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Deux percées sur le front
des maladies neuro-musculaires :
la myopathie facio-scapulo-humérale
et la myopathie autosomique récessive maghrébine

Parmi les quelque 5 000 locz morbides
répertoriés par McKusick [1], environ
50 % ont été localisés sur une région
chromosomique. Dans moins de 10 %
des cas, le géne en cause a été identi-
fié, mais cette proportion devrait rapi-
dement augmenter si ’on considere le
rythme actuel des découvertes. La
démarche adoptée consiste, le plus sou-
vent, a localiser le géne en cause par
cartographie génétique (analyse de liai-
son), puis par cartographie physique.
Une fois le géne cerné dans un terri-
toire physiquement circonscrit, il « ne
reste plus » qu’a trouver une séquence
faisant partie du geéne recherché.
Comme la plupart des genes sont mor-
celés en exons, souvent nombreux et
espacés, on congoit les difficultés de
cette « chasse aux exons ». Une fois la
séquence codante établie par I’analyse
de ADN, 1l suffit de reconstituer la
séquence polypeptidique correspondante
(ce que les ordinateurs font en quel-
ques secondes). Cela fournit le portrait
robot de la protéine issue du gene, élé-
ment décisif de réponse a la question
essentielle du déterminisme physio-
pathologique de I’affection considérée.
Une autre étape décisive est celle qui
consiste a valider la découverte, c’est-
a-dire a prouver que le géne appré-
hendé est bien «le coupable ». Celle-
ci est franchie lorsque 'on a démon-
tré que le géne nouvellement découvert
porte des lésions significatives, c’est-a-
dire présentes chez les malades et non
chez les sujets normaux. L’ensemble
de cette stratégie a été longtemps
appelé « génétique inverse », un terme
somme toute assez commode, car il
désigne la démarche cognitive (par
opposition a la génétique traditionnelle)
sans préjuger des procédés expérimen-
taux. A I’heure actuelle, le terme souf-
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fre d’une certaine défaveur, d’une part
parce que, loin d’étre I’exception, cette
démarche est devenue une procédure
normale, qu'’il est difficile de continuer
a qualifier d’inverse ; d’autre part
parce qu’on tend aujourd’hui a privi-
légier le procédé méthodologique pour
qualifier la démarche. C’est ainsi que,
lorsqu'un geéne est découvert apres
avoir été d’abord localisé, puis cerné
de plus en plus prés 'on parle de
« clonage positionnel » (positional cloning),
terme proposé récemment par Collins
[2]. Lorsque, par ailleurs, un geéne est
particulierement suspecté sur la base
d’une hypothese physio-pathologique,
on parle de stratégie du « geéne
candidat ».

Deux publications récentes illustrent ces
démarches différentes appliquées 2a
deux maladies neuro-musculaires :
I'une de I’adulte, la myopathie facio-
scapulo-humérale [3], D’autre de
P’enfant, la myopathie autosomique
récessive maghrébine [4].

La myopathie facio-scapulo-humérale
(locus FSHD, pour facioscapulohumeral
dystrophy, MIM n° 158900), nosologi-
quement individualisée en 1885 par
Landouzy et Déjerine, est une mala-
die dégénérative du muscle, frappant
d’abord les muscles de la face et de la
ceinture scapulaire, puis s’étendant
progressivement a d’autres groupes
musculaires, surtout les racines des
membres et ’abdomen [5]. C’est une
maladie de ’adulte, les premiers
symptdmes apparaissant a 1’adoles-
cence. Elle est transmise sur le mode
autosomique dominant avec une péné-
trance complete, mais une expressivité
tres variable. Dans certains cas cepen-
dant on ne retrouve pas d’histoire
familiale, ce qui suggere I'existence de

néo-mutations. Le déterminisme de
cette affection est totalement inconnu,
et aucune hypothese physio-pathologi-
que cohérente ne permet de désigner
des geénes candidats plausibles. Comme
pour la myopathie de Duchenne, c’est
donc par analyse de linkage que tout a
commencé. Cependant, contrairement
a celle-ci ou il existait des pistes (le
gene était nécessairement sur le chro-
mosome X, et sans doute en Xp2l,
point de cassure privilégié dans certai-
nes formes de myopathie de Duchenne
avec translocation X/autosome), la
FSH n’a bénéficié d’aucun indice a
priori, en particulier cytogénétique.
C’est une affection autosomique, ce
qui oblige a balayer les 22 autosomes.
Une pareille entreprise nécessite un
nombre important de méioses (pour
avoir suffisamment d’événements de
recombinaison, qui sont les seuls indi-
cateurs), c’est-a-dire une collection
importante de familles. Cela fut
obtenu, comme c’est le cas le plus
général, par la constitution d’'un con-
sortium international, qui a permis de
rassembler toutes les familles en un
panel mis en commun et partagé par
les différentes équipes participantes. Le
travail exhaustif et fastidieux d’exclu-
sion des chromosomes les uns apres les
autres fut entrepris en 1988. En 1990,
environ 80 % du génome avait été
exclu, sans résultat positif [6],
lorsqu’au Congres international sur les
maladies neuro-musculaires (Munich,
Allemagne), la localisation primaire,
tant attendue, était annoncée comme
étant sur le bras long du chromo-
some 4 [7]. Il faut souligner que ce
résultat fut acquis grace a un change-
ment radical de méthodologie, consis-
tant 2 remplacer les RFLP, marqueurs

relativement peu informatifs, par les e—
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microsatellites. Ce terme désigne des
courtes répétitions, le plus souvent
dinucléotidiques, comme par exemple
les séquences de type (CA), ou n (le
plus souvent > 20) est sujet a des
variations transmises de maniére men-
délienne [8]. Cela se traduit par des
segments de taille variable aisément
mis en évidence par ’analyse électro-
phorétique des fragments amplifiés in
uto par PCR. La variabilité¢ de la
taille de ces microsatellites, qui venait
d’étre découverte [9], en faisait des
marqueurs génotypiques extraordinai-
rement performants, car ils sont a la
fois trés informatifs (grand nombre
d’alleles possibles) et tres nombreux
(répartition a peu pres uniforme le
long du génome). Cependant, leur
exploitation systématique pour I’analyse
de linkage des loc: morbides, n’avait pas
encore débuté*. La localisation pri-
maire du locus FSHD sur le bras long
du chromosome 4 fut la premiere illus-
tration concrete de D’efficacité de ces
nouveaux marqueurs. Grice a une col-
laboration entre I’équipe de G. J. Van
Ommen (Leiden, Pays-Bas) et celle de
J- Weber (Marshfield, USA), ou fut
établie la premieére collection des
microsatellites, une localisation sur le
chromosome 4 fut obtenue en six
semaines [7]. Par la suite, la localisa-
tion fut confirmée par le groupe de
P. Harper a Cardiff (GB) [10], et affi-
née en 4q35, c’est-a-dire a I’extrémité
du chromosome 4 [11]. Le territoire
génétique ainsi défini était compris
entre une série de marqueurs du coté
proximal et le télomere lui-méme, car
aucun marqueur flanquant le lbcus du
coté distal n’avait été trouvé (les posi-
tions respectives sont déterminées grace
aux recombinaisons observées). Il fal-
lait concurremment dresser une carte
physique de la région. Par un heureux
hasard (la serendipity des Anglo-Saxons),
I’équipe de Leiden s’intéressait, indé-
pendamment, aux homéogenes, et
parmi les cosmides intéressants que
I'équipe avait isolés, I'un d’eux, le

* La chasse awx microsaiellites hautement polymorphes
et leur exploitation sont d s, depuis, une activité
essenttelle des cartographes du génome humain. Le recours
G une automatisation poussée, rendue possible par la
méthodologie PCR, a considérablement accéléré les pro-
gres. Clest ainst qu’an Génfthon, [’usine a cartographier
de 'AFM, Jean Wessenbach a caractérisé et localisé 800
nowveaux marqueurs de ce type en l'espace de quelques
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Figure 1. Schéma du complexe membranaire glycoprotéines/dystrophine.

(D’aprés [27].)

clone 13E, se trouvait étre localisé dans
la méme région du chromosome 4 que
le gene FSH. Grace a la lignée
GM2346, qui porte une translocation
entre le chromosome 4 et le chromo-
some 16, on put mettre en évidence,
par hybridation in situ, que ce cosmide
était exactement a cheval sur le point
de cassure du chromosome 4, ce point
étant plus proche du télomere que le
plus distal des marqueurs proches du
locus FSHD. 11 était donc particuliere-
ment intéressant, et pouvait enfin four-
nir le marqueur distal qui faisait défaut
pour borner la région. Une sonde
(p13E-11) dérivant de ce cosmide
devait fournir un résultat surprenant :
I’existence de fragments de digestion
par EcoRI de taille anormale chez les
malades. Alors que les chromosomes
témoins portent dans 72 % des cas
(43 chromosomes analysés) un frag-
ment EcoRI/p13E-11 de taille supé-
rieure a 28 kb, 100 % des chromoso-
mes FSHD (16 chromosomes analysés)
ont une taille inférieure a 28 kb (com-
prise entre 14 et 23 kb). Cette réduc-
tion de taille présente deux particula-
rités génétiques qui la rendent haute-
ment significative : (1) dans les formes
familiales (10 familles étudiées), le frag-
ment anormal ségrége rigoureusement
avec la maladie ; (2) dans les formes
sporadiques (b cas), considérées comme
des néo-mutations possibles, il se pré-
sente 5 fois sur 6 comme un événe-
ment survenant de novo. Ce dernier élé-
ment tend a faire penser que ’on est
en présence non pas d’'un simple désé-
quilibre de liaison avec un allele par-
ticulier d’'un marqueur proche du locus
morbide, mais bel et bien d’un réar-

rangement directement impliqué dans
le déterminisme de la maladie. En
d’autres termes, il est trés probable
que la sonde p13E-11 ait permis de
mettre le doigt sur une région du
génome significativement réarrangée
dans la myopathie facio-scapulo-
humérale. Comme dans le cas de la
myopathie de Duchenne [12], on
aurait mis en évidence la lésion géno-
mique avant d’avoir identifié le géne.
Cette méme précession des découver-
tes a eu lieu dans le syndrome de I'X
fragile [13] et dans la myotonie de
Steinert [14, 15], autres conquétes
récentes de la génétique inverse.
Cependant, contrairement a ces deux
derniéres maladies, ou 1’anomalie est
due 2 une mutation instable, le réar-
rangement observé sur le locus FSHD
parait étre une délétion stable. A cause
de sa situation télomérique extréme, et
de la richesse en séquences répétitives
de la région considérée, Wijmenga et
al. [3] suggerent que la lésion pourrait
étre favorisée par recombinaison non
homologue entre chromatides sceurs.
Quoi qu’il en soit, ’étape suivante est
maintenant d’identifier le geéne en
cause. S’agit-il précisément de I’homéo-
gene dont la piste est venue fortuite-
ment croiser celle du gene FSHD ? La
réponse ne devrait pas se faire atten-
dre, car celui-ci est 2 moins de 50 kb
de la région ou siege I’anomalie du
fragment EcoRI

La myopathie autosomique récessive
maghrébine (locus SCARMD, pour
severe childhood autosomal recessive muscular
dystrophy, MIM n° 253700) est une
dystrophie musculaire progressive de
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I'enfant assez semblable a la myopa-
thie de Duchenne. Elle s’en distingue
par un mode de transmission récessif
autosomique, atteignant autant les fil-
les que les garcons, et par une évolu-
tion un peu moins rapide, aboutissant
a la mort entre 20 et 30 ans. Son indi-
vidualisation nosologique est essentiel-
lement due a2 Ben Hamida et Fardeau
[16], a la faveur d’une étude exhaus-
tive de nombreuses familles tunisien-
nes. Depuis, i s’est avéré que cette
forme de myopathie est particuliere-
ment fréquente dans les pays du
Maghreb, ou la plupart du temps elle
est trouvée dans des familles consan-
guines : Tunisie [16], Algérie [17] et
Maroc (A. Sefiani, communication per-
sonnelle). Sa fréquence n’a pas été esti-
mée avec précision, mais il semble
qu’elle soit aussi fréquente que la myo-
pathie de Duchenne classique. En
dehors de la notion, forcément incons-
tante, d’une atteinte d’individus du
sexe féminin dans la famille, la myo-
pathie maghrébine s’en distingue par
un seul critere objectif : 1’absence
d’anomalie quantitative et qualitative
de la dystrophine, appréciée par
analyse immuno-histochimique, et par
Western blot sur des biopsies musculai-
res [18]

Pour trouver le geéne responsable de
cette redoutable maladie, deux straté-
gies convergentes pouvaient étre adop-
tées : celle du clonage positionnel, celle
du gene candidat. Cette derniere a été
payante, sur la base de ’analogie frap-
pante entre la myopathie maghrébine
et la myopathie de Duchenne. Une
premiere piste était tentante, celle du
geéne autosomique codant pour une
protéine présentant une homologie
frappante avec la dystrophine, appelée
dystrophan related protein, ou DMD like pro-
tan, en 6q [19, 20]. Elle dut étre aban-
donnée, d’une part devant I’absence
d’anomalie de cette protéine et de son
ARN messager dans le muscle des
malades atteints de myopathie magh-
rébine [21], d’autre part devant
I’absence de liaison génétique entre le
locus DRP et le locus SCARMD [22],
ce dernier critere étant absolument
décisif. Deux autres loc: morbides can-
didats, contenant des génes non encore
identifiés, celui de la myopathie des
ceintures a forme récessive (locus

LGMD1, MIM n° 253600, en 15q15)
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’ Myopathie de Duchenne I

Absence de dystrophine
(défaut primaire)

}

Perte des DAG
(défaut secondaire)

S

Dissociation / dysfonction
du complexe DAG

}

Nécrose musculaire

Y

Myopathie autosomique
récessive maghrébine

Absence de DAG-50K
(défaut primaire ou secondaire ?)

/

‘ Phénotype Duchenne I

Figure 2. Hypothése physiopathologique expliquant le déterminisme des deux
dystrophies musculaires progressives de I'enfant. DAG : dystrophin associa-

ted glycoprotein. (D’aprés [4].)

[23] et celui de la myopathie des cein-
tures a forme dominante (locus
LGMD2, MIM n° 159000, en
5q22-q34) [24], furent aussi abandon-
nés sur la base d’une analyse de lin-
kage négative ([22] et Azibi e al,
manuscrit en préparation). Apres la
découverte par I’équipe de Campbell
(University of Iowa College of Medi-
cine, USA) d’un complexe oligoméri-
que glycoprotéique enchassé dans la
membrane musculaire et amarrant la
dystrophine au sarcolemme ([25-28] et
m/s n° 10, vol. 7, p. 1090), chacune des
protéines de ce complexe devenait un
candidat plausible. En effet, ces pro-
téines associées a la dystrophine (DAG,
pour dystrophin associated glycoprotains, aussi
appelées dystroglycanes) semblent jouer
un role essentiel dans le maintien de
I'intégrité membranaire, en servant de
trait d’union entre le cytosquelette sub-

sarcolemmique et la laminine, un com-
posant de la matrice extracellulaire [27,
28] (figwre 1). Six d’entre elles ont été
identifiées grace a des anticorps spéci-
fiques. On les désigne par leur poids
moléculaire : 156K, 59K (la seule a ne
pas étre une glycoprotéine et classée
DAP, pour dystrophin associated protein),
50K, 43K et 35K. Un fait fondamen-
tal est leur disparition dans le muscle
des malades atteints de myopathie de
Duchenne, ou des souris mdx, deux
situations ou la dystrophine est
absente. Cette disparition est un phé-
nomene secondaire a [’absence de
dystrophine, laquelle est sans doute
indispensable au maintien de I'intégrité
du complexe. Dans le cas de la myo-
pathie autosomique récessive maghré-
bine, si proche cliniquement et histo-
logiquement de la myopathie de
Duchenne, on pouvait faire le raison-
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nement inverse, et considérer qu’il
pourrait s’agir d’'un défaut primaire de
I'un des constituants du complexe,
méme si le renversement de la propo-
sition n’est pas complet, la dystrophine
étant indemne chez ces malades.

La découverte d’un déficit en protéine
DAG-50K chez quatre malades atteints
de myopathie autosomique récessive
maghrébine [4] est congruente avec
cette hypotheése. Chez ces malades, soi-
gneusement sélectionnés grice a une
collaboration franco-algérienne (a
Paris : équipes des unités Inserm
U. 153 et U. 129 ; a Alger : neurolo-
gues de I’hopital de Ben Aknoun, et
biologistes de I’hdpital de Bologhine),
I’équipe de Campbell (Iowa City,
USA) a appliqué la batterie d’anticorps
préparés contre chacune des six pro-
téines du complexe. Bien que les anti-
geénes aient été purifiés a partir de
muscle de lapin, les anticorps recon-

naissent parfaitement les protéines
humaines. Chez les quatre sujets
atteints de myopathie maghrébine

(dont une fille et un garcon de la
méme fratrie), tous les composants du
complexe dystrophine-glycoprotéines se
sont avérés normaux, tant en immuno-
histochimie que par Western blot, a
I’exception de la protéine DAG-50K.
Ce défaut parait spécifique car il n’a
été retrouvé dans aucune des huit
autres maladies neuro-musculaires uti-
lisées comme témoins. Si 'on compare
le statut de ces protéines dans la myo-
pathie de Duchenne et la myopathie
maghrébine, dont les similitudes clini-
ques et histo-pathologiques sont si frap-
pantes, on constate qu’il existe un
commun dénominateur : 1’absence de
la protéine DAG-50K. Ce défaut est
secondaire dans le cas de la myopathie
de Duchenne, il est primaire, ou
secondaire, dans la myopathie magh-
rébine (figure 2). L’étape suivante con-
siste a déterminer si dans ce dernier
cas la disparition résulte d’'une anoma-
lie dans le gene correspondant (défaut
primaire), ou non (défaut secondaire).
Le débat sera tranché par une double
approche génétique, dont les deux
volets sont également indispensables :
(1) analyse de liaison démontrant que
le locus morbide SCARMD est totale-
ment lié au géne candidat (celui de la
protéine DAG-50K) ; (2) approche

msssssss  moléculaire 2 la recherche de muta-
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tions dans ce géne. En attendant, deux
conséquences immédiates découlent de
cette publication franco-algéro-améri-
caine : (a) la possibilit¢ de diagnosti-
quer sans ambiguité, grice a un cri-
tere objectif, la myopathie maghré-
bine ; (b) la nouvelle vision de la
physio-pathologie des dystrophies mus-
culaires progressives, ou la dystrophine,
méme si elle est ’élément causal dans
la myopathie de Duchenne, n’est peut-
étre pas I’acteur principal a considérer,
notamment dans les tentatives
thérapeutiques W
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