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L a maladie du sirop d’érable :
mécanismes moléculaires

La maladie du sirop d’érable résulte
de l’incapacité pour l’organisme de
cataboliser les trois acides aminés
branchés — valine, leucine et iso-
leucine. Elle se manifeste par des
troubles digestifs et neurologiques ;
I’acidocétose peut étre rapidement
mortelle si un traitement a base de
restriction alimentaire de ces acides
aminés n’est pas institué. L’affection
doit son nom a I’odeur de ’urine des
enfants atteints. Elle est transmise
selon le mode récessif autosomi-
que [1]. Le premier stade du catabo-
lisme des acides aminés branchés est
une transamination qui aboutit 2 la
formation des acides cétoniques cor-
respondants. C’est la décarboxylation
de ces cétoacides qui constitue le
temps critique. La réaction s’effectue
en plusieurs étapes, mettant en jeu
un complexe pluri-enzymatique.
Dans une premieére étape, ’acide
cétonique est décarboxylé par une
enzyme E1 ; il est ensuite transféré
sur ’acétyl CoA par une enzyme E2,
par lintermédiaire de [’acide
lipoique* ; une enzyme E3, flavopro-
téine dite lipoamide déshydrogénase,
réoxyde le lipoate. La réaction
d’ensemble peut s’écrire :

RCOCO,~ + CoASH + NAD+ —
RCOSCoA + CO, + NADH.

Le complexe est situé dans les mito-
chondries ou les acides cétoniques
doivent étre importés. Il est formé de
trois ensembles : un ensemble central
E2 qui porte le groupe lipoique con-
necté a E1, une décarboxylase a thia-
mine, et a E3. La régulation est
dévolue a E1, formée elle-méme de

* L’acide lipoique est un acide a 8 carbones com-
portant une liatson disulfure, et qui posséde, en équi-

e [tbre, les formes disulfure oxydée et sulfhydryle réduite.
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Figure 1. Enzymes et réactions du complexe des déshydrogénases des
acides cétoniques dérivés des acides aminés branchés.

deux chalnes Ela et E183, et qui est
capable d’étre activée par déphos-
phorylation et inactivée par phos-
phorylation. L’ensemble forme un
complexe qui compte probablement
60 sous-unités [2].

Depuis 1989, on a réussi a cloner les
ADNCc des quatre sous-unités. Leur
connaissance est encore incompléte ;
nous avons résumé dans le Tableau [

les données actuellement connues.
On voit notamment que tous ces
polypeptides, qui doivent pénétrer
dans la mitochondrie, possédent donc
un peptide signal (ou peptide leader).

Anomalies moléculaires. Des ano-
malies ont été découvertes pour trois
des sous-unités du complexe : Ela,
E18, E2.

Tableau |
CARACTERISTIQUES CONNUES DES SOUS-UNITES

Nombre total

Taille (kDa) d'acides aminés Peptide signal ARNm (kb)
Ela 46 400 43 1,8
E18 37 392 50
E2 52 477 56
E3 55 509 35 22 et 24
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Figure 2a. Délétion de 11 pb et ses conséquences dans un déficit en E1.

(D’aprés [5].)

Figure 2b. Déficit en E2 avec élimination d’un exon : séquence du témoin
et du mutant au niveau du site d’épissage. La fléche indique le point de
rupture normal ; les lettres rouges représentent la partie exonique. (D’aprés

[6] modifié.)

(1) Les déficits les plus fréquents
atteignent ’enzyme E1.

(a) Deux groupes ont décrit des
mutations de Ele :

- Zhang et al. [3] (Indianapolis, IN,
USA) ont étudié un malade présen-
tant un taux de 50 % de la normale
d’ARNm mais seulement 12 %
d’activité, qui s’est avéré hétérozy-
gote pour deux mutations : un chan-
gement T — A, provoquant un
changement Tyr = Asn en position
394 ; lautre, non identifiée, suppri-
mant complétement la production
d’ARNm et donc de protéine.

- Matsuda et al. (Kumamoto, Japon)
ont décrit, dans deux lignées cellulai-
res provenant de malades, la méme
mutation T — A au niveau de

I’acide aminé 394 que dans le cas de
Zhang et al. [4].

(b) Ce méme groupe de Matsuda [5]
a analysé une famille dont le propo-
sant était déficient a la fois en Elo
et E18. Si la séquence d’Ela était
normale, une délétion de 11 pb fut
détectée dans le géne E1f3, dans la
région codant pour le peptide signal
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nécessaire pour reconnaitre la cible
mitochondriale. Elle se situait, dans
le premier exon, au niveau d’une
répétition directe en tandem
(figure 2). Elle entrainait un change-
ment de phase et la synthése d’une
protéine tronquée. Un frére et une
sceur étaient également homozygotes
pour la mutation.

De ces observations, il ressort que les
deux sous-unités de El sont indispen-
sables pour stabiliser I’ensemble El,
tout déficit en une des sous-unités
entrainant secondairement une insta-
bilité du partenaire.

(2) Des déficits en protéine E2 ont
été décrits ; la premiere lésion molé-
culaire précisée est encore due au
groupe de Matsuda [6]. Chez le sujet
déficient, la recherche de I’anomalie
était orientée par la disparition de la
bande E2 de 52 kDa a 1’électropho-
rése, remplacée par une bande de
49 kDa de faible intensité. Une délé-
tion de 78 bases dans 'ARNm ne
changeait pas la phase de lecture,
mais donnait naissance a une pro-
téine qui avait perdu 26 acides ami-

b c ¥ o

Séquence consensus 5 A AGGT A

5 AAGGTTGG 3

AG 3

Normal

Mutant 5AA GTTGG3Z

nés (les acides aminés 253 a 278)
rendant la protéine a la fois moins
stable et inactive. L’analyse précise
au niveau du geéne révéla un méca-
nisme particulier : la délétion d’une
seule base G au voisinage, en 5’,
d’une jonction exon-intron modifie la
séquence consensus et entraine 1’éli-
mination de l’exon entier de 78 pb.
On sait que des anomalies de la zone
d’épissage sont des causes fréquentes
de maladies génétiques. Il semble
toutefois que le départ d’un G, situé
dans la séquence consensus, mais ne
supprimant pas le dinucléotide indis-
pensable GT, n’avait jamais été
reconnu comme cause d’une anoma-
lie génétique, alors que des mutations
ponctuelles a ce niveau ont déja été
décrites dans plusieurs geénes, entrai-
nant également l’excision anormale
d’un exon des transcrits primitifs [7].
Dans le cas que nous décrivons, il
s’est synthétisé une protéine trop
petite. Moins abondante que norma-
lement, cette protéine était également
inactive, puisque le déficit de ce sujet

était aussi profond que celul d'un m————
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malade totalement dépourvu de pro-
téine E2.

De I’ensemble des résultats que nous
venons de rapporter, il ressort que le
déficit en I'une des sous-unités est
suffisant pour provoquer le tableau
clinique de la maladie ; la gravité du
syndrome est comparable, quelle que
soit la lésion moléculaire qui en est
a D’origine W
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EEE BREVE EEE

BEE Diabetes insulino-dépen-
dants obtenus par infection de sou-
ris transgéniques exprimant, dans
le pancréas, un des antigénes du
virus infectant. Le diabéte insulino-
dépendant de type I (IDDM) ou dia-
bete juvénile résulte de la destruction
des cellules B des ilots de Langerhans
du pancréas. Une réponse auto-
immune, ’expression d’haplotypes
particuliers du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II et
diverses infections virales sont sou-
vent proposées comme jouant un role
dans I’apparition ou le développe-
ment de cette maladie dont la trans-
mission héréditaire complexe signe,
en outre, la multiplicité des genes
impliqués. La mise en jeu d’une
réaction auto-immune pose le pro-
bleme de la mise en place de la tolé-
rance immunitairc vis-a-vis de protéi-
nes non exprimées dans le thymus et
de sa perturbation. Le ciblage par
transgénese de protéines variées dans
les cellules 8 du pancréas, a permis
de créer divers modeles de diabete
(ms/ n° 7, vol. 4, p. 444). Cependant,
dans ces cas, I’hyperglycémic et
I’hypo-insulinémie étaient les consé-
quences de perturbations métaboli-
ques de la cellule B (provoquées par
I’expression de molécules de classes
I et II) et I’insulite caractéristique de
I'agression auto-immune observée
dans les IDDM était absente. De
nouveaux modeles viennent d’étre
créés par P. Ohashi (Zurich, Suisse)
en collaboration avec B. Malissen
(Marseille Luminy, France) [1] et M.
Oldstone (La Jolla, CA, USA) [2],
qui, par des approches similaires,
apportent des arguments en faveur
d’une tolérance périphérique n’impli-
quant pas de délétion (m/s suppl. au
n® 1, vol. 5, p. 25) ou d’anergie clo-
nale (m/s n° 2, vol. 6, p. 164), mais
une absence d’activation appropriée
des cellules T cytotoxiques dirigées
contre des antigenes du soi. En situa-
tion d’activation, la tolérance immu-
nitaire pourrait s’effondrer et la
maladie auto-immune se développer.
Ces conclusions ont été déduites de
I’étude de souris transgéniques expri-
mant la glycoprotéine virale GP du

virus de la chorioméningite
lymphocytaire (LCMV) dans les cel-
lules B du pancréas et de doubles
transgéniques exprimant, outre la
protéine GP, un récepteur T capable
de la reconnaitre dans le contexte
d’une molécule de classe I du CMH.
Ce dernier modele a permis d’affir-
mer que les cellules T spécifiques de
la protéine GP n’avaient pas subi de
délétion clonale et que la tolérance
n’était pas liée a une diminution de
I’expression du récepteur T ou des
molécules auxiliaires a la surface des
cellules CD8*. L’infection de ces
souris par le LCMV entraine d’ail-
leurs une activation de ces cellules T
et une infiltration lymphocytaire.
Chez les animaux non infectés,
I’absence d’activation pourrait étre
expliquée par au moins deux phéno-
menes : (1) les cellules 8 langerhan-
siennes normales, n’exprimant pas les
molécules de classe II du CMH, ne
pourraient présenter les peptides GP
aux cellules auxiliaires ; (2) d’autres
signaux, indispensables a I’activation
des lymphocytes T CD8*, pour-
raient étre absents. En revanche,
apres infection, l'activation de ces
cellules T anti-GP serait déclenchée
a la faveur d’une présentation des
peptides viraux par des cellules dont
la fonction normale est de présenter
les antigenes (macrophages ct
lymphocytes B). Ces cellules présen-
tatrices participent en effet a la réac-
tion immunitaire en sécrétant des
lymphokines indispensables a I’activa-
tion des cellules effectrices. La réac-
tion auto-immune vis-a-vis des cellu-
les B exprimant I’antigéne viral pour-
rait alors se faire, provoquant un dia-
bete ayant toutes les caractéristiques
d’un diabete auto-immun. Un méca-
nisme similaire pourrait étre a I’ori-
gine des maladies auto-immunes liécs
a Pactivité de cellules T cytotoxiques
vis-a-vis de cellules exprimant un
antigene dit périphérique, c’est-a-dire
n’ayant jamais été exprimé dans le
thymus.

[1. Ohashi PS, et al. Cell 1991 ; 65 :
305-17.]

[2. Oldstone MBA, ¢t al. Cell 1991 ;
65 : 319-31.]
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HEE Le produit du géne bcr est
une protéine GAP active sur un
membre de la famille Ras. Il existe
au moins une trentaine de protéines
appartenant a la famille des petites
G-protéines de type Ras. Ces G-
protéines sont douées d’une activité
GTPasique intrinseque qui est stimu-
lée par leur association a des protéi-
nes GAP (GTPase activating proteins ).
La protéine GAP spécifique de
p21® et le produit du gene NF1
altéré chez les malades souffrant de
neurofibromatose de type 1 sont,
chez les mammiferes, les deux pre-
miers exemples connus de ce type de
molécules (m/s n® 7, vol. 6, p. 703 et
n° 8, vol. 6, p. 815). Des chercheurs
britanniques de Londres (GB)[1] ont
isolé d’une rate humaine une pro-
téine GAP de 29 kDa semblant étre
active sur la protéine p21™, mais
inactive sur p21’#. La séquence pro-
téique partielle de cette molécule
révele des similitudes avec I’extrémité
carboxyterminale du produit du gene
ber, partenaire du gene abelson dans
les translocations spécifiques de la
leucémie myéloide chronique. Des
similitudes étaient également obser-
vées avec une autre protéine précé-
demment caractérisée, la n-
chimaerine. La n-chimaerine et la
partie carboxyterminale de la pro-
téine Ber furent alors exprimées par
des bactéries recombinées et les pro-
duits testés quant a leur activité de
type GAP sur plusieurs membres de
la famille Ras : p21™ et p21'. Les
protéines recombinantes Ber et n-
chimaerine se révélerent inactives sur
p21™ mais, en revanche, extréme-
ment actives sur p217%‘. Le role de
p21'* n’est pas connu, mais son
appartenance a la famille ras suggere
qu’elle pourrait avoir des fonctions
de régulation. Dans les leucémies
myéloides chroniques, la translocation
9; 22, engendrant le chromosome
Philadelphie, aboutit a la synthése
d’une protéine hybride Bcr-Abelson
(m/s n° 7, wol. 1, p. 390). L’activité
de la tyrosine kinase Abl est stimu-
lée alors que sa localisation subcellu-
laire (normalement nucléaire, mais
membranaire dans la LMC) est
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modifiée par sa fusion a ’extrémité
aminoterminale de Bcr. Cette pro-
téine hybride ne comporte pas la
région de Ber dotée de Iactivité
GAP. Cependant, on ne peut élimi-
ner I’hypothese selon laquelle le pro-
duit du réarrangement réciproque,
supposé contenir la partie aminoter-
minale d’Ab] et la région carboxyter-
minale de Bcer, soit également fonc-
tionnelle chez les malades ayant un
chromosome Philadelphie. Le role
d’une telle protéine hybride, suscep-
tible de perturber la régulation de
p21'*, dans la leucémogenese mérite
par conséquent d’étre réévalué.

[1. Diekmann D, et al. Nature 1991 ;
351 : 400-2.]

BEE Clonage de I’ADNc du
récepteur de I’angiotensine II.
L’enzyme rénale, la rénine, conver-
tit I’angiotensinogéne en angiotensine
I, elle-méme transformée en angio-
tensine Il active par l’enzyme de
conversion synthétisée par le pou-
mon. L’angiotensine II (AT II) a de
nombreux effets, cardio-vasculaires,
neuronaux et sur la régulation du
transport électrolytique. L’activité sur
le systtme cardio-vasculaire dépend
de récepteurs de type I. L’ADNc
codant pour ce récepteur vient d’étre
cloné par deux équipes, I'une japo-
naise de Tokyo [1], et I'autre amé-
ricaine d’Atlanta (GE, USA) [2]. Les
deux équipes ont utilisé des techni-
ques extrémement proches : confec-
tion d’une banque d’ADN complé-
mentaire de surrénale bovine dans le
premier cas, de cellules musculaires
lisses de rat dans le second, puis
transfection de cellules COS, naturel-
lement dépourvues de récepteurs de
I’AT II, par ’ADN de cette banque
fabriquée dans des vecteurs d’expres-
sion. L’étape suivante consiste a
détecter la liaison d’un antagoniste
radioactif de I’AT II a la membrane
des cellules COS exprimant le récep-
teur. Ce récepteur a 359 acides ami-
nés et comporte les 7 segments trans-
membranaires caractéristiques de la
super-famille des récepteurs couplés
aux G-protéines ; le traitement par

I’AT II des clones de cellules COS
I’exprimant provoque une augmenta-
tion du calcium et de [’inositol
-1,4,5-triphosphate, ce qui suggere
un couplage avec une phospholipase
C, la signalisation passant par
I’hydrolyse du phosphatidyl-inositol.
[1. Sasaki K, et al. Nature 1991 ;
351 : 230-2.]

[2. Murphy D], et al. Nature 1991 ;
351 : 233-6.]

BMEE Le facteur vasorelaxant
d’origine endothéliale (EDRF) atté-
nue l’effet vasoconstricteur de
I’angiotensine II sur 1’artériole pré-
glomérulaire. Ito et a/. (Henry Ford
Hospital, Detroit, MI, USA) ont mis
au point une technique remarquable
d’isolement et de microperfusion
d’une artériole afférente (ou préglo-
mérulaire) et du glomérule situé en
aval, chez le lapin [1]. La perfusion
est effectuée a une pression de
60 mmHg. L’angiotensine II (A II),
a la dose de 0,1 M, dans le bain et
dans le perfusat, entraine une dimi-
nution du diametre de [’artériole
d’environ 50 % ; la vasoconstriction
est segmentaire et s’efface en grande
partie en 1 minute environ (au con-
traire, la noradrénaline produit une
vasoconstriction sur toute la longueur
de I’artériole, persistant a 3 minutes).
La réexposition de I’artériole a I’A II
s’accompagne d’une contraction
moindre, témoignant d’une tachy-
phylaxie. Le prétraitement par le
N%-nitro-L-arginine (N-arg) qui
inhibe la synthése du monoxyde
d’azote, NO (un EDRF), réduit lége-
rement le diametre de I’artériole et
surtout majore et prolonge [’effet
vasoconstricteur de I’A II. Cependant
il ne supprime pas la tachyphylaxie
(qui n’est effacée que par un lavage
avec une solution contenant un
homogénat de rein, riche en angio-
tensinase). Ainsi, ’effet vasoconstric-
teur passager de I’A II pourrait étre
da a la production d’EDRF alors que
la tachyphylaxie résulterait de 1’occu-
pation prolongée des récepteurs.

[1. Ito S, et al. J Clhin Invest 1991 ;
87 : 1656-63.]
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