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Bases moléculaires

de la phénylcétonurie

en France : de I'invasion celte
a la bataille de Poitiers

La phénylcétonurie est due a une altération du géne de la
phénylalanine hydroxylase. De multiples mutations possibles
sont a lorigine de I'hétérogénéité clinique de I'affection. Les
techniques récentes de génétique moléculaire permettent, a partir
de fragments biopsiques, de cloner TADN complémentaire de
messagers anormaux ; grice a la technique de ’amplification
d’ADN par PCR (polymerase chain reaction), il est aussi pos-
sible, maintenant, de caractériser des mutations a partir de taches
de sang séché de tests de Guthrie.

a phénylcétonurie est la
maladie héréditaire du
métabolisme des acides
aminés la plus fréquente.
En rapport avec un défi-
cit en phénylalanine hydroxylase
(PAH), elle est responsable d’une
arriération mentale sévére mais évita-
ble. La fréquence du géne est de
1/100 en France, de sorte qu’il nait
environ 60 a 80 enfants phénylcéto-
nuriques par an dans notre pays.
Heureusement, il existe un systéme
performant de dépistage néonatal de
cette affection par le test de Guthrie,
effectué chez chaque nouveau-né en
maternité. Les enfants atteints sont
mis aussitot a un régime restreint en
phénylalanine pendant toute la
période de croissance rapide du cer-
veau, c'est-a-dire six ou sept ans.
Le dépistage néonatal systématique a
permis de mettre en évidence des
déficits complets en PAH et des
formes variantes d’hyperphénylala-
ninémie permanente caractérisées
par la persistance d’une activité rési-
duelle de I’enzyme. Il existe en
France une trés grande hétérogénéité
phénotypique des déficits en phényl-
alanine hydroxylase, du déficit com-
plet sévére au déficit modéré accom-

pagné d’une activité résiduelle non
négligeable de ’enzyme. Ce trés large
spectre de phénotypes cliniques
résulte vraisemblablement d’une
hétérozygotie composite au locus de
la PAH. C’est pour mieux compren-
dre les bases moléculaires de cette
hétérogénéité que nous avons entre-
pris 'inventaire des mutations dans
le géne de PAH en Europe du Sud
et en Afrique du Nord.

L’'originalité de ce projet tient au
recrutement exceptionnel du Dépar-
tement de Pédiatrie de I’hopital des
Enfants-Malades qui a en charge
prés de 150 enfants phénylcétonuri-
ques et qui entretient des relations
extrémement étroites avec les diffé-
rents centres de dépistage francais et
étrangers. Il est ainsi envisageable de
mener a bien une étude génétique
approfondie de ’ensemble des muta-
tions phénylcétonuriques en France.
La cartographie précise du locus
PAH devrait permettre de réaliser, a
travers cette étude de mutations, une
intéressante enquéte sur l’origine
génétique des populations francaises
et sur les voies de propagation des
mutations phénylcétonuriques en
Europe du Sud. Cette recherche, déja
largement entamée, connait actuelle-
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Figure 1. A. Représentation schematique des produits de I'excision-
épissage normal ou aberrant (mutation GT — AT au site donneur
d’épissage de l'intron 12) de I'ARN primitif du géne de PAH. Figurent
aussi les séquences de IIARNm de PAH normal (N) ou mutant (M) qui montrent
la « délétion » de I'exon 12 ainsi que le décalage de phase de lecture qui résultent
de la mutation intronique. B. Modéle pour I’excision anormale de I’'exon 12
etde ses introns adjacents. Les «baites » représentent les structures hypothé-
tiques impliquées dans le processus d'épissage. La partie codante des exons est
en rouge, la partie 3’ non codante en blanc. Les introns sont figurés par des traits
épais et les séquences intergéniques par des traits minces. L'astérisque en 1-A
et 1-B montre le A substitué au G normal (acide adénylique a la place d’un acide
guanylique).
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ment un surcroit d'intérét avec la
découverte de deux mutations res-
ponsables de variants de la maladie.

La phénylalanine
hydroxylase
et sa « famille » proche

La transformation de la phénylala-
nine en tyrosine est la premiére étape
du catabolisme de cet acide aminé.
Cette transformation dépend d’un
systéme a trois composantes: la
PAH, enzyme d’hydroxylation pro-
prement dite, un cofacteur, la tétra-
hydrobioptérine (BH4, synthétisée de
novo dans le foie a partir du GTP)
et la dihydroptéridine réductase
(DHPR) qui régénére le cofacteur
oxydé au cours de la réaction d’hy-
droxylation.

La plupart des travaux concernant
les caractéristiques biochimiques et
structurales de 1a PAH ont été menés
jusqu'en 1985 sur le rat. En effet,
I’expression purement hépatique de
cette enzyme, la décroissance rapide
post-mortem de son activité dans le
foie et 1a rareté du matériel de biopsie
hépatique humain ont singuliére-
ment compliqué I’étude de la PAH
humaine.

C’est la séquence des acides aminés
déduite de la séquence nucléotidique
de 'ADNc de PAH qui a permis de
connaitre la structure primaire de
I’enzyme humaine [1]. Cette protéine
de 51,67 kDa (kilodalton) comporte
451 acides aminés. Il s’agit d’une
phosphoprotéine qui contient dans
sa région NH,-terminale (résidus 11
a 20) un site de phosphorylation
(Gly-Arg-Lys-Leu-[P]Ser-Asp-Phe-
Gly-Glu-Glu) identique a la
séquence de phosphorylation de la
PAH de rat a ’exception du premier
acide aminé (glycine au lieu de
sérine). Des études ultérieures
devront montrer si, comme I'enzyme
de rat[2], la PAH humaine est le
substrat de protéines kinases AMPc-
dépendantes (figure 1).

De nombreuses informations ont pu
étre tirées de comparaisons de
séquences peptidiques entre la PAH
humaine et la tyrosine hydroxylase
de rat (TYH [3, 4]). Des données bio-
chimiques suggéraient déja que
PAH et TYH sont structuralement et
fonctionnellement apparentées.
Toutes deux sont des hydroxylases

d’acides aminés aromatiques, dépen- ——
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dantes de la tétrahydrobioptérine. De
plus, elles partagent certains subs-
trats, les acides aminés aromatiques
pouvant jouer un rble d’'inhibiteur
compétitif ou de substrat pour cha-
cune d’elles. Enfin, il existe une réac-
tivité croisée d’anticorps anti-PAH
avec la TYH et vice versa.

La comparaison de leurs séquences
nucléiques et en acides aminés a
confirmé leur grande homologie :
48 % des acides aminés sont identi-
ques et beaucoup de différences sont
des substitutions conservatrices pro-
duisant seulement des altérations
mineures des propriétés biochimi-
ques [3, 4]. Les zones d’homologie
entre PAH et TYH sont virtuelle-
ment limitées aux deux tiers car-
boxy-terminaux de la protéine, sug-
gérant la présence dans cette région
des fonctions catalytiques com-
munes. A I'inverse, aucune homolo-
gie n’a été trouvée dans le tiers ami-
noterminal des deux protéines, zone
qui contient le site phosphorylable.
Ainsi, ces enzymes de la famille des
hydroxylases semblent-elles contenir
deux domaines fonctionnels : (1) un
domaine COOH-terminal recou-
vrant l'essentiel de l'activité catalyti-
que et qui contient tous les détermi-
nants structuraux nécessaires a la
réaction d’hydroxylation; (2) un
domaine plus court, NH,-terminal,
présentant des déterminants - qui
contribuent majoritairement a la
spécificité de substrat et a la régula-
tion post-traductionnelle de ’activité
enzymatique.

Il est intéressant de superposer ces
derniers éléments aux informations
fournies par I’analyse de I'organisa-
tion du géne de PAH [5]. Virtuelle-
ment, toute la zone d’homologie
entre PAH et TYH (c'est-a-dire I'es-
sentiel de ’ARNm, soit 1.698 bp sur
2.448 bp) est codée par les exons 6 a
13 du géne qui, nous le verrons, sont
concentrées en 15 kb d’ADN génomi-
que. A 'opposé, aucune homologie
entre PAH et TYH n’est trouvée dans
les 150 acides aminés NH,-termi-
naux codés par les cinq premiers
exons qui comprennent seulement
567 bp mais qui sont disséminés sur
75 kb d’ADN en 5 du géne! Il est
donc possible que les parties amino-
terminales de TYH et PAH soient
apparues séparément au cours de
I’évolution grace au recrutement
d’exons divers, portant des domaines

fonctionnels différents et responsa-
bles de la divergence de ces deux
protéines (exon shuffling)*. Les
grands introns de cette région du
géne de PAH pourraient étre ainsi les
vestiges de cette réorganisation géné-
tique. Par exemple, un intron de
23,5kb interrompt la séquence
codante entre les acides aminés 117 et
118, c'est-a-dire exactement la ou
débutent les régions homologues des
génes PAH et TYH. Des éléments
plus concluants devraient étre tirés
de l’étude de la structure du géne
codant pour la tyrosine hydroxylase
humaine.

Il y a eu de nombreuses controverses
concernant la structure quaternaire
de la PAH, C'est-a-dire I’assemblage
de ses sous-unités. La protéine native
est multimérique et semble compor-
ter deux sous-unités distinctes. Il
pouvait s'agir, entre autres, d’iso-
zymes de PAH ou bien des formes
phosphorylées et déphosphorylées
d’'une méme protéine. Désormais, des
expériences de transfection de
I’ADNc pleine longueur de PAH
dans un systéme d’expression euca-
ryote ont permis de montrer que
toute I'information contenue dans ce
seul ADNc de 2,4kb est suffisante
pour produire une protéine aux pro-
priétés semblables a celles de la PAH
native humaine [6, 7]. Ainsi, la PAH
humaine est-elle bien un dimére
constitué de deux sous-unités identi-
ques codées par un seul et méme
géne et dont la différence de mobilité
électrophorétique est due probable-
ment a I'état variable de phosphory-
lation.

Un tres grand gene
pour un transcrit unique

Le géne qui code pour la PAH est
maintenant bien connu. L’équipe
américaine de S.L.C. Woo en a rap-
porté la structure dés 1985 (5] Le
clonage d'un ADNc de PAH de rat
par immunoprécipitation des poly-
somes avec un anticorps anti-PAH a
été la premiére étape de ce travail [8].
Cette sonde a permis, grice a une
forte homologie de séquence entre les
ADNCc de rat et ¢ homme, d’obtenir
par simple criblage d’'une banque de
foie humain un ADNc de PAH
pleine longueur [1].

* Voir m/s, suppl. au n°7, vol. 2, p. 15.
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Secondairement, l'organisation du
géne de PAH humaine a été étudiée
a partir d’'une banque génomique de
cosmides [5]. Le géne comporte 13
exons dans un grand domaine de
90 kb, la plupart d’entre eux étant
concentrés en son extrémité 3’-termi-
nale (8 exons dans une zone de
15 kb). Cette répartition inégale a
peut-étre, nous I’avons vu, une signi-
fication en terme d’évolution généti-
que. L'exon le plus long (exon 13,
892 bp) est le dernier ; il contient une
petite fraction codante COOH-ter-
minale et toute l’extrémité non
codante 3’-terminale. La taille des
introns est trés variable, de 1 a 24 kb,
et le rapport «séquences codantes/
introns » est 'un des plus bas connu
(2,4/85 kb) parmi les génes euca-
ryotes.

L’analyse par Southern blot des
clones génomiques de PAH et la
localisation du géne sur le chromo-
some 12 grace a des hybrides soma-
tiques indiquent qu’il n’existe
qu’une seule copie de ce géne et qu'il
n’y a pas de pseudogéne PAH dans
le génome humain. L’hybridation in
situ d’'une sonde d’ADNc de PAH sur
caryotype métaphasique a permis sa
localisation plus précise en 12q22-
24[9]

Le géne PAH est transcrit en un
ARN messager de 2,4 kb. La région
codante de cet ARN messager est un
cadre ouvert de lecture ininterrompu

Figure 2. A. Analyse en Northern
blot de 'ARNm du géne de PAH.
Cinqg microgrammes dARN de foie
humain normal poly A* (canal 1) ou
total (canal 2) ont été déposés ainsi que
cinqg microgrammes dARN total de foie
extraits d’'un fragment de biopsie hépa-
tique d’'un patient homozygote pour
I’'haplotype 38 du géne et porteur d’'une
forme variante de phénylcétonurie
(mutation « arabe ») (canal 3). L'hybrida-
tion a été faite avec une sonde ADNc de
PAH pleine longueur. La fléche indique
I'ARNm unique de PAH de 2,4 kb.
B. Analyse de la séquence des
codons 278 a 282 de I'exon 7 du
géne PAH du patient étudié (muta-
tion 280¢u ~ Iys). N = séquence nor-
male; M = séquence mutante. Les
nucléotides normal et mutant au codon
280 sont cerclés (séquengage par la
méthode de Sanger).
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de 1.356bp débutant au premier
AUG, en position 223, et finissant au
codon stop UAA en position 1.579.
Il code pour un peptide de 451 acides
aminés (si 'on exclut la méthionine
initiatrice).

La région 5’-non codante du premier
exon est longue de 222 bp. Dans la
description initiale de S.C.M. Kwok
et al.[1], elle comporterait en posi-
tion 105-114 une séquence oligonu-
cléotidique (UCGUUACCGC) pré-
sentant une homologie partielle
(80 %) avec l'extension 3’-terminale
de 'ARN ribosomal de 18S. Elle est
interprétée comme un possible site
de reconnaissance pour la liaison du
transcrit mature avec cet ARN ribo-
somal durant la traduction. Cette
méme région 5’-non codante
contiendrait aussi deux séquences
répétées inversées longues de 13 bp,
situées en position 44-56 et 108-120
et présentant une homologie-inverse
de 77 %. La structure en «épingle a
cheveux » qui pourrait ainsi étre réa-
lisée dans I'extrémité 5° de TARNm
serait impliquée dans sa stabilité
post-transcriptionnelle.

La région 3’-non codante est sans
originalité. Longue de 851 bp, elle
contient de multiples codons stop de
traduction dans toutes les phases de
lecture. Elle présente trois séquences
consensus de polyadénylation
(AATAAA) en position 2.198, 2.347
et 2.413. La distance entre la derniére

de ces séquences et la queue poly-
adénylée est de 13 bp et c’est elle qui
semble étre exclusivement utilisée
dans le processus normal de coupure
nucléolytique-polyadénylation
comme le montre, en Northern blot,
I’existence d’un seul ARNm

(figure 2a [1)).

Hétérogénéité génétique
de la maladie et
polymorphismes du géne

On connait plusieurs déficits sur la
voie du catabolisme de la phénylala-
nine. Les plus fréquents — plus de
98 % — sont liés a une anomalie de
la PAH elle-méme ; nous nous limi-
terons a ces déficits en PAH respon-
sables de la phénylcétonurie (PKU),
maladie récessive autosomique, jadis
a 'origine de I'idiotie phénylpyruvi-
que. Schématiquement, deux phéno-
types cliniques peuvent étre distin-
gués [10, 11]: (a) la phénylcétonurie
typique, caractérisée par une tolé-
rance alimentaire de phénylalanine
de I'ordre de 250 mg/jour et une acti-
vité in vitro de la PAH inférieure a
1 % par rapport aux témoins ; (b) les
variants, définis par une tolérance
supérieure a 500 mg/jour de phény-
lalanine et une activité résiduelle de
I’enzyme allant de 2 a 6% des
témoins. Parmi ceux-la, on indivi-
dualise parfois la forme «mé-
diterranéenne» d’hyperphény-
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lalaninémie avec une activité rési-
duelle de l'ordre de 1 a 3% mais
caractérisée surtout par l’origine
géographique des patients porteurs
de ce phénotype variant.

Utilisant une sonde ADNc pleine
longueur, le groupe de S.L.C. Woo
a conduit une étude compléte des
haplotypes de restriction au locus
PAH. Ce géne est trés polymorphe et
huit RFLP* principaux ont été
décrits [12]. 11 s’agit le plus souvent
de polymorphismes de substitution,
deux enzymes engendrant un systéme
bi-allélique (Pvull et Mspl). L’en-
zyme HindIII révéle un polymor-
phisme insertionnel a trois alléles.
Prés de 90 % de la population cauca-
sienne est hétérozygote pour au
moins un RFLP. Les RFLP de 66
alléles normaux et 66 alléles mutants
dans 33 familles danoises ont été
déterminés et 12 haplotypes ont été
observés (Tableau I[13]). Bien que
I'on retrouve neuf haplotypes diffé-
rents parmi les alléles mutants, plus
de 90 % d’entre eux sont associés a
quatre haplotypes principaux (1 a 4)
et prés de 38 % d’entre eux sont por-
teurs de I’haplotype 3 qui est relati-
vement rare chez les alléles normaux
(3 %). Cet haplotype 3 est en déséqui-
libre de liaison avec une mutation
ponctuelle au site donneur d’épis-
sage de lintron 12. De la méme
maniére, ’haplotype 2 (présent dans
20 % des alléles mutants et seulement
5% des alléles normaux de cette
population) est associé a une muta-
tion ponctuelle au codon 408 de
ARNm. Nous reviendrons sur ces
deux mutations mais il faut d’emblée
remarquer qu’elles sont, toutes deux,
responsables de phénylcétonurie
typique avec une activité résiduelle
enzymatique inférieure a 1%. Ces
deux mutations étant globalement
responsables de 60 % des cas de phé-
nylcétonurie en Europe du Nord, on
congoit dés lors fort bien la trés
grande similitude des phénotypes cli-
niques et biologiques observés dans
cette population.

Lors de l’étude menée par notre
équipe dans la population francaise,
originaire a la fois du Nord et du Sud
de I’Europe, les haplotypes de restric-
tion de 74 alléles mutants ont été
déterminés dans 37 familles non

* Voir m/s, suppl. au n°7,vol. 3, p. 4.

apparentées (Tableau I[14]). Un total
de 23 haplotypes a été observé: 18
pour les alléles normaux et 16 pour
les alléles mutants. Huit haplotypes
mutants n’avaient pas été observés
jusqu'a présent dans les pedigrees
caucasiens ; ils sont associés a 20 %
des génes mutants. En dépit de ces
nombreux haplotypes, plus de 80 %
des alléles mutants sont confinés en
six haplotypes: 1 a 4, 9 et 38 (cette
numérotation arbitraire ne tient pas
compte du nombre d’haplotypes
effectivement décrits). Les haplo-
types 1 a 4 représentent 66 % de ces
alléles mutants au lieu de 50 % des
alléles normaux (p = 0,05) ; mais il
est remarquable que ces mémes
haplotypes recouvrent 90 % de tous
les alléles mutants au Danemark
(p<0,001).

Les fréquences individuelles des dif-
férents haplotypes au locus PAH
sont grossierement les mémes parmi
les alléles mutants et les alléles nor-
maux a 'exception des haplotypes 2
(17,6 % contre 59 %, p < 0,05) et 38
(8,1 % contre 0%, p < 0,05). Cepen-
dant, une distribution différente
apparait quand les alléles mutants
sont séparés en alléles « typiques » et
en « variants ». Plusieurs haplotypes
se rencontrent exclusivement dans
des formes typiques (comme les
haplotypes 1 ou 3), d’autres unique-
ment chez des variants ( 100 % des
alléles mutants porteurs de I’haplo-
type 38, p < 0,001), alors qu’enfin,
certains haplotypes sont présents
dans les deux catégories de malades
(Tableau I). C'est le cas pour I’haplo-
type 2, porteur (contrairement a ce
qui est trouvé au Danemark) de dif-
férentes mutations aboutissant a des
phénotypes soit typiques, soit de
variants modérés.

Ajoutons que le grand polymor-
phisme du géne PAH permet de pro-
poser un diagnostic prénatal par
analyse de '’ADN dans les familles
qui en font la demande et pour les-
quelles on a pu montrer, préalable-
ment a la grossesse, le caractére infor-
matif d’au moins un systéme RFLP
au locus PAH [13].

Les mutations celtes

responsables de

phénylcétonurie typique
Depuis deux ans, trois mutations

responsables de PKU typique ont été
rapportées. S.L.C. Woo et al. ont
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Tableau |

DISTRIBUTION DES HAPLOTYPES RFLP AU LOCUS PAH DANS LA POPULATION DANOISE (COLONNES 1 ET 2[13))
ET LA POPULATION FRANGAISE (COLONNES 3 A 6[14))

(1, 2 ou 4) aux deux phénotypes.

Les valeurs sont exprimées en % de n. Seuls les haplotypes portés par plus de 6 % des génes normaux
ou mutants dans une population ont é6té représentés; ainsi n‘apparaissent que 6 des 12 haplotypes et
8 des 23 haplotypes rapportés respectivement par DilLella et al.[13] et Rey et al.[14). Les colonnes 5 et
6 donnent la répartition pour chaque haplotype entre alléles « typiques » et « variants» dans la population
francaise étudiée. Cette analyse montre que certains haplotypes en France sont liés exclusivement a des
formes typiques de PKU (3, 7 ou 16), certains (haplotype 38) seulement a des «variants», d’autres

(,? %.) (3 | 9 Pg)u v 2
ariants
Haplotype (n = 66) (n = 66) (n = 68) (n =74) (n=51) (n = 23)
1 348 18,2 26,5 311 39,2 13,0
2 4,6 19,7 5,9 17.6 11,8 304
3 3 37,9 29 9,5 13,7 0
4 31,8 13,6 14,7 8.1 3.9 174
5 10,6 0 8.8 0 0 0
7 10,6 1.5 11,8 4,1 5,9 0
16 0 0 5,9 14 2 0
38 0 0 0 8.1 0 26,1

N = alleles normaux,; M = alléles mutants; n = nombre total d'alléles étudiés.

décrit la premiére d’entre elles en
1986 [15]. Elle a été retrouvée associée
a un haplotype particulier du géne
— I’haplotype 3 — qui, nous 'avons
vu, est en fort déséquilibre de liaison
avec la maladie chez les Danois et
plus généralement dans la popula-
tion celte d’Europe du Nord. Une
banque génomique de 'ADN d’un
malade homozygote pour I’haplo-
type3 a été criblée avec une sonde
d’ADNCc pleine longueur de PAH et
les fragments contenant les zones
transcrites du géne ont été séquencés.
La séquence nucléotidique de ces
exons est identique a la séquence
normale et la seule modification
identifiée siége sur la premiére base
de I'intron 12 du géne PAH ol une
guanine est remplacée par une adé-
nine. En dépit de sa situation intro-
nique, cette mutation est hautement
délétére puiqu’elle affecte le proces-
sus normal d’excision de I'intron 12
au cours de la maturation du trans-
crit primitif du géne. Elle altére, en
effet, la séquence consensus «don-
neuse » d’épissage, GT, transformée
en AT. Ce signal indispensable
disparu, un processus d’excision-
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épissage anormal se fait entre I'exon
11 et I'exon 13 qui emporte I’exon 12
avec les introns adjacents (figure 1)*.
L’ARNm de PAH est donc porteur
d’une «délétion » compléte de I'in-
formation contenue dans 'exon 12.
De surcroit, I'épissage aberrant exon
l1-exon 13 entraine un décalage de
la phase normale de lecture, ce qui
fait apparaitre au tout début de
I’exon 13 un codon stop entrainant
un arrét de traduction. On congoit
bien que I'’hydroxylase mutante pro-
duite soit totalement inactive, car elle
est ainsi tronquée de 52 acides ami-
nés dans sa partie COOH-terminale
a la suite de I’excision de I'’exon 12
etdela non-traduction de 'exon 13.
Deux types de constatations ont per-
mis de confirmer définitivement la
responsabilité de cette mutation
intronique dans I'inactivité de I’hy-
droxylase mutante [16). Tout d’abord
I’exon 12 est bien absent des ARNm
de PAH mutants lors d’une expé-

* Voir m/s, suppl. au n°7, vol.2, p. 4 et
suppl.aun°7,vol.3, p.8.

rience de protection a la nucléase S1.
Enfin, un ADNc de 'ARNm mutant
a été sous-cloné dans un vecteur d’ex-
pression sous le contréle d’'un pro-
moteur fort. La transfection de cette
construction dans un systéme cellu-
laire eucaryote entraine la produc-
tion d’une enzyme incapable de
métaboliser la phénylalanine-C14 en
tyrosine-Cl4 [16]).

Cette mutation GT — AT (intron 12)
a été recherchée chez de nombreux
patients phénylcétonuriques et s’est
trouvée dans tous les cas (23 génes)
associée a I’haplotype 3 du géne de
PAH suggérant un «effet fonda-
teur» pour la diffusion de cette
mutation en Europe du Nord. Elle
est globalement responsable d’envi-
ron 40 % des alléles mutés dans cette
population [15].

Une deuxiéme mutation responsable
du méme phénotype a été rapportée
par la méme équipe en 1987[17]. La
méthodologie employée a été identi-
que (clonage génomique et séquen-
gage exon par exon) et a permis de
découvrir une transition C — T sur
la premiére base du codon 408 de
I'exon 12 résultant en une substitu-
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tion ponctuelle arginine (CGG) —
tryptophane (TGG). La encore, des
expériences de transfection d’un
ADNc porteur de cette mutation,
dans une lignée cellulaire de mam-
mifére en culture (cellules COS de
rein de singe) ont montré I'inactivité
du produit protéique mutant. Cette
mutation, 408w ~ Tw) est en fort
déséquilibre de liaison avec I’haplo-
type 2 du géne PAH. Elle a éié
retrouvée chez 20 % des phénylcéto-
nuriques du Danemark, tous por-
teurs de I’haplotype 2 du géne. Ainsi,
chez les Caucasiens d’Europe du
Nord, ces deux mutations liées res-
pectivement aux haplotypes 3 et 2 du
géne PAH sont responsables de 60 %
des génes mutants.

Une autre mutation ponctuelle a été
récemment décrite chez des patients
allemands porteurs d’'un fragment de
restriction anormal engendré par
I’enzyme Mspl [18]). Elle entraine le
remplacement d’'un codon leucine
(CTG) par un codon proline (CCG)
en position 311. Cette transition
T — Cdans I’exon 9 du géne crée de
plus un nouveau site de restriction
pour I'enzyme Mspl. L.a mutation
311 Leu = Pro) produit une enzyme
extrémement instable qui est totale-
ment inactive et ne donne aucun
matériel a réaction croisée immuno-
logiquement détectable (CRM ).

Les cartes de Guthrie
pour refaire I’histoire
d‘une mutation arabe

Nous venons de voir que, jusqu’a
présent, seule la PKU «typique »
avait été étudiée du point de vue
moléculaire. Notre intérét pour les
formes atypiques vient naturelle-
ment du recrutement propre a la
population francgaise. Il nous a
conduit a nous intéresser en priorité
a la mutation associée a I’haplotype
38 et, d'autre part, a I’hétérogénéité
moléculaire en Europe du Sud de
I’haplotype 2, si univoque au Dane-
mark.

Nous avons eu ’'opportunité d’avoir
en charge un enfant porteur d’'un
déficit en PAH, né de parents cousins
germains, homozygote pour 1’haplo-
type 38. Il est né en Algérie ou aucun
programme de dépistage systémati-
que des hyperphénylalaninémies
n’existe encore. A 13 mois, il était
atteint d’'un retard mental trés sévére

avec convulsions et microcéphalie,
Ce patient, né d’'un mariage consan-
guin et porteur a I’état homozygote
de I’haplotype 38, a regu, de ce fait,
un seul et méme géne mutant de ses
deux parents. Dans I’hypothése ou le
géne mutant est exprimé, un seul et
méme produit enzymatique défec-
tueux ainsi qu'un ARN messager
unique devraient étre présents dans
son foie [19]. Son étude directe devait
donc éviter un fastidieux clonage et
séquencage génomique. Une biopsie
du foie a I'aiguille a été réalisée. Elle
a permis de confirmer le déficit, de
montrer l’existence d’une activité
résiduelle de 2-3 % (forme variante) et
de mener ’analyse moléculaire sur le
fragment restant (20 mg). L'extrac-
tion immédiate des ARN de ce frag-
ment biopsique a fourni 60 pg
d’ARN totaux de bonne qualité [20].
Leur analyse par Northern-blot a
montré la présence dun ARNm de
PAH de taille et d’abondance nor-
males (figure2A4). Une banque
d’ADNc a été construite a partir
d’ADN poly A* purifiés. Le criblage
de cette banque de 120 000 recombi-
nants par une séquence normale de
PAH a permis d’obtenir sept clones
d’ADNc mutants dont deux clones
représentatifs de la pleine longueur
de 'ARNm. L’analyse de leurs
séquences a montré une transition
G — A au nucléotide 1065 de
I’ARNm conduisant a la substitution
glutamate — lysine au codon 280,
dans I’exon 7 du géne (figure 2 [21]).
Bien que ce changement glutamate
— lysine altére fortement la charge
électrique de la protéine dans un
domaine trés conservé parmi diffé-
rentes hydroxylases et méme entre
diverses espéces[3], le produit du
géne mutant garde une certaine acti-
vité résiduelle. Cette transition
G — A au codon 280 est compatible
avec la désamination d’'une 5-methyl
cytosine au sein d’un doublet
CpG [22], 1a mutation ayant porté
sur le brin non codant*. Un tel méca-
nisme a déja été évoqué par exemple
a 'origine d’'une mutation responsa-

* Les méthylcytosines sont sensibles a une
désamination qui les transforme en thymine.
Aprés un cycle de réplication de 'ADN, une
paire appariée C-G sera donc transformée sur
l'un des doubles brins-fils en T-A.
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Figure 3. Analyse du génotype de
trois familles nucléaires phénylce-
tonuriques sans histoire de
consanguinité par amplification
de I'ADN (méthode PCR) et hybri-
dation avec un couple de sondes
oligonucléotidiques normale ou
mutante, pour la mutation 2809'v
—lys_ Cette figure présente deux familles
ou le patient est homozygote pour I'ha-
plotype 38 du géne PAH, originaires
dAfrique du Nord (famille A) ou dAu-
tun, Sadne-et-Loire, (famille B) et une
troisiéme famille, originaire d’Afrique du
Nord, ou le propositus est porteur d'au-
tres haplotypes du gene PAH (famille C).
Les patients des familles A et B sont
homozygotes pour la mutation (leur
ADN amplifié n’hybride qu’‘avec la
sonde mutante). Le patient C est porteur
d‘autres mutations au locus PAH.

ble d’'une forme modérée d’hémophi-
lie A [23].

Cette mutation a été recherchée
parmi 72 génes mutants et a été
exclusivement retrouvée chez des
patients atteints d’'une forme variante
de déficit en hydroxylase. Cette
recherche a été menée par hybrida-
tion entre des sondes oligonucléoti-
diques (normales ou mutées) et
I’ADN des patients amplifié par
méthode PCR (polymerase chain
reaction [24]))**. La sonde mutante
n’a hybridé qu’avec 'TADN amplifié
de six patients, tous porteurs de 1’ha-
plotype 38 du géne. Aucune hybrida-
tion n'a été détectée avec des alléles
mutants d’autres haplotypes, ce qui
suggére un fort déséquilibre de liai-
son entre la mutation 280" ~ ¥ et
I’haplotype 38 du géne de PAH [21].
Cette mutation a été retrouvée dans
trois familles non apparentées, deux
originaires d’Afrique du Nord et une
dans une famille de Bourgogne
(Autun) dont I’origine frangaise a pu
étre formellement établie en remon-
tant jusqu'en 1632 (figure 3).

Pour apprécier la fréquence de cette

** Voir m/s, suppl. au n°7, vol. 2, p. 13.

m/s n° 9 vol. 4, novembre 88

Sonde normale
Sonde mutante

1/38
38/38

Sonde normale E

L X X
®

Sonde mutante

5 - TATACCCCCGAACCGTGAG
5 - TATACCCCCA*AACCGTGAG - 3'

1/38 5/38

1531

4/38 41 8/4

38/38 14
i

® *» 00900
e i
©

mutation dans la population d’Eu-
rope du Sud et d’Afrique du Nord, 33
autres patients (toutes formes
confondues) ont été étudiés grace a
I'amplification de leur ADN extrait
de leurs cartes de Guthrie souvent
expédiées par la poste depuis le
Maghreb [25]. Quatre taches de sang
sont habituellement déposées sur ces
buvards a la naissance et, en général,
deux demeurent utilisables apreés le
test de Guthrie. Approximativement
500 ng d’ADN ont pu étre extraits
d’une seule tache séchée (équivalente
de 50 pl de sang frais), les plus vieux
buvards utilisés ayant plus de deux
ans. Ce «dépistage moléculaire de
masse » a permis de découvrir deux
nouveaux homozygotes pour cette
mutation et deux hétérozygotes com-
posites, tous d’origine arabe.

Du fait que le codon 280 est un point
chaud de mutation, la mutation
«arabe» et la mutation identique
affectant cette vieille famille fran-
caise de Bourgogne du Sud (figure 3,
famille B) ont pu survenir indépen-
demment. A l'inverse, la mutation
280®! = ) 3 pu naitre il y a trés
longtemps et étre introduite en Afri-
que du Nord et en Europe du Sud
par les envahisseurs sarrasins au VIII
siécle de notre ére. Cette derniére

hypothése est 1a plus probable du fait
que tous les patients rapportés sont
porteurs du méme haplotype de res-
triction au locus PAH. Il convient
cependant de préciser que cette
mutation au codon 280 ne suffit pas
a créer I'haplotype 38 du géne PAH
bien que ce dernier n’ait été trouvé
chez aucun des génes normaux de
PAH étudiés jusqu’a présent. Enfin,
I’absence de cet haplotype en Europe
du Nord (et méme au-dessus d’Au-
tun...) peut étre expliquée par les
coups d’arrét donnés a I'invasion sar-
rasine en France. Son axe principal,
traversant I’Espagne, a été barré a
Poitiers en 732 par Charles Martel.
L’autre poussée a été précisément
refoulée a Autun en 725 [26].

Hétérogénéité

de I’'haplotype 2

en France : «la mutation
des pécheurs de morue » ?

Au Danemark, nous I’avons vu, 1’ha-
plotype 2 est en fort déséquilibre de
liaison avec la mutation ponctuelle
4084t ~ TP [17]. De fait, nous avons
pu mettre en évidence cette méme
mutation en France, chez des
patients porteurs de PKU typique en s
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utilisant des sondes oligonucléotidi-
ques spécifiques d’alléles, complé-
mentaires du codon 408 sauvage ou
mutant. Cependant, les variants por-
teurs de I’haplotype 2 n’hybridaient
pas avec la sonde oligonucléotidique
mutante.

Par chance, nous disposions d’un
patient atteint d’'une forme modérée
d’hyperphénylalaninémie, porteur a
I'état homozygote de I’haplotype 2
du locus PAH, né au Portugal d’'une
union consanguine entre cousins
germains. Une stratégie identique de
clonage et séquengage d’ADNCc
mutant a été employée. Elle a permis
d’identifier une mutation inatten-
due: la délétion en phase des trois
bases d’'un codon isoleucine. Cette
délétion singuliére entraine une
diminution de I’affinité de ’enzyme
pour son substrat, caractérisée par
une activité résiduelle de 4-5 % pour
des apports faibles de phénylalanine.
Elle est actuellement recherchée chez
des malades portugais en utilisant
leurs cartes de Guthrie expédiées par
la poste grace a nos collégues géné-
ticiens de Lisbonne (il s’agit de la
premiére collaboration européenne
concernant la génétique moléculaire
de la PKU).

L’existence en Bretagne du Sud d’un
petit «isolat» d’alléles mutants por-
teurs de I’haplotype 2 et n’ayant pas
la mutation liée a cet haplotype
décrite en Europe du Nord par
S.L.C. Woo[17] est aussi actuelle-
ment en cours d’étude. La découverte
de cette méme mutation en Bretagne
pourrait indiquer son trajet généti-
que le long de la cOte Atlantique,
«au gré des escales des marins
pécheurs ».

| La délétion yémeénite

Pour étre complet, signalons enfin
I’existence d’'une délétion de I’exon 3
du géne PAH, retrouvée systémati-
quement chez les Juifs Yéménites
atteints de PKU typique. Elle est
strictement confinée a cet isolat géné-
tique. On ne connait encore ni les
bornes de cette délétion, ni son méca-
nisme moléculaire. Comme pour les
mutations celtes, la fréquence et le
caractére univoque d’une mutation
confinée a une population restreinte
posent la question d’un effet fonda-
teur ou d’un avantage sélectif accordé
aux hétérozygotes par un alléle

mutant unique. L'existence de cette
méme délétion chez les patients du
Yemen du Nord et du Yemen du Sud
indique qu’elle est apparue avant la
séparation de ces deux populations
actuellement bien distinctes. Cette
mutation est donc bien antérieure a
I’année 1750 marquée par de violents
pogroms et par la scission entre les
tribus juives yéménites du Nord et du
celles du Sud.

l Conclusion

L’afflux en quelques mois de ces
données sur la pathologie molécu-
laire de la phénylcétonurie et de ses
variants usuels milite fortement en
faveur d’une grande hétérogénéité
génétique a l’origine du continuum
des phénotypes mutants observés en
Europe du Sud et sur le pourtour
méditerranéen. Une forte hétérozygo-
tie composite est probablement en
cause, d’'autant qu’aucun haplotype
ne prédomine au sein de la cohorte
des génes mutants étudiés en France.
Ce fait oppose enfin nos populations
d’Europe du Sud a celles d’Europe
du Nord, beaucoup plus homogeénes,
chez lesquelles quatre haplotypes
sont associés a 90% des génes
mutants et deux mutations a 60 %
d’entre eux.

Nous montrons, par ailleurs, qu’il
est possible de mener une large
enquéte génétique a la recherche
d’'une mutation particuliére grace a
I’ADN extrait de cartes de Guthrie
méme anciennes. Cela suggére la
possibilité de I'utilisation plus élar-
gie de ces cartes de Guthrie pour
I'amplification de I’ADN dans le
cadre de la détection rétrospective
voire prospective de n’importe quelle
autre mutation du génome
humain @
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Summary

Phenylketonuria (PKU) is an
autosomal recessive human gene-
tic disease caused by a deficiency
in a liver-specific enzyme, phenyl-
alanine hydroxylase (PAH). The
incidence of the disease in Cauca-
sians (1/17,000) and its severe
consequences for brain develop-
ment in untreated children war-
rant PKU screening in newborns
using the Guthrie test. Mass-neo-
natal screening has led to the dis-
covery of variants forms of the
disease characterized by the persis-
tence of a residual PAH activity.
The restriction fragment length
polymorphisms (RFLP) of nor-
mal and mutant alleles at the
PAH locus were determined in
French kindreds and the number
of RFLP haplotypes observed is
much higher than in the Nor-
thern European population pre-
viously reported. This feature
illustrates the particular heteroge-
neity of the Southern European
population. Several mutant
haplotypes were present in typical
PKU only, others were present in
variants only and some were pre-
sent in both. In fact, the broad
spectrum of clinical phenotypes
in PAH deficiencies in France can
be accounted for by the combina-
tion of different mutations differ-
ring by the residual activity of the
mutant gene product. In support
of this, we provided the first evi-
dence for a mutation in PAH
mRNA resulting in a variant
form of hyperphenylalaninemia.
This point mutation, characteri-
zed by sequencing a mutant
cDNA clone derived from a needle
biopsy of the liver, is linked to an
original RFLP haplotype at the
PAH locus found in South
Europe and North Africa.
Guthrie cards were used for large-
scale retrospective screening of
this mutation in PAH deficient
patients, using polymerase chain
reaction amplification of the
genomic DNA extracted from
dried blood spots.
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