogénat est ensuite incubé 5 minutes à température ambiante pour 

permettre la dissociation des complexes nucléoprotéiques. L’ajout de 0,2 ml de chloroforme 

permet la dénaturation de toutes les protéines. Après centrifugation (4°C, 12000 g, 15 min), il 

y a obtention de trois phases : une phase rosée inférieure qui correspond aux protéines et à 

l’ADN, une mince couche blanchâtre intermédiaire correspondant à l’ADN et une phase 

aqueuse supérieure où se trouve l’ARN. C’est cette dernière phase qui est récupérée et 

précipitée avec 0,5 ml d’isopropanol. Une centrifugation à 12000 g pendant 10 minutes à 4°C 

permet l’obtention d’un culot d’ARN pouvant être invisible à l’œil nu. Ce culot est isolé du 

surnageant puis lavé avec 1 ml d’éthanol 70 % et centrifugé à 7500 g, durant 5 minutes à 4°C. 

Le surnageant est éliminé et le culot d’ARN est séché 10 minutes sous hotte aspirante. Une 

fois sec, le culot est dissout dans 100 µl d’eau ultrapure contenant du DEPC 0,1% (inhibiteur 

des ribonucléases). Les échantillons d’ARN sont traités à la DNAse (Eurogentec®) à 0,3 U/µl 

de solution d’ARN, afin d’éliminer toute contamination par de l’ADN. La réaction s’effectue 

pendant 10 minutes à température ambiante, puis la DNAse est dénaturée au bain-marie 5 

minutes à 65°C. 
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La quantification se fait par spectrophotométrie à 260 nm. La pureté des échantillons est 

vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose à 1,2 %. Trois bandes doivent être visibles afin 

de permettre d’analyser les échantillons : les ARN 28S, 18S et 5S. 

Transcription inverse (ou RT) 

La réaction de transcription inverse de l’ARN ainsi extrait a été effectuée dans un volume 

réactionnel de 25 µl contenant 250 ng d’ARN, 50 ng d’héxamères Random Primer, 10 mM de 

dithiotréitol (DTT), 1 mM de dNTPs, du tampon enzymatique 1 X et 200 U de reverse 

transcriptase (Superscript II reverse transcriptase – Invitrogen®). La réaction de 

rétrotranscription a été réalisée en un cycle d’hybridation et d’élongation (42°C durant 45 

min), suivi d’un cycle de dénaturation des enzymes (92°C pendant 5 min). 

Réaction de polymérisation en chaine semi-quantitative, ou qPCR 

Cette technique est fondée sur une PCR classique avec addition au milieu réactif d’un agent 

intercalant fluorescent : le Sybrgreen (Roche®). Ce dernier est spécifique de l’ADN double 

brin et s’intercale entre les bases lors de l’amplification par les amorces spécifiques du 

transcrit étudié. La fluorescence détectée est alors fonction de la quantité d’ADNc amplifiée. 

Sur chaque courbe obtenue, le cycle seuil (Ct) est enregistré et correspond au nombre de 

cycles nécessaires pour que le taux de fluorescence dépasse une valeur seuil correspondant a 

un rapport signal / bruit de fond défini. Le traitement se fait à l’aide du logiciel LightCycler 

software®. 

La PCR a été réalisée dans un volume final de 10 µl et a nécessité 25 ng de produit de RT, 

3,5 pmol de chaque amorce, et du tampon de réaction qPCR Roche 1 X. Chaque échantillon a 

été déposé en dupliqua dans un appareil LightCycler480 de Roche®, à une température 

d’hybridation de 60°C, et les résultats ont été traités de façon relative par rapport à ceux 

obtenus sur le même matériel biologique pour une amplification utilisant les amorces du gène 

de ménage GAPDH. 

Clonage des gènes UBE2A et UBE2H dans des vecteurs plasmidiques 

L’ADNc codant UBE2H a été inséré dans le vecteur pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO (GFP Fusion 

TOPO TA expression kit, Invitrogen®) par clonage TA. Cette technique utilise la propriété 

qu’ont certaines polymérases d’ajouter des adénosines phosphates aux extrémités 3’ des 
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fragments amplifiés par PCR. Le vecteur linéarisé possède quant à lui une thymidine 

phosphate et une topoisomérase I à chacune de ses extrémités 5’ permettant la ligation. Le 

clonage du gène dans ce plasmide aboutit à l’expression d’une protéine fusionnée à la GFP. 

L’insertion de l’ADNc s’effectue dans le site de clonage multiple au niveau des TA rajoutés 

aux extrémités des sites de restriction BstX I et EcoRV. Ce vecteur possède en amont du site 

d’insertion le promoteur fort eucaryote PCMV permettant l’expression de la protéine dans des 

cellules eucaryotes de mammifères. 

L’ADNc codant UBE2A a été inséré dans le vecteur pcDNA3.1/v5-His-TOPO (Invitrogen®) 

également par clonage TA. Ce plasmide possède le même promoteur fort PCMV qui permet 

la transcription du gène d’intérêt, mais ne permet pas la création d’une protéine d’intérêt 

fusionnée à la GFP. 

Dans un volume de 5 µl, un appariement « TA » et une ligation sont donc possibles entre le 

vecteur ouvert (10 ng) et la séquence amplifiée par PCR (20 ng). Des bactéries Escherichia 

coli TOP10 (30 µl) sont ensuite transformées par 3 µl du vecteur ligaturé grâce à un choc 

thermique (dans la glace pendant 30 min puis 42°C pendant 30 s puis 2 min dans la glace). 

Les bactéries transformées sont incubées dans 250 µl de milieu SOC (Invitrogen®) à 37°C 

sous faible agitation (200 tours/min) pendant 1 heure avant d’être ensemencées sur une gélose 

LB Agar (Sigma®) contenant 100 µg/ml d’ampicilline. Après une nuit à 37°C, 20 colonies ont 

été repiquées chacune dans 3 ml de milieu LB de base contenant de l’ampicilline (100 µg/µl) 

(Sigma®) et incubées à 37°C sous agitation (200 rpm) pendant 24h. Pour chaque tube, un 

aliquot de 800 µl de suspension bactérienne est conservé à -80°C en présence de 200 µl de 

glycérol 30 %. 

L’ADN plasmidique a été purifié grâce au kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen®). Après 

centrifugation de la solution bactérienne, le culot a été resuspendu dans un tampon P1 

contenant de la RNase. La lyse bactérienne a eu lieu dans des conditions alcalines dans un 

tampon P2 (mélange de SDS et de NaOH). Le SDS solubilise les phospholipides et les 

composants protidiques de la membrane cellulaire alors que l’alcalinité du milieu entraîne la 

dénaturation des ADN plasmidiques et génomiques. Les ARNm, quant à eux, ont été détruits 

par les RNases présentes dans la suspension. Dans la mesure où ces conditions drastiques ne 

doivent pas être maintenues pour ne pas dénaturer irréversiblement le plasmide, une 

neutralisation du milieu par le tampon N3 est nécessaire. Ce tampon contient en plus du 

NaOAc qui engendre une augmentation de la concentration en sels dans le milieu conduisant 
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à la précipitation des protéines dénaturées, de l’ADN génomique et des débris cellulaires. 

L’ADN plasmidique, plus petit, se renature et reste en suspension. Une centrifugation de 10 

min à 10000 g nous a permis de récupérer l’ADN plasmidique dans le surnageant et de le 

transférer sur une mini-colonne composée d’une membrane en silice. Une étape de lavage 

avec deux tampons nous a permis dans un premier temps de détruire les endonucléases (PE) 

puis dans un second temps de réaliser un lavage à l’éthanol. La forte concentration en sels 

permet l’adsorption sélective de l’ADN plasmidique sur la colonne. L’ADN a finalement été 

élué avec un tampon faiblement concentré en sels. 

Transfection des cellules souches neurales 

Les cellules sont transfectées en utilisant un protocole particulier adapté à l’appareil 

Nucleofector® (Amaxa®). Ce système est spécialement étudié pour les cellules réputées 

difficilement transfectables. C’est une méthode non rétrovirale, qui est basée sur une 

combinaison de paramètres électriques et de solutions spécifiques au type cellulaire. De cette 

façon, l’ADN est transporté rapidement dans le noyau. Vingt-quatre heures avant la 

transfection, les cellules sont centrifugées, le surnageant est aspiré et elles sont remises en 

culture après comptage, à une densité de 4 à 5.106 cellules, dans un milieu I composé de : 

- DMEM/F12 supplémenté en N2 (1:100) : 500 ml 

- 780 µg D(+)-Glucose 

- 36 mg L-glutamine 

- 0,86 g NaHCO3 

- 12,5 mg Insuline 

- 50 µg Transferrine 

- 50 µl Putrescine 1 M 

- 30 µl Sélénite 0,5 mM 

- 100 µl Progestérone 0,1 mM 

- bFGF 15 ng/ml 

 

Le jour de la transfection, les cellules sont resuspendues dans 100 µl de solution Rat NSC 

Nucleofector®, en présence de 2 à 10 µg d’ADN plasmidique d’intérêt, purifié à l’aide du 

système EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen®). L’échantillon ainsi prêt est transféré dans une 
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cuvette et est soumis à un programmes d’électroporation permettant une haute efficacité de 

transfection et une expression à long terme. 

Les cellules « nucléofectées » sont ensuite réensemencées soit dans le milieu I pour le 

maintien en cellules souches neurales indifférenciées, ou dans un milieu de culture II, 

identique au milieu I, mais sans bFGF et supplémenté en sérum de veau fœtal 1 %, afin de 

permettre la différenciation. 

Immunocytochimie par marquage de la β-III tubuline 

Après rinçage au PBS pendant 2 minutes, les cellules sont fixées à l’aide de 

paraformaldhéhyde 4 %, pendant 15 minutes à température ambiante. Afin d’inhiber 

l’adhésion non spécifique d’immunoglobulines (IgG), les cultures sont conservées dans un 

mélange PBS + Saccharose 20 % + Azide. Le marquage des neurones est obtenu par une 

incubation de 12 heures à 4°C en présence d’un anticorps primaire de souris anti- β-III 

tubuline dilué au 1:1000 dans du PBS TA (Triton + Azide), BSA 10 %. L’éventuel excès des 

anticorps primaires est éliminé en rinçant 3 fois au PBS TA (Triton 0,3 % + Azide 0,1 %). La 

fluorescence est permise grâce à une incubation 2h à température ambiante et à l’obscurité de 

l’anticorps secondaire anti-souris (Alexa Fluor 488 Goat anti-mouse IgG – Molecular Probes). 

Les noyaux sont enfin colorés au 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) lors de la fixation des 

lamelles sur la lame d’observation. 



114 

 

Modélisation moléculaire de la protéine UBE2A et de 

son mutant c.382C>T 

La modélisation in silico de la structure tridimensionnelle de la protéine humaine UBE2A a 

été réalisée à partir de la séquence protéique d’UBE2A sur la base de structures 3D connues 

proches répertoriées sur le serveur de la Protein Data Bank (PDB) 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). La modélisation a donc été réalisée sur la base de 

la structure 3D connue de deux homologues, UBE2B (Homo sapiens; code PDB: 1JAS) et 

UBC2 (Saccharomyces cerevisiae; code PDB: 1AYZ). Les coordonnées de la structure 

tridimentionnelle d’UBE2A ont été calculées par le serveur de modélisation Swiss-Model 

(http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html) et la construction du modèle a été 

réalisée par le logiciel Pymol (http://pymol.org/). 
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Résultats 
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Étude des enzymes de conjugaison du système 

ubiquitine 

Article 1 : Caroline Michelle, Patrick Vourc’h, Laurence Mignon, Christian R. Andres 

(2009). What was the set of ubiquitin and ubiquitin-like conjugating enzymes in the eukaryote 

common ancestor? J Mol Evol. 68(6):616-28 

Position du problème 

Lorsque nous nous sommes posé la question de l’implication de gènes codant des enzymes de 

conjugaison à l’ubiquitine dans l’autisme, la première information nécessaire à notre analyse 

était de connaître la liste complète de ces gènes chez l’homme afin de pouvoir identifier les 

meilleurs candidats dans le syndrome autistique. Il nous est très vite apparu intéressant de 

connaître également les différents orthologues des protéines humaines chez d’autres espèces 

servant de modèles ou pour lesquelles une implication dans des fonctions neurologiques avait 

pu être démontrée. Par ailleurs l’utilisation des autres espèces s’est très vite avérée nécessaire 

non seulement pour trouver toutes les enzymes de conjugaison à l’ubiquitine chez l’homme, 

mais également afin d’établir les distinctions entre protéines homologues et protéines 

paralogues. Nous nous sommes donc lancés dans une tâche de reconstruction phylogénétique 

qui n’avait pas été programmée au début de notre projet, mais qui s’est avérée indispensable 

pour une meilleure compréhension de cette grande famille de protéines. 

Notre travail a débuté par une analyse minutieuse de plusieurs espèces dont les génomes ont 

été entièrement séquencés, judicieusement réparties dans l’arbre de vie et fréquemment 

utilisées en tant que modèles. Nous avons ainsi examiné sept espèces, afin d’identifier les 

familles d’enzymes E2 et de construire la phylogénie de chaque famille au moyen de 

plusieurs méthodes phylogénétiques, dans le but de proposer une définition précise des 

différentes familles d’enzyme E2 en fonction des orthologies ainsi reconstituées. Nos résultats 

ont pu ensuite être validés sur le génome complet de l’anémone de mer (Nematostella 

vectensis) récemment publié (Putnam et al., 2007). 

Résultats 
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Recherche des E2 connues chez l’homme ainsi que chez six autres espèces (M. 

musculus, D. melanogaster, C. elegans, S. pombe, S. cerevisiae, A. thaliana) 

Nous avons choisi d’inclure dans notre étude la souris Mus musculus comme autre espèce de 

mammifère, notamment en raison de son utilisation dans de nombreuses études portant sur les 

tests fonctionnels des protéines et incluant des animaux transgéniques. Caenorhabditis 

elegans et Drosophila melanogaster ont également été choisies en raison des nombreuses 

données de génomique fonctionnelle disponibles ; elles représentent deux modèles 

d’organismes multicellulaires appartenant à des lignées plus lointaines. Toutes ces espèces 

sont des membres des Bilateria dans le phylum Animalia. Plus lointainement enraciné dans 

l’arbre des espèces nous avons inclus deux espèces de levures, Saccharomyces cerevisiae et 

Schizosaccharomyces pombe. Ces deux espèces appartenant à un autre phylum, les Fungi, 

nous ont aidés à évaluer l’ensemble ancestral des protéines E2 chez les eucaryotes. Enfin les 

enzymes appartenant à une plante modèle, Arabidopsis thaliana, nous ont été utiles pour la 

conception des arbres phylogénétiques en permettant un enracinement au moyen des 

séquences des protéines de cette espèce. 

Pour débuter ce travail, les différentes bases de données Genbank, Swiss-Prot, TrEMBL (y 

compris les bases de données concernant les familles de protéines Pfam et InterPro), Gender 

et Ensembl ont été utilisées pour récupérer un total de 78 séquences de protéines codantes 

RefSeq chez Arabidopsis thaliana, 16 chez Saccharomyces cerevisiae, 15 chez 

Schizosaccharomyces pombe, 31 chez Caenorhabditis elegans, 36 chez Drosophila 

melanogaster, 181 chez Mus musculus et 71 chez Homo sapiens. Nous avons éliminé les 

séquences redondantes et les pseudogènes, ainsi que les séquences pour lesquelles les scores 

PRSS étaient inférieurs à 1. Cela nous a conduit à exclure certaines familles telles que la 

famille TSG101-UEVLD, la famille UFC1 et les enzymes de conjugaison d’ubiquitine-like 

ATG3 et ATG10, pourtant habituellement considérées comme appartenant à la superfamille 

des E2. Ces familles peuvent être considérées comme lointainement liées mais où toute trace 

de séquence primaire commune a disparue, ou ayant convergé au niveau de leurs structures 

tridimensionnelles. 

Après cette analyse, notre liste finale comprend donc 48 séquences protéiques d’E2 pour A. 

thaliana, 14 pour S. cerevisiae, 14 pour S. pombe, 26 pour C. elegans, 32 pour D. 

melanogaster, 36 pour M. musculus et 37 pour H. sapiens. 
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Regroupement des enzymes E2 en familles 

Nous avons défini les limites de la superfamille en fixant un score PRSS pour les séquences 

protéiques inférieur à 10-30. L’alignement de toutes ces séquences protéiques, l’analyse 

phylogénétique globale incluant toutes les séquences et les calculs de scores d’homologie ont 

révélé l’existence de 17 sous-groupes que nous avons appelé familles. 

Nous avons utilisé les quatre principaux algorithmes classiques pour la reconstruction 

phylogénétique, à savoir les algorithmes NJ, MP, ML et BI, et les résultats obtenus sont 

globalement cohérents. La construction d’arbres consensus a permis une représentation simple 

et significative de ces résultats. 

Toutes les familles présentent au moins un membre chez l’homme, tous les gènes étant 

répartis sur l’ensemble du génome humain. Il est ainsi possible de distinguer quatre types de 

familles d’enzyme E2, en tenant compte de leur répartition parmi les espèces. Dix familles 

sont présentes dans toutes les espèces (familles 1 à 10), deux familles sont présentes dans 

toutes les espèces sauf C. elegans (familles 11 et 12), quatre familles sont absentes 

uniquement chez les deux levures (familles 13 à 16) et enfin une famille est présente 

seulement chez les Bilateria (famille 17). 

Les six premières familles peuvent être considérées comme des familles d’enzyme E2 

« classiques », et comportent les enzymes humaines UBE2K (famille 1), UBE2A et UBE2B 

(famille 2), UBE2G1, UBE2G2, UBE2R1 et UBE2R2 (famille 3), UBE2D1, UBE2D2, 

UBE2D3, UBE2D4, UBE2E1, UBE2E2, UBE2E3 et UBE2U (famille 4), UBE2J1 et UBE2J2 

(famille 5), et UBE2H (famille 6). 

Les familles 7 à 9 sont particulières car elles codent des enzymes de conjugaison à des 

ubiquitons. Les protéines de la famille 7, comprenant l’enzyme humaine UBE2I, conjuguent 

SUMO. Celles de la famille 8, dont les enzymes humaines UBE2F et UBE2M, conjuguent 

NEDD8. Enfin les protéines de la famille 9, parmi lesquelles les enzymes humaines UBE2N 

et UBE2NL, sont capables de conjuguer ISG15. 

La particularité de la famille 10 est qu’aucune des protéines de cette famille ne possède de 

cystéine active, et c’est la raison pour laquelle elles ont été nommées « variants d’Ubc » ou 

UEV. Les enzymes humaines UBE2V1 et UBE2V2 sont membres de cette famille. 
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Dans les familles 11 et 12, toutes les espèces possèdent un seul orthologue, à l’exception de 

C. elegans, qui ne semble pas comporter de membre identifiable tandis qu’A. thaliana 

possède deux homologues. Les enzymes humaines UBE2S et UBE2C appartiennent 

respectivement à ces familles 11 et 12. 

Les familles 13 à 17 ne possèdent aucun membre dans les deux espèces de levure S. 

cerevisiae et S. pombe, avec une particularité supplémentaire pour la famille 17 ne possédant 

pas de membre chez A. thaliana. C’est donc la seule famille spécifique de clade que nous 

avons été en mesure d’identifier et qui pourrait avoir participé à l’évolution de la lignée des 

Bilateria. On retrouve ainsi parmi les enzymes humaines UBE2W dans la famille 13, UBE2O, 

UBE2Z et BIRC6 dans la famille 14, UBE2L3 et UBE2L6 dans la famille 15, FTS dans la 

famille 16 et UBE2Q et UBE2Q2 dans la famille 17. 

Ce travail a aussi pu proposer pour la première fois que l’ancêtre commun des eucaryotes ici 

étudiés comportait très probablement déjà 18 gènes E2 différents, appartenant à 16 familles. 

Cela démontre la complexité du système ubiquitine dès le stade eucaryote monocellulaire 

ancestral il y a 2,1 milliards d’années. 
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Manuscrit 1
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Choix des gènes candidats de la superfamille des E2 

dans l’autisme 

Un travail bibliographique a par la suite été mené pour rechercher toutes les fonctions 

connues d’enzymes de conjugaison à l’ubiquitine chez différentes espèces. Grâce au travail 

phylogénétique préalable, certaines fonctions intéressantes ont ainsi pu être attribuées à des 

familles, pour lesquelles les enzymes de conjugaison humaines devenaient des candidats 

prioritaires dans notre étude. 

C’est ainsi que six enzymes de conjugaison à l’ubiquitine humaines ont été sélectionnées pour 

mener une étude de recherche de mutation, suivie chaque fois que possible d’une étude 

d’association. 

Nombre 

d’isoformes  
Locus 

du gène 

Protein 

Accession 

Taille 

protéine 

(aa) PubMed Ensembl 

Famille 

phylo-

génétique 

Expression 

dans le cerveau 
Argument majeur 

UBE2A Xq24 P49459 152 3 4 2 Oui (homme) 
Muté dans une DM liée 
à l’X 

UBE2E3 2q31.3* Q969T4 207 2 11 4 Oui (homme) 
Situé à 242 kb du point 
de cassure d’un autiste 

UBE2H 7q32* P62256 183 2 6 6 
Oui (homme, 
souris) 

Associé avec l’autisme 

UBE2I 16p13.3* P6279 158 4 8 7 
Oui (homme, 
rat) 

Régulation potentielle 
de la différenciation 
des CSN et de la 
plasticité neuronale 

UBE2K 4p14 P61086 200 3 4 1 
Oui (homme, 
rat, souris) 

Implication dans la 
maladie de Huntington 

UBE2N 12q22 P61088 152 1 2 9 
Oui (homme, 
rat, drosophile) 

Homologue de Ben 
impliqué dans le 
guidage axonal et la 
plasticité neuronale 

Tableau 7 : Synthèse des informations concernant les enzymes de 
conjugaison à l’ubiquitine sélectionnées comme candidats dans l’autisme (* 

région chromosomique directement liée aux syndromes autistiques) 
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Voici tout d’abord une présentation globale de ces gènes (schémas réalisés par Agathe 

Paubel). Sur les figures, les chiffres indiquent le numéro des exons. 

UBE2H 

UBE2H est un gène codant une enzyme de conjugaison à l’ubiquitine localisé sur le 

chromosome 7 en position 7q32 et situé à seulement 270 kb du marqueur D7S530 lié aux 

syndromes autistiques (IMGSAC, 1998). UBE2H se compose de sept exons, et comprend une 

séquence génomique de presque 120 kb. 

 

Figure 13 : Schéma du gène UBE2H 

La protéine UBE2H catalyse la fixation covalente de l’ubiquitine à des protéines cibles pour 

la dégradation sélective par le protéasome 26S (Kaiser et al., 1994). Cette enzyme, qui 

appartient à la famille 6 de notre phylogénie, est un homologue de l’enzyme UBC8 de la 

levure S. cerevisiae. UBE2H est en fait composée de deux domaines fonctionnellement 

indépendants, comprenant une partie N-terminale présentant des fonctions de conjugaison à 

l’ubiquitine classiques, et un domaine C-terminal qui interagit avec les substrats (Kaiser et al., 

1995). L’équipe de Kaiser fut d’ailleurs la première à décrire le schéma complexe 
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d’expression d’UBE2H avec l’identification d’au moins cinq transcrits alternatifs dans le 

placenta humain (Kaiser et al., 1994). Notre équipe a par la suite pu démontrer une expression 

d’UBE2H dans les cerveaux humains et murins (Vourc’h et al., 2003). UBE2H est également 

constitutivement exprimée dans les muscles squelettiques et cardiaques humains, dans les 

muscles des membres murins, et dans les myotubes en culture (Li et al., 2003). Son 

expression est d’ailleurs augmentée dans le muscle par le TNF-alpha (Li et al., 2003). 

Malgré sa présence à proximité du gène MEST qui est l’un des gènes humains soumis à 

empreinte parentale, UBE2H présente une expression biallèlique et n’est pas concerné par le 

mécanisme d’empreinte (Yamada et al., 2004). 

UBE2H est connue pour agir sur les histones et les protéines du cytosquelette. Il a ainsi été 

démontré in vivo qu’UBE2H était capable d’ubiquitinyler les histones H2A de façon E3 

indépendante (Kaiser et al., 1994). 

Cette protéine est impliquée dans différentes fonctions. UBE2H a ainsi pu être impliquée dans 

la différenciation érythrocytaire (Wefes et al., 1995). L’accumulation à des concentrations 

élevées de certaines E2 dont UBE2H est spécifique du cancer du sein, au contraire aucun 

changement quantitatif n’a pu être détecté dans des extraits de tissus de cancer du côlon 

primaire (Chen et Madura, 2005). UBE2H a été également tout récemment fortement 

impliquée dans l’étiologie du carcinome hépatocellulaire (Keng et al., 2009). Enfin compte 

tenu de son emplacement physique et de sa fonction, l’implication d’UBE2H a été étudiée par 

notre équipe dans la pathologie autistique et une association a pu être mise en évidence avec 

un polymorphisme silencieux de l’exon 6 d’UBE2H (Vourc’h et al., 2003). En revanche 

aucune association n’a pu être établie entre UBE2H et la sclérose latéral amyotrophique 

(Martin et al., 2008). 

A la vue de ces résultats il nous paraissait nécessaire d’approfondir l’étude d’UBE2H, tant sur 

le plan génétique que fonctionnel. 

UBE2A 

Le gène UBE2A, aussi nommé hHR6A, est un gène codant une enzyme de conjugaison à 

l’ubiquitine localisé sur le chromosome X en Xq24 et dont la séquence génomique s’étend sur 

moins de 10 kb. 
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Figure 14 : Schéma du gène UBE2A 

Au même titre qu’UBE2B, UBE2A est un homologue humain de l’enzyme de levure RAD6 

(Koken et al., 1991). UBE2A et UBE2B sont des protéines à multiples fonctions, avec une 

activité de conjugaison de l’ubiquitine et un rôle essentiel dans la réparation post-réplication 

de l’ADN (Baarends et al., 2000 ; Xin et al., 2000). UBE2A est régulée par la 

phosphorylation médié par les CDK. In vivo, la phosphorylation d’UBE2A présente un pic 

durant la phase G2/M de transition du cycle cellulaire, avec une augmentation concomitante 

de l’ubiquitinylation de l’histone H2B. Des études chez S. cerevisiae ont démontré que la 

Ser120 de UBE2A est critique pour la prolifération cellulaire. La mutation de la Ser120 en 

thréonine ou alanine supprime l’activité d’UBE2A, tandis que la mutation en aspartate 

mimant une sérine phosphorylée augmente de 3 fois l’activité d’UBE2A (Sarcevic et al., 

2002). 

La forte conservation des séquences protéiques d’UBE2A et d’UBE2B soulève la question de 

la spécificité fonctionnelle ou de la redondance de ces protéines, qui sont exprimées de façon 

ubiquiste, bien que les rapports quantitatifs entre ces protéines varient sensiblement dans les 

différentes cellules et tissus (Koken et al., 1996). Le fait que les souris déficientes à la fois en 

Ube2a et Ube2b ne soient pas viables indique que ces gènes sont essentiels pour le 

développement, et il a été démontré que la viabilité dépendait de la présence d’au moins un 
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des deux homologues (Roest et al., 2004). Les femelles déficientes en Ube2a ne parviennent 

pas à engendrer une progéniture en dépit d’une ovulation normale ; l’absence de la protéine 

Ube2a dans les ovocytes empêche le développement embryonnaire (Roest et al., 2004). 

Dans le domaine neurologique, des études ont été menées sur l’impact d’UBE2A sur la 

formation des agrégats polyglutamine, sujet particulièrement intéressant dans la mesure où 

l’on sait que ce type d’agrégat est formé dans divers types de pathologies neurodégénératives. 

Dans les cellules HEK293, l’invalidation d’UBE2A a entraîné une diminution de la taille 

moyenne des agrégats, une augmentation du nombre de cellules présentant des agrégats et un 

pourcentage plus élevé de cellules présentant plusieurs agrégats (Howard et al., 2001). 

Dans un autre domaine, la diminution de l’ARNm d’UBE2B dans les cellules PC12 conduit à 

une réduction de la longueur des neurites induites par le NGF, et l’inhibition pharmacologique 

de la dégradation protéique dépendante de l’ubiquitine réduirait de façon significative la 

longueur et la ramification des axones de neurones sensoriels adultes in vitro (Kavakebi et al., 

2005). 

Enfin il a surtout été mis en évidence que le gène UBE2A est muté dans un syndrome de 

déficience mentale liée à l’X (Nascimento et al., 2006). La mutation d’UBE2A décrite est la 

première implication d’un gène d’une enzyme de conjugaison à l’ubiquitine dans une maladie 

humaine, conduisant à des anomalies neurologiques. Les mutations d’UBE2A peuvent être 

exclusivement à l’origine d’un nouveau syndrome de déficience mentale décrit par l’équipe 

de Nascimento, ou pourraient également provoquer différents tableaux cliniques, y compris la 

déficience mentale non syndromique, comme pour d’autres gènes impliqués dans la 

déficience mentale liée à l’X (Kleefstra et Hamel, 2005). L’incapacité à détecter des 

mutations d’UBE2A dans 19 familles présentant des cas idiopathiques de déficience mentale 

liée à l’X suggère que les mutations d’UBE2A ne semblerait pas une cause commune de 

déficience mentale liée à l’X, même si l’étude ne concernait qu’un faible échantillon et que ce 

résultat doit donc être confirmé (Nascimento et al., 2006). 

UBE2N 

UBE2N est un gène localisé sur le chromosome 12 en position 12q22 sur une distance 

génomique de près de 34 kb, et qui comporte quatre exons codant la protéine UBE2N de 152 
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acides aminés (17 kDa) également appelée Ubc13 ou hUbc13 dans la littérature en raison de 

sa forte homologie avec l’enzyme de conjugaison Ubc13 de la levure S. cerevisiae. 

 

Figure 15 : Schéma du gène UBE2N 

UBE2N est une enzyme E2 exceptionnelle pour la conjugaison de l’ubiquitine dans la mesure 

où elle forme un hétérodimère en se liant par une grande interface hydrophobe avec UBE2V2, 

qui est un paralogue catalytiquement inactif appartenant à la catégorie des UEV (Hofmann et 

Pickart, 1999 ; Pastushok et al., 2005). Cet hétérodimère constitue un cœur catalytique 

permettant la synthèse d’un type particulier de chaîne polyubiquitine où les molécules 

d’ubiquitine sont liées les unes aux autres par un pont isopeptidique en lysine 63 (McKenna et 

al., 2003). En attachant une molécule d’ubiquitine et en positionnant sa lysine 63 près de la 

cystéine du site actif d’UBE2N, UBE2V2 favorise la synthèse de chaînes d’ubiquitines liées 

en lysine 63 (Hofmann et Pickart, 1999 ; Hofmann et Pickart, 2001 ; VanDemark et al., 

2001 ; Moraes et al., 2001). 

Contrairement à la chaîne polyubiquitine liée en lysine 48, signal de dégradation protéique par 

le protéasome, cette chaîne polyubiquitine liée en lysine 63 est associée à une signalisation 

jouant un rôle dans la réponse au stress cellulaire, dans la réparation de l’ADN et l’activation 
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des kinases IκB (Sun et Chen, 2004 ; Hoege et al., 2002 ; Deng et al., 2000). UBE2N est ainsi 

un élément clé dans le processus de marquage des protéines cibles par des chaines 

polyubiquitines liées par leurs lysines 63. 

TRAF6 est une protéine E3 à domaine RING capable d’interagir avec UBE2N dans le but de 

catalyser la synthèse de ces chaînes polyubiquitines uniques liées entre elles par la lysine 63 

de l’ubiquitine. Par cette interaction avec TRAF6, une fonction essentielle d’UBE2N 

concerne la régulation de la cascade I-κB kinase/NF-κB ; ce type de marquage sur des 

protéines essentielles pour la transmission des signaux des récepteurs immunitaires aboutit à 

l’activation du facteur de transcription NF-κB (Cao et al., 1996 ; Ishida et al., 1996 ; Deng et 

al., 2000). 

Une autre protéine à domaine RING, RNF8, recrute également UBE2N, mais pour permettre 

son auto-polyubiquitinylation sur la lysine 63 (Plans et al., 2006). Une autre possibilité de 

régulation du fonctionnement d’UBE2N est sa modification covalente sur sa lysine 92 par 

ISG15 qui perturbe sa capacité à former des ponts thioester avec l’ubiquitine (Takeuchi et 

Yokosawa, 2005 ; Zou et al., 2005). 

La délétion conditionnelle d’UBE2N provoque un développement défectueux des cellules B 

et un défaut d’activation des macrophages et des cellules B, tout comme une forte diminution 

de la fréquence des lymphocytes T dans la rate des souris déficientes en UBE2N (Yamamoto 

et al., 2006), confirmant une implication d’UBE2N au sein des mécanismes immunitaires. 

UBE2N joue également un rôle dans l’activation de la transcription des gènes cibles dans le 

cycle cellulaire car il a pu être démontré qu’elle interagissait avec STK15, kinase régulatrice 

du cycle cellulaire impliquée dans la formation des microtubules et dans la stabilisation aux 

pôles de la cellule lors de la ségrégation des chromosomes et se trouvant dans les centrosomes 

des cellules en interphase et à l’axe des pôles lors de la mitose (Ewart-Toland et al., 2003). 

UBE2N interviendrait aussi dans la réparation de l’ADN. En réponse aux lésions de l’ADN, 

UBE2N n’est plus capable de faciliter la monomérisation de p53, en partie en raison d’une 

baisse de ses propres concentrations, qui sont dépendantes de p53 (Laine et al., 2006). 

UBE2N semble donc impliquée dans l’apoptose via la régulation de la stabilité de p53 par 

l’ubiquitine (Tan et al., 2000). 
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UBE2N est exprimée dans la plupart des tissus et en particulier dans le système nerveux. Son 

expression a été très précisément étudiée chez le rat par l’équipe de Watanabe qui a démontré 

qu’elle variait au cours du développement dans le cerveau, avec une expression minimale au 

stade embryonnaire et au début de la phase post-natale, puis augmentait pour finalement 

aboutir à une expression modérée dans le cerveau adulte (Watanabe et al., 2007). 

Un des premiers résultats qui a souligné le fait que le système ubiquitine pouvait jouer un rôle 

dans la régulation de la connexion neuronale est venu de l’analyse du mutant bendless (ben) 

de la drosophile. Le gène ben a été identifié il y a près de 30 ans lors d’un criblage 

comportemental suite à des défauts du système de la fibre géante qui entraînait une altération 

de la réponse d’échappement (Thomas et Wyman, 1982). Le clonage de ben a conduit à son 

identification en tant qu’enzyme de conjugaison E2 à l’ubiquitine (Muralidhar et Thomas, 

1993 ; Oh et al., 1994). Or UBE2N présente une homologie de 80 % avec la protéine 

Bendless de la drosophile, et notre étude de phylogénèse a dentifié clairement UBE2N comme 

orthologue de Bendless. 

On a initialement considéré que Bendless pouvait jouer un rôle important soit dans le guidage 

axonal soit dans la reconnaissance de la cible. La mutation de ben affecte en particulier la 

synapse entre la fibre géante et un motoneurone : l’axone de la fibre géante ne parvient pas à 

effectuer la courbure (« bend ») latérale (Thomas et Wyman, 1984) en direction de sa cible 

musculaire, ce qui a pour effet de supprimer le réflexe de saut en réponse à l’extinction d’une 

source lumineuse (disparition du comportement de fuite). Des phénotypes supplémentaires 

ont également été observés dans les muscles thoraciques (Edgecomb et al., 1993) et dans le 

système visuel (Muralidhar et Thomas, 1993 ; Oh et al., 1994). 

Il a par la suite été montré que Ben joue également un rôle important dans la croissance et la 

maturation synaptique (Uthaman et al., 2008). La vision actuelle concernant la formation des 

synapses est que la synapse native peut être rapidement assemblée à partir de matériaux 

présents dans un cône de croissance dans des vésicules (Roos et Kelly, 2000 ; Ziv et Garner, 

2004). Après ce premier assemblage rapide d’un début de synapse, une seconde croissance et 

une maturation plus lente se produisent pour permettre la formation d’une synapse mature 

stable. Ben serait un régulateur dont la fonction est requise pour l’initiation d’un processus 

secondaire dans la croissance présynaptique, et l’absence de Bendless ne permettrait la 

formation que d’une synapse naissante qui ne parvient pas à croître et à mûrir (Uthaman et al., 

2008). 
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UBE2N a déjà été impliquée dans une pathologie neurologique puisqu’une diminution 

significative de son expression a pu être mise en évidence dans le cortex préfrontal 

dorsolatéral de patients schizophrènes (Vawter et al., 2002), comparativement à une 

population contrôle. Chez l’homme, la fonction d’UBE2N dans le SNC est toutefois encore 

inconnue. 

De par sa particularité à former liaison avec l’ubiquitine par l’intermédiaire des lysines 63 

n’aboutissant pas à un adressage au protéasome, et en raison de sa très forte homologie avec 

Bendless qui suggère des fonctions similaires sur le développement neuronal, le guidage 

axonal et la croissance et la maturation synaptique, UBE2N apparait comme un candidat de 

choix dans l’étude d’une pathologie neurodéveloppementale telle que l’autisme. 

UBE2I 

Le gène UBE2I a été identifié pour la première fois en 1996 et a été cartographié sur la bande 

chromosomique 16p13.3 par FISH (Watanabe et al., 1996). Sa séquence génomique s’étend 

sur 16,2 kb. L’ADNc de l’UBE2I humaine (ou hUBC9), contient un cadre de lecture ouvert 

de 474 nucléotides codant 158 acides aminés. Sept transcrits ont pu être décrits chez l’homme 

selon Ensembl, seulement quatre pour NCBI. 

 

Figure 16 : Schéma du gène UBE2I 

Initialement considérée comme une enzyme de conjugaison de l’ubiquitinylation, UBE2I a 

par la suite été impliquée dans la conjugaison de SUMO (small ubiquitin-related modifier), ou 
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sumoylation (Desterro et al., 1997). UBE2I exerce une fonction centrale dans la voie de 

sumoylation, interagissant avec presque tous les partenaires nécessaires pour la sumoylation. 

UBE2I est ainsi capable d’interagir avec Rad52, Rad51, p53, et une protéine ubiquitin-like 

Ubl1, ce qui suggère que les processus dépendant de Rad52, le contrôle du cycle cellulaire, 

les voies de p53, et l’ubiquitinylation, interagissent par le biais d’UBE2I (Shen et al., 1996). 

Ces interactions sont spécifiques à UBE2I, dans la mesure où une autre enzyme de 

conjugaison à l’ubiquitine impliquée dans la réparation de l’ADN, UBE2A, n’interagit pas 

avec ces protéines. De même la régulation transcriptionnelle par CtBP agirait non seulement 

par modification des histones, mais aussi par sumoylation des facteurs de transcription via le 

recrutement d’UBE2I et d’une SUMO E3 ligase HPC2 (Chinnadurai, 2007). 

UBE2I semble être étroitement liée à la progression de la phase G2 à M du cycle cellulaire 

(Watanabe et al., 1996), en participant au mécanisme de dégradation des cyclines en phase S 

et M et au contrôle de la mitose. Dans les cellules épithéliales mammaires de souris, la 

diminution d’Ube2i semblerait jouer un rôle dans l’augmentation de la stabilité des protéines 

inhibitrices du cycle cellulaire (Katayama et al., 2003). 

UBE2I a ainsi été largement étudiée en cancérogénèse. Étant donné que de nombreuses 

protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, la prolifération, l’apoptose et la 

réparation de l’ADN sont des cibles pour la sumoylation, les modifications de sumoylation 

pourraient finalement avoir un impact sur la croissance cellulaire, le développement du cancer 

et la réponse aux médicaments. Dans la mesure où UBE2I est la seule enzyme de conjugaison 

E2 requise pour la sumoylation, et, en particulier, puisqu’UBE2I est surexprimée dans un 

grand nombre de tumeurs malignes humaines, telles que le carcinome ovarien, le mélanome et 

l’adénocarcinome du poumon, elle est une cible potentielle pour la thérapie du cancer (Mo et 

Moschos, 2005). 

C’est ainsi que l’équipe de Shiratori et al., a mis en évidence une plus grande sensibilité des 

cellules fibroblastiques de souris surexprimant un variant particulier d’UBE2I à des 

médicaments anticancéreux tels que la vincristine, la mitoxantrone et de l’étoposide. 

L’analyse du profil de chimiosensibilité a montré qu’UBE2I est fonctionnellement liée à 

RPA2 (replication protein A2), Rho-GDI (Rho guanine nucleotide dissociation inhibitor a), 

FUS (putative tumor suppressor) et TKT (transketolase), et négativement corrélée à Per-1 

(period-I), Ran (nuclear Ras-related protein), PTEN (phosphatase and tensin homolog), 
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C/EBPa (CCAAT/enhancer binding protein a) et au suppresseur de tumeur p53. Il est donc 

possible qu’UBE2I joue un rôle dans la cancérogenèse en supprimant la fonction de C/EBPa 

et/ou de p53 par activité RPA2-like (Shiratori et al., 2007). 

Les études neurodéveloppementales sur UBE2I sont récentes. L’expression d’UBE2I a ainsi 

été étudiée pendant le développement cérébral chez le rat aux niveaux de l’ARNm et des 

protéines (Watanabe et al., 2008). Les analyses ont révélé que l’expression d’UBE2I et de 

SUMO1 sont régulées au cours du développement, contrairement à d’autres enzymes de 

conjugaison à l’ubiquitine. Les analyses d’hybridation in situ ont révélé que l’expression 

d’UBE2I est élevée dans des cellules souches neuronales et modérée dans les neurones 

différenciés au stade embryonnaire. Dans le cerveau adulte, l’expression modérée a été 

observée dans des sous-ensembles de neurones, tels que les neurones de la couche granulaire 

du gyrus denté et les neurones pyramidaux dans la formation hippocampique, et les grands 

neurones pyramidaux du cortex cérébral. Ces résultats suggèrent que le système UBE2I-

SUMO pourrait participer à la prolifération et la différenciation des cellules neuronales dans 

le cerveau en développement et dans la plasticité neuronale dans le cerveau adulte. 

UBE2I est situé dans une région génomique intéressante dans le cadre de l’étude sur son 

implication potentielle dans l’autisme, dans la mesure où non seulement il se trouve dans la 

zone p-ter du chromosome 16 dupliquée chez un autiste présentant également des signes du 

syndrome de Tourette (Hebebrand et al., 1994) et transloquée chez un autre 

(t(4;6)(q24;p13.3), Gilling et al., 2003), mais qu’en plus il n’est distant que de 700 kb du gène 

TSC2 qui a été associé à l’autisme en 2003 (Serajee et al., 2003). De même, UBE2I est 

localisé à seulement 763 kb du marqueur D16S3252 associé à l’autisme (Risch et al., 1999), 

ce qui vient renforcer l’idée d’une zone d’étude particulièrement intéressante dans le cadre de 

notre recherche de gènes impliqués dans l’étiologie du syndrome autistique. 
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Figure 17 : Environnement génomique du gène UBE2I 
(D’après Ensembl version 56) 

UBE2K 

Le gène UBE2K, localisé en 4p14, est aussi nommé HIP-2 (pour Huntingtin-interacting 

protein 2) ou E2-25K. Sa séquence génomique s’étend sur près de 85 kb. 

 

Figure 18 : Schéma du gène UBE2K 
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L’enzyme UBE2K est exprimée dans toutes les aires du cerveau, avec une expression plus 

importante en particulier dans le striatum et le cortex frontal (Kalchman et al., 1996) ; elle 

interagit directement avec la protéine huntingtine (protéine clé dans la maladie de 

Huntington), et est essentiellement connue pour son rôle dans l’ubiquitinylation des inclusions 

intranucléaires neuronales dans la maladie de Huntington. 

UBE2K interagit également avec les protéines à domaine RING finger, et notamment avec 

RNF2, une ubiquitine ligase E3 qui permet la monoubiquitinylation de l’histone H2A sur sa 

lysine 119, jouant ainsi un rôle central dans remodelage de la chromatine et la modification 

des histones et donc dans la régulation des gènes par répression transcriptionnelle 

épigénétique et inactivation du chromosome X maternel chez les mammifères. 

UBE2K est directement impliquée dans la formation des agrégats de protéines 

polyglutaminées (Howard et al., 2007), et dans la mort cellulaire induite par la polygluamine 

(de Pril et al., 2007). Elle aurait également un rôle dans la séparation des chaînes lourdes du 

CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de classe I issues du réticulum endoplasmique 

nouvellement synthétisées, et pourrait intervenir dans l’apoptose des macrophages via 

l’ubiquitinylation et la dégradation subséquente de p53. 

Enfin UBE2K pourrait être responsable de la toxicité de l’amyloïde bêta, la principale 

protéine impliquée dans la pathogénie de la maladie d’Alzheimer, par activation des réponses 

au stress du réticulum endoplasmique et de la caspase-12 suite à la neurotoxicité de 

l’amyloïde bêta, dans la mesure où des expériences ont pu montrer que des neurones corticaux 

en culture déficients en UBE2K ne présentaient plus de réponse au stress du réticulum 

endoplasmique induit par l’amyloïde bêta, et devenaient ainsi résistant à la toxicité de 

l’amyloïde bêta (Song et al., 2008). 

La protéine UBE2K comporte un domaine UBA en plus de son domaine UBC, et ces deux 

domaines semblent capables d’interagir entre eux (Wilson et al., 2009). Il a par ailleurs été 

récemment montré qu’UBE2K pouvait être sumoylée (Pichler et al., 2005), empêchant la 

formation de chaînes polyubiquitines par perturbation de l’interaction avec l’enzyme 

d’activation E1. 

UBE2K est donc une enzyme de conjugaison à l’ubiquitine déjà fortement impliquée dans une 

maladie neurologique par son interaction avec la protéine huntingtine, et pourrait donc jouer 

également un rôle dans l’étiologie du syndrome autistique. 
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UBE2E3 

Le gène UBE2E3 est localisé en 2q31.3 et a été cloné à partir d’une banque d’ADNc d’un 

adénocarcinome humain (Ito et al., 1999) ; UBE2E3 s’exprime fortement dans le muscle 

squelettique (Ito et al., 1999). UBE2E3 fait partie des enzymes de conjugaison à l’ubiquitine 

les plus « classiques », appartenant à notre quatrième famille phylogénétique. 

 

Figure 19 : Schéma du gène UBE2E3 

 

UBE2E3 est assez peu connue et très peu étudiée. L’enzyme UBE2E3 est capable d’interagir 

avec deux protéines à domaine RING, ARA54 (un co-activateur du récepteur androgène) et 

RNF8, mais les fonctions biologiques ne sont pas connues (Ito et al., 2001). 

De par son interaction avec Nedd4-2, UBE2E3 réduirait l’activité des canaux sodiques 

épithéliaux dans les ovocytes de Xenopus laevis (Debonneville et Staub, 2004). 
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On sait également qu’UBE2E3 est une enzyme clé dans la modulation de l’équilibre entre la 

prolifération et la différenciation des cellules épithéliales pigmentaires rétiniennes (Plafker et 

al., 2008). 

Plusieurs groupes ont identifié des associations entre l’autisme et une large zone du 

chromosome 2q, suggérant un ou plusieurs gènes de prédisposition à l’autisme dans la région 

2q. Tout récemment une translocation de novo 46, XY, ins(9,2)(q31.1;q32.2-q31.3) a même 

pu être observée chez un patient atteint d’autisme de haut niveau (Conroy et al., 2009). Le 

point de cassure 2q centromérique est localisé entre les gènes KIAA1604 (ou CWC22) et 

UBE2E3 sur une région d’environ 1 Mb pauvre en gènes. Ce point de cassure est situé à 242 

kb de l’extrémité 5’ d’UBE2E3. 

 

Figure 20 : Environnement génomique du gène UBE2E3 (D’après Ensembl 
version 56). L’étoile orange symbolise la localisation du point de cassure 

observée chez un patient autiste (Conroy et al., 2009). 

 

C’est donc tout particulièrement en raison de sa localisation génomique qu’UBE2E3 a été 

choisi comme candidat dans le syndrome autistique. 
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Criblage des gènes candidats dans l’autisme 

Voici les résultats obtenus pour les six gènes étudiés suite à la mise au point des 

amplifications de chaque exon par PCR (recherche de la Tm optimale) et de la recherche de 

variants par séquençage sur notre banque de 195 autistes. 
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Mise au point des amplifications et recherche de variants 

 

 
taille 
(pb) 

Tm 
(°C) 

Résultats du séquençage 

exon 1 285 60  
exon 2 258 60  
exon 3 242 60  
exon 4 316 60  
exon 5 230 60  
exon 6 280 60  

UBE2K 

exon 7 365 60  
exon 1 228 -  

exon 2 480 58  
exon 3 242 60 Détection d’1 variant inconnu chez 9 patients 

UBE2N 

exon 4 199 60  
exon 1 298 -  

exon 2 150 60  
exon 3 158 60  
exon 4 150 52  
exon 5 167 48  

UBE2A 

exon 6 202 52  

exon 1 841 60 
Présence de 8 polymorphismes connus et 
Détection de 2 variants inconnus 

exon 2 245 60  
exon 3 243 60 Présence de 2 polymorphismes connus chez 29 et 46 patients 
exon 4 237 60  
exon 5 236 60 Présence de 2 polymorphismes connus chez 25 patients 
exon 6 216 64  

UBE2I 

exon 7 699 60 Présence d’1 polymorphisme connu chez 113 patients 
exon 1 250 63  
exon 2 247 61 Détection d’1 variant inconnu chez 10 autistes 
exon 3 207 60  
exon 4 179 58  
exon 5 171 58  
exon 6 237 59 Présence d’1 polymorphisme connu chez 29 autistes 

UBE2H 

exon 7 285 59 Détection d’1 variant inconnu chez 6 autistes 
exon 1 328 -  
exon 2 284 62 Présence d’1 polymorphisme connu chez 3 patients 
exon 3 230 64  
exon 4 232 52  
exon 5 244 60  

UBE2E3 

exon 6 633 60  

Tableau 6 : Bilan de la mise au point des amplifications par PCR des exons 
de chacune des enzymes de conjugaison à l’ubiquitine étudiées et résultats 

du séquençage de l’ADN de 195 patients autistes. 
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Aucun variant n’a pu être détecté dans notre population concernant les gènes UBE2K et 

UBE2A au niveau des séquences étudiées. Aucune preuve génétique de l’implication de ces 

deux gènes dans la pathologie autistique n’a donc pu être apportée par notre étude. En 

revanche, pour les gènes UBE2N, UBE2I et UBE2H, il est nécessaire de poursuivre 

l’interprétation des nouveaux variants identifiés, et de mener une étude d’association avec le 

polymorphisme connu du gène UBE2E3. 

Recherche de mutations par identification des variants détectés 

La détection de variants inconnus dans notre population de patients autistes a donc 

systématiquement mené au criblage de la population de 256 témoins afin d’établir la 

spécificité des variants observés par rapport à notre population de patients. 

Tous les nouveaux variants ainsi détectés ont été retrouvés dans la population contrôle et 

correspondent donc à des polymorphismes non encore répertoriés dans les bases de données. 

Nous avons procédé à une identification de ces variants en suivant la nomenclature officielle 

indiquée sur le site de la Human Genome Variation Society 

(http://www.hgvs.org/mutnomen/refseq.html) (voir tableau 7). 

Gène Exon Localisation du nouveau variant détecté 

UBE2N 3 c.420+17C>T 
UBE2I 1 c.-705C>T 
UBE2I 1 c.-225C>T 
UBE2H 2 c.131+46C>T 
UBE2H 7 c.433-54A>G 

Tableau 7 : Tableau synthétique de la nomenclature attribuée aux nouveaux 
variants détectés dans nos populations. 

 

Voici les schémas des gènes étudiés avec la localisation de tous les polymorphismes retrouvés 

dans nos populations (réalisés par Agathe Paubel) : 



152 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Schémas reprenant la localisation génomique de tous les 
polymorphismes trouvés dans notre étude. 



153 

 

Aucune mutation spécifique de notre population de patients autistes n’a donc été détectée, 

mais de nouveaux polymorphismes ont été identifiés pour les gènes UBE2N, UBE2H et 

UBE2I. 

Études d’association et de déséquilibre de liaison 

Pour chaque exon présentant un polymorphisme il a ensuite été nécessaire de séquencer la 

population témoin de 256 individus afin de pourvoir mener une étude d’association. Ces 

associations ont été évaluées au moyen d’un test de Khi-deux. 

Le polymorphisme identifié au sein du gène UBE2N n’est pas associé à l’autisme 

(c.420+17C>T ; p = 0,092). Le génotype CT du polymorphisme présent au sein du gène 

UBE2N, même s’il est sensiblement plus fréquents chez les autistes (5,6 %) par rapport à 

notre population contrôle (2,4 %), reste en dessous du seuil de significativité (p = 0,089) 

Le polymorphisme du gène UBE2E3 (rs61738651 ; p = 0,745) n’est pas associé 

significativement avec l’autisme (test sur les allèles). En revanche nous avons observé une 

différence significative de distribution des génotypes de ce polymorphisme rs61738651 entre 

les patients autistes et notre population témoin pour le gène UBE2E3 (p = 0,023), en respect 

avec l’équilibre de Hardy-Weinberg. 

Nos résultats ne nous ont donc pas permis d’impliquer le gène UBE2N dans l’étiologie de 

l’autisme, mais semblent indiquer un rôle potentiel du gène UBE2E3 pour lequel les études 

doivent donc être poursuivies. 

Les résultats obtenus pour les gènes UBE2H et UBE2I sont plus prometteurs. Voici tout 

d’abord l’intégralité des résultats obtenus pour UBE2I, ayant fait l’objet de la rédaction d’un 

manuscrit. 

 

Article 2 : Caroline Michelle, Patrick Vourc’h, Catherine Barthélémy, Frédérique Bonnet-

Brilhault, and Christian R. Andres (2009). Association study with UBE2I gene on 

chromosome 16p13.3 in autistic disorder. A soumettre. 
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Position du problème 

Lors de notre étude globale sur la famille des enzymes de conjugaison à l’ubiquitine, il est 

apparu rapidement qu’UBE2I était une protéine particulière, unique enzyme de conjugaison 

intervenant dans une voie parallèle et complémentaire à l’ubiquitinylation, la sumoylation. 

Cette voie spécifique est particulièrement intéressante dans la mesure où elle joue un rôle 

prépondérant dans la prolifération et la différenciation des cellules neuronales ainsi que dans 

la plasticité neuronale, processus impliqués dans la physiopathologie de l’autisme. Par 

ailleurs, le gène UBE2I est localisé en 16p13.3, à seulement 700 kb du gène TSC2 associé 

avec le syndrome autistique. 

Notre travail a donc débuté par un séquençage et une analyse minutieuse des sept exons 

d’UBE2I et de leurs régions introniques flanquantes. De nombreux variants ont pu être 

détectés, dont deux contenus dans la séquence 5’UTR du gène qui n’avaient jamais été 

décrits. 

Résultats 

Étude des variants présents au sein des sept exons du gène UBE2I et de leurs régions 

introniques adjacentes 

Nous avons pu détecter au sein de notre population de patients autistes 15 variants, dont deux 

n’avais jamais été décrits dans la littérature ni dans les bases de données. Ces 15 

polymorphismes ont tous été retrouvés dans notre population de témoins et une étude 

d’association a ainsi pu être menée. 

Étude d’association des variants et des haplotypes 

Parmi les 15 polymorphismes étudiés, deux apparaissent significativement associés avec 

l’autisme : les polymorphismes rs5815088 (p = 0,0473) et rs8063 (p = 0,0179). Ces deux 

associations ne sont cependant plus significative (p > 0,05) après application de la correction 

multiple par les tests de permutation. 

La même étude menée sur les fréquences génotypiques pour chacun de ces polymorphismes 

n’a permis de conclure qu’à une seule association significative concernant ce même 

polymorphisme rs8063 : on trouve ainsi une fréquence d’hétérozygotes AG de 55,5 % dans 

notre population autiste contre seulement 40,2 % chez les contrôles, portant la fréquence du 
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génotype GG majeur de 52,7 % chez nos témoins à seulement 37,9 % chez nos patients 

autistes (p = 0,0056). Cette association reste significative après correction pour tests 

multiples. 

La mise en évidence de cette association entre l’allèle rare A du polymorphisme rs8063 et 

notre population de patients autistes nous a poussés à réaliser un test de déséquilibre de 

transmission. Un total de 50 trios a été génotypé, aboutissant à l’exploitation de 37 familles 

informatives. Nous n’avons pas pu mettre en évidence de déséquilibre de transmission de 

l’allèle rare aux enfants autistes (p = 0,555). 

Les tests de déséquilibre de liaison ont montré l’existence de trois blocs d’haplotypes. Des 

différences statistiquement significatives dans les fréquences des blocs haplotypiques ont été 

observées entre les cas et les contrôles pour les blocs 2 (p = 0,0188) et 3 (p = 0,0019). Après 

correction, seul le bloc 3, incluant le polymorphisme rs8063, reste significatif (χ2 = 9,635; p = 

0,0074). 

Les résultats obtenus tendent à soutenir l’idée d’une implication d’UBE2I et par conséquent 

de la voie de sumoylation dans l’étiologie du syndrome autistique. 
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Abstract 

Autism is a heterogeneous neuropsychiatric disorder exhibiting a high heritability, several 

studies suggesting an autism susceptibility locus on chromosome 16pter. At locus 16p13.3, 

only 700 kb from the TSC2 gene associated with autistic disorder, UBE2I gene encodes the 

unique E2 enzyme of the sumoylation system, clearly involved in neuronal proliferation, 

differentiation and plasticity. 

In this study, we performed a two-stage genetic study in which mutation screening was 

followed up by association studies based on the fifteen polymorphisms detected in the seven 

exons of UBE2I gene, including flanking splice regions. We identified two novel polymorphic 

variants in 5’UTR region of UBE2I, and, whereas single-marker analysis provided little 

evidence for an association of this gene with autism, we found one haplotypic association 
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strongly significant (χ2 = 9.635; p = 0.007), even after multiple comparisons. Bioinformatic 

analyses reveal the modification of splicing elements in 3’UTR region of UBE2I gene 

depending on polymorphic variants, suggesting an impact on UBE2I expression. 

The results of the present study might provide evidence for the role of a novel pathway in 

autism aetiology. 

 

Introduction 

Autistic disorder (MIM: 209850) is a severe neurodevelopmental disorder characterized by 

impairments in social interaction, deficits in communication, and restricted and stereotyped 

patterns of interests and behaviors (Rapin and Katzman, 1998). Twin and family studies have 

demonstrated that genetic factors are important in the aetiology of autistic disorder (Bailey et 

al., 1995; Lord et al., 2000). The mode of inheritance is probably complex, with several genes 

interacting. The estimated number of genes implicated in autistic disorder ranges from three 

(Pickles et al., 1995) to 15 (Risch et al., 1999). Several studies implied the Pter region of 

chromosome 16 in autistic disorder, as chromosomal abnormalities have been reported in this 

area identifying duplicated (Hebebrand et al., 1994) or translocated (Gilling et al., 2003) 

regions in patients with autism. Moreover, the TSC2 gene, located in 16p13.3, was associated 

with autism (Serajee et al., 2003). These observations led to the suggestion of an autism 

susceptibility locus on chromosome 16pter. Considering the genetic complexity in autistic 

disorder, association studies of candidate genes in the region 16p13.3 may be more powerful 

than linkage studies (Piccardi et al., 2002). In light of this information, we searched for 

candidate genes in the 16p13.3 region. We chose the UBE2I gene (MIM: 601661) as a 

candidate gene in autistic disorder for the following reasons. First, this gene is located only 

700 kb from the TSC2 gene associated with autistic disorder. Second, UBE2I encodes the 

unique E2 enzyme of the sumoylation system, which is clearly involved in the proliferation 
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and differentiation of neuronal cells in the developing brain and in neuronal plasticity in the 

adult brain. These processes were implicated in the physiopathology of autism. Third, 

mutations in the ubiquitin and ubiquitin-like systems were involved in several neurological 

disorders. Mutations in UBE3A gene (MIM: 601623), coding an E3 enzyme of ubiquitination, 

were discovered in patients with Angelman syndrome (Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 

1997). This syndrome is a neurodevelopmental disorder characterized by severe speech 

impairments, mental retardation, epilepsy, ataxia and dismorphic facial features (Robb et al., 

1989; Williams et al., 1995). Thirty percent of Angelman Syndrome patients have loss-of-

function mutations in UBE3A (Malzac et al., 1998; Fang et al., 1999). Full features of autistic 

disorder are sometimes observed in Angelman Syndrome (Steffenburg et al., 1996). 

Furthermore, an ubiquitin conjugating enzyme gene, UBE2A, was mutated in a case of X-

linked mental retardation (Nascimento et al., 2006). Mental retardation is present in 75% of 

autistic patients and epilepsy in 33% (Rapin, 1997). 

The sumoylation is a dynamic and reversible process of ubiquitin-like post-translational 

modification, in which the protein SUMO (small ubiquitin-related modifier) is covalently 

attached to the substrates. Contrary to ubiquitination, which can lead to degradation of 

proteins through the 26S proteasome, the sumoylation appears to regulate protein-protein 

interactions, intracellular localization, and protection of some modified targets from the 

ubiquitin dependent degradation. The sumoylation is a cascade of three enzymatic steps 

involving different enzymes: the activation enzyme SUMO-E1 (SAE1/SAE2), the E2 enzyme 

for SUMO conjugation UBE2I (or UBC9), SUMO E3 ligases, and cleaving enzymes that can 

remove SUMO. 

UBE2I gene was first identified in 1996 and was mapped on chromosome band 16p13.3 

(Watanabe et al., 1996). The cDNA of human UBE2I (or hUBC9) contains an open reading 
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frame of 474 nucleotides encoding 158 amino acids. Seven transcripts have been described in 

humans according to Ensembl, only four in NCBI website. 

Initially regarded as a conjugating enzyme of ubiquitin, UBE2I was subsequently involved in 

sumoylation. UBE2I is able to directly recognize target proteins and catalyzes the formation 

of an isopeptide bound between the C-terminal glycine of SUMO and the ε-amino group of 

the targeted lysine (K). The SUMO conjugation is very specific in terms of targeted K 

residues, the majority of which are contained within a SUMO consensus motif defined by 

ΨKX(E/D), Ψ corresponding to an hydrophobic residue, X any amino acid and E/D is a 

glutamate or aspartate residue (Rodriguez et al., 2001). UBE2I has a central role in the 

process of sumoylation, interacting with almost all partners needed for sumoylation. 

UBE2I has been widely studied in carcinogenesis. Since many proteins involved in cell cycle 

regulation, proliferation, apoptosis and DNA repair are targets for sumoylation, changes in 

sumoylation could ultimately have an impact on cell growth, cancer development and 

response to drugs (Mo and Moschos, 2005). 

The expression of UBE2I has been studied during brain development in rats at mRNA and 

proteins levels (Watanabe et al., 2008). Analyses revealed that the expression of UBE2I and 

SUMO1 are regulated during development, with a higher expression of UBE2I in neuronal 

stem cells followed by a moderate expression in differentiated neurons at embryonic stage. In 

the adult brain, moderate expression was observed in subsets of neurons in hippocampus, and 

in pyramidal neurons of the cerebral cortex. These results suggest that SUMO-UBE2I system 

could be involved in the proliferation and differentiation of neuronal cells in the developing 

brain and in neuronal plasticity in the adult brain. 

In the present work, we explore the UBE2I gene, located in the autism susceptibility locus 

16p13.3, as a candidate gene in autistic disorder. 
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Methods 

Patient sample and control individuals 

The control group (n = 256) consisted of anonymous and unrelated French Caucasian persons, 

selected after an ethnic and medical questionnaire. They were subjects without signs of 

autistic disorder and mental retardation. The autistic patients (n = 182; aged from 4 to 38 

years old at the time of examination) were from the Child Psychiatry Unit of the Centre 

Hospitalier Regional Universitaire of Tours (France). They were unrelated and of French 

Caucasian descent. The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (fourth edition 

(DSM-IV) criteria were used by a team of practitioners to ascertain the diagnosis of autistic 

disorder (Petit et al., 1996). Diagnosis was completed by the Rimland test. Some patients 

were also assessed using the Autism-Diagnosis Interview (Lord et al., 1994) or the Childhood 

Autism Rating Scale (Schopler et al., 1980). The clinical investigation was completed by a 

behavior rating scale (BSE-R) (Barthélémy et al., 1997). Recognizable genetic diseases have 

been excluded by clinics and cytogenetics. The FRAXA mutation, tested by Southern blot, at 

the CGG repeat was excluded. The level of development was evaluated using classical tests 

(Brunet-Lezine test, EDEI-R). The degree of mental retardation was scored using DSM-IV 

criteria. Genomic DNA was extracted from leukocytes isolated from ethylenediamine 

tetraacetic acid anticoagulated blood using a classical protocol (Sambrook et al., 1989). 

Written consents were obtained from autistic patients (or parents) and from control 

individuals. This study protocol was approved by the local and National ethical committees 

(INSERM Project RBM 93045). 

 

Mutation screening and genotyping 
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Human UBE2I is a 16.21 kb gene located on 16p13, containing seven exons. Mutation 

screening in the UBE2I gene was performed by sequencing using Sanger method. Sequenced 

DNA fragments were obtained by seven separate PCR reactions using primers described in 

Table 1, designed according to Primer-BLAST software available on the NCBI website 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHomeAd). 

These primers are located in the untranslated regions or in the introns of the gene in order to 

also analyze the splice site consensus sequences. PCR were carried out using 50 ng of ADN 

in a final volume of 25 µl in the presence of 12.5 mM each dNTP, 1.5 mM MgCl2, 0.5 U Taq 

DNA polymerase with corresponding buffer 1X (Promega®), and 400 nM human UBE2I-

specific primers (see Table 1 for sequences). PCR amplifications were performed as 

previously described using specific melting temperature (Tm) (see Table 1). Initial 

denaturation was at 94°C for 5 min, followed by 35 cycles at 94°C for 30 s, Tm for 30 s and 

72°C for 30 s, with a final extension of 10 min at 72°C. PCR products were checked after 

migration on 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide before analysis. Two 

microliters of each PCR product were added to 1 µl of BigDye® Terminator (Applied 

Biosystems®) with 1.5 µl of buffer before sequencing performed on an ABI 3130xl Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems®). Results were analysed using SeqScape® Software (Applied 

Biosystems®). 

 

Statistics 

Allelic frequencies and genotype frequencies of autistic patients and control group were 

compared using a chi-square test. Transmission disequilibrium test was estimated using a chi-

square test confirmed by FBAT 2.0.3 (http://www.biostat.harvard.edu/~fbat/default.html) and 

Haploview 4.1 (http://www.broadinstitute.org/haploview/haploview) softwares for the 

validation of the respect of Hardy-Weinberg equilibrium. Haplotype blocks were delineated 
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using the Solid spine of Linkage Disequilibrium method implemented in Haploview 4.1. 

Comparison of haplotype frequencies between cases and controls was done by chi square test. 

Permutation tests with 10 000 permutations as well as test of conformity of genotype 

frequencies to Hardy-Weinberg equilibrium in both case and control samples were performed 

by Haploview 4.1. 

 

Results 

Mutation screening 

We screened the UBE2I gene coding sequence in 182 autistic patients. The seven exons of 

UBE2I gene, including flanking splice junction sequences, were sequenced. No mutation was 

found in patients. 

 

Association of single markers 

By sequencing the 182 autistic patients, fifteen polymorphisms were identified. Among these, 

thirteen were already described and were distributed throughout the gene, whereas the two 

unknown were located in the 5’ flanking region of UBE2I. All polymorphisms were screened 

in a control population of 256 individuals. All the genotyped polymorphisms were in Hardy-

Weinberg equilibrium. 

The unknown polymorphisms present in the 5’ flanking region in autistic patients were also 

found in the control group and were evaluated for association. Comparison of allele 

frequencies between cases and controls using chi square test revealed significant differences 

(p < 0.05) for two polymorphisms: rs5815088 (p = 0.0473) and rs8063 (p = 0.0179) (Table 2). 

 

Association of genotypes 
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Comparison of genotype frequencies for each polymorphism detected between cases and 

controls using chi square test revealed a strongly associated genotype for rs8063 

polymorphism (p = 0.0056) (Table 3). Indeed we found a frequency of AG heterozygous from 

55.5% in our autistic population against only 40.2% in controls leading to a frequency of 

major GG genotype from 52.7% in our controls to only 37.9% in our patients with autism. 

Other genotypes were not significantly associated with our autistic population (p > 0.05). 

 

Transmission disequilibrium test 

Highlighting the association between the rare A allele of rs8063 polymorphism and our 

population of autistic patients has prompted us to conduct a transmission disequilibrium test. 

A total of 50 trios was genotyped, resulting in exploitation of 37 informative families. 

Haploview results confirmed the Hardy-Weinberg equilibrium (p = 0.3686). The rare A allele 

is more often transmitted (57.5%) that untransmitted (42.4%) but the results do not highlight a 

significant transmission disequilibrium of the rare allele to children with autism (p = 0.3841) 

(table 4). 

 

Association of haplotypes 

Pair-wise linkage disequilibrium was calculated between all pairs of markers using Haploview 

(Figure 1). 

Tests of haplotypic association were carried out even though markers were individually 

negative and did not show a trend for significant association. We found three haplotype 

blocks across the observed chromosome fragment, based on solid spine of linkage 

disequilibrium method (Figure 1): block 1 (c.-705C>T and rs8046903); block 2 (rs6600134; 

rs5815088; rs12920764; rs6600135; rs8047332; c.-225C>T; rs12102342; rs12102374; 

rs4984806 and rs4610) and block 3 (rs909916; rs909917 and rs8063). Statistically significant 
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differences in haplotype block frequencies were observed between cases and controls in 

blocks 2 and 3 (Table 5). 

 

Discussion 

In the current study we tested the hypothesis that a genetic variation in a sumoylation gene is 

associated with autism. To our knowledge, it is the first study investigating the UBE2I gene 

sequence in a neurodevelopmental disorder. 

Complex causative mechanisms are thought to underlie autistic disorder such as 

environmental factor, genetic predisposition, and structural and functional brain 

abnormalities. Highly complex interactions between all these pathways make the 

understanding of autism extremely difficult. 

The genetic basis of autistic spectrum disorder is supported by data from twin and family 

studies: the most compelling evidence for high heritability is the greater than 50 % 

concordance rate for monozygotic twins relative to an approximately 3 % concordance for 

dizygotic twins (Lord et al., 2000), which also suggests multiplicative genetic effects in which 

more than one and probably more than two genes contribute in concert to the high risk for 

monozygotic twins. 

The effect of the sumoylation system on neurodevelopmental mechanisms has recently gained 

considerable attention, and among all the genes of sumoylation pathway UBE2I was the 

subject of special attention because of its key role in this particular pathway. Recent studies 

revealed a decreased expression of UBE2I during differentiation of neural stem cells in 

neurons (Watanabe et al., 2008), highlighting a potential role in this major step of neural 

development. 
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A sequence screening of the seven exons of UBE2I revealed no coding mutation in the autistic 

group. However two polymorphisms were also found the 5’ flanking region included in exon 

1 of UBE2I, not yet described in literature nor in databases. They were included in our 

association analysis, in addition of the thirteen known polymorphisms present in our 

populations. 

Chi square test revealed two SNPs to be associated with autism (p < 0.05) (Table 2). In the 

first case (rs5815088), the major allele of polymorphism was overrepresented in the autistic 

group, whereas for the second polymorphism (rs8063) the overrepresented allele was the 

minor allele. Both associations were no significant after applying multiple corrections by 

permutation tests (n = 10 000 permutations, data not shown). Nevertheless, polymorphism 

rs8063, with was the most strongly associated, showed also a significant association of its GA 

genotype with our autistic population (p = 0.0056, table 3). 

Two haplotype-level associations were found (Table 5). A risk haplotype CGCACCAGCA of 

the second block containing SNP rs5815088 was observed more frequently in cases (2.9 %) 

as compared to controls (only 0.5 %) (p = 0.0188). A second risk haplotype CGA in the third 

block containing SNP rs8063 was highly associated with the autistic group (p = 0.0019), as it 

was more frequently observed in cases (24.7 %) compared to controls (16.4 %). After 

multiple comparisons by permutation tests (n = 10 000 permutations), haplotypic association 

with the second block became non significant but association with CGA haplotype of the third 

block remained strongly significant (χ2 = 9.635; p = 0.0074) (Table 6). 

The results of the present study might provide evidence for the role of a novel pathway in 

autism aetiology. However, further studies are required to confirm our initial association and 

to explain its exact nature. The potential functional consequences of the associated SNPs 

remain unknown at the moment. The associated SNP lies within the 3’ flanking region, so no 

direct change in amino acid sequence may be predicted. However, considering their 
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conserved nature, it is possible that they are linked to a nearby functional polymorphism or 

act as regulatory elements in RNA splicing or expression. 

 

Conclusion 

According to the results of the current study, variations in UBE2I gene might play a role in 

pathophysiology of autism. However, further studies are required to reveal the nature of this 

finding. 
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Figure 1 

Schematic representation of the chromosome 16 region where UBE2I gene is located with the 

location of the genotyping polymorphisms. 

The Haploview generated output of LD analysis is shown. Marker to marker D’ statistics are 

shown with LD blocks defined as solid spine of LD with a D’ > 0.8. Marker pairs in complete 

LD are indicated by an empty box. 
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Table 1 

Primers and conditions for polymerase chain reaction (PCR) 

Exons Primer Sequences (5’-3’) PCR size (base pairs) Tm 

1F CCACTCAGGAAGCCCATC 
1 

1R AGGTGTGTGAGGTTCGTGG 
841 60°C 

2F GACGGCTTGCAAGAAGAGAG 
2 

2R AGGAGGGCTTCATTTCTGTG 
245 60°C 

3F GGTTCTTGGTGGTTTTGCTC 
3 

3R ATACTCCGCTCAGATCCCTG 
243 60°C 

4F CCCATCTCACCACGGTTTAT 
4 

4R GAGCTGGGAGGGAGTGAGAT 
237 60°C 

5F CTGCCTCCAAAAAGTGCTTC 
5 

5R TGGTCATTCTCTGTGGCTGA 
236 60°C 

6F AAACTGCTCACACCCGTCTT 
6 

6R GAGGACACAGGCTCACCCTA 
216 64°C 

7F GCCCTCTAACACGTCTCTTCTC 
7 

7R GGATTGGTTTGGCAAGAACT 
152 60°C 

 

 

 Table 2 

Association of single markers in UBE2I gene with autism. 

Name Pos chrs 16 Area 
Alleles 

(major/minor) 
MAF* 

case 
MAF* 
control 

Chi 
square 

P 
value 

HWE** 
p value 

c.-705C>T 1302002 5’ flanking region C/T 0,986 0,991 0,195 0,6589 1,0000 

rs8046903 1302012 5’ flanking region C/T 0,943 0,961 0,939 0,3326 0,8665 

rs6600134 1302039 5’ flanking region C/A 0,917 0,866 2,836 0,0922 0,2920 

rs5815088 1302084 5’ flanking region G/- 0,928 0,868 3,936 0,0473 0,3752 

rs12920764 1302188 5’ flanking region C/T 0,594 0,567 0,347 0,5560 1,0000 

rs6600135 1302200 5’ flanking region A/G 0,936 0,888 2,951 0,0858 1,0000 

rs8047332 1302296 5’ flanking region C/T 0,864 0,848 0,241 0,6233 0,3951 

c.-225C>T 1302385 5’ flanking region C/T 0,995 0,989 0,494 0,4823 1,0000 

rs12102342 1302557 5’ flanking region G/A 0,829 0,882 2,102 0,1471 0,5538 

rs12102374 1302560 
5’ flanking region 
(splice site) 

C/G 0,835 0,892 2,490 0,1146 0,7639 

rs4984806 1304282 intron C/T 0,856 0,870 0,180 0,6714 0,4048 

rs4610 1304366 
exon 3 (synonymous 
coding) 

A/G 0,831 0,846 0,304 0,5811 0,2702 

rs909916 1310304 intron C/T 0,912 0,881 1,829 0,1763 0,2558 

rs909917 1310310 intron G/C 0,912 0,877 2,278 0,1313 0,5057 

rs8063 1314819 3’ flanking region A/G 0,652 0,727 5,610 0,0179 0,0165 
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Table 3 

Genotype frequencies of UBE2I polymorphisms in autistic patients and in healthy controls. 

 

Distribution of genotypes, n (%) 
Name Genotype 

Autism Control 
Chi square P value 

c.-705C>T CC 72 (97.3) 212 (98.1) 
 CT 2 (2.7) 4 (1.9) 
 TT 0 (0.0) 0 (0.0) 

0,197 0,6572 

rs8046903 CC 71 (89.9) 203 (92.3) 
 CT 7 (8.9) 17 (7.7) 
 TT 1 (1.2) 0 (0.0) 

2,914 0,2329 

rs6600134 CC 65 (83.3) 168 (74.0) 
 CA 13 (16.7) 57 (25.1) 
 AA 0 (0.0) 2 (0.9) 

3,151 0,2069 

rs5815088 GG 65 (85.5) 169 (74.4) 
 G - 11 (14.5) 56 (24.7) 
 - - 0 (0.0) 2 (0.9) 

4,251 0,1194 

rs12920764 TT 30 (37.5) 68 (31.3) 
 TC 35 (43.7) 110 (50.7) 
 CC 15 (18.8) 39 (18.0) 

1,269 0,5301 

rs6600135 AA 69 (88.5) 168 (78.5) 
 AG 8 (10.2) 44 (20.6) 
 GG 1 (1.3) 2 (0.9) 

4,174 0,1241 

rs8047332 CC 60 (74.1) 152 (71.0) 
 CT 20 (24.7) 59 (27.6) 
 TT 1 (1.2) 3 (1.4) 

0,270 0,8738 

c.-225C>T CC 80 (98.8) 213 (97.7) 
 CT 1 (1.2) 5 (2.3) 
 TT 0 (0.0) 0 (0.0) 

0,337 0,5617 

rs12102342 GG 55 (69.6) 83 (78.3) 
 GA 21 (26.6) 21 (19.8) 
 AA 3 (3.8) 2 (1.9) 

1,983 0,3710 

rs12102374 CC 55 (69.6) 82 (80.4) 
 CG 22 (27.9) 18 (17.6) 
 GG 2 (2.5) 2 (2.0) 

2,844 0,2412 

rs4984806 CC 129 (81.7) 170 (76.9) 
 CT 28 (17.7) 49 (22.2) 
 TT 1 (0.6) 2 (0.9) 

1,245 0,5367 

rs4610 AA 115 (71.4) 178 (71.2) 
 AG 42 (26.1) 70 (28.0) 
 GG 4 (2.5) 2 (0.8) 

2,036 0,3614 

rs909916 CC 122 (83.0) 194 (76.4) 
 CT 24 (16.3) 58 (22.8) 
 TT 1 (0.7) 2 (0.8) 

2,460 0,2923 

rs909917 GG 122 (83.0) 194 (76.4) 
 GC 24 (16.3) 58 (22.8) 
 CC 1 (0.7) 2 (0.8) 

2,460 0,2923 

rs8063 GG 69 (37.9) 135 (52.8) 
 GA 101 (55.5) 103 (40.2) 
 AA 12 (6.6) 18 (7.0) 

10,366 0,0056 
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Table 4 

Transmission disequilibrium test of the rare A allele of rs8063 poymorphism in 50 french 

families considering the gender of the parents. 

 

 

 Transmitted Non-transmitted Total TDT p 
rs8063-A     
Paternal 7 6 13 0.7815 
Maternal 12 8 20 0.3711 

     
Total 19 14 33 0.3841 

 

 

 

 

Table 5 

Association of estimated haplotypes (Haploview) in UBE2I gene with autism. 

 

 Freq case Freq control Chi Square P Value 

Block 1 

CC 0.930  0.952 1.125 0.2889 
CT 0.057  0.039 0.923 0.3367 
TC 0.013  0.009 0.184 0.6678 
Block 2 

CGTACCGCCA 0.573  0.548 0.280 0.5968 
CGCATCGCCA 0.128  0.144 0.222 0.6374 
CGCACCAGCG 0.112  0.138 0.712 0.3987 
A-CGCCGCTA 0.077  0.117 1.951 0.1624 
CGCACCGCCA 0.019  0.010 0.739 0.3900 
CGCACCAGCA 0.029  0.005 5.521 0.0188 

CGTACTGCCA 0.007  0.011 0.241 0.6237 
Block 3 

CGG 0.655  0.713 3.504 0.0612 
CGA 0.247  0.164 9.635 0.0019 

TCA 0.095  0.110 0.521 0.4703 
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Table 6 

Results of multiple comparisons calculated by Haploview after correction of 10000 

permutations. 74 permutations out of 10 000 exceeded highest observed Chi square. 

 

Name Chi Square Permutation p-value 

Block 3: CGA 9.635 0.0074 
Block 2: CGCACCAGCA 5.521 0.1177 
Block 3: CGG 3.504 0.3486 
Block 2: A-CGCCGCTA 1.951 0.8305 
Block 1: CC 1.125 1.0000 
Block 1: CT 0.923 1.0000 
Block 1: TC 0.184 1.0000 
Block 2: CGTACCGCCA 0.28 1.0000 
Block 2: CGCATCGCCA 0.222 1.0000 
Block 2: CGCACCAGCG 0.712 1.0000 
Block 2: CGCACCGCCA 0.739 1.0000 
Block 2: CGTACTGCCA 0.241 1.0000 
Block 3: TCA 0.521 1.0000 
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Voici maintenant les résultats des études d’association et de déséquilibre de liaison menées 

sur le gène UBE2H. 

Article 3 : Caroline Michelle, Patrick Vourc’h, Catherine Barthélémy, Frédérique Bonnet-

Brillault, and Christian R. Andres (2009). Association study with UBE2H gene on 

chromosome 7q32 in autistic disorder. En préparation. 

Position du problème 

En 2003, notre équipe était déjà parvenue à démontrer l’association entre un polymorphisme 

du gène codant l’enzyme de conjugaison à l’ubiquitine UBE2H et un sous-groupe de patients 

autistes (Vourc’h et al., 2003). Le gène UBE2H est localisé en 7q32, à seulement 270 kb du 

marqueur D7S530 lié à l’autisme. 

Notre travail a donc débuté par un séquençage et une analyse minutieuse des sept exons 

d’UBE2H et de leurs régions introniques flanquantes. Deux nouveaux variants ont pu être 

détectés, et on ainsi fait l’objet d’une étude d’association. 

Résultats 

Étude des variants présents au sein des exons du gène UBE2H et de leurs régions introniques 

adjacentes 

Nous avons pu détecter au sein de notre population de patients autistes trois variants, dont 

deux n’avais jamais été répertoriés dans la littérature ni dans les bases de données. Tous les 

polymorphismes ont cependant été retrouvés dans notre population de témoins et une étude 

d’association a ainsi pu être menée. 

Étude d’association des polymorphismes et des haplotypes 

L’un des polymorphismes étudiés, c.433-54A>G localisé 54 pb en amont du début de l’exon 

7, présente un allèle associé de façon significative avec notre population autiste (p = 0,0121). 

L’association est observée également pour les génotypes des différents groupes (p = 0,0104), 

la proportion de génotypes hétérozygotes AG pour ce polymorphisme passant de 9,7 % dans 

notre population contrôle à seulement 3,4 % chez les patients autistes. 

En revanche l’étude des haplotypes n’a rien pu montrer de concluant. 
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Les résultats laissent pressentir une implication d’UBE2H dans le syndrome autistique, 

hypothèse qui sera explorée plus loin. 



174 

 

Association study with the UBE2H gene on chromosome 7q32 in autistic 

disorder 

Caroline Michelle
1
, Patrick Vourc’h

1,2
, Catherine Barthélémy

1,3
, Frédérique Bonnet-

Brilhault
1,3

, and Christian R. Andres
1,2

 

 

1- UMR INSERM U930, Université François-Rabelais, Tours, France 

2- Laboratoire de Biochimie et de Biologie Moléculaire, Hôpital Bretonneau, CHRU Tours, France 

3 - Explorations fonctionnelles et neurophysiologie en pédopsychiatrie, Hôpital Bretonneau, CHRU Tours, 

France 

 

 

Introduction 

Autistic disorder (MIM: 209850) is a severe neurodevelopmental disorder characterized by 

impairments in social interaction, deficits in communication, and restricted and stereotyped 

patterns of interests and behaviors (Rapin and Katzman, 1998). Twin and family studies have 

demonstrated that genetic factors are important in the aetiology of autistic disorder (Bailey et 

al., 1995; Lord et al., 2000). The mode of inheritance is probably complex, with several genes 

interacting. The estimated number of genes implicated in autistic disorder ranges from three 

(Pickles et al., 1995) to 15 (Risch et al., 1999). 

Mutations in the ubiquitin and ubiquitin-like systems were involved in several neurological 

disorders. Mutations in UBE3A gene (MIM: 601623), coding an E3 enzyme of ubiquitination, 

were discovered in patients with Angelman syndrome (Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 

1997). This syndrome is a neurodevelopmental disorder characterized by severe speech 

impairments, mental retardation, epilepsy, ataxia and dismorphic facial features (Robb et al., 

1989; Williams et al., 1995). Thirty percent of Angelman Syndrome patients have loss-of-

function mutations in UBE3A (Malzac et al., 1998; Fang et al., 1999). Full features of autistic 
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disorder are sometimes observed in Angelman Syndrome (Steffenburg et al., 1996). 

Furthermore, an ubiquitin conjugating enzyme gene, UBE2A, was mutated in a case of X-

linked mental retardation (Nascimento et al., 2006). Mental retardation is present in 75% of 

autistic patients and epilepsy in 33% (Rapin, 1997). 

In the present work, we explore the UBE2H gene, located in the autism susceptibility locus 

7q32, as a candidate gene in autistic disorder. 

 

 

Methods 

Patient sample and control individuals 

The control group (n = 256) consisted of anonymous and unrelated French Caucasian persons, 

selected after an ethnic and medical questionnaire. They were subjects without signs of 

autistic disorder and mental retardation. The autistic patients (n = 183; aged from 4 to 38 

years old at the time of examination) were from the Child Psychiatry Unit of the Centre 

Hospitalier Regional Universitaire of Tours (France). They were unrelated and of French 

Caucasian descent. The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (fourth edition 

(DSM-IV) criteria were used by a team of practitioners to ascertain the diagnosis of autistic 

disorder (Petit et al., 1996). Diagnosis was completed by the Rimland test. Some patients 

were also assessed using the Autism-Diagnosis Interview (Lord et al., 1994) or the Childhood 

Autism Rating Scale (Schopler et al., 1980). The clinical investigation was completed by a 

behavior rating scale (BSE-R) (Barthélémy et al., 1997). Recognizable genetic diseases have 

been excluded by clinics and cytogenetics. The FRAXA mutation, tested by Southern blot, at 

the CGG repeat was excluded. The level of development was evaluated using classical tests 

(Brunet-Lezine test, EDEI-R). The degree of mental retardation was scored using DSM-IV 

criteria. Genomic DNA was extracted from leukocytes isolated from ethylenediamine 
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tetraacetic acid anticoagulated blood using a classical protocol (Sambrook et al., 1989). 

Written consents were obtained from autistic patients (or parents) and from control 

individuals. This study protocol was approved by the local and National ethical committees 

(INSERM Project RBM 93045). 

 

Mutation screening and genotyping 

Human UBE2H is a 120 kb gene located on 7q32, containing seven exons. Mutation 

screening in the UBE2H gene was performed by sequencing using Sanger method. Sequenced 

DNA fragments were obtained by seven separate PCR reactions using primers described in 

Table 1, designed according to Primer-BLAST software available on the NCBI website 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHomeAd). 

These primers are located in the untranslated regions or in the introns of the gene in order to 

also analyze the splice site consensus sequences. PCR were carried out using 50 ng of ADN 

in a final volume of 25 µl in the presence of 12.5 mM each dNTP, 1.5 mM MgCl2, 0.5 U Taq 

DNA polymerase with corresponding buffer 1X (Promega®), and 400 nM human UBE2H-

specific primers (see Table 1 for sequences). PCR amplifications were performed as 

previously described using specific melting temperature (Tm) (see Table 1). Initial 

denaturation was at 94°C for 5 min, followed by 35 cycles at 94°C for 30 s, Tm for 30 s and 

72°C for 30 s, with a final extension of 10 min at 72°C. PCR products were checked after 

migration on 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide before analysis. Two 

microliters of each PCR product were added to 1 µl of BigDye® Terminator (Applied 

Biosystems®) with 1.5 µl of buffer before sequencing performed on an ABI 3130xl Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems®). Results were analysed using SeqScape® Software (Applied 

Biosystems®). 
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Statistics 

Allelic frequencies and genotype frequencies of autistic patients and control group were 

compared using a chi-square test. Haplotype block was delineated using the Solid spine of 

Linkage Disequilibrium method implemented in Haploview 4.1. Comparison of haplotype 

frequency between cases and controls was done by chi square test. Conformity test of 

genotype frequencies to Hardy-Weinberg equilibrium in both case and control samples was 

performed by Haploview 4.1. 

 

Results 

Mutation screening 

We screened the UBE2H gene coding sequence in 183 autistic patients. The seven exons of 

UBE2H gene, including flanking splice junction sequences, were sequenced. No mutation was 

found in patients. 

 

Association of single markers 

By sequencing the 183 autistic patients, three polymorphisms were identified. Among these, 

one was already described by our team (Vourc’h et al., 2001), located in exon 6 of UBE2H 

gene and later identified as rs12539800 polymorphism. The two other polymorphisms are 

located in flanking regions of exon 2 and exon 7, respectively named c.131+46C>T and 

c.433-54A>G. The three polymorphisms were screened in a control population of 256 

individuals. All the genotyped polymorphisms were also found in the control group and were 

in Hardy-Weinberg equilibrium, so they were evaluated for association. 

Comparison of allele frequencies between cases and controls using chi square test revealed a 

significant difference (p = 0.0121) for c.433-54A>G polymorphism, located just 54 

nucleotides upstream of exon 7 (Table 2). 
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We planned to reinforce this result by performing a transmission disequilibrium test, but the 

heterozygosity for this polymorphism is too rare to conduct this kind of test: among the 50 

trios of our bank, only 4 parents were found heterozygous, which does not have sufficient 

power to conclude on the potential for transmission disequilibrium (data not shown). 

 

Association of genotypes 

Comparison of genotype frequencies for each polymorphism detected between cases and 

controls using chi square test revealed a strongly associated genotype for the c.433-54A>G 

polymorphism (p = 0.0104) (Table 2). Indeed we found a frequency of AG heterozygous from 

9.7% in our control population against only 3.4% in autistic patients. 

Other genotypes were not significantly associated with our autistic population (p > 0.05). 

 

Association of haplotypes 

Pair-wise linkage disequilibrium was calculated between all pairs of markers using 

Haploview. 

Test of haplotypic association were carried out even though markers were individually 

negative and did not show a trend for significant association. We found one haplotype block 

based on solid spine of linkage disequilibrium method, containing rs12539800 and c.433-

54A>G polymorphism. No statistically significant differences in haplotype frequencies were 

observed between cases and controls (Table 3). 

 

Discussion 

Complex causative mechanisms are thought to underlie autistic disorder such as 

environmental factor, genetic predisposition, and structural and functional brain 
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abnormalities. Highly complex interactions between all these pathways make the 

understanding of autism extremely difficult. 

The genetic basis of autistic spectrum disorder is supported by data from twin and family 

studies: the most compelling evidence for high heritability is the greater than 50% 

concordance rate for monozygotic twins relative to an approximately 3% concordance for 

dizygotic twins (Lord et al., 2000), which also suggests multiplicative genetic effects in which 

more than one and probably more than two genes contribute in concert to the high risk for 

monozygotic twins. 

The effect of the ubiquitin system on neurodevelopmental mechanisms has recently gained 

considerable attention (Glessner et al., 2009). In the current study, we tested the implication 

of the ubiquitin conjugating enzyme UBE2H in autism. Its location inside the major 

susceptibility locus for autistic disorder (AUTS1) in 7q was a good indication of its potential 

involvement in the aetiology of autism. 

A sequence screening of the seven exons of UBE2H revealed no coding mutation in the 

autistic group. However two new polymorphisms were found in the flanking regions of exon 

2 and exon 7 of UBE2H, not yet described neither in literature nor in databases. They were 

included in our association analysis, in addition of the known polymorphism present in our 

populations. 

Chi square test revealed one polymorphism - c.433-54A>G - to be associated with autism (p = 

p = 0.012) (Table 2). In this case, the major allele of polymorphism was overrepresented in 

the autistic group. Association between this polymorphism and autism become stronger 

considering haplotype frequencies (Table 2, p = 0.010). However, haplotype-level association 

was not significant (Table 3). The transmission disequilibrium test could help strengthen the 

hypothesis of an association between this polymorphism and autism, but the studied cohort 
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should be expanded to reach a number of informative families high enough to achieve 

adequate statistical power. 

The rs12539800 polymorphism that was previously associated with autism (Vourc’h et al., 

2003) was not significantly associated with our larger population of autistic patients, but the 

reason for this difference may be that our larger population was more heterogeneous on the 

level of mental retardation than the population analyzed in the first study. 

 Further studies are required to confirm our association and to explain its exact nature. The 

potential functional consequences of the associated polymorphism remain unknown at the 

moment, as it lies within intronic region, so no direct change in amino acid sequence may be 

predicted. It is however possible that it is linked to a nearby functional polymorphism or acts 

as regulatory elements in RNA splicing or expression. 
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Tables 

 

Table 1 

Primers and conditions for polymerase chain reaction (PCR) 

Exons Primer Sequences (5’-3’) PCR size (base pairs) Tm 

1F GGGTGTTGCCACCTCCAC 
1 

1R AGGGCCCTTGCAGTGGTT 
250 63°C 

2F TGCCAGATACTGTAAAGCCTGT 
2 

2R TCTGCAGTCCAACTAAACTTGC 
247 61°C 

3F ATTTGGAGATGTAGTTCTGATG 
3 

3R CTGGCATTAATTACCTCCCC 
207 60°C 

4F CTGAAATTGTTTCCAGTACTG 
4 

4R AGAAACACTAATCATGAGCAG 
179 58°C 

5F AATTAGTTGCCAGATACATGC 
5 

5R AGGCAATGTCTCAACATCTC 
171 58°C 

6F GAACTTGCATTTCCCATGTG 
6 

6R TAATGACTGAAGCCCAACAG 
237 59°C 

7F AAGGTAAGTTTGAACCTCCGC 
7 

7R AGTCTGCTTCTCATGGTTAGG 
285 59°C 
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Table 2 

Genotype and allele frequencies of UBE2H polymorphisms in both autistic and control 

groups. 

 Autistic patients Controls (total) 
 Frequency (%) n Frequency (%) n 
c.131+46C>T     
Genotype     
GG 94.0 158 94.5 242 
GA 6.0 10 5.5 14 
AA 0.0 0 0.0 0 
Total 100.0 168 100.0 256 
   x2 = 0.044; p = 0.8331 
Allele     
G 97.0 326 97.3 498 
A 3.0 10 2.7 14 
Total 100.0 336 100.0 512 
   x2 = 0.043; p = 0.8355 
rs12539800     
Genotype     
GG 84.2 154 84.3 209 
GA 15.8 29 15.7 39 
AA 0.0 0 0.0 0 
Total 100.0 183 100.0 248 
   x2 = 0.001; p = 0.9728 
Allele     
G 92.1 337 92.1 457 
A 7.9 29 7.9 39 
Total 100.0 366 100.0 496 
   x2 = 0.001; p = 0.9740 
c.433-54A>G     
Genotype     
GG 96.6 168 90.3 364 
GA 3.4 6 9.7 39 
AA 0.0 0 0.0 0 
Total 100.0 174 100.0 403 
   x2 = 6.558; p = 0.0104 
Allele     
G 98.3 342 95.2 767 
A 1.7 6 4.8 39 
Total 100.0 348 100.0 806 
   x2 = 6.293; p = 0.0121 
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Table 3 

Association of estimated haplotypes (Haploview) in UBE2H gene with autism. 

 Freq case Freq control Chi Square P Value 

Block 

AG 0.903 0.888 0.490 0.4841 
GG 0.079 0.079 0.002 0.9674 
AA 0.018 0.034 1.947 0.1629 
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Expression d’UBE2H et neurogénèse 

Article 5 : Caroline Michelle, Gaëlle Bouchez, Thibault Kervarrec, Julien Colas, Agathe 

Paubel, Patrick Vourc’h, Christian R. Andres (2009). UBE2H expression and neurogenesis. 

En préparation. 

Position du problème 

Les résultats obtenus nous avaient permis de conclure à une association de l’allèle G du 

polymorphisme rs12539800 de l’exon 6 d’UBE2H avec un premier sous groupe de patients 

autistes (Vourc’h et al., 2003). Puis nous avons observé une association avec un 

polymorphisme situé à 4310 pb dans un autre sous groupe de patients (Michelle et al., en 

préparation, manuscrit 3). 

Il nous paraissait indispensable de connaître la façon dont UBE2H pouvait intervenir dans la 

physiopathologie de l’autisme. Des études des profils d’expression d’UBE2H ont donc été 

menées ainsi que des études in vitro mettant en jeu les effets du TNF-alpha. En effet la 

publication de Li et al., (2003) soulignait l’effet du TNF-α sur la surexpression d’UBE2H 

dans le muscle. Par ailleurs, il a pu être mis en évidence un effet inhibiteur du TNF-α sur la 

croissance et la ramification des neurites (Bessis et al., 2005) ainsi que sur la différentiation 

neuronale (Liu et al., 2005). Le TNF-α semble de plus induire la mort cellulaire des neurones 

dans des cultures de cellules souches neurales (Liu et al., 2005). Il était donc intéressant de 

chercher s’il existait une corrélation entre la modification de morphologie des neurones sous 

l’effet du TNF-α et la variation de l’expression d’UBE2H. 

Résultats 

Étude du profil d’expression d’UBE2H au cours du développement dans le 

cerveau de rat 

Nous avons tout d’abord constaté une évolution de l’expression cérébrale d’UBE2H au cours 

du développement chez le rat, avec un pic d’expression au cours de la cinquième semaine 
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post-natale, ce qui suggère un rôle éventuel lors de la maturation neurale du SNC. Nous avons 

cherché à approfondir cette observation par l’étude de l’expression d’UBE2H au cours de la 

différenciation des cellules neurales en neurones. 

Étude du profil d’expression d’UBE2H au cours de la différenciation des 

cellules souches neurales 

Les résultats de RT-qPCR montrent une diminution de l’expression du gène UBE2H au cours 

de la différenciation neuronale, ce qui suggère un rôle préférentiel d’UBE2H lors de la 

prolifération des cellules souches neurales. 

Effet du TNF-alpha sur l’expression d’UBE2H dans des cultures de cellules 

souches neurales en différenciation 

Les CSN ont été exposées à 4 concentrations différentes de TNF-α (0, 10, 50 ou 100 ng/ml) 

durant 2 temps d’exposition possibles : 16 heures et 3 jours. Pour chaque condition testée, une 

étude de RT-PCR quantitative et une étude immunocytochimique sont menées en parallèle. 

Variation de l’expression d’UBE2H sous effet de l’exposition au TNF-α 

On observe une diminution de l’expression d’UBE2H au cours de la différenciation 

neuronale, en absence de TNF-α, après 3 jours de différenciation. De même l’expression 

d’UBE2H semble diminuée après une exposition de 16 heures à 100 ng/ml de TNF-α. En 

revanche une exposition de 3 jours au TNF-α semble permettre une augmentation de 

l’expression d’UBE2H de façon dose-dépendante. On notera qu’après 6 jours d’exposition à 

50 ng/ml de TNF-α toutes les cellules sont mortes. 

Taille du plus long prolongement cellulaire sous l’effet du TNF-α 

La réalisation des tests de Student et de Mann Whitney ne met en évidence aucune différence 

significative entre les prolongements obtenus à l’exception des cultures TNF0 (donc sans 

ajout de TNF-α) après 3 jours d’exposition par rapport aux autres cultures à 3 jours (p = 0,005 

avec le test de Student). On peut donc conclure qu’après 16 heures d’exposition l’effet du 

TNF-α semble négligeable alors qu’au bout de trois jours d’exposition il semble inhiber le 

développement des neurites. 
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Le nombre de neurosphères 

Aucune différence significative ne peut être mise en évidence par le test de Student, mais il 

semble cependant que le nombre de neurosphères ait tendance à diminuer après trois jours de 

différenciation, soulignant la sortie progressive des neurones différenciés de ces neurosphères. 

Corrélation avec le niveau d’expression d’UBE2H 

Si on tente d’associer ces résultats à ceux concernant l’effet du TNF-α sur la différenciation 

des cellules souches neurales en neurones, on ne peut significativement rien conclure après 16 

heures d’exposition, mais on peut par contre émettre l’hypothèse d’un rôle de la diminution de 

l’expression d’UBE2H au cours de la différenciation neuronale qui favoriserait la croissance 

des neurites, tandis que l’exposition prolongée au TNF-α limiterait cette croissance neuritique 

par la stimulation de l’expression d’UBE2H. 

On peut ainsi avancer que l’expression d’UBE2H empêcherait la différenciation neuronale. 

Étude in vitro des effets d’une surexpression d’UBE2H sur des cultures de 

cellules souches neurales 

Nous avons poursuivi cette étude par l’observation des effets d’UBE2H sur les CSN. Les 

résultats obtenus lors de l’étude du profil d’expression laissaient penser à un rôle 

particulièrement lors de la phase de prolifération des CSN. Une surexpression de la protéine 

UBE2H a ainsi été réalisée dans des cellules souches neurales pour observer les effets sur la 

prolifération les cellules neurales obtenues en présence de bromodésoxyuridine (BrdU). 

La surexpression d’UBE2H par les CSN est associée à une augmentation significative du 

nombre de cellules marquées au BrdU, et donc à une prolifération plus importante des CSN. 

Le gène UBE2H apparaît donc comme un gène favorisant la prolifération des CSN. 
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Introduction 

Ubiquitination is characterized by a rapid and reversible post-translational covalent fixation of 

ubiquitin (Ub) onto proteins. The ubiquitination of proteins requires three types of enzymes. 

First, ubiquitin-activating enzymes E1 form a thioester bond with ubiquitin in an ATP-

dependent reaction. Second a member of the ubiquitin-conjugating enzyme family E2 (or 

Ubc) carries ubiquitin and transfers it either directly to the substrate protein or to a third type 

of enzyme, the ubiquitin ligase E3. 

This mechanism, which is part of the specific protein degradation pathway by the 26S 

proteasome, plays an important role in the regulation of protein levels in mammalian cells. In 

addition it has an impact on many cellular functions such as DNA repair, transcription, signal 

transduction, endocytosis and sorting and histone modifications, which modulate chromatin 

structure. 

Ubiquitin-mediated proteolysis plays also a crucial role in neuronal development and 

maintenance of postmitotic neurons, as well in vivo (Flann et al., 1997) as in vitro on rat PC12 
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cells (Obin et al., 1999). Many studies indicate that ubiquitination and ubiquitin-dependent 

proteolysis are respectively positive and negative regulators of neurite outgrowth (Obin et al., 

1999; Takada et al., 1994; Hondermarck et al., 1992; Maufroid et al., 1996). 

Among E2 family members, UBE2H, located in locus 7q32, corresponds to the Human UBC8 

homologous of Saccharomyces cerevisiae. UBE2H is composed of two functionally 

independent domains, including an N-terminal part with the classical functions of ubiquitin 

conjugation, and a C-terminal domain that interacts with the substrate (Kaiser et al., 1995). 

The Kaiser team was also the first to describe the complex pattern of expression of UBE2H 

with identification of at least five different transcripts in the human placenta (Kaiser et al., 

1994). 

UBE2H is constitutively expressed in human skeletal muscle and heart, in the murine limb 

muscles and in myotubes in culture (Li et al., 2003). Its expression is also increased in muscle 

by TNF-alpha (Li et al., 2003). UBE2H is known to act on histones and cytoskeletal proteins. 

It has been demonstrated in vivo that UBE2H was capable of histone H2A ubiquitination 

independently of E3 enzyme (Kaiser et al., 1994). 

Regarding its functional role, it affects different areas. UBE2H has been involved in erythroid 

differentiation (Wefes et al., 1995). It has also been described that the accumulation of high 

levels of certain enzymes of the ubiquitin conjugation pathway including UBE2H was 

specific to breast cancer, since, otherwise no quantitative change could be detected in tissue 

extracts of primary colon cancer (Chen and Madura, 2005). UBE2H has also recently been 

heavily involved in the etiology of hepatocellular carcinoma (Keng et al., 2009). Finally, 

given its physical location and function, the involvement of UBE2H has been reported by our 

team in the autistic disorder and an association could be demonstrated with a silent 

polymorphism in exon 6 of UBE2H (Vourc’h et al., 2003). However, no association could be 

established between UBE2H and amyotrophic lateral sclerosis (Martin et al., 2008). 
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Concerning neuronal development and ubiquitin conjugation system, P. Kavakebi et al. 

(2005) have shown that down-regulation of UBE2B mRNA in PC12 cells leads to a reduction 

of neuronal growth factor (NGF)-induced neurite length; moreover, in vitro pharmacological 

inhibition of ubiquitin-dependent protein degradation seems to significantly reduce axonal 

length and branching of adult sensory neurons. More broadly, in Drosophila, ubiquitin-

dependant mechanisms may regulate the synaptic development. 

All these results underscore the importance of ubiquitination mechanism in neuronal 

differentiation and the role of UBE2H in this pathway deserves to be clarified. 

 

Methods 

 

1. Neural stem cells (NSC) culture 

The embryos of Wistar rats after 14 days of gestation were taken and preserved in an HBSS 

medium (well-balanced salt solution of Hanks-Gibco) before dissection. To generate the 

NSCs, brain cells were mechanically dissociated and cultured in a chemically defined 

proliferation medium composed of Neurobasal-A medium (Invitrogen), added of 100 U/ml of 

penicillin and streptomycin. The medium was supplemented with EGF (20 ng/ml), bFGF (20 

ng/ml), L-glutamine (2 mM) and B27. Dissociated NSCs were plated in culture flasks in the 

defined media together with the growth factors, and incubated at 37°C, CO2 5 %. NSC 

proliferated forming cellular aggregates called neurospheres. 

Neuronal Differentiation of the NSC was obtained after neurospheres dissociation. Cell 

suspension was then added to 24 well plates containing 500 ml of neural differentiation 

medium (Neurobasal-A medium supplemented with N2, L-glutamine 2 mM, bFGF 20 ng/ml, 

and penicillin and streptomycin 100U/ml). 
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2. Reverse Transcription and real-time quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) 

Total RNA was extracted from cultured cells using TRIzol® method (Invitrogen) described 

Chomczynski and Sacchi (1987). 10 µl aliquots of the products were run on a 1.2 % agarose 

Tris–acetate gel containing 0.05 µg/ml ethidium bromide to control sample quality. The 

products were visualized through a UV transilluminator, captured in a digital format using 

Quantity One software (Bio-Rad Laboratories) on a PC computer. 

Aliquots (500 ng) of total RNA from the cells were reverse transcribed in the presence of 10 

U Superscript II revert transcriptase, 1 mM dNTP, 10 mM dithiotreitol (DTT) (Invitrogen), 

during 45 min at 42°C before revert transcriptase distortion at 92°C 5 min. 

Real-time quantitative PCR amplification was performed using standard procedure with Taq 

Polymerase. Aliquots of cDNA equivalent to 10 ng of total RNA were amplified in 25 µl 

reactions containing 12,5 µl of Platinium SYBR green qPCR SuperMix UDG (Invitrogen) 

and 3.5 pmol of each primer. The PCR primers specific to each transcript were as follows: 

GAPDH (control) forward (F) 5’ctgcaccaccaactgcttag3’, reverse (R) 5’gtcttctgggtggcagtgat3’ 

and UBE2H (F) 5’ggactcaatgaatttgttgtcaa3’, (R) 5’tggaccttcctgataaataccct3’. These specific 

primers were designed using the Primer3Plus software (Steve Rozen and Helen J. Skaletsky 

(2000) Primer3 on the WWW for general users and for biologist programmers. In: Krawetz S, 

Misener S (eds) Bioinformatics Methods and Protocols: Methods in Molecular Biology. 

Humana Press, Totowa, NJ, pp 365-386). 

PCR was performed using the following thermal profile: 5 min at 94°C; 30 sec at 94°C, 

30 sec at Tm, 30 sec at 72°C, for 30 cycles; 10 min at 72°C, and finally a soak at 4°C. 10 µl 

aliquots of the amplified products were run on a 1.2 % agarose Tris–acetate gel containing 

0.05 µg/ml ethidium bromide. The products were visualized through a UV transilluminator, 

captured in a digital format using Quantity One Gel Analysis software (Bio- 

Rad Laboratories) on a PC computer. 
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Expression level of UBE2H gene was determined by the method of 2-∆∆Ct, with ∆∆Ct = ∆Ct 

time 1 - ∆Ct time 0 (time 0 = neurosphere and time 1 = J+2 or J+7). ∆Ct was obtained with regard 

to the gene of standardization GAPDH (∆Ct=Ct UBE2H gene in time t - Ct GAPDH gene in 

time t). 

 

3. Effect of TNF-alpha on the expression of UBE2H in cultures of neural stem cell in 

differentiation 

NSC was exposed to 4 different concentrations of TNF-α (0, 10, 50 or 100 ng/ml) for 2 

possible exposure times: 16 hours and 3 days. For each condition tested, a study by RT-PCR 

and immunocytochemical studies are conducted in parallel. The study of RT-PCR allows 

highlighting the variation of UBE2H expression, while immunocytochemical study allows us 

to observe the effects on the morphology of neuronal cells obtained. 

 

4. Cloning of the coded sequence of UBE2H in the plasmid pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO 

The total RNA of frontal cortex of an adult rat brain was extracted with TRIzol. 1 �l of RNA 

was reverse-transcribed in a final volume of 50 µl containing 100 ng/µl hexamers (Promega), 

0,1 million dithiotréitol, 1 nM of dNTP, buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.5) , 100 mM NaCl, 

0.1 mM EDTA, 1 mM DTT), and 1 �l superscript TM II (Reverse Transcriptase, Invitrogen). 

The PCR amplification of UBE2H coding sequence was carried out in 1X AccuPrimeTM 

buffer containing AccuPrimeTM DNA polymerase (Invitrogen) and specific primers UBE2H-

F 5’-tgacagacgggccaaggagg-3’ and UBE2H-R 5’-attagagtctgcttctcatggttagg-3’. 

The TA cloning has been achieved by mixing purified PCR product in saline buffer with 

pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO® plasmid. Competent Escherichia coli (TOP10) were transformed 

by this product for amplification. 
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5. Preparation and analysis by sequencing DNA plasmid 

Plasmidic DNA was extracted using the Wizard Plus kit (Promega). Purified DNA was 

sequenced to check the orientation and the lack of mutation. The sequencing used was based 

on the general principle of the Sanger method (capillary sequencer Applied 3130xl). 

 

6. Transfection of NSC and study of the proliferation 

Neurospheres were separated by treatment with Accumax and pipetting. Cells were 

transfected by electroporation (Amaxa system®) and cultivated for 2 days in proliferation 

medium. The second-generation of neurospheres obtained after 2 days of proliferation has 

been separated before sowing in differentiation medium (described in 2.1.) containing 

20ng/ml of bFGF during 24 hours. 

The proliferation study was carried out by adding 10 µM BrdU during proliferation of NSC. 

48 hours after addition of BrdU, cells were fixed in 4% paraformaldehyde, 4°C for 30 min. 

Revelation of the presence of BrdU in nuclear DNA of cells was performed by 

immunocytochemistry. Cells were subjected to treatment with hydrochloric acid 2 M for 1 h, 

then in borate buffer 0.1 mol/L, pH 8.5 for 30 min. They were incubated 12 h at 4°C with an 

anti-BrdU (Sigma, 1:200) before being washed 4 times with PBS for 5 minutes, then 

incubated with secondary antibody for 2 h with slow stirring. The secondary antibody was 

coupled to cyanine 3 (red fluorescence). After three successive washes with PBS for 5 min, 

cells were covered with a drop of Vectastain supplemented with DAPI (Di Aminido Phenyl 

lndol). Cells were observed in inverted microscope. 10 fields (objective 40x) were analyzed in 

3 independent experiments for each condition (control, UBE2H). 

 

Results 
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1. Expression profile of UBE2H during development in rats  

We sought to describe the expression profile of UBE2H in the brain during development in 

rats (first 12 weeks postpartum) (figure 1). The results highlight a peak of expression during 

the fifth week postpartum, suggesting a possible role of UBE2H in the neural maturation of 

the CNS. 

We intend to explore this observation by studying UBE2H expression during the 

differentiation of neural cells. 

 

2. Gene expression of UBE2H during the differentiation of neural stem cells 

RT-qPCR results using the method 2-∆∆Ct (with ∆Ct = Ct gene interest - Ct gene GAPDH) on 

a range of 10 embryos showed a decreased expression of UBE2H gene during neural 

differentiation (figure 2), suggesting a preferential role of UBE2H during the proliferation of 

neural stem cells. 

 

3. Functional study of UBE2H in neural stem cells 

 

3.1. Effect of TNF-alpha on the expression of UBE2H during differentiation of cultured 

neural stem cells 

NSC was exposed to four different concentrations of TNF-α (0, 10, 50 or 100 ng/ml) during 

two possible exposure times: 16 hours or 3 days. For each condition tested, RT-PCR and 

immunocytochemical studies were conducted in parallel, exploring the variation in UBE2H 

expression and the effects on the morphology of obtained neuronal cells, respectively. 

  

3.1.1. Variation of UBE2H expression under effect of exposure to TNF-α 
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A decreased expression of UBE2H during neuronal differentiation is observed in the absence 

of TNF-α after 3 days of differentiation (figure 3). Similarly, the expression of UBE2H seems 

to be diminished after 16 hours exposure to 100 ng/ml TNF-α. However exposure of 3 days to 

TNF-α appears to allow an increased expression of UBE2H in a dose-dependent manner. Note 

that after 6 days exposure to 50ng/ml of TNF-α, all cells died (data not shown). 

 

3.1.2. Size of the longest neurite under the effect of TNF-α 

Student and Mann Whitney tests do not show any significant difference in the neurite length 

except for TNF0 cultures (without addition of TNF-α) after 3 days of exposure compared to 

other cultures after 3 days of exposition (p = 0.005 with the Student test) (figure 4). 

We can therefore conclude from these results that, after 16 hours of exposure the effect of 

TNF-α appears to be negligible, while after three days of exposure it appears to inhibit the 

development of neurites. 

 

3.1.3. The number of neurospheres 

No difference can be significantly highlighted by the Student test concerning the average 

number of neurospheres between each condition. However it seems that the number of 

neurospheres decreases logically after three days of differentiation, emphasizing the 

progressive output of these differentiated neurons from neurospheres. 

 

3.1.4. Correlation with UBE2H expression 

Combining these results with those concerning the effect of TNF-α on differentiation of 

neural stem cells into neurons, we cannot conclude anything after 16 hours of exposure, but 

can contrariwise hypothesize a role of UBE2H decreased expression during neuronal 
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differentiation that favors the growth of neurites, while prolonged exposure to TNF-α limit 

neurite growth by stimulating the expression of UBE2H. 

 

3.2. Effects of UBE2H overexpression on cultured neural stem cells 

Expression pattern of UBE2H seemed to indicate a particular role during the proliferation 

phase of NSC. Overexpression of UBE2H in neural stem cells allows observing the effects on 

the proliferation of neural cells obtained in the presence of bromodeoxyuridine (BrdU) (figure 

6).  

Overexpression of UBE2H by the NSC is associated with a significantly increased number of 

BrdU-labeled cells, and thus with a greater proliferation of NSC. We can hypothesis that 

UBE2H gene is therefore a gene promoting proliferation of NSC. 

 

Discussion 

 

Mutations in genes involved in ubiquitination have already been implied in a few human 

disorders, and particularly mutations in ubiquitin ligase genes (UBE3A for Angelman 

syndrome (OMIM 105830), PARK2 for familial early-onset Parkinson’s disease (OMIM 

600116), MGNR1 for spongiform neurodegeneration, SIMPLE for Charcot-Marie-Tooth 

disease(OMIM 302800), NHLRC1 for Lafora disease (myoclonus epilepsy, OMIM 254780), 

MID1 for Opitz G/BBB Syndrome (OS, MIM 300000), TOPORS for autosomal dominant 

retinitis pigmentosa (OMIM 609923), VHL for von Hippel-Lindau disease (OMIM 193300), 

CUL7 for 3-M syndrome (intrauterine growth retardation, OMIM 273750), TRIM32 for 

autosomal recessive Bardet-Biedl syndrome type 11 (OMIM 209900) and for Limb-girdle 

muscular dystrophy type 2H (OMIM 254110), AIRE for autoimmune polyendocrinopathy 
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syndrome type 1 (OMIM 240300), UBE2A for X-linked mental retardation (OMIM 312180). 

All these pathologies underlight the importance of ubiquitin pathway in cell. 

To understand the mechanism by which this enzyme can cause neurodevelopmental 

abnormalities, we first observed the expression profile of UBE2H during neural 

differentiation. The increase of UBE2H gene expression during the fifth week postpartum in 

rat brain suggests a possible role of UBE2H in the neural maturation of the CNS. UBE2H 

expression during the differentiation of neural cells showed a decreased expression of UBE2H 

gene, suggesting a preferential role of UBE2H during the proliferation of neural stem cells. 

The study of Li et al. (2003) emphasized the effect of TNF-α on UBE2H overexpression in 

muscle. Furthermore, in vitro studies have demonstrated the inhibitory effect of TNF-α on 

neurite growth and branching (Bessis et al., 2005) as well as on neuronal differentiation (Liu 

et al., 2005). TNF-α seems to induce cell death of neurons in cultures of neural stem cells (Liu 

et al., 2005). It was therefore interesting to see whether there was a correlation between the 

change in morphology of neurons under the effect of TNF-α and the variations in the 

expression of UBE2H. 

A decreased expression of UBE2H during neuronal differentiation is observed in the absence 

of TNF-α after 3 days of differentiation. Similarly, the expression of UBE2H seems to be 

diminished after 16 hours exposure to 100 ng/ml TNF-α. However exposure of 3 days to 

TNF-α appears to allow an increased expression of UBE2H in a dose-dependent manner. 

After 3 days of differentiation neurite lengths were significantly higher without addition of 

TNF-α compared to other cultures exposed to TNF-α (p = 0.005), indicating that after 16 

hours of exposure the effect of TNF-α appears to be negligible, while after three days of 

exposure it appears to inhibit the development of neurites. 

The purpose of this study was to show if, as demonstrated in the muscle, TNF-α was able to 

induce overexpression of UBE2H in neural stem cell differentiation, if this variation of 
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expression was dependent on the concentration and exposure time of TNF-α, and if the 

expression of UBE2H could be directly correlated with the modified morphology of obtained 

neurons. 

Combining these results with those concerning the effect of TNF-α on differentiation of 

neural stem cells into neurons, we cannot conclude anything after 16 hours of exposure, but 

can contrariwise hypothesize a role of UBE2H decreased expression during neuronal 

differentiation that favors the growth of neurites, while prolonged exposure to TNF-α limit 

neurite growth by stimulating the expression of UBE2H . 

We can thus assume from this study that the expression of UBE2H prevents neuronal 

differentiation. 

Finally expression pattern of UBE2H seemed to indicate a particular role during the 

proliferation phase of NSC. Overexpression of UBE2H by the NSC significantly increased 

the proliferation of NSC. We can also hypothesis that UBE2H gene is therefore a gene 

promoting proliferation of neural stem cells. By its capacity to monoubiquitinate H2A and 

H2B histones, UBE2H may cause inhibition of gene expression. It seems likely from our 

results that the expression of UBE2H in neural stem cells is associated with inhibition of 

genes of neuronal differentiation (neurogenin for example), thereby promoting cell 

proliferation. 

 

Conclusion 

 

All these results suggest an important role for UBE2H during neurogenesis. Our results 

showed that not only UBE2H promotes proliferation of NSC but also prevents neuronal 

differentiation. 
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UBE2H protein, like other enzymes of the ubiquitin pathway, is involved in ubiquitination of 

histone. Therefore, epigenetic mechanisms involved in neurogenesis could have an important 

role in the aetiology of disease affecting the development of central nervous system in 

general, and mental deficiencies in particular. 

Given these results we can hypothesis a possible role of UBE2H in the differentiation of 

neuronal cells. In 2003, our team observed an association between a polymorphism of 

UBE2H and a group of autistic patients (Vourc’h et al., 2003). Our results suggest that the 

involvement of UBE2H could occur very early during brain development, altering the neural 

maturation of central nervous system. UBE2H also appears as a potential candidate in other 

neurodevelopmental disorders such as mental retardation. 
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Figure 1: expression profile of UBE2H gene during the first 12 weeks postpartum in rat brain 

(n = 4). Error bars represent standard deviations of the mean. 
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Figure 2: Relative gene expression profile of UBE2H (compared to GAPDH expression) 

during the differentiation of NSC from rat embryos (n = 10), at neurosphere stage and after 2 

and 7 days of differentiation. 

 

 

Figure 3: Variations of UBE2H expression under effect of exposure to TNF-α. TNF0 = 

culture in the absence of TNF-α, TNF10 = culture in the presence of 10 ng/ml of TNF-α, 

TNF50 = culture in the presence of 50 ng/ml of TNF-α, TNF100 = culture in the presence of 

100 ng/ml of TNF-α. 
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Figure 4: Size of the longest neurite under the effect of TNF-α. TNF0 = culture in the 

absence of TNF-α, TNF10 = culture in the presence of 10 ng/ml of TNF-α, TNF50 = culture 

in the presence of 50 ng/ml of TNF-α, TNF100 = culture in the presence of 100 ng/ml of 

TNF-α. * P = 0.005 (Student test). 
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Figure 5: Average number of neurospheres per plate for different concentrations of TNF-α. 

TNF0 = culture in the absence of TNF-α, TNF10 = culture in the presence of 10 ng/ml of 

TNF-α, TNF50 = culture in the presence of 50 ng/ml of TNF-α, TNF100 = culture in the 

presence of 100 ng/ml of TNF-α. 
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Figure 6: UBE2H overexpression study on proliferation of NSC (a) transfected by pGFP or 

(b) co-transfected by pGFP and pUBE2H (Scale bar = 60 µm). (c) Percentage of BrdU+ cells 

after UBE2H overexpression from three independent experiments (* p < 0.05, Mann-Whitney 

test). 
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Étude du profil d’expression d’UBE2A au cours de la 

différenciation des cellules souches neurales 

Position du problème 

Les récentes découvertes de l’équipe de Nascimento concernant la présence d’une mutation 

stop responsable d’un syndrome de déficience mentale liée à l’X au sein du gène UBE2A nous 

a conforté dans notre idée de l’implication des enzymes de conjugaison à l’ubiquitine dans les 

pathologies neurodéveloppementales. 

Des études in vitro ont ainsi été menées sur le rôle d’UBE2A dans la maturation des CSN. 

Résultats 

Étude du profil d’expression d’UBE2A au cours de la différenciation des CSN 

Les résultats RT-qPCR indiquent une augmentation régulière de l’expression du gène UBE2A 

au cours de la différenciation neurale. 
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Figure 22 : Profil d’expression relative d’UBE2A par rapport à l’expression du 
gène GAPDH au cours de la différenciation des CSN d’embryons de rats (n = 

10), au stade neurosphères et après 2 et 7 jours de différenciation. 
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Etude in vitro des effets d’une surexpression d’UBE2A sur des cultures de 

cellules souches neurales en différenciation 

Les observations effectuées lors de l’étude du profil d’expression d’UBE2A suggéraient un 

rôle potentiel lors de la phase de différenciation des CSN en neurones. Par ailleurs, sa forte 

homologie avec la protéine UBE2B nous a orientés vers un mécanisme d’action possible à 

explorer, car UBE2B semblerait favoriser la croissance des neurites (Nascimento et al., 2006). 

Nos résultats indiquent que la surexpression de la protéine UBE2A provoquerait une 

augmentation de la taille des neurites, confirmant l’idée d’un rôle de la protéine UBE2A lors 

de la différenciation des CSN en neurones. 
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Figure 23 : Effets d’une surexpression d’UBE2A sur la croissance des 
neurites à partir de CSN transfectées par la GFP (A) ou co*transfectées par la 

GFP et un plasmide permettant la surexpression d’UBE2A (B) (échelle de 

taille : 20 Sm). (C) Taille du plus long neurite des cellules GFP+/β*III 
tubuline+ après surexpression d’UBE2A (n = 3 expériences ; * p < 0,05 par le 

test de Mann*Whitney). 

Modélisation de la protéine UBE2A 

La séquence protéique humaine d’UBE2A présente 95 % d’homologie avec la protéine 

humaine UBE2B qui a été cristallisée. Nous avons donc utilisé la structure 3D d’UBE2B 
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(code pdb : 1jas) pour construire un modèle tridimensionnel de la protéine UBE2A. Ce 

modèle montre qu’UBE2A est une protéine composée d’une hélice α, d’un feuillet β 

comportant à son extrémité C-terminale la cystéine active Cys 88, et cinq hélices α 

comportant une sérine phosphorylable Ser 120. Ce modèle montre une grande proximité (3,7 

Ǻ) entre la Cys 88 et la Ser 120. 

 

Figure 24 : Modèle tridimentionnel de la protéine UBE2A obtenu à partir de 
la structure 3D d’UBE2B (PDB : 1jas). (A) Modèle tridimentionnel d’UBE2A. 
(B) Agrandissement de la zone du site actif d’UBE2A. La cystéine active Cys 
88 est représentée en vert, la présence d’une serine phosphorylable Ser 120 

en mis en évidence en rouge. 

 

Dans la mesure où une mutation a été décrite et impliquée dans une pathologie du SNC, nous 

avons cherché à modéliser la protéine mutée pour tenter de comprendre l’effet de cette 

mutation stop sur la fonctionnalité de l’enzyme. Cette modélisation a été réalisée grâce au 

logiciel Pymol et nous avons obtenu la modélisation suivante : 
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Figure 25 : Modélisation de la structure tridimentionnelle de la protéine 
UBE2A et de son mutant c.382C>T. La modélisation a été réalisé grâce au 

serveur Swiss*Model (http://swissmodel.expasy.org//SWISS*MODEL.html) 
et visualisé grâce au logiciel Pymol (http://pymol.org/) ; le cercle rose 

permet de localiser le site actif. 

 

On constate donc que la mutation stop c.382C>T d’UBE2A rapportée par l’équipe de 

Nascimento chez des patients atteints de déficience mentale liée à l’X supprime toute 

l’extrémité C-terminale de la protéine, faisant disparaitre les deux dernières hélices. 

Il a été démontré que la capacité de Rad6, homologue d’UBE2A chez la levure S. cerevisiae, 

à ubiquitinyler les histones in vitro dépendait de la présence de son extrémité C-terminale qui 

permettait une reconnaissance des histones H2A et H2B (Sung et al., 1988). Il apparait ainsi 

clairement que la mutation stop d’UBE2A entraîne de graves conséquences fonctionnelles 

pouvant expliquer l’apparition de la pathologie. 
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Discussion 
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Analyse phylogénomique des E2 

Le premier problème auquel nous avons été confrontés pour débuter nos travaux était de 

déterminer quelles seraient les enzymes E2 les plus intéressantes à étudier en priorité dans 

l’autisme. Pour cela la liste complète des enzymes E2 humaines était nécessaire pour pouvoir 

effectuer une sélection des protéines d’intérêt. Or les recherches bibliographiques nous ont 

rapidement mené à la conclusion que ce travail de recensement des E2 humaines n’avait 

jamais été fait et même qu’une certaine confusion régnait pour les enzymes auxquelles ont 

avait attribué différents noms, le plus souvent sans même s’en rendre compte. 

Un gros travail de recherches bibliographique a donc été mené, non seulement pour relever 

toutes les enzymes humaines E2 déjà décrites mais également pour rechercher les enzymes E2 

décrites dans d’autres espèces. Nous nous sommes ainsi concentrés sur des recherches dans 

les espèces les plus étudiées et représentatives de la diversité du vivant, à savoir la plante A. 

thaliana, les levures S. cerevisiae et S. pombe, le ver C. elegans, la mouche D. melanogaster, 

la souris M. musculus et bien évidemment l’homme H. sapiens. Ce tri des E2 s’est basé sur la 

reconnaissance de motifs consensus du domaine Ubc des enzymes E2 ainsi que sur des scores 

d’homologie avec des enzymes E2 clairement identifiées. Cette recherche dans différentes 

espèces a été très utile pour plusieurs points : 

1. Tout d’abord elle nous a permis de réaliser des Blast chez l’homme à la recherche de 

séquences homologues qui correspondraient à d’autres enzymes E2 humaines non encore 

étudiées. Ainsi la liste initiale de 32 enzymes humaines déjà décrites et citées dans des 

publications scientifiques a été étoffée de 18 enzymes supplémentaires grâce à des 

homologies de séquences avec des enzymes E2 d’autres espèces. 

2. Mais elle nous a également permis par la suite de caractériser toutes les enzymes E2 

humaines ainsi listées en les regroupant par familles d’enzymes comprenant des représentants 

des diverses espèces étudiées. Certaines enzymes ayant été étudiées chez différentes espèces, 

le regroupement en famille permet d’appliquer les caractéristiques connues des enzymes déjà 

décrites à toute la famille grâce à leur forte homologie. De même, les enzymes humaines 

d’une même famille peuvent laisser penser à une redondance de fonction ou à une certaine 

complémentarité d’action. 
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C’est ainsi que les 37 enzymes E2 humaines ont pu être classées en 17 familles. 

Dans la mesure où des dysfonctionnements de la voie d’ubiquitinylation peuvent jouer un rôle 

important dans divers pathologies, il est important d’identifier les véritables orthologies des 

enzymes E2 chez les organismes modèles et chez l’homme. 

La phylogénie de notre famille de protéines est importante pour identifier la véritable 

homologie des protéines (orthologie) chez les différentes espèces. L’étude d’une grande 

superfamille de protéines par le biais de diverses espèces est extrêmement difficile et c’est 

donc sans surprise que nous avons trouvé plusieurs erreurs dans la nomenclature des 

orthologues dans la littérature que nous avons répertoriées. De même, des enzymes 

classiquement considérées comme appartenant à la superfamille des enzymes de conjugaison 

E2 ont dû être écartées de notre étude car elles ne répondaient pas à suffisamment de critères 

pour être apparentées à de véritables orthologues : c’est le cas de la famille TSG101-UEVLD, 

de la famille UFC1, et des enzymes de conjugaison ATG3 et ATG10. Toutes ces protéines 

peuvent être considérées comme des enzymes éloignées ou ayant convergé vers une même 

structure tridimentionnelle que la superfamille des enzymes de conjugaison E2. 

Le regroupement en familles que nous proposons devra bien sûr être validé par d’autres 

espèces animales et végétales. Le fait que le génome de l’anémone de mer, utilisé pour valider 

notre approche, contienne une série de gènes E2 parfaitement classables avec notre approche, 

milite en faveur de l’exhaustivité de notre description de familles. Cependant, le génome 

humain n’est pas encore connu actuellement dans toute son intégralité et n’est pas 

complètement annoté ; de plus de nouvelles espèces pourraient apporter de nouveaux gènes. 
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Criblage génétique des gènes E2 candidats dans 

l’autisme 

L’origine génétique des troubles du spectre autistique est étayée par les études menées sur les 

patients jumeaux et sur les familles des patients : la preuve la plus convaincante en faveur 

d’une forte héritabilité est le taux de concordance plus élevé pour les jumeaux monozygotes 

(50 %) par rapport à la concordance observée pour les jumeaux dizygotes (environ 3 %) (Lord 

et al., 2000), suggérant également des effets génétiques multiplicatifs pour lesquels plusieurs 

gènes contribuent de concert au risque élevé pour les jumeaux monozygotes. 

Un des résultats majeurs de ce travail est l’observation du polymorphisme rs8063 situé dans la 

zone 3’UTR de l’exon 7 d’UBE2I qui a été associé de façon significative avec notre 

population d’autistes. Ces résultats pourraient fournir une preuve du rôle d’une voie nouvelle 

dans l’étiologie de l’autisme. Toutefois, les conséquences potentielles fonctionnelles de ce 

polymorphisme associé demeurent inconnues pour le moment. Le variant associé est en effet 

localisé au sein de la région flanquante 3’, donc aucun changement direct dans la séquence 

d’acides aminés ne peut être prédit. Il est possible que ce polymorphisme puisse être lié à un 

autre polymorphisme fonctionnel situé à proximité, ou compte tenu de la forte conservation 

des séquences de ces gènes parmi les différentes espèces, il pourrait agir comme élément de 

régulation de l’épissage de l’ARN ou de l’expression. 

Concernant l’étude du gène UBE2H, une différence significative (p = 0,004) des fréquences 

de l’allèle G du polymorphisme rs12539800 avait été trouvée entre les patients autistes pour 

lesquels le coefficient de développement était supérieur à 30 et les individus témoins. 

Cependant les résultats de notre étude d’association ne permettent pas de retrouver cette 

association dans notre population d’autistes. Il est probable que cette différence d’observation 

provienne du fait que lors de l’étude des familles aucune distinction de coefficient de 

développement n’a pu être réalisée et que la population de patients autistes est donc 

sensiblement différente de celle étudiée au moment de l’étude d’association publiée en 2003. 

En revanche la nouvelle étude d’association réalisée sur le gène entier a permis de découvrir 

deux nouveaux polymorphismes non encore répertoriés, dont un particulièrement intéressant 
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localisé en amont de l’exon 7 et pour lequel une association significative a pu être mise en 

évidence avec notre population de patients autistes. 

Ces résultats qui peuvent apparaitre au premier abord comme discordants mais pour lesquels 

il apparait probable que la différence méthodologique aboutit à des variations des résultats 

permettent cependant de laisser présager un rôle d’UBE2H dans le développement de 

l’autisme ou du spectre plus large des troubles envahissants du développement. Aucun effet 

fonctionnel de ce polymorphisme n’est connu. Le mécanisme d’action doit encore être 

approfondi pour mieux saisir la voie par laquelle UBE2H semble impliqué dans l’étiologie 

d’une pathologie neurodéveloppementale. 
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Études in vitro 

Pour comprendre le mécanisme par lequel les enzymes de conjugaison à l’ubiquitine peuvent 

provoquer des anomalies du développement du système nerveux, nous avons d’abord observé 

leur profil d’expression au cours de la différenciation neurale. La variation de leur expression 

au cours de la différenciation des cellules neurales suggère en effet un rôle potentiel au cours 

de la prolifération et/ou de la différenciation des cellules souches neurales. 

Concernant UBE2H, le but de notre étude était de montrer si, comme il a été rapporté dans le 

muscle, le TNF-α était capable d’induire la surexpression d’UBE2H au sein des cellules 

souches neurales en différenciation, si cette variation d’expression est dépendante de la 

concentration et la durée d’exposition de TNF-α, et si l’expression d’UBE2H pouvait être 

directement corrélée à la modification de la morphologie des neurones obtenus. 

En combinant les résultats obtenus, on peut raisonnablement émettre l’hypothèse d’un rôle de 

la diminution de l’expression d’UBE2H lors de la différenciation neuronale qui favoriserait la 

croissance des neurites, tandis que l’exposition prolongée des cellules souches neurales au 

TNF-α limiterait la croissance des neurites en stimulant l’expression d’UBE2H. En outre, la 

surexpression d’UBE2H augmente de façon significative la prolifération des cellules souches 

neurales. Il est donc possible de proposer que, à l’image d’autres gènes jouant un rôle à la fois 

sur la régulation de la prolifération des cellules souches neurales et neuroblastes et sur la 

croissance des neurites (NCAM, NF1, MAG, OMgp, …), l’expression d’UBE2H inhibe la 

différenciation neuronale et favorise la prolifération. De par sa capacité à monoubiquitinyler 

les histones H2A et H2B, UBE2H peut entrainer une inhibition de l’expression de gènes. Il 

semble donc probable d’après nos résultats que l’expression d’UBE2H dans les cellules 

souches neurales soit associée à l’inhibition de gènes de la différenciation neuronale 

(neurogénines par exemple), favorisant ainsi la prolifération cellulaire. Des expériences 

précises visant à démontrer cet effet sont envisageables. 

Nos résultats suggèrent donc que l’implication d’UBE2H dans l’étiologie de l’autisme 

pourrait intervenir dans la pathologie de façon très précoce au moment du développement 

cérébral, en altérant la maturation neurale du système nerveux central. UBE2H apparaît ainsi 

également comme un candidat potentiel dans d’autres pathologies neurodéveloppementales, 
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telle que la déficience mentale. Ces mécanismes sont en effet impliqués par exemple dans la 

neurofibromatose de type 1 puisque nous avons tout récemment rapporté que le gène OMG 

codant OMgp, situé dans l’intron 27b du gène NF1 (17q11.2) présentait des fonctions 

inverse : OMgp influence négativement la prolifération des CSN par le contrôle de leur 

multiplication, tandis que la forme neuronale d’OMgp exprimée par les CSN différenciées 

n'affecte pas la croissance des neurites (Martin et al., 2009). On estime qu’entre 5 et 10 % des 

patients ayant une neurofibromatose de type 1 présentent une microdélétion hétérozygote du 

locus NF1 (Jenne et al., 2001 ; Kluwe et al., 2004) ; par conséquent, ces patients ne possèdent 

qu'un seul exemplaire du gène OMG, c’est pourquoi une implication d’OMgp dans les 

gliomes, les neurofibrosarcomes et les troubles de l’apprentissage associés à la 

neurofibromatose de type 1 a été proposée. UBE2H, aux fonctions inverses, pourrait donc 

également intervenir dans divers troubles neurodéveloppementaux. 

Concernant maintenant UBE2A, il s’agit de la première enzyme de conjugaison à l’ubiquitine 

dont la mutation est directement liée à une pathologie, conduisant à des anomalies 

neurodéveloppementales. 

Pour comprendre le mécanisme par lequel cette enzyme peut entraîner une déficience 

cognitive, nous avons d’abord observé le profil d’expression d’UBE2A cours de la 

différenciation neurale. L’augmentation de l’expression du gène suggère qu’UBE2A jouerait 

un rôle au moment de la différenciation des cellules souches neurales. Nous avons donc testé 

in vitro les effets d’une surexpression d’UBE2A dans des cultures de cellules souches neurales 

au cours de la différenciation neuronale, constatant ainsi que la surexpression d’UBE2A est 

associée à une augmentation significative de la taille des neurites. 

La forte conservation des séquences protéiques des homologues d’UBE2A au cours de 

l’évolution entre les différentes espèces suggère l’importance de la protéine. Comme pour 

UBE2H, la monoubiquitinylation des histones H2B par UBE2A pourrait modifier la 

condensation de la chromatine au sein des noyaux et ainsi influencer des mécanismes 

épigénétiques en conduisant à une inhibition de l’expression génique. Un rôle potentiel 

d’UBE2A serait donc d’après nos résultats de réguler négativement l’expression de gènes 

inhibiteurs de la croissance des neurites, tels qu’OMG ou NOGO-A, ou plus probablement de 

stimuler les gènes directement impliqués dans la neuritogenèse, telles que les voies Rhos, 

Rac, stathmine, neuritine, narp, α-tubuline, cofiline… 
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D’une manière globale, l’implication des enzymes de conjugaison à l’ubiquitine dans le 

syndrome autistique soutient l’idée de mécanismes épigénétiques intervenant dans l’étiologie 

de pathologies neurodéveloppementales, mais ces enzymes peuvent aussi agir sur des 

substrats directement impliqués dans ces mécanismes. Ces cibles pourront faire l’objet 

d’études détaillées d’ubiquitinylation. 
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Perspectives 
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Exploration in silico du système ubiquitine 

La classification que nous avons établie peut servir de point de départ à un travail plus fin sur 

les enzymes de conjugaison à l’ubiquitine humaines, et pourrait nécessiter l’analyse d’espèces 

supplémentaires qui permettraient d’obtenir une vue générale des enzymes E2 eucaryotes. Ces 

études complémentaires pourraient également se concentrer sur la recherche des partenaires 

des enzymes E2, qu’il s’agisse des enzymes E3 ou de toute autre protéine d’interaction, et 

identifier les substrats précis de chaque complexe enzymatique E1-E2-E3. 

Exploration génétique du système ubiquitine 

Ces travaux seront poursuivis par le criblage génétique de nouvelles enzymes de conjugaison 

E2 dans notre population de patients autistes. La cohorte de patients étant en constante 

évolution, les études génétiques réalisées dans ce travail pourront être effectuées sur les 

nouveaux patients autistes recrutés afin de venir confirmer ou infirmer les résultats présentés 

ici. Il serait particulièrement intéressant de pouvoir affiner les résultats en classifiant la 

population si hétérogène de patients autistes en groupe d’études selon les critères du 

diagnostic clinique tels que le coefficient de développement ou le coefficient intellectuel, la 

présence de langage, ou les scores ADI, la macrocéphalie, l’épilepsie, etc. Ces études 

pourraient être complétées par une approche endophénotypique, permettant d’améliorer 

l’homogénéité des échantillons par des évaluations phénotypiques détaillées. 

Ces mêmes explorations génétiques sont également menées au sein de populations souffrant 

d’autres maladies neurodéveloppementales, telle qu’une population de déficients mentaux. 

Exploration in vitro du système ubiquitine 

Des études in vitro doivent tout d’abord être menées afin d’identifier des fonctions d’UBE2I 

qui a pu être associé à l’autisme par nos travaux. Le but ces études sera de déterminer 

l’implication d’UBE2I dans la croissance et la maturation neuronale, tant par l’observation 

des effets d’une surexpression que d’une inhibition de son expression par siRNA dans les 

CSN. 

Les rôles de nos deux enzymes d’étude UBE2H et UBE2A au cours de la neurogénèse restent 

à approfondir. Au cours de ces travaux de thèse de nombreux plasmides ont été construits, 
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permettant de tester in vitro les conséquences directes d’une surexpression d’UBE2H ou 

d’UBE2A sur les cultures de cellules souches neurales et sur leur différenciation en différentes 

voies neuronales ou gliales. De plus des plasmides ont été créés permettant la surexpression 

de ces protéines mutées, au niveau de leur cystéine active, mais également au niveau d’autres 

aides aminés clés, comme c’est le cas pour UBE2A : la modélisation nous avait permis de 

souligner la présence d’un acide aminé clé dans la configuration spatiale de la protéine en 

raison de la présence d’une sérine phosphorylable en vis-à-vis du site actif, et la mutation de 

cette sérine en alanine affecte également probablement la fonctionnalité de l’enzyme. Un 

plasmide permettant l’expression de la protéine UBE2A comportant la mutation décrite chez 

des patients atteints d’un syndrome de déficience mentale liée à l’X (Nascimento et al., 2006) 

a également été mis au point et permettra de comprendre l’implication d’UBE2A dans 

l’apparition de symptômes neurologiques. 

Il serait également nécessaire de tester leurs effets sur le modèle de cultures primaires de 

cellules neurales d’hippocampes embryonnaires murins, dernièrement mis en place au sein de 

notre laboratoire par Frédérique Laumonnier. Pour chacune des études de nombreux 

paramètres peuvent être pris en considération, outre la mesure de la croissance des neurites. 

Bien sûr de nouveaux plasmides seront également construits afin de mener des études sur les 

effets d’une surexpression de ces nouvelles E2 étudiées dans des cultures de cellules souches 

neurales en différenciation et dans des cultures primaires de neurones. 

Toutes ces études de surexpression des protéines d’intérêt devront être complétées par les 

observations complémentaires des effets d’une inhibition de l’expression de ces enzymes E2 

par siRNA, là encore aussi bien dans des cultures de cellules souches neurales en 

différenciation que dans des cultures primaires de neurones. 

Les enzymes de conjugaison à l’ubiquitine étant fréquemment impliquées dans 

l’ubiquitination des histones, une autre voie d’étude pourrait concerner l’ubiquitinylation de 

ces histones. Les sous-unités concernées par cette ubiquitinylation sont les histones H2A et 

H2B qui sont les seules à présenter des sites d’ubiquitinylation sur des lysines situées à leur 

extrémité carboxyterminale. L’élargissement de l’offre commerciale proposant des anticorps 

dirigés contre les enzymes de conjugaison à l’ubiquitine et contre les histones ubiquitinylées 

ou non permettra de simplifier de telles études. 
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Plus précisément concernant l’étude d’UBE2H il serait intéressant d’observer la chromatine 

au niveau de gènes de la différenciation neuronale tels que la neurogénine par exemple, dans 

le but de valider notre modèle des effets d’UBE2H sur l’inhibition de gènes de la 

différenciation neuronale, favorisant alors la prolifération cellulaire. De même pour UBE2A 

où notre étude nous a conduits à l’hypothèse d’un rôle potentiel d’UBE2A dans l’inhibition de 

l’expression de gènes inhibiteurs de la croissance des neurites, tels qu’OMG ou NOGO-A. 

Il a également été fait le projet d’approfondir nos connaissances sur les enzymes de 

conjugaison en recherchant leurs protéines cibles et partenaires, notamment par des 

techniques de Far Western. Les découvertes réalisées sur ces protéines associées mèneront 

probablement à de nouvelles études génétiques et expérimentales.  

De même, les profils d’expression des enzymes de conjugaison à l’ubiquitine ont très peu été 

étudiés, mais sont pourtant essentiels à la compréhension de leur rôle dans le développement 

de pathologies neurologiques. C’est pourquoi l’étude de ces profils d’expression a fait l’objet 

d’un sujet de Master 2 mené par Agathe Paubel dont les premiers résultats sont très 

prometteurs. 

Article 7 : Agathe Paubel, Caroline Michelle, Frédéric Laumonnier, Sébastien Tourlet, Rose-

Anne Thépault, Martine Raynaud, Christian R. Andres, Patrick Vourc’h (2009). Neuronal 

expression of ubiquitin conjugating enzymes: new candidate genes in autism and mental 

deficiency. En préparation. 

L’expression des 39 gènes E2 de la souris a été étudiée in vitro pendant le développement et 

la maturation des neurones d’hippocampes d’embryons (E17) de souris. Sur ces 39 gènes E2, 

38 s’expriment dans les neurones et présentent des profils d’expression variables en fonction 

du stade de développement neuronal : neuritogenèse, synaptogenèse, après stimulation (1 

heure ; 12 heures) par un analogue du glutamate, le NMDA, connu pour modifier l’expression 

de nombreux gènes impliqués dans la plasticité synaptique. 

Les premières observations sont les suivantes : 



219 

 

 

Figure 26 : Immunocytochimie anti β3*tubuline et anti PSD*95 à J4, J8 et 
J17 (cultures de neurones de souris). Les flèches indiquent la localisation 

des épines dendritiques. Barre d’échelle = 50 Sm. 

 

Figure 27 : Cluster hiérarchique représentant la classification des E2 
étudiées en fonction de leur profil d’expression relative au cours du temps 

basé sur la méthode de calcul des WWCp normalisée à J4. 
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Une analyse hiérarchique a permis de classer les gènes E2 selon leur profil d’expression et 

d’extraire de nouveaux candidats dans l’autisme et la déficience mentale. Ces gènes sont en 

cours de séquençage dans des cohortes de patients. Par ailleurs, les études d’expression 

couplées à l’analyse in silico des promoteurs des gènes E2 nous permettront de mieux 

comprendre les mécanismes impliqués dans la physiologie neuronale et la plasticité 

synaptique. 
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Conclusion 
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Mon travail de thèse a débuté par une clarification nécessaire de la nomenclature et des 

orthologies au sein de la superfamille des enzymes de conjugaison à l’ubiquitine E2. Nous 

nous sommes concentrés sur sept espèces fréquemment étudiées dont les génomes ont été 

entièrement séquencés. Cette analyse met en évidence les spécificités de chaque espèce, qui 

sont importantes lors des études sur les fonctions et les orthologies chez des modèles 

animaux. En définissant le rôle des enzymes de conjugaison à l’ubiquitine humaines, il 

deviendra également possible de comprendre leur implication dans diverses maladies. 

Dans l’immédiat ce travail m’a surtout permis d’avoir une vision globale de la famille des E2 

humaines et de sélectionner six gènes qui apparaissaient ainsi comme particulièrement 

intéressants dans le cadre de mes recherches sur les enzymes de conjugaison à l’ubiquitine 

pouvant être impliquées dans l’étiologie de l’autisme : UBE2H, UBE2A, UBE2K, UBE2N, 

UBE2I et UBE2E3. 

Aucune mutation n’a pu être détectée pour aucun de ces six gènes dans notre population 

d’autistes. De plus notre étude n’a pu apporter aucun argument pour l’implication des gènes 

UBE2K, UBE2A et UBE2N dans la pathologie autistique. En revanche une association 

génotypique significative a pu être mise en évidence avec le polymorphisme rs61738651 du 

gène UBE2E3, semblant indiquer un rôle potentiel du gène UBE2E3 dans l’autisme et pour 

lequel les études doivent donc être poursuivies. 

De même concernant l’enzyme de conjugaison particulière UBE2I intervenant dans la 

sumoylation, notre étude a montré une forte association de l’allèle rare A du polymorphisme 

rs8063 situé au sein de l’exon 7 dans sa partie 3’UTR avec notre population de patients 

autistes. Des variations du gène UBE2I pourraient donc aussi jouer un rôle dans la 

physiopathologie de l’autisme. 

Enfin le gène UBE2H a pu être associé au syndrome autistique, supportant l’hypothèse de son 

implication. Les recherches sur ce gène doivent donc être poursuivies afin de comprendre la 

façon dont UBE2H peut être à l’origine du développement d’une telle pathologie. 

Suite à ces études génétiques, les études in vitro nous ont permis de mettre en évidence les 

rôles importants des enzymes UBE2H et UBE2A au cours de la neurogénèse. Nos résultats 

indiquent qu’UBE2H favorise la prolifération des cellules souches neurales tout en empêchant 

la différenciation neuronale. UBE2H pourrait survenir très tôt dans l’étiologie de l’autisme au 

cours du développement cérébral, en modifiant la maturation des neurones du système 
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nerveux central. Ce rôle éventuel d’UBE2H dans la différenciation des cellules neuronales 

permet de supposer qu’UBE2H pourrait également être à l’origine d’autres pathologies 

neurologiques du développement que l’autisme, tels que déficience mentale. Ces hypothèses 

peuvent en effet être rapprochées de la fonction d’OMG, situé sur le locus du gène NF1 et 

associé à l’autisme (Mbarek et al., 1999 ; Vourc'h et al., 2003 ; Martin et al., 2007), sur les 

cellules neurales en influençant négativement la prolifération des CSN sans modification de la 

croissance des neurites (Martin et al., 2009), ainsi que des gènes impliqués dans les 

syndromes de macrocéphalie, et en particulier PTEN qui régule la prolifération des cellules 

souches neurales (Groszer et al., 2001). 

Nous avons par ailleurs montré qu’UBE2A pourrait jouer un rôle au cours de la phase de 

différenciation des cellules souches neurales en neurones en provoquant une augmentation de 

la taille des neurites. Ce défaut de croissance des neurites pourrait être la cause du retard 

mental observé chez les patients présentant une mutation stop au sein du gène UBE2A. 

Plus globalement ces enzymes de la voie de l’ubiquitine sont impliquées dans 

l’ubiquitinylation des histones. Par conséquent, des mécanismes épigénétiques impliqués dans 

la neurogénèse pourraient avoir un rôle important dans l’étiologie de maladie touchant le 

développement du système nerveux central en général. 

S’il semble évident que la voie de l’ubiquitine est une voie essentielle au bon développement 

et fonctionnement du système nerveux, et que toute perturbation du fonctionnement des 

enzymes clés de ce mécanisme telles que les enzymes E2 de conjugaison à l’ubiquitine 

engendrerait des anomalies au sein même du système nerveux central, le domaine reste encore 

largement à explorer, et la poursuite des recherches reste encouragée par ces premiers 

résultats sur le sujet qui apparaissent très prometteurs. 
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Annexe 1 : Plasmide pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO (Invitrogen®) 

utilisés pour la réalisation du clonage d’UBE2H 

 

 

(Issu du Vector Database du site LabLife) 
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Annexe 2 : Plasmide pcDNA3.1/v5-His-TOPO (Invitrogen®) 

utilisé pour la réalisation du clonage d’UBE2A 

 

 

(Issu du Vector Database du site LabLife) 
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Annexe 3 : Conditions de PCR des enzymes de conjugaison à 

l’ubiquitine étudiées (amorces et Tm) 

 

Gène Exon 
Nom de 
l’amorce 

Séquence de l’amorce (5’→ 3’) 
Taille de 

l’amplicon 
Tm 

K1F CAGTGTTCGTGTGCTCAGGT 
1 

K1R GAGGACCACCCAGGGACTAC 
285 pb 60°C 

K2F GGCGTTTTTCTTGCTGACAT 
2 

K2R AACCAAATGAAGTTACCCTCCA 
258 pb 60°C 

K3F TTTGAATTGAGCAGCATTCTT 
3 

K3R CCTGTCCACATCAAGTTTACACA 
242 pb 60°C 

K4F TTCTACACCCCTTCTTTCACC 
4 

K4R TGTTTTGAGGCAATTACACATTT 
316 pb 60°C 

K5F GCCTGCAGAGCCCTCTTAAT 
5 

K5R TCATGTGTTAATGTGCAAAACCA 
230 pb 56°C 

K6F TGTAGGCGATTAAGAGCTGAAA 
6 

K6R TTTTGTCAGCCAAGAATTTGC 
280 pb 60°C 

K7F TTGATTTTAGAAGCTTTCCATGC 

UBE2K 

7 
K7R CAGTCTCCAATGGTGCCTAGA 

365 pb 60°C 

N1F CCGAGCAGGGACTACATTTC 
1 

N1R GACGAGAGCAGAGCGAAGAG 
228 pb 60°C 

N2F TTGGGAGATTGGAGCTGTTC 
2 

N2R TCCCTCCCACAGACCTCTC 
480 pb 58°C 

N3F AGCAGTTCTGGGCCTGTTT 
3 

N3R TGTAAAAGTGGAAGTGGTGTGAA 
242 pb 60°C 

N4F CAGATTACAGCATGACATTTCCA 

UBE2N 

4 
N4R TGGCAGAACAGGAGAAGTGA 

199 pb 60°C 

A1F TCTGCTCTCAGGTTGGTTCA 
1 

A1R CTGTGCCCCAGCTCGCAAC 
298 pb - 

A2F GGACCCCTGTCTGTCTTCC 
2 

A2R CTCGCGTCCCCAGTTTTCT 
150 pb 60°C 

A3F CAGATGAAGCAGGGAGAAGG 
3 

A3R AGGATGACTGGAACCCTTT 
158 pb 60°C 

A4F TTTTCTTAAATCTTTCTTTTCTAACCA 
4 

A4R GCACCACAAAATACACAGGAAATGTG 
205 pb 52°C 

A5F AAAACCTTAGTGGTCTTGTTACGTTT 
5 

A5R AGTTCGTCACATTAAGGAAAAA 
167 pb 48°C 

A6F TGTTTTGCATTAAGGAACTGACA 

UBE2A 

6 
A6R TGGCCAGCTTCTTTAAACTGT 

202 pb 52°C 

I1F CCACTCAGGAAGCCCATC 
1 

I1R AGGTGTGTGAGGTTCGTGG 
841 pb 60°C 

I2F GACGGCTTGCAAGAAGAGAG 
2 

I2R AGGAGGGCTTCATTTCTGTG 
245 pb 60°C 

I3F GGTTCTTGGTGGTTTTGCTC 
3 

I3R ATACTCCGCTCAGATCCCTG 
243 pb 60°C 

I4F CCCATCTCACCACGGTTTAT 
4 

I4R GAGCTGGGAGGGAGTGAGAT 
237 pb 60°C 

I5F CTGCCTCCAAAAAGTGCTTC 
5 

I5R TGGTCATTCTCTGTGGCTGA 
236 pb 60°C 

I6F AAACTGCTCACACCCGTCTT 
6 

I6R GAGGACACAGGCTCACCCTA 
216 pb 64°C 

I7F GCCCTCTAACACGTCTCTTCTC 

UBE2I 

7 
I7R GGATTGGTTTGGCAAGAACT 

152 pb 60°C 
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Gène Exon 
Nom de 
l’amorce 

Séquence de l’amorce (5’-3’) 
Taille de 

l’amplicon 
Tm 

E3.1F CCGACTTTCAATGTTCCACA 
1 

E3.1R GCCAAGTGATGCGAGCAG 
328 pb - 

E3.2F TCCTCCTCCCCTGTTCTCTT 
2 

E3.2R ACCTGACAAAGTGTGCTGGA 
284 pb 62°C 

E3.3F ATGGTGGTAGAGGGCAGTGT 
3 

E3.3R TGTTGTCTCCTCTGCTGCAC 
230 pb 64°C 

E3.4F AACACTTCCCTGGTTTTAGGA 
4 

E3.4R GAATGCACTTCAAGCTTCTTACC 
232 pb 52°C 

E3.5F CAGCATTCATTTTCCTTCTGTTT 
5 

E3.5R AAAAAGCACTCGTTTTTGTAGTCTT 
244 pb 60°C 

E3.6F TTTTAATGTTCTTTCTGCTTTTCC 

UBE2E3 

6 
E3.6R AAAATATTACGACAGGAAACTATGC 

683 pb 60°C 

H1F GGGTGTTGCCACCTCCAC 
1 

H1R AGGGCCCTTGCAGTGGTT 
250 pb 63°C 

H2F TGCCAGATACTGTAAAGCCTGT 
2 

H2R TCTGCAGTCCAACTAAACTTGC 
247 pb 61°C 

H3F ATTTGGAGATGTAGTTCTGATG 
3 

H3R CTGGCATTAATTACCTCCCC 
207 pb 60°C 

H4F CTGAAATTGTTTCCAGTACTG 
4 

H4R AGAAACACTAATCATGAGCAG 
179 pb 58°C 

H5F AATTAGTTGCCAGATACATGC 
5 

H5R AGGCAATGTCTCAACATCTC 
171 pb 58°C 

H6F GAACTTGCATTTCCCATGTG 
6 

H6R TAATGACTGAAGCCCAACAG 
237 pb 59°C 

H7F AAGGTAAGTTTGAACCTCCGC 

UBE2H 

7 
H7R AGTCTGCTTCTCATGGTTAGG 

285 pb 59°C 
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Annexe 4 : Amorces utilisées pour les réactions de PCR 

quantitatives spécifiques des enzymes de conjugaison à 

l’ubiquitine étudiées 

 

Gène Amorce sens (5’ → 3’) Amorce antisens (5’ → 3’) 

GAPDH 
(référence) 

5’-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3’ 5’-GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3’ 

UBE2H 5’-GGACTCAATGAATTTGTTGTCAA-3’ 5’-TGGACCTTCCTGATAAATACCCT-3’ 

UBE2A 5’-CCAACCTATGATGTGTCTTCCA-3’ 5’-CCAACCTATGATGTGTCTTCCA-3’ 

 

 

 

 

Annexe 5 : Amorces utilisées pour le clonage des enzymes de 

conjugaison à l’ubiquitine étudiées 

 

Gène Amorce sens (5’ → 3’) Amorce antisens (5’ → 3’) 

UBE2H 5’- TGACAGACGGGCCAAGGAGG -3’ 5’- ATTAGAGTCTGCTTCTCATGGTTAGG -3’ 

UBE2A 5’- CCCTACCTCTGACCCTGCTA -3’ 5’- CTTATGGCCAGCCTCTTCTG -3’ 
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2009 
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Résumé 

L’autisme est une pathologie neurodéveloppementale impliquant des facteurs génétiques. Nous utilisons une 
stratégie d’étude de gènes candidats choisis pour leur rôle clé dans la voie de l’ubiquitine, impliquée dans des 
mécanismes de neurogénèse ou de plasticité synaptique mis en cause dans l’autisme. 

L’identification des 37 enzymes de conjugaison à l’ubiquitine E2 humaines, groupées en 17 familles, a permis 
de sélectionner 6 enzymes pour mener une recherche de mutation chez 195 autistes : UBE2H, UBE2A, UBE2K, 
UBE2I, UBE2N, UBE2E3. 
Aucune mutation n’a été détectée dans notre population d’autistes, et aucune preuve génétique n’a pu 
impliquer les gènes UBE2K, UBE2A et UBE2N. En revanche des associations significatives ont été mises en 
évidence avec des polymorphismes des gènes UBE2E3, UBE2I et UBE2H. 

Des études in vitro ont mis en évidence les rôles importants d’enzymes E2 lors de la neurogénèse : UBE2H 
favorise la prolifération des CSN tout en empêchant la différenciation neuronale, tandis qu’UBE2A modifie la 
différenciation des CSN par une augmentation de la taille des neurites. 

Les recherches restent donc encouragées par ces premiers résultats très prometteurs. 

Mots-clés : autisme, enzymes de conjugaison à l’ubiquitine E2, phylogénèse, UBE2K, UBE2A, UBE2I, 
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Résumé en anglais 

Autism is a neurodevelopmental disorder involving genetic factors. We use a candidate genes strategy selected 
for their key role in the ubiquitin pathway involved in mechanisms of neurogenesis and synaptic plasticity 
implicated in autism. 

Identification of the 37 human ubiquitin conjugating enzymes E2, grouped into 17 families, helped to select 6 
enzymes to conduct a mutation screening in 195 autistic patients: UBE2H, UBE2A, UBE2K, UBE2I, UBE2N, 
UBE2E3. 
No mutation was detected in our autistic population, and no genetic evidence could involve UBE2K, UBE2A 
and UBE2N genes. However significant associations were identified with polymorphisms from UBE2E3, 
UBE2I and UBE2H genes. 

In vitro studies highlighted the important role of E2 enzymes during neurogenesis: UBE2H promotes the 
proliferation of NSC while preventing neuronal differentiation, while UBE2A alters differentiation of NSC by 
increasing the neurites size. 

Researches therefore remain encouraged by these very promising initial results. 

Keywords: autism, ubiquitin conjugating enzymes E2, phylogeny, UBE2K, UBE2A, UBE2I, UBE2N, UBE2H, 
UBE2E3, genetic screening, association study, transmission disequilibrium test, haplotype study, neural stem 
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