cologique d’hypolipémiants particuliere-
ment prometteuse. Ces molécules ont
démontré leur activité in vivo dans un
modéle animal et in vitro sur des hépato-
cytes humains. Il sera donc nécessaire de
confirmer leur activité chez ’homme avant
d’envisager cette nouvelle classe pharma-
cologique comme une alternative théra-
peutique. ¢

A new family of drugs lowering LDL
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NOUVELLE

La titine retrouvée en
pathologie cardiaque

Simone Gilgenkrantz

> Dans 'unité contractile du muscle, la
titine joue un role essentiel. Encore
appelée connectine, cette protéine
géante (3 000 kDa environ) peut étre
comparée a une sorte de collier élas-
tique d’environ 300 perles (les domaines
fibronectine de type Il : FN3, et les
domaines immunoglobuline : Ig) qui
s’étend, au sein d’un hémi-sarcomere,
de la ligne M (point d’ancrage des fila-
ments de myosine) a la ligne Z (point
d’ancrage des d’actine)
(Figure 1). Elle coordonne le parfait ali-

filaments

gnement des myofibrilles dans le muscle
strié et conféere a celui-ci

() mss son élasticité ().
1997, n°10, Depuis 1995, on connaft
p- 1189 la différence entre les

isoformes du muscle
squelettique et celles du myocarde [1].
Il'va sans dire que la recherche des genes
impliqués dans les cardiomyopathies
génétiques n’avaient pas exclu la titine.
Toutefois, parmi les nombreux genes

découverts dans les cardiomyopathies
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hypertrophiques (CMH),
le gene TTN, codant pour
cette énorme protéine,
faisait pale figure : sur une centaine de
cas étudiés, une seule mutation (il
s’agissait d’une transversion Arg 740 a
Leu) avait été découverte chez un
malade japonais [2].

Mais voici que, tout récemment, deux
études, "'une chez le poisson-zebre,
I’autre chez ’lhomme, sont venues sou-
ligner la responsabilité de la titine dans
les cardiomyopathies dilatées (CMD).

Les maux de ceeur du poisson zébre

médecine/sciences a déja évoqué I'in-
térét de I’analyse des innombrables
mutations provoquées chez le poisson
zébre (Danio rerio), ainsi que le recours
aux « morpholinos » (oligonucléotides
chimiquement transformés pouvant
bloquer la traduction de I’ARNm). Ils
accélerent IYanalyse fonctionnelle des
génes (»=). La mutation Pik (pour
pickwick, sans doute en raison de I’as-

9 rue Basse, 54330

Clerey/Brenon, France.

pect obese des poissons,
dl a 'cedeme consécutif
au dysfonctionnement cardiaque),
vient de trouver son explication molé-

k™71 ont un

culaire [3]. Les poissons Pi
cceur morphologiquement normal, mais
qui, des le premier battement, semble
trés peu contractile. Le phénotype de
ces mutants est par ailleurs normal
pendant les trois premiers jours de vie,
sans atteinte des muscles squelet-
tiques. Par clonage positionnel, les
auteurs ont tout d’abord observé que la
région de 1,2 cM, ol se trouvait la
mutation, chevauchait le locus du gene
ttn (codant pour la titine). €n raison de
I’intégrité du tissu musculaire squelet-
tique, les auteurs supposérent I’exis-
tence d’une mutation dans une iso-
forme propre au myocarde. Chez les
rongeurs et chez I’homme, on savait

qu’un domaine N2B

Jexistait d | (-)-))m/s
n’existait que dans la 0, "o,
protéine myocardique. Ce  p. 448
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domaine avait du reste été exploré,
mais sans succes, dans une grande
famille amérindienne porteuse de car-
diomyopathie dilatée [4]. €n séquen-
cant ce domaine chez le poisson-zebre,
une transversion T > G fut trouvée dans
une séquence unique, le domaine 1S3,
de I’exon N2B (Figure 2). Pour faire la
preuve du role pathogene de cette
mutation, deux oligonucléotides mor-
pholinos furent construits : MOl qui
cible le site donneur d’épissage de la
terminaison 3’ de "exon contenant N2B,
et MO2 pour le site d’épissage de I’exon
spécifique du muscle squelettique.
Seule I’injection de MOl entraine un
phénotype identique a celui des
mutants Pik™’! Une étude compara-
tive de la formation des cardiomyo-
cytes chez les poissons sauvages et
chez les mutants montre que "organi-
sation des filaments épais et des fila-
ments fins pour former des myofibrilles
se fait de facon identique a 36 heures
post-fécondation (hpf). Mais, alors
que les sarcomeres se forment a 48 hpf

chez les témoins, ils n’apparaissent pas
chez les mutants. Chez eux, les cardio-
myocytes sont tres fins et, lorsque des
ceceurs-mosaique sont créés, les cel-
lules pik survivent, mais font saillie,
formant des anévrismes qui ne s’éten-
dent pas aux cellules normales. Il s’agit
donc bien d’une action cellule-auto-
nome. Ce role essentiel de la titine dans
la formation des sarcomeéres vient
confirmer d’autres études faites sur les
cardiomyocytes de rat démontrant que
la perte de I'intégrité de la titine pro-
voque une diminution de cette « sarco-
mérogenese ». Quant a la relaxation
diastolique, elle est due a I’élasticité
de trois domaines de la bande | :
domaine g, PEVK et N2B. [5, 6]. Du
point de vue fonctionnel, chez le pois-
son zebre, la relaxation diastolique et
la pression systolique sont diminuées,
de méme que la fraction d’éjection, le
cceur dilaté se vidant trés peu au cours
de la systole, comme il advient chez les
malades atteints de cardiomyopathie
dilatée.

Cardiomyopathies dilatées causées

par des mutations de la titine

A Pinstar des cardiomyopathies hypertro-
phiques, de trés nombreux locus ont été
trouvés dans les cardiomyopathies dila-
tées (ce qui permet un classement), mais
peu de genes ont encore été identifiés.
Dans deux familles non apparentées por-
teuses d’une anomalie, dont le locus se
situait en 2q31 (CMD1G), I’analyse de 313
des 363 exons de TTN exprimés dans le
muscle cardiaque, a permis de découvrir
deux mutations [7]. Lune est une inser-
tion de deux pb dans I’exon 236 engen-
drant un codon stop prématuré. Une
étude de la molécule tronquée, faite a
I'aide d’anticorps préparés pour les dif-
férents segments de la titine, démontre
I’intégrité de la région amino-terminale.
L'autre est une substitution d’un trypto-
phane (trés conservé) par une arginine
en position 930, dans le premier
domaine Ig, dans la zone de transition
bande | - ligne Z (correspondant a I’exon
18) (Figure 3). Curieusement, ces muta-
tions ne se trouvent pas dans une région
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] ]
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Figure 1. Représentation schématique d’un sarcomére de muscle squelettique. On voit représentés quatre éléments constitutifs du sarcomeére
(ligament fin, ligament épais, titine et nébuline). Les lignes Z sont recouvertes par les régions amino-terminales et les lignes M par les régions
carboxy-terminales des molécules de titine. Le segment PEVK est ainsi appelé en raison des acides aminés qui le constituent : Pro-Glu-Val-Lys.
(d’apres [6]).
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spécifique de la titine cardiaque
(comme c’est le cas pour le mutant pik
chez le poisson zeébre), et pourtant,
contrairement a ce que I'on aurait pu
attendre, surtout pour la mutation tron-

rons connaitre le réle précis de la titine
dans 'assemblage des myofibrilles et
commencer a explorer les divers méca-
nismes pathogéniques responsables
chez ’homme de cardiomyopathies

dilatées. ¢
Mutations of TTN cause

quante, on n’observe aucune atteinte du
muscle squelettique. Il faudra donc
d’abord comprendre chez les malades  cardiomyopathy
les troubles fonctionnels de la protéine

tronquée. Elle devrait avoir perdu le

domaine kinase de la tinine, et les sites

de liaison aux filaments épais et a la

calpaine 3 entre autres.

Ensuite, il conviendra d’analyser la

titine dans les autres familles de

CMD1G, afin de retrouver sans doute

d’autres mutations. Ainsi nous pour-

Lignez Hémi-bande PEVK Hémi-Bande A Ligne M
AH; MW\ COOH

€xon NB2, cardiaque-spécifique

Figure 2. Représentation modulaire de la titine cardiaque codée par ttn, le gene de la mutation pickwick chez le
poisson zébre. ’exon N2B est localisé dans la bande | (domaine Ig) et contient 3 séquences uniques 1S1, 152, IS3.

La fleche rouge indique la position de la mutation identifiée chez le poisson Pik™7 (d’apres [3]).

Hémi-bande |

Jonction A/I ZoneD

A N N N NN Y N NN NN NN NN WYY I coon

4

43628 ins AT
Codon stop prématuré

Figure 3. Représentation modulaire d’un filament de titine avec la localisation des mutations trouvées dans
deux cardiopathies dilatées CMD1G (d’apres [8]).
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