Nord-Ouest du Québec a pu étre diagnostiquée
et le géne responsable détecté. Il s’agit d’une
cholestase néonatale évoluant irrémédiablement
vers la cirrhose et pour laquelle la transplanta-
tion hépatique représente actuellement la seule
solution thérapeutique. La maladie est transmise
de fagon autosomique récessive et le taux des
porteurs du géne muté est de 10 % dans les com-
munautés concernées. Dans tous les cas détectés
a ce jour, la mutation provoque la substitu-
tion d’un acide aminé (R565W) dans la protéine
cirhin, produit du locus C/IRHIA. <
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> Nous décrivons ici comment une maladie surve-
nant uniquement chez les enfants amérindiens du
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Bien que le site d’expression et quelques faits concernant
les roles possibles de cirhin soient maintenant connus, nous
ne possédons toujours aucune hypothese physiopathologi-
que liant la protéine cirhin a I’étiologie de la maladie. Quoi
qu’il en soit, nous pouvons espérer que la poursuite de la
collaboration entre les familles des patients, les cliniciens
et les chercheurs, qui a mené a la détection du gene et a la
mise au point d’un test de dépistage, pourra conduire a la
découverte d’un traitement pour cette maladie qui affecte
les autochtones du Nord-Ouest québécois.

Nous rappelons ici les étapes de nos travaux sur la cir-
rhose amérindienne infantile, maladie héréditaire qui
n’a été décrite qu’au Québec [1-6].

Lobservation clinique

Depuis 1970, nous avons suivi 36 enfants dont les seuls
traits communs étaient leur origine amérindienne et la
cirrhose de type biliaire dont ils seront inéluctablement
victimes. La survenue de la maladie chez plusieurs
enfants de la méme famille, mais jamais chez leurs
parents, a orienté notre diagnostic vers une maladie
héréditaire de type autosomique récessif. 'enquéte
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familiale a permis de préciser que ces enfants appar-
tenaient a 5 grandes familles et a 3 communautés des
Premiéres Nations habitant au Nord-Ouest du Québec.
Ils sont tous d’origine Odjibway-Cree [3, 4].

Lévolution clinique de ces enfants est résumée dans
la Figure 1. On compte une prédominance de gargons;
en outre, aucune caractéristique phénotypique n'a été
relevée en dehors de la cirrhose. Il s’agit d’une maladie
hépatique trés sévére dont le taux de survie a I’dge
adulte est inférieur a 50 %. La transplantation hépa-
tique (TH) représente actuellement la seule solution
thérapeutique. La maladie n’a pas resurgi dans les foies
des 12 patients transplantés.

De fagon caractéristique, la cholestase néonatale se mani-
feste, des les premiers jours de vie, par un ictere. Celui-ci
disparalt aprés quelques semaines pour réapparaitre pro-
gressivement quand la fonction hépatique se détériore. La
complication majeure se manifeste par une hypertension
portale trés précoce avec hémorragie digestive par rupture
de varices cesophagiennes dés 'dge de 8 mois [3, 4].

LUexamen clinique

Aprés ’examen initial, les enfants ont fait I'objet d’une
évaluation tous les 3 @ 6 mois par un bilan hépatique
standard et tous les ans par une échographie couplée a
une étude par Doppler du foie. Sur le plan biochimique, on
constate une augmentation persistante des phosphatases
alcalines (PA, 400 & 900 U/1), des y-glutamyl transférases
(GGT, 150 a 500 U/1) et de la bilirubine directe (> 10 umole/I)
associée a une augmentation du taux des transaminases
de 5 a 10 fois supérieur a la normale. Le Tableau | résume
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les différentes analyses qui ont été effectuées pour éliminer les causes de
cirrhose déja connues [1, 2]. Uinvestigation clinique a particuliérement
porté sur les acides biliaires, puis sur le métabolisme du cuivre et du zinc
puisque les familles des personnes atteintes habitent une région miniére
ou sont extraits ces métaux. Toutes ces investigations se sont révélées
négatives [3, 4]. Les études radiologiques de I’arbre biliaire n'ont pas
montré d’images de sténoses compatibles avec une cholangite sclérosante
[4]. Létude histologique a été effectuée sur les biopsies hépatiques et sur
les foies entiers prélevés lors des TH et des autopsies. L'image précoce est
hétérogéne, montrant, soit les caractéristiques d’une hépatite a cellules
géantes, soit celle d’une cholestase obstructive avec prolifération ductu-
laire, bouchons biliaires et fibrose portale précoce. €n revanche, Iévolu-
tion de la maladie hépatique aboutit chez tous les enfants a la cirrhose de
type biliaire. Ala microscopie électronique, on observe une accumulation
importante des micro-filaments d’actine dans la région péri-canalicu-
laire, suggérant la possibilité d’'une anomalie de fonctionnement a ce
niveau [3]. La comparaison subséquente, en double aveugle, des images
hépatiques de différentes pathologies cholestatiques du nouveau-né n'a
pas permis de reconnaitre la polymérisation des micro-filaments d’actine
comme un marqueur distinctif de la maladie.

La génétique de la cirrhose amérindienne
et la recherche fondamentale

La localisation du géne
’homogénéité de la présentation clinique des patients, leur regrou-
pement géographique et I’étude des arbres généalogiques suggéraient

d’emblée une transmission de type autosomique réces-
sif. Nous avons pu estimer que le taux de porteurs du
geéne défectueux se situait entre 8 et 12 % dans les
populations exposées [4]. Ce taux est comparable &
celui d’autres maladies des Premieres Nations et il est
le double de celui des porteurs de fibrose Kystique.
Lhypothese selon laquelle nous serions ici en présence
d’un effet dit « fondateur» a été formulée d’emblée,
car elle est compatible avec I’histoire démographique
de ces populations. Dans cette situation, un alléle
mutant a haute fréquence se retrouve dans une popu-
lation fondée par un groupe restreint d’ancétres parmi
lesquels un ou plusieurs individus portaient ce gene
mutant [7-10]. Nous avons donc chaisi la stratégie qui
consiste a mettre en commun (pooling) les ADN pour
cartographier le locus. Celui-ci a été détecté dans la
région chromosomique 16q22 ol un haplotype de 4,9
centiMorgan était partagé de fagon homozygote par
tous les patients. Ce fait venait donc soutenir notre
hypothése d’un effet fondateur [5].

Le dépistage de la mutation « cirhin »

dans la cirrhose amérindienne

La séquence des genes exprimés dans le foie, qui se

situaient dans la région chromosomique partagée par

les patients, a été comparée a celle de leurs parents

et a celle des sujets témoins. Cette mesure a permis
d’identifier le géne responsable (NAIC/

36 patients
(11 filles, 25 gargons)
dage actuel : 10 mois a 36 ans)

/ \24

12
Greffes de foie P‘j! Ziehts deﬁ
/ \ 13 11
6 6 Déces €nvie
Déces €En vie

Accidents Cirrhose 1
Pas de
cirrhose
17
€nvie

Figure 1. Evolution clinique des 36 patients atteints de la cirrhose amérindienne.
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CIRHIA). Ce géne code pour la protéine
cirhin. €n considérant sa séquence, sa
fonction normale n’apparait pas claire-
ment d’emblée. Tous les patients testés
jusqu’a présent sont homozygotes pour
une mutation caractérisée par le rem-
placement de I’arginine 565 par le tryp-
tophane (R565W) (Figure 24). On peut
prédire que cette mutation change la
structure secondaire de la protéine. Nous
avons mis au point un test de dépistage
de la mutation R565W par RFLP, désormais
disponible dans notre hdpital pour les
familles dont les membres risquent d’étre
porteurs de la mutation (Figure 2B) [6].
10

Caractéristiques

des homologues de cirhin

La protéine cirhin est conservée chez les
vertébrés. Chez la souris, 88 % des acides
aminés (AA) de la protéine homologue de
cirhin (Tex292) sont identiques & ceux de
’humain. Le gene tex292 est exprimé dans
tous les tissus et en particulier dans le
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foie et les testicules [11, 12]. Chybridation in situ chez
I’embryon de souris de 11,5 jours révele une expression
intense du géne qui est prédominante dans le foie. U'ex-
pression diminue par la suite suggérant que la maladie
puisse provenir d’une perturbation prénatale [6] Chez
le poisson zébre, 53 % des AA de la protéine homologue
de cirhin sont identiques a ceux de I"humain. Chez la
levure S. cerevisiea, la protéine homologue UTP4, un
composant du complexe nucléolaire U3, prend part a la
biogenése de I’ARN ribosomique [13]. Une proportion
de 23 % de la protéine UTP4 est semblable a celle de la
protéine humaine.

Le role de cirhin ?

Une protéine qui réside dans le nucléole

Les recherches en bioinformatique prédisent que cirhin
contient des successions de WD40 et inclut de multiples
signaux cibles qui pourraient la diriger vers différents
organites cellulaires. Les protéines WD40 forment une
grande famille engagée dans des fonctions diverses
telles que le traitement de I’ARN, la transduction des
signaux, le trafic vésiculaire, 'assemblage du cytos-
quelette et le contréle du cycle cellulaire [14].

La transfection transitoire de cellules Hela (lignée cel-
lulaire humaine) avec une protéine de cirhin marquée,
grdce & I’EGPF (Enhanced Green Fluorescent protein), a
montré que la protéine se retrouvait dans le nucléole.
La mutation R565W n’altere pas cette localisation
(Figure 2C). Deux séquences protéiques sont requises
pour que la protéine de cirhin soit retrouvée dans le
nucléole: un domaine C-terminal agissant comme
signal fonctionnel de localisation nucléaire et un signal
spécifique (120 AA entre les résidus M315 et K432 de
cirhin), jamais décrit, pour la cible nucléolaire [15].

Les bases de données actuelles sur le nucléole contiennent plus de
700 protéines incluant cirhin [16, 17]. Parmi ses fonctions de base, le
nucléole joue un rdle essentiel dans la biogenése de I’ARN des riboso-
mes [18, 19]. Chez les eucaryotes, la séquestration des protéines dans
le nucléole représente un mécanisme assez commun de régulation du
cycle cellulaire [20, 21].

Cirhin est en interaction avec une protéine nucléaire

Malgré sa localisation nucléolaire, nous avons formulé I’hypothese
que cirhin n’est pas en relation directe avec les acides nucléiques car
elle ne contient pas de motifs de liaison avec I’ARN ou ’ADN. Son rdle
pourrait favoriser I'interaction directe, protéine a protéine, et consti-
tuerait un rouage important d’un mécanisme moléculaire de base.
Nous avons employé le systeme de double hybride chez la levure pour
identifier les partenaires d’interaction de cirhin [21]. €n utilisant
cirhin comme appdat, nous n’avons trouvé dans la bibliotheque des
ADNc du foie humain qu’un seul partenaire qui réagissait fortement.
Il codait pour la portion C-terminale d’une protéine connue, le HIVEP1
[23]. Nous avons appelé cette partie interactive : cirip (Cirhin interac-
tion protein). Pour déterminer si I'interaction entre cirhin et cirip est
affectée par la mutation R565W, nous avons créé une souche de levure
R565W Cirhin/Cirip. Nous avons montré que la souche mutante R565W
Cirhin réagit avec cirip mais moins fortement qu’avec la protéine cirhin
normale. U'étude in vitro sur des cellules humaines a révélé que cirhin
et cirip agissent de concert comme régulateurs de transcription des
sites NF-kB [24, 25]. Uinteraction de cirhin, protéine nucléolaire, avec
HIVEPL, protéine nucléaire, dans la pathogénie de la maladie reste
néanmoins indéterminée.

Les études en cours et les directions futures de la recherche

Pour déterminer si cirhin et son homologue chez la levure (UTP4) ont

les mémes fonctions, une expérience de complémentarité a été effec-

tuée. Si on « complémente » avec cirhin la levure qui a une délétion

dans UTP4 [26], la viabilité de la souche n’est pas restituée. Cette

découverte indique que les 2 protéines nucléolaires ne sont pas fonc-
tionnellement identiques malgré la similarité de leurs

Investigation métabolique

Hépatites A,B,C
TORCH

VDRL
Epstein-Barr

Al-antitrypsine
Céruloplasmine

Acides biliaires

Cuivre (foie, urine,sang)
Zinc (foie)

Acides Aminés

Auto-anticorps:
FAN;ML;Mito;LKM;LC1

. ) Tests radiologiques
Acides organiques

Substances réductrices ) )
) Cholangiographie
Test de sudation ) .

Spléno-portographie

Investigation virale
et auto-immune

Scintigraphie hépato-biliaire

séquences. De fait, la similarité de 23 % des séquences
entre les 2 protéines peut étre largement attribuée a la
présence des motifs WD40 (Figure 2D) (Richter, Bussey,
résultats non publiés). €n collaboration avec le Dr M.
Pack (Philadelphie), nous employons actuellement e
poisson zébre comme modeéle de vertébré pour modéli-
ser la cirrhose amérindienne. Uorthologue de cirhin sera
invalidé avec de I’ARNi: cette technique est utilisée
pour rendre silencieuse I’expression du gene ciblé. Si
nous obtenons un phénotype viable, nous essayerons de
faire des expériences de sauvetage avec cirhin et cirhin
R565W.

Tableau I. Examen clinique des 36 patients. TORCH : toxoplasmose, rubéole,

cytomégalovirus, herpeés;

Mito : mitochondries ; LKM : liver/kidney microsomal ; LC1: liver cytosol.
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FAN : facteur anti-nucléaire; ML: muscles lisses;

Il existe, chez la souris, une lignée de cellules souches
embryonnaires, XH230, ol la séquence tex292 a été
inactivée. Nous avons obtenu des chimeres qui ont pro-
duit les hétérozygotes souhaités (tex292*/-). Nous avons
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obtenu des portées de 5 a 6 souriceaux en moyenne et le génotypage
n'a révélé aucun homozygote (tex2927~), qui conduirait a une mor-
talité prénatale. Notre hypothese actuelle stipule que I'inactivation
compléte de tex292 est probablement létale au stade prénatal ([27]
et Yu et al., en préparation). Dans le but de produire un modeéle animal
qui se rapproche de la maladie chez I’humain, nous nous efforgons de
créer une souris qui porte la mutation équivalente a R565W.

Conclusions

L'observation clinique attentive de la cirrhose amérindienne infantile
a mis les investigateurs sur le chemin de la recherche clinique puis
fondamentale. Nous avons pu déterminer que les patients atteints de
la cirrhose amérindienne étaient homozygotes pour la mutation R565W
dans la protéine cirhin. Cette découverte a permis d’établir un test
de dépistage pour les porteurs du gene défectueux. Les études expé-
rimentales en cours devraient nous aider a mieux comprendre le rdle
exact de cirhin et de proposer des hypothéses physiopathologiques,
et, a terme, de trouver un traitement. Ces recherches constituent un
exemple de collaboration étroite entre les patients, leurs familles, les
communautés autochtones, ainsi que les cliniciens et les chercheurs
de I’hopital Sainte-Justine pour élucider la pathogénese de maladies
dépistées au Québec. ¢
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Figure 2. A. Profils d’électrophorése des ADN
d’un patient atteint de la cirrhose amérin-
dienne, un porteur obligatoire et un individu

témoin. Les acides aminés correspondant a

Patient , .
la séquence de "ADN apparaissent au bas de
la figure. La mutation induit le remplacement
d’une molécule d’arginine par une molécule de
Parent

tryptophane. B. La détection de la mutation
par PCR-RFLP [6]. La mutation crée un site
de restriction pour I’enzyme de restriction
Alu I. Uexon 15 du gene CIRHIA est amplifié
par PCR. Apres la digestion avec Alul, les
ADN sont séparés par électrophorese sur un
gel d’agarose 3 %. Le fragment amplifié par
PCR contient un site de restriction constant
Alu I. Celui-ci sert de contrdle positif de la
digestion et donne un fragment de 150 pb.
Puits 1-3: échantillons des patients. Puits
4-6 échantillons des hétérozygotes et puits
7-10 échantillons des individus homozygotes

normaux (pb : paires de base).

SUMMARY

North American Indian childhood

cirrhosis (NAIC)

North American Indian childhood cirrhosis is a dis-
tinct form of neonatal familial cholestasis. To date,
it has only been described in aboriginal children
from northwestern Quebec. The disease rapidly evol-
ves into cirrhosis with early portal hypertension
and bleeding from esophageal varices. Twelve of 36
children followed at I’H6pital Ste-Justine since 1970
received a liver transplant. As of now, there are 17
living NAIC patients, 6 of whom had liver transplan-
tation. We mapped NAIC to chromosome 16q22, and
identified mutations in C/IRHIA in patients. All are
homozygous for the RE65W mutationin cirhin, a WD40
repeat protein of unknown function. We showed that
cirhin is a resident in the nucleolus. Cirhin interacts
with Cirip, a functional, alternative splice variant
of the HIVEP] protein. Their interaction indicates
synergistic action. The complete inactivation of
mouse homolog, tex292 is likely embryonic lethal.
The continued collaboration between patients, their
families, clinicians and researchers that has helped
to identify the disease gene and to develop a dia-
gnostic test now focuses on finding a new treatment
for this unique disease affecting First Nations chil-
dren from Québec. ¢
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UTP4_YEAST 417 VCKLTLKDDQNISTCSLSPDGQVLVVGRPSTTKVFHLQPVGNKLKVTKLDNDLLLRTSTK

cirhin 432 KMPAFLRSALQILFSEDSTKLFVASNQG----- ALHIVQLSGGSFKHLHAFQPQSGTVEA
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Figure 2. (suite) C. La localisation subcellulaire de cirhin-EGFP et R565W cirhin-EGFP dans les cellules Hela. 1. La fluorescence verte de cirhin mar-
quée avec EGFP. 2. coloration des noyaux avec Diamidino-4’,6-phénylindol-2 dichlorhydrate (DAPI). 3. visualisation des nucléoles par I’anticorps
monoclonal de souris contre la nucléoline humaine (rouge). 4. superposition des images EGFP (vert) et nucléole (rouge). 5. image des cellules par
microscopie en contraste de phase. D. Alignements des séquences protéiques de cirhin (humain) et UTP4 de (levure). Image produite par ClustalW
1,8 et Boxshade. Les acides amines identiques sont en rouge et les acides aminés similaires sont en bleu. Les domaines WD40 de cirhin sont indi-

qués au-dessus des résidus et les domaines WD40 de UTP4 sont soulignés.
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