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Quand

la prévision
permet

la prévention

Nos lecteurs savent quelle
est Uampleur du débat
concernant les conséquences
individuelles, médicales

et sociales de la médecine
génétique de prévision.
Dans certains cas,
cependant, dont on espere
qu’ils seront de plus en plus
nombreux grdce

a la compréhension

des mécanismes
pathogéniques et

aux progres des traitements
préventifs, le diagnostic
génétique présymptomatique
d’une maladie a d’évidentes
conséquences sur le plan

de la prévention. Ainsi

en va-til du locus

de hémochromatose,
puisque Uidentification

des homozygotes — et peut-
étre des hétérozygotes — peut
conduire a une mesure aussi
simple que des saignées

(un don de sang!)
régulieres, de nature

a éuviter les graves
conséquences de la surcharge
en fer. Dans le cas

de la polypose rectocolique
familiale, les choses sont
moins simples, puisque

le traitement préventif est
une colectomie totale et,
selon les auteurs, une
rectocolectomie si la
mutation du gene APC
siege dans la partie
carboxyterminale

de la molécule.
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Un bon gene candidat
pour ’'héemochromatose.
Analyse d’homozygotie
par descendance
en I'absence de consanguinité

Le terme d’hémochromatose a été
employé en 1889 par von Recklin-
ghausen pour désigner I’ensemble
des troubles liés au dépot anormal de
fer dans I'organisme; le caractere
héréditaire de l’affection et son
mode de transmission autosomique
récessif ont été déterminés ultérieu-
rement. Cette maladie s’exprime
habituellement entre 30 et 40 ans
chez ’homme, plus tardivement chez
la femme du fait des pertes de fer par
les regles ou a 'occasion des gros-
sesses. Dans les formes avancées de la
maladie les signes cliniques témoi-
gnent des atteintes viscérales mul-
tiples: mélanodermie, hépatoméga-
lie et cirrhose, ostéo-arthropathies,
myocardiopathie non obstructive,
diabéte insulinodépendant, insuffi-
sance gonadique d’origine hypophy-
saire. L’évolution spontanée de la
maladie se fait vers la mort, le plus
souvent par insuffisance cardiaque
ou par apparition d’un hépatocarci-
nome. Le tableau précédent peut
étre qualifié d’historique car il ne
s’observe plus aujourd’hui que de
facon exceptionnelle; le diagnostic
est en effet porté le plus souvent sur
bilan biologique provoqué sur signe
d’appel (asthénie, arthralgies...) ou
par la découverte d’une hypersidéré-
mie. Ce diagnostic précoce repose
donc sur I'exploration du métabo-
lisme du fer qui vise a démontrer la
surcharge (augmentation du fer
sérique, du coefficient de saturation
de la transferrine et de la ferritiné-
mie) et a la quantifier, soit par
approche histologique, soit par

dosage chimique sur une ponction-
biopsie hépatique. La justification de
ce diagnostic précoce est I’existence
d’un traitement simple et efficace:
en effet des saignées régulieres, dont
le rythme est contr6lé par la sur-
veillance de la férritinémie, prévien-
nent I'apparition des signes cliniques
et des complications de la maladie;
elles procurent alors aux malades
une espérance de vie tout a fait nor-
male.

Les évaluations qui ont été faites a ce
jour font de I'hémochromatose la
plus fréquente des maladies hérédi-
taires, avec un sujet atteint sur 200 a
400 dans les pays celtiques (et donc
plus d’un hétérozygote sur 10 per-
sonnes), 1 sur 1000 dans les autres
ethnies caucasoides. Le geéne a été
localisé il y a plus de vingt ans sur le
bras court du chromosome 6 a proxi-
mité des genes HLA de classe I et un
effet fondateur a été soupconné sur
la fréquence élevée de l'allele HLA-
A3 chez les malades [1]. Plus récem-
ment, la région candidate, d’abord
limitée a la proximité immédiate des
genes HLA-A, a été étendue sur 2,5 a
3,5 mégabases en direction télomé-
rique [2]. La découverte rapportée
par la société américaine Mercator
Genetics (Menlo Park CA, USA) a
donc constitué une surprise puisque
le géne candidat identifié est situé
encore plus loin, a environ 4,5 méga-
bases [3].

Partant de 1’étude de 101 sujets
malades, cette équipe a donc entre-
pris de localiser, puis d’identifier ce

géne en appliquant une méthode m—
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décrite sous le nom de recherche
d’homozygotie par descendance.
Cette méthode, dans sa conception
théorique, a été proposée en 1987
[4]. Elle repose sur '’hypothése que
l'origine commune d’une méme
mutation s’accompagne d’une homo-
zygotie de I’environnement génique,
et que la cartographie de cet envi-
ronnement doit ainsi permettre la
localisation de génes récessifs. Pour
la premiere fois, en 1993, la méthode
de Lander a permis la localisation,
puis en 1995 l'identification par
I’équipe de Jean-Louis Mandel du
géne de l'ataxie par déficit isolé en
vitamine E [5]. La technique a été
bien décrite dans médecine/sciences a
cette occasion (m/s n°3, vol. 11,
p. 472). Depuis lors, la méme
approche a été employée dans
d’autres maladies, mais toujours en
étudiant des familles dont la consan-
guinité était connue. Cette stratégie,
appliquée dans le syndrome de Wer-
ner, a ainsi récemment permis de
ramener de 8,3 ¢cM a 1,6 cM l’inter-
valle potentiel de localisation du
géne candidat [6, 7]. L’originalité du
travail décrit ici est qu’il porte sur
une série de malades non apparentés
pour lesquels n’existait donc aucune
notion connue de consanguinité,
mais seulement ’hypothése d’un
effet fondateur commun.

La premicre étape a été I’établisse-
ment d’un contig de chromosomes
artificiels de levure (YAC) se chevau-
chant partiellement et s’étendant sur
6 Mb, entre un marqueur proche du
locus HLA-A (D6S265) et un autre
marqueur beaucoup plus télomé-
rique (D6S276), a I'aide de tous les
marqueurs polymorphiques et des
STS (sequence tagged-site) précédem-
ment connus [8]. La région centrale
de 3 Mb a également été recouverte
par un conlig de divers clones bacté-
riens (BAC, PAC et P1). A partir de
tous ces clones, un grand nombre de
nouveaux marqueurs polymor-
phiques, microsatellites ou simples
mutations ponctuelles, a été identi-
fié. L’étape suivante a été I’analyse
génétique de I’ensemble de la région
clonée chez les 101 malades et chez
64 témoins en étudiant les distribu-
tions alléliques de 45 marqueurs.
Deux approches complémentaires
ont été utilisées: (1) des études de

déséquilibre de liaison en évaluant
son intensité a 1'aide du coefficient p
excess et, d’autre part, de facon origi-
nale par un coefficient appelé F des-
tiné a mesurer le degré de déséqui-
libre par rapport a la loi de
Hardy-Weinberg c’est-a-dire 1’exces
d’homozygotes observé a chaque
locus; parallelement avait été faite
I’hypothése que, pour chaque mar-
queur, 1’allele présent chez les
malades avec la plus grande fré-
quence par rapport aux témoins
appartenait a I’haplotype ancestral.
Les résultats obtenus avec ces deux
coefficients étaient concordants:
(1) ils aboutissaient a reconnaitre au
milieu d’une vaste région de 4Mb
une zone de plus grand déséquilibre
de liaison sur environ 600kb (dans
cette zone des valeurs du p excess de
0,81 conduisait a émettre I’hypothése
que 80% des chromosomes étaient
porteurs de L’haplotype ancestral);
(2) une analyse de 46 chromosomes
choisis parce qu’ayant toutes proba-
bilités de correspondre a I’haplotype
ancestral et préalablement isolés en
lignées d’hybrides somatiques; une
convergence s’est dégagée, délimi-
tant une région de 250kb (entre les
marqueurs D652238 et D652241) qui
apparaissait dans une phase allélique
identique sur 41 des 46 chromosomes
mais seulement chez 2,3 % des
témoins. Une derniere étape a été
I'identification des génes présents
dans cette région par sélection
d’ADNc, piégage d’exons et, pour
finir, séquencage systématique. Ainsi
ont pu étre caractérisés 15 genes,
12 geénes d’histone, et 3 génes encore
inconnus. La logique de I'hypothese
a été poursuivie: en cas d’homozygo-
tie par descendance, la mutation
ancestrale devait se retrouver chez un
nombre élevé de malades (~80 %) et
étre rare (~5%) chez les témoins.
Une seule mutation dans un seul
gene, appelé HLA-H, répondait a ce
critere, G - A en position 845
(mutation Cys*®? - Tyr au niveau
protéique). Toujours associée a
I’haplotype ancestral, elle est retrou-
vée chez 85 % des 356 chromosomes
malades et chez 3,2 % seulement des
témoins. Une seconde mutation,
His® - Asp, retrouvée huit fois chez
des hétérozygotes composites, portait
a 87% la fréquence allélique totale

chez les malades. Depuis 15ans Ia
nomenclature internationale du
geéne de 'hémochromatose est HFE ;
I’adoption du terme HLA-H par les
auteurs est regrettable car elle est
source de confusion avec le pseudo-
gene du méme nom, connu et loca-
lisé de longue date au voisinage du
géne HLA-A. Nous pensons donc
qu’il est préférable d’appeler le géne
décrit par I’équipe de Mercator HFE.
Sur la base des résultats actuels, la
mutation Cys?®? - Tyr peut étre
considérée sans difficultés majeures
comme «délétére », en revanche,
I'interprétation est plus difficile pour
la mutation His® — Asp, en raison de
sa fréquence élevée dans la popula-
tion générale (15 a 20 %) ; il pourrait
ne s’agir que d’un simple polymor-
phisme marquant sur certains chro-
mosomes une mutation HFE encore
non identifiée.
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Figure 1. Structure proposée de la
protéine HFE, par homologie avec
les protéines CMH de classe I. La
partie extracellulaire comporterait
trois domaines a partir de I'extrémité
aminoterminale, a1, a2 et a3. La 2-
microglobuline se lierait de fagon
non covalente au domaine a3. Les
ponts disulfure des deux protéines
étant nécessaires a cette liaison, la
mutation Cys®? - Tyr déstabiliserait
cette liaison. La mutation His® -
Asp, située en surface, aurait un
retentissement fonctionnel limité. La
protéine HFE comporte ensuite un
domaine transmembranaire et un
court segment cytosolique.
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En accord avec la symptomatologie
clinique tres polyvalente de la mala-
die, le gene HFE est exprimé sous
forme d’un transcrit majeur de 4 kb
dans tous les tissus sauf le cerveau,
avec une intensité faible mais prati-
quement identique d’un type cellu-
laire a I'autre. La protéine HFE de
343 acides aminés codée par le gene
HFE présente des similitudes impor-
tantes avec les protéines du com-
plexe majeur d’histocompatibilité de
classe I, en particulier la présence de
quatre cystéines également espacées,
qui forment des ponts disulfure au
niveau des domaines 02 et 03, assu-
rant aux molécules de classe I la
conformation nécessaire a l'interac-
tion non covalente avec la By-micro-
globuline (B,m) ainsi qu'une présen-
tation correcte a la surface de la
cellule (figure 1). La mutation
Cys*? - Tyr, la plus fréquente, pour-
rait désorganiser un domaine pré-
sumé de liaison de la Bom. A I'appui
de cette hypothése du lien entre f,m
et hémochromatose, on peut arguer
du fait que les souris B,m”~ dévelop-
pent une surcharge martiale tissu-
laire progressive [9]. La structure de
la protéine ne semble pas permettre
la liaison d’un métal ; en revanche, la
fonction de HFE pourrait étre I'inter-
nalisation ou le recyclage d’un ligand
par l'intermédiaire d’un récepteur.
Toute explication devra évidemment
tenir compte du fait que ’absorption
du fer a lieu au niveau de la
muqueuse intestinale, le défaut pri-
maire se situant sans doute au niveau
du transfert du fer de la face basola-
térale de I'entérocyte vers le plasma,

et qu’'un des sites majeurs de dépot
du fer est le foie [10]. En I’absence
d’études fonctionnelles, on est réduit
a des hypothéses sans argument
d’évidence. La molécule pourrait
étre le récepteur d’'un ligand fixant
le fer, son action, normalement de
controle négatif, étant inactivée par
la mutation. Une autre possibilité
serait un role dans la transmission
d’un signal, la protéine HFE sensible
au niveau du fer plasmatique contro-
lant le fonctionnement d’'un autre
géne. Le mode d’action pourrait,
enfin, étre encore plus indirect,
s’exercant par association avec des
éléments du systtme immunitaire
pour influencer le métabolisme du
fer. Ainsi, I’ensemble des données
expérimentales fournit évidemment
des arguments forts, mais pas de
preuve formelle, pour une candida-
ture du gene Mercator a étre le gene
HFE. 1] reste cependant une possibli-
lité que ce geéne soit simplement un
marqueur, mais lié de facon tres
étroite a la maladie. Quoi qu’il en
soit, la recherche des deux mutations
est d’ores et déja utilisable comme
critere diagnostique*.

* Sur un groupe de 65 malades que nmous étudions
depuis longtemps et chez lesquels le diagnostic a été porté
sur des criteres trés stricts, y compris cliniques, nous
retrouvons des fréquences alléliques de 93,1 % pour la
mutation Cys282 — Tyr (dont 90,8 % a Uétat homozy-
gote) et de 5,4 % pour le variant Hisg; — Asp, soit au
total 98,5 % entre les deux mutations. Nous confirmons
donc et nous amplifions les résultats de Mercator. Nous
proposons des a présent d'effectuer la recherche de ces
deux mulations : Laboratoire de génélique moléculaire,
CHU de Rennes. Secrétariat — tél. : 02 99 28 42 71 et
02 99 28 58 77.

Depuis une quinzaine d’années, le
diagnostic d’hémochromatose était
porté le plus souvent sur de simples
critéres biologiques. L’inconvénient
conceptuel de cette pratique est
qu’elle conduit a assimiler toutes les
surcharges biologiques primitives en
fer a une hémochromatose hérédi-
taire. La situation qui vient d’appa-
raitre de mutation, sinon unique, du
moins en nombre trés limité, permet
aujourd’hui d’envisager un diagnos-
tic génotypique direct dont la géné-
ralisation devrait amener a revoir la
nosologie des surcharges biologiques
en fer. Par ailleurs, cette maladie fré-
quente, facilement maitrisable par
un traitement peu colteux, devient
également un bon candidat a dépis-
tage par ce test génotypique. Ce
dépistage doit-il étre systématique,
étant donné la fréquence de la mala-
die, ou n’étre pratiqué que devant un
signe d’appel ? ®
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mEE Un modele animal de maladie de
Charcot-Marie créé par transgenese. La
maladie de Charcot-Marie (Charcot-
Marie-Tooth pour les auteurs anglo-
américains) est la plus fréquente des
neuropathies périphériques en patholo-
gie humaine. Il en existe plusieurs
formes dont I'une des plus communes,
la CMT de type 1A, est due a une dupli-
cation partielle du chromosome 17
entrainant une duplication du gene et
une augmentation de la synthéese de la
protéine périphérique 22 de la myéline
PMP22 (peripheral myelin protein-22). La
maladie est caractérisée par une fai-
blesse musculaire d’origine nerveuse,
avec hypertrophie des cellules de
Schwann et hypomyélinisation. A noter
que la carence en PMP22 est également
associée a des anomalies de myélinisa-
tion (m/s n°11, vol. 9, p. 1273). Le role
de 'amplification du géne PMP22 et de
la synthése accrue de la protéine a été
mis en cause par certains. Deux équipes
européennes comportant des cher-
cheurs allemands, britanniques, suisses
et francais ont voulu directement tester
I'influence d’une augmentation du
nombre de copies du gene PMP22 chez
le rat, modeéle animal habituellement
étudié pour analyser la différenciation
des cellules de Schwann et la myélinisa-
tion [1] et chez la souris [2]. Des rats et
des souris transgéniques ont donc été
créés. Les animaux hétérozygotes pour
I’addition d’une répétition d’environ
trois fragments PMP22 ont des lésions et
des symptomes mimant de trés pres
ceux de la maladie de Charcot-Marie.
La symptomatologie est encore plus
grave chez les homozygotes. La protéine
PMP22 joue donc un role essentiel dans
la différenciation des cellules de
Schwann qui est perturbée en cas
d’exces aussi bien que d’insuffisance de
synthése. Dans le premier cas, la symp-
tomatologie est celle d’'une maladie de
Charcot-Marie ; dans le second, elle est
celle d’'une neuropathie héréditaire
avec tendance a des paralysies aigués
secondaires a la pression (HNPP, hedi-
lary meuropathy with liability to pressurepal-
sies) (m/sn°5, vol. 10, p. 590). Plus généra-
lement, d’ailleurs, la myélinisation est
certainement un processus extréme-
ment complexe facilement perturbé
puisquune duplication du gene PMP
codant pour le protéolipide de la myé-

line entraine également des anomalies
de myélinisation similaires a celles de la
maladie de Pelizaeus-Merzbacher (m/s
n°4, vol. 10, p. 487).

[1. Cerada M, et al. Neuron 1996; 10:
49-60.]

[2. Huxley C, et al. Hum Mol Genet
1996; 5: 563-9.]

mmE La souris mdx déficiente en
MyoD, un phénotype sévere mimant les
myopathies de Duchenne et de Becker.
Quoique les souris mdx soient défi-
cientes en dystrophine, leur phénotype
est beaucoup moins sévere que celui des
malades atteints de myopathie de
Duchenne [1]. En effet, la dégénéres-
cence musculaire est compensée par
une régénération trés efficace. Par
ailleurs, des souris rendues par recombi-
naison homologue totalement défi-
cientes en MyoD, un facteur de diffé-
renciation myogénique, ont un
phénotype pratiquement normal (m/s
n°5, vol. 12, p. 639). Cependant, la com-
binaison des deux anomalies (souris
MyoD~~/mdx) ont une myopathie beau-
coup plus sévere que les souris mdx et
meurent prématurément. L’anomalie
siege au niveau de la régénération, qui
est trés perturbée. MyoD semble donc
avoir une fonction importante dans la
régénération musculaire au cours de
laquelle les cellules satellites deviennent
des myoblastes proliférants, puis des
myotubes. En I'absence de MyoD, on
pourrait assister a un auto renouvelle-
ment de ces cellules satellites qui ne
s’engageraient pas, ou du moins insuffi-
samment, dans la voie des différencia-
tions myogéniques. Puisque la grande
différence entre symptomatologie des
hommes et des souris déficients en dys-
trophine est liée a I'incapacité des pre-
miers de compenser la perte musculaire
engendrée par la dégénérescence accé-
lérée des myotubes, les auteurs de ce
travail, des canadiens du Manitoba et de
I’Ontario (Hamilton et Winnipeg),
espérent que les souris MyoD”~/mdx
seront de bons modeles de la maladie
humaine sur lesquels pourront étre
entreprises des études physiopatholo-
giques et thérapeutiques [2].

[1. Pastoret C, Sebille A. médecine/
sciences 1993 ; 9: 737-46.]

[2. Megeney LA, et al. Genes Dev 1996 ;
10: 1173-83.]
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