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DERNIERE HEURE

Ataxie de Friedreich:
les expansions de triplets frappent encore

La maladie

Parmi les maladies neurologiques ou
neuromusculaires héréditaires «clas-
siques », dont le tableau avait été
décrit au XIX¢ siecle, I'ataxie de Frie-
dreich était la derniere dont le gene
n’était pas encore identifié, apres les
succes concernant les maladies de
Duchenne, Steinert, Charcot-Marie-
Tooth et de Huntington. Au terme
d’un travail mené depuis huit ans
dans notre équipe, en collaboration
tres étroite cette derniére année avec
celle de Massimo Pandolfo a Hous-
ton, une approche de clonage posi-
tionnel strict a permis d’identifier le
géne, de fonction inconnue, et a
révélé de maniere totalement inat-
tendue, qu’une expansion de répéti-
tion trinucléotidique d’un type nou-
veau était responsable de la
quasi-totalité des cas [1].

L’ataxie de Friedreich fut décrite en
1863 [2] par le neurologue allemand
Nikolaus Friedreich (1825-1888).
C’est une maladie autosomique
récessive gravement invalidante, dont
I'incidence est estimée a 1 pour
50000 dans les populations euro-
péennes [3, 4], ce qui en fait la plus
fréquente des ataxies héréditaires.
Les premiers signes apparaissent en
général entre les ages de 5 et 15 ans
(et, par définition, toujours avant
25 ans). Cliniquement, elle se carac-
térise par une ataxie cérébelleuse
avec instabilité a la marche et une
dysarthrie rendant I’élocution tres
difficile, une perte des réflexes ostéo-
tendineux et de la sensibilité profon-
de [5, 6]. Ces signes, liés a une dégé-
nérescence des fibres sensitives des
cordons postérieurs de la moelle épi-
niere, évoluent de maniére progressi-
ve et entrainent la perte de la
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marche en moyenne vers I’dge de 20-
30 ans. Une cardiomyopathie hyper-
trophique (qui peut étre discréte) est
retrouvée dans la quasi-totalité des
cas; la scoliose est fréquente; enfin,
les patients présentent un risque
accru de diabete.

Au début des années 1980, des
études peu convaincantes et contra-
dictoires avaient suggéré des anoma-
lies du métabolisme intermédiaire ou
de la taurine (un dérivé de la cystéi-
ne, présent en quantité importante
dans le systéme nerveux central), ou
méme de la réparation de ’ADN.
Comme pour la plupart des maladies
génétiques, en 'absence d’hypothese
fonctionnelle crédible, le clonage
positionnel est apparu comme la seu-
le stratégie possible.

Petite histoire d’une longue traque

L’analyse de liaison génétique fut
entreprise par Sue Chamberlain, au
départ avec les héroiques, mais peu
efficaces, marqueurs sérologiques ou
enzymatiques, puis, dans le laboratoi-
re de Robert Williamson a Londres,
en utilisant les RFLP (vestriction frag-
ment length polymorphisms). En 1987,
Paul Trouillas (Lyon), alors prési-
dent du conseil scientifique d’une
sympathique et active association de
malades, I’AFAF, contacta 1'un
d’entre nous, pour suggérer qu’'une
recherche génétique soit entreprise.
Le nombre de familles susceptibles
de participer apparaissait suffisant, et
une collecte fut organisée en 1987
par Yves Agid et Paul Trouillas.
André Hanauer a Strasbourg entre-
prit de réunir les sondes polymor-
phiques nécessaires et débuta I’analy-
se de liaison. En mai 1988, Sue
Chamberlain publia la localisation

sur le chromosome 9, par démonstra-
tion d’une liaison avec le marqueur
RFLP D9S15 (m/s n°8, vol. 4, p. 528)
[7]. Ce résultat fut trés vite confirmé
par André Hanauer, qui identifia un
deuxiéme marqueur lié, DIS5 [8],
localisé en 9q13-q21 [9]. Des 1990,
les résultats des équipes londo-
niennes et strasbourgeoises [9,10]
montraient que I'ataxie de Friedreich
était génétiquement homogene, la
maladie paraissant liée au chromoso-
me 9 dans toutes les familles étu-
diées, et que le gene était trés proche
(moins de 2cM) des marqueurs D9S5
et D9S15, eux-mémes séparés par
moins de 400 kilobases [11-13]. Nous
démontrions l'existence d’'un désé-
quilibre de liaison entre la maladie et
ces marqueurs [14], confirmant leur
trés grande proximité, et suggérant
la présence, chez les malades fran-
cais, d’'une mutation rendant compte
d’au moins un tiers des alleles mor-
bides (notre étude était, par ailleurs,
la premiére a montrer que les micro-
satellites sont suffisamment stables
pour étre utilisés dans des analyses
de déséquilibre de liaison, de manie-
re particulierement efficace grace a
leur grande informativité). C’était
I’époque des premieres banques de
YAC, et grace a des collaborations
avec les laboratoires de David Schles-
singer (Saint Louis, MI, USA) et de
Daniel Cohen (CEPH), nous obte-
nions les clones YAC de la région
[15, 16]. Une cartographie physique
et génétique détaillée fut entreprise
(par R. Fujita, G. Sirugo, F. Duclos et
F. Rodius (Strasbourg, France),
incluant la caractérisation systéma-
tique de microsatellites de la région
[15-18] (plus d’une douzaine au
total, sur une région de 1000 kilo-
bases), et I’étude du déséquilibre de
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Figure 1. Carte génétique, physique et transcriptionnelle autour du locus de I'ataxie de Friedreich. Les ilots CpG, in-
dicateurs potentiels d’extrémité 5 de géne sont indiqués par des étoiles rouges, les marqueurs multialléliques sont
indiqués par des croix. Seul le nom des deux marqueurs liés initialement identifiés est donné (D9S15 et D9S5). La ré-
gion critique est définie par les deux recombinaisons les plus proches du locus de I’ataxie de Friedreich. Elle est di-
visée en deux parties dont I’'une, en pointillés, correspond a I’exclusion du géne ZO-2 sur la base de I'absence de mu-
tation chez les malades. ZO-2: géne codant pour la protéine zona occludens-2 (protéine de jonction cellulaire), PKA

Cy: géne de la protéine kinase A sous-unité Cy, X25 est le géne de I’ataxie de Friedreich, codant pour la frataxine.

liaison, notamment dans des popula-
tions génétiquement plus homo-
genes ou l'ataxie de Friedreich appa-
raissait relativement fréquente
(Cajuns de Louisiane, Ile de la
Réunion), et ou un effet fondateur
favorisa l'interprétation des résultats
pour la localisation du géne morbide
[16, 18]. D’autres équipes (Massimo
Pandolfo a Milan, F. Palau a Valence
en Espagne, et S. Mélancon a Mont-
réal) se joignirent aux efforts de car-
tographie. Une collaboration inter-
nationale permit d’identifier un tres
petit nombre de familles comportant
des recombinaisons méiotiques pré-
cieuses pour la localisation du gene
AF [19, 20].

Une diversion

Cette recherche de familles recombi-
nantes nous entraina dans une diver-
sion intéressante. Parmi quatre
grandes familles consanguines tuni-
siennes avec diagnostic d’ataxie de
Friedreich identifiées par le Pr.
M. Ben Hamida a Tunis, deux
n’étaient pas liées au chromosome 9,
ce qui paraissait mettre en cause
I’homogénéité génétique de la mala-
die [21]. Une analyse plus poussée

s montra qu'un déficit en vitamine E,
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d’hérédité autosomique récessive
était en cause. Cette entité paraissait
trés rare, car 11 cas seulement
avaient été publiés depuis la descrip-
tion originale en 1981 [22]. Nous
identifions rapidement quatre
familles supplémentaires, toutes avec
un diagnostic initial d’ataxie de Frie-
dreich, mais qui apparaissaient
recombinantes avec les marqueurs
du chromosome 9. Mettant a profit
leur consanguinité, une stratégie de
cartographie par homozygotie permit
de localiser rapidement le géne de
I'AVED (ataxia with vitamin E deficien-
¢y) sur le chromosome 8 (m/s n°12,
vol. 9, p. 1417) [23]. Un bon geéne
candidat cloné par une équipe japo-
naise, codant pour une protéine de
transfert hépatique du tocophérol,
était retrouvé muté chez les malades
[24]. Surtout, ce travail avait révélé
que la moitié des familles avec dia-
gnostic de Friedreich originaires des
pays du Maghreb avaient, en fait, un
déficit en vitamine E, et auraient pu
bénéficier d’un traitement vitami-
nique peu couteux, préventif de la
neurodégenerescence.

L’hallali

Grace a l'analyse des familles
«recombinantes » et de I’homozygo-
tie dans des familles consanguines, la
région candidate fut progressivement
restreinte par F. Rodius et F. Duclos a
une région de 450 kb en 1993 [16],
300 kb en 1994 [25] et finalement de
150 kilobases début 1995 [17]. En
parallele, la recherche de genes était
effectuée dans notre laboratoire par
amplification d’exon et par séquen-
cage partiel et prédiction informa-
tique d’exons, et ces genes étaient
systématiquement testés pour la pré-
sence de mutations. Nous faisions
I’hypothése que, comme dans prati-
quement toutes les maladies réces-
sives, il devait exister une grande
diversité de mutations, hypothése qui
paraissait confirmée par la grande
diversité des haplotypes dans les
populations européennes. C’est ainsi
que quatre genes furent successive-
ment identifiés (m/s n°3, vol. 9,
p. 344) [17, 25, 26], puis exclus (ainsi
qu’un cinquiéme gene caractérisé
par I’équipe de Sue Chamberlain
[27]). A partir d'un exon amplifié,
un nouveau geéne (dénommé X25),
assez petit, fut caractérisé grace a la
collaboration étroite entre notre
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équipe et celle de Massimo Pandolfo
(2 Houston depuis 1994). Une
recherche de mutations par tech-
nique SSCP (single strand conformation
polymorphism) fut alors entreprise, et
en juin 1995, une mutation non sens
identifiée dans notre laboratoire.
Notre enthousiasme ne fut que de
courte durée, car cette mutation
n’était présente a I’état hétérozygote
que chez un seul malade, et aucune
autre mutation n’était retrouvée dans
la soixantaine de patients provenant
de familles différentes (correspon-
dant donc a 120 alléles mutés), apres
analyse de tous les exons. Une
recherche de mutations, effectuée
chez 125 autres patients a Naples et
Valence, aboutit a 1'identification
d’une mutation hétérozygote de site
d’épissage chez un patient espagnol,
et d'un changement d’acide aminé
(isoleucine en phénylalanine, égale-
ment a I’état hétérozygote) dans trois
familles du Sud de I'Italie, et dont il
était a prior: difficile de savoir s’il
s’agissait d’une mutation fonction-
nellement significative ou d’un poly-
morphisme rare. Ces résultats étaient
troublants, et nous conduisirent a
deux hypotheéses mutuellement
exclusives: soit ce géne était le bon,
et il fallait supposer qu’il existait une
mutation trés largement prédomi-
nante que nous n’avions pas détec-
tée, ou une région trés chaude de
mutations, située dans une région
non codante ou dans un éventuel
exon alternatif; soit, seconde hypo-
thése moins favorable, les deux muta-
tions, détectées chacune a une fré-
quence tres faible, ainsi que le géne
muté, étaient sans rapport avec
I’ataxie de Friedreich. En effet, des
observations récentes avaient démon-
tré que I’on pouvait retrouver dans la
population générale, des mutations
inactivant des génes pourtant consi-
dérés comme fonctionnellement
importants. C’est ainsi que des muta-
tions nulles, c’est-a-dire aboutissant a
I’absence d’expression de l'allele
muté, ont été retrouvées dans les
genes des récepteurs de la dopamine
D5 (a I’état hétérozygote [28]) ou de
la dopamine D4 (a I’état homozygote
[29]) et, de maniere encore plus
étonnante, une mutation inactivant
le géne codant pour une neurotro-
phine (le ciliary neurotrophic factor ou
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CNTF) est présente a I’état homozy-
gote chez 2 % des japonais [30], alors
que l’inactivation du méme géne
chez la souris entraine une dégéné-
rescence de motoneurones, a vrai
dire modérée (m/s n°11, vol. 9,
p. 1269). Toutefois une observation
troublante était faite a Strasbourg (V.
Campuzano) et a Houston. Les trans-
crits du geéne X25 étaient beaucoup
plus faiblement détectés (par RT-
PCR) dans des lignées lymphoblas-
toides de patients que chez les
témoins. Massimo Pandolfo émit
alors I’hypothése d’une anomalie de
transcription consécutive a une ano-
malie de méthylation au niveau des
séquences régulatrices. En testant
cette hypothese, par Southern blot, il
constata que tous les malades présen-
taient un fragment EcoR1 anormal
d’environ 11 kb, plus grand que celui
présent dans la population témoin
(8 kb), alors que les parents des
malades présentaient les deux frag-
ments. Ce fragment contient I’exon 1
et une partie du premier intron.
L’observation fut confirmée a Stras-
bourg et Naples, a 'exception des
patients pour lesquels une mutation
ponctuelle avait été identifiée a I’état
hétérozygote, et ou le fragment anor-
mal était présent, également a I’état
hétérozygote, sur I'autre chromoso-
me. L’existence d’une insertion et sa
localisation dans l'intron furent éta-
blies chez Pandolfo par PCR de
grands fragments (long range PCR).
Cette région contient a I’état normal
une répétition du trinucléotide GAA
présente dans une séquence Alu
(Iallele le plus fréquent contenant
9 répétitions). M. Cossée (Stras-
bourg) amplifia et séquenca cette
région chez un malade, démontrant
la présence d’une grande expansion
de la répétition GAA. Cette expan-
sion est instable lors de la transmis-
sion de parent a enfant, et la majori-
té des alleles pathologiques
correspondent a 700-800 répétitions.

Un geéne de fonction inconnue,
conservé chez la levure

Le géne X25 est assez petit (environ
40 kb, 5exons), et code pour une
protéine de 210 acides aminés, qui ne
ressemble a aucune protéine de fonc-
tion connue, et que Nous avons appe-

lée frataxine (un épissage alternatif
est susceptible d’engendrer une pro-
téine de 171 acides aminés). Une pré-
diction informatique de peptide
signal hydrophobe suggere qu’il
pourrait s’agir d’'une protéine sécré-
tée. Des résultats tres préliminaires
montrent la présence du messager
dans le systeme nerveux, le coeur et
le pancréas, ce qui correspond assez
bien aux traits de la maladie (neuro-
dégénérescence, cardiomyopathie,
risque accru de diabete). De maniere
étonnante, une tres forte conserva-
tion d’'une partie de la frataxine est
retrouvée dans des protéines prédites
par séquencage systématique de la
levure et du ver Caenorhabditis elegans.
L’inactivation du gene chez la levure,
si elle donne un phénotype détec-
table, pourrait orienter la recherche
de fonction. Nous espérons, évidem-
ment, que ’analyse de cette fonction
orientera vers des possibilités théra-
peutiques (surtout si le caractere de
protéine sécrétée se confirme).

Une mutation tres inattendue

La découverte d’'une expansion tri-
nucléotidique est inattendue a plus
d’un titre. C’est la premiere fois que
ce mécanisme est mis en évidence
dans une maladie autosomique réces-
sive (les dix autres maladies dues a
une expansion de triplets correspon-
dant a des maladies autosomiques
dominantes ou liées au chromosome
X). Le phénomene d’anticipation,
présent a des degrés divers dans ces
maladies, ne peut étre observé dans
une maladie autosomique récessive,
car le phénotype clinique ne se mani-
feste, sauf tres rares exceptions, que
dans une seule génération. Il s’agit
clairement d’une mutation entrai-
nant une forte diminution ou une
perte de fonction, affectant la trans-
cription ou, plus probablement,
I’épissage. La perte de fonction est
démontrée par I’équivalence avec les
deux mutations ponctuelles inacti-
vant clairement I’expression du gene,
et retrouvées a I’état hétérozygote
chez des malades porteurs de
I’expansion sur l'autre allele. La
situation est donc beaucoup plus clai-
re que pour la maladie de Steinert
ou, quatre ans apres la découverte de
Iexpansion de répétition CTG, son
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effet sur 'expression du geéne myoto-
nine kinase n’est pas encore éclairci
(haplo-insuffisance, effet dominant
négatif, gain de fonction, effet sur le
géne adjacent?) et fait I’objet de
controverses. En fait, la situation
parait assez similaire a celle du syn-
drome X fragile, ou l’expansion
entraine une perte d’expression, et
dans lequel de trés rares autres muta-
tions (délétions, déphasage du cadre
de lecture) produisent chez les
patients le méme phénotype cli-
nique. Il n’y a, en revanche, aucune
similitude d’effet avec les expansions
de CAG codant pour des polygluta-
mines, retrouvées dans diverses
formes d’ataxies spino-cérébelleuses,
ou un gain de propriété toxique est
en cause [31]. Plus inattendue enco-
re est I'implication du trinucléotide
GAA. En effet, tous les cas connus
jusqu’ici ne concernaient que les tri-
nucléotides CGG pour le syndrome
X fragile (FRAXA) et quatre autres
sites fragiles sensibles au folate sur les
chromosomes X (FRAXE, FRAXF),
11 (FRA11B) ou 16 (FRA16), ou
CTG/CAG (équivalents au niveau de
I'ADN), impliqués dans la maladie de
Steinert, dans la maladie de Hunting-
ton et dans quatre autres maladies
neurodégénératives dites a expan-
sion de polyglutamines. On pouvait
donc se demander si d’autres motifs
(trinucléotides ou autres) étaient sus-
ceptibles d’étre impliqués dans des
expansions. Deux articles récents,
s’appuyant sur des études structu-
rales et des modélisations des répéti-
tions, suggéraient que 'instabilité de
ces séquences, notable au-dela de
50 répétitions, était due a leur aptitu-
de a engendrer des structures stables
en épingle a cheveux [32, 33]. L'un
des articles rapportait que les répéti-
tions GAA seraient incapables de for-
mer de telles structures !

Comme pour plusieurs des autres
maladies a expansion, I'importance
du déséquibre de liaison entre la
maladie et les marqueurs proches,
indique l'existence d’effets fonda-
teurs. Des résultats préliminaires
récents, obtenus avec des marqueurs
plus proches du site de mutation que
ceux utilisés antérieurement, sugge-
rent qu'un effet fondateur unique, et
donc trés ancien, pourrait concerner
la grande majorité des malades d’ori-

gine européenne. S’agit-il directe-
ment d’'un événement d’expansion
massive, engendrant une mutation
relativement stable et qui se serait lar-
gement répandue ou, plus probable-
ment, d’'un événement créant un allé-
le normal avec plus de répétitions
que les autres (environ 20 % des
alleles normaux ont entre 18 a
25 GAA), et pouvant servir de réser-
voir pour des mutations récurrentes
évoluant sur plusieurs générations
vers un allele pathologique? Comme
nous lI’avons montré, ce dernier
mécanisme rend compte de I’extraor-
dinaire effet fondateur (commun aux
populations européennes et japo-
naises), retrouvé dans la maladie de
Steinert [34]. L’analyse de la répéti-
tion GAA dans la population norma-
le, et chez les grands-parents de
malades, doit permettre de répondre
a cette question. La découverte de ce
nouveau type d’expansion ouvre la
possibilité d’une implication dans
d’autres maladies autosomiques
récessives, en particulier dans I’'hémo-
chromatose, ou un déséquilibre de
liaison particuliecrement frappant est
retrouvé dans plusieurs populations.
Il sera également intéressant de
rechercher des corrélations entre
taille de I'expansion et sévérité du
phénotype et, notamment, de voir si
des expansions plus modérées pour-
raient étre responsables de tableaux
cliniques non attribués a ’ataxie de
Friedreich, dont le critére de défini-
tion comporte un age de début avant
25 (ou 20) ans, ou de savoir si
I’homozygotie pour une perte com-
plete de fonction est létale ou non.
La présence d’une mutation prati-
quement unique facilitera le diagnos-
tic différentiel des neuropathies avec
ataxie et permettra de répondre a
une interrogation fréquente de la
part des freres et sceurs des malades,
concernant le risque d’avoir eux-
mémes un enfant atteint (le risque
a priori n’est toutefois que de 0,3 %
environ). Il sera possible de les rassu-
rer complétement, en testant le
conjoint pour la présence impro-
bable (une chance sur 120) d’une
expansion H

M. Koenig.
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