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Génétique moléculaire du pseudoxanthome

élastique

O. LE SAUX (1), L. MARTIN (2)

e pseudoxanthome élastique

(PXE) est une maladie hérédi-

taire (OMIM 177850, 264800)
affectant environ une personne sur
100 000 et dont I'expression phénoty-
pique est caractérisée par une minéra-
lisation des fibres élastiques des tissus
cutané, vasculaire et oculaire.

Génétique du pseudoxanthome
élastique

Les symptémes cutanés d’un possible
« xanthelasma » ont été décrits pour la
premiére fois en 1884 par Félix Balzer
a I'Hopital Saint-Louis [1], mais ce
n’est qu'en 1896 que Jean Darier asso-
ciera ces lésions a une entité clinique
distincte qu’il nommera pseudo-
xanthoma élastique [2]. En 1929, 'oph-
talmologiste Ester Gronblad et le der-
matologiste James Stranberg
remarquérent indépendamment que
les 1ésions cutanées du PXE étaient
associées a des lésions oculaires décri-
tes bien des années auparavant [3]
comme des lignes dentelées et irrégu-
lieres connues aujourd’hui sous le
nom de stries angioides [4, 5]. Le PXE
fut par la suite fréquemment dé-
nommé syndrome de Gronblad-
Stranberg, mais le terme de pseu-
doxanthome élastique s’est
aujourd’hui imposé, en dépit d’autres
propositions comme elastosis dystro-
phica ou elastodysplesia calcificans [6, 7].
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Berlyne et coll. furent les premiers en
1961 a décrire une transmission héré-
ditaire pour le PXE [8]. Pope, vers le
milieu des années 70, proposa ce qui
constitue la base d’une controverse en
passe d’étre résolue grice aux récents
apports de la génétique moléculaire.
En effet, dans ses articles de 1974 et
1975, il décrivit quatre sous-types de
PXE basés sur les manifestations clini-
ques [9-11] ; deux d’entre eux étaient
transmis de facon autosomique réces-
sive, les deux autres de fagon domi-
nante. En 1988, Neldner discuta cette
classification dans une vaste étude et
arriva a la conclusion qu’il n’existait
pas de sous-types et que la majorité
des cas de PXE (97 p. 100) étaient
autosomiques récessifs [12]. Cette
conclusion, en avance sur son temps,
n’eut pas I'impact escompté du fait de
I’absence d’outil de diagnostic molécu-
laire la validant. Récemment, lors
d’une conférence a Bethesda, Ma-
ryland (USA), la plupart des acteurs de
cette controverse, s’accorderent finale-
ment sur I'existence de deux formes de
transmission héréditaire du PXE, une
majoritaire autosomique récessive et
une minoritaire autosomique domi-
nante sans distinction de phénotype
[13]. Cette déclaration rejoignait ainsi
les vues de Neldner [14]. Il restait, & ce
stade, a identifier le(s) gene(s) respon-
sable(s) du PXE.

Un locus en 16p13.1

Lors de cette conférence, un locus sur
le bras court du chromosome 16p13.1
fut annoncé par deux équipes [13]. Le
premier locus publié a été identifié en
utilisant des familles consanguines
avec une apparente transmission auto-

somique récessive du PXE [15]. Van
Soest et coll. ont utilisé un total de 374
microsatellites distribués sur la totalité
du génome et en moyenne distants de
10 a 15 cM (un microsatellite est une
séquence hautement polymorphique
de quelques dizaines de bases compo-
sées d’une succession de di-, tri- ou
tétranucléotides ; ces séquences sont
considérées comme des « marqueurs »
génétiques). Vingt locus homozygotes
ont été identifiés. Une analyse appro-
fondie de I'un de ces 20 loci, révéla
une région de 3 a 4 cM étroitement
liée au PXE comprise entre les mar-
queurs D16S3079 et D16S3103, et un
lod score maximum de 6,27 associé au
marqueur D16S764 (un lod score est
la valeur statistique logarithmique
considérée comme significative quand
elle est égale ou supérieure a 3). Une
deuxiéme équipe publia des résultats
identiques peu de temps apres [16].
Struk et coll. ont aussi utilisé une ap-
proche globale, a I'échelle du génome,
mais les méthodes employées furent
différentes. En effet, leur stratégie s’est
déroulée en deux étapes. La premiere
consista a utiliser des individus affec-
tés provenant de 38 familles dans une
analyse non paramétrique de partage
d’alleles avec 169 microsatellites. Trois
marqueurs sur le bras court du chro-
mosome 16 présentérent un niveau
«anormalement » élevé de partage
d’allele. La deuxieme étape fit appel a
50 familles avec des formes autosomi-
ques récessives (42 familles) et domi-
nantes (8 familles) qui ont été analy-
sées a I'aide de nombreux marqueurs
faiblement espacés et couvrant la ré-
gion incriminée. Les résultats obtenus
confirmerent ceux de la premieére
étape et furent particuliérement élo-
quents puisque le lod score maximal
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atteint (21, 27) associé avec le mar-
queur D16S500 fut sans précédent
pour une étude de ce genre. La région
contenant le ou les géne(e) responsa-
ble(s) du PXE a été réduite a 4,8 cM et
localisée entre les marqueurs
D16S500 et D16S3103. Struk et coll.
ont également évoqué la possibilité
d’une hétérogénéité de locus et la pré-
sence d’au moins deux génes « PXE »
dans des locus séparés.

Identification des génes candidats

L’identification du locus fut un
énorme pas en avant mais cette région
du génome comportait un nombre
potentiel de genes tres important. Il
fallait donc réduire la zone d’intérét
afin de pouvoir identifier une liste mi-
nimale de génes candidats. Ce fut fait
en 1999 [17]. Trente six familles prove-
nant de plusieurs pays européens ainsi
que des Etats Unis ont été analysées.
La position du locus sur le chromo-
some 16 a été confirmée avec un lod
score maximum de 8,7 associé au mar-
queur D16S3017. Ces résultats prélimi-
naires ne permirent pas de réduire la
région critique, mais ils exclurent la
possibilité d’une hétérogénéité de lo-
cus en 16p13.1. Une autre approche fut
donc employée. La disponibilité d'un
grand nombre de familles (36) permit
de rechercher et d’identifier des événe-
ments de recombinaisons sur la base
d’une analyse haplotypique réalisée
avec une série de 10 microsatellites
s’étendant sur 23 cM et couvrant le
domaine 16p13.1 ainsi que les zones
adjacentes. Sur 36 familles, 17 présen-
terent des cross-over dans la zone d’in-
térét, dont 7 étaient particulierement
informatifs. Une famille britannique
peut étre citée en exemple puisque
deux de cinq fréres souffrant de PXE
présentaient des recombinaisons en
sens opposés, permettant de réduire le
locus de 4,8 a 1,2 cM. La comparaison
de toutes les recombinaisons identi-
fiées a permis de confiner la position
du géne « PXE » dans un domaine
borné par deux marqueurs, D16S3060
et D16S79 distant de o cM. L’absence
de « distance génétique » suggérait
une distance physique minimale qui
put étre déterminée grice aux apports
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du projet Génome Humain. En effet,
la région entre les deux marqueurs
D16S3060 et D16Sy9 était couverte
par 12 clones BAC chevauchant, dont 7
étaient séquencés dans leur totalité (les
BAC ou « Bacterial Artificial Chromo-
somes » sont couramment utilisés
comme vecteurs de clonage bactériens
pour la constitution de banque de frag-
ments d’ADN compris entre 100 et
300 kb). Cela permit d'une part de
déterminer que les marqueurs
D16S3060 et D16S79 étaient séparés
d’environ 820 kb et d’autre part
d’identifier six genes candidats dont
deux étaient identiques. Ces génes
codaient pour une isoforme de la myo-
sine (MYHi11), deux protéines de la
famille des transporteurs ATP binding
cassette ou ABC (ABCCr et 6 alias
MRP1 et 6), et deux protéines non ca-
ractérisées nommées PM5 et UNK
(unknown). Cette derniere protéine
sera plus tard nommeée NPIP (Nuclear
Pore Interacting Protein). Cai et coll.
caractériserent un locus similaire quel-
ques mois plus tard [18]. La méthode
employée fit appel également a la re-
cherche d’événements de recombinai-
sons et identifia une région réduite
cette fois a 500 kb environ et comprise
entre les marqueurs D16Bg621 et
D16S764. Cette région du chromo-
some 16 était couverte par 10 clones
BAC dont les 7 clones préalablement
identifiés. La liste des génes candidats
était identique a la précédente a I'ex-
ception du géne MYH11 exclu grice a
I'emploi du marqueur D16B9621.

Le géne « PXE »

A la suite des publications de la liste
des génes candidats, plusieurs groupes
ont entrepris une recherche systémati-
que de mutations en utilisant de nom-
breuses familles d’origines variées.
Simultanément, quatre articles décri-
vant la présence de mutations asso-
ciées au PXE ont été publiés [19-22]
suivis par un cinquiéme confirmant
I'identité du géne quelques mois plus
tard [23]. Les premieres mutations PXE
ont été découvertes dans un des deux
génes codant pour un transporteur
ABC, ABCC6. Aucun des autres génes
analysés (ABCC1, PMj et NPIP) ne

présentait de semblables altérations
moléculaires, seuls quelques variants
polymorphiques ont été observés |20,
21]. Les procédures utilisées varierent
du séquencage direct des régions co-
dantes des génes candidats a des mé-
thodes de détection indirecte de muta-
tions telles que le Single Strand
Conformation Polymorphism (SSCP)
et le Conformation-Sensitive Gel Elec-
trophoresis (CSGE). Ces dernieres mé-
thodes requiérent une amplification
PCR préalable et sont donc limitées a
la détection de mutations de type subs-
titution ou insertion/délétion de quel-
ques nucléotides. Les délétions de
grande taille (de quelques kb a plu-
sieurs dizaines de kb) sont plus diffici-
les a détecter et ne le sont générale-
ment que de fagon tres indirecte. Pour
ces raisons, les premiéres caractérisa-
tions de mutations PXE firent seule-
ment état de deux larges délétions de
limites non déterminées [19, 21]. Un
récent article de Ringpfeil et coll. vient
de combler cette lacune pour une d’en-
tre elles [24]. En revanche, un grand
nombre de mutations impliquant la
substitution d’un seul nucléotide ont
été trouvées. Ces mutations sont de
plusieurs types. Les plus fréquentes
sont des substitutions modifiant le
sens d'un codon (mutations « faux-
sens » ou « non-sens »). Par exemple,
la substitution du nucléotide 3413

(G > A) a changé le sens du codon 1138
qui code un résidu arginyl en un ré-
sidu glutamyl (faux-sens), et la substi-
tution du nucléotide 3421 (C > T) attri-
bue au codon 1141, codant
normalement un résidu arginyl, le
sens « STOP » (non-sens). Les autres
mutations décrites affectent un site
d’épissage de I’exon 21, correspondant
a des délétions de 1 a 22 nucléotides
ou 2 des insertions de 4 nucléotides
perturbant le cadre de lecture du gene
(mutations dites « frameshift ») [19,
20]. Il est difficile de distinguer une
mutation faux-sens d'une substitution
neutre (polymorphique) sans effet sur
la fonction ou la structure protéique.
Afin d’attribuer la responsabilité du
développement d’'un phénotype PXE
aux différentes mutations identifiées,
I’absence de la substitution suspecte
dans une population normale (en
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moyenne 100 individus) et sa co-
ségrégation avec le phénotype ont
donc été systématiquement vérifiées.

La plupart des mutations décrites a ce
jour ont été trouvées sous formes ho-
mozygotes ou hétérozygotes composi-
tes (association de deux mutations dif-
férentes). Ces altérations ont été
associées avec un PXE autosomique
récessif. Cependant, deux types de mu-
tations hétérozygotes (R1141X et inser-
tion AGAA) ont été associées avec un
PXE autosomique apparemment do-
minant [19]. Il est surprenant qu’une
de ces mutations (R1141X) ait été re-
trouvée 2 la fois chez des patients avec
un PXE autosomique récessif et chez
des patients avec un PXE dominant.
En effet, les formes récessives et domi-
nantes d'une méme affection hérédi-
taire sont généralement dues a des
mutations différentes dans un méme
géne ou bien a des altérations molécu-
laires dans des génes distincts. Par
exemple, pour les formes dystrophi-
ques d’épidermolyse bulleuse hérédi-
taire, les différentes affections autoso-
miques récessives et dominantes sont
dues a des mutations distinctes du
géne COL7A1 [25]. Etant donné la nou-
veauté de ces résultats et la présence
possible de symptomes chez des por-
teurs hétérozygotes [15, 26], il convient
donc de les prendre avec prudence.

Deux éléments sont importants a rete-
nir. Le premier est que la plupart des
mutations décrites sont uniques. A ce
jour, seules deux mutations semblent
étre récurrentes. La mutation R1141X a
été décrite chez de multiples patients
aux origines diverses [19-24]. De plus,
une délétion récemment caractérisée
de 16,5 kb médiée par des séquences
Alu et comprenant les régions de I'in-
tron 22 a 29 semble également récur-
rente [24]. L'origine de ces deux muta-
tions récurrentes est inconnue.
Cependant, sur la base d’une analyse
haplotypique, Ringpfeil et coll. ont
avancé I’hypothése que la délétion de
16,5 kb serait apparue indépendam-
ment dans quatre familles d’origine
européenne [24]. La méme hypothése
pourrait également expliquer la pré-
sence de la seconde mutation récur-
rente (R1141X) dans des populations
d’origines variées [20]. Le deuxieme
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Fig.1. Structure prédictive transmembranaire de la protéine ABCC6. Les positions respectives des différentes
mutations publiées a ce jour sont représentées par des cercles noirs. Les deux régions encerclées représentent
les sites de fixation et d’hydrolyse de I'’ATP dont les motifs Walker caractéristiques sont indiqués par les lettres

AetB.

élément a trait a la position des muta-
tions sur le géne. En effet, a I'exception
des larges délétions dont I'effet est glo-
bal, la quasi totalité des altérations mo-
léculaires sont groupées dans la partie
3’ du géne et affectent la région
C-terminale de la protéine, notamment
le site de fixation de 'ATP (fig. 1). La
raison de ceci se trouve siirement dans
la fonction de cette partie de la pro-
téine ou dans la structure génomique
entourant les régions codantes du
géne, mais cela reste encore a détermi-
ner expérimentalement.

Conclusion et perspectives

La découverte du gene responsable du
PXE est un événement qui bouleverse
un grand nombre d’idées regues. Le
diagnostic moléculaire du PXE est
aujourd’hui possible. Cependant, la
diversité des mutations rencontrées et
I’absence d’un outil de diagnostic sys-
tématique utilisable de fagon routi-
niére font que le conseil génétique
demeure difficile. Le PXE était consi-
déré jusqu’alors comme une affection
prototype des maladies de la fibre élas-
tique. Le positionnement du géne

« PXE » sur le bras court du chromo-
some 16 créa une surprise puisque il
élimina I'implication d'un géne codant
un élément connu de la fibre élastique.
L’identification de mutations dans le
gene ABCCG fut également inattendue

et a fait du PXE une affection métabo-
lique complexe. En effet, ABCCG est
une protéine transmembranaire de la
famille des transporteurs ABC et la
relation entre ce type de protéine et le
PXE est d’autant plus difficile a expli-
quer que le géne n’est pas ou peu ex-
primé dans les tissus affectés, dermi-
que, cardio-vasculaire et oculaire. Les
sites d’expression majoritaires sont en
effet situés dans le rein et le foie. La
découverte des caractéristiques molé-
culaires du PXE n’a fait que lever une
partie du voile entourant cette maladie.
Le PXE est-il di & un défaut d’'un mé-
canisme encore inconnu de détoxifica-
tion ? Quelle est la nature du/des com-
posé(s) transportés par ABCCG ? La
réponse a ces questions est
aujourd’hui une priorité afin de mieux
comprendre cette maladie complexe et
d’envisager une solution thérapeuti-
que.
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