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ANALYSE FONCTIONNELLE DE LA PROTEINE ALDRP : CREATION D’UN MODELE
CELLULAIRE D’ETUDE ET CARACTERISATION D’UN ANTICORPS SPECIFIQUE

Présenté le 10 Juin 2005 par M. Jaoued ET TAOUIL

Résumé

L’adrénoleucodystrophie liée au chromosome X ou X-ALD est une maladie génétique rare,
peroxysomiale et neurodégénérative. Elle résulte de mutations au niveau du géne ABCD1 qui code pour un
hémitransporteur ABC de la membrane peroxysomiale appelé ALDP, qui est supposé étre impliqué dans le
transport des acides gras a trés longue chaine (C>22) dans la matrice peroxysomiale pour leur dégradation
par B-oxydation. L’X-ALD est une pathologie neurodégénérative évolutive qui se traduit par une
démyélinisation progressive du systeme nerveux central, une insuffisance surrénalienne et des atteintes
testiculaires. D’un point de vue biochimique, elle se caractérise par une déficience de la R-oxydation
peroxysomiale des acides gras a trés longue chaine ayant pour conséquence une accumulation plasmatique
et tissulaire de ces acides gras. Il n’existe actuellement aucune thérapie satisfaisante.

Au laboratoire, un intérét particulier est porté a un autre hémitransporteur ABC peroxysomial, I’ALDRP,
codé par le gene ABCD2, dont la tres forte homologie avec I’ALDP laisse pressentir un réle voisin dans le
transport des acides gras a tres longue chaine a travers la membrane du peroxysome. La redondance
fonctionnelle partielle du gene ABCD2 avec ABCD1 laisse espérer une thérapie basée sur la surexpression
pharmacologique du gene ABCD?2 afin de pallier la déficience du géne ABCD1.

Dans le cadre de I’étude de la régulation et de la fonction du géne ABCD2, mon travail a consisté a
mettre au point I’utilisation d’outils qui permettront dans une stratégie a long terme I’étude de la fonction de
I’ALDRP. Jai participé a la premiere étape de I’établissement d’un modéle cellulaire capable de
surexprimer la protéine de fusion ALDRP-EGFP normale ou mutée de facon stable et de maniere contrélée
(Systeme Tet-On, Clontech). J’ai été également chargé de valider les constructions plasmidiques utilisées
pour I’obtention de ces modeéles cellulaires.

J’ai montré la capacité des séquences Abcd2-EGFP normale et mutée a étre traduites et exprimées
correctement au niveau du compartiment peroxysomial. La fusion avec I’EGFP ne perturbe donc pas
I’expression de la protéine normale et mutée. Enfin, j’ai eu en charge la mise au point des conditions
d’utilisation d’un nouvel anticorps dirigé contre I’ALDRP qui permettra d’une part de valider ces lignées
cellulaires modifiées et d’autre part d’étudier la fonction et I’expression de I’ALDRP. L’anticorps
polyclonal de lapin anti-ALDRP de rat fonctionne en immunoprécipitation et en immunofluorescence mais
pas en Western Blotting.

Mots clefs
Adrénoleucodystrophie liée au chromosome X (X-ALD), peroxysome, transporteurs ABC, ALDRP,
transfectants stables, anticorps.
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ABC : « ATP binding cassette » ou cassette de liaison a I’ATP
AG : Acide(s) gras

AGLC : Acide(s) gras a longue chaine

AGTLC : Acide(s) gras a tres longue chaine
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ALD : « Adrenoleukodystrophy gene » ou ABCD1
ALDP : « Adrenoleukodystrophy protein »

ALDR : « Adrenoleukodystrophy-related gene » ou ABCD2
ALDRP : « Adrenoleukodystrophy-related protein »
AMN : « Adrenomyeloneuropathy »

ATP : « Adenosine triphosphate »

ATS : « Active transport signature »

BHE : Barriere hémato-encéphalique

C: nombre d’atomes de carbone

CoA : Coenzyme A

FAD : « Flavine adenine dinucleotide »

Fibrate : « Phenoxyisobutyrate »

INOS : « Inductible nitric oxide synthase » ou NO synthase inductible
NAD : « Nicotinamide adenine dinucleotide »

NOD : « Non obese diabetic »

PBA : « Sodium 4-phenylbutyrate »

PEX : « Peroxine »

PEX : « Peroxine gene »

PMP : Protéine(s) de la membrane peroxysomiale
PMP69 : PMP de 69 kDa codée par ABCD4

PMP70 : PMP de 70 kDa codée par ABCD3

PP: Proliférateurs de peroxysomes

PTS : « Peroxisomal targeting signal »

RE : Reticulum endoplasmique

SCID : « Severe combined immune deficiency »

SNC : Systeme nerveux central

TM : « Transmembranaire domain »

TPR : « Tetratricopeptide repeat »

TRE : « Tetracycline response element »

VLCS: « Very long-chain fatty acid CoA synthetase » ou Acyl-CoA synthétase spécifique des AGTLC
X-ALD : Adrenoleucodystrophie liée au chromosome X
ZS : syndrome de Zellweger

INTRODUCTION

I- L’adrénoleucodystrophie liée au chromosome X (ou X-ALD), une
pathologie du peroxysome

L’X-ALD est une maladie génétique rare a transmission autosomique récessive. Elle est transmise
par les femmes et touche essentiellement les enfants de sexe masculin a raison de 1 sur 17000
naissances (http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=300100). Il s’agit de la plus
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fréquente des maladies peroxysomiales.

1. Les différentes caractéristiques du peroxysome et sa biogenese

Les peroxysomes sont des organites cytoplasmiques présents dans les cellules animales mais
également dans les cellules végétales et sont dans ce cas appelés glyoxysomes (siége du cycledu
glyoxylate). Ces organites différent des chloroplastes et des mitochondries par plusieurs aspects. Par
exemple, ils ne contiennent ni ADN ni ribosomes. Les peroxysomes sont délimités par une membrane
simple qui isole du cytosol une matrice finement granulaire dans laquelle baignent souvent des
inclusions a structure cristalline denses aux électrons. Cette structure, renferme un corps cristallin,
appelé noyau cristalloide ou nucléoide. De forme sphérique ou ovoide, ces petits organites ont une
taille variable, selon I'organisme et I’organe considéré, pouvant aller de 0,2 & 1,5 pum de diamétre.
Leur nombre, leur taille, leur composition biochimique ainsi que leur contenu enzymatique varient en
fonction du type de cellule et des conditions environnementales.

La biogenése des peroxysomes est régulée par au moins 23 peroxines (protéines peroxysomiales
ou PEX), codées par les genes PEX. La principale voie de biogenese des peroxysomes a été décrite
par Lazarow et Fujiki qui proposérent le modéle de croissance et division, dans lequel les
peroxysomes bourgeonnent a partir de peroxysomes préexistants (Lazarow et Fujiki, 1985).
Néanmoins, elle est sujette a des discussions (Brown and Baker, 2003). En effet, les premiéres
observations en microscopie électronique ont laissé supposer que les peroxysomes étaient issus du
bourgeonnement du réticulum endoplasmique (RE). Cette hypothése n’a pas été confirmée mais ne
doit pas étre négligee (Tabak, et al., 2003). L’existence d’un compartiment vésiculaire pre-
peroxysomial qui proviendrait de la membrane nucléaire a également été supposée (Faber et al.,
2002). Le processus de biogenese des peroxysomes peut étre séparé en 3 éveénements majeurs : A) la
synthése des membranes peroxysomiales qui a lieu dans le RE et I’importation des protéines
membranaires ; B) I’importation des protéines matricielles ; C) la croissance et la multiplication des
organites (Terlecky et Fransen, 2000).

2. L'adressage des protéines vers le peroxysome

2-1. L’importation des protéines matricielles

Les peroxysomes sont dépourvus d'ADN contrairement aux mitochondries et ne disposent pas
d’une machinerie de synthese protéique indépendante. Toutes les protéines destinées aux
peroxysomes (plus d’une cingquantaine) sont donc codées par le génome nucléaire, synthétisées dans
le cytosol par les ribosomes libres et importées dans le peroxysome apres leur traduction. Le systeme
d'importation des protéines membranaires est distinct de celui des protéines matricielles. Dans les
protéines matricielles, il existe des signaux d’adressage appelés « Peroxisomal targeting signal »
(PTS) reconnus par des récepteurs spécifiques et qui permettent leur translocation vers la matrice
(Terlecky et Fransen, 2000). Pour la plupart des protéines de la matrice peroxysomiale, le signal
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d'adressage est une simple séquence tripeptidique carboxy-terminale appelée PTS1 dont la séquence
consensus est (S/A/C)(K/R/H)(L/M) (Lametschwandtner et al., 1998). Il existe également un second
signal d’adressage appelé PTS2 qui est représenté par un peptide de 9 acides aminés en position
amino-terminale identifié par le motif consensus (R/K)-(L/V/1)-X5-(Q/H)-(L/A).

Comme dans tout systeme de transport spécifique, il doit exister une machinerie d’ancrage et de
translocation membranaire constituée de plusieurs peroxines. Des récepteurs cytosoliques qui
reconnaissent spécifiqguement les signaux d’adressage PTS1 ou PTS2 et qui permettent le transport
des protéines matricielles du cytosol vers le peroxysome ont été isolés et caractérisés (Subramani et
al., 1998) : le récepteurs PEX5, une protéine de 68 kDa et le récepteur PEX7, une protéine de 42
kDa. La translocation des protéines destinées a la matrice n’est pas trés bien connue.

2-2. L’importation des protéines de la membrane et la prolifération peroxysomiale

L’ importation des protéines de la membrane peroxysomiale (PMP) vers le peroxysome nécessite
un signal d’adressage (mPTS) différent de celui trouvé dans les protéines matricielles. Le processus
d’importation des PMP vers la membrane peroxysomiale peut étre caractérisé par 2 étapes : d’abord il
y a reconnaissance spécifique des PMP par des récepteurs solubles ou associés a la membrane
peroxysomiale. Ensuite les protéines s’insérent dans la membrane et y restent ancrées. Le premier
signal d’adressage d’une PMP a été décrit chez Candida boidinii au niveau de la PMP47
(McCammon et al., 1994). Chez I’homme au niveau de ALDP (« Adrenoleukodystrophy protein ») et
de la protéine membranaire peroxysomiale PMP70, un motif conservé de 14 acides aminés a été
identifié dans la région nécessaire au ciblage vers le peroxysome (Langraf et al., 2003). PEX19, une
protéine cytosolique farnésylée, est capable d’interagir avec des transporteurs ABC (« ATP binding
cassette ») peroxysomiaux tels que ALDP, PMP70 et la protéine homologue a ALDP, ALDRP
(« Adrenoleukodystrophy-related protein »), en se liant a une région N-terminal interne (Gloeckner
et al., 2000). Cependant le rble supposé de cette peroxine dans I’importation des protéines
membranaires est a reconsidérer car il a été démontré que PEX19 n’intervient pas dans I’insertion de
plusieurs PMP a la membrane peroxysomiale (Fransen et al., 2004).

Dans des conditions normales, les peroxysomes se multiplient afin de maintenir des fonctions
métaboliques suffisantes pour le bon fonctionnement de la cellule. En réponse a certaines drogues
appelées proliférateurs de peroxysomes (PP), les cellules peuvent voir le nombre et la taille des
peroxysomes fortement augmenté, c’est la prolifération peroxysomiale. En effet, le traitement de rats
avec des drogues hypolipidémiantes (ex : fibrates) permet une prolifération peroxysomiale, ainsi
qu’une induction de I’expression des protéines peroxysomiales, en particulier des enzymes de la -
oxydation peroxysomiale. La PMP PEX11 semble étre directement impliquée dans la régulation de la
croissance et de la multiplication de ces organites. Chez des levures déficientes en PEX11, les
cellules contiennent un nombre limité de peroxysomes de trés grande taille (Marshall et al., 1995).
Au contraire, une surexpression de PEX11 aboutit a une prolifération peroxysomiale. Chez les
mammiferes, PEX11 existe sous 2 formes, a et b. PEX11a dont I’expression varie entre les différents
tissus contrairement a PEX11b, est fortement inductible par les PP chez les rongeurs. Ces 2 formes de
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PEX11 contréleraient la prolifération peroxysomiale (Shrader et al., 1998).

3. Les principales fonctions métaboliques du peroxysome

Les peroxysomes participent a de nombreuses fonctions métaboliques qui sont essentielles au
développement humain normal et a la physiologie (Van Den Bosch et al., 1992). Les peroxysomes
sont particulierement fréquents dans les cellules hépatiques et rénales et plus particulierement dans les
tubes rénaux. Dans ces tissus, ils contribuent trés activement a la détoxification. Les peroxysomes
interviennent, du fait d’un répertoire enzymatique tres large, dans l'oxydation des acides gras et
notamment la B-oxydation des acides gras a trés longues chaine (AGTLC, C>22) et d’autres lipides.
IIs sont également impliqués dans I’a-oxydation de I’acide phytanique, la détoxification du
glyoxylate, la synthése des acides biliaires et le métabolisme de I’acide pipécolique, un métabolite
mineur de la L-Lysine. Les peroxysomes participent aussi aux deux premieres étapes de la synthéese
des plasmalogénes et a la synthése du cholestérol. Ils jouent un role dans la dégradation du peroxyde
d'’hydrogéne par la catalase mais également dans la régulation énergétique de la cellule et la synthese
des acides aminés.

Une des fonctions du peroxysome, qui nous intéresse plus particulierement du fait de son
implication dans I’X-ALD, est le catabolisme des acides gras et de leurs dérivés a travers la B-
oxydation. Les AGTLC (acides gras a trés longue chaine avec C > 22) sont uniquement oxydés dans
le peroxysome, alors que les AGLC (acides gras a longue chaine) peuvent I’étre dans le peroxysome
(5 a 20%) mais le sont en majorité dans la mitochondrie. Dans I’alimentation, les AGTLC sont
relativement rares, on les trouve entre autres dans I’enveloppe des fruits, dans le lait et dans les
graines. Ces AG (acides gras) présents en faible quantité, se retrouvent enrichis dans les cires
végétales et animales. Une synthese endogene existe dans le réticulum endoplasmique et ces AG sont
des constituants des sphingolipides que I’on retrouve dans la myéline, gaine qui entoure les fibres
nerveuses. La B-oxydation des AG branchés (acides pristanique et di- ou tri-hydroxycholestanoique)
a lieu uniquement dans les peroxysomes (Singh et al., 1992). A la différence des mitochondries, les
peroxysomes ne comportent pas de chaine respiratoire permettant la réoxydation des cofacteurs

flavine adénine dinucléotide (FAD) et nicotinamide adénine dinucléotide (NAD") car la R-oxydation
peroxysomiale n’a pas un réle dans la production d’énergie (apport calorique et carbong).

Cest a travers I’extréme gravité de pathologies associées a un défaut de biogenése, liées a
I’absence de peroxysomes fonctionnels comme le syndrome de Zellweger (ZS) que lI'on congoit
I'importance du role des peroxysomes (ZS caractérise par des troubles neuro-sensoriels : cataracte,
choriorétinite, atrophie optique, surdité neuro-sensorielle ; par des anomalies hépato-rénales
comportant des kystes hépatiques et rénaux ; par une fibrose ou une cirrhose et par une absence de
peroxysomes morphologiquement repérables ; le décés survient généralement avant I'age de 6 mois ;
http://www3.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=214100).
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4. La b-oxydation des acides gras a trés longue chaine

La b-oxydation peroxysomiale a été mise en évidence par Lazarow et de Duve en 1976 (Lazarow
et De Duve, 1976). Les b-oxydations mitochondriales et peroxysomiales coexistent et se complétent
dans les cellules eucaryotes supérieures, ainsi que chez les plantes. En effet, chez les mammiferes, les
peroxysomes initient la b-oxydation des acides gras a tres longues chaines, et des acides gras poly-
insaturés, tandis que la dégradation de I’octanoyl-CoA produit se termine dans la mitochondrie. Les
AGTLC cytosoliques entreraient dans le peroxysome a travers la membrane plasmique grace a un
transporteur ABC, I’ALDP dont le réle exact n’est cependant pas connu. Au niveau de la membrane
peroxysomiale (co6té matrice), ils sont activés en AGTLC-CoA (Watkins et al., 1999). Cette réaction
ATP-dépendante est catalysée par une acyl-CoA synthétase spécifique (VLCS, « Very long-chain
fatty acids CoA synthetase »). Ces acides gras subissent alors plusieurs cycles de b-oxydation.
Chaque cycle comprend quatre étapes qui meénent au raccourcissement de la chaine de 2 atomesde
carbone et libére une molécule d'acétyl-CoA.

5. Les caractéristiques biochimiques de I'X-ALD

D’un point de vue biochimique, I’X-ALD se caractérise par une accumulation plasmatique et
tissulaire de I’acide lignocérique (C24:0) et I’acide cérotique (C26:0) (le taux est multiplié par un
facteur variant de 3 a 5). Dans les fibroblastes de patient, cette accumulation s’accompagne d’une
déficience de la 3-oxydation peroxysomiale des AGTLC. Le géne responsable de la maladie est le
gene ABCD1 codant pour un hémitransporteur ABC de la membrane peroxysomiale, I’ALDP. Les
mécanismes par lesquels la déficience de I’ALDP conduirait a I’accumulation des AGTLC ne sont
pas connus. Cependant, on suppose que I’ALDP interagirait avec la VLCS et assurerait le transport
des AGTLC (Mosser et al., 1993). La déficience en ALDP se traduirait donc par un blocage de
I’entrée des AGTLC dans le peroxysome.

lI- Une pathologie neurodégénérative évolutive

1. Les principales formes cliniques

Bien que I’on retrouve chez tous les patients X-ALD une mutation dans le gene ABCD1 et une
accumulation plasmatique et tissulaire des AGTLC, il existe en fait une trés grande variabilité de
phénotypes cliniques (Dubois-Dalcq et al., 1999 ; Moser et al., 2004). L’absence d’une relation
génotype-phénotype apparente suggeére I’intervention de différents genes et/ou de facteurs
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environnementaux.
Suivant les symptomes cliniques, on peut distinguer 5 grandes formes de I’X-ALD chez I’lhomme

- Une forme infantile cérébrale qui est la forme la plus sévere. Elle touche en majorité les enfants
agés de 3 ans a 10 ans (35 % des cas de I’X-ALD) mais peut toucher également les adolescents et
jeunes adultes de 11 a 21 ans (7 % des malades). D’une part, elle se traduit par une démyélinisation
inflammatoire progressive du systeme nerveux central et d’autre part elle peut s’accompagner d’une
insuffisance surrénalienne (maladie d’Addison) et d’atteintes testiculaires. La maladie se manifeste
dans un premier temps par des déficits cognitifs modérés puis, avec l'aggravation de l'atteinte du
systeme nerveux central (SNC), par une diminution de l'acuité visuelle, une surdité centrale, une
ataxie cérebelleuse, une hémiplégie, des convulsions et une démence conduisant a un état végétatif ou
a la mort en quelques années.

- Une forme adulte peu ou pas inflammatoire, I’adrénomyéloneuropathie (AMN), semble étre le
phenotype le plus répandu et ne conduit pas a une dégénérescence cérébrale. L’age d’apparition de la
maladie chez I’adulte est de 28 ans + 9 ans (46 % des cas). Cette forme se traduit principalement par
une atteinte de la moelle épiniére.

- Une forme adulte cérébrale dans laquelle le SNC est touché (5 % des cas) et qui présente la méme
progression que la forme cérébrale de I’enfant.

- La maladie d’ Addison qui touche plus de 50% des enfants de moins de 8 ans. Elle se caractérise par
une insuffisance surrénalienne pouvant aboutir a une AMN au bout d’un certain age.

- Une forme asymptomatique ne présentant aucun signe clinique bien que le défaut biochimique
associé a la mutation du gene ABCD1 soit présent.

Bien que I’adrénoleucodystrophie soit lié au chromosome X, des symptdmes neurologiques,
géneralement moins graves que chez I’homme, ont pu étre observes chez des femmes hétérozygotes.
Cas trés rare, une fille &gée de 8 ans et demi a montré les mémes symptomes cliniques que ceux
observés chez des garcons développant une forme cérébrale infantile (Hershkovitz et al., 2002).

2. L'origine des symptomes

L’accumulation excessive des AGTLC, chez les patients ayant une forme cérébrale de I’X-ALD,
initierait une cascade de réactions controlées par les cytokines proinflammatoires. Celleci,
conduiraient a un processus neuroinflammatoire dans lequel I’activation des microglies et des
astrocytes aboutit a une destruction de la myéline et des oligodendrocytes (Paintlia et al., 2003). En
effet, la microglie et les astrocytes, ainsi que les lymphocytes T sécretent du TNFa (« Tumor necrosis
factor alpha »), cytotoxique pour les oligodendrocytes, ce qui induit la démyélinisation (Aubourg et
Dubois-Dalcg, 2000 ; McGuinness et al., 1997). Par ailleurs, de nombreuses études soulignent
également I’importance de la iINOS (« Inductible nitric oxide synthase » ou monoxyde d’azote
synthase) dans des pathologies neurodegénératives comme la forme infantile de I’X-ALD
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(McGuinness et al., 1995 ; Gilg et al., 2000 ; Powers et al., 1992). De méme, dans le cerveau de
patients X-ALD, I’expression de la INOS serait induite par une production excessive de NO
(monoxyde d’azote) dans les astrocytes et les macrophages/ microglies (Gilg et al., 2000).

3. Méthodes de diagnostic biologique de la maladie

Le diagnostic est affirmé par la démonstration d'une augmentation des acides gras a tres longue
chaine (augmentation de l'acide cérotique saturé (C26:0) et du rapport C26:0/C22:0, C22:0 étant
I’acide docosanoique dont la concentration reste inchangée) dans le plasma ou lesfibroblastes des
patients. Le diagnostic prénatal est systématiquement proposé aux femmes possédant des mutations
au niveau du gene ABCDL1. Il se fait par ponction de trophoblastes (11éme semaine de grossesse) ou
ponction amniotique (15éme semaine de grossesse). Les méthodes de diagnostic utilisées reposent sur
la mise en évidence de I'ALDP et le dosage des AGTLC sur cellules cultivées et la recherche directe
de la mutation lorsque celle-ci est connue. Les méethodes courantes utilisées pour déterminer les taux
d’AGTLC étant laborieuses et longues, une nouvelle méthode rapide a été mise au point : les AGTLC
sont hydrolysés, extraits et quantifiés en moins de 4 heures (Valianpour et al., 2003).

l11- Une pathologie héréditaire

1. le gene impliqué dans I'X-ALD

Cette maladie génétique est la conséquence de mutations au niveau du géne ABCD1, localisé sur
le chromosome X en position 28, qui code pour un hémitransporteur ABC (« ATP binding
cassette ») peroxysomial de 745 acides aminés, I’ALDP (Mosser et al., 1993). Les nouvelles
mutations découvertes au niveau du géne ABCD1 sont répertoriées sur le site Internet (www.x-ald.nl).
Les mutations faux-sens sont les plus représentées, suivies des mutations entrainant un décalage du
cadre de lecture, puis des mutations non-sens et enfin les délétions et les insertions. Elles affectent la
stabilité et la localisation de I’ALDP (Watkins et al., 1995). Différents phénotypes cliniques de I’X-
ALD ont été identifiés pour une méme mutation génétique et un méme degré d’accumulation
d’AGTLC (Moser, 1997), ce qui en fait une maladie trés complexe. Les défauts génétiques et
biochimiques semblent étre nécessaires mais pas suffisants pour expliquer la démyélinisation
inflammatoire  caractéristique des lésions cérébrales suggérant que d’autres facteurs
environnementaux ou génétiques sont impliqués.

2. ABCD1 code pour un hémitransporteur ABC peroxysomial

L’ALDP fait partie de la superfamille des transporteurs ABC qui sont des protéines intégrales de
membrane a plusieurs domaines. Ces transporteurs utilisent comme source d’énergie I’hydrolyse de
I’ATP pour permettre le passage de composés divers (ions, sucres, acides aminés, vitamines, peptides,
polysaccharides, hormones, lipides et xénobiotiques) a travers les membranes cellulaires.

2-1. Structure et fonctions des transporteurs ABC
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Malgré la diversité des solutés transportés et les différentes fonctions des transporteurs ABC, ils
ont une structure tres conservée entre les especes. Ils sont composés de 4 domaines : 2 domaines
transmembranaires hydrophobes (domaine TM) et 2 domaines cytosoliques hydrophiles (domaine
ABC) (Jones P.M. et George A.M., 2004). Chez les eucaryotes, les protéines ABC sont classées soit
en tant que transporteur entier si ses 4 domaines sont codés par un seul géne, soit en tant
qu’hémitransporteur dans le cas ou il y a une association d’un domaine TM avec un domaine ABC.
Pour étre fonctionnel, cela nécessite donc une dimérisation d’hémitransporteurs. Des études réalisées
sur la drosophile montrent que certains hémitransporteurs ABC peuvent s’assembler en différents
hétérodimeéres avec des fonctions différentes suivant les combinaisons (Ewart et al., 1994). Au niveau
de la séquence primaire en acides aminés, les domaines transmembranaires présentent une grande
variabilité contrairement aux domaines cytosoliques qui sont conservés entre les transporteurs ABC.
Les domaines ABC contiennent 3 motifs consensus conserves, Walker A, Walker B et ATS (« Active
Transport Signature ») qui contribuent a la fixation de I’ATP : le motif Walker A (G-X-X-G-X-G-
K-S/T), ou X est un acide aminé quelconque ; le motif Walker B (h-h-h-h-D-E-A/T-S-A-L-D), ou h
est un acide aminé hydrophobe ; le motif ATS (LSGGQ) qui est la séquence de signature des
transporteurs ABC.

Les protéines ABC montrent différentes propriétés dans la liaison et I’hydrolyse de I’ATP, ce qui
pourrait expliquer leurs différentes fonctions. Le cycle de liaison et d’hydrolyse de I’ATP induit des
changements conformationnels du transporteur ABC (Jones P.M. et George A.M., 2002). Les
propriétés de liaison de I’ATP et la cinétique de son hydrolyse pourraient étre importantes pour le
transport des substrats. Les protéines ABC ont différentes fonctions et peuvent étre classés comme
des transporteurs, des canaux et des régulateurs, alors que la structure de leur domaine de liaison a
I’ATP est conservée. Une des fonctions les mieux connues est la résistance aux drogues chez les
bactéries, les champignons, les levures, les parasites et les mammiferes. Plus particulierement chez
I’homme, certains transporteurs ABC, comme la glycoprotéine-P, interviennent dans la résistance aux
agents anticancereux.

2-2. Les transporteurs ABC humains

Sur la base de donnee (http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm), 48 transporteurs ABC sont
répertoriés et répartis en 7 sous-familles structurales (ABCA a ABCG). Chez I’homme, on connait ou
soupconne les fonctions d’une quinzaine de genes ABC car ils sont associés a des maladies
génetiques ou a des phénomenes de résistance aux drogues.

2-3. Les transporteurs ABC peroxysomiaux

Les transporteurs ABC peroxysomiaux sont classés dans le sous-groupe D et ce sont des
hémitransporteurs avec un seul domaine transmembranaire et un seul domaine de liaison a I’ATP. Ces
hémitransporteurs ABC sont supposés étre actifs apres homo (Guimaraes et al., 2004) ou
hétérodimérisation (Liu et al., 1999). La combinatoire résultant de ces associations pourrait permettre
d’augmenter la diversité des substrats transportés. Le gene responsable de I’X-ALD code une
protéine de la membrane peroxysomiale de 75 kDa, I’ALDP. L’extrémité carboxyterminale
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hydrophile de I’ALDP, contenant le domaine de liaison a I’ATP, est située du c6té cytosolique
(Watkins et al., 1995 ; Mosser et al., 1994 ; Contreras et al., 1996). Chez les mammiferes, 3 autres
hémitransporteurs ABC peroxysomiaux ont été identifiés : la protéine homologue & I’ALDP (ALDRP,
codée par ABCD2, presente 66 % d’identité en acide aminé (AA) avec ALDP chez la souris)
(Lombard-Platet et al., 1996), la protéine membranaire peroxysomiale de 70 kDa (PMP70, codée par
ABCD3, présente 38 % d’identité en acide aminé chez le rat) (Kamijo et al., 1990) et la protéine
homologue a PMP70 (PMP69 ou PMP70R, codée par ABCD4, présente 27 % d’identité en acide
aminé chez I’lhomme) (Shani et al., 1997).

2-3-1. ALDRP

C’est une protéine de 83,3 kDa (741 acides aminés) codée par le géne ABCD2 qui s’étend sur
environ 33kb chez I’homme. ABCD?2 est localisé sur le chromosome 12 en position g11 chez I’homme
(Savary et al., 1997 ; Holzinger et al., 1999. Plusieurs transcrits de différentes longueurs sont
produits a partir du méme gene, leur nombre et leur taille varient selon les especes (Albet et al.,
2001). Dans le cerveau, un taux relativement élevé d’ARNmMABCD2 a été détecté Berger et al.,
1999). Cependant, I’expression d’ABCD2 est majoritairement détectée dans les neurones et les
astrocytes (Troffer-Charlier et al., 1998) alors que les oligodentrocytes, cellules principalement
affectées dans I’X-ALD, montrent une faible expression d’ABCD2. Dans le foie, son expression est
tres faible, contrairement 8 ABCD1. De plus, il a été observé une expression en miroir entre ALDRP
et ALDP dans un tissu donné, ce qui laisse supposer des fonctions similaires entre ces transporteurs
(Troffer-Charlier et al., 1998).

2-3-2. PMP70

C’est la protéine la plus représentée au niveau de la membrane peroxysomiale. Chez I’lhomme,
elle est constituée de 659 acides amines et elle est codee par le gene ABCD3 qui s’étend sur 65 kb. Ce
gene est localisé sur le chromosome 1 en position p21 Kamijo et al., 1992). Un seul transcrit
d’environ 3,6 kb est produit et exprimé majoritairement dans le foie.

2-3-3. PMP69

Chez I’homme, la protéine homologue & PMP70, exprimée de fagon ubiquiste, est composée de
606 acides aminés. Elle est codée par le géne ABCD4 qui s’étend sur 16 kb et qui est localisé sur le
chromosome 14 en position q24 (Holzinger et al., 1997 ; Holzinger et al.,1998). D’un point de vue
transcriptionnel, chez la souris le transcrit d’Abcd4 a une taille de 2,7 kb (Berger et al., 1999).

2-4. Redondance fonctionnelle partielle des transporteurs ABC peroxysomiaux

La forte homologie de I’ALDRP avec I’ALDP suggere des fonctions similaires dans la membrane
peroxysomiale. En effet, une surexpression des génes Abcd2 et Abcd3 par transfection cellulaire dans
des fibroblastes X-ALD permet de restaurer partiellement le phénotype biochimique et donc favorise
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la normalisation du taux d’AGTLC (Braiterman et al., 1998 ; Kemp et al., 1998 ; Flavigny et al.,
1999 ; Netik et al., 1999). Reposant sur I’hypothese que les transporteurs ABC peroxysomiaux sont
impliqués dans I'importation d’acides gras dans la matrice peroxysomiale, I’ALDRP serait donc
capable, dans une certaine mesure, de transporter des AGTLC comme I’ALDP. La redondance
fonctionnelle partielle des génes ABCD2 et ABCD3 avec ABCDL1 laisse espérer une thérapie
pharmacologique de géene basée sur la surexpression pharmacologique des génes homologues afin de
pallier la déficience du géne responsable de la maladie.

IV- Les différentes voies thérapeutiques de I’X-ALD

Il est possible de diagnostiquer I’X-ALD chez des patients ayant une forme asymptomatique,
chez ceux atteints par la maladie d’Addison et chez les sujets hétérozygotes. Le développement du
diagnostic néonatal est primordial car il permet d’identifier et de traiter tous les patients X-ALD avant
I’apparition d’anomalies neurologiques et surrénaliennes.

1. La greffe de moelle osseuse

La greffe allogénique (ou allogreffe) de moelle osseuse, c'est-a-dire au sein de la méme espece,
permet de stabiliser et méme de corriger les Iésions de démyeélinisation des formes cérébrales de
I'enfant lorsqu'elle est effectuée a un stade précoce de la maladie (Shapiro et al., 2000). En effet, la
présence de cellules de moelle osseuse de personnes saines chez des patients X-ALD permet de
rétablir le catabolisme des AGTLC. La greffe nécessite cependant un donneur sain histocompatible et
reste associée a une mortalité et une morbidité importantes surtout quand le donneur n'est pas
apparente.

2. L'huile de Lorenzo

L'huile de Lorenzo, formé d’un mélange d’acide érucique (C22:1) et d’acide oléique (C18:1) dans
un rapport 1/4, permet de normaliser les taux plasmatiques d'AGTLC mais n'a aucun effet sur les
concentrations intracérébrales d'AGTLC. L’utilisation de I’huile de Lorenzo repose sur I’observation
que les AG insaturés entrent en compétition avec des AGLC saturés (C18:0 a C20:0) dans
I’élongation des AGTLC saturés (> C22:0) (Rizzo et al., 1986 ; Rizzo et al., 1989). L’utilisation d’AG
insaturés pour bloquer la synthése des AGTLC est basée sur la supposition que les AG insaturés sont
non toxiques. Un régime a base d’huile de Lorenzo et donc pauvre en acides gras a tres longue chaine
(AGTLC) reste néanmoins inefficace sur I’amélioration de I’état clinique des patients XALD
(Moser et al., 1995 ; Van Geel et al., 1999). Cependant, a titre préventif, I’huile de Lorenzo continue
a étre administrée & des garcons de moins de 6 ans, porteur d’une forme asymptomatique de I’X-
ALD et ayant une IRM (imagerie par résonance magnétique) normale. Ceci permettrait de réduire la
probabilité de développement d’anomalies neurologiques ultérieurement (Moser et al., 2003).
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3. La thérapie génique cellulaire

Cette thérapie repose sur I’introduction du géne ABCD1 dans des cellules précurseurs
hématopoiétiques de patients X-ALD et leur autotransplantation pour leur permettre de pallier la
déficience de la B-oxydation des AGTLC. Récemment, chez des souris (NOD/SCID) (« Non obese
diabetic/Severe combined immune deficiency »), il a été possible de faire surexprimer de facon stable
I’ALDP dans des cellules de moelle osseuse (30 a 85%) pendant 18 semaines par I’intermédiaire d’un
vecteur rétroviral (Benhamida et al., 2003). Des essais cliniques sont prévus pendant I’année 2005.

4. La thérapie pharmacologique de géne

Une surexpression pharmacologique du gene ABCD2 pourrait devenir une voie thérapeutique pour
I’X-ALD. En effet, il a été suggéré que les genes ABCD2 et ABCD3 pourraient remplir une fonction
partiellement redondante avec celle du gene ABCD1. A un taux basal, I’expression d’ABCD2 ne
compense pas la déficience du gene ABCD1 chez les patients X-ALD ou chez la souris Abcdl
déficiente (Lu et al., 1997). En revanche, la surexpression d’Abcd2 par transgenése dans la souris KO
(« knock-out ») Abcdl permet de compenser le défaut biochimique et prévient I’apparition du
phénotype AMN chez les souris agées (Pujol et al., 2004). Cependant le modeéle souris a des limites
car bien qu’elle accumule des acides gras a trés longues chaines, elle ne mime pas les symptomes
neurologiques, excepté des atteintes de type adrénomyéloneuropathique (AMN) lorsqu’elles sont
ageées. L’induction pharmacologique de I’expression du géne ABCD2 devrait permettre de pallier la
déficience de ALDP en rétablissant les fonctions peroxysomiales. L’analyse fonctionnelle des
séquences régulatrices du géne Abcd2 apparait primordiale pour identifier des éléments de réponse a
des drogues, hormones ou nutriments capables d’induire sa transcription. Le cerveau étant le principal
organe cible de I’X-ALD, les molécules testées dans un but de thérapie pharmacologique doivent non
seulement induire I’expression des génes homologues d’ABCD1 mais également étre capables de
traverser la barriere hémato-encéphalique.

Il a été démontré que les fibrates, classés dans la famille des proliférateurs de peroxysomes
(agonistes des PPARs, « Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ») chez les murins et utilisés en
médecine humaine comme hypolipidémiant, sont capables d’induire I’expression du géne.
L’inconvénient principal des fibrates est que leur effet est limité au foie. Par exemple, il a été observé
gu’il y a induction du géne Abcd?2 via le facteur de transcription PPARa (« Peroxysome proliferator
activated receptor alpha ») au niveau du foie de souris traitées au fénofibrate mais pas dans le
cerveau (Albet et al., 1997 ; Fourcade et al., 2001).

L’hormone thyroidienne (T3) via le récepteur a I’hormone thyroidienne (TR) permet également
I’induction des genes Abcd2 et Abcd3 dans des cultures primaires d’oligodendrocytes de rat mais pas
dans le cerveau (Fourcade et al., 2003).

Un traitement au 4-phénylbutyrate (4-PBA) a permis de restaurer le défaut biochimique dans le

cerveau et les surrénales de souris Abcdl™”/" (Kemp et al., 1998). Le 4-PBA est un inhibiteur de
I’activité histone déacétylase (HDAC) qui permet de faciliter la transcription des génes en maintenant
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la structure de la chromatine dans sa conformation relachée. Il provoque une augmentation de
I’expression de ALDRP et augmente la prolifération peroxysomiale (Gondcaille et al., sous presse).
Cependant, le 4-PBA a une demie-vie in vivo courte (1 & 2 heures) (McGuinness et al., 2001).
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