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Les porphyries héréditaires:
de la pathologie moléculaire
a la therapie génique

Depuis la publication d’une synthése
dans médecine/sciences en 1987 sur les
porphyries héréditaires [1], nos
connaissances sur les génes de la bio-
synthése de I’héme et leur régulation
ainsi que sur les mutations responsa-
bles des porphyries ont largement
progressé. De plus, deux aspects nou-
veaux que sont I’étude des modéles
animaux et les premiers essais de
transfert de génes en vue de thérapie
génique ont commencé a se dévelop-

per.

Progrés effectués dans la connaissan-
ce des génes de la biosynthése de
I’héme

Sept des huit génes codant pour les
enzymes de la synthése de I’héme ont
€été clonés, le plus récent étant celui
de la coproporphyrinogéne oxydase
[2, 3] (Tableau I). Le dernier gene
«récalcitrant » est celui de la proto-
porphyrinogéne oxydase, qui a été
caractérisé chez B. subtilis et S. cerevi-
siae mais ne I'est pas encore chez
I'homme.

Ces génes sont tous uniques, a
I’exception de celui codant pour
I’aminolévulinate (ALA) synthase
pour laquelle deux genes distincts
ont été caractérisés. Ces différents
génes ne sont pas regroupés mais se
trouvent au contraire entiérement
dispersés sur tout le génome (T ableau
I). Leur expression coordonnée au
cours de la différenciation érythro-
poiétique doit donc étre sous la
dépendance de génes de régulation
codant pour des facteurs transcrip-
tionnels qui se fixent sur les régions
régulatrices.

L’organisation génétique de ces génes
est trés variable. La premiére enzyme,
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I'ALA synthase, est codée par deux
genes distincts, un géne d’expression
ubiquitaire et un géne spécifiquement
exprimé dans le systeme érythropoié-
tique. Les deux enzymes suivantes,
I'ALA déshydratase et la porphobili-
nogéne (PBG) désaminase sont cha-
cune codées par un géne unique pos-
sédant deux promoteurs (I’un
ubiquitaire, 'autre spécifique de la
différenciation érythropoiétique). Les
trois enzymes suivantes (I’'uroporphy-
rinogéne III synthase, I'uroporphyri-
nogéne décarboxylase, la copropor-
phyrinogéne oxydase), ainsi que la
derniére (ferrochélatase) sont expri-
mées sous le contrdle d’un géne
unique possédant un seul promoteur.
A noter que cette derniére enzyme
posséde deux ARNm qui différent
dans leur partie 3’ non codante par
I'utilisation de deux signaux de poly-
adénylation différents. L’activité trans-
criptionnelle de ces génes augmente
de facon coordonnée au cours de la
différenciation érythropoiétique [4].
Le promoteur du géne codant pour
I’ALA synthase spécifique de la diffé-
renciation érythropoiétique (ALASI),
les promoteurs érythropoiétiques des
genes codant pour I’ALA déshydrata-
se et la PBG désaminase, ainsi que les
promoteurs des autres génes connus,
possedent des éléments actifs en cis
reconnus par des facteurs transcrip-
tionnels spécifiques de I'érythropoiése
et ubiquitaires (association de motifs
GATA/NFE2/CCACC/CCGCC) ([5]
et m/s n°4, vol. 7, p. 385; n°1l,
vol. 10, p. 1174).

L’ALA synthase joue un roéle central
dans la régulation de la synthése de
I’héme tant au niveau du foie que du
systeme érythropoiétique. Dans le
foie, elle en est I'étape limitante a

I’état basal et est fortement induite
sous l'action de nombreuses sub-
stances liposolubles endogeénes et exo-
genes. L’héme, produit final, exerce
un rétrocontrole négatif sur la synthe-
se et la maturation de I’enzyme (figure
I). Au niveau du systéme érythropoié-
tique, il existe une régulation coor-
donnée de la synthese de I’héme et
du métabolisme du fer par I'intermé-
diaire des éléments de réponse au fer
(IRE, iron response element) (m/s n° 10,
vol. 9, p. 1145), [6]). Dans les condi-
tions ou les apports en fer sont limi-
tés, la traduction des ARN messagers
de 'ALA synthase érythropoiétique et
de la ferritine est réprimée et les
ARNm des récepteurs de la transferri-
ne sont stabilisés, permettant d’éviter
une accumulation de porphyrines
lorsqu’il n’y a pas assez de fer pour
former I’héme (figure 2). L’héme, en
retour, contrdle la captation du fer,
soit en inhibant ’endocytose des com-
plexes fer-transferrine-récepteur, soit
en inhibant la dissociation du fer de
sa liaison a la transferrine aprés
I'internalisation du complexe.

Pathologie moléculaire de la biosyn-
thése de 'heme

Durant ces derniéres années, le clona-
ge de différentes enzymes de la voie
de biosynthése de I’'héme a permis la
caractérisation des anomalies molécu-
laires responsables du déficit enzyma-
tique chez de nombreux patients.

¢ Les mutations du géne codant pour
I’ALA synthase érythropoiétique sont
responsables de formes familiales
d’anémie sidéroblastique de trans-
mission récessive liée au chromoso-
me X. Chez certains patients, I’ané-

mie peut étre corrigée par des doses com——
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Tableau |
LES ENZYMES ET GENES CORRESPONDANTS DE LA BIOSYNTHESE DE L'HEME
Taille de TARNm
Enzyme Symbole Taille (cadre de Localisation
du géne lecture ouverte) | chromosomique
ALASI 1920 3p21
(1) 8-aminolévulinate synthase 22 kb, 11 exons
ALAS2 1746 Xp11.21
(2) 8-aminolévulinate déshydratase
ou PBGS 990 9q34
porphobilinogéne synthase (ALAD)
(3) Porphobilinogéne désaminase 1032
ou HMBS 10 kb, 15 exons 11g24
hydroxyméthylbilane synthase (PBGD) 1083
(4) Uroporphyrinogéne lll synthase UROS 45 kb 795 10q25-q26
(5) Uroporphyrinogéne décarboxylase UROD 3 kb, 10 exons 1101 1p34
(6) Coproporphyrinogéne oxydase COPROX 14 kb 1362 3q12
(7) Protoporphyrinogéne oxydase PROTOX NC NC 14
(8) Ferrochélatase FC 45 kb, 11 exons 1269 18q21,3
NC : non connue.
Figure 1. Régulation classique de la
biosynthéese de I’heme par le produit Uroporphyrine | Coproporphyrine |
final. La régulation de la synthése de
I’'heme a lieu essentiellement au T T
niveau de I'’ALA synthase, premiére o _5’ R
enzyme de la chaine de biosynthése : Uroporphyrinogéne | Coproporphyrinogéne |
le produit final exerce un rétrocon- SuccinyICoA f'
trole négatif sur//a synthése et/ou la +y !5 ALA—2 PBG —25 HMB
maturation de I'enzyme, aussi bien Glycine  ALA 4
dans le foie que dans le systéme éry- Synthase \
thropoiétique. ALA: acide 3-aminolé- Uroporphyrinogeéne IlI LN Coproporphyrinogéne Il
vulinique. PBG: porphobilinogene; © S
HMB: hydroxymeéthylbilane. Le nom *
des différentes enzymes (numéro- & Protoporphyrine 1X 41 Protoporphyrinogéne IX

tées de 1 a 8) se trouve dans le
Tableau I.

pharmacologiques de pyridoxine, le
phosphate de pyridoxal étant le
coenzyme de I’ALA synthase. L’iden-
tification récente de plusieurs muta-
tions du géne de I’ALA synthase
indique que certaines de ces muta-
tions entrainent une diminution
d’affinité de '’enzyme pour le phos-
phate de pyridoxal chez des patients
sensibles a la pyridoxine [7, 8].

¢ Les mutations des génes codant

pour les enzymes situées en aval de
I’ALA synthase sont responsables des
porphyries héréditaires. Selon les
porphyries, les conséquences méta-
boliques du blocage enzymatique
prédominent dans le foie ou dans les
cellules érythropoiétiques. Quelle
que soit la porphyrie considérée, les
mutations responsables de la maladie
sont extrémement hétérogenes (une
centaine connue pour la porphyrie la

plus fréquente, la porphyrie aigué
intermittente [9], une douzaine
connue pour la porphyrie la plus
rare, la porphyrie érythropoiétique
congénitale [10]). Certaines muta-
tions sont néanmoins largement pré-
dominantes, facilitant le diagnostic
génotypique (cas de la porphyrie éry-
thropoiétique congénitale ou de la
porphyrie hépatoérythrocytaire ou
une mutation spécifique est retrou-
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Figure 2. Régulation traductionnelle par le fer de I’ALA synthase dans le systeme érythropoiétique. L'’ARNm du géne
ALAS1 posséde dans sa partie 5° non codante un élément de réponse au fer (IRE) tout a fait comparable a celui de
I'’ARNm ferritine, mais qui ne se retrouve pas dans '’ARNm du géene d’expression ubiquitaire ALAS2. A. Lorsque le
niveau intracellulaire du fer est faible, une protéine régulatrice dénommée IRP (iron responsive protein) se fixe a I'lRE
et bloque la traduction des messagers ALAS 1 et ferritine. B. Quand la concentration en fer est €levée, la protéine IRP
est inactive et les messagers ALAS1 et ferritine sont traduits. Dans le méme temps, I’ARNm du récepteur de la trans-
ferrine est dégradé, limitant ainsi la capture du fer par la cellule. Il existe donc une régulation coordonnée de la cap-

ture, du stockage et de I'utilisation du fer dans les cellules érythropoiétiques.

vée sur environ 50 % des alléles
mutés). D’'une maniére générale,
une liaison génotype/phénotype est
retrouvée dans le cas des porphyries
de transmission récessive, alors
qu’une absence de liaison est la regle
pour les porphyries de transmission
dominante comme la porphyrie
aigué intermittente [9].

La possibilité de suivre les mutations
par I’étude de I’ADN dans les
familles est une aide précieuse pour
le diagnostic des porteurs de la mala-
die. L’enquéte familiale, indispen-
sable en particulier pour la préven-
tion des crises aigués dans les
porphyries hépatiques graves ou,
dans le cadre d’un conseil génétique,
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pour les porphyries érythropoié-
tiques tres séveres, est réalisée actuel-
lement par les techniques de la bio-
logie moléculaire qui complétent
efficacement les études enzyma-
tiques.

Les modéles animaux de porphyries

Deux porphyries existent a I’état
naturel chez I'animal: la porphyrie
érythropoiétique congénitale (PEC)
et la protoporphyrie érythropoié-
tique (PPE). Ces animaux porphy-
riques ont été décrits respectivement
chez le beeuf, le porc et I'écureuil
pour la PEC et chez le beeuf pour la
PPE (Tableau 1]). 1l ne s’agit pas d’ani-

maux couramment utilisés dans les
laboratoires: aussi plusieurs modéles
animaux murins viennent d’étre
créés ou sont en cours de réalisation.
Une souris déficitaire en ferrochéla-
tase a été obtenue en 1990 dans le
laboratoire de J.-L. Guénet, a I'Insti-
tut Pasteur, aprés mutagenese chi-
mique par ’éthylnitrosourée [11].
Une mutation ponctuelle dans un
exon du gene de la ferrochélatase est
responsable d’un déficit enzymatique
profond [12]. Le phénotype des sou-
ris Fech™"s/Fech™!” reproduit assez
fidelement la forme grave de la mala-
die humaine: photosensibilité cuta-
née, hémolyse, cholestase due a

I'accumulation de protoporphyrine m—
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Tableau I

CLASSIFICATION DES PORPHYRIES HUMAINES ET MODELES ANIMAUX CORRESPONDANTS

Classification

Enzyme déficitaire

Porphyries érythropoiétiques

* Protoporphyrie érythropoiétique
» Porphyrie hépatoérythrocytaire

Porphyries hépatiques

» Formes aigués

— Porphyrie aigué intermittente
— Coprophorphyrie héréditaire
- Porphyrie variegata

* Porphyrie érythropoiétique congénitale

* Porphyrie cutanée tardive (familiale)

Uroporphyrinogéne lll synthase

Ferrochélatase

Porphobilinogene désaminase
Coproporphyrinogéne oxydase
Protoporphyrinogéne oxydase

Uroporphyrinogéne décarboxylase

Uroporphyrinogéne décarboxylase

Transmission Modeéles animaux

Récessive Beeuf, porc,
écureuil, souris®

Dominante | Beeuf, souris?

ou récessive

Récessive Souris®

Dominante | Souris®

Dominante |Inconnu

Dominante | Inconnu

Dominante | Souris®

(a) Modéle animal obtenu par mutagenése chimique. Modéle animal obtenu (b) ou en cours d’obtention (c) par recombinaison homologue dans les

cellules ES.

dans le foie, ictére, fibrose hépatique
(fegure 3).

Plus récemment, un modéle animal
de porphyrie aigué a été créé par
recombinaison homologue dans les
cellules ES puis injection de ces cel-
lules dans un blastocyste de sou-
ris[13]. Les auteurs ont délété par-
tiellement le géne porphobilinogéne
désaminase dans ces cellules par
insertion du géne ned®. Les animaux
hétérozygotes ont les caractéristiques
biochimiques de la maladie, a savoir
augmentation d’excrétion d’acide &
aminolévulinique et porphobilinoge-
ne. Ce modele pourra étre intéres-
sant pour la compréhension des
anomalies neurologiques observées
au cours des crises aigués de porphy-
rie. Enfin, deux autres modéeles
murins de porphyries sont en cours
d’élaboration: un modéle de porphy-
rie hépatoérythrocytaire (laboratoire
d’hématologie, |. Kushner, Salt Lake
City, USA) et un modéle de porphy-
rie érythropoiétique congénitale
(laboratoire de biochimie et biologie
moléculaire, H. de Verneuil, universi-
té de Bordeaux-II).

Le besoin d’une thérapie génique
somatique dans les porphyries

Le traitement des porphyries est dif-

mmmmme férent selon le type considéré. Les
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porphyries hépatiques aigués
(Tableaw II) bénéficient d’un traite-
ment symptomatique ainsi que d’un
traitement spécifique, a savoir
I’héme-arginate (Normosang®) qui
joue un role répresseur sur I’ALA-
synthase [1]. Insistons aussi sur
I'importance de la prévention des
crises aigués en évitant la prise ou
I’administration de médicaments
«porphyrinogénes » grace a la détec-
tion des porteurs asymptomatiques
(études enzymatiques et/ou analyse
des mutations au niveau de I’ADN).
La porphyrie cutanée tardive est une
maladie sans gravité qui peut étre sta-
bilisée facilement par un traitement
symptomatique (essentiellement les
séries de saignées ou la prise de chlo-
roquine a faibles doses). En
revanche, les formes sévéres des por-
phyries érythropoiétiques (porphyrie
érythropoiétique congénitale ou
PEC ; porphyrie hépatoérythrocytaire
ou PHE, formes graves de protopor-
phyrie érythropoiétique avec compli-
cations hépatiques) ne bénéficient
d’aucune thérapeutique efficace et,
en tant que maladies génétiques,
sont naturellement candidates a une
thérapie génique. Les différentes
questions a résoudre pour cette
approche thérapeutique sont: (1)
Quel(s) est (sont) le(s) tissu(s)
cible(s) a atteindre? A-t-on besoin

d’une expression spécifique de tissu
et d’une régulation fine de cctte
expression? (2) Quel systéme de
transfert (viral ou non viral) et quel
mode d’administration (in vivoou ex
vivo) peuvent étre envisagés? (3)
Quelle est I'efficacité minimale requi-
se (pourcentage dec cellules trans-
duites) et quel niveau d’expression
doit-on atteindre pour avoir une cor-
rection du phénotype « porphy-
rique » 2 Nous essaicrons de
répondre a ces questions en prenant
comme modele la porphyrie érythro-
poiétique congénitale et en commen-
tant les premiers résultats obtenus in
vitro dans cette maladie.

La porphyrie érythropoiétique congé-
nitale, maladie hématologique candi-
date a une thérapie génique

L’expression du déficit enzymatique
dans cette maladie se situe essentiel-
lement au niveau du systeme érythro-
poiétique, justifiant les tentatives de
transplantation médullaire dans
I’enfance a partir de donneurs iden-
tiques dans le systeme HIL.A. Un scul
cas de patient traité a été rapporté
montrant une amélioration tres nette
de la maladie, mais celui-ci est décé-
dé onze mois plus tard d'une infec-
tion a cytomégalovirus [14]. Cette
thérapie cellulaire ne pouvant étre
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Figure 3. La souris protoporphyrique Fech™""*s/Fech™", A. La photosensibi-
lité est manifeste aprés exposition au rayonnement UV: des Iésions inflam-
matoires devenant éventuellement ulcéreuses apparaissent au niveau des
oreilles, du museau et du dos de I'animal. B. Le foie et la rate sont trés aug-
mentés de volume et apparaissent de couleur foncée, en relation avec I'accu-
mulation trés importante de protoporphyrine dans ces organes. L’ictére est
manifeste au niveau du tissu sous-cutané et du péritoine. (Clichés aimable-
ment fournis par X. Montagutelli et J.L. Guénet, Institut Pasteur, Paris).

réalisée que dans 20% a 30 % des
cas, la thérapie génique des cellules
hématopoiétiques est une alternative
thérapeutique intéressante. Les sys-
témes viraux (rétrovirus et virus asso-
cié a I'adénovirus ou AAV) sont
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actuellement les plus efficaces pour
le transfert de génes dans les cellules
hématopoiétiques ex vivo [15].

Nous avons commencé le transfert
rétroviral de 'ADNc de I'uroporphy-
rinogeéne IIl synthase (UROIIIS)

dans des fibroblastes humains défi-
cients et avons obtenu une correc-
tion totale du déficit enzymatique
dans ces cellules [16]. L’essai a été
réalisé ensuite sur des lymphoblastes
immortalisés (étant donné la difficul-
té d’obtention des cellules hémato-
poiétiques a partir de la moelle
osseuse ou des cellules sanguines de
patients) : nous avons pu démontrer
une restauration de I'activité enzyma-
tique et une correction métabolique
de la maladie: I'accumulation trés
importante des porphyrines dans les
cellules déficientes en présence d’aci-
de d-aminolévulinique retombe a un
niveau normal dans les cellules trans-
duites. En revanche, les expériences
de coculture entre cellules défi-
cientes et cellules normales ou cel-
lules déficientes et cellules corrigées
ont montré l'absence de correction
métabolique croisée [17]. Ces résul-
tats indiquent que le transfert de
geénes doit étre efficace plutot quant
au nombre de cellules transduites
qu’au niveau d’expression atteint, de
maniére a réduire trés fortement
I'accumulation des porphyrines res-
ponsables des signes pathologiques.
Ce probléme pourrait étre en partie
résolu par un avantage sélectif des
cellules corrigées par rapport aux cel-
lules normales, mais ce point n’est
pas démontré actuellement. Concer-
nant la régulation de I’expression du
gene greffé, contrairement a d’autres
maladies génétiques hématologiques
comme les thalassémies, cette mala-
die ne requiert pas de régulation
fine : en effet, 'UROIIIS n’est pas
une étape limitante de la biosynthese
de 'héme et sa surexpression ne
peut avoir de conséquences patholo-
giques pour les cellules déficientes.
Le promoteur utilisé actuellement
est de type fort et ubiquitaire (LTR
des virus MoMLV/MoMSV ou geéne
cellulaire de la phosphoglycérate
kinase PGK). L’extinction a long ter-
me in vivo de ce type de promoteur
(qui n’est pas démontrée) pourrait
conduire a I'utilisation d’'un promo-
teur spécifique de la différenciation
érythropoiétique du type LCR (locus
control region) [18].

Le dernier point a considérer est la
cellule cible idéale pour une thérapie
génique a long terme: il s’agit, bien

str, de la cellule souche pluripotente  m—



capable d’autorenouvellement et de
différenciation [19]. Nous ne savons
pas a I’heure actuelle isoler cette cel-
lule souche pluripotente et a fortiori y
transférer le géne d’intérét pour une
persistance définitive de I’expression
du transgene. Nous retombons ici sur
le méme probléme que celui des
autres maladies génétiques hématolo-
giques candidates a une thérapie
génique: 'exemple le plus caractéris-
tique est celui du déficit immunitaire
combiné sévére dii au déficit en adé-
nosine désaminase [20, 21]. Le succes
de la thérapie génique a long terme
dépend donc essentiellement des
progrés a venir concernant la biolo-
gie des cellules hématopoiétiques,
qu’elles soient d’origine médullaire
ou d’origine périphérique [22]. La
disponibilité future d’'un modéle ani-
mal murin doit nous permettre de
réaliser des expériences de greffe de
moelle et de transfert de géne, réali-
sant ainsi une thérapie cellulaire ou
génique chez I'animal. Ce modeéle
doit nous permettre de démontrer
que la correction du déficit enzyma-
tique au niveau de la moelle osseuse
est suffisante pour guérir la maladie M
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Derniére minute : FADN complémentaire
de la protoporphyrinogene oxydase vient
d’étre cloné chez 'homme, achevant la
connaissance au niveau moléculaire de I'en-
semble des génes impliqués dans la biosyn-
thése de I’héme. (Nishimura K, Taketani S,
Inoshuki H. Cloning of human ¢DNA for
protoporphyrinogen oxidase by complemen-
tation in vivo of hemG mutant of Escherichia
coli. | Biol Chem 1995 ; 270 : 8076-80).

TIRES A PART cnm—
H. de Verneuil.

m/s n°6, vol. 11, juin 95



