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Le muscle,
encore
le muscle...

Quatre nouveaux genes
identifiés en 1995 dans
des myopathies a
transmission
autosomique

récessive : les
myopathies des
ceintures s’éclairent; de
méme, le casting

s ’étoffe dans les
cardiomyopathies
hypertrophiques
familiales.
Fondamental : la
rapsyne permettrait le
regroupement des
récepteurs de
Pacétylcholine au
niveau de la jonction
neuro-musculaire et,
indirectement, serait
essentielle a la
morphogenese de la
plaque motrice.

ﬁ-sarcoglycane: une protéine
du complexe
dystrophine-glycoprotéines
est responsable
d’une forme récessive
de dystrophie musculaire

Les dystrophies musculaires progres-
sives qui atteignent essentiellement la
musculature proximale des membres
chez I'enfant et I'adulte jeune for-
ment un groupe hétérogéne de myo-
pathies héréditaires dont certaines
ont été identifiées comme SCARMD
(pour severe childhood autosomal recessi-
ve muscular dystrophy) et d’autres com-
me LGMD (pour limb girdle muscular
dystrophy). Quatre loci impliqués dans
les formes récessives ont été localisés
sur les chromosomes 15q15.1-q21.1
(LGMD2A) [11, 2q13 (LGMD2B) [2,
3], 13q12 (SCARMDI1, LGMD2C), [4,
5], 17ql12-q21.33 (SCARMD2,
LGMD2D) [6]. Quant aux formes do-
minantes, un premier locus a été loca-
lisé sur le chromosome 5q [7].

Le tableau clinique de ces dystro-
phies est caractérisé principalement
par une atrophie progressive et une
faiblesse des muscles proximaux des
membres. Les symptoémes apparais-
sent au cours des vingt premieres an-
nées de la vie et évoluent progressive-
ment jusqu'a la perte de la marche
dix a vingt ans plus tard. La maladie
s’exprime avec une grande hétérogé-
néité clinique. En outre, jusqu’a pré-
sent, ’absence de définition nosolo-
gique spécifique rendait difficile la
distinction entre les malades LGMD
et ceux qui présentaient d’autres ma-
ladies neuromusculaires, telles que

les myopathies de Becker, les dystro-
phies facio-scapulo-humorales et sur-
tout les amyotrophies spinales. Ces
conditions ont conduit Michel Far-
deau a qualifier le diagnostic
«LGMD» de diagnostic «fourre-
tout». Avec 'avénement d’outils dia-
gnostiques moléculaires, cette situa-
tion s’est nettement améliorée. Le
diagnostic « LGMD » reste cependant
problématique en raison de I'absen-
ce de consensus sur les critéres spéci-
fiques de chacune de ces formes, ce
qui conduit a regrouper provisoire-
ment ces derniéres sous une méme
appellation [8], décision qui ne fait
pas I'unanimité.

C’est dans ce contexte qu’il faut me-
surer les progres réalisés ces derniers
mois avec l'identification de quatre
geénes responsables de myopathies a
transmission autosomique récessive.
Les génes responsables des formes
LGMD2A, 2D, 2E, 2C ont été identi-
fiés et codent respectivement pour
une protéase spécifique du muscle
(1a calpaine) (m/sn°4, vol. 11, p. 637)
[9] et trois glycoprotéines de 50 kDa,
I’adhaline (ou 50 DAG pour dystro-
phin associated glycoprotein (m/s n°12,
vol. 10, p. 1326) [6], de 43 kDa et de
35 kDa, toutes trois membres du com-
plexe glycoprotéique associé a la dys-
trophine ou DGC pour dystrophin gly-
coprotein complex [10-12]. Ce complexe
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(figure 1) est constitué (1) de la dys-
trophine, présente a la surface inter-
ne de la membrane plasmique des
fibres musculaires et reliée a ’actine F
du cytosquelette [13-15], (2) d’un tri-
plet protéique intracellulaire de
59 kDa (ou syntrophine) [16-17] (3)
de quatre glycoprotéines transmem-
branaires, comprenant [’adhaline
(50 kDa) [18], le doublet de 43 kDa
composé de la B-dystroglycane [19]
qui lie le domaine riche en cystéine
de la dystrophine [20] et de la 43 DAG,
la 35 DAG, (4) de la 25 DAP pour
dystrophin-associated protein et (5) de
I'o-dystroglycane (ou 156 DAG) si-
tuée a la surface externe de la mem-
brane et liant le complexe a la matri-
ce extracellulaire via la laminine 02
(ou mérosine) dans le muscle sque-
lettique (m/s n°10, vol. 10, p. 1042)
[21]. L’organisation de ce complexe
suggere qu'il constitue un lien entre
le sarcolemme et la matrice extracel-
lulaire dans le muscle squelettique et
qu’il protégerait ainsi la membrane
de la cellule musculaire de dom-
mages induits au cours de la contrac-
tion musculaire (m/s n°12, vol. 11,
p. 1679) [22].

Les dystrophies musculaires pour les-
quelles les geénes mis en cause ont été
identifiés impliquent toutes 'un des
membres de ce complexe. Dans la
myopathie de Duchenne, les muta-
tions dans le géne de la dystrophine
s’accompagnent de I’absence totale
de cette protéine et d’une réduction
drastique des protéines associées au
sarcolemme, conduisant a un phéno-
type dystrophique sévére [13, 23].
Plus récemment, il a été démontré que
des mutations dans le géne codant
pour I'adhaline, le locus LGMD2D, en-
trainaient une réduction de cette gly-
coprotéine au niveau du sarcolemme
[6, 24-26] (m/s n° 12, vol. 10, p. 1326).
Derniérement, des mutations dans la
laminine 02, le ligand de I’c-dystro-
glycane (ou 156 DAG), ont été identi-
fiées chez des malades présentant
une forme de dystrophie musculaire
congénitale localisée sur le chromo-
some 6q [27, 28], entrainant une ré-
duction de la laminine a2 au niveau
du sarcolemme. Ainsi, ’ensemble des
mutations touchant au moins I'un
des composés du DGC engendre une
déstabilisation structurale du com-
plexe qui pourrait étre a I’origine du
m/s n°12, vol. 11, décembre 95
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Figure 1. Modeéle du complexe dystrophine-glycoprotéines. La dystrophine,
protéine du cytosquelette musculaire, est associée en homodiméres antipa-
ralléles; elle est liée aux filaments d’actine par son extrémité amino-termina-
le (N) et aux syntrophines par son extrémité carboxy-terminale (CT). Elle est
ancrée par son domaine riche en cystéine (CR) a la 3-dystroglycane du com-
plexe glycoprotéique. Celui-ci est composé des sous-complexes dystroglyca-
ne et sarcoglycane. Il est lui-méme relié a la laminine o2, composant de la

matrice extracellulaire de la fibre musculaire, par I'c-dystroglycane.

processus dystrophique par la ruptu-
re des liens entre le cytosquelette et
la matrice extracellulaire. Paralléle-
ment, dans plusieurs formes de car-
diomyopathies hypertrophiques, les
protéines impliquées sont des pro-
téines du cytosquelette (la myosine
[29, 30], la tropomyosine et la tropo-
nine T [30, 31]). En revanche, la cal-
paine dont le réle dans I’étiologie
moléculaire des LGMD2A a été dé-

montré (m/s n°4, vol. 11, p. 637) [9]
constitue une exception notoire.

C’est essentiellement grace a I'étude
d’un isolat génétique de I'ile de la Ré-
union présentant de nombreux cas de
forme récessive de LGMD que le géne
de la calpaine a été identifié comme
responsable de la forme récessive
LGMD2A [9]. L’implication de ce
géne a également été confirmée sur

un ensemble de familles Amish origi- e
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Tableau |
CLASSIFICATION DES MALADIES MUSCULAIRES
A TYPE DE MYOPATHIE DES CEINTURES
Nomenclature Autres Localisation Protéine Transmission Références m/s Références
actuelle désignations chromosomique héréditaire
LGMD1 Hétérogeéne ? Dominante m/s n°9, vol. 8, p. 1005
un locus en 5q (ultra-bréve génétique)
LGMD2A 15915.1-q21.1  Calpaine Récessive m/s n°4, vol. 11, p. 637 [9]
(nouvelle)
LGMD2B 2p13 Récessive
LGMD2C SCARMD1 13q12 Sarcoglycane y Récessive m/s n°9, vol. 8, p. 985 [41]
adhalinopathie DAG35kDa (mini-synthése), n° 12,

secondaire vol. 10, p. 1326 (bréve)

LGMD2D SCARMD2 17912 Sarcoglycane o Récessive m/s n°12, vol. 10 [6]
adhalinopathie DAG50kDa p. 1326 (bréve)
primaire
LGMD2E 4cen Sarcoglycane B Récessive cette mini-synthese [38, 39}
Girdhaline
DAG43kDa

Dystrophie 6q Laminine a2 Récessive m/s n°12, vol. 11 [29]
musculaire mérosine p. 1679
congénitale (article de synthése)

LGMD: limb girdle muscular dystrophy; SCARMD: severe childhood autosomal recessive muscular distrophy; DAG: dystrophin-associated glycopro-

tein.

naires du Nord de I'Indiana, USA
(32]. Cependant, contre toute atten-
te, ce locus a été exclu pour six fa-
milles Amish du sud de I'Indiana, re-
liées par de multiples liens de
consanguinité a celles du nord de cet
Etat [33]. Cette étude a également
permis de révéler I’existence d’un cin-
quieme locus LGMD puisque dans cet-
te population les loci LGMD2B,
LGMD2C et LGMD2D ont été exclus
[33]. Une recherche de localisation
génétique a été menée sur ces familles
en utilisant le large panel de microsa-
tellites trés informatifs développé a
Généthon [34, 35]. Plus de 75% du
génome ont été exclus par I’analyse
de 320 marqueurs avant qu’un lod sco-
re indicatif d’une liaison potentielle
avec le microsatellite D45428 soit ob-
tenu. L’analyse de 29 microsatellites
additionnels a permis de confirmer la
liaison génétique du locus morbide sé-
grégeant dans ces familles a la région
péricentromérique du chromosome
4. Par la suite, I'implication de ce locus
a été confirmée sur cinqnouvelles fa-
essssms milles Amish provenant également du
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sud de l'Indiana. La construction
des haplotypes pour I’ensemble
de ces familles a permis d’encadrer
le locus morbide entre 2 microsatel-
lites, D4S396 et D4S1630, définissant
une région d’environ 3 centiMorgans
[36].

Parallélement a cette étude, un nou-
veau membre du complexe DGC, la
43 DAG, a été caractérisé par I'équi-
pe de Kevin Campbell (Iowa, USA)
en utilisant une approche de clonage
fonctionnel. Ainsi, lorsque le geéne
codant pour la B-dystroglycane, une
des protéines du doublet de 43 kDa,
a été cloné [19], sa séquence en
acides aminés a €té comparée aux
différentes séquences peptidiques ob-
tenues a partir du doublet protéique
de 43 kDa du complexe DGC purifié
de muscle de lapin. Un seul des pep-
tides fut retrouvé dans la séquence
primaire de la B-dystroglycane, suggé-
rant I’existence d’une autre protéine
de poids moléculaire similaire. Ces
séquences peptidiques non affiliées
ont alors été utilisées comme sonde
électronique, via l'Internet, contre

une banque de données contenant
des séquences exprimées (EST pour
expressed sequence tags) de cerveau hu-
main [37]. Plusieurs séquences nu-
cléotidiques dont la traduction en
acides aminés s’alignait parfaitement
avec les séquences peptidiques du
doublet de 43 kDa ont été identifiées.
Ces séquences ont ensuite été utili-
sées comme «hamecons» pour obte-
nir des clones ADNc d’une banque
de muscle squelettique humain de fa-
con a obtenir le messager complet.
Par ailleurs, ces premiéres séquences
nucléotidiques ont été utilisées pour
isoler des cosmides contenant le
géne. Leur hybridation in situ a per-
mis de localiser le gene dans la ré-
gion péricentromérique du chromo-
some 4, déja identifiée par I’équipe
de Jacques Beckmann comme celle
contenant le cinquiéme [locus de
LGMD a transmission autosomique
récessive. Une collaboration étroite
entre les deux groupes fut alors éta-
blie et les résultats de I’ensemble de
ces travaux ont été rapportés dans
Nature Genetics [36].
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L’identification d’'un marqueur mi-
crosatellite intragénique et son analy-
se dans les familles Amish du sud de
I'Indiana révéla une parfaite coségré-
gation de celui-ci avec la maladie. Les
études ultérieures ont ensuite confir-
mé ce géne comme candidat pour
cette forme de myopathie. En effet,
I’analyse de la distribution tissulaire
du messager de ce géne montre une
expression ubiquitaire d’un transcrit
majoritaire de 4,3kb et d’un transcrit
de 3kb, toutefois marquée par une
large prédominance de ces transcrits
dans les tissus musculaires squelet-
tiques et cardiaques. L’analyse de la
séquence en acides aminés de ce
geéne suggere, par ailleurs, la présen-
ce d’un domaine transmembranaire
unique et de sites de glycosylation
dans la partie C-terminale de ce der-
nier, prédite comme étant extracellu-
laire. L’organisation membranaire
est analogue i celle de la B-dystrogly-
cane et de I’adhaline avec de larges
domaines extracellulaires et de
courts domaines intracellulaires [18,
19]. Une protéine de fusion gluta-
thion-S-transférase (GST) contenant
les 64 premiers résidus C-terminaux
du domaine transmembranaire de la
protéine codée par ce géne a été pro-
duite et injectée a des lapins pour fa-
briquer des anticorps polyclonaux.
Les anticorps ainsi produits ont été
utilisés pour confirmer la présence
de la protéine dans le DGC purifié
ainsi que dans des extraits membra-
naires musculaires. La localisation
subcellulaire de cette protéine a été
démontrée parallélement par immu-
nofluorescence sur des sections trans-
versales de muscles squelettiques nor-
maux de différentes especes de
mammiféres. La protéine est colocali-
sée au niveau du sarcolemme avec les
autres partenaires du DGC.

Une nouvelle nomenclature des pro-
téines du complexe DGC a alors été
proposée sur la base de propriétés
biochimiques subdivisant le DGC en
deux sous-complexes, le complexe
dystroglycane composé de I’o-dystro-
glycane et de la B-dystroglycane et le
complexe sarcoglycane composé de
I'adhaline (o-sarcoglycane), de la
43 DAG (B-sarcoglycane) et de la
35 DAG (y-sarcoglycane) [36, 38].
Cette classification est également vali-
dée par l'observation pathologique
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de I'absence des trois protéines du
complexe sarcoglycane chez le mode-
le hamster Biol4,6 cardiomyopa-
thique [39].

Dans le but de caractériser la B-sarco-
glycane chez ces patients, I’analyse
des messagers extraits de biopsies
musculaires de deux malades Amish
membres d’'une méme fratrie a été
réalisée. Aucune variation qualitative
ou quantitative n’a pu étre observée.
Cela suggérait une mutation de type
substitution de base nucléotidique ou
un réarrangement de petite taille. En
fait, le séquencage direct des pro-
duits de transcription a conduit a
I'identification de la transversion
d’une cytosine vers une guanine avec
pour résultat la substitution d’une
thréonine par une arginine (acide
aminé en position 151, domaine ex-
tracellulaire) dans la séquence des
acides aminés. L’analyse de la ségré-
gation de cette mutation dans l’en-
semble des familles Amish a ensuite
été réalisée par séquencage ou par
une variante du « touchdown-PCR »
permettant d’amplifier spécifique-
ment I'alléle normal ou I'alléele muté.
Les résultats montrent une coségré-
gation parfaite de cette mutation
dans toutes les familles Amish du sud
de I'Indiana, atteintes de dystrophie
musculaire autosomique récessive, ce
qui était attendu en raison de la mise
en évidence d’'un haplotype fonda-
teur unique ségrégeant dans toutes
ces familles.

Le role de la P-sarcoglycane dans
I’étiologie de cette myopathie a égale-
ment été confirmé par la démonstra-
tion biochimique de la déficience en
protéine au niveau des muscles de
malades. Des sections de biopsies pro-
venant de deux malades des familles
décrites ci-dessus ont été analysées
par immunofluorescence (figure 2).
La dystrophine, la B-dystroglycane, les
syntrophines et la laminine 2 sont
présentes a des niveaux comparables
a ceux des controles. En revanche, I’
o- ainsi que les B- et y-sarcoglycanes
sont réduites de facon drastique au
niveau du sarcolemme.

Ainsi, au cours de cette année, quatre
génes responsables de dystrophie
musculaire progressive ont été clonés.
Parmi eux, I’identification du géne co-
dant pour la calpaine (LGMD2A) re-
présente I’aboutissement de cinq an-

nées d’effort utilisant I'approche
conventionnelle du clonage position-
nel. Pour les autres loci, la combinai-
son des approches de clonage posi-
tionnel et fonctionnel a permis de
réduire considérablement le temps
nécessaire a I'isolement des génes im-
pliqués. Comme l’illustre cette étude,
et comme discuté déja a propos de la
découverte des génes de susceptibilité
au cancer du colon (m/s n°2, vol. 10,
p.- 228), ou a la maladie d’Alzheimer
(m/sn°9, vol. 11, p. 1354), 'obtention
de ces résultats a été encore accélérée
par 'accés aux banques de données
de type EST qui constituent un nouvel
outil dans les stratégies de clonage.
Les protéines codées par trois des
genes identifiés (2C, 2D et 2E) sont
des partenaires du complexe DGC, et
semblent donc correspondre a des
protéines structurales, bien que la na-
ture exacte de leurs fonctions reste a
élucider. Le géne responsable de la
forme 2A, en revanche, code pour
une protéase, la calpaine, et les muta-
tions affectant cette protéine condui-
sent a4 un processus dystrophique
semblable a celui causé par les muta-
tions dans les génes codant pour les
protéines du sous-complexe sarcogly-
cane.

Dans le méme temps, le laboratoire
de Louis Kunkel a rapporté le clona-
ge de la B-sarcoglycane et I'identifica-
tion d’un cas de LGMD causé par des
mutations non sens dans ce géne
[38]. Ce malade présente un tableau
clinique beaucoup plus sévére que
celui des patients Amish liés au chro-
mosome 4. Cela rejoint les observa-
tions déja faites pour les autres
formes, ou les mutations nulles dans
la calpaine et I'a-sarcoglycane respec-
tivement s’accompagnent de phéno-
types cliniques plus séveres que ceux
des mutations faux sens.

Le géne codant pour le troisieme
membre du sous-complexe sarcoglyca-
ne, la y-sarcoglycane (35DAG), vient
lui aussi d’étre cloné par le groupe
d’Eijiro Ozawa au Japon [40]. Ce géne,
localisé sur le chromosome 13q12, cor-
respond en fait au locus LGMD2C; en
effet, des mutations affectant ce géne
ont été rapportées dans les familles de
Tunisie ayant permis la localisation pri-
maire sur ce chromosome [4].

Il reste maintenant encore au moins un

locus de cette série de myopathies 3 =—
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Figure 2. Analyse immunohistochimique de la B-sarcoglycane au niveau des
muscles squelettiques d’'un patient Amish et d’un individu témoin. Les biop-
sies musculaires ont été marquées avec des anticorps dirigés contre les
membres du complexe dystrophine-glycoprotéines: la dystrophine, la B-dys-
troglycane, les syntrophines, I'o-sarcoglycane (adhaline), la B-sarcoglycane, la
y-sarcoglycane (35 DAG). Témoin: sujet sain, patient: patient Amish LGM-

D2E. Echelle: trait de 50 A.

transmission autosomique récessive a
identifier, le locus LGMD2B. La 25 DAP
représente un candidat potentiel pour
ce locus bien que, comme dans le cas de
LGMD2A, une protéine non structura-
le puisse étre impliquée. Par ailleurs,
d’autres protéines du complexe DGC,
I'o-dystroglycane, la P-dystroglycane et
les syntrophines, dont les geénes ont été
clonés, ne sont associées actuellement a
aucun désordre neuromusculaire.

L’identification de ces quatre génes
représente le point de départ d’études

mssmmmm fonctionnelles des protéines pour les-
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quelles ils codent. L’étude des
interactions au sein du complexe
DGC, protéines/protéines ou pro-
téines/environnement, devrait per-
mettre une meilleure compréhen-
sion de la fonction du complexe
sarcoglycane. Par ailleurs, des
recherches sont actuellement en
cours pour comprendre le réle de la
calpaine et valider les différentes
hypothéses émises (m/s n°4, vol. 11,
p. 637).

Des études sont d’ores et déja entre-
prises afin de comprendre la physio-

pathologie de ces maladies, via la
construction de modéles animaux
déficients pour ces génes, par
exemple, en vue d’approches théra-
peutiques. Cependant, dés a présent,
la mise en place de tests diagnos-
tiques simples peut étre envisagée.
Enfin, I'isolement de ces quatre nou-
veaux genes va permettre la recherche
de critéres nosologiques précis pour
chacune de ces formes de dystrophie
des ceintures. De plus, par I’étude des
corrélations  génotypes/phénotypes,
les différentes formes de LGMD pour-
ront étre mieux cernées, les études
moléculaires fournissant en effet de
nouveaux criteres distinctifs pour la re-
connaissance et la compréhension de
ces myopathies [42]. Ainsi, le groupe
de ces dystrophies pourra finalement
étre décomposé en entités cliniques
distinctes, clarifiant ainsi la confusion
nosologique qui a, jusqu’a présent, ca-
ractérisé le diagnostic LGMD W
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