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Etude génétique et moléculaire
des paralysies périodiques
dyskaliémiques familiales :

un succes de I'approche

par génes candidats

La découverte d’un nombre croissant de génes humains
et la connaissance de la physiopathologie d’affections
héréditaires permet de faire des hypothéses sur ce que
pourrait étre le geéne responsable de certaines affections :
c’est ce que ’on appelle la stratégie du « géne candi-
dat ». C’est ainsi que I’implication du canal sodium
dépendant du voltage a été suggérée dans les paralysies
périodiques hyperkaliémiques, une affection autosomi-
que dominante liée au bras long du chromosome 17. Une
liaison génétique étroite a d’abord été démontrée entre
le géne de la sous-unité o du canal sodium du muscle
squelettique et ’affection, puis deux mutations ponctuel-
les de ce gene ont été détectées dans trois formes fami-

liales et deux formes sporadiques de la maladie.

’analyse moléculaire des
maladies connait depuis
plusieurs dizaines d’années
de nombreuses avancées.
L’une d’entre elles est re-
présentéc par I’application des techni-
ques biochimiques a I’étude des méta-
bolismes pathologiques : cette derniére
a permis la mise en évidence du défi-
cit élémentaire responsable d’un cer-
tain nombre de syndromes héréditai-
res. Cette démarche, remontant de la
protéine au geénc pathologique, est
celle de la génétique qualifiée, pour
des raisons historiques, de « classi-
que ». Elle a permis de faire de nom-
breux progres dans le domaine des
maladies métaboliques, c’est-a-dire les
maladies pour lesquelles le déficit tou-
che une protéine largement représen-
tée ou un des métabolismes dc base du
fonctionnement cellulaire.

inverse

Les maladies neurologiques de
’adulte, touchant le plus souvent des

I La génétique

populations cellulaires restreintes, ont
résisté a ce type d’approche : aucune
anomalie biochimique facilement iden-
tifiable n’a pu ici servir de point de
départ a l’identification d’un geéne
pathologique. C’est pourquoi une
nouvclle stratégie, la « génétique
inverse », a été proposée dans les
années 50 et réalisée avec succes dans
les années 80, gricc aux progres de la
biologie moléculaire, notamment par
la découverte d’enzymes bactériennes,
les enzymes de restriction, qui permet-
tent de définir des polymorphismes de
restriction de TADN (RFLP : restric-
tion fragment length polymorphism) (réfé-
rences dans [1]).

On peut considérer, en premiére
approximation, que les polymorphis-
mes de ’ADN sont dus a des muta-
tions survenant de fagon aléatoire et
répartis tout au long du génome
humain, au moins de ’ordre de un
toutes les quelques dizaines de mil-
liers de paires dc bases. L’espacement
moyen des genes étant d’une centaine
de millicrs de paires de bases, on
peut prédire qu’il existe au moins un
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polymorphisme de¢ I’ADN, notam-
ment dc restriction, proche dc cha-
que géne. On a donc proposé de
localiser les maladies génétiques
humaines en recherchant la coségré-
gation de la maladic et d’un poly-
morphisme de restriction pour le locus
¢tudi¢ au sein d’unc famille (référen-
ces dans [1]).

En 1983, I’équipe dec J.F. Gusclla [2]
a localis¢ le geénc de la chorée de
Huntington pres de la sonde G8 sur
le chromosome 4. Ce premier travail
peut étre considéré comme 1’acte de
naissance dc la génétique inverse et,
par la-méme, dc la neurogénétique
moderne. On proposa alors dc pas-
scr a I’étape suivante, qui est d’iso-
ler un génc grace a sa scule localisa-
tion sur le génome, par une liaison
génétique avec un marqueur donné.
Cctte approche, qui nécessitc un
¢norme travail d’isolement dec frag-
ments chromosomiques a partir du
marqucur connu jusqu’au gine

d’intérét, a été réaliséc avec succes
pour un certain nombre de maladies
ncurologiques : la myopathie de
Duchennc [3, 4] ct la neurofibroma-
tosc de type 1 — plus connuc sous
le nom dc maladie de von Reckling-
hausen [5-7].

I Génes candidats

La séparation entrc génétique classi-
que ct inverse est importante sur le
plan historique. Cependant, actuclle-
ment, cn fonction de la plus ou
moins grandc connaissance physiopa-
thologique d’une maladie, les deux
types d’approche pcuvent étre com-
binés : c’est ’approche par geéncs
candidats. En cffet, chaque jour, de
nouvcaux genes sont isolés ct carac-
térisés, disséquant de facon dc plus
cn plus précise les différents métabo-
lismes ccellulaires. On peut donc pro-
poser de sélectionner un certain nom-
bre de génes qui, raisonnablement,

Nerf moteur

ACh

Mutation HYPP

T-tubule

| v

Canaux sodium

Réticulum

S Ca2+

Fibre musculaire

Figure 1. Mécanismes moléculaires de la contraction des muscles striés.
Le nerf moteur entraine la libération d’un neuromédiateur, I’acétylcholine (ACh),
au niveau de la plaque motrice. Celui-ci se fixe sur des récepteurs spécifiques
dont I’activation provoque la formation d’un potentiel de plaque. Le potentiel
de plaque, quand il atteint un certain seuil, active les canaux sodium situés
le long de la membrane musculaire, qui sont responsables de la formation du
potentiel d’action. Ce dernier, envahissant les tubules T, provoque la libéra-
tion du calcium contenu dans le réticulum sarcoplasmique, qui induit alors le
raccourcissement des protéines contractiles. Dans la paralysie périodique fami-
liale hyperkaliémique (HYPP), nous proposons que la mutation réside dans le
géne codant pour la sous-unité « du canal sodium, perturbant la double pro-
priété d’ouverture et de fermeture des canaux sodium. Ce serait la la cause
du maintien d’une dépolarisation musculaire prolongée.
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Figure 2. Arbre généalogique de la famille atteinte par la maladie de
Gamstorp que nous avons observée. Les individus atteints sont figurés en
noir. Les carrés désignent les hommes et les cercles, les femmes. Les indivi-
dus barrés sont décédés. Le sexe de certains individus a été changé pour pré-
server I'anonymat. Les génotypes sont indiqués pour le canal sodium (HNa2)
et I'hormone de croissance (GH1). La maladie est transmise conjointement avec
l'alléle 1 de HNa2 et l'alléle 1 de GH1.

en fonction de la physiopathologie
supposéc de la maladic, peuvent cn
étre lc défaut primaire, et de pratiquer
unc étude de liaison génétique avec
ces genes candidats. L’avantage de
cette méthode est, en cas de résultat
positif, de déboucher sur la caractéri-
sation directe du geéne pathologique,
en court-circuitant le travail d’isole-
ment ct de décryptage de toute la
région chromosomique contenant le
gene pathologique. Nous allons I’illus-
trer par une étude personnelle sur les
paralysies périodiques dyskaliémiques.

Paralysies périodiques
dyskaliémiques

et physiologie

de la contraction musculaire

Les paralysies périodiques familiales
sont caractérisées par des acces dc
paralysie musculaire. Ces épisodes,
totalement régressifs en quelques heu-
res voirc en quelques jours, sont
accompagnés de légeres modifications
de la kaliémic. Celle-ci est augmentée
dans la forme hyperkaliémique ou
maladie de Gamstorp (HYPP) et
diminuéc dans la forme hypokaliémi-
que (HOPP) [8, 9]. Ces maladies sont
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de transmission autosomique domi-
nante. Sur le plan électrophysiologi-
que, la persistance anormale d’une
dépolarisation musculation rend
compte de la paralysie musculaire
(revue dans [10]).

Nous nous sommes particulierement
intéressés a la HYPP, encore appelée
maladie de Gamstorp ou adynamia epi-
sodica hereditaria [11]. Cette affection
débute le plus souvent dans la pre-
miere décennie par des attaques de
paralysie musculaire provoquée par le
froid, le repos apres Ieffort, la diete
et ’ingestion de potassium, cc dernicr
étant utilisé comme test diagnostique.
La contraction des muscles striés est
le fruit de I'interaction entre le nerf
moteur et le muscle (figure 1). L’influx
nerveux se propage le long de 1’axone
moteur et déclenche la libération d’un
neuromédiateur, ’acétylcholine, dans
la fente synaptique. L’acétylcholince se
fixe sur des sites récepteurs situés sur
la membrane post-synaptique muscu-
laire. Ceux-ci contiennent un canal
ionique qui, en s’ouvrant, provoque
un flux entrant de sodium, source
d’un potentiel de plaque motrice. Ce
potenticl, quand il atteint un certain
seuil, ouvre les canaux sodium situés

tout lc long de la membrane muscu-
laire. Ces derniers sont ainsi respon-
sables de la conduction des potenticls
d’action le long de la membranc mus-
culaire. Les potentiels d’action se pro-
pagent jusqu’a des replis de la mem-
branc musculaire appelés tubules. Ils
induisent alors la libération du calcium
contenu dans un compartiment intra-
cellulaire, le réticulum sarcoplasmi-
que. Cec brusque flux de calcium a
I’intérieur de la fibre musculaire pro-
voque le raccourcissement des fibres
musculaires par la contraction des pro-
téines contractiles (références dans
[12]). Il est clair que, pour qu’unc
contraction musculaire adaptée a
I’ordre motecur se dévcloppe, il faut
que les canaux sodium s’ouvrent pour
un potentiel donné et se ferment pour
que la contraction s’étcigne avant de
recevoir un nouvel ordre contractile.
Comme nous allons le voir dans le
paragraphe suivant, nous proposons
que, dans la HYPP, cette double pro-
priété d’ouverture et de fermeturc des
canaux sodium soit perturbée. Ce
serait 1a la cause du mainticn d’unc
dépolarisation musculaire prolongée.

Implication du canal sodium
dans la paralysie périodique
hyperkaliémique

On peut reproduire in vitro un certain
nombre des mécanismes qui induisent
Pouverture et la fermeture des canaux
sodium. Des études électrophysiologi-
ques ont été réalisées a partir de fibres
des muscles intercostaux de patients
présentant unc HYPP, et maintenucs
vivantes dans un milicu physiologique
dont la concentration en potassium
peut varier. En augmentant progres-
sivement la concentration en potas-
sium, on a pu montrer que les cellu-
les musculaires se dépolarisaient de
facon prolongée pour une concentra-
tion qui, normalement, n’était pas suf-
fisantc pour induire ’ouverturc des
canaux sodium [13]. On obscrvait
alors un courant sodique anormal qui
pouvait étre bloqué par la tétrodo-
toxine, agent pharmacologique inhi-
bant spécifiquement les canaux
sodium. Ces résultats suggéraient que,
dans la HYPP, le géne anormal était
soit lc canal sodium lui-méme, soit un
geéne codant pour une protéine régu-
latrice du canal sodium. Afin de tran-
cher entre ces deux possibilités, nous
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avons décidé d’isoler le canal sodium
humain et de réaliser une étude de liai-
son génétique dans une famille présen-
tant la HYPP, en utilisant la stratégie
des geénes candidats.

La famille que nous avons étudiée
(figure 2, p. 43) est originaire de Cape
Cod, une presqu’ile au sud de I’Etat
du Massachusetts et d’ascendance
anglo-saxonne (si I'on se fie au nom de
famille : McK.). Des prélevements
sanguins pour la préparation d’ADN
ont été effectués chez tous les membres
de la famille qui accepterent de colla-
borer a notre étude. En utilisant la
séquence de I’ADNc du canal sodium
du rat [14-16], nous avons isolé, par
une technique d’amplification génique,
I’ADNc codant par le canal sodium
humain (HNa2) [17]. Nous avons pu
vérifier a posteriori la conservation 2
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Figure 3. Carte génétique du chro-
mosome 17 humain. p : bras court,
q : bras long. Les bandes chromosomi-
ques sont numérotées selon la nomen-
clature internationale (colonne a gauche
du chromosome). Les différents loci
(nomenclature internationale) et les dis-
tances génétiques sont donnés sur
I’échelle a droite du chromosome. Le
locus de la maladie de Gamstorp coin-
cide avec celui du canal sodium (HNa2)
et de I'"hormone de croissance (GH1).

90 % des séquences du canal sodium
entre ’homme et le rat. Nous avons
décrit un polymorphisme de restriction
(RFLP) du canal sodium pour
I’enzyme BglIl et montré la co-
ségrégation systématique de I’allele 1
de ce polymorphisme et de la maladie
dans notre famille (figure 2). Nous
avons par la suite localisé le gene du
canal sodium sur le bras long du chro-
mosome 17 (figure 3), télomérique au
locus de la neurofibromatose de type 1,
et se confondant génétiquement avec
le locus de I’hormone de croissance
(GH1). En conséquence, nous avons
pu utiliser le locus de I’hormone de
croissance (GH1) pour confirmer la
liaison génétique et I’intégrer dans
notre analyse statistique. Le lod-score —
qui est appelé dans ce cas précis un
location-score, car il prend en compte
non seulement les données obtenues en
utilisant le géne du canal sodium mais
également celles de I’hormone de crois-
sance — est de 7,00 et est maximal
pour la fraction de recombinaison de
0,00. Il nous permet d’affirmer la liai-
son génétique sans recombinaisons
entre le canal sodium et la HYPP avec
une chance sur dix millions de nous
tromper [17].

La combinaison des observations élec-
trophysiologiques et génétiques remplit
toutes les conditions postulées lors de
la présentation de I’approche par génes
candidats. Elle nous autorise donc a
proposer que la mutation HYPP réside
dans le géne du canal sodium (17] (m/s
n° 1, vol. 7, p. 79). La preuve défini-
tive de ’existence d’une mutation dans
le canal sodium vient juste d’étre
apportée par C.V. Rojas et al. (Pitts-
burgh, PA ; Portland, OR ; Charles-
town, MA, USA). Les patients atteints
de la famille représentée dans la figure 2
ont une mutation A — G entrainant
un changement Met-Val dans le
domaine transmembranaire S [18].
Cette mutation n’est pas un polymor-
phisme, et est également détectée dans
une forme sporadique de la maladie,
mais pas dans cinq autres cas familiaux
pourtant étroitement liés au gene
HYPP. 1] existe donc trés probable-
ment un polymorphisme moléculaire*
de cette affection, peut-étre associé a
un polymorphisme symptomatique. La
paramyotonie congénitale (Paramyotoma
congenmita), affection dominante associée
a des contractures musculaires lors de
I’exposition au froid, est en effet étroi-
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tement liée génétiquement au geéne de
la sous-unité o du canal sodium et
pourrait étre allélique a la paralysie
périodique hyperkaliémique [18].

La stratégie des génes candidats a éga-
lement fait récemment ses preuves
dans I’étude d’autres affections —
comme, par exemple : les rétinites pig-
mentaires (revue dans [19]), I’angiopa-
thie amyloide familiale [20, 21] et le
syndrome de Kennedy** [22] — et est,
a notre avis, appelée a un grand ave-
nir dans la recherche biomédicale en
raison des progrés continus dans la
connaissance du génome humain M

Summary

Genetic and molecular study of
familial dyskalemic periodic
paralysis : a success of the candi-
date gene approach

Identifying the cause of a genetic
defect in humans has been first pos-
sible in diseases for wich the accu-
mulation of an abnormal product
could be demonstrated in tissues.
From this starting point, the patho-
logical metabolism, and subse-
quently the pathological gene could
be characterized. This approach has
been called for historical reasons
« classical genetics ». In the 80’s,
progress in molecular biology ena-
bled geneticists to propose to isolate
a gene based only on the knowledge
of its precise chromosomal location,
a method termed « reverse gene-
tics ». In the recent years, the quan-
tity of information about the human
genome has grown so quickly, that
it is now possible to combine the
former strategies in the so-called
« candidate gene approach ». We
illustrate this new approach by a
study of hyperkalemic periodic
paralysis (HYPP), an autosomal
dominant genetic disorders in
which patients present with acute
accesses of muscle paralysis. As
muscle paralysis is due to an abnor-
mal depolarization of the muscle
membrane, we defined a linkage
strategy based on the testing of
muscle ionic channels. We finally
found linkage between HYPP and
the adult a-subunit of the muscle
sodium channel. A mutation of this
gene has finally been detected in a
familial and a sporadic observation.
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