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concentration d’As la plus élevée, que
devrait éviter le puit. Y a-t-il possibilité
d’une stratégie exploitant ces données
[7]? Elle serait sirement d’un colt
élevé dans des zones aussi denses et
irriguées que les deltas du Gange ou de
I"lrrawady, mais valent d’étre envisagées
en considérant la gravité dramatique
des intoxications a I’As. ¢

Rice poisoning by arsenic
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Lost after translation

Jean-Claude Kaplan

Un alléle faux-sens se comportant
comme un alléle nul

Le numéro de mars 2008 du journal
Human Molecular Genetics contient
deux articles [1, 2] portant sur la
pathogénicité de la mutation faux-
sens R77C dans le gene de I'alpha-
sarcoglycane (SGCA). La pathologie
de ce gene entraine chez ’lhomme une
dystrophie musculaire progressive de
sévérité variable [5-8]. Rappelons
que les 4 sarcoglycanes (a, B, y et
8—SG) sont des protéines monomeéri-
ques transmembranaires a un seul pas-
sage et 0-glycosylées sur leur versant
extracellulaire. Elles s’associent pour
former le complexe des sarcoglyca-
nes (SG) faisant lui-méme partie du
complexe DGC (Dystrophin glycopro-
tein complex) (Figure 1). Uensemble
assure I’amarrage du cytosquelette
de la cellule musculaire aux protéines
de la matrice extracellulaire, via "axe
dystrophine-dystroglycanes [9,10]. Le
mode d’assemblage de cet édifice sar-
colemmique a été éclairci [11, 12]. Les
mutations touchant n’importe lequel
des 4 genes du complexe SG provoquent
un démantelement de tout I’édifice, et
il s’ensuit une dystrophie musculaire
des ceintures de transmission autoso-
mique récessive, désignée LGMD2D, €, C,
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F selon le géne en cause [8, 13]. On ne
dispose encore d’aucun traitement pour
ces myopathies. C’est la pathologie du
géne SGCA (LGMD2D, OMIM 608099) qui
est la plus fréquente [14]. Chez la sou-
ris, le knock-out du géne Sgca a déja
été effectué (souris SgcaN“”/N“”), de
méme que celui des 3 autres genes de
sarcoglycane, réalisant dans tous les
cas un phénotype de dystrophie muscu-
laire séveére [15, 16]. Or, en pathologie
humaine, la majorité des mutations du
gene SGCA sont des faux-sens affec-
tant le domaine extracellulaire [17].
Parmi celles-ci, la mutation ¢.229C>T
au niveau d’un CpG de I'exon 3, qui
induit le remplacement en position 77
d’une arginine par une cystéine (R77C),
est remarquablement récurrente puis-
qu’on la trouve sous nos latitudes chez
plus d’un tiers des malades [6, 17].
Chez ceux-ci, le transcrit muté est en
quantité normale, mais au niveau du
sarcolemme la protéine est absente
ou tres diminuée, ce qui suggere une
instabilité du produit fini ou une ano-
malie de maturation. Pour préciser la
pathogénie et disposer d’un modele
thérapeutique il était donc logique de
créer par knock-in une souris portant la
mutation faux-sens prédominante dans
les ot-sarcoglycanopathies humaines.

Les souris Sgc H77¢/H77C

sont asymptomatiques
U'alpha-sarcoglycane est tres conservée
au cours de I’évolution, mais chez la
souris I’acide aminé en position 77 est
une histidine au lieu d’une arginine,
ce qui n'affecte pas la charge positive
du résidu. Les deux équipes mention-
nées ci-dessus [1, 2] ont effectué avec
succes le remplacement du résidu His
par le résidu Cys dans le géne murin. A
leur grande surprise les souris obtenues
(SgcaH”C/HNC) ne manifestent aucun
symptéme clinique ou histologique de
dystrophie musculaire, et la protéine
mutée est normalement exprimée et
positionnée au niveau du sarcolemme.
Cela contraste avec la pathologie
généralement sévere observée chez les
malades homozygotes pour la mutation
R77C [6, 7].

La protéine 0.-SG humaine R77C

est bel et bien fabriquée mais

elle est perdue en cours de route
Léquipe d’Isabelle Richard [2] en
apporte la preuve expérimentale grace
a des expériences de complémentation
hétérospécifique effectuées ex vivo. Des
rétinoblastes embryonnaires humains,
normalement dépourvus de sarcogly-
canes (lignée HERY11), sont d’abord

Atrticle disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20082411912
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cotransfectés avec des plasmides
contenant I'ADNc des B-, y- et 8-SG
humaines, puis complémentés avec un
plasmide contenant I'ADNc de I'at-SG
humaine, dans sa version normale, ou
mutée R77C. La version non mutée de
I'ADNc de I’at-SG permet d’obtenir une
reconstitution du complexe des quatre
SG au niveau de la membrane plasmi-
que. Cette restauration n’est pas obte-
nue avec la version R77C. Mais, si les
cellules sont perméabilisées pour per-
mettre I’acces des anticorps aux anti-
genes présents a ’intérieur de la cel-
lule, on retrouve la protéine R77C dans
I"appareil sécrétoire intracellulaire ol
elle s’est accumulée. Ce résultat sug-
gere une physio-pathologie par ano-
malie de maturation empéchant la pro-
téine d’arriver a sa destination finale.
€n fait, la preuve d’une rétention de la
protéine R77C immature dans le com-
partiment du réticulum endoplasmique
(ER) avait déja été bien documentée
par Draviam et al. [18], grdce au mar-
quage moléculaire par la GFP de la pro-
téine normale et mutée, dans un autre
systeme de cellules humaines (HK293).
Ce travail avait en outre permis de
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reconstituer le parcours effectué par
I’allele normal depuis le ribosome jus-
qu’au sarcolemme via le systéeme €R,
puis le Golgi et le systeme de transport
microtubulaire [18]. Fait intéressant,
la protéine a.-SG n’a pas besoin de ses
partenaires B, v et 8-SG pour migrer
a la membrane, mais elle en a besoin
pour s’y maintenir de fagon stable,
ce qui confirme que la mutation R77C
n’affecte pas les interactions avec les
autres membres du complexe [18].

Sauvetage de ’allele R77C par

relaxation du contrdle de qualité ERAD
Rappelons que la maturation post-
traductionnelle des glycoprotéines
exportées a lieu dans le réticulum
endoplasmique, et permet aux chaines
polypeptidiques naissantes d’acqué-
rir une configuration finale correcte,
seule forme exportable vers sa desti-
nation subcellulaire finale (ici le sar-
colemme). Le processus comporte un
controle de qualité au cours duquel
les protéines n’ayant pas acquis une
configuration normale sont détectées,
reconduites a la frontiere ER/cytosol,
et expulsées par rétrotranslocation vers

le cytosol ou elles sont détruites dans
le protéasome 26S [34, 35]. Ce sys-
teme, appelé ERAD pour endoplasmic
reticulum associated degradation est
d’une grande complexité, et met en jeu
au moins 15 protéines différentes. Il a
donné lieu a une abondante littérature
a partir des années 1980 (pour revues,
voir [19, 20]). La Figure 2 et I'€ncadré
en schématisent les grands traits. Ce
controle de qualité est tres tatillon,
car moins de la moitié des protéines
normales parviennent a sortir par la
bonne porte [34, 35]. On sait depuis
longtemps manipuler spécifiquement
ces systemes par des molécules inhi-
bant les enzymes intervenant dans les
remaniements de la chaine oligosac-
charidique [21, 22]. Bartoli et al. [2]
ont essayé ces agents et ont démontré
de maniéere convaincante que la kifu-
nensine, un inhibiteur spécifique de la
mannosidase | [21] (Figure 2) permet
de faire réapparaitre I’ a-SG R77C a la
membrane. Ce résultat spectaculaire a
été obtenu non seulement ex vivo dans
le systéme cellulaire reconstitué décrit
ci-dessus, mais aussi et surtout in vivo
dans un systeme hétérologue ou des
souris Sgca™~ recoivent des injections
intra-musculaires d’un transgéene a-SG
humain vectorisé dans I’AAV (adeno-
associated virus). La version non mutée
de ’ADNc permet d’obtenir une restau-
ration du complexe SG sarcolemmique.
€n revanche la version R77C ne permet
pas cette complémentation, sauf si
aprés 'injection du vecteur AAV-R77C
les souris recoivent de la kifunensine
administrée par voie intra-musculaire.
Ueffet thérapeutique local est spec-
taculaire, car "administration du pro-
duit entrafne une reconstitution des
complexes protéiques sarcolemmiques,
avec un bénéfice cellulaire attesté par
le retour de la membrane musculaire a
un état d’imperméabilité au bleu Evans.
Ces résultats comportent plusieurs
preuves de principe tres importantes :
(1) I’alléle R77C est bel et bien traduit,
mais, au cours de sa maturation, la
protéine est retenue et détruite par le
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Figure 2. La minuterie du systéme ERAD par la copule N- oligosaccharidique fixée sur la protéine.
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mées, seulement si I'ablation du résidu mannosyl (cercle rouge 1) a eu lieu. Les enzymes ne sont

pas indiquées a I"exception de la mannosidase |, spécifiquement inhibée par la kifunensine.

systeme ERAD ; (2) la simple inhibition
de la mannosidase | suffit a lui laisser
un répit nécessaire pour acquérir une
configuration acceptable et quitter le
compartiment ER par la bonne porte;
(3) la protéine ainsi soustraite a I’ERAD
est pleinement fonctionnelle malgré
I"anomalie R77C, ce qui est en accord
avec le phénotype normal des souris
Sgea”7UH77C Bien sir, il reste a com-
prendre la tolérance du modele murin
vis-a-vis de la mutation 77C sur sa
propre o.-SG. Mais le probléme prin-
cipal est d’exploiter les potentialités
thérapeutiques de cette découverte.

La pharmacologie a la rescousse

des protéines en perdition

La pathogénicité de I'allele R77C fait
entrer la myopathie induite dans la caté-
gorie des « maladies conformationnel-
les» [23]. On a déja dénombré plus de
60 maladies dues a une mutation affec-
tant le trafic post-traductionnel [19,
23, 24]. Parmi elles figure notamment
la mutation deltaF508 dans le gene CFTR
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qui affecte 2/3 des malades atteints de
mucoviscidose [25]. Il est trés probable
que les nombreuses autres sarcoglyca-
nopathies par mutations faux-sens [17]
ressortissent du méme mécanisme. Plus
généralement on doit y penser chaque
fois qu’une mutation faux-sens avec
des transcrits en quantité normale se
comporte comme un allele nul ou tres
diminué, ce qui est la régle plutot que
Pexception [23]. Il faut savoir que I’ac-
cumulation d’une protéine malformée
dans I€R est a I'origine d’un stress aux
multiples conséquences sur les voies de
transduction du signal, pouvant culmi-
ner dans un syndrome dit d’UPR (unfol-
ded protein response) entrainant la mort
cellulaire par apoptose ou autophagie
[26, 33, 37] (+). De () Voir l'article de
ce point de vue, les Eric Chevet, page 899
alleles porteurs de de ce numéro
mutations faux-sens seraient patho-
genes a la fois par leur absence au bon
endroit (LOF), et par la toxicité induite
par I’engorgement du compartiment €R
(GOF).

Concréetement, ces résultats étant
acquis, il va falloir résoudre rapidement
le probléme de la toxicité de la kifunen-
sine et des autres molécules agissant
sur la méme cible. En effet a notre
connaissance, cet alcaloide découvert
en 1991 dans P'actinomycete Kitasa-
tosporia kifunense, [21] n’a jusqu’ici
été utilisé qu’in vitro ou ex vivo [22]. 1l
est encourageant de noter que dans les
expériences rapportées plus haut [2],
"administration par voie intramuscu-
laire n’a pas entrainé chez les souris
d’effet néfaste local ou général. Mais si
cette stratégie thérapeutique devenait
envisageable en clinique, le modele
animal, indispensable pour les analy-
ses précliniques, fait pour le moment
défaut. De plus, en provoquant un rela-
chement de la vigilance du systéme
ERAD on court le risque théorique de
laisser échapper non seulement I'alléle
désiré mais d’autres especes malfor-
mées dont I’effet pourrait étre néfaste.
Dans cet ordre d’idée on cherche acti-
vement des molécules diffusibles agis-
sant uniquement sur I’allele patholo-
gique, d’ou I’appellation de « chaperon
pharmacologique » [24, 27]. Cette spé-
cificité a été obtenue, paradoxalement,
avec des inhibiteurs compétitifs qui,
a faibles doses, se lient @ la cible par
une liaison de type enzyme-substrat
et 'aident a atteindre la configuration
normale [28]. Cette approche s’est avé-
rée efficace, notamment dans les mala-
dies lysosomiales dues a des mutations
faux-sens, comme la maladie de Fabry
(déficit en o—galactosidase) [29]. La
recherche pharmacologique dans ce
sens va bon train, notamment grdce a
I’élaboration de modeles cellulaires se
prétant & un criblage a haut débit [30].
Cest ainsi qu’on vient de découvrir I’ef-
fet chaperon de la pyriméthamine —un
antipaludéen déja sur le marché — qui
secourt efficacement des alleles anor-
maux de la B-hexosaminidase A en
perdition post-traductionnelle. D’ou
I’espoir de pouvoir traiter les formes
tardives de maladies de Tay-Sachs ou
de Sandhoff [31].



Ainsi, aprés le concept thérapeutique
quelque peu simpliste de thérapie géni-
que par un « ADN-médicament », on
arrive a la notion de thérapie géné-
tique fondée sur la connaissance des
génes (gene-based therapy), de leurs
mutations et des différents niveaux de
dysfonctions qu’elles engendrent. La
pharmacopée des protéines mutées a un
bel avenir [32]. ¢

Lost after translation
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Des leur arrivée dans le réticulum endoplasmique les chaines polypeptidiques naissantes
sont pourvues d’une chaine oligosaccharidique ramifiée fixée par N-glycosylation sur
une asparagine contenue dans un motif consensus Asn-X-Ser/Thr. Cette copule, qui
comporte 14 restes glucidiques (Glc3Mann9GlcNAc2) (Figure 2), joue un rdle de signal
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transitoire de protéines chaperonnes. Certaines, se liant aux restes gycosyles, ont un
role d’assistance au repliement vers une conformation correcte (ensemble calnexine/
calréticuline). D’autres comme les EDEM (ER degradation —enhancing alpha-manno-
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EDEM qui dirigent les protéines malformées vers la destruction [34, 35].
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