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observations. L'une, biochimique, indique
que Kar9 a la capacité d’interagir avec une
myosine, la myosine de type V, et de la recru-
ter sur les microtubules [6, 7]. Les myosines
transforment I'énergie chimique de I’ATP en
activité motrice le long de cables d’actine. La
seconde observation est que les microtubules
émanant du vieux SPB, et seulement ceux-ci,
s’orientent dans la cellule pour aller contac-
ter le cortex du bourgeon [4]. Cette orienta-
tion dépend de la présence de cables d’actine
émanant du cortex du bourgeon, de la pré-
sence de Kar9 et de 'interaction de Kar9 avec
la myosine V. €n conséquence, les formes non
phosphorylables de Kar9, qui sont chargées
sur les microtubules émanant des deux pdles
du fuseau, dirigent les deux SPB vers le bour-
geon. Le fuseau n’est alors plus orienté
parallélement a 'axe de polarité de la cellule,
mais perpendiculairement. Cette orientation
dépend de I'activité de la myosine. Donc, en
distribuant Kar9 de fagon symétrique ou asy-
métrique, la cellule peut décider de diviser
son noyau parallélement ou perpendiculaire-
ment a son axe de symétrie.

€n résumé, un modéle émerge de ces don-
nées, selon lequel le fuseau agirait comme

d’abord, comme I'aiguille de la boussole,
le fuseau est asymétrique. L'asymétrie de
la boussole est magnétique, celle du
fuseau est chimique. Dans le cas de la
boussole, I'asymétrie de I'aiguille lui per-
met de s’orienter dans un champ magné-
tique. Pour le fuseau, son asymétrie lui
permet de s’orienter grdce a une molécule
motrice dans un champ de cdables d’ac-
tine, si ces cables sont eux-mémes orien-
tés. Le fuseau semble donc fonctionner
comme une sorte d’organe sensoriel, qui
est capable de percevoir I'orientation de
la cellule et de transmettre cette informa-
tion a 'appareil de division. ¢

Mitotic spindle dictates the symmetry
of division
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Une maladie génétique rare:
le déficit multiple en sulfatases

I[réne Maire

> Les sulfatases des eucaryotes et des
procaryotes présentent de grandes ana-
logies structurales, suggérant qu’elles
ont évolué a partir d’'un gene ancestral
commun. Elles hydrolysent les liaisons
esters sulfates de nombreux composés
biologiques (glycosaminoglycanes, gly-
copeptides, glycolipides et hydroxysté-
roides) et sont présentes dans divers
compartiments  subcellulaires: lyso-
somes, Golgi et réticulum endoplas-
mique. Treize sulfatases humaines sont
connues [1]. Les déficits isolés de huit
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chromatique [2, 3] est
caractérisée par des défi-
cits plus ou moins pro-
fonds de toutes les sulfa-
tases connues. Un second

d’entre elles sont responsables de six
maladies de surcharge lysosomale (la
leucodystrophie métachromatique et
cing types de mucopolysaccharidoses),
de Iichtyose liée a I’X et de chondrodys-
plasie ponctuée non rhizomélique
[1] (+). €nfin, une neuviéme
maladie (maladie d’Austin ou
déficit multiple en sulfatases: P-833
MSD, OMIM 27220), transmise sur
le mode autosomique récessif, initiale-
ment décrite en 1965

variante de la leucodystrophie méta-

comme une

(=) m/s
1996, n°6-1,

géne nécessaire a I'ex-
pression de sulfatases
actives a été identifié dans les années
1980 par des études de complémentation
par hybridation cellulaire entre des cel-
lules de MSD et de déficit isolé en sulfa-
tase [4]. LUexpression des ADNc codant

pour des sulfatases dans des
fibroblastes de patients atteints
de MSD conduit a la synthese de
polypeptides présentant une acti-
vité catalytique
diminuée, suggérant que la MSD est due

extrémement

au déficit d’une modification co- ou
post-traductionnelle nécessaire a I'ac-



quisition de Pactivité sulfatasique [5].
Compte tenu de I’extréme rareté de la
maladie, I'identification du gene a requis
des méthodes originales qui viennent
d’aboutir grace aux travaux de deux
équipes conduites par Kurt von Figura [6]
et Andrea Ballabio [7].

Approche protéomique

€n 1995, I"équipe de K. von Figura a réa-
lisé une premiére étape majeure en
démontrant, par I'analyse structurale
des peptides de digestion trypsique des
arylsulfatases A et B que, dans une région
conservée des sulfatases, une Co-for-
mylglycine (Co-FG) remplacait la cys-
téine attendue d’aprés la séquence
nucléotidique de I’ADNc (Figure IA).
Cette transformation, qui se produit pen-
dant ou immédiatement apres la traduc-
tion, avant le repliement de la protéine,
ne se fait pas dans les cellules de MSD
[8]. Les analogies entre les structures

des sites actifs des arylsulfatases A et B
et de la phosphatase alcaline ont permis
de montrer le role essentiel de I’hydrate
d’aldéhyde formé grace a I’oxydation de
la cystéine (ou de la sérine chez certains
procaryotes) en Co-FG (Figure 1B). T.
Dierks et al. [6] ont entrepris de purifier
I’enzyme permettant cette transforma-
tion, la FGE (formylglycine generating
enzyme). lls ont tout d’abord élaboré un
test pour mesurer son activité en synthé-
tisant un substrat peptidique contenant
les résidus acides aminés 60 a 80 de
I’arylsulfatase A (dont la cystéine 69 est
transformée en CoL-FG par le FGE), puis en
analysant le peptide en spectrométrie de
masse MALDI-TOFL. Ils ont ainsi pu suivre
et mettre au point la purification du FGE
a partir de microsomes de testicules
bovins. 'analyse de la séquence pepti-
dique du FGE purifié a permis I'identifica-
tion du géne correspondant, localisé en
3p26. La présence de mutations chez

A Role du FGE : oxydation de la cystéine en Ca-FG

H S H 0
H,C—SH N7 N
X XH, Ha0  HoS '
e — e — /l\ o
) H . N OH . NTOH CT
1 1 1 i 1 1]
H 0 H 0 H 0
cystéine Co-formylglycine

B Activité sulfatasique : role de la Co-FG pour le clivage des liaisons esters sulfates
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Figure 1. Formation de la formylglycine (FG) et réle dans les modifications des sulfatases. A.

Oxydation de la cystéine en Ca-FG grdce au FGE (formylglycine generating enzyme) (d’apreés

[8]). B. Réle de la Co.-FG pour le clivage des liaisons esters sulfates par les sulfatases: la Co.-

FG, sous forme d’hydrate d’aldéhyde, peut former, aprés attaque nucléophile grace a I’'un de ses

groupes hydroxyles, un intermédiaire covalent avec le groupement sulfate puis le libérer grdce a

son autre groupe hydroxyle.
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7 malades et la correction des fibro-
blastes MSD par transfection de I’ADNc
codant pour le FGE ont permis de confir-
mer que le déficit du gene identifié était
bien responsable de MSD.

Approche génomique

M.P. Cosma et al. [7] ont identifié ce
méme gene par complémentation fonc-
tionnelle par transfert de chromosomes
et de fragments de chromosomes [9]. Ils
ont localisé le géne entre les marqueurs
D3S3630 et D3S2397 et ont séquencé les
génes compris dans la région génomique
ainsi définie chez 12 malades MSD. lls
ont trouvé des mutations dans une
séquence d’ADNc anonyme de fonction
inconnue, suggérant qu’il s’agissait du
gene déficitaire dans la MSD, et qu’ils
ont dénommé SUMF1 (sulfatase modi-
fying factor I).

Le géne SUMFI humain, d’environ 106 kb,
comprend 9 exons et code pour une pro-
téine de 374 acides aminés, qui contient
un peptide signal, un site de N-glycosy-
lation, mais pas la séquence KDEL carac-
téristique des protéines retenues dans le
réticulum endoplasmique suggérant,
pour FGE, I'existence d’un autre méca-
nisme. Le FGE constitue une étape essen-
tielle et limitante dans la synthese des
sulfatases: la coexpression de SUMF 1 et
de I’ADNc d’une sulfatase conduit a une
augmentation de I'activité correspon-
dante d’environ 50 fois.

Un gene homologue, SUMF2, localisé en
7ql1 [7], identifié par les
2 groupes. Il code pour un FGE moins effi-

a été

cace mais responsable d’une activité
résiduelle méme dans les formes les plus
séveres de MSD et qui augmenterait aussi
P’activité arysulfatase A quand les 2 ADNc
sont co-exprimés [6]. Il est possible que
cette activité FGE résiduelle permette le
développement pré- et périnatal dans les
formes les plus séveéres de MSD.

! MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption lonization -
Time Of Flight - Désorption-lonisation Laser Assistée par
Matrice - Temps de Vol. Le MALDI est une méthode d’ionisa-
tion, introduite par Karas et Hillenkamp en 1988, permettant
d’analyser des molécules de hautes masses moléculaires
(peptides, protéines, oligonucléotides...).
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La compréhension du mécanisme a Iori-
gine de la MSD est importante sur le plan
fondamental car elle a permis d’identifier
un nouveau type de modification post-
traductionnelle contr6lant activité des
sulfatases. Il reste a comprendre comment
cette étape limitante intervient dans le
métabolisme des composés sulfatés et si
la modification post-traductionnelle d’un
acide aminé est spécifique des sulfatases
ou intervient aussi dans d’autres pro-
téines. Il faudra aussi définir plus précisé-
ment les roles respectifs des genes SUMFI
et 2. €Enfin, "amélioration fonctionnelle
apportée par la co-expression d’une sulfa-
tase et de SUMFI est d’un intérét capital
dans le cadre de la production de protéines
recombinantes pour les thérapeutiques
enzymatiques substitutives des maladies
de surcharge lysosomale, dues a des défi-

cits en sulfatase, et pour leurs futures
thérapies géniques (=). ¢ (=) m/s

Identification of the gene causing 2000, n°12,

multiple sulfatase deficiency p-1371
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Chondrodysplasies ponctuées non rhizoméliques. Parmi elles, la chondrodysplasie brachy-
téléphalangique associe une dysmorphie faciale tres marquée, des calcifications prédo-
minant au tarse et aux membres inférieurs et une hypoplasie des phalanges distales. Cette
affection de transmission récessive liée au sexe est associée a la présence d’une mutation
du géne de I"arysulfatase € (localisé en Xp22-3).

Ichtyose liée a I’X. De transmission récessive autosomique, elle est due a un déficit en sté-
roide sulfatase qui entraine un déficit de la biosynthése des cestrogenes par I'unité
materno-feeto-placentaire, responsable d’un travail prolongé lors de I’accouchement.
L’ichtyose visible dés les premiers jours de vie épargne les grands plis, les paumes et les
plantes mais non les faces latérales du visage. Une puberté retardée est fréquente chez
ces patients et le risque de cancer du testicule serait chez eux 10 fois plus élevé.
Leucodystrophie métachromatique. €lle est due a un déficit en arylsulfatase A lysosomale,
responsable de I"accumulation de glycolipides sulfatés. Transmission récessive autoso-
mique. La forme infantile la plus précoce débute a I’dge de la marche. La régression
motrice précede I’atteinte intellectuelle. Elle évolue vers une décérébration en quelques
années. Uatteinte du systéme nerveux périphérique est constante (diminution de la
conduction nerveuse). La forme juvénile débute vers 4-5ans par un arrét des performances
puis une régression intellectuelle. Les signes moteurs sont d’apparition tardive. Lissue est
toujours fatale. La forme de 'adulte peut débuter vers I’dge de 15 ans mais le diagnostic
n’est souvent fait qu’a I’dge adulte: troubles moteurs + manifestations psychiatriques.
Ces formes évoluent plus lentement.

Déficit multiple en sulfatases ou maladie d’Austin. Cette maladie de surcharge lysosomale
extrémement rare (une quarantaine de cas rapportés) associe des signes de leucodystro-
phie métachromatique, de mucopolysaccharidoses (les types II, I11A, 11D et VI sont dus &
des déficits en sulfatases) et une ichtyose (I’ichtyose liéee a I’X est due a un déficit en sté-
roide-sulfatase).

Source orphanet: http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Pages/Accueil/
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