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Une protéase, la calpaine 3, est responsable
d’une forme de dystrophie des ceintures

Les dystrophies des ceintures
(LGMD, pour limb girdle muscular dys-
trophy) sont des myopathies trans-
mises sur un mode autosomique do-
minant ou récessif, caractérisées
principalement par une atrophie
progressive et une faiblesse des
muscles proximaux des membres.
Les symptomes apparaissent durant
les vingt premiéres années de la vie
et évoluent progressivement, la perte
de la marche survenant le plus sou-
vent dix a vingt ans plus tard. La ma-
ladie s’exprime avec une grande hé-
térogénéité clinique. En outre,
I’absence de définition nosologique
spécifique rend difficile la distinction
entre les malades LGMD et ceux pré-
sentant d’autres maladies neuromus-
culaires (telles que les dystrophies fa-
cio-scapulo-humérales [1], les myopa-
thies de Becker, et surtout les amyo-
trophies spinales [2]), conditions qui
ont conduit Michel Fardeau a quali-
fier le diagnostic LGMD de diagnos-
tic « fourre-tout».

C’est dans ce contexte particulier
qu’il faut comprendre I'importance
de la découverte par Michel Fardeau
et Dominique Hillaire au sud de I'lle
de La Réunion d’une importante
concentration de familles compre-
nant une proportion élevée de ma-
lades, dont les données cliniques cor-
respondent aux critéres de la forme
récessive de la LGMD, tels qu’ils fu-
rent décrits il y a plus d’un siécle par
W. Erg.

C’est sur cet ensemble de familles,
caractérisées par un fort taux de
consanguinité, qu'un géne respon-
sable de la forme récessive LGMD2A
(MIM n°253600%) a pu étre localisé
sur le bras long du chromosome 15,
grace a la mise en évidence d’une
liaison avec une sonde RFLP (restric-

* Numéro de la classification Mendelian inheri-
tance in man.
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tion fragment length polymorphism) au
locus D15525 [3]. La localisation gé-
nétique a ensuite été confirmée sur
un ensemble de familles Amish [4].
Des études portant sur des familles
brésiliennes [5] et métropolitaines
ont montré I’hétérogénéité géné-
tique de la forme récessive (m/s n°9,
vol. 8, p.1005) puisque, pour cer-
taines familles, le locus morbide a pu
étre exclu de la région du chromoso-
me 15, un tiers des familles seule-
ment semblant liées & ce chromoso-
me. Depuis, une équipe anglaise a
localisé un deuxiéme locus, LGMD2B,
sur le chromosome 2 [6].

Nous avons récemment, premiére
surprise de ce travail, exclu le locus
LGMD2A dans six familles Amish du
sud de I'Etat de I'Indiana. Ces fa-
milles sont reliées par de multiples
liens de consanguinité a celles du
nord de cet Etat pour lesquelles I'im-
plication du locus LGMD2A avait été
démontrée précédemment. Cette
étude a également permis de révéler
I’existence d’un troisieme locus
LGMD puisque dans cette population
le locus LGMD2B ainsi que les loci im-
pliqués dans d’autres maladies neu-
ro-musculaires ont pu étre exclus [7].
En raison de I'absence d’indices cyto-
génétique39s,  biochimiques  ou
autres, I'identification du géne res-
ponsable de la forme LGMD2A a fait
appel aux stratégies de clonage posi-
tionnel. Apreés sa localisation primai-
re, le géne a pu étre encadré par
deux marqueurs microsatellites :
D158129 dérivé du locus D15S25 et
I'un des premiers microsatellites dé-
veloppé a Généthon DI5S5143, par
analyse des recombinants présents
dans les familles réunionnaises. Le
criblage de la banque de chromo-
somes artificiels de levure (YAC) du
CEPH avec les sondes correspon-
dantes a permis I'isolement de clones
qui ont été utilisés en hybridation in

situ pour définir I'intervalle cytogéné-
tique LGMD2A en 15ql5.1q21.1.
L’établissement de la carte physique
de cette région sous la forme d’un
continuum ininterrompu de YAC a
été réalisé a 'aide de STS (sequence-
tagged sites) de différentes origines. Ce
continuum comprenait 72 STS dont
25 polymorphes, ce qui correspond a
une résolution génétique et physique
de respectivement 140 et 400 kb. Un
minimum de 11 clones couvrent la ré-
gion 156q15.1 a 15q21.1, estimée a 10-
12 mégabases et 7 cM [8].

Dans le but de réduire cet intervalle,
I'analyse d’autres méioses ainsi que
d’autres marqueurs de la région a été
nécessaire. Seules les familles pour
lesquelles 'appartenance au chromo-
some 15 a été certifiée par analyse gé-
nétique ont pu étre étudiées. Le dé-
veloppement ciblé de nouveaux
marqueurs de type microsatellite,
produits a partir de YAC de la région,
a permis la reconnaissance de nou-
veaux recombinants proximaux et
distaux et, par conséquent, la réduc-
tion de lintervalle LGMD2A entre
deux marqueurs distants de 1 cM [9].
En outre, I'examen des haplotypes
réunionnais a également mis en évi-
dence, deuxiéme surprise, 6 haplo-
types porteurs différents [9]. Cette
hétérogénéité allélique est incompa-
tible avec I’hypothése d‘un effet fon-
dateur dans cette population consan-
guine, effet qui avait été présumé au
début de cette étude.

Le nouvel intervalle correspond a
une distance physique d’environ 3-4
Mb. La prévalence relativement
faible et I’hétérogénéité génétique li-
mitent le nombre de familles pou-
vant étre utilisées dans I'analyse gé-
nétique, et par conséquent la
restriction de cet intervalle par exa-
men des recombinants. L’analyse de
I’«homozygotie par descendance »*

des familles consanguines n’a pas m—

637



permis de mieux cerner les bornes.
L’étude des déséquilibres de liaison
a, cependant, suggéré un emplace-
ment dans la moitié proximale de
I'intervalle 15q15.1-15q15.3 défini
par les recombinants.

Afin d’établir un catalogue des trans-
crits de cette région, la méthode de
sélection d’ADNCc a été choisie. L’hy-
bridation sélective de banques
d’ADNc musculaires avec 'ADN de
YAC de l'intervalle a permis I'isole-
ment de 3 génes connus et de 2 sé-
quences codantes précédemment lo-
calisés dans l’intervalle, ainsi que
I'identification de 10 nouvelles sé-
quences exprimées [10].
Considérant les manifestations cli-
niques de la maladie, nous avons
choisi d’examiner de facon prioritai-
re, parmi les ADNc isolés par hybri-
dation sélective, ceux correspondant
a des messagers spécifiques du tissu
musculaire. Un de ces ADNc, précé-
demment cloné par Sorimachi et al
[11], nous est ainsi apparu comme
candidat fonctionnel, d’autant qu’il
était localisé dans la région de plus
fort déséquilibre de liaison [9]. Il
code pour une protéase intracellulai-
re, la calpaine (protéase a cystéine
dépendante du calcium) spécifique
du muscle squelettique.

Les calpaines sont des protéases non
lysosomiales soupconnées d’avoir un
role régulateur. Elles comprennent
deux isoenzymes ubiquitaires,
CANP1 et CANP2 (présentes dans
toutes les cellules de vertébrés exami-
nées), deux protéines spécifiques de
I'estomac et CANP3, propre au
muscle squelettique. Les formes ubi-
quitaires sont constituées chacune
d’une large sous-unité de 80 kDa as-
sociée a la méme petite sous-unité de
30 kDa, toutes codées par des génes
différents. Les larges sous-unités sont
subdivisées en 4 domaines [12]. Les
domaines I et III ne présentent pas
d’analogie avec des protéines
connues. Le domaine II est sem-
blable aux autres protéases a cystéine
avec un site actif composé d’une cys-
téine, d’une histidine et d’une aspa-
ragine [11]. Le domaine IV com-
prend 4 boucles EF, sites potentiels

* Excés d’homozygotie des marqueurs @ proximité
du locus morbide chez les patients alteints d'une af-

s fection récessive el issus de parents consanguins.
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de liaison du calcium. Trois régions
particuliéres, sans analogie connue,
sont également présentes dans la
protéine spécifique du muscle, NS,
IS1 et IS2, cette derniére contenant
un motif de translocation nucléaire.
Cette protéine est aussi caractérisée
par une autolyse trés rapide.

Apreés avoir isolé des cosmides corres-
pondant a ce géne, nous en avons dé-
terminé la séquence ainsi que I’orga-
nisation génomique. Le géne couvre
40 kb et est composé de 24 exons, co-
dant pour une protéine de 821
acides aminés. CANP3 présente une
forte analogie avec les autres cal-
paines, en particulier avec celles spé-
cifiques du muscle d’autres espéces
comme le rat et le porc. L’analyse en
Northern blot montre un transcrit de
3,4 a 3,6 kb exprimé spécifiquement
dans les muscles sans indication
d’épissage alternatif.

L’analyse systématique de ce géne
par la technique de détection élec-
trophorétique des doubles brins hé-
térologues, par séquencage direct
des exons ainsi que par analyse du
produit de transcription illégitime
(m/s n°1, vol. 6, p. 55) dans les fa-
milles certifiées LGMD2A a conduit a
I'identification de 7 mutations diffé-
rentes [13]. Elles comprennent 1
mutation stop, 1 d’épissage, 2 inser-
tions-délétions et 3 faux sens. Il faut
remarquer que le parti-pris de s’inté-
resser a des génes spécifiques aurait
pu s’avérer un mauvais choix. En ef-
fet, on sait aujourd’hui que de nom-
breuses affections lésant un tissu par-
ticulier sont, en fait, liées a
Ialtération de génes exprimés dans
tous les tissus. Le géne SMA, respon-
sable de I’amyotrophie spinale ré-
cemment isolé, en est un éclatant
exemple [2].

Compte tenu du taux élevé de
consanguinité dans la communauté
Amish, la mutation transformant I’ar-
ginine 769 en glutamine se retrouve
a I’état homozygote chez tous les ma-
lades Amish du nord de I'Indiana
(tout en étant absente chez les pa-
tients du sud de cet Etat). A I'inverse,
dans la population réunionnaise,
nous avons, a ce jour, identifié 5 mu-
tations différentes, confirmant ’hété-
rogénéité allélique suggérée par
I’analyse des haplotypes [9]. Ces ob-
servations sont en contradiction avec

I’hypothése d’un effet fondateur sug-
géré par les études généalogiques des
familles de I'ile de la Réunion. En ef-
fet, tous les malades appartiennent a
un petit isolat génétique qui semble
issu d’un ancétre ayant immigré dans
I'ile vers 1670. La présence de ces
nombreuses mutations est surprenan-
te, compte tenu de la prévalence de
la maladie estimée a 105, incompati-
bilité que nous avons qualifiée de
« paradoxe réunionnais ».

Les hypothéses d’erreur sur la préva-
lence, d’'un avantage sélectif ou
d’une exposition a des effets muta-
geénes semblent peu probables. Nous
pensons que le mode de transmission
de la maladie, considéré jusqu’a pré-
sent comme monogénique, est en
fait plus complexe et que I’expres-
sion des mutations de la calpaine
pourrait dépendre d’'un fond géné-
tique particulier (impliquant le géno-
me mitochondrial ou nucléaire). Ce
modéle de transmission di- ou méme
oligo-génique [13] pourrait égale-
ment dépasser le cadre des dystro-
phies des ceintures et permettre
d’expliquer les observations faites
dans d’autres affections comme la
maladie de Hurler (m/s n°11, vol. 9,
p. 1289) ou la leucodystrophie méta-
chromatique, ainsi que la difficulté
de reproduire certains phénotypes
dans les souris transgéniques (m/s
n° 5, vol. 10, p. 565).

Aprés avoir confirmé le role de
CANP3 dans I’étiologie de LGMD2A,
nous avons étendu I'analyse a
d’autres familles. Dix mutations (5
faux sens, 1 non sens et 4 décalages
du cadre de lecture) dont deux déja
identifiées ont pu étre mises en évi-
dence, permettant la reconnaissance
de 8 nouvelles familles LGMD2A. Il
découle de I’étude rapportée dans
Cell [13] que les mutations de la cal-
paine sont nombreuses, sans muta-
tion prédominante, et réparties sur
I’ensemble du gene.

Le géne de la calpaine 3 serait donc,
troisiéme surprise, le premier geéne
connu impliqué dans Iétiologie
d’une dystrophie ne faisant pas inter-
venir une protéine de structure, mais
plutot une enzyme protéolytique qui
serait altérée ou absente chez les ma-
lades. Peu de progrés dans la com-
préhension de la fonction de cette
calpaine ont été faits depuis son
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identification en 1989 par un groupe
japonais [11]. Il semble peu probable
que cette enzyme ait un role dans la
fusion des myoblastes comme il a été
proposé pour les calpaines ubiqui-
taires, puisque la fusion semble ici
s’effectuer normalement. Les cal-
paines ont vraisemblablement un
role régulateur plutét que de dégra-
dation, mais les substrats de CANP3
n’ont toujours pas été identifiés.

Plusieurs hypotheses fonctionnelles
peuvent étre envisagées. Un mécanis-
me par «gain de fonction» est im-
probable car le fait que certaines mu-
tations produisent une protéine
largement tronquée et trés probable-
ment non fonctionnelle semble ex-
clure que la mutation de cette pro-
téase entraine la dégradation ou la
déstabilisation de composants du cy-
tosquelette, de la matrice extracellu-
laire ou du complexe associé a la dys-
trophine. On ne peut, cependant,
écarter I’hypothése selon laquelle la
calpaine musculaire serait nécessaire
a la maturation physiologique d’une
protéine de régulation ou de structu-
re du muscle. On peut aussi imaginer
que cette protéase soit responsable
du catabolisme de composants pro-
téiques musculaires, I’absence d’une
telle activité entrainant une accumu-
lation toxique de ces composés et fi-
nalement la dégradation des fibres
musculaires. Nous favorisons une
autre hypothese [13], celle de I'inter-
vention de CANP3 dans la transmis-
sion du signal, avec une possible acti-
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vité régulatrice sur des facteurs de
transcription spécifiques du muscle
tels que MyoD. Des expériences de
I’équipe japonaise utilisant des anti-
corps spécifiques montrent, en effet,
une localisation nucléaire de la cal-
paine musculaire [14]. De plus, les
calpaines ubiquitaires semblent ré-
gler la transcription par clivage de
cJun et de cFos et contréleraient ’ac-
tivité de NF-kB par la protéolyse de
son inhibiteur IxB-ot (m/s n°4, wvol.
11, p. 642).

La démonstration du réle de la cal-
paine musculaire va permettre de vé-
rifier 'appartenance des familles au
groupe LGMD2A, de définir des cri-
téres nosologiques plus précis de cet-
te myopathie — prélude a un meilleur
diagnostic —, et d’étudier les relations
génotypes/phénotypes dans cette
maladie. Dans cette optique, il est en-
visagé de lancer un consortium inter-
national pour la recherche de muta-
tions. La mise en évidence du roéle de
cette protéase permet également
d’envisager de nouvelles perspectives
de pharmacothérapie. Différentes
études sont entreprises afin de com-
prendre les mécanismes physio-pa-
thologiques, I’évolutivité et la spécifi-
cité des signes cliniques de cette
dystrophie des ceintures, de valider
les hypothéses émises, et enfin
d’identifier d’autres génes respon-
sables de cette myopathie. La
construction d’'un modele animal par
invalidation du géne canp3 murin par
recombinaison homologue permet-

tra de mieux étudier la physiopatho-
logie de la maladie et , peut-étre, de
disposer d'un modéle animal pour
les études a visée thérapeutique.
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