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ARTICLE ORIGINAL

Apport de la génétique
a la pathogénie et au diagnostic
de la maladie de Marfan

Summary
Genetic Input into the Pathophysiology and the Diagnosis of Marfan Syndrome.

The anatomical substrate of Marfan's syndrome is a degeneration of elastic fibres
and desorganisation of the collagen. It is now known that these lesions are due to
mutation of genes localised on chromosome 15. The first of them (FBN1) codes for
the main constitutive protein of the elastic tissue : fibrillin 1, present mainly in
structures which must resist load and stress (aortic adventitia, the suspending liga-
ment of the lens, skin) ; the second (FBNZ) codes for fibrillin 2 : responsible for the
orientation of the elastin and mainly present in cartilage, the aortic media, the
bronchi, and all tissues rich in elastin. Mutations of FBN1 are very common and are
associated not only with Marfan’s syndrome but also fibrillinopathies : incomplete
forms, neonatal forms, ectopic lens, isolated aneurysms of the thoracic aorta. The
widespread distribution of fibrillin explains the pleiotropic nature of Marfan’s syn-
drome and its clinical presentation. The variability of interfamilial expression is due
to genetic heterogeneity (at least two genes) and alletic differences (different
mutations of FBN1 from one family to another), also explaining mild forms due to
quantitative reduction in normal fibrillin and severe forms by “negative dominance”
where the fibrillin is structurally abnormal because of alteration of the polymerisa-
tion mechanism. The biologic diagnosis of fibrillopathy can be made by a protein
test analysing fibrillin on a culture of the patient’s fibroblast obtained by skin biopsy.
At present, molecular diagnosis of the mutation within the FBN1 gene is not fea-
sible as a routine procedure. Arch Mal Coeur 1997 ; 90 : 1707-12.

Résumé

Le substratum anatomique de la maladie de Marfan est une dégénérescence des
fibres élastiques avec désorganisation des fibres collagénes. On sait aujourd’hui
que ces lésions sont liées a la mutation de genes localisés sur le chromosome
15. Lun (FBN1) code pour la protéine constitutive majoritaire du tissu élas-
tique : la fibrilline 1 qui est surtout présente dans les structures qui doivent
résister a charge et tension (adventice aortique, ligament suspenseur du cris-
tallin, peau) ; 'autre (FBN2) code pour la fibrilline 2, responsable de I'orienta-
tion de I'élastine et surtout présente dans le cartilage, la media aortique, les
bronches, tous tissus trés riches en élastine. Les mutations de FBN1 sont tres
nombreuses et sont associées non seulement a la maladie de Marfan mais a
d’'autres fibrillinopathies : formes incomplétes, formes néonatales, ectopie cris-
tallinienne, anévrismes isolés de I'aorte thoracique. La répartition ubiquitaire de
la fibrilline explique le pléiotropisme de la maladie de Marfan et permet d’'en
comprendre la sémiologie. La variabilité d’expression interfamiliale s’explique
par I'hétérogénéité génétique (au moins deux génes) et allélique (mutations dif-
férentes de FBN1 d’une famille a I'autre), d’ou des formes modérées par réduc-
tion quantitative de fibrilline normale, et des formes graves par « dominance
négative » ou la fibrilline est structurellement anormale du fait d’'une altération
des mécanismes de polymérisation. Le diagnostic biologique de fibrillinopathie
peut se faire par un test protéique qui étudie la fibrilline sur une culture de
fibroblastes du patient recueillis par biopsie cutanée. Pour I'heure, le diagnostic
moléculaire visant a identifier la mutation dans le gene FBN1 n’est pas réali-
sable en routine. Arch Mal Coeur 1997 ; 90 : 1707-12.

Le défaut primitif responsable du
syndrome de Marfan a longtemps
été attribué a I'un des composants
de la matrice extracellulaire et plus
particulierement les fibres de colla-
géne ou d’élastine. Cette hypothése
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reposait notamment sur I'examen
histologique de la paroi de I'aorte de
proposants qui montre classique-
ment une dégénérescence puis une
fragmentation et une raréfaction
des fibres élastiques de la média.
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De plus, la microscopie électronique montre aussi une
désorganisation des fibres de collagéne. Neanmoins,
des études biochimiques classiques, complétées
ensuite par des études génétiques, ont montré qu'il
ne s'agissait que d'altérations secondaires a un défaut
primitif inconnu. Lidentification de ce défaut a eté
possible par la mise en ceuvre de deux approches
(I'une structurale, I'autre génétique) qui ont converge
et abouti au début de cette décennie. Lapproche
structurale a permis de mieux caractériser le réseau
microfibrillaire, ensemble des fibres non striées de dia-
meétre étroit souvent associées a I'élastine mais parfois
réunies en faisceaux isolés. Le constituant majoritaire
de ces microfibrilles est une grosse protéine tres résis-
tante appelée fibrilline [1]. Le géne codant pour cette
protéine a été partiellement cloné et localisé chez
I'hnomme sur le chromosome 15 en 1991 [2]. Quelques
mois auparavant, I'approche génétique avait montre
que le géne porteur de I'altération responsable du syn-
drome de Marfan (géne MFS1) était aussi localise dans
la méme région du chromosome 15 [3]. Lidentification
des premiéres mutations de la fibrilline chez des pro-
posants Marfan a démontré de facon définitive qu'il
s’agissait non pas d’'une collagénopathie mais d'une
« fibrillinopathie » [4].

GENE DE LA FIBRILLINE-1 |
ET STRUCTURE PRIMAIRE DEDUITE

Un grand geéne d'environ 110 kb, le géne FBN1 code
la fibrilline-1. L'organisation génomique de FBN1
(limites intron/exon) a été élucidée en 1993 par Per-
eira et coll. [5]. Elle a révélé un géne tres morcelé (65
exons) qui code pour un grand ARNm (10 kb environ).
La structure protéique primaire déduite montre que le
géne de la fibrilline code pour une protéine complexe
de 2 871 acides aminés comprenant de nombreux
modules répétés (fig. 1). La protéine présente des

domaines sans homologie avec d’autres protéines : il
s'agit des extrémités N terminale et C terminale, et de
la région riche en proline. Le domaine central de la
protéine est formé par la répétition de plusieurs
modules. Lanalyse comparative a révélé de fortes
homologies entre 47 de ces modules présentant 6 cys-
téines avec des modules du précurseur de I'epidermal
growth factor (EGF). Ces modules EGF-like sont carac-
térisés par une organisation conservée de 6 cysteines
qui forment des ponts disulfures intrachaines donnant
une conformation en feuillet B antiparalléle. Quarante
trois de ces 47 modules contiennent, de plus, une
séquence consensus conservée qui est nécessaire a la
liaison du calcium. Ces modules ont été appelés « cb
EGF-like » (cb pour calcium binding). Un deuxieme
module, composé de 8 cystéines et répété 7 fois dans
la protéine, est fortement homologue a des modules
décrits dans la protéine liant le transforming growth
factor-B1 (TGF-B1 BP). Dans la fibrilline-1 comme dans
TGF-B1 BP, ces modules « 8 cystéines » s'intercalent
avec les modules EGF-like. Enfin, un troisime module
est retrouvé 2 fois, intercalé dans les répétitions EGF-
like et TGG-B1 BP. Ces modules, dits « hybrides », pre-
sentent des caractéristiques des deux types de
modules précédemment décrits [6].

ASSEMBLAGE DES MONOMERES DE FIBRILLINE ...

Une fois synthétisés, les monoméres de fibrilline
vont trés rapidement s'assembler pour former des
microfibrilles présentant un aspect caractéristique dit
« en collier de perles » observable en microscopie élec-
tronique. Les bases moléculaires de cet assemblage
sont encore mal connues. Le calcium joue certaine-
ment un rdle majeur ainsi que le révélent les nom-
breuses mutations qui ont été identifiées et qui por-
tent sur les acides aminés des modules cb EGF-like qui
lient les ions calcium. De plus, des expériences d'ajout
et de chélation de calcium ont montré un impact

NH
; I module cb EGF-like

U module EGF-like

O module TGF1p-like

L0 0T {0 SDRTIETES i oua gy cm=—

’ module hybride COOH

[l région riche en protéine

? sites potentiels de
glycosylation

FiG. 1 - Structure primaire déduite de la fibrilline-1.
FiG. 1 - Primary structure deduced from fibrillin 1.

1708  ARCHIVES DES MALADIES DU CCEUR ET DES VAISSEAUX, tome 90, n° 12 (suppl), décembre 1997



majeur sur I'organisation des régions entre les perles.
Récemment un modeéle d’assemblage des monomeéres
a été proposé : la premiére étape consisterait en une
dimérisation dans une orientation antiparalléle de
deux monomeres a laquelle succéderait une deuxiéme
étape d’assemblage de deux dimeéres [7]. Ce modéle
doit maintenant étre validé et les interactions de la
fibrilline avec les autres constituants du réseau micro-
fibrillaire doivent étre élucidées.

FONCTION DES FIBRILLINES
DANS LE RESEAU MICROFIBRILLAIRE ...

Le clonage du géne FBN1 a révélé I'existence d’un
deuxiéme gene (FBNZ) codant pour une protéine pré-
sentant une forte homologie et aussi retrouvée dans le
réseau microfibrillaire : la fibrilline-2 [2]. Sur la base
des profils spatio-temporels de I'expression des deux
génes de fibrilline, il est fort possible que les deux pro-
téines puissent jouer des réles différents [8, 9]. La
protéine fibrilline-2 est préférentiellement trouvée
dans les tissus riches en élastine comme le cartilage,
la média de I'aorte et le long de I'arbre bronchique.
Durant I'embryogenése, 'expression de la fibrilline-2
est plus précoce que celle de la fibrilline-1 et est appa-
remment majoritaire pendant une courte période de
temps précédant I'élastogenése. Il est donc possible
qu’une des fonctions majeures de la fibrilline-2 durant
la morphogenése précoce soit de participer a I'orienta-
tion de I'élastine lors de I'assemblage des fibres élas-
tiques. Inversement, I'expression plus tardive de FBN1

s GENETIQUE DE LA MALADIE DE MARFAN

au cours du développement et la prédominance de la
fibrilline-1 dans les structures responsables de la résis-
tance a la charge et a la tension (comme 'adventice de
I'aorte, les ligaments suspenseurs du cristallin, Ia
peau) suggerent que cette glycoprotéine est principa-
lement responsable de la fonction structurale des
microfibrilles [9]. Le support de cette fonction est vrai-
semblablement 'ensemble des modules cb EGF-like.
Ce type de module, initialement identifié chez la dro-
sophile, a ensuite été retrouvé chez 'nomme dans la
structure de différentes protéines de la coagulation
(facteurs IX et X, protéines C et S). Leur identification
dans la fibrilline a montré qu'ils avaient un réle struc-
tural majeur comparable a I'hélice des collagénes fibril-
laires et qu'ils conféraient a la protéine sa grande soli-
dité. Plus récemment, I'attention des chercheurs s’est
orientée vers les modules TGF 1-bp que contiennent
les fibrillines et qui pourraient leur conférer la capacité
de moduler localement I'activité de certains facteurs
de croissance.

FIBRILLINOPATHIES DE TYPE | v

A ce jour plus de 120 mutations du géne FBN1 ont
été décrites [10, 11]. Leur analyse révele une absence
totale de gros réarrangements dans le gene. Ces
mutations sont réparties sur toute la longueur du
géne et sont dans leur grande majorité privées (seule-
ment 8 cas de mutations récurrentes ont été décrits).
I s’agit surtout de mutations faux-sens touchant pré-
férentiellement des cystéines (fig. 2). Les décalages du

Module cb EGF-libe normal

Module cb EGF-like muté

Fic. 2 - Représentation de modules cb EGF-like normal et muté. Les letires indiquent les acides aminés suivants : C pour cystéine, D pour acide
aspartique, E pour acide glutamique, N pour asparagine, Y pour tyrosine et § pour sérine. Les traits bleus représentent les ponts disulfures qui
s'etablissent habituellement entre les 6 résidus cystéine du domaine. La mutation, en remplagant un résidu’ cystéine, fait disparaitre un pont
disulfure et donc provoque une désorganisation de la structure du domaine,

FiG. 2 - Diagrams of normal and muted cb EGF-like. The letters indicate the following amino acids : C = cystein ; D = aspartic acid ; E = glutamic
acid ; N = asparagine ; Y = tyrosine and S = serine. The blue lines represent disulﬁhide bridges which usually develop between the 6 cysteine resi-

dues of the domaine. The mutation, replacing a cysteine residue, causes the disulp

of the domaine.

ide bridge to disappear and provokes structural disorganisation
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cadre de lecture ne sont associés qu’a 22 % des muta-
tions avec une égalité de répartition entre les muta-
tions de sites d’épissage et les délétions, les mutations
de type insertion étant trés minoritaires. Dans environ
75 % des cas, elles sont localisées dans un module cb
EGF-like. Les autres mutations sont retrouvées dans
tous les autres domaines sauf le domaine riche en pro-
line (dans lequel aucune mutation n’a été rapportée a
ce jour).

Tres rapidement apres le clonage du géne FBN1 de
nombreux travaux ont montré que des altérations de
ce géne étaient associées non seulement au syndrome
de Marfan (MFS) mais aussi a différentes maladies du
tissu conjonctif. Ces maladies, longtemps considérées
comme des collagénopathies, constituent le nouveau
groupe des « fibrillinopathies ». Il s’agit d'un
ensemble de pathologies présentant soit de facon iso-
lée certains symptémes du MFS (ectopie du cristallin,
signes squelettiques ou anévrisme de I'aorte ascen-
dante), soit des symptdémes n’appartenant pas au
spectre du MFS (formes néonatales de MFS, syndrome
de Shprintzen-Goldberg, syndrome de Weill-Marche-
sani).

Marfan classique et formes incomplétes
du marfan

Les premiéres mutations dans le géne FBN1 ont
été identifiées chez des sujets qui présentaient la
forme classique complete du syndrome de Marfan.
Depuis, de nombreuses mutations ont été caractéri-
sées [7, 11]. Elles sont majoritairement localisées
dans des modules EGF-like liant le calcium, les
autres types de domaines étant peu atteints. Plu-
sieurs mutations ont aussi été rapportées chez des
proposants présentant des formes incomplétes de
syndrome de Marfan : syndrome de Marfan sans
signes cardiaques, syndrome de Marfan sans signes
oculaires et chez des proposants présentant de
facon isolée les signes squelettiques caractéristiques
du syndrome de Marfan. Il est a noter que les
défauts du géne FBN1 ne rendent pas compte de
toutes les formes de syndrome de Marfan. En effet,
par I'étude d'une grande famille francaise présen-
tant une forme incompléte de syndrome de Marfan,
nous avons démontré l'existence d'une hétérogé-
néité génétique. Dans cette famille, la maladie n'est
pas liée a une mutation du géne FBN1 [12] mais a
une mutation au locus MFS2 en 3p24.2-p25 [13]. Le
géne MFSZ2 est actuellement inconnu : il ne corres-
pond a aucune des fibrillines déja identifiées, ni a
I'un des composants du réseau microfibrillaire
actuellement connus. Il est hautement probable que
MFS2 code soit pour un constituant du réseau
microfibrillaire, soit pour une protéine interagissant
avec celui-ci.

Lidentification de MFSZ est actuellement en cours
par une approche de clonage positionnel.

Marfan néonatal ou infantile

Il s’agit d’'une forme plus précoce et plus sévere de
syndrome de Marfan impliquant des pertes de mobi-
lité des articulations comme celles retrouvées dans
I'arachnodactylie contracturante congénitale (CCA ou
syndrome de Beals-Hecht), un faciés anormal, des
maladies plurivalvulaires et une mort précoce généra-
lement due a une insuffisance cardiaque et non a un
anévrisme aortique cause la plus fréquente du déces
dans le syndrome de Marfan. Lassociation de signes
du syndrome de Marfan et du syndrome de Beals-
Hecht a longtemps fait supposer qu'il ne s’agissait pas
d’'une anomalie du géne FBN1.

En 1994, Kainulainen et coll. ont apporté la preuve
de I'implication de ce géne dans cette forme particu-
liere de syndrome de Marfan par la description de plu-
sieurs mutations [14]. Depuis, 16 mutations ont été
rapportées, localisées dans la majorité des cas dans les
exons 24 a 32 du gene [7]. Ces exons codent probable-
ment pour un domaine de la protéine ayant une fonc-
tion importante mais encore inconnue.

Cette région est liée également a des formes
séveéres de syndrome de Marfan caractérisées par
des facies anormaux et une absence de perte de
mobilité des articulations [15]. Il semble donc que ce
domaine protéique est le support d’'une fonction par-
ticulierement importante au cours du développe-
ment.

Ectopie du cristallin

Des cas familiaux de dislocation du cristallin avec
une transmission autosomique dominante ont été
rapportées avec ou sans anomalies squelettiques
modérées mais sans anomalies cardiovasculaires. Une
seule mutation a été décrite dans ce type de propo-
sant. Elle touche le module cb EGF-like#38. 1l s'agit
de la seule mutation décrite a ce jour dans ce
domaine.

Anévrisme de |'aorte thoracique

Les anévrismes de 'aorte abdominale sont le plus
souvent le résultat d’'un processus athéromateux favo-
risé par I'hypertension artérielle. Certaines caractéris-
tiques opposent les anévrismes de I'aorte thoracique,
surtout lorsqu'’ils siegent sur I'aorte thoracique ascen-
dante, et les anévrismes de I'aorte abdominale.
D’abord, la fréquence de I'anévrisme de l'aorte thora-
cique est moindre que celle de I'anévrisme de l'aorte
abdominale et ses modalités évolutives sont probable-
ment différentes. Ensuite, la composition histologique
des parois de I'aorte ascendante est différente de celle
de l'aorte abdominale. L'aorte initiale est plus riche en
élastine, et la part musculaire de sa paroi est moins
développée que celle de I'aorte plus distale. Les fac-
teurs responsables des anévrismes de l'aorte thora-
cique sont tres mal connus et les entités cliniques mal
définies. Ainsi, de nombreux patients qui ne peuvent
étre considérés comme atteints d’'un syndrome de

1710  ARCHIVES DES MALADIES DU CCEUR ET DES VAISSEAUX, tome 90, n° 12 (suppl), décembre 1997



Marfan classique ont néanmoins une dilatation de
I'aorte et des signes thoraciques qui sont compatibles
avec ce diagnostic. Ces différents éléments montrent
qu'il était logique d’émettre I'hypothese que des alté-
rations de la fibrilline-1 pouvaient étre responsables de
ces anévrismes. Malgré des recherches importantes,
des mutations dans le géne FBN1 n’ont été identifiées
que chez deux proposants [16]. De plus, des formes
familiales a transmission autosomique dominante
ayant été individualisées, des analyses génétiques ont
exclu une implication du géne FBN1. La contribution
des altérations de la fibrilline a cette pathologie de
I'aorte ascendante semble donc trés minoritaire.

MECANISMES PATHOGENIQUES ...

D'un point de vue clinique, le syndrome de Marfan
est caractérisé par un grand pléiotropisme des mani-
festations cliniques et une tres grande variabilité d’ex-
pression tant inter- qu'intra-familiale. La répartition
ubiquitaire de la fibrilline permet d’expliquer le pléio-
tropisme et de comprendre les mécanismes pathogé-
niques qui sous-tendent le syndrome. Ainsi, la richesse
de la zonule en agrégats microfibrillaires ou de la
meédia de I'aorte en fibres élastiques permet aisément
de comprendre comment une altération de la fibrilline,
composant quantitativement le plus important du
réseau et probablement support essentiel de sa fonc-
tion, rend compte tant des signes cliniques que des
altérations histologiques. En ce qui concerne la variabi-
lité d’expression interfamiliale, elle est due a deux
types d’anomalies moléculaires : d’'une part I'hétérogé-
neéité génétique (a savoir I'implication soit du gene
FBN1 soit du géne MFS2) et d'autre part I'hétérogé-
néité allélique (a savoir I'existence de mutations diffé-
rentes du géne FBN1 d’'une famille a 'autre). Pour
I'hétérogéneité allélique, deux types de mécanismes
permettent d’expliquer I'existence de formes modé-
rées (premier mécanisme) ou graves (deuxieme méca-
nisme). Dans le premier mécanisme, la mutation
conduit a la synthése d'une protéine trés tronquée,
instable et rapidement dégradée. Les sujets porteurs
de ce type de mutation présenteront une diminution
de moitié de la quantité de fibrilline synthétisée et
incorporée dans la matrice extracellulaire. Cette fibril-
line sera qualitativement normale. Le deuxieme méca-
nisme fait intervenir le phénomene de « dominance
négative » et correspond a la majorité des mutations
identifiées dans le géne FBN1. Dans ce cas, la muta-
tion, simple remplacement d’'un acide aminé par un
autre, conduit a la synthése d'une protéine qui inter-
fére avec les mécanismes de polymérisation. Les
sujets porteurs de ce type de mutation présenteront
une diminution beaucoup plus importante de fibrilline
fonctionnelle du fait non seulement de I'altération de
la polymérisation mais aussi de la présence d’une pro-
téine dont la structure, et donc probablement la fonc-
tion sont altérées [17].

Actuellement, aucune corrélation entre la localisa-
tion d’'une mutation dans le géne FBN1 et un (ou
des) signe(s) clinique(s) particulier(s) n’a pu étre

- GENETIQUE DE LA MALADIE DE MARFAN

mise en évidence hormis la localisation préférentielle
des mutations associées aux formes néonatales du
syndrome de Marfan. Par ailleurs, la variabilité intra-
familiale de I'expression d’'une méme mutation reste
inexpliquée. Elle est certainement le reflet de l'in-
tervention de différents mécanismes compensateurs
ou aggravants encore inconnus.

APPORT DE LA BIOLOGIE AU DIAGNOSTIC
DU SYNDROME DE MARFAN .

Lidentification de la fibrilline et de son géne a per-
mis d’envisager deux types de tests diagnostiques :
test protéique et test moléculaire. Le test protéique
est réalisable sur une simple biopsie cutanée a partir
de laquelle une culture de fibroblastes est obtenue.
Par immunofluorescence indirecte avec un anticorps
monoclonal anti-fibrilline il sera possible de faire une
étude quantitative et qualitative de la fibrilline pro-
duite et incorporée dans la matrice extracellulaire pro-
duite par les cellules en culture [18]. Il est aussi pos-
sible de procéder a une étude immunohistochimique
et histologique du réseau élastique directement sur la
biopsie cutanée. Ces analyses ne permettent cepen-
dant pas d'affirmer ou d'infirmer le diagnostic de Mar-
fan. En effet, des altérations de la fibrilline sont obser-
vées tant dans le syndrome de Marfan que dans les
autres fibrillinopathies. De plus, il existe des propo-
sants Marfan chez lesquels le défaut n'est pas porté
par la fibrilline et pour lequel ce test protéique est nor-
mal.

Le test moléculaire le plus direct consisterait a
identifier une mutation dans le géne FBN1. Cela
n'est pas réalisable en pratique. En effet, il n'existe
pas actuellement une technique de biologie molécu-
laire de routine qui permette d'explorer de facon
rapide et efficace un tres grand gene. En effet, I'ex-
ploration de l'ensemble du géne est indispensable
puisque, grossierement, chaque proposant présente
une mutation différente. De plus, avant d'entre-
prendre une telle étude, il est important de s'étre
assuré, par I'approche protéique ou l'approche géné-
tique, que chez le proposant il existe bien une alté-
ration de la fibrilline. Lapproche génétique consiste
en une analyse familiale réalisée avec des mar-
queurs polymorphes du gene FBN1 [19]. Son intérét
est double : d'une part confirmer l'implication de
la fibrilline et d’autre part identifier de facon indi-
recte la copie mutée du géne chez un sujet a
risque. En pratique, ce type d'étude ne peut étre
réalisée que dans des familles suffisamment
grandes et présentant plusieurs sujets atteints. La
plupart des familles ne répondent pas a ces cri-
teres. De plus, cette approche n'est pas envisa-
geable pour les cas sporadiques. Enfin, ici encore,
implication méme démontrée du géne FBN1 ne
permet pas d’affirmer le diagnostic de Marfan. Lap-
port de la biologie au diagnostic du syndrome de
Marfan reste donc limité. Sa meilleure indication
actuelle est le diagnostic précoce chez les enfants a
risque.
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