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Maladies

genétiques

u cours de ces dix derniéres
Aannées, des progres considé-
rables furent réalisés dans la
connaissance de la biogeneése des
peroxysomes et, par voie de consé-

quence, de la pathogénie des mala-
dies peroxysomales.

Classification des protéines
peroxysomales

Afin de répertorier tous les facteurs
intervenant dans la biogenese et
I’assemblage de ces organites intra-
cellulaires responsables de nom-
breuses fonctions métaboliques
essentielles, une nomenclature fut
préconisée I'an passé par la plupart
des chercheurs impliqués dans leur
étude [1]. Il fut décidé que toutes les
protéines des peroxysomes (consti-
tuants membranaires, protéines
importées dans la matrice, protéines
controlant la prolifération et la
transmission des peroxysomes) por-
teraient le nom de peroxines, I’acro-
nyme PEX désignant les geénes
codant pour ces protéines. Sous
I’égide d’un comité de nomencla-
ture ad hoc, les PEX sont numérotés
par ordre de découverte et, comme
ils furent initialement trouvés dans
des organismes trés divers, des
levures, en particulier, le genre et
I’espéce peuvent étre également
indiqués en abréviation. On dira, par
exemple: Sc¢ PEXI pour le premier
gene PEX, découvert dans Saccharo-
myces cerevisiae. 11 ne faut donc pas
confondre ces PEX avec le géne du
rachitisme hypophosphatémique lié
a I'’X qui porte le méme acronyme
pour phosphate regulating gene with
homologies to endopeptidases on the chro-
mosome X, et pour lequel une autre
appellation semblerait éminemment
souhaitable.

Les levures au service
des maladies peroxysomales

Les maladies peroxysomales:
groupes de complémentation

Quant aux maladies peroxysomales,
elles sont divisées en trois groupes
[2]. Le groupe A comprend des mala-
dies séveres a début précoce comme
la maladie de Zellweger (m/s n° 6, vol.
4, p. 391), I'adrénoleucodystrophie
néonatale (NALD), la maladie de Ref-
sum infantile (IRD), et 1’acidémie
hyperpipécolique. Biologiquement,
elles se caractérisent, d’une part, par
une accumulation d’acides phyta-
nique, pristanique et pipécolique,
ainsi que d’acides gras a tres longue
chaine, et d’autre part par un déficit
de synthese des acides biliaires et des
plasmalogénes, groupe d’éthers phos-
pholipides a fonction antioxydante
représentant plus de 20 % des phos-
pholipides chez ’homme [3-5]. A
I’échelon cellulaire, de nombreuses
enzymes peroxysomales sont absentes.
Le groupe B n’est représenté que par
la chondrodysplasie rhizomélique
ponctuée (RCDP). On y retrouve
I’accumulation d’acide phytanique,
mais en revanche les acides gras a
treés longue chaine ne sont pas pré-
sents dans le sérum. A I’échelon cel-
lulaire, sont absentes, en une triade
caractéristique, les deux enzymes
catalysant les premiers stades de la
syntheése du plasmalogeéne (la dihy-
droxy-acétone phosphate acyltransfé-
rase ou DHAP-AT et I'alkyl dihy-
droxy-acétone-phosphate synthase ou
alkyl DHAP synthase) et la phyta-
nique acide oxydase. Cliniquement la
chondrodysplasie ponctuée se carac-
térise par un trouble de la croissance
de type rhizomélique* , une cata-
racte, des calcifications épiphysaires

* Retard de croissance des régions proximales des
membres.

et une ichthyose** dans la forme
classique; des formes mineures ont
aussi €té rapportées.

Le groupe C est représenté par
I’adrénoleucodystrophie liée a I'X et
par des maladies liées au déficit
d’une seule enzyme peroxysomale
(maladie de Refsum adulte, déficit
en DHAT-AT ou dihydroxy-acétone
phosphate acyltransférase, déficit
d’une des enzymes de la B-oxydation
peroxysomale).

Chez les malades des groupes A et B,
qui décedent généralement dans la
premiere décennie, il fut possible,
par I'établissement de lignées de lym-
phoblastes, de créer des groupes de
complémentation. Ces groupes, de
GCl a CG4, et de CG6 a CG10, per-
mettent de classer les malades du
groupe A. Mais, dans un seul groupe
de complémentation, on peut trou-
ver différentes maladies, tandis que
la plupart des malades atteints de
chondrodysplasie rhizomélique
ponctuée appartiennent au groupe
de complémentation CG11.

Séquences signal ciblant

les peroxines a la membrane

du peroxysome

Au cours des années 1980, il fut
démontré que les cellules de malades
des groupes A et B n’étaient pas
dépourvues de peroxysomes comme
on le pensait initialement (en
I’absence d’import de la catalase, les
peroxysomes sont indétectables par
les méthodes conventionnelles d’his-
tochimie), mais que ceux-ci se pré-
sentaient comme des membranes
vides (ghosts). L’hypotheése d’un
trouble de I'acheminement des pro-
téines du cytosol a la matrice peroxy-

** Retard de croissance des régions proximales des
membres.
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somale, par des voies différentes et
multiples pour le groupe A, uni-
voques pour le groupe B semblait
donc trés probable [6]. Un début de
confirmation fut apporté par la
découverte fortuite d’'une enzyme de
la luciole, la luciférase. Cette pro-
téine de la matrice peroxysomale se
fixe par un signal cible comportant
un tripeptide a I'extrémité carboxy-
terminale: SLK (Ser-Leu-Lys). De
trés nombreuses autres séquences de
ce type furent retrouvées et regrou-
pées sous le vocable de PTSI (pour
peroxisomial targeting signal). Un autre
signal cible, PTS2, constitué d’une
séquence située a I'extrémité amino-
terminale (R/K)(L/V) X5 HL ou
[(Arg/Lys) (Leu/Val) X5-Hist-Leu]
est présent sur la ketothiolase peroxy-
somale et la phytanate hydroxylase.
Enfin, récemment, des PTS membra-
naires putatifs de protéines de mem-
brane peroxysomale, ont été identi-
fiés [7].

L’utilisation de la luciférase, protéine
indicatrice hétérologue, pour explo-
rer les séquences PTS1 et PTS2
fusionnées a la chloramphénicol acé-
tyl transférase (enzyme CAT) permit
de démontrer que chez les malades
des groupes A et B, 'importation des
protéines contenant PTS1, ou PTS2,
ou les deux a la fois, était totalement
ou partiellement défectueuse [8].

La conservation, au cours de 1’évolu-
tion de ces signaux cibles peroxyso-
maux laissait espérer qu’il en serait
de méme pour les peroxines identi-
fiées dans les levures ainsi que pour
les génes correspondants. De fait, sur
les 17 PEX isolés jusqu’a présent,
7 orthologues humains furent trou-
vés, dont 5 sont impliqués dans des
maladies peroxysomales (Tableau I).
Parmi ceux-ci, les deux premiers
furent identifiés par une équipe japo-
naise qui eut recours a la technique
de complémentation: PEX2 codant
pour une protéine de membrane
liant le zinc qui complémente le
CG10 [9], et PEX6, codant pour une
ATPase putative qui complémente le
groupe CG4 [10]. Puis ’homologue
humain de PEX7, d’abord découvert
dans des levures, en particulier dans
S. cerevisiae [11] qui est dépourvue de
PTS2, se révéla étre le géne codant
pour le récepteur PTSI. Les muta-
tions du gene PEX 5 se rencontrent
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chez des malades appartenant au
groupe CG2 [12]. La protéine PEX 5
reconnait les protéines contenant
PTS1 présentes dans le cytosol et les
achemine vers le peroxysome [13].

Il restait a trouver I’orthologue
humain de la deuxiéme voie
d’importation, codant pour PTS2,
sachant que, dans les levures, c’est le
mutant PEX7 qui affecte cette voie.

PEX7, le récepteur du signal

Grace au développement des
banques de données pour les
séquences exprimées, il est désormais
plus facile de rechercher n silicio les
orthologues humains des genes isolés
dans les levures. Il en fut ainsi pour
le géne PEX7 humain qui vient d’étre
découvert par deux équipes améri-
caines [13, 14] et une équipe hollan-
daise [16] dont les travaux, publiés
simultanément, fournissent des résul-
tats convaincants.

Par recherche d’analogie de
séquence avec des EST (expressed
sequence tags), les génes PEX7 humain
et murin furent identifiés. PEX7,
localisé en 6q22-24, code pour une
protéine de la sous-famille des pro-
téines WD40* comprenant une tren-
taine de membres ayant des activités
diverses (transmission des signaux,
transport vésiculaire, controle du
cycle cellulaire, assemblage du cytos-
quelette, régulation transcription-
nelle) mais dont aucun, jusqu’a pré-
sent, n’était impliqué dans la
biogenése peroxysomale. La protéine
prédite comporte 323 acides aminés,
avec une séquence N-terminale suivie
de six motifs consécutifs WD40.
Comme on pouvait s’y attendre pour
un geéne d’un organite ubiquitaire, le
transcrit est retrouvé dans tous les tis-
sus étudiés. Mais, par Northern blot, on
observe plusieurs autres transcrits
plus petits pouvant correspondre a
un épissage alternatif aboutissant,
soit a des protéines porteuses d’une
délétion les rendant non fonction-
nelles, soit a des isoformes jouant un
role régulateur dans des interactions
entre diverses protéines.

* Protéines constituées de motifs tres conservés com-
prenant une séquence d’environ 40 acides aminés se
terminant par Trp-Asp (W-D), qui n’existent que
chez les eucaryotes.

Aprés construction d’un vecteur
d’expression codant pour pHsPEX
(protéine PEX d’Homo sapiens) et
transfection avec un plasmide expri-
mant PTS2 (obtenu par fusion de la
séquence N-terminale PTS2 de la
thiolase peroxysomale avec I’enzyme
CAT), des études par immunofluo-
rescence indirecte furent réalisées
pour observer la distribution dans les
cellules. Dans les fibroblastes nor-
maux, a 'aide d’un anticorps anti-
CAT, on trouve une distribution
caractéristique des peroxysomes.
Dans des fibroblastes de malades
atteints de chondrodysplasie rhizo-
mélique ponctuée (RCDP), le cou-
plage PTS2-CAT reste diffus dans le
cytosol et PEX7 restaure 1’aspect
caractéristique de la distribution per-
oxysomale. Des mutations chez des
malades atteints de RCDP furent
observées dont 1'une, une transver-
sion T - A, avec pour conséquence
une mutation non-sens [.292ter, est
trés fréquente (presque 50 % des
malades). Mutation récurrente ou
effet fondateur? L’absence de cyto-
sine méthylée, de séquences répéti-
tives ou palindromiques, plaide plu-
tot en faveur de la deuxieme
proposition. Il est certes nécessaire
d’étudier les haplotypes d’autres
malades afin de mieux répertorier
I’ensemble des mutations mais si
Iexistence d'un effet fondateur se
confirmait, il pourrait se situer de
préférence en Europe de Nord.
PEX7 est donc bien le récepteur
peroxysomal PTS2 et ses mutations
sont responsables de la chondrodys-
plasie rhizomélique ponctuée (a
I'exception des formes qui résultent
de déficiences isolées d’une des
enzymes de la voie de synthese des
plasmalogeénes : DHAP-AT ou alkyk-
DHAP synthase, entre autres).

La localisation initiale de la protéine
PEX7 reste encore controversée:
cytosolique ou peroxysomale. Les
derniers travaux la situeraient plutot
dans le cytosol ou elle fixerait les pro-
téines a transporter et ou elle ferait la
navette pour les amener a la matrice
peroxysomale. PEX5 et PEX7 peu-
vent interagir puisque ces deux PEX
appartiennent respectivement aux
familles TPR (tetratricopeptide repeat) et
WD40 connues pour leurs fré-

quentes interactions. En outre, un
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Tableau |
CLASSIFICATION DES GENES PEX
Gene PEX Nature de la peroxine Ancien nom Maladie CG Localisation
PEX1 ATPase ScPAS1 Groupe A CG1
PEX2 Protéine de membrane HsPAF1 Groupe A CG10 8021.1
intégrale liant le Zn
PEX3 Protéine de membrane ScPAS3
sans similitude
PEX4 Enzyme conjugant ScPAS2
I"'ubiquitine
PEX5 Récepteur PTS1 HsPXR1 Groupe A CG2 12p13
répétitions tétratricopeptides
PEX6 ATPase HsPXAAA1 Groupe A CG4 6p22-11
cytoperoxydase et peroxydase
PEX7 Récepteur PTS2 ScPAS7 Groupe B CG11 6q22-24
répétition WD40 RCDP
PEX8 Contient un signal PpPER3
PTS12
PEX9 Protéine de membrane YIPAY2
sans similitude
PEX10 Protéine de membrane PpPAS10
intégrale liant le Zn
PEX11 Protéine de prolifération ScPMP27
des peroxysomes
PEX12 Protéine de membrane PpPAS10 Groupe A CG3
intégrale liant le Zn Hs
PEX13 Protéine de membrane Sc
contenant SH3 Hs
arrimage de PEX5p
PEX14 Protéine de membrane Sc
arrimage de PEX5p et de PEX7p Hs

Peroxines recensées a ce jour, dont 8 retrouvées chez I’'homme, 6 étant impliquées dans une maladie peroxysomale. (D’aprés[1] et [18].)

CG: groupe de complémentation,; Sc: Saccharomyces cerevisiae,; Pp: Pichia pastoris,; Hs: Homo sapiens, Y/: Yarrowia lipolytica.

Le groupe A comprend les CG de 1 & 10 dans lesquels se trouvent le syndrome de Zellweger (ZS), I'adrénoleucodystrophie néonatale (NALD),
la maladie de Refsum infantile (IRD) et I'acidémie hyperpipécolique.
Le groupe B comprend la chondrodystrophie rhizomélique ponctuée (RCDP) et correspond presque exclusivement au GC11.

cas de déficit peroxysomal en pro-
téines a signal PST2 a été observé
chez un malade ou PEX5 n’était pas
exprimé. Dans Saccharomyces cerevisiae,
PEXb n’intervient que pour I'impor-
tation des protéines a PTS1, mais elle
a besoin d’une protéine d’arrimage,

PEX 13 [17].
Et maintenant PEX12

Indépendamment de ces voies
d’importation, et toujours par
recherche n silicio, le géne PEXI2,
orthologue de ScPEXI2 vient d’étre
isolé chez ’homme. Il est impliqué
dans le groupe de complémentation
CG3, et des mutations furent trou-
vées chez deux malades non appa-
rentés. Il s’agit, cette fois, d’une pro-
téine de membrane intégrale

peroxysomale qui restaure I'importa-
tion des protéines PTS1 et PTS2. Elle
doit permettre le passage transmem-
branaire de ces protéines qui, en son
absence, s’accumulent a la surface
des peroxysomes [18].

De maniére similaire, des mutations
du géne PEXI viennent d’étre identi-
fiées parmi des patients appartenant
au groupe GCI, groupe de complé-
mentation qui comporte le plus
grand nombre de malades du
groupe A.

Sur les onze groupes de complémen-
tation identifiés, un gene PEX res-
ponsable a déja été trouvé pour six
d’entre eux. L’approche in silicio
devrait permettre de combler rapide-
ment les manques. Il restera cepen-
dant a déterminer de manicre pré-
cise comment les différentes

peroxines s’assemblent pour former
une machinerie d’import fonction-
nelle. L’énorme travail de défrichage
réalisé par les levuristes facilite gran-
dement les recherches sur les peroxy-
somes humains et laisse espérer,
pour un avenir proche, une totale
compréhension des maladies peroxy-
somales dont I’abord a paru long-
temps incertain
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Note ajoutée aux épreuves

e Par invalidation de Pex5, un modéle murin
pour le syndrome de Zellweger vient d’étre
obtenu qui sera trés précieux pour une com-
plete compréhension de la maladie humaine
[20]. Les premiers résultats montrent qu’outre
les protéines a PTSI, les protéines a PTS2 sont
aussi touchées. Quant au retentissement sur le
développement du cortex cérébral, il apparait
que le trouble de migration neuronale, cause
des hétérotopies sous-corticales, s’accompagne
d’une mort apoptotique des neurones, consé-
quence probable de leur défaut de migration
et de différenciation.

® Deux nouvelles publications viennent de
faire état de la découverte du géne de la mala-
die de Refsum [21, 22].
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