Abréviations

ALAT : alanine amino transférase
ANOVA : analyse de la variance
ASAT : aspartate_ amino transférase

BTS : bilirubine totale sérique

cM : centi Morgan

ENU : éthylnitrosourée

FC : ferrochélatase
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QTL : quantitative trait locus

Rétic : réticulocytes
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Introduction

Au cours des dix dernieres années, plusieurs centaines de génes responsables de
maladies génétiques humaines ou animales a transmission mendélienne ont été clonés. Pour
nombre d’entre eux, les mutations les plus fréquemment retrouvées chez les malades ont été
décrites. Les résultats de ces études ont montré que, pour une méme maladie, on peut observer
des mutations de nature variée (mutations ponctuelles, insertions, délétions), pouvant
entrainer un mode de transmission différent (dominant ou récessif) selon les familles ou les
pedigrees. Une partie de la différence de gravité des symptémes, parfois trés grande, observée
entre les malades peut étre expliquée par cette hétérogénéité génétique. Toutefois, chez
I’Homme, une différence de gravité des symptoémes peut également étre observée entre des
patients portant la méme anomalie génétique, ce qui peut traduire I'influence de facteurs de
I’environnement ou celle d’autres facteurs génétiques, que I'on regroupe sous le terme de
"genes modificateurs".

L’identification de ces genes modificateurs de phénotype est extrémement complexe
chez I’Homme, les animaux de rente ou les carnivores domestiques. Bien que toujours longue
et délicate, elle est toutefois plus simple dans des espéces modeles telles que le Rat ou la
Souris et les conclusions que I’on peut tirer de ces études fournissent des pistes de recherche
pour le généticien humain ou animal.

L’influence de facteurs génétiques, indépendants du gene muté responsable de la
maladie, est soupconnée dans la protoporphyrie érythropoiétique chez I’Homme. Cette
maladie génétique rare, transmissible de fagon autosomique dominante est due a des
mutations dans le géne de la ferrochélatase, la derniére enzyme de la voie de biosynthése de
I’héme. Elle provoque une photosensibilité détectée le plus souvent dans I’enfance et parfois
une atteinte hépatique grave. Elle a également été observée et bien documentée chez les
bovins. D’autres porphyries s’observent de fagon physiologique ou pathologique chez
différentes espéces animales.

Un modéle de protoporphyrie érythropoiétique a été identifié chez la Souris suite & une
expérience de mutagenese chimique utilisant I’éthylnitrosourée. Ce mutagéne a provoqué une
substitution d’une base dans le géne de la ferrochélatase, provoquant un phénotype de
protoporphyrie érythropoiétique de transmission autosomique récessive. Une lignée

consanguine dans laquelle cette mutation ségrege a été établie.



A I’occasion de croisements entre cette lignée consanguine et d’autres lignées
consanguines de laboratoire, une modification importante de la sévérité du phénotype a été
observée chez des souris de fonds génétique hybride. Une étude approfondie de I’effet du
fonds génétique a été entreprise. La mutation a été introduite dans deux autres fonds
génétiques consanguins en developpant des lignées congéniques.

L’objectif de notre travail expérimental a consisté a caractériser sur les plans clinique,
hématologique et biochimique la maladie dans les trois fonds génétiques et a réaliser des
croisements dans la perspective d’identifier des régions chromosomiques associées a une plus

ou moins grande sévérité de la maladie.



Etude bibliographique

I-Brefs rappels historigues

Le groupe des porphyries rassemble diverses maladies héréditaires ou acquises qui
présentent comme caractere commun un déficit fonctionnel partiel en I’une des enzymes de la
voie de biosynthése de I’héme.

C’est en 1911 que Gunther décrit pour la premiére fois un cas clinique de porphyrie
chez I’lhomme.

Les étapes de la voie de biosynthese de I’heme sont décrites entre 1945 et 1955 par
Shemin, Rittenberg (105), Neuberger et Rimington (85).

Dans les années 1970-1980 les différentes porphyries sont associées a un déficit
enzymatique (figure 1), puis, dans les années qui suivent, les enzymes de la chaine de
biosynthese de I’héme sont purifiées dans diverses especes (85). Récemment, les ADNc de
toutes les enzymes de la voie de biosynthése de I’héme ont été clonées a partir de diverses
sources (bactéries, levures, mammiferes dont la Souris et I’Homme). Enfin les séquences
génomiques correspondantes ont été clonées, leur localisation identifiée et leur structure

caractérisée (91).



Figure 1 : Enzymes et porphyries héréditaires correspondante.
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I1-Voie de biosynthése de I’heme

A-Porphyrines et précurseurs

Deux molécules d’acide & aminolévulinique (ALA) donnent naissance a une molécule
de porphobilinogéne (PBG). La condensation et la désamination de quatre molécules de PBG
forment un noyau tétrapyrrolique. L’ALA et le PBG sont éliminés majoritairement par le rein
et la quasi totalité de I’ ALA synthétise est utilisée pour la synthése de I’héme (32).

Les porphyrines sont des pigments rouges, fluorescents, a structure cyclique,
aromatique et tétrapyrrolique dans lesquels les noyaux pyrrole sont liés entre eux par des
ponts méthéne ( -CH=) entre deux carbones a (figure 2). Les différentes porphyrines et
porphyrinogenes sont définis par les substituants des carbones 3 :

- URO : 4 aceétyl et 4 propionyl

- COPRO : 4 méthyl et 4 propionyl

- PROTO : 4 méthyl, 2 vinyl, 2 propionyl.
Le suffixe « inogéne » indique un état réduit des ponts méthénes, le suffixe « ine » un état
oxydé. Seuls les dérivés oxydés sont colorés et fluorescents. La disposition des chaines
latérales definit des isoméres de position. L’héme est le chélate ferreux de la protoporphyrine
IX qui est le seul métabolite intermédiaire a étre colore et fluorescent.
Les différents intermédiaires de la voie de biosynthese de I’hnéme sont éliminés sous forme
réduite par voie rénale ou hépatique selon leur solubilité. En présence de lumiére et d’air ils

sont oxydés en porphyrines rouges et fluorescentes.
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Figure 2 : Structure des porphyrines.
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Les substituants latéraux définissent les types de porphyrines.
(Nomenclature de Fisher)

- Protoporphyrine IX : R1, R2 = -CH,=CH,

- Deutéroporphyrine : R1, R2 = -H

- Mésoporphyrine : R1, R2 = -CH,-CH3

- Coproporphyrine : R1, R2 = -CH,-CH,-CHj3
- Uroporphyrine : R1, R2 = -CH,-CH,-CHj3

Les quatre radicaux méthyl 1, 3, 5, 8 sont substitués par des residus acétyl.
R3, R4 = -CH,-CH,-CHj3

La disposition respective des chaines latérales définit des isoméres de position. Seuls les

isomeéres | et Il de I’uroporphyrine et de la coproporphyrine et I’isomére IX de la
protoporphyrine sont rencontrés dans la nature.
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B-Métabolisme de I’heme

Huit enzymes interviennent successivement dans la voie de biosynthese de I’héme
(figure 3). Nous ne détaillerons ici que la structure, le role et la régulation de la ferrochélatase,
enzyme catalysant la derniére étape de la synthese de I’héme et déficitaire chez les patients et

les animaux souffrant de protoporphyrie érythropoiétique.

Figure 3 : Voie de biosynthese de I’heme.
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La ferrochélatase (nom donné par Claude Rimington en 1958) catalyse I’insertion du
fer Fe?* dans la protoporphyrine IX pour former I’héme. Chez les eucaryotes la ferrochélatase,
incluse dans la membrane interne des mitochondries (site actif situé sur la face matricielle
(54)), est vraisemblablement associée au complexe | de la chaine respiratoire (116).
L’environnement lipidique influence son activité (63).

Elle est synthétisée dans le cytoplasme, a partir d’un géne nucléaire, sous la forme d’un
précurseur de 44 kilo Dalton (kDa) qui subit une protéolyse dans sa partie N terminale, lors de
sa translocation dans la mitochondrie, pour donner une protéine monomerique de 40 kDa
(15). In vivo, la ferrochélatase se présente sous la forme d’un homodimeére de 80 kDa (112).

La ferrochélatase isolée de tissus humains (23,24), de souris (33), de poulet (26), de
grenouille (26) et de drosophile (104) est une métalloenzyme avec un cluster fer soufre. Ce
cluster, ou regroupement d’atomes, comprend deux atomes de fer et deux atomes de soufre
[2Fe-2S]. 1l s’agit d’une structure retrouvée dans des protéines dites Fer-Soufre appartenant a
la grande famille des métalloprotéines, protéines ayant dans leur(s) site(s) actif(s) un ou
plusieurs métaux. Ces protéines Fer-Soufre sont présentes dans I'ensemble du monde vivant
(micro-organismes, plantes, animaux), y jouant un réle essentiel dans tous les mécanismes
d'oxydo-réduction du metabolisme énergétique des cellules vivantes (photosynthese,
respiration cellulaire, fixation de I'azote, etc). La ferrochélatase de levure et des plantes ne
posséde pas ce cluster (34). En revanche, contrairement a ce qui avait été annoncé en 1995
par Ferreira et collaborateurs, le cluster existe chez certaines bactéries (21). Le cluster n’a pas
d’activité catalytique (35) etson role biologique n’a pas été totalement élucidé (22). La
structure tridimentionnelle de la ferrochélatase de Bacillus subtilis a éte déterminée avec une

résolution de 1,9 A (3), celle de I’THomme avec une résolution de 2 A (125).
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C-Réqulation de la biosynthése de I’héme

L’héme est un constituant prosthétiqgue de nombreuses protéines: hémoglobine,
myoglobine, catalases, cytochromes de la chaine respiratoire, cytochrome B5 du métabolisme
des lipides, cytochrome P450 de la détoxication hépatique (91).

Méme si la synthese de I’heme existe de facon constitutive dans toutes les cellules, ¢’est dans
le tissu érythropoiétique, en raison d’une importance quantitative majeure pour la synthese de
I’hémoglobine et dans le foie, ou s’effectue la plus grande partie de la synthése des

hémoprotéines, que sa régulation est la plus étudiée.

15



1-Régulation hépatique (Figure 4)

Dans le foie, la synthese de I’heme est liée a celle des apoprotéines avec lesquelles
I’heme s’unit pour former les hémoprotéines hépatiques : cytochromes, tryptophane pyrrolase,
catalases... La majorité de I’héme synthétisé dans le foie est consommeée par les cytochromes
P450 qui ont une demi vie trés courte (61). En revanche ce sont les cytochromes
mitochondriaux qui renferment la plus grande proportion de I’heme hépatique.

Parmi les cytochromes P450, certains sont inductibles et la synthése de I’héme est donc
fonction de I’induction de ces cytochromes (82).

Les deux enzymes limitantes de la chaine de biosynthése de I’heme sont I’ALA-S1
(isoforme ubiquitaire de I’ALA-S) et la PBGD. L’ALA-S1 peut étre réprimée ou induite par
de nombreuses substances chimiques (inducteurs des cytochromes P450 tels que le
phénobarbital ou inhibiteurs de la synthése d”heme tels que le succinyl acétone). L’induction
de I’ALA-S1 par différentes drogues diminuant la synthése d’heme ou consommant I’héme
est rapidement réprimée par I’apport exogéne d’heme (109, 61). Cette répression s’observe a
des concentrations physiologiques (10® & 107 M). Le ou les mécanismes mis en jeu ne sont
pas connus, cependant le contréle s’effectuerait a plusieurs niveaux. L’heme n’agirait pas sur
la transcription du géne de ’ALA-S1 mais diminuerait la stabilit¢é des ARNm (53). Des
régulations traductionnelle et post-traductionnelle ont été décrites (126), I’heme inhibant la
maturation du précurseur ALA-S1 et I’incorporation de I’enzyme mature dans la matrice
mitochondriale (110).
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Figure 4 : Régulation hépatique de la synthese d’héme.
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2-Regulation erythropoiétique (Figure 5)

Les mécanismes de régulation de la synthése d’heme sont différents selon que I’on

Légende
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SucCoA : succinyl CoA

Proto 1X : protoporphyrine 1X
FC : ferrochélatase

HO: héme oxygénase

ER : réticulum endonlasmiaue

s’intéresse aux érythrocytes matures ou a leurs précurseurs en voie de maturation.

Des travaux portant sur des cellules érythroleucémiques de souris (cellules MEL) ont montré
que I’activité de I’ALA-S2 (isoforme spécifique des cellules érythropoiétiques) est précoce
tout comme celle de la ferrochélatase. Cette derniére ne constitue donc pas I’étape limitante
de la synthése de I’héme. En revanche I’héme semble indispensable & I’induction de sa voie

de biosynthese dans les cellules érythroides en différenciation (61, 91).

Il semble que la différenciation érythroide, induite physiologiquement par I’érythropoiétine,

conduise a I’activation de toutes les enzymes de la voie de biosynthese et a I’augmentation du

nombre de récepteurs a la transférine.
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Enfin, a I’exception de URO-S et URO-D, tous les genes codant pour les enzymes de la
chaine de synthese, ainsi que le géne du récepteur a la transférine, possedent des sites predits
ou attestés de fixation pour les facteurs transcriptionnels GATA-1 et NF-E2. Des sites de
fixations pour ces facteurs étant présents sur les genes codant pour les globines, il est fort
probable que ces facteurs de transcription régulent de fagon coordonnée les trois aspects de la
synthese de I’hémoglobine : captage du Fer (récepteurs a la transférine), biosynthese de
I’heme et synthese des chaines protéiques de globines.

Dans les érythrocytes matures (Figure 5), I’heme n’inhibe pas la synthése de I’ALA-
S2 mais inhibe I’absorption du fer par la cellule a partir de la transférine extracellulaire, sans
pour autant diminuer son utilisation pour la synthése de I’héme (91). De plus, la région 5’ non
codante de ’ARNmM de I’ALA-S2 contient un domaine IRE (iron responsive element) qui
accroit la traduction du géne de I’ALA-S2 lorsque la concentration en fer augmente, donc son
niveau de synthése et finalement la production d’héme dans la cellule. Enfin le fer pourrait
jouer un role dans la synthése et la stabilisation de I’ARNm de I’ALA-S2 (19).

Pour terminer, I’héme lui méme participe a une régulation post-traductionnelle de
I’expression du gene ALA-S2. Un motif protéiqgue nommé HMR (heme regulatory motif), trés
conservé entre les especes, a été localisé sur la séquence de I’ALA-S2 de souris. Un
rétrocontréle negatif, exercé par I’heme sur le transport de I’enzyme vers la mitochondrie via

ce motif, a été montreé in vitro (66).
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Figure 5 : Régulation érythropoiétique de la synthese d’héme.
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D-Catabolisme de I’héme

Chez les mammiferes, 95% de I’heme se trouve dans I’hnémoglobine des érythrocytes
circulants. La rate assure la dégradation des globules rouges anormaux ou sénescents. Le foie
joue un réle important dans la dégradation de I’héme.

L’héme issu des érythrocytes est catabolisé en biliverdine, fer et monoxyde de carbone par
I’heme oxygénase (79). La biliverdine est réduite en bilirubine par la biliverdine réductase.
Dans les hépatocytes, la bilirubine libre est conjuguée sous I’action d’une bilirubine-UDP-
glucuronyl-transférase. La bilirubine conjuguée est ensuite excrétée dans I’intestin, via la
veésicule biliaire, ou elle subit une hydrolyse bactérienne. Une fraction minime de bilirubine
libre est réabsorbée par la circulation porte (cycle entéro-hépatique), la majorité étant réduite

par les entérobactéries en pigments biliaires excrétés dans les selles.
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I11-Les porphyries chez I’Homme

Les porphyries recouvrent un ensemble hétérogene d’anomalies enzymatiques
héréditaires ou acquises ayant toutes en commun un trouble du métabolisme des porphyrines.
Chaque type de porphyrie présente un profil d’excrétion urinaire, fécal et plasmatique
specifique.

Les porphyries héréditaires sont un ensemble de maladies métaboliques dues a un
déficit en I’une des enzymes de la voie de biosynthese de I’héme. On distingue porphyries
érythropoiétiques et porphyries hépatiques en fonction du tissu (moelle osseuse ou foie) dans
lequel prédomine le trouble métabolique.

Les différentes porphyries héréditaires sont présentées dans le tableau 1, page 25.

A-Porphyries hépatiques

Le groupe des porphyries hépatiques aigués rassemble la porphyrie aigué intermittente
(acute intermittent porphyria ou AIP en anglais), la coproporphyrie héréditaire, la porphyrie
variegata (variegate porphyria en anglais), et le déficit extrémement rare en ALA
déshydratase nommé porphyrie de Doss. Les porphyries hépatiques aigués se caractérisent
cliniguement par des douleurs abdominales, des troubles neurologiques et des troubles
psychiques. Les patients atteints de coproporphyrie ou de porphyrie variegata peuvent aussi
présenter des troubles cutanés proches de ceux observés dans la porphyrie cutanée.

La porphyrie cutanée se manifeste presque exclusivement par des signes cutanés au
niveau des régions exposées au soleil (face et mains). Crises douloureuses abdominales et
manifestations neurologiques et psychiatriques sont absentes. Apres I’exposition au soleil de
parties non protégées, des vésicules ou phlyctenes plus ou moins douloureuses apparaissent,
cicatrisent lentement, laissant souvent une hyper ou une hypopigmentation. On retrouve
freguemment une fragilité cutanée, une hyperpigmentation et une hypertrichose (région
malaire, front, avants bras). Il existe deux types de porphyries cutanées : le type familial, a
transmission autosomique dominante, avec un déficit généralisé de [I’activité de
I’uroporphyrinogéne décarboxylase et le type sporadique dans lequel le déficit enzymatique
est limité au foie.

La porphyrie hépato-érythropoiétique est tres rare et rencontrée chez des patients

homozygotes pour des alléles associés a un déficit en uroporphyrinogéne décarboxylase.
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Elle associe, dés I’enfance, des Iésions de photosensibilité cutanée mutilantes et une anémie

hémolytique inconstante et d’intensité variable (28).

B-Porphyries érythropoiétiques

La porphyrie érythropoiétiqgue congénitale ou maladie de Giinther (congenital
porphyria ou congenital erythropoietic porphyria, CEP en anglais) associe une coloration
rouge des urines, une photosensibilité severe (Iésions mutilantes fréquentes sur les oreilles, les
doigts et les paupiéres), une hypertrichose, une érythrodontie, une anémie hémolytique
chronique (pouvant nécessiter des transfusions) et une splénomégalie.

La protoporphyrie érythropoiétique (erythropoietic protoporphyria ou EPP en anglais)

sera détaillée plus loin.

C-Porphyries acquises

Les porphyries acquises correspondent a une accumulation de porphyrines ou de
précurseurs suite a une inhibition toxique de certaines enzymes de la biosynthése de I’héme
(85). On les rencontre lors d’intoxication au plomb (saturnisme), le plomb étant un inhibiteur
de I’ALA déshydratase, de la coproporphyrinogene oxydase et de la ferrochélatase, ou lors
d’intoxication a [I’hexachlorobenzéne (fongicide), inhibiteur de [I’uroporphyrinogéne
décarboxylase hépatique. Chez I’Homme, d’autres substances peuvent entrainer une élévation

de la coproporphyrine en particulier les sulfamides, les barbituriques, et I’alcool.

Nous allons ici détailler la protoporphyrie érythropoiétique de I’Homme pour laquelle

la souris, sujet de notre étude, est un trés bon modele.
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D La protoporphyrie érythropoiétique humaine (PPE)

1-Historique

Magnus decrivit en 1961, chez un homme de 35 ans, une photosensibilité majeure
évoluant depuis sa naissance. Si I’excrétion urinaire des porphyrines et des précurseurs était
normale, il mit en évidence de grandes quantités de porphyrine érythrocytaires et fécales (78).
Il donna a cette maladie le nom de protoporphyrie érythropoiétique.

Le caractere familial de I’affection fut mis en évidence en 1963 par Haeger-Aronsen
qui décrivit trois malades et deux porteurs asymptomatiques sur trois générations d’une méme
famille (50). Le déficit en ferrochélatase fut découvert en 1975 (11). Bloomer démontra enfin
que dans trois familles I’'un des parents d’un enfant atteint de PPE avait une activité
ferrochélatase reduite, confirmant ainsi qu’il s’agissait bien de I’anomalie biochimique

fondamentale de la PPE et qu’elle se transmettait selon un mode autosomique dominant (10).

2-Métabolisme de la protoporphyrine IX

Dans les cellules rouges en maturation s’accumulent, durant 1’hémoglobinosynthese,
de faibles quantités de protoporphyrine qui diffusent a travers la membrane des cellules et se
lient aux protéines plasmatiques (albumine, hémopexine). La protoporphyrine, insoluble dans
I’eau, est éliminée a 85% par la bile sans modification, pouvant aussi subir un cycle de
réabsorption entérohépatique. Les 15% restant sont métabolisés en pigments biliaires et
éliminés dans les féces.

La protoporphyrine, trés liposoluble, s’accumule facilement au niveau cutané par
diffusion a partir des capillaires superficiels. Certains auteurs pensent que ce transfert est
photo-induit et que I’accumulation de protoporphyrine est favorisée par la présence, en
guantité importante au niveau cutané, du récepteur « mitochondrial peripheral-type
benzodiazepine » qui lie avec forte affinité la protoporphyrine. Celle-ci absorbe I’énergie
lumineuse a différentes longueurs d’onde, particulierement entre 400 et 410 nm (bande de
Soret). Cette excitation peut entrainer la production d’espéces réactives de I’oxygeéne

responsables de dommages cellulaires et d’une activation de la voie du complément (71).
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3-Clinique

Chez I’Homme, la protoporphyrie érythropoiétique provoque une photosensibilité sous
forme d’épisodes apparaissant dans les minutes ou les heures suivant une exposition solaire et
caractérisés par une sensation de brdlure ou piqdre et un érytheme fugace. On observe parfois
une légere anémie (61).

Dans de rares cas (1 a 3 % des malades) une insuffisance hépatocellulaire majeure et brutale
peut se développer, qui peut nécessiter une transplantation hépatique (48, 49). L’autopsie des
patients décédés d’atteinte hépatique montre un foie noir, finement nodulaire.
Histologiquement, on note une cirrhose avec une fibrose biliaire et des dépdts massifs de
protoporphyrine dans les cellules de Kipffer, les hépatocytes et les canalicules et canaux
biliaires (62).

4-Diagnostic

Les éléments qui permettent de poser un diagnostic sont : la concentration normale des
porphyrines urinaires, un taux de protoporphyrine érythrocytaire tres élevé et une activité

résiduelle de la ferrochélatase inférieure a 50% (85).

5-Traitement

Contre la photosensibilité, seul le B caroténe semble efficace dans 80% des cas. Pour
éviter I’apparition de lésions hepatiques, il est possible de réduire la production de
protoporphyrine par un apport oral de fer, I’injection d’héme ou des transfusions sanguines,
de favoriser I’élimination hépatique de la protoporphyrine par I’administration de sels
biliaires ou d’interrompre la circulation entérohépatique par le cholestyramine ou le charbon
activé (61). Ces différents traitements n’ont cependant jamais clairement prouvé leur
efficacité, et la derniere ressource thérapeutique en cas de lésion grave du foie reste la

transplantation hépatique.
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6-Génétique

Le géne de la ferrochélatase a été cloné et localisé sur le bras long du chromosome 18
en 21.3. 1l s’agit d’un gene nucléaire unique de 11 exons qui s’étend sur environ 45 kb. Il
posséde un promoteur qui régule son expression ubiquitaire et érythroide (61). Plus de
soixante mutations trés variées dans le géne de la ferrochélatase (substitutions, décalage du
cadre de lecture suite a des insertions/délétions, erreurs d’épissage, mutations non sens
affectant tous les exons et leurs jonctions) ont été rapportées jusqu’ici (47). Le mode de
transmission est le plus souvent dominant.
Les patients sont, en général, porteurs a la fois d’un allele muté non fonctionnel et d’un alléle
normal a faible niveau d’expression (44, 45, 46). Un mode de transmission récessif a été
décrit dans quelques cas (65, 100).

L’influence de genes modificateurs sur le cours de la maladie est suggérée par
I’existence, au sein d’une méme famille, de patients portant la méme mutation et présentant

cependant des phénotypes de gravité différente (47).
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Tableau 1
Les porphyries héréditaires chez I’Homme.

PORPHYRIE TRANSMISSION ENZYME PRINCIPALES
DEFICITAIRE MANIFESTATIONS
en % de I’activité normale
PORRAYHT S HRR NUUES
ePorphyrie Cutanée Familiale AD UROdécarboxylase(50%)  signes cutanés
ePorphyries Aigués :
-PAintermittente) AD PBG désaminase (50%)  crises neuroviscérales
-Coproporphyrie AD COPRO oxydase (50%)  crises neuroviscérales+signes cutanés
-Porphyrie Variégata AD PROTO oxydase (50%) crises neuroviscérales+signes cutanés
-Porphyrie de Doss AR ALA déshydrase (<10%) crises neuroviscérales
PORPHYRIES
ERYTHROPOIETIQUES AD ferrochélatase (25-50%)  signes cutanés
-Protoporphyrie
Erythropoiétique
AR UROsynthétase (<10%) signes cutanés + hémolyse
-Porphyrie Erythropoiétique
Congénitale
PORPHYRIE HEPATO- AR URO décarboxylase (<10%) signes cutanés + hémolyse
ERYTHROPOIETIQUE

AD: autosomique dominant

AR: autosomique récessif
(%): pourcentage d’activité résiduelle de I’enzyme

D’apres Gouya (47)
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IV-Les porphyries chez les animaux

Les porphyries représentent un groupe d’enzymopathies présentes chez I’Homme mais
aussi chez différentes espéces animales. Aucune d’entre elles n’a été décrite chez une espece
sauvage, probablement parce qu’elles constitueraient un grave handicap pour I’animal atteint.
Il existe cependant une exception a cette constatation. L’Ecureuil fauve (Sciurus niger)
présente de facon constitutive un état porphyrique sans consequence pour la survie de
I’espéce.

D’autre part, il est connu depuis longtemps que les porphyrines sont présentes de
facon naturelle dans des tissus animaux tels que la coquille des ceufs de poule, les os des
embryons de mammiféres ou encore le liquide amniotique de certaines espéces (29). Il est
aussi habituel de retrouver des traces de porphyrines dans le duvet de certaines especes
d’oiseaux (124).

A-Porphyries congénitales spontanées chez les animaux

1-Porphyrie érythropoiétique congénitale

a-L’Ecureuil fauve

Les eécureuils < fauves presentent de facon constitutive une accumulation
d’uroporphyrine | dans les 0s qui prennent une teinte rouge. Les urines, exposées a la lampe
de Wood (lumiére ultraviolette) présentent une fluorescence dans le rouge a pH acide. Les
porphyrines que I’on retrouve dans I’urine sont I’uroporphyrine | et la coproporphyrine 1. De
méme les os et I’urine d’une autre espéce d’écureuils américains, le « Chipmunk » (Tamias
striatus) présentent une coloration rose due a I’accumulation de porphyrine (119). L’activité
de I’'uroporphyrinogene 111 synthétase est considerablement réduite dans le sang, le cceur, le
foie, la rate et le rein des écureuils fauves comparée a celle de I’Ecureuil gris (Sciurus
carolinensis) de méme que dans la moelle (69). En I’absence d’activité suffisante de
I’enzyme, I’hydroxyméthylbilane est transformé spontanément en uroporphyrinogene | qui en
présence d’air et de lumiere (ou d’acide) s’oxyde en uroporphyrine | fluorescente.
L’uroporphyrinogene | produit par décarboxylation le coproporphyrinogene | qui est ensuite

oxydé en coproporphyrine hydrosoluble.
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Tous les écureuils fauves semblent présenter cette porphyrie érythropoiétique congénitale
analogue a la maladie de Ginther de I’Homme.

Les écureuils gris pourtant tres proches phylogénétiquement ne sont pas atteints.
Contrairement aux hommes atteints de maladie de Glinther, les écureuils fauves ne souffrent
d’aucune photosensibilité ou anémie (69) et la porphyrie constitutive ne semble donc pas
représenter un handicap pour I’espéce. On ignore si elle représente un avantage sélectif qui

pourrait expliquer qu’elle ait été conservée et fixée dans I’espece entiére.

b-Le Chat domestique

Deux syndromes, apparemment distincts, de porphyrie érythropoiétique congenitale

ont été décrits chez le Chat domestique (Felis catus). Le premier cas, décrit en 1964 par
Gerald Tobias (118), était un chaton de type européen, noir et blanc, de trois mois et demi,
présentant une coloration brun péale des dents de lait puis des dents définitives et une
coloration sanguine des urines. Sous lampe ultraviolette les dents ont présenté une
fluorescence rouge. L’analyse des urines a révélé de grandes quantités d’uroporphyrine, de
porphobilinogene et de coproporphyrine. Un des trois fréres de portée de ce chaton présentait
le méme tableau clinique. Aucun des deux, maintenus en permanence a l’intérieur, ne
présentait de photosensibilité.
En croisant la mere des chatons, également atteinte, avec quatre chats sains non apparentés, il
a été possible de construire un pedigree destiné a déterminer le mode de transmission de la
maladie. L observation de chatons atteints dans la descendance a conduit a I’hypothése d’une
transmission autosomique dominante alors qu’elle est autosomique récessive chez I’Homme.
En effet, compte tenu de la rareté la maladie dans I’espece féline il était peu probable que les
guatre chats sains, non apparentés a la malade et utilisés pour les croisements aient été
hétérozygotes pour I’alléle délétére de la maladie (43).

Le second cas, trés différent du premier d’un point de vue clinique, a été décrit dans un
pedigree de chats siamois (41). Ce pedigree consistait en une femelle atteinte, accouplée a son
frere indemne, ayant donné naissance a une portée de 5 individus : deux chatons morts a la
naissance de statut inconnu et trois méles dont deux atteints. Les animaux atteints présentaient
une coloration brun-rouge de I’urine, des os et des dents. Cependant, contrairement au cas
décrit par Tobias chez un chat européen, ces siamois présentaient un état léthargique avec une
anémie macrocytaire et hypochrome associée a une anisocytose, a une poikilocytose et a la

présence d’hématies nucléées.
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Ils présentaient également une atteinte rénale sévere avec une hypercellularité mésengiale, des
Iésions ischémiques des tubules et une urémie.

Les quantités d’uroporphyrine | et de coproporphyrine | excrétées dans les urines et les feces
étaient beaucoup plus élevées que chez le chat européen et les animaux présentaient une
hépatomégalie et une splénomégalie. Tous les tissus examinés (rein, foie, rate, poumon, cceur,
pancréas, intestin, testicule...) présentaient une accumulation anormale plus ou moins sévére
de porphyrines. L’absence de caractérisation moléculaire de la mutation dans ces deux
pedigrees ne permet pas de savoir si la différence de phénotype était due a des mutations
différentes dans des genes différents ou bien a des mutations voisines dont les conséquences

cliniques étaient modulées par un effet de la race.

c-Le Lapin

Un unique cas de porphyrie ne résultant pas d’une intoxication a été rapporté en 1991
chez le Lapin (99). L animal, un lapin blanc de race Néo-Zeélandaise entretenu en animalerie
de laboratoire est décédé d’une septicémie a Pasteurella multocida. A I’autopsie une couleur
rouge des dents et des os a été observée, associée a une fluorescence rouge intense sous
lumiére de Wood. Un échantillon d’urine prélevé dans la vessie a permis de mettre en
évidence une grande quantité d’uroporphyrine et de coproporphyrine. La concentration
urinaire normale en acide aminolévulinique et en porphobilinogene a permis de rejeter
I’hypothese d’une porphyrie d’origine toxicologique. L’ensemble des données anatomo-

pathologiques permet de suspecter un cas de porphyrie érythropoiétique congeénitale.

d-Le Porc

Une coloration brun rouge des os et des dents sur la carcasse d’un porc charcutier ne
présentant pas de lésion de photosensibilité est décrite pour la premiére fois 1911 (57). Les
premiers cas de porcs vivants présentant les symptdmes de porphyrie érythropoiétique
congénitale ont été rapportés en 1944 en Nouvelle-Zélande (18). Les animaux atteints
présentaient une coloration des os et des urines due a la présence d’uroporphyrine | et de
coproporphyrine | mais pas de photosensibilité. La transmission était probablement
autosomique dominante. Des études ultérieures ont permis de confirmer le mode de
transmission autosomique dominant de I’anomalie décrite chez des porcs danois descendants
tous d’un unique verrat (60). Sur les recommandations du vétérinaire contréleur les animaux

atteints ne furent plus utilisés pour les croisements et la mutation danoise fut éliminée.
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En 1980, un syndrome similaire fut décrit chez quatorze des 200 descendants d’un
verrat Duroc, au Japon (127). La prévalence de 14/200, trop basse pour signer un mode de
transmission autosomique dominant, fut interprétée comme le signe d’une transmission
autosomique récessive. Les animaux, en plus du tableau clinique habituel (coloration brun-
rouge des os et des urines), présentaient une anémie sévere avec anisocytose, poikilocytose et
un retard de croissance variable selon les individus.

Enfin, en 1995 un cas mixte de porphyrie est décrit a partir de la carcasse d’une
femelle Landrace belge (96). A I’abattoir la carcasse avait été écartée de la vente a cause de la
coloration anormale de plusieurs organes. L’accumulation d’isomeres | des porphyrines
proportionnellement plus importante que celle des isomeres Ill, la présence de nombreux
produits de décarboxylation dans les tissus ainsi que I’accumulation de protoporphyrine dans
de nombreux organes suggérent une défaillance de I’uroporphyrinogene-lil-synthétase et de
I’uroporphyrinogéne décarboxylase, associée a une inhibition de la ferrochélatase. Cependant,
I’absence de dosage de I’activité des enzymes de la voie de biosynthese de I’heme ne permet
pas de conclure de facon formelle. Aucun autre cas n’a été signalé par le propriétaire de
I’animal. De plus, I’absence de registre des maladies dans la ferme d’origine de la truie a

compromis la mise en place d’une étude familiale.

e-Les bovins

Une forme rare, autosomique récessive (38), de porphyrie érythropoiétique
congénitale a été rapportée chez les bovins en 1936 au Swaziland (39) mais les premiéres
descriptions d’une coloration rouge des os chez des bovins apparaissent au debut de
vingtieme siécle dans la littérature vétérinaire (102). Par la suite, des cas de maladie de
Gunther ont été décrits dans plusieurs races bovines, dans plusieurs pays (4, 59, 117). Ces
différents cas ne semblent pas résulter d’un effet fondateur, les animaux atteints appartenant a
des races pures établies depuis longtemps. L’intensité des symptomes varie beaucoup d’un
animal a I’autre. Les veaux atteints ne se développent pas bien, spécialement apres le sevrage.
Les trois symptdmes prédominants sont la photosensibilité, I’anémie et une coloration rouge
des urines. La majorité des veaux atteints présentent une anémie hémolytique a la naissance,
accompagnee d’une acidose métabolique sévére et de faiblesse (83). Si le climat est ensoleillé
ils développent des lésions de photosensibilité localisées aux régions glabres ou couvertes de
poils blancs. Ces lésions inflammatoires, crolteuses et ulcérées régressent lorsque les

animaux sont soustraits aux rayons solaires. La fertilité des femelles est réduite.
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L’oestrus est peu marqué et les ovaires sont de petite taille. Les hétérozygotes ne présentent
aucun symptéme de porphyrie (59).

Le diagnostic peut s’effectuer en mesurant les taux d’uroporphyrine | et de coproporphyrine I,
tres éleves dans les urines. L’activité de I’uroporphyrine 111 synthétase est trés réduite (68).
L’ activité enzymatique des hétérozygotes porteurs asymptomatiques est intermédiaire entre

celle des individus témoins sains et des animaux atteints (97).

f-Le Chien

Un cas isolé de coloration rose des dents associée a une fluorescence sous lampe de
Wood a été observeé en 1962 sur un chien de race Labrador (86). Cette coloration rose s’est
ensuite transformée en brun et la fluorescence s’est estompée. La localisation du pigment dans
les dents ainsi que sa fluorescence étaient caractéristiques des porphyrines. Aucune
fluorescence des urines ni de la moelle osseuse n’ont été detectées. Aucune autopsie ni
analyse biochimique n’ont été effectuées, ne permettant pas de conclure de facon certaine a
une porphyrie qu’elle soit de type congénitale ou toxique. L’animal, conservé par son

propriétaire, ne semble pas avoir eu de descendants.

2- Protoporphyrie érythropoiétique

a-Le Poulet

Des cas sporadiques de protoporphyrie érythropoiétique ont été rapportés aux Etats
Unis (52) et au Japon (107). L’accumulation de protoporphyrine dans le foie (hépatocytes,
cellules de Kipffer, macrophages périportaux et canaux biliaires) et la vésicule biliaire est
typiquement détectée lors d’examens histologiques consécutifs a I’observation de foies bruns-
verts lors de I’abattage des volailles.

b-Les bovins

En 1977, Ruth, Schwartz et Stephenson décrivent pour la premiere fois un modeéle
animal de protoporphyrie érythropoiétique (98). Ils décrivent des symptdmes de
photosensibilité chez quatre veaux et une vache, nés d’un méme géniteur male d’origine
européenne et de femelles lui étant apparentées. Quelques jours apres la naissance les quatre
veaux évitaient le soleil et recherchaient I’ombre. Au bout de quelques semaines ils ont
présenté des lésions cedémateuses et crolteuses associées a un érytheme et a une alopécie,

autour du mufle, sur les oreilles et le dos.
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Des échantillons de sang prélevés sur les cing animaux ont émis une fluorescence rouge
intense lorsqu’ils ont été exposés a une lumiere proche de I'ultraviolet. Les taux de
protoporphyrine mesurés dans les globules rouges et les feces des animaux atteints se sont
révélés extrémement élevés (de 35000 a 46000 ug/100ml dans les globules rouges comparés
aux 100 a 310 pg/100ml des parents et d’animaux sains et de 21 a 2650 pg/g de feces
comparés aux 1,2 a 4,2 ug/g relevés chez les parents et les animaux sains). L’activité
résiduelle de la ferrochélatase, mesurée dans le foie, la rate, le cceur, le rein et le poumon était
de 5 a 20 % chez les malades et d’environ 50 % chez les parents ce qui suggére sans
ambiguité un mode de transmission autosomique récessif alors qu’il est autosomique
dominant chez I’Homme.

En 1982, des mesures de I’activité de la ferrochélatase, effectuées sur des cultures de
fibroblastes de peau et du foie total issus de bovins protoporphyriques, de leurs parents et de
vaches saines confirment le mode de transmission autosomique récessif (9).

Des études d’immunochimie portant sur la mesure du poids moléculaire de I’enzyme
purifiée issue de bovins normaux et protoporphyriques et la reconnaissance par des anticorps
polyclonaux de lapins de la protéine ferrochélatase ont suggéré que le défaut de I’enzyme, qui
conduisait a la réduction de son activité catalytique, n’affectait pas sa structure et résultait
probablement d’une mutation ponctuelle dans le gene codant pour I’enzyme (8, 112).

Enfin la protoporphyrie érythropoiétique chez les bovins ne semble pas étre associée
au dysfonctionnement hépatique sévere que I’on rencontre parfois chez I’Homme. Ceci
pourrait s’expliquer par le flux d’acides biliaires plus important chez les bovins que chez
I’THomme qui permettrait une excrétion plus efficace de la protoporphyrine (7).

En 1995 la séquence du géne de la ferrochélatase bovine a été déterminée. Le gene
s’étend sur plus de 45000 pb et compte 11 exons. La séquence du gene bovin est identique a
86% avec la séquence du géne humain (106). L’utilisation d’hybrides somatiques rongeur-
bovin a permis de localiser, en 1997, le gene de la ferrochélatase bovine sur le chromosome
24 (2).

En 1998, a été identifiée la premiere mutation du géne de la ferrochélatase bovine
associée a la maladie. Contrairement a ce qu’avaient prédit les études d’immunochimie, il
s’agit d’une transversion au nucléotide 1250, dans le onzieme exon du gene qui change un
codon stop en une leucine (TGA— TTA) et rallonge la protéine mutée de 27 acides aminés

supplémentaires (58).
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La protoporphyrie érythropoiétique bovine a été décrite une fois chez des individus de
race Blonde d’Aquitaine (101) et le plus souvent chez des individus de race Limousine (5, 13,
88).

B- Les modeles de porphyries chez les animaux de laboratoire

1- Porphyrie cutanée familiale

La mutation URO-D deficiency de la Souris

La porphyrie cutanée humaine, porphyrie la plus répandue chez I’Homme, regroupe
deux entités cliniques. La porphyrie cutanée familiale, qui représente un tiers des cas, se
transmet de facon autosomique dominante, est caractérisée par une activité de
I’uroporphyrinogene décarboxylase réduite de moitié dans tous les tissus et par une
accumulation de porphyrines localisée au foie. La porphyrie cutanée sporadique, qui
représente deux tiers des cas, est caractérisée par une activité de I’uroporphyrinogene
décarboxylase (URO-D) diminuée uniquement dans le foie, en I’absence de mutation dans le
gene codant pour I’enzyme. 1l est de plus remarquable que les individus portant une mutation
dans le gene URO-D ne développent pas tous la maladie. Plusieurs facteurs autres que la
mutation du gene URO-D favorisent I’apparition des symptdémes : consommation d’alcool,
infection par le virus de I’hépatite C, prise orale d’cestrogénes, homozygotie pour une
mutation dans le gene responsable de I’hémochromatose (HFE). Dans tous les cas une
accumulation de fer est constatée chez les patients développant des symptémes cliniques de
porphyrie (14).

Afin de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie, un modele animal
devenait nécessaire. En 2001, une lignée de souris a été établie dans laquelle le gene URO-D
a été inactive par recombinaison homologue dans les cellules souches embryonnaires (ES).
L’exon 6 du géne a été remplacé par une séquence exogene contenant le gene de résistance a
la néomycine (neo) (89). Les souris homozygotes pour la mutation, donc dépourvues
d’activité URO-D meurent in utero. Les hétérozygotes (URO-D +/-), tout comme les humains
hétérozygotes, ne présentent pas de phénotype. Des injections de fer couplées a
I’administration orale d’acide aminolévulinique permet de générer chez ces souris

hétérozygotes un phénotype porphyrique en trois semaines.
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En croisant des souris URO-D +/- avec des souris HFE -/- on obtient des souris URO-D +/-,
HFE -/- qui développent un phénotype porphyrique vers I’age de 14 semaines, associant une
excrétion urinaire de porphyrines 40 fois supérieure a celle de souris saines et une

accumulation de porphyrines au niveau du foie.

2- Porphyrie hépato-érythropoiétique

La mutation yguem du Poisson-zébre

La porphyrie hépato-érythropoiétique est tres rare chez I’Homme et correspond a des
cas homozygotes de porphyrie cutanée. Le deficit en URO-D est de plus de 70% alors qu’il
n’est que de 50% environ dans la porphyrie cutanée familiale. Le seul modele animal
disponible est la mutation yquem du Poisson-zebre (Danio rerio), obtenue aprés mutagénese
chimique a I’éthynitrosourée (ENU), un puissant agent alkylant largement utilisé chez le
Poisson-zebre et surtout la souris pour produire a haute fréquence de nouvelles mutations (51,
93). Il s’agit d’une mutation ponctuelle (M38R) dans le géne URO-D (122). Les poissons
hétérozygotes pour la mutation ne présentent pas de phénotype. Les poissons homozygotes
pour la mutation meurent a I’état embryonnaire d’une destruction photo-induite de leurs
cellules sanguines devenues auto-fluorescentes suite a I’accumulation de porphyrine dans leur
cytoplasme. L’activité enzymatique de I’URO-D est réduite de 64% chez les homozygotes et
de 33% chez les hétérozygotes. Les porphyrines retrouvées en majorité dans le corps des
homozygotes sont I’uroporphyrinogene | et 11 ainsi que la 7-carboxylate porphyrine. Il est
nécessaire de souligner I’intérét des poissons hétérozygotes pour la mutation, qui ne
présentent pas le phénotype porphyrique mais dont I’activité enzymatique résiduelle de
I’lURO-D n’est que de 67%. Ils peuvent étre trés utiles & I’étude des interactions geéne-

environnement si importantes dans la porphyrie cutanée familiale.

3- Porphyrie aigué intermittente

La mutation Pbgd deficiency de la Souris

Afin de mieux comprendre la survenue des crises de porphyries lors de porphyrie
aigué intermittente chez I’Homme, un modele de la maladie a été développé chez la Souris
(73).
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Le géne PBGD (porphobilinogéne désaminase) a été inactivé par recombinaison homologue
en insérant dans le troisieme exon du gene une séquence exogene contenant le géne neo. Les
souris hétérozygotes pour la mutation présentent les caractéristiques biochimiques typiques de
la maladie : diminution de I’activité de I’enzyme PBGD, augmentation de I’activité de la
delta-acide aminolévulinique synthétase et excrétion urinaire massive d’acide delta-
aminolévulinique apres traitement avec une substance inductrice de I’ALA-synthétase, telle
que le phénobarbital. Les tests comportementaux ont révelé une diminution de I’activité
motrice des souris. L histologie a permis de mettre en évidence une neuronopathie d’origine

axonale associée a une atrophie musculaire d’origine nerveuse (72, 73).

4- Porphyrie variegata

La mutation R59W PPOX de la Souris

La porphyrie variegata est une maladie génétique autosomique dominante tres rare

(prévalence de I’ordre de 0,5 pour 100000 personnes en Grande Bretagne), excepté en Afrique
du Sud ou elle représente I’une des maladies génétique les plus fréquentes parmi les immigrés
européens (prévalence de I’ordre de 6 pour 1000 personnes). Il semblerait que tous les
malades descendent d’un ancétre commun, une femme hollandaise émigrée en 1688 et
porteuse de la mutation R59W dans le géne de la protoporphyrinogéne oxydase. Cette
mutation ponctuelle (C vers T) transforme une arginine en tryptophane en position 59 dans la
protéine (31).

Gréce a la technique de mutagenese ciblée par recombinaison homologue, un modéle
de porphyrie variegata a été obtenu chez la Souris de laboratoire. La mutation humaine R59W
a été insérée dans le gene de la protoporphyrinogéne oxydase de la Souris. La mutation, tout
d’abord introduite dans le génome d’une souris 129/Sv a par la suite été transférée par
croisements successifs dans le fonds génetique C57BL/6. L activité de I’enzyme dans le foie
des souris hétérozygotes pour la mutation est d’environ 50% de la normale. Les urines et les
féces contiennent d’importantes quantités de précurseurs de I’heme, tout comme chez
I’Homme, en phase quiescente de la maladie. Lorsque les souris recoivent un régime
supplémenté en acide aminolévulinique, il est possible de mimer le profil d’excrétion des

porphyrines observé chez I’Homme lors des crises aigués de porphyrie variegata (80).
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5- Porphyrie érythropoiétique congénitale
La Souris

Bien qu’annoncé depuis plusieurs années, il n’existe pas encore, chez la Souris, de
modele de la maladie de Giinther (27, 90).

6- Protoporphyrie érythropoiétique

a-La mutation dracula du Poisson-zébre

Un modele de protoporphyrie érythropoiétique a été identifie chez le Poisson-zébre
suite a une expeérience de mutagenese a ’ENU (123). Les animaux homozygotes pour une
mutation d’épissage dans le géne de la ferrochélatase présentent une hémolyse induite par la
lumiére, une hépatopathie et une accumulation intense de protoporphyrine IX dans tous les
tissus (17).

b-La mutation ferrochelatase deficiency de la Souris

En 1991 est décrite pour la premiéere fois une mutation dans le géne de la
ferrochélatase chez la Souris de laboratoire. Cette mutation, baptisée ferrochelatase
deficiency, symbole Fech ™P* (notée f dans la suite du texte) est apparue lors d’un
programme de mutagenese chimique a I’ethylnitrosourée (ENU) conduit dans I’Unité de
Génétique de Mammiferes de I’ Institut Pasteur de Paris dirigée par le Dr Jean-Louis Guénet.

b-1-L’expérience de mutagenése

Des males d’une lignée consanguine, homozygotes pour huit mutations récessives de
couleur de pelage, ont été mutagénisés par injection intra-péritonéale d’éthylnitrosourée a la
dose de 250 mg/kg (Sigma Chemical C.O. St Louis MO). Ces males ont été accouplés avec
des femelles des lignées consanguines 129/Sv et BALB/c pour produire une série de
pedigrees indépendants. Les descendants males de ces croisements, hétérozygotes pour
certaines des mutations récessives induites chez les individus mutagénisés, ont été accouplés a
leur tour avec des femelles de la lignées BALB/c (albinos), puis avec plusieurs de leurs filles
issues de ces croisements, dans le but de produire des individus homozygotes pour I’une ou

I’autre des mutations induites.
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b-2-La découverte de la mutation

L’un de ces croisements en retour a produit un jour une portée de dix souriceaux dont
trois présentaient une pigmentation jaune des oreilles, du sérum et des urines. La coloration
jaune discrete des oreilles, détectable grace a I’absence de pigmentation de ces souris albinos,
serait peut étre passée inapercue si ces souris n’avaient pas fait I’objet d’une étude
sérologique systématique en vue de rechercher de nouveaux phénotypes mutants. La
préparation du sérum mit en évidence une coloration jaune-orangée intense chez ces trois
individus (121).

Afin de déterminer si cette anomalie était héritable les individus atteints ont été croiseés
avec des souris BALB/c de phenotype normal. Tous les individus F1 obtenus ont présenté un
phénotype normal. Les F1 accouplés entre eux ont produit des individus F2, males et
femelles, dont environ 25% ont présenté une coloration jaunes des oreilles, du sérum et des
urines. Les 75% restants avaient un phénotype normal. Ces observations et ces proportions
étaient compatibles avec un mode de transmission autosomique recessif.

Par la suite, des croisements répétés avec la lignée consanguine BALB/c furent réalisés dans
le but d’avoir une colonie sur un fonds génétique proche de cette lignée albinos tres
commune.

La mutation est encore entretenue dans I’Unité de Génétique des Mammiferes par des

croisements frére-sceur stricts entre hétérozygotes +/f.

b-3-Phénotype de la mutation ferrochelatase deficiency
Le phénotype de la mutation a été initialement décrit en 1991 par Tutois et

collaborateurs (120).

Clinique :

Les individus homozygotes f/f présentent un sérum de couleur jaune intense et des
urines également tres colorées. Cette coloration du sérum est suffisamment intense et
specifique pour permettre d’identifier les homozygotes sur la base de ce seul critére.

L’ictere est visible chez les souris non pigmentées, au niveau des oreilles, des pattes et des
parties génitales (figure 6). Les individus homozygotes exposés, dans les conditions d’élevage
standard, a la lumiere de tubes fluorescents, développent souvent des lésions de

photosensibilité, inflammatoires voire ulcéreuses sur le dos et les oreilles.
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Dans la description originale, les jeunes homozygotes f/f ne présentaient aucune
différence de taille ou de poids comparés aux souriceaux sauvages de la méme portée. lls ne
présentaient pas non plus de retard de croissance.

Les caractéristiques ont évoluées au cours des générations et les homozygotes présentent
actuellement un retard de croissance significatif.

La fertilité est réduite dans les deux sexes.

Les animaux de plus de trois mois présentent une dilatation abdominale importante
(figure 6). Le foie, de trés grande taille, fortement pigmenté en brun-noir est visible par
transparence a travers la paroi abdominale.

A I’autopsie on observe un foie et une rate hypertrophiés. Dans la description originale
du phénotype, le poids du foie représentait 7,36 % + 2,84 (moyenne * erreur standard) du
poids du corps pour les homozygotes alors qu’il n’atteignait que 4,39 % + 0,06 chez les
hétérozygotes. Le poids de la rate représentait 1,29 % + 0,07 du poids corporel pour les
homozygotes alors qu’il n’était que de 0,79 % + 0,03 chez les hétérozygotes. Ces différences
sont statistiquement significatives a respectivement p<0.001 et p<0.01 pour 6 souris
homozygotes et 7 souris hétérozygotes analysées.

Les hétérozygotes présentent parfois un léger ictere a trois semaines, il disparait a

I’age adulte; ils ne sont pas photosensibles et leur sérum, leur foie et leur rate sont normaux.

Figure 6 : Photographie d’une souris homozygote f/f méle agée de 4 mois

Hématologie :
Les animaux homozygotes f/f présentent une anémie normocytaire, hypochrome,

régenérative avec un taux élevé de réticulocytes (14% chez les homozygotes f/f contre 3%
chez les hétérozygotes +/f et les souris normales +/+). Les érythrocytes sont hétérogénes en

taille (anisocytose) et ont une densité moyenne inférieure a la normale.
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Biochimie :

Les animaux f/f ont un taux de bilirubine totale plasmatique tres élevé compareé a celui
des témoins +/+ (137 £+ 54 umol/l pour les homozygotes f/f contre 2,33 + 0,52 pumol/l pour les
hétérozygotes).

Les phosphatases alcalines (PAL) ainsi que les transaminases hépatiques (ALAT et
ASAT) ont des taux également tres éleves chez les mutants.

Le taux de protoporphyrine IX est augmenté dans les érythrocytes, le plasma, le foie,
les feces.

Le niveau d’activité résiduel de la ferrochélatase est d’environ 50% chez les
hétérozygotes +/f et de 2,7 & 6,3% chez les homozygotes f/f dans la rate.

Histologie :
L’examen histologique de la rate et de la moelle osseuse révele une hyperplasie

érythroide.

Le foie présente une fibrose portale et periportale sans modification notoire de la morphologie
des hépatocytes, ainsi qu’une accumulation intense de pigment brun dans les hépatocytes, les
cellules de Kiupffer, les canalicules et les canaux biliaires. Certains espaces portes sont

infiltrés par des cellules mononucléées.

Physiopathologie :

L’ictere et la coloration jaune du sérum s’expliquent par I’accumulation de
protoporphyrine dans le foie qui conduit & un dysfonctionnement hépatobiliaire sévere. La
protoporphyrine libérée dans la circulation sanguine apres la destruction des érythrocytes qui
en sont surchargés est éliminée par le foie, en partie sous forme de bilirubine et en partie sous
forme native, dans la bile. Les capacités d’élimination du foie sont rapidement dépassées. La
protoporphyrine insoluble s’accumule alors dans le foie et précipite sous forme de cristaux
dans les canaux biliaires, conduisant au développement d’un ictére post-hépatique. Un ictére
hépatique survient par toxicité hépatocytaire du pigment. Le foie ne peut plus assurer, entre
autres, I’élimination de la bilirubine qui s’accumule et colore en jaune tous les tissus. La
teneur élevée en sels biliaires et en protoporphyrine de la bile des souris f/f pourrait expliquer
la fibrose biliaire observée (81).

La rate est augmentée en taille suite a une hyperplasie érythroide et probablement a la
destruction accélérée des hématies. dont la membrane -est fragilisée par:I’accumulation de

protoporphyrine.
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Cette hemolyse accrue est responsable d’une anémie normocytaire avec taux de réticulocytes
élevé.

La baisse de fertilité semble plus étre due au mauvais état genéral des animaux plutét
qu’a une toxicité spécifique du pigment.

Les troubles de la photosensibilité sont dus a I’accumulation de protoporphyrine dans
le plasma et au niveau de la peau. La protoporphyrine est fluorescente et absorbe la lumiere
grace aux doubles liaisons de sa structure. Les mécanismes de la phototoxicité passent
vraisemblablement par la formation d’oxygéne singulet, forme active de I’oxygene
moléculaire capable de provoquer de nombreuses lésions intracellulaires par I’intermédiaire
de processus de peroxydation (16).

Enfin, le dysfonctionnement hépatique est responsable d’un déréglement du
métabolisme des lipides conduisant a une hyperlipidémie et au développement de Iésions
d’athérosclérose (6).

Analyse moléculaire :

En 1990 la séquence codante du gene de la ferrochélatase de la souris a été clonée et
séquencée (115). L’ADNc du géne a été isolé d’une banque d’expression d’ADNCc de cellules
MEL (mouse erythroleukemia cells) par criblage avec un anticorps polyclonal dirigé contre
I’enzyme. Cet ADNc s’étend sur 1260 paires de bases.

Le géne de structure de la ferrochélatase a été localisé par I’Unité de Génétique des
Mammiféres en région distale du chromosome 18 de la souris a I’aide d’un croisement
interspécifique. Cette région est homologue a celle du chromosome 18 de I’homme dans
laquelle le gene humain avait été localisé.

En séquencant I’ADNc de souris homozygotes pour la mutation, Boulechfar et
collaborateurs ont identifié, en 1993, une substitution T—A au nucléotide 293, dans le géne
codant pour la ferrochélatase. Elle entraine le remplacement d’une méthionine par une lysine
en position 98 dans la protéine (12). Cette transversion est responsable de la diminution de
I’activité de la ferrochélatase chez les souris ferrochelatase deficiency (12). Cette mutation
supprime un site de restriction de I’enzyme BspHI (5’-TCATGA-3’) ce qui a permis le
développement d’un test de génotypage pour I’identification des animaux +/+, +/f et f/f . Un
fragment d’ADN entourant ce site est amplifié par PCR a I’aide d’oligonucléotides
specifiques. Le produit d’amplification est ensuite digéré par I’enzyme BspHI. Seuls les

fragments issus de I’amplification de I’alléle non muté sont digérés.
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En 1999, Taketani et collaborateurs ont décrit la structure et la régulation
transcriptionnelle du gene codant pour la ferrochélatase de la souris (114). Le géne s’étend sur
25 kilobases (kb) et comporte 11 exons et 10 introns.

L’exon 1 comporte la région 5’non traduite et les 23 premiers codons codants pour les 23
premiers acides aminés. L’exon 11 code pour les 10 derniers acides aminés et comporte la
totalité de la région 3’non traduite. Les introns varient en taille de 0,4 a 4,5 kb. La structure
générale du géne de la ferrochélatase de souris est trés similaire a celle du géne de la

ferrochélatase humaine.

Thérapeutigue :

Thérapie cellulaire :

L’une des solutions envisagées pour traiter la protoporphyrie érythropoiétique chez la

Souris, en vue d’applications futures chez I’Homme, est la greffe de moelle de souris
normales a des souris mutantes. En effet, I’exces de précurseur de I’hnéme qui s’accumule dans
cette porphyrie érythropoiétique provient majoritairement des érythrocytes, contrairement a ce
qui ce produit dans les porphyries hépatiques ou le site prépondérant de production de
porphyrines est le foie. La greffe hépatique, solution ultime chez les patients ayant déclaré
une insuffisance hépatique n’est qu’un palliatif temporaire. Le traitement idéal consisterait en
une greffe hépatique couplée a une greffe de moelle. Cependant la faisabilité des greffes de
moelle, chez I’Homme, dépend en grande partie de la disponibilité d’un donneur histo
compatible. Le bénéfice potentiel des greffes de moelle dans le cas de protoporphyrie
érythropoiétique devait étre testé dans un animal modéle.
Des expériences préliminaires non publiées, réalisées en 1993 en collaboration entre 1I’Unité
de Génétique des Mammifeéres, le laboratoire d’Hématologie de I’Hbépital Henri Mondor et le
Centre Frangais des Porphyries, indiquaient qu’une greffe de cellules de moelle osseuse
normales permettait de réduire les anomalies hématologiques et biochimiques de souris
homozygotes agées de deux mois sans pourtant améliorer les anomalies histologiques du foie,
qui s’installent tres précocement.

En I’an 2000, Fontanellas et collaborateurs ont montré I’efficacité d’une telle greffe
chez la souris ferrochelatase deficiency (37). La greffe de moelle osseuse de souris +/+ a des
souris f/f agées de 21 a 28 jours, préalablement irradiées a une dose létale, permet une
diminution significative du taux de protoporphyrine érythrocytaire. Lorsque la greffe est
effectuée chez de jeunes souris, elle permet de plus d’éviter les complications hépatobilaires

et de diminuer I’accumulation de la protoporphyrine dans le foie (37).
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Thérapie génique :

L utilisation de la greffe de moelle chez des patients protoporphyriques, a risque de
décompensation hépatique, est limitée par la compatibilité tissulaire entre donneur et receveur
(systeme HLA). En I’absence de donneur compatible, la correction du défaut génique de la
ferrochélatase dans les cellules souches hématopoiétiques pourrait étre une solution.

On entre alors dans le domaine de la thérapie géenique qui consiste a utiliser I’ADN comme un
médicament. 1l existe deux types de thérapie génique : la thérapie génique germinale qui vise
a introduire une modification génétique transmissible aux générations suivantes, et la thérapie
génique somatique dont I’objectif est de corriger un défaut moléculaire dans certaines ou dans
toutes les cellules somatiques d’un individu.

Deux méthodes sont envisageables pour pratiquer une thérapie génique germinale.

La premiére consiste a introduire la modification dans toutes les cellules d’un embryon
tres précoce du développement, voire dans I’unique cellule de I’ceuf fécondé. Dans ce cas la
modification se retrouvera dans toutes les cellules de I’organisme. Chez I’animal, cette
approche dénommée transgenese est couramment pratiquée. Elle permet d’obtenir des
modeéles animaux de maladies humaines, de créer des animaux produisant des substances
d’intérét biologique ou est utilisée pour étudier le rdle ou la fonction de certains génes. La
transgeneése consiste a ajouter un segment d’ADN au patrimoine génétique d’un organisme en
I’insérant soit au hasard dans les chromosomes, soit a sa place normale, en remplacement du
gene dont I’altération est responsable de la maladie.

La seconde forme de thérapie génique germinale consisterait, dans un organisme
formé, a intégrer un gene spécifiquement dans les cellules germinales. Il n’existe actuellement
aucun moyen de parvenir a ce résultat.

En résumé, dans I’état actuel des connaissances, la thérapie génique germinale ne s’applique
pas a I’Homme.

La thérapie génique somatique consiste a introduire les modifications géenétiques, dont on
espere qu’elles seront curatives, dans les cellules somatiques d’un organisme constitué, sans
modifier ses cellules germinales. Le changement génétique produit ne sera pas transmis aux
générations suivantes. Selon le type d’affection en cause deux approches sont possibles :

- administration in vivo d’un vecteur contenant le gene d’intérét requit dans le cas ou

I’affection altére un organe dont il est difficile de prélever ou réinjecter un grand nombre

de cellules, ou lorsque I’affection s’exprime au niveau de plusieurs types cellulaires ou

tissus ;
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- greffe de cellules génétiguement modifiees: il s’agit d’une auto-greffe de cellules
génétiquement modifiées en dehors de I’organisme. Les cellules de I’organe atteint sont
prélevées chez le malade, traitées ex vivo par introduction d’un géne fonctionnel
corrigeant le défaut génétique, puis réinjectées au patient. En réalisant une autogreffe on
évite le rejet du greffon par I’héte, ou plus grave, le rejet de I’hote par le greffon dans le
cas d’une greffe de moelle osseuse.

Cette approche est applicable aux cellules de la moelle osseuse, peut étre du foie, des
vaisseaux, de la peau et du muscle. Elle connaitra certainement des développements
importants grace aux cellules souches adultes.

Dans le syndrome protoporphyrie érythropoiétique chez la Souris, il est possible de
distinguer un phénotype irréversible, I’atteinte hépatique et un phénotype réversible, la
photosensibilité et I’élévation du taux de protoporphyrine dans le sang (globules rouges et
plasma). La greffe de cellules souches hématopoiétiques provenant de souris males f/f,
protoporphyriques, transfectées avec un rétrovirus exprimant la ferrochélatase humaine, a des
souris f/f, protoporphyriques, a permis de guérir totalement les deux caractéristiques du
phénotype réversible (87). Pour enrichir la population de cellules injectées en cellules ayant
intégré le rétrovirus, les auteurs ont utilisé un rétrovirus dans lequel ils avaient introduit le
gene de la ferrochélatase et le géne codant pour une protéine fluorescente (Green Fluorescent
Protein ou GFP). En sélectionnant, avant injection, les cellules fluorescentes par cytométrie
en flux, ils ont sélectionné les cellules possédant le géne de la ferrochélatase.

Pour présélectionner les cellules souches hématopoiétiques déficientes transfectées avec une

construction rétrovirale exprimant uniquement le géne de la ferrochélatase humaine, I’équipe

de Fontanellas et collaborateurs a utilisé la fluorescence de la protoporphyrine IX. Soumise a

une lumiere de longueur d’onde comprise entre 340 et 360 nm, la protoporphyrine 1X émet

une fluorescence rouge aux environs de 675 nm. Les cellules portant la construction
rétrovirale ont pu étre sélectionnées par cytométrie en flux grace a leur faible fluorescence
comparées a celle des cellules déficientes en ferrochélatase ayant accumulé de la
protoporphyrine. 1ls sont ainsi parvenus & corriger le phénotype réversible de la

protoporphyrie de la souris Fech™F2

et a améliorer le phénotype hépatique (36).

Enfin, toujours en 2001, la méme équipe a réussi a reproduire ce résultat, sans
présélection des cellules injectées. Les cellules souches ont été transfectées avec un vecteur
lentiviral exprimant la ferrochélatase humaine sous le contréle d’un promoteur spécifique de

la lignée érythroide (95).
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Toutes ces approches permettent d’envisager, a long terme, I’application des techniques de
thérapie génique chez des patients protoporphyriques présentant une photosensibilité sévéere
qui ne rétrocéde pas aux thérapeutiques conventionnelles et aux patients présentant un fort
taux de protoporphyrine qui les expose au risque de développer une atteinte hépatique trés

sévere.

Effet du fonds génétigue

La mutation ferrochelatase deficiency est apparue dans un fonds génétique voisin de la
lignée BALB/c et a été par la suite croisée en retour plusieurs fois sur cette lignée.
Parallelement aux experiences de thérapie cellulaire, une expérience de correction du
phénotype par transgenese a été entreprise (collaboration entre I’Unité de Génétique des
Mammiferes de I’Institut Pasteur et le laboratoire du Pr. B. Grandchamp de I’Hépital Bichat,
Paris). Des femelles F1 entre les lignées consanguines C57BL/6 et SIL/J ont été superovulées
et accouplées avec des males homozygotes pour la mutation sur le fonds BALB/c. Les ceufs
produits, hétérozygotes pour la mutation, ont été injectés avec le gene de la ferrochélatase
humaine sous le contr6le d’un promoteur ubiquitaire. Les souriceaux nés ont été croisés entre
eux pour produire des individus homozygotes dont certains seraient transgéniques. Aucun des
individus, transgeniques ou non et dont le statut homozygote pour la mutation avait été
confirmé par génotypage, ne présentait le phénotype ictérique habituel. Du fait des
croisements réalisés, ces souris possédaient en moyenne 50% de leurs alleles d’origine
BALBI/c, 25% d’origine C57BL/6 et 25% SJL/J. Ceci suggérait que des alléles provenant des
lignées C57BL/6 et/ou de SJL/J avaient rendu le phénotype moins sévere que sur le fonds
génétique BALB/c pur. Pour étudier I’influence de ces deux fonds génétiques, deux lignées
congéniques pour la mutation ferrochelatase deficiency furent développées a partir des
lignées C57BL/6 et SJL/J en réalisant dix croisements en retour [pour obtenir une pureté
théorique de 99,9 % (108)].

c-Mutation induite par une délétion de I’exon 10 de la ferrochélatase, chez la Souris

En 1999, un deuxiéme modele de protoporphyrie érythropoiétique a été créé chez la
Souris sur un fonds génétique proche de C57BL/6. Par recombinaison homologue dans les
cellules souches embryonnaires (ES), une délétion de I’exon 10, analogue a I’une des
mutations retrouvées chez des patients humains a été introduite dans le gene de la

ferrochélatase de souris.
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Les souris hétérozygotes pour cette nouvelle mutation ont été croisées pour produire des
individus normaux (+/+), hétérozygotes (+/-) et homozygotes (-/-). Les hétérozygotes +/-
souffrent de photosensibilité mais pas de dommages hépatiques et aucun individu -/- viable
n’a été obtenu, certainement a cause d’une létalité embryonnaire due a I’absence totale
d’activité enzymatique (76, 77). Ce nouveau modeéle de protoporphyrie érythropoiétique étend
la gamme des phénotypes protoporphyriques rencontrés chez les animaux.

Il est semblable en terme de pathologie au modele bovin, mais reproduit le mode de
transmission autosomique dominant de la pathologie humaine.

Ainsi, quatre modeles animaux de protoporphyrie érythropoiétique humaine existent a I’heure
qui
thérapeutiques, en vue d’améliorer le futur des patients protoporphyriques (tableau 2).

actuelle, permettent d’envisager des études génétiques, physiopathologiques et

Tableau 2

Comparaison des différents modéles de protoporphyrie érythropoiétique.

Bovins Souris Souris Zebrafish Homme
Limousins Fech™P® | délétées |dracula
pour
I’exon 10
Transmission AR AR AD AR AD*
Photosensibilité + + + + +
Anémie - + ? + +
Complications - + - + +[-**
hépatiques
Nature de la Ponctuelle, | Ponctuelle | Délétion | Ponctuelle dans | Plus de 60
mutation suppression du de I’exon un site mutations,
codon stop 10 d’épissage, voir annexe 1
codon stop
prématuré
Activité 5a20% 3a7% 37 % ? 15a35%
résiduelle de
I’enzyme
Thérapie génique - -
disponible - + possible - possible,
sans intérét mais possible mais d Tf9
pas encore pas encore faite

faite




Cependant, bien que quatre modéles de protoporphyrie érythropoiétique existent chez
trois especes animales, les bovins sont les seuls animaux a souffrir de protoporphyrie
érythropoiétique spontanée. Jusqu’en 1991, année de la découverte de la mutation
ferrochelatase deficiency chez la Souris suite a une expérience de mutagenése, ils sont
demeurés le seul modele animal disponible. Apres 1991, la Souris s’est imposee comme le
modele de choix pour étudier la maladie. Facilité de manipulation, environnement
contrblable, temps de génération court, possibilité de réaliser des croisements a facon de taille
théoriquement illimitée, en font un outil biologique irremplacable. De plus, la souris

protoporphyrique Fech ™F2

présente les symptémes hépatiques, que ne présentent ni les
bovins ni la souris portant la délétion de I’exon 10 de la ferrochélatase, et qui font la gravité
de la maladie chez I’Homme. En ce sens, elle demeure un modéle incontournable de la
protoporphyrie érythropoiétique humaine.

Une étude détaillée du phénotype de la mutation, dans les trois fonds génétiques, chez
la Souris, était donc le préalable indispensable a toute étude génétique ou essai thérapeutique.
Ce mémoire résume les résultats des analyses phénotypiques effectuées sur les souris

ferrochelatase deficiency des trois fonds génétiques consanguins BALB/c, SJL/J et C57BL/6.

C- Fonds génétigue et pathologie animale

Lorsque, chez I’Homme, le nombre de cas d’une méme maladie, dans une famille est

plus élevé que celui attendu, compte tenu de la fréquence de la maladie dans la population
générale, les médecins parlent d’agrégation familiale. Cette agrégation familiale peut étre la
conséquence d’habitudes comportementales intrinseques a chaque famille (alimentation, rites,
tabagisme...), de facteurs de I'environnement particuliers (altitude, climat, proximité d’une
source de toxiques...), d’un ou plusieurs alleles déléteres qui ségrégent dans la famille
(maladie génétique) ou encore de la combinaison de ces divers facteurs. Lorsque aucun
facteur comportemental ou de I'environnement ne semble permettre d'expliquer une
agrégation familiale, la recherche d’une composante génétique est justifiée.
Pour un nombre croissant de maladies génétiques a déterminisme monogénique, le gene
responsable a été identifié. Ces maladies génétiques présentent des manifestations cliniques
souvent graves pour le patient mais ne touchent qu’une toute petite fraction de la population
générale (mucoviscidose, chorée de Huntington, myopathie de Duchenne...).
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Cependant, la plupart des maladies communes (diabéte, hypertension artérielle,
schizophrénie...) présentent une agrégation familiale mais leur transmission ne suit pas les
lois de Mendel. Ces maladies dues a la combinaison de facteurs génétiques, comportementaux
et de I'environnement sont appelées maladies multifactorielles.
Il est cependant devenu rapidement évident, pour les généticiens, que des maladies
monogéniques peuvent présenter un tres grand nombre de phénotypes différents. En effet,
pour une méme maladie génétique, I’age a I’apparition des symptomes ou bien la sévérité des
symptdmes peut varier d’un individu & I’autre. On parle alors d’expressivité variable du
phénotype. Il peut aussi arriver que dans certaines maladies (par exemple I'otospongiose ou la
cardiomyopathie hypertrophique chez I’Homme), des individus portant au locus causal le
méme génotype que des individus malades ne présentent aucun des symptdmes
caractéristiques de la maladie. Le généticien parle alors de pénétrance incompléte pour
caractériser cette hétérogeneité. Parmi les diverses causes capables d’expliquer une
pénétrance et/ou une expressivité variable du phénotype pour une maladie génetique
mendélienne, on peut distinguer la présence de facteurs de I'environnement, la présence de
plusieurs alléles au locus causal, ou bien la présence de genes modificateurs de phénotype. La
présence de plusieurs alleles au locus causal d’une maladie, appelée allélisme ou
hétérogénéité génétique au locus a été incriminée dans nombre de maladies génétiques, chez
I’homme (103, 111) et chez les animaux domestiques (20, 25) pour expliquer des différences
de phénotype. Parfois méme, la tache du généticien se trouve compliquée car une seule entité
nosologique regroupe des étiologies génétiques différentes [des mutations dans différents
genes produisent un méme phénotype (1, 40)]. On parle alors d’hétérogénéité génétique.
L’existence de genes modificateurs de phénotype est suspectée des lors que des
variations phénotypiques, entre membres d’une méme famille, atteints d’une mé