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INTRODUCTION

En 1954, J.Rhodin est le premier a décrire des microparticules cytoplasmiques ne
correspondant & aucun organite connu jusoiie-e n'est qu'en 1966 que de Duve &
Baudhuiff’, ont pu les isoler & partir de reins de rats, et étudier leurs propriétés biochimiques.
Ces microparticules sont capables, grace a leur contenu en oxydases et en catalases, de produire
et de dégrader le peroxyde d’hydrogéne. Elles ont ainsi été dénommées : peroxysomes. Ces
peroxysomes sont des organites intracellulaires ubiquitaires chez les euthr@atesont des
structures dynamiques, douées d’'une remarquable plasticité et qui, en réponse aux changements
physiologiques de leur environnement adaptent leur morphologie, leur nombre et leur contenu
enzymatique. Les fonctions essentielles des peroxysomes sont la détoxification du peroxyde
d’hydrogene (HO,) et lap-oxydation des acides gras. Chez les mammiférestre&ionctions
plus spécialisées et indispensables ont été acquises. Il s’agit de la synthése des plasmalogenes et
des acides biliaires, du meétabolisme de certains acides aminés et de médiateurs de
l'inflammation (leucotrienes) ainsi que de-txydation de I'acide phytanique et d'une étape de
la synthése du cholestérol.

La biogenése des peroxysomes nécessite un ensemble de protéines appelées peroxines,
qui sont codées par les gemdsX. Un défaut dans un de ces genes conduit a des troubles de la
biogenése, dans lesquels plusieurs ou toutes les fonctions peroxysomales peuvent étre affectées.
Ce phénoméne est observé, entre autre, avec la peroxine 7 dans la Chondrodysplasie
Rhizomélique Ponctuée de type 1 (CDRP-1). La CDRP-1 est une maladie rare a transmission
autosomique récessive, caractérisée par un raccourcissement des 0s longs proximaux, une
atteinte du systéme nerveux et un déficit en plasmalogénes. Le déces est précoce et survient
souvent pendant la premiére année de vie. Le diagnostic repose essentiellement sur des
arguments cliniques et radiologiques. Cependant, les autres formes de chondrodysplasies sont
difficiles a différencier. La biologie, ou seuls les taux de plasmalogenes sont fortement

perturbés, est donc utilisée afin de confirmer le diagnostic de CDRP-1.

Notre objectif a été de mettre en place, pour le diagnostic biochimique et moléculaire de
la CDRP-1, le dosage des plasmalogénes et I'étude du gene en cause; REXéndous
pourrons ainsi établir un diagnostic de certitude. De plus, cette analyse sera trés utile pour le

diagnostic prénatal.
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PREMIERE PARTIE : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

1. Structure et fonctionnement du peroxysome

1.1. Structure

Les peroxysomes sont de petits organites généralement ovoides, de 0,1 a 1 um de
diamétré” (Figure 1). Contrairement aux mitochondries, ils n‘ont qu’'une simple membrane
(bicouche lipidique) délimitant une matrice finement granuleuse et contenant des inclusions
enzymatiques cristallines denses aux électrons. lls sont dépourvus [d'A®Meurs protéines,
traduites par les ribosomes cytoplasmiques, possédent dans leur séquence des signaux de
ciblage indispensables & leur importafionLes peroxysomes sont ubiquitaires. Ils sont
abondants dans les hépatocytes et les cellules rénales, de 100 a 1000 paf celhiteabsents
des érythrocytes. Leur synthése commence dans le réticulum endopl&$retdear durée de
vie est de trois jours et demi. lls sont par la suite détruits par un mécanisme d’autophagie ou

encore nommé pexophafie

Peroxi-
some

| igue 1 :-Peroxysomes dans des cellules de Leydig de sanglier.
Marquage cytochimique par de la diaminobenzidine réagissant avec la catalase. Les lysosomes et les
mitochondries apparaissent plus cfls

1.2. Principales fonctions métaboliques

Plus d’'une cinquantaine de protéifiBsmembranaires ou matricielles, sont impliquées
dans les multiples voies métaboliques des peroxysomes. Les protéines enzymatiques ne sont

actives qu’en présence de leurs substrats. Ceux de faible poids moléculaire traversent la
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membrane par simple perméabilité. Les autres utilisent des transporteurs métaboliques
transmembranaires particuliers tels que les transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) pour les
acides grasHjgure 2).

Les fonctions peroxysomales ayant une importance clefs en pathologie sont les
suivantes: Ig8-oxydation et la-oxydation des acides gras, la détoxification du xjlaie et la

biosynthése des éther-phospholipides.
1.2.1. Fonctions cataboliques

1.2.1.1. a—oxydation de I'acide phytanique

L’acide phytanique (acide 3,7,11,15-tétraméthylhexadécanoique) est issu d'un
constituant de la chlorophylle ; le phyt8l L'acide phytanique ainsi que certains acides gras
ramifiés possedent un groupement méthyl en position B)(empéchant leurs dégradation par
B-oxydation. Le mécanisme de dégradation alors miseewre est I'eoxydation, au cours de
laquelle l'acide phytanique sera décarboxylé pour produire un dérivé 2-méthylé : I'acide
pristanique (acide 2,6,10,14-tétraméthylpentadécanoique). Ce dernier sera par la suite dégradé
par lap-oxydation. L'ecoxydation des acides gras a été décrite récemmescessite I'action
de 3 enzymes: la phytanoyl-CoA-2-hydroxylase (PhyH), la 2-hydroxyphytanoyl-CoA lyase et la
pristanal déshydrogéndise

Chez I'homme, les peroxysomes correspondent au seul sit@xgdation. Une
défaillance dans ce mécanisme peut provoquer I'accumulation d’acide phytanique tel que le
deficit en phytanoyl-CoA hydroxylase responsable de la maladie de Refsum. Ce déficit peut
également étre retrouvé dans d’autres anomalies de la biogenése des peroxysomes comme la
CDRP-1*4,

1.2.1.2. p-oxydation des acides gras a tres longue chaine esdeides gras

ramifiés

La B-oxydation des acides gras non ramifiés et contenmihs de 22 atomes de
carbone se produit dans la mitochondrie. Par contre, pour les acides gras a tres longue chaine ou
AGTLC (> 24 atomes de carbones), cditexydation a lieu dans le peroxysdiie Elle est
constituée de quatre étapes faisant intervenir des enzymes différentes selon que I'acide gras soit

a longue chaine ou ramifié, tel que les acides pristanique, phytanique, di et
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trihydroxycholestanoique (D/THCA) et dicarboxylide(Figure 2). Une étape préliminaire est
nécessaire afin d’activer I'acide gras en acyl-CoA par une acyl-CoA synthétase.

1. Déshydrogénation: au cours de cette premiére étape, I'acyl-CoA va subir une
déshydrogénation emp créant une double liaison avec production simultaiiggO..

Cette reéaction utilise la Flavine Adénine Dinucléotide (FAD) comme co-facteur,
l'acyl-CoA oxydase (ACOX-1) pour les AGTLC et 'ACOX-2 pour les acides gras
ramifiés.
2. Hydratation : lors de cette étape, la double liaisgh va subir une hydratation

aboutissant a une fonction alcool de stéréospécificité particuliere.

3.  Oxydation : cette troisiéme étape utilise le coenzyme NAfxotinamide adénine
dinucléotide) afin d’'oxyder la fonction hydroxyl en céto pour former du 3-cétoacyl-CoA.

Ces deux étapes sont prises en charge par la protéine D bi-fonctionnelle (DBP).

4.  Coupure thiolytique : dans cette derniere étape, la liaigbast scindée pour aboutir
a deux composés : un acétyl-CoA et un acyl-CoA correspondant a 'AGTLC de départ
raccourcit de deux carbones. Cette réaction est réalisée par deux enzymes différentes : la
3-cétoacyl-CoA thiolase (pTH1 ou ACAAL) spécifique des AGTLC et la « sterol carrier
protein x » (SCPx). La SCPx possede une fonction thiolase (pTH2) et un domaine SCP,
qui lui permet de prendre en charge les acides gras ramifiés et les dérivés d’'acides
biliaires.

A la fin d’'un cycle, un autre commence jusqu’a I'obtention d’'un acyl-CoA pouvant étre

pris en charge par une mitochonéfie
1.2.1.3. Autres fonctions cataboliques

Le glyoxylate, qui est un métabolite toxique, est converti en glycine par I'alanine
glyoxylate-aminotransférase (AGT). Un déficit en cette enzyme est responsable de

I'hyperoxalurie de type!1”.

Les peroxysomes catabolisent de nombreux autres meétabolites. Dans ce role de
détoxification, ce catabolisme fait intervenir des oxydases et des molécules d'oxygehe (O
déchet principal est I'bD,. Les oxydases peroxysomales ont pour substrats : les polyamines
(spermines), les purines, les acides aminés D (D-proline, D-aspartate). Les leucotrienes et

prostaglandines sont pris en charge par les enzyme$aejalatior®!.
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DHC-CoA
VLCFA-CoA pristanoyl-CoA THC-CoA DCA-CoA C24:6w3-CoA

<e=o<PMP70 > - PMP70>*==>*PMP70 'PMP70"*="""""
» » » b

@ ¢ XX XX

DHC-CoA

pristanoyl-CoA THC-CoA

C24:6w3-CoA

LBP DBP

- ! .
ACAA1 SCPx ’ACAM SCPx ACAA1 SCPx

- (n-2)VLCFacyl-CoA — 4,8,12-trimethyl- chenodeoxycholoyl-CoA &= (n-2)DCA-CoA C22:6w3-CoA
+ acetyl-CoA tridecanoyl-CoA + choloyl-CoA + acetyl-CoA
+ propionyl-CoA + propionyl-CoA

Figure 2 : Transporteurs ABC et enzymes impliquées dansday@lation peroxysomale des AGTLC
et des acides gras ramifiés, d’aprés Kemp Bt'al.

ALDP : protéine de I’Adrénoleucodystrophi®MP70 : protéine 70 de la membrane peroxysomale;
ALDRP : protéine associée a I'Adrénoleucodystrophie; ACOX1: acyl-CoA oxidase 1;

ACOX2: acyl-CoA oxidase 2 ; DBPprotéine D bi-fonctionnelle;

ACAAL1 (pTH1): 3-cétoacyl-CoA thiolase; SCRpTH2): sterol carrier protein x.

1.2.1.4. Meéetabolisme des especes activées de I'oxygene

Le peroxysome produit de I3@,, mais il est également capable de décomposer ce
déchet toxique pour l'organisme. Différentes enzymes participent a cette décomposition : la
catalase, la glutathion peroxydase et la peroxiredoxine V ou PAiPP@r exemple, la catalase
permet la dégradation de BB, soit par catalyse : 2, — O, + 2 HO, soit par oxydation
d'un donneur d’hydrogene (éthanol, méthanol, acide formique, formaldéhysg)+HAH, —

A + 2 H0. L'H,0, peut également étre converti en radical hydroX3H(). D’'autres oxydases,

telles que la xanthine oxydase, produisent des anions superoxydesQ€> derniers seront
inactivés par l'intermédiaire d’'une métallo-enzyme: la superoxyde dismutase a cuivre/zinc ou a
manganeése’.

Enfin, les groupements époxydes, hautement réactifs avec les molécules nucléophiles

(acides gras, ADN, ARN), seront réduits en diol par une époxyde hydrolase.
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1.2.2. Fonctions anaboliques
1.2.2.1. Synthése des intermédiaires des acides biliaires

Les acides biliaires primaires, I'acide cholique et I'acide chénodésoxycholique, sont les
principaux produits du catabolisme du cholestérol qui fait appel a plusieurs enzymes
peroxysomald&. L'a-méthylacyl-CoA racémase (AMACR) intervient sur lesdas di- et
trinydroxycholestanoique-CoA (ADHC-CoA et ATHC-CoA) pour les convertir de la
conformation R en S. Cette étape est indispensable a la poursuite de cette biosyntheése qui passe
par lap-oxydation peroxysomdfé’. Les acides biliaires nouvellement synthétisés, & 24 atomes

de carbone sont alors conjugués soit & la glycine soit & la taurine puis excrétés dafts la bile
1.2.2.2. Synthese des plasmalogénes (éther-phospholipides)

Les plasmalogénes ont été découverts en 1924 par Feulgen . \@#& sont des
analogues de phospholipides membranaires dont un des acides gras est remplacé par un alcool
gras insature, lié au glycérol par une liaison éther-vinylique. Leur téte hydrophile est constituée
le plus souvent d’'une molécule d’éthanolamine et plus rarement de choline. Ce sont des éther-
phospholipides dont le nom chimique est
1-O-alk-1'-ényl-2-acylsn-glycéro-3-phosphoéthanolamine. La posisofl est occupée par les
alcools gras C16:0, C18:0 ou C18:1. Alors qu’en posisiog, on retrouve des acides gras
polyinsaturés de type C22:8¢DHA) ou C20:4®.

O
<alies
H33C1e //P\O
Liaison éther-vinylique O H

Figure 3 : Structure chimique du
1-O-hexadéc-1'-ényl-2-€éicosa-5,8,11,14-tétraémyllycéro-3-phosphoéthanolamine.

La biosynthése des plasmalogénes suit un mécanisme enzymatique dont les deux
premiéres étapes se déroulent au niveau de la face interne de la membrane per&yssmale
les cing suivantes au niveau dul®HFigure 4). La premiére étape consiste en I'estérification
du dhydroxyacétone phosphate (DHAP) avec un acyl-CoA a longue chaine. Cette réaction est
catalysée par la dihydroxyacétone phosphate acyltransférase (DHAB-AT)produit un
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acyl-DHAP. La liaison éther en positi@m-1 est introduite par la substitution de I'acide gras
par un alcool gras. Cette étape est catalysée par I'alkyl-dihydroxyacétone phosphate synthase
(Alkyl-DHAP-S)?5* et elle aboutit & I'alkyl-DHAP.

O - 0 _
0] 0 0 ;
% N N\ ©
O/ AN 0 ~ P\ P
; o) Con - 0 .07 N
o R,OH RCOOH
© O / » 0 \ A > 1)
g DHAP-AT Alkyl-DHAP synthase
%) OH 0
> + 0 0 0 o
S pHap $-CoA Y/
3] o R
o
Q R Acyl-DHAP Alkyl-DHAP
o] NADPH + H'
*Lﬁ Acyl-CoA
NADH
Alkyl/acyl-DHAP
réductase NADP"
S-CoA [e) R
0 o 0
OH _ \ CoA o :( \\P /
Pi ) O/ P\ R2 i O/ \O
[\ H,0 (6] /

- .
\( Phosphatidate 0 Lysophosphatidate OH
0 R (
O

NAD(P)H

-

phosphohydrolase 1 O\( acyltransférase
/ R 4

) S 0 ?

- Ry / /
. g Rl Rl
e 1-Alkyl-2-acyl-sn-glycérol 1-Alkyl-2-acyl-sn-glycéro-3-phosphate 1-Alkyl-lyso-sn-glycéro-3-phosphate
2]
C_U CDP-Ethanolamine*

8_ CDP-Etn
S 6 Ethanolamine

8 phosphotransférase

CI) CMP 0

5 0] \\ / O\/\

O i

=] \\ / O\/\ N o P\ NH;
‘O P NH; - )

S

)

Q.

]

)

L

Kogh
0, o O
o) 0 Plasmanyléthanolamine \/g
\< désaturase 2
O
Ry
/ O

7
|
R; R,
Phosphatidyléthanolamine Plasmalogéne PE

(1-alkyl-2-acyl-phosphatidyléthanolamine) (1-alkényl-2-acyl-phosphatidyléthanolamine)

Figure 4 : Biosynthése des @-alkényl-2-acyl-phosphatidyléthanolamine, adaptée de S Bacot
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L’alcool gras incorporé provient soit de I'alimentatidhsoit de la réduction d’'un
acyl-CoA a longue chaine par une acyl-CoA réduétdsd alcool gras peut dans une
moindre mesure, étre synthétisé de novo au cours deXgdation peroxysomafg’.

Les autres étapes consistent en la fixation d’'un acide gras polyinsaturé en position

sn-2*+3%! & l'incorporation de la téte poldii® et de la liaison éther-vinylique.

La régulation de la synthése des plasmalogenes se fait par rétrocontrdle négatif au
niveau de I'étape limitante qui est la génération d'alcool gras par I'acyl-CoA rédiitthss
plasmalogenes ont une courte demi-vie. Ceci est expliqué par la présence de la liaison
éther-vinylique qui les rend trés sensibles aux attaques radicalaires. D’autre part, ils subissent
I'action d'une phospholipasefspécifique (psPLA afin de libérer les molécules bioactives
en position sn-2 telles que l'acide arachidonique.

Chez 'hnomme, les plasmalogenes représentent plus de 18 % de la masse totale en
phospholipides. lls ont une distribution tissulaire particuliere. Les plasményl-éthanolamines
sont présents dans les poumons, les reins, la rate, les muscles squelettiques et les testicules. I
sont retrouvés en plus forte concentration dans lef@bette cerveau dont ils représentent plus
de 50 % des phospholipides. lls sont présents en forte proportion dans la gaine de myéline, et la
substance blanche du cortex pariétal en est exclusivement colfhdsé® plasményl-cholines
sont essentiellement distribués dans le cceur et les muscles squel&tiduesdéfaut de
synthése de plasmalogénes est délétére pour I'organisme et provoque d’'importantes défaillances
neurologiques. Le déficit en DHAP-AT provoque la CDRP-2 alors que le déficit en
Alkyl-DHAP-S est responsable de la CDRP-3. Dans la CDRP-1, les deux déficits sont

retrouvés mais de fagon non totale.
1.2.2.3. Autres fonctions anaboliques

Les peroxysomes jouent un roéle important dans la synthese des AGTLC tels que
l'acide docosahexaénoique ou DHA (C223%. Ce dernier est un dérivé d'acides gras
essentiels d’origine alimentaire comme I'acide linolénique (C@8)3Dans la derniére étape de
synthése, le C22t53 est converti en DHA. Pour cela le C22%est allongé de deux carbones
puis il entre dans le cycle de [&oxydation peroxysomale. Le dérivé C24% est alors
déshydrogéné afin d’obtenir une double liaison supplémentaire. Enfin, le €244 rétro-

converti en C22:63%.
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Les peroxysomes interviennent également dans la synthese du cholestérol, mais dans
un moindre degré par rapport aux mitochondries et au RE. La premiere étape de synthese
peroxysomale est la conversion de I'acétyl-CoA en 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A
(HMG-CoA) par 'HMG-CoA synthase. Puis, lTHMG-CoA est réduit en mévalonate. C’'est
I'étape limitante de la voie de biosynthése du cholestérol et elle s’effectue essentiellement dans
le RE*?. Dans la troisiéme étape qui est exclusivement peroxysomale, la phospho-mévalonate
kinase (PMVK), la pyrophospho-mévalonate décarboxylase (MPPD), l'isopentenyl diphosphate
(IPP) isomérase et la farnesyl diphosphate (FPP) synthase convertissent le mévalonate en
FPP*42 Ce dernier donnera dans le RE le squaléne. L'étape finale est la cyclisation du
squaléne en lanostérol puis en cholestérol. Cette réaction a lieu dans le RE mais peut également

étre localisée dans les peroxysomes.
2. Biogenese des peroxysomes

La biogenése des peroxysomes est tres étudiée, mais reste encore incomplétement
connue. Elle est souvent source de débats, notamment sur l'origine de leur membrane. Cette
biogenése implique plusieurs protéines appelées peroxines. 32 peroxines ont déja été
identifiées. Elles sont codées par la famille des gBE&*°. Parmi ces peroxines, il a été
deécrit des protéines membranaires peroxysomales (PMPs), ainsi que des récepteurs d’import

peroxysomaux. Le mécanisme de biogenése des peroxysomes peut étre divisé en trois parties :
- Laformation de la membrane ;
- L'import des protéines membranaires ;
- L'import des protéines matricielles ;

Chez I'nomme, un déficit en peroxine est associé a de graves pathologies appelées
défaut de biogenése des peroxysomes (PBD). La CDRP-1 fait partie des PBD, elle est due a
des mutations dans le gene PEX7 entrainant une anomalie de la peroxine 7 (Pex7p).

2.1. Formation de la membrane peroxysomale

La formation des peroxysomes et plus particulierement I'origine de leur membrane est
expliquée par deux modeles différents mais qui peuvent coexister. D’apres le modéle de
Lazarow et Fujiki, les peroxysomes, a limage des mitochondries, sont des organelles

autonomes qui se multiplient par des mécanismes successifs de « croissance et division ». Les
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peroxysomes étant dépourvus d’ADN, leurs protéines sont synthétisées par des ribosomes
libred*. D'autres études indiquent que le RE est impliqué dans la biogdads®/odes
peroxysomes, notamment en absence de peroxysomes prééXistaBts effet, les
phospholipides membranaires dérivent dU®E qui est le passage obligatoire de certaines

peroxines pour y &tre glycosilé&s>” (Figure 5).

Pré-peroxysonV
@ \ peroxysome

s™

PMPs ?

Figure 5 : Modéle de biogenése des peroxysomes, adapté de Tab&Ret al.

Les PMPs sont importéeda le RE ou directement dans le pré-peroxysome. Ensuite, les PPs sont
importées dans la matrice. Les peroxysomes ainsi formés peuvent ensuite proliférer.

PMPS : Protéines membranaires peroxysomd®s: Protéines peroxysomalés,; Noyau,

P : peroxysome mature.

2.2.Importation des protéines membranaires

Les PMPs sont importées soit directement dans la membrane peroxysomale, soit aprés
avoir transité par le RE. Deux types de PMPs sont alors différentiées :
- Les PMPs de classe | portent un signal de ciblage membranaire (mPTS) reconnue

par Pex19p et elles sont directement importées dans la membrane peroxysomale ;

- Les PMPs de classe I, telles que Pex3p, Pex16p et Pex19p portent un signal
différent de mPTS et elles transitent via I&*RE

Pex16p est probablement la premiere peroxine impliquée dans la formation des
peroxysomes. Elle en régule la formatid® novo et recrute d’autres peroxines comme par
exemple Pex3p™¥. Une dizaine de PMPs de classe Il ont été déRritelseur mécanisme

d'import dans le RE est mal connu, et considéré comme une voie mineure.

L'import direct des PMPs de classe | nécessite deux peroxines : Pex3p et'1®a%19p
(Figure 6). Pex19p joue le réle de protéine chaperonne reconnaissant le signdi‘mBf&e
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au groupement farnesyl de Pex19p, le complexe Pex19p-PMP formé dans le cytosol entre en
contact avec la membrane puis se fixe au récepteur d’ancrage membranaif&’ PErSpite,
les PMPs sont insérées dans la membrane selon un mécanisme encore inconnu. Enfin, Pex19p

est recyclée vers le cytosol ou un nouveau cycle d'importation pourra commencer.

Figure 6 : Modéle d'insertion des PMPs de classe I, d’aprés Rucktaschéft al.
2.3Importation des protéines matricielles

Les protéines de la matrice peroxysomale sont importées dans le peroxysome apres leur
traduction dans le cytosol, grace a un récepteur spécifique reconnaissant une séquence signal
peptidique particuliere la « Peroxisomal Targeting Signal » (PTS) difféerente de la mPTS. Il
existe deux types de séquence PTS.

La majorité des protéines matricielles (PPs) portent la séquence PTS1, qui correspond a
la succession en C-terminal de trois acides aminés Sérine-Lysine-Leucine-COOH (SKL) ou a
'un de ses variants (S/A/C)-(K/R/H)-(L/M) et sont reconnues par le récepteur cytosolique
Pex5p2.

Les autres protéines importées portent une séquence de ciblage dégénérée PTS2, de neuf
acides aminés vers leur extrémité N-terminale : (R/K)-(L/INYINQ)-(L/A)®Y. Clest la
peroxine 7 qui joue le role de récepteur de P¥5prableau 1). Dans un premier temps,
I'isoforme long du récepteur Pex5p (Pex5pL) doit interagir avec Pex7p pour l'orienter vers le
peroxysom&?. Ensuite, le complexe PTS2-Pex5pL/7p s'associe & la membrane du peroxysome

via le complexe d'accueil composé de Pex13p et P&14p translocation du complexe se
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Tableau 1 :Principales protéines de la matrice peroxysomale et leur signe?PTS

Voie métabolique Protéine peroxysomale Signal PTS
Acyl-CoA oxydase 1 (ACOX1) PTS1
Acyl-CoA oxydase 2 (ACOX2) PTS1
_ Protéine D bi-fonctionnelle PTS1
B@LRETET pROYETEIE Thiolase peroxysomale 1 (pTH1) PTS2
Thiolase peroxysomale 2 (pTH2) PTS1
a-méthylacyl-CoA racémase PTS1
_ Phytanoyl-CoA hydroxylase PTS2
a-OXydation peroxysomale 2-hydroxyphytanoyl-CoA lyase PTS1
. . . DHAP-AT PTS1
Biosynthese des plasmalogéene Alkyl-DHAP-S PTS?
Détoxification du glyoxylate Alanine glyoxylate aminotransférase PTS1
Catalase PTS1
3 . , Peroxiredoxine V (PMP20) PTS1
DEGEME@Eon 22 [0 Epoxyde hydrolase PTS1
D-aspartate oxidase PTS1

produit & travers un canal formé de PeXPAgPrex5pL/7p se sépare de la protéine matricielle

puis il est ubiquitinylé par le complexe Pex4p, Pex2p, Pex10p et P&1Ppfin, le complexe

Pex5pL/7p est exporté vers le cytosol par les ATPases Pexlp et®Pex6pbiquitine du

complexe Pex5pL/7p est clivée afin de permettre le prochain cycle d'importation. Si Pex5pL/7p

reste bloqué au niveau de la membrane du peroxysome, il sera poly-ubiquitinylé puis extrait de

la membrane et dégradé par le protéa&Shggigure 7).

ffS1

26S-
proteasome

Figure 7 : Les deux voies d'import des protéines peroxysomales matricielles, d’aprés Nagdtll et al.
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2.4.Régulation peroxysomale

Le nombre de peroxysome et leur contenu enzymatique sont variables en fonction de
I'état et de l'environnement de la cellule. Certains lipides et xénobiotiques induisent
'expression de génes codant des protéines matricielles ainsi que membranaires, et font
augmenter le nombre de peroxysomes. Cette régulation s’effectue par I'expression de deux
classes de protéines : les protéines prolifératrices des peroxysomes (PPs) telles que Pex11p et

les protéines apparentées aux dynamines (D®Ps)

Les PPs permettent I'activation d’'un récepteur nucléaire, le « peroxisome proliferator-
activated receptat » (PPARY) Y. Une fois activé, le PPARse dimérise avec le récepteur aux
rétinoides X (RXR) puis se fixe sur une séquence consensus de 'ADN (-AGGA/TCA-) appelé
« Peroxisome proliferator responsive elements » (PPRE) localisé dans les promoteurs des genes
cibles afin d’en moduler la transcriptiéh Ainsi, Pexllp participe & la régulation de
I'abondance des peroxysomes en fonction de l'alimentation et Begiilpontrle de leur
prolifération et de leur élongatiBH.

Les DRPs sont des GTPase recrutées par Pexllp. Elles sont impliguées dans la
formation d’un anneau de constriction et vont ainsi permettre la fission des membranes

peroxymale®,
3. Principales pathologies peroxysomales

Les dysfonctionnements des peroxysomes sont un groupe de maladies génétiques rares,
touchant une ou plusieurs voies métaboliques simultanément. Elles se transmettent selon un
mode autosomique récessif, a I'exception de l'adrénoleucodystrophie liée a I'X (X-ALD) et
sont divisées en deux groupes: les anomalies de la biogenése (PBD) et les déficits enzymatiques

isolés, rassemblant une vingtaine de maladies.
3.1.Anomalies de la biogenese

Les PBD se rassemblent en quatre entités cliniques: le syndrome de Zellweger (ZS),
I'adrénoleucodystrophie néonatale (NALD), la maladie de Refsum infantile (IRD) et la
CDRP-1. Ces PBD sont caractérisées par une absence totale ou partielle des peroxysomes (sauf
pour la CDRP-1) et sont dues a des anomalies sur les B&nesSelon le gene muté, les
anomalies perturbent soit: la synthese des membranes peroxysofBl3, PEX16,
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PEX19), l'adressage des protéines peroxysomales néosynthétRExS, PEX7), la
translocation des protéines matricielle€K2,PEX10,PEX12), 'ancrage des PMPBEX13,
PEX14) ou le recyclage des récepte@®&X1, PEX6, PEX26Y.

3.1.1. Le spectre Zellweger

Ce spectre rassemble trois entités : ZS, NALD et IRD. Elles représentent 80 % des
PBD et different cliniquement de la CDRP-1. Ces trois maladies ont toutes la méme
symptomatologie mais se distinguent par la sévérité de leurs atfintes

Le syndrome cérébro-hépato-rénal de Zellweger (MIM 214100) est le plus grave. Il se
caractérise par un début anténatal et une espérance de vie souvent inférieure a trois mois. Il
associe des anomalies morphologiques (dysmorphie cranio-faciale, petite taille), des troubles
neurosensoriels (cataracte, rétinopathie pigmentaire, glaucome et surdité), une hypotonie
néonatale sévere avec une aréflexie, des épilepsies et un retard de développement
psychomotelf®. L'examen radiologique révele des calcifications ponctuées épiphysaires et
I’échographie abdominale montre une fibrose ou une cirrhose hépatique ainsi que des kystes
rénaux. L'imagerie par résonance magnétique peut identifier une hypomyélinisation et des
anomalies corticales. L’'ensemble des fonctions biologiques peroxysomales sont déficitaires,
provoquant une accumulation d’AGTLC, de précurseurs des acides biliaires, d'acide
pipécolique, d’acide phytanique, un déficit des protéines dieokeydation et un déficit de
synthése des plasmalogehi8s

Des débuts plus tardifs et de meilleures espérances de vie sont observés dans les
formes moins séveres que sont la NALD (MIM 202370) et surtout I'lRD (MIM 266510). Les
enfants atteints peuvent présenter un certain degré de développement. La communication et
I'acquisition d’'un langage sont rares, mais parfois normales pour I'age. Les kystes rénaux, la
ponctuation des os et les anomalies hépatiques ne sont pas régulierement observes. Enfin, une
surdité de perception et une rétinite pigmentaire allant jusqu’a la cécité sont observées chez

les patients présentant une survie plus impofifahte
3.1.2. La Chondrodysplasie rhizomélique ponctuée de type 1 (MIM 215100)

La CDRP-1 est caractérisée par un raccourcissement des os longs proximaux (la
rhizomélie), des calcifications punctiformes dans le cartilage épiphysaire (la chondrodysplasie

ponctuée) et une cataracte. Les patients atteints présentent un retard de croissance staturo-
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pondéral profond, un dysmorphisme facial ainsi qu’'un déficit intellectuel sévere. Le déces
intervient fréquemment pendant la premiere année de vie. Toutefois, des phénotypes moins

séveres sont décrits. Cette anomalie sera détaillée ultérieurement (cf page 32).
3.2. Déficits isolés d’'une enzyme ou d’un transporteur peroxysomal

Ces déficits affectent une voie métabolique spécifique. Les peroxysomes sont présents et
leur structure est normale, mais la clinique reste sévere. Les principales voies métaboliques
affectées sont lg3-oxydation, lu-oxydation de l'acide phytanique et la synthése des

plasmalogénes.
3.2.1. Déficits de lap-oxydation
32.1.1. Adrénoleucodystrophie liée a I'’X (MIM 300100)

L'X-ALD est le plus frequent des déficits isolés peroxysomaux avec une incidence pour
'hommes de 1/20006". Elle est causée par des mutations sur le ¢@@D1 codant la
protéine ALDP responsable de l'importation des AGTLC dans le peroxysome. Le déficit en
ALDP qui en résulte provoque une accumulation d’AGTLC dans lesf8sua maladie est
caractérisée par une expression phénotypique trés variable. Il existe des formes cérébrales
démyeélinisantes (35 %), infantiles ou adolescentes, provoquant une détérioration
comportementale, cognitive et neurologique. Une forme adulte intermédiaire (50 %) ou
adrénomyéloneuropathie (AMN) ainsi gu’une variante avec insuffisance surrénalienne et sans
atteinte neurologique (15 %) sont également défteBnfin, il est important de rappeler que
chez les femmes hétérozygotes, 40 a 50 % d’entre elles développent une AMN et 15 a 20 % ne

présenteront pas d’accumulation I’AGTLE
3.2.1.2. Déficit en acyl-CoA oxydase (MIM 264470)

Ce déficit est d0 a des mutations sur le gé@8©X1codant I'acyl-CoA oxydase. Cette
enzyme est impliquée dans la premiere étape d@Xydgation des AGTLC mais pas des acides
gras ramifié¥. Les patients atteints présentent une hypotonie néonatale sévére accompagnée
de convulsions. Le développement psychomoteur est lent puis régresse progressivement. |l
existe un retard de croissance et une surdité. La plupart des patients ne présentent pas de
dysmorphie cranio-faciale, de calcifications ponctuées ou d’hépatornféydliage moyen de

déceés est plus tardif que chez les patients présentant un déficit en protéine D bi-fonctionnelle.
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3.2.1.3. Déficit en protéine D bi-fonctionnelle (MIM 261515)

Le déficit en protéine D bi-fonctionnelle est 'anomalie peroxysomale la plus fréquente
apres I'X-ALD. La clinique est sévere et le déces intervient dans les deux premieres années de
vie. Il s’agit d’'un pseudo-syndrome de Zellweger dans lequel les calcifications ponctuées ne

sont pas retrouvées et ol la synthése des plasmalogénes est#fbrmale
3.2.1.4. Déficit en « sterol carrier protein x » (MIM 184755)

Le déficit en « sterol carrier protein x » (SCPx) a été décrit chez un seul patient. Dans
cette anomalie, Ig-oxydation de I'acide pristanique et des intermédsaides acides biliaires
(DITHCA) est déficiente. En revanche, celle des AGTLC est normale. Le tableau clinique se
compose d'une leuco-encéphalopathie et d'une neuropathie motrice associées a un trouble
endocrinien de type hypogonadisttie

3.2.1.5. Déficit en a-méthylacyl-CoA racémase (MIM 604489)

Les patients atteints d’un déficit eaméthylacyl-CoA racémase peuvent présenter deux
phénotypes différents : soit une neuropathie sensitivomotrice démyélinisante, soit une atteinte
hépatiqu&3*. Une rétinite pigmentaire peut également étre observée. Au niveau biologique,
les mémes anomalies que pour le déficit en SCPx sont retrouvées, mais seuls les composés de

configuration (R}p’accumulent.
3.2.2. Déficits de l'a-oxydation de I'acide phytanique (MIM 266500)

La forme adulte de la maladie de Refsum est due soit a un déficit en phytanoyl-CoA-2-
hydroxylase (90 % des cas) soit & un déficit en son récepteur, la peroxine 7 (10 %%8ks cas)
La premiere anomalie est la conséquence de mutations sur le generfddigaht un déficit de
I'a-oxydation et donc, une accumulation de l'acide phigtze dont les taux plasmatiques
peuvent dépasser 200 umol/L. Il s'agit d'un toxique qui modifie le métabolisme et les voies de
signalisation cellulaif€®”. Le bilan clinique retrouve dans I'enfance une anosmie et une rétinite
pigmentaire. Puis, en fonction de I'accumulation de I'acide phytanique, il peut s’associer a une
polyneuropathie, une surdité, une ataxie cérébelleuse et une ichtyose. Une cardiomyopathie et
des anomalies du rythme cardiaque sont quelques fois présentes. La protéinorachie est élevée
mais il N’y a pas de pléiocytose. Le développement mental est normal et les anomalies osseuses

sont peu marquéls,
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3.2.3. Déficit de la synthese des plasmalogenes (MIM 222765, MIM 600121)

En plus de la CDRP-1, ce type de déficit regroupe deux autres pathologies : la CDRP-2
et la CDRP-3. Leur mode de transmission est autosomique récessif. Elles sont cliniquement et
radiologiquement indiscernables de la CDRP-1 et c’est la mise en évidence de I'anomalie
génétique responsable qui permet de faire le diagnostic difféféhtiebs similitudes sont
expliguées par une incapacité pratiguement compléte a synthétiser les plasmalogénes. Pour la
CDRP-2, cette incapacité est due a un déficit en DHAP-AT qui est I'enzyme impliquée dans la
premiére étape de synthése des plasmalof§8nators que pour la CDRP-3, elle est due & un
déficit en alkyl-DHAP synthase qui est 'enzyme impliqguée dans la deuxieme étape de cette
méme synthé&8!. Pour les patients atteints, les taux de plasmalogénes érythrocytaires sont trés
abaissés. Toutefois, ceux de l'acide phytanique plasmatique sont normaux et la 3-cétoacyl-CoA
thiolase est présente dans les peroxysomes sous sa forme fonctionnelle. La clinique est sévere et
la plupart des feetus atteints meurgnatero ou peu de temps apres la naissance. Ceux qui

survivent décédent généralement dans les 10 premiéres annéé¥’de vie
3.2.4. Autres déficits enzymatiques

L’hyperoxalurie de type | est due a un défaut de détoxification du glyoxylate et résulte

d’un déficit en alanine glyoxylate aminotransférase.

L’acatalasémie est due a un défaut du métabolisme d@,l'eét résulte d’un déficit en
catalase.
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4. La Chondrodysplasie rhizomélique ponctuée de type 1
(MIM 215100)

4.1.La CDRP-1 parmi les pathologies osseuses constitutionnelles

Les pathologies osseuses constitutionnelles sont des maladies tres hétérogénes se

divisant en trois grands groufs:

- Les malformations d’'un ou de plusieurs os apparaissant pendant la morphogenése ou

dysostoses ;

- Les modifications de la densité et de la minéralisation osseuse ou ostéodysplasies ;

- Les affections congénitales rares affectant la formation de I'os et/ou du cartilage ou

chondrodysplasies.

La classification de ces pathologies est trés difficile a établir clairement. La premiére a
été établie en 1972. Elle est fondée sur des descriptions cliniques et radiologiques. Les criteres
cliniques les plus importants sont la létalité, un aspect harmonieux bien proportionné et

I'association a d’autres anomalies (neurologiques ou viscérales).

L’atteinte du squelette appendiculaire est caractérisée :

de micromélique lorsque tous les segments sont concernés ;

d’acromélique pour les segments distaux ;

de mésomélique pour les segments moyens ;

et de rhizomélique pour les proximaux.

Au niveau radiologique, ce sont les anomalies de taille et de forme des os et/ou du cartilage qui
sont identifiées. L’homogénéité de la minéralisation est également importante ainsi que la
localisation des anomalies : épiphysaire, métaphysaire ou diapHysadette classification a

ensuite été actualisée grace & 'avénement de la biologie molé€élaire groupe d’experts

« International Skeletal Dysplasia Group » propose une classification réunissant ces trois
criteres. En 2010, il recense 456 dysplasies squelettiques différentes regroupées en 40 classes et

dont l'incidence estimée varie de 1 naissance sur 10 000 & moins de 1/1%00 000

En paralléle, une deuxieme classification a été établie et propose 7 groupes basés sur
trois critéres : génétiques, moléculaires et biochimltfie®ar exemple, les anomalies de
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protéines structurelles extracellulaires sont distinguées des anomalies hormonales, des
anomalies de voies de signalisation intracellulaire ou encore de voies métaboliques
particulieres. Ce dernier groupe inclut notamment les chondrodysplasies ponctuées (CDP)
d’origine peroxysomale, celles liees a un défaut de synthése du cholestérol et celles dépendantes
du métabolisme de la vitamind>&

Dans leur ensemble, les chondrodysplasies sont responsables de retard de croissance et
de déformations osseuses entrainant souvent une petite taille disproportionnée. Leur mode de
transmission est variable et certaines formes sont létales (atélostéogenese, les type Moerman et
Seller). Les autres chondrodysplasies sont soit associées a une insuffisance staturale globale
(collagénopathies, dysplasies épiphysaires, dysplasies métaphysaires) soit a une atteinte plus
marquée du squelette appendiculaire (achondroplasie, dysplasie diastrophique, dysplasie

métatropique, dysplasies mésoméliques et chondrodysplasies poffctuées)

Selon la classification internationale, les chondrodysplasies ponctuées (CDP) constituent
un groupe particulier caractérisé par la présence de calcifications au niveau des épiphyses. Ces
calcifications sont identifiables a la radiographie osseuse sous la forme de pointillés ou de
ponctuations. Ce sont elles qui perturbent la croissance du squelette et altérent sa structure et sa
morphologie. L’ichtyose, la cataracte et le retard mental font partie des anomalies communes.
Les CDP peuvent étre détectées par un suivi échographique, habituellement en fin de grossesse.
Toutefois, l'identification de la forme exacte nécessite des analyses biochimiques (recherche de
stérols anormaux et dosage des plasmalogenes) des cellules du trophoblaste ou du liquide

amniotique. Une analyse en biologie moléculaire peut étre nécessaire.
Il existe trois variantes principales de CDP:

- Les CDP rhizoméligues ;

- Les CDP non rhizoméliques ;

- Les autres CDP.
Outre ces formes héréditaires, il existe aussi des CDP iatrogénes (coumariniques) et secondaires
(maladies auto-immunes maternelles) qu'il est impératif de prendre compte dans les diagnostics

différentiels.
4.2. Historique
Les premieres descriptions des chondrodysplasies dites « calcifiantes » datent du milieu

du 20" siécle, mais ce n'est qu'en 1971 que le pédiatre allemand J.Spanger en a décrit la
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forme rhizoméliqué®. L'origine peroxysomale des CDRP a été attribuée en 1985 par Heymans

et al®’. En 1992 et 1994, 'équipe de Wandersleta découvert, respectivement chez deux
patients qui ne présentaient pas d’élévation plasmatique de l'acide phytanique, les deux
enzymes responsables des variantes 2 et 3 des®BRIEN 1997, trois équipes ont identifié
smultanément le géne impliqué dans la forme principale (CDRP-1). Il s’agit duRiexé

codant la peroxine 7 et dont les mutations dans la séquence sont responsables de 90 % des cas
de CDRP?%%l Ces mutations provoquent essentiellement un déficit profond en

plasmalogenes.
4.3.La peroxine 7

La peroxine 7 (Pex7p) correspond au facteur 7 de biogenése des peroxysomes. Elle est
également retrouvée sous le nom de «récepteur a la deuxieme séquence de ciblage
peroxysomale » (PTS2R). Pex7p est un récepteur mobile essentiellement cytosolique mais il est
également retrouvé en petite quantité a l'intérieur des peroxy$8mes

4.3.1. Structure

Pex7p est une protéine hydrophile, soluble et ne possédant pas de domaine
transmembranaire. Elle est constituée de 323 acides aminés et appartient a la famille des
protéines a domaines WD répétés. Cette famille contient de nombreuses protéines, souvent
impliquées dans des interactions protéine/protéine et dont les fonctions sont tres variées (signal
de transduction, transport vésiculaire, apoptte)

Pex7p est constituée dans sa partie N-terminale de 56 résidus aminés dont le motif
structural n’est pas connu. Six domaines WD succédent a cette partie N-terminale et conferent a
Pex7p une structure symétriqurég(re 8). Chaque domaine WD est constitué de 40 a 60 acides
aminés repliés en quatre bandeantiparalleles (a, b, ¢ et d) leur donnant une fodmeélice.
lls sont initiés dans leur partie N-terminale, entre les bapided » et « a », par un dipeptide
glycine-histidine (GH) et comporte un aspartate invariant dans la boucle « b-c ». De méme, a
I'extrémité C-terminale de la banfle< ¢ », le dipeptide tryptophane-acide aspartique Y\&4D
trés conserf&?,

La structure primaire de Pex7p est donc : Nigf&H-Xx-H-Xx-WD-Xx)e-Cter.
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Figure 8 : Modéle montrant I'agencement structurel des répétitions WD de Pex7p vu dit%dessus

Les bandes rouges correspondent & une structure endh&isdandes grises représentent les feuillets
B. La protéine est assimilée a une hélice composée de sept pales. Quatrefifenitistisuent une pale:
le feuillet « d » d’une premiére répétition WD et les feuillets « a, b et ¢ » de la répétition WD suivante.

Figure 9 : Vu de profil de la protéine Pex7p, d’aprés Kunze E04l

Les mutations faux-sens retrouvées dans la CDRP-1 sont matérialisées par des sphéres.

Elles sont rassemblées sur le dessus de Pex7p proche de l'interaction avec le signal PTS2.

Les acides aminés conservés dans I'évolution sont présentés colorés, les régions grises correspondent
aux acides aminés moins conserves.
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Les domaines WD sont situés a la surface de la protéine. Leur répétition confere une
forme symétrique a la protéine et constitue un « sillon » rigide, nécessaire pour l'interaction
avec d'autres protéing¥!. La structure idéale de Pex7p pour la reconnaissance du signal PTS2
nN'apparait qu'apres liaison a Pex5pL. Ceci rappelle le fonctionnement d’autres protéines a
domaines WD répétés, telles que les protéines G hétérotriméfiguea séquence PTS2 est
une structure en héliae amphipathique dont la distribution des charges iest définie et elle
est complémentaire du « sillon » de Pé¥?h Par exemple, les résidus glutamates en position
113 et 200 de Pex7p interagissent avec le premier et 'avant dernier résidu de PTS2. Toutes les
mutations entrainant un changement structurel du «sillon », modifie sa capacité de
reconnaissance du signal PTS2. Elles sont donc pathogenes. D’allleurs, ce sillon est constitué de
résidus aminés tres conservés dans I'évolution et la majorité des mutations faux-sens se situent a

son niveali® (Figure 9).
4.3.2. Fonction

Pex7p participe a I'importation dans la matrice peroxysomale de protéines porteuses
dans leur partie N-terminale de la deuxiéme séquence de ciblage peroxysomal&’#%s2)

A ce jour, trois enzymes portant le signal PTS2 ont été iderttiflées
- 3-cétoacyl-CoA thiolase peroxysomale (pTH1)
- Phytanoyl-CoA hydroxylase (PhyH)
- Alkyl-dihydroxyacétone phosphate synthase (Alkyl-DHAP-S)

Pex7p est donc essentielle aux fonctions-akydation de I'acide phytanique et de
synthese des plasmalogenes. Les thiolases étant redondantes dans les peroxysomes, Pex7p

participe aux fonctions de&oxydation des AGTLC, mais n’est pas indispensable.
La mévalonate kinase possede une séquence signal apparentée a PTS2 mais elle
n'interagirait pas avec Pex#}5.

4.3.3. Génétique

La peroxine 7 est codée par le géne PEX7.

Ce gene a été caractérisé chez une vingtaine d'espéces aussi bien animales que
végeétales. Il est bien conservé et la séquence humaine présente 91 % d’homologie avec la

séquence muriffé'. Braverman eél. ont localisé le géne sur le bras long du chromosome 6 en
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position 6g21-222" sur un intervalle de 102 000 paires de bases (pb). Il est constitué de 10
exons répartis sur 92 543 pb d'ADN génomique. L'ADNc mesure 1 520 pb et contient une
région 5’'UTR de 130 pb, une région ORF de 969 pb et se termine par une région 3'UTR de 413

pb[103].

Le début du géne, exon 1 compris, a une forte teneur en base guanine (G) et cytosine
(C); 66 %. Il n'existe pas de séquence TATA box dans la partie promotrice du géne. Il n'y a pas
non plus de séquences consensus de type « peroxisome proliferator hormone response

elements » (PPRE) qui auraient permis de le réifliler

Les peroxysomes étant présents dans I'ensemble des cellules de I'organisme, le gene
PEX7 s’exprime dans tous les tissus. Cependant, pour ceux exprimant fortement la protéine
Pex7p (le pancréas, le squelette, les muscles et en particulier le cceur) un transcrit plus court est
retrouvé en faible quantitd. Au total, neuf variants d’ARN messager ont été identifiés. Ils sont

générés par des épissages alternatifs délétant un ou plusieuf¥’8xons
4.4.Diagnostic

La CDRP-1 est une maladie trés souvent létale. Elle se transmet selon un mode
autosomique récessif et elle atteint environ 1 nouveau-né sur 166f0@le est classée parmi
les troubles de biogenése des peroxysomes dont elle représente 18 % des cas, a c6té du
syndrome de Zellweger. Toutefois, la biochimie et la clinique sont distinctes. La pénétrance est

compléte et la maladie est retrouvée dans toutes les ethnies.

Le diagnostic de CDRP-1 est basé sur des examens cliniques et radiologiques qui

doivent étre confirmés par des tests biochimiques et de biologie moléculaire.
4.4.1. Diagnostic clinique
4.4.1.1. Phénotype sévere

De facon caractéristique, les patients souffrent d’'un retard de croissance associé a un

retard mental.

Au niveau du squelette, ils présentent un raccourcissement bilatéral de I'humérus et a un
moindre degré du fémur (la rhizomélie). Des foyers de calcification ponctuée se développent
dans le cartilage épiphysaire et parfois métaphysaire (la chondrodysplasie ponctuée) au niveau

des genoux, des hanches, des coudes, des chevilles et des épaules. Ces calcifications ponctuées
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disparaissent aprés I'age de un a trois ans, laissant place a des épiphyses anormales, élargies et
irregulieres. Les articulations des hanches et des genoux sont raides et douloureuses expliquant
I'hypertonie et l'irritabilité des enfants. La radiographie montre une cage thoracique tres étroite

et une ossification aberrante et progressive de structures normalement cartilagineuses telles que
le larynx, la trachée, I'os hyoide, les jonctions costo-chondrales et les disques intervertébraux. A
l'inverse, a cause d’'une calcification tardive, les corps vertébraux apparaissent avec des fentes
coronales. Les structures cartilagineuses du visage sont également touchées et la dysmorphie
faciale provoquée évoque un syndrome de Binder ou malformation maxillo-nasale. Il est
notamment observé une hypoplasie médio-faciale, un nez anormalement court a la racine
aplatie, un philtrum long, un maxillaire supérieur peu développé, une implantation basse des

oreilles, un grand front et des bosses frontatgaite 10f°°

Figure 10 : CDRP-1 sévére chez une patiente agée de'?%ns

Il est observé une rhizomélie des bras et des jambes, une cavité thoracique déformée, une contracture des
articulations (A) et un aspect dysmorphique du visage, comprenant un front proéminent, une hypoplasie
de I'étage moyen du visage, un philtrum long et une implantation basse des oreilles (B).

Le retard de croissance se manifeste a la naissance par un poids, une longueur cranio-
caudale, une longueur des membres et une circonférence du crane trés inférieurs aux valeurs

normales (inférieurs au il percentile). Ce retard s’accentue souvent dans la période post-
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natale et il est amplifié par une alimentation difficile qui nécessite alors une supplémentation

par sonde naso-gastrique ou une gastrostdthie

Les patients souffrent souvent de problémes auditifs et visuels. Une cataracte bilatérale
est présente a la naissance dans 75 % des cas. Sans quoi, elle apparait dans les premiers mois de

vie et s’aggrave progressivemétit.

Le déficit intellectuel est sévere. Les premiéres compétences de développement telles
que le sourire et la reconnaissance des voix familieres sont acquises par la plupart des enfants,
mais a des ages tardifs et ensuite régressent. La communication verbale est quasiment
inexistantéY. La majorité des enfants souffrent de crises d'épilepsie. Les anomalies du
systéme nerveux central sont communes mais non spécifiques. L'IRM cérébrale (imagerie par
résonnance magnétique nucléaire) montre un retard de myélinisation et des anomalies de la
substance blanche ainsi qu'une atrophie cérébrale et cérébelleuse prdifdsdiiee
dilatation ventriculaire et une augmentation des espaces sous-arachnoidiens sont présents et
s'aggravent également avec le teffiffs Il existe une dysplasie du cortex cérébral avec des
zones de pachygyrie (circonvolutions rares et trop larges) et de polymicrogyrie (épaississement
anormal du cortex avec un excés de circonvolutions et des sillons peu ptofdnbss signes
de sténose rachidienne et cervicale avec ou sans compression de la moelle épiniére sont

observés et compliquent le tableau neurologtéftie

A la naissance, 66 % des enfants sont en détresse respiratoire. Par la suite, ils présentent
des infections récurrentes des voies respiratoires dont la fréquence s’accroit avec l'atteinte
neurologique, immobilisation et surtout 'hypoplasie pulmortite Un tiers des patients ont
une peau ichtyosique ou eczémateuse et 10 % une fente palatine. Plus rarement, il existe une
maladie cardiague congénitale, des malformations gastro-intestinales, une obstruction de la

jonction pyélo-urétérale, un hypospadias.

La premiere décennie de vie est trés fréquemment fatale. Selon les sources, 10 a 40 %
des enfants décedent pendant la premiére année de vie et 20 % supplémentaire dans la
deuxiéme. Les déces les plus précoces sont principalement la conséquence de complications

respiratoire$®®*!!
4.4.1.2. Phénotypes intermédiaires
L’expression des mutations du geR&X7 est variable et fait émerger au sein des

CDRP-1 une continuité phénotypique. Dans ces phénotypes appelés « intermédiaires », les
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sujets atteints ont une chondrodysplasie et une cataracte congénitale de
sévérité variable. La rhizomélie est absetleet les calcifications ponctuées

ne sont pas systématiquement observédgure 11). La raideur des
articulations est présente. Le déficit intellectuel et le retard de croissance
sont toujours importants mais moins pronoHE&sA I''RM, les anomalies

du phénotype sévére ne sont pas retrouvées. Quelque fois, comme l'ont
décrit Brams-Mengerink ., I'enfant peut étre capable de se déplacer sans
aide. Il peut avoir une certaine communication avec son environriEfhent

et méme prononcer quelques nidts L'espérance de vie est bien plus
importante que les formes sévéres et atteint quelques fois Z5aflsLa
fréequence de ces phénotypes correspond a environ 7 % des cas de
CDRP-18,

Figure 11 : CDRP-1 intermédiaire chez une patiente agée dé'¥'ans

Il nest pas observé de rhizomélie des bras et des jambes. Le visage a un aspect
dysmorphique avec un front proéminent et un nez court a la racine aplatie.

La dysplasie des hanches provoque une posture particuliere.

Certaines anomalies du geR&X7 sont responsables de formes cliniques distinctes et
encore moins severes. Le phénotype le plus décrit est proche de la forme adulte de la maladie de
Refsum (ARD-like}*\. A la naissance, ces patients ARD-like présentent aucun signe de
maladie métabolique. Leur développement mental et staturo-pondéral est convenable. Par la
suite, ils peuvent développer une rétinite pigmentaire et une neuropathie périphérique, évoquant
la forme adulte de la maladie de Refsum. La rétinopathie est bilatérale, isolée et progressive.
Elle se manifeste par une perte de la vision nocturne et un rétrécissement du champ visuel. Les
pupilles sont de petite taille et répondent mal aux stimulations lumineuses. Les patients ne
souffrent pas de cataracte. Une surdité neurogene nécessitant un appareillage et une anosmie
profonde apparaissent ensuite. La polyneuropathie est chronique et de type sensori-motrice. Les
anomalies squelettiques sont rares. Les autres anomalies de I'’ARD sont retrouvées. L’espérance
de vie est nettement meilleure que les phénotypes CDRP et peut méme dépas$er85%hs

Enfin, un cas présentant uniquement une cataracte congénitale isolée a t&'décrit
Toutefois!**® au vu de la faible symptomatologie, le lien de causalité entre les anomalies du
gene PEX7 et une cataracte congénitale isolée est difficile a établir. Ce phénotype n’est donc
gue treés peu décrit.
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4.4.2. Diagnostic biologique

4.4.2.1. Investigations biochimiques plasmatiques, urinaires et

érythrocytaires

Lorsqu'une CDRP est suspectée, le bilan de premiere intention du diagnostic des
maladies peroxysomales doit étre prescrit. Il s’effectue par I'exploration des principales voies

métaboliques :
- la biosynthése des plasmalogenes ;
I’ a-oxydation de I'acide phytanique ;

- la B-oxydation des AGTLC, de l'acide pristanique et determédiaires des
acides biliaires (D/THCA).

Un point important oppose la CDRP-1 aux autres PBD : il s’agit dieobaydation.
Cete derniére n'est pas déficiente dans la CDRP-1 et les AGTLC ne s’accumulent donc pas
dans le plasma. Au contraire, un taux d’acide hexacosanoique (C26:0) élevé, associé a une
augmentation des rapports C26:0/C22:0 (Acide docosanoique) et C24:0 (Acide
tétracosanoique)/C22:0 oriente vers d’autres pathologies peroxysomales. Il existe toutefois des
faux-postifs : cholestase néonatale sévere, régime cétogéne, prelevement hémolysé. Le dosage
plasmatique de ces analytes, en chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (GC/MS) ou en chromatographie liquide couplée a deux spectrométres de masse en
tandem (LC-MS/MSJ*, constitue un bon outil de dépistage différentiel entre les PBD et les
CDRP. Au laboratoire des maladies héréditaires du métabolisme de Lyon, la technique utilisée

est la GC/MS sur des plasmas héparinés.

En parallele du dosage des AGTLC, la mesure de l'acide phytanique et de l'acide
pristanique plasmatique par la méme technique, permet de préciser le diagnostic. Dans la
CDRP-1, les taux d’acide phytanique sont modérément élevés et ils sont variables en fonction
des phénotypes. Les formes moins sévéres présentent souvent des taux plus ififortants
Néanmoins, l'acide phytanique provennant exclusivement de sources exogenes, sa concentration
plasmatique varie en fonction des apports alimentaires. Elle peut donc étre normale chez le
nouveau-né, en dépit du blocage dedkydation. Dans les sous-types 2 et 3 des CDRP,

I’ a-oxydation n’est jamais touchée et les taux d’apliganique sont normaux.

Les plasmalogenes érythrocytaires et plasmatiques sont les parametres essentiels pour

documenter une CDRP. En effet, dans les trois sous-types, il existe un défaut de leur synthése.
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Cependant, dans la CDRP-1, les taux résiduels sont variables et sont corrélés aux phénotypes.
lls sont indétectables dans les formes séveres alors que des taux résiduels sont observés dans les
formes modéré&s”. Une diminution est également constatée dans les PBD. Un taux normal de
plasmalogenes peut étre di a un déficit isolé d’'une protéine peroxysomale, a une forme
modérée de PBD (NALD, IRD), voire méme a un phénotype particulier de déficit en Pex7p:
'ARD-like. Le dosage des plasmalogenes est effectué, apres dérivation en diméthylacétal, par
GC-MS'2. Un détecteur a ionisation de flamme (FID) peut remplacer la spectrométrie de

masse.

Enfin, il existe deux autres parametres dans le bilan peroxysomal : I'acide pipécolique et
les intermédiaires des acides biliaires. Leur dosage peut étre utile dans certaines situations ou les
autres parameétres sont peu discriminants. L'acide pipécolique plasmatique et urinaire, ainsi que

les intermédiaires des acides biliaires plasmatiques ne sont pas perturbés dans les CDRP.

4.4.2.2. Investigations biochimiques des fonctions peroxysomales sur

cellules

Les tests sur fibroblastes cultivés permettent une caractérisation plus compléte des
fonctions des peroxysomes et orientent ainsi le diagnostic vers une PBD ou vers un déficit
enzymatique isolé. lls sont indispensables devant des dosages plasmatiques normaux associés a
une forte présomption clinique de pathologie peroxysomale. Ces investigations sont également
réalisables sur amniocytes, lesquels constituent les cellules d’origine foetale les plus facilement

accessibles.

Chez les patients CDRP-1, I'exploration des fonctions métaboliques montre :

une biosynthése des plasmalogénes déficiente ;
= un déficit marqué de I'alkyl-DHAP-S ;
= un déficit partiel en DHAP-AH??,
- une c-oxydation de I'acide phytanique déficiehtd ;
- unep-oxydation des AGTLC normale ;

- I'absence de la forme mature (41 kDa) de la thiolase pTH1, associée a la

présence de la forme précurseur (44 KB4)

A lexception de la DHAP-AT, les déficits enzymatiques constatés sont dus a

l'incapacité des peroxysomes a importer les protéines portant le signal de ciblage peroxysomal

-42 -
LEJARRE Fabien
(CC BY-NC-ND 2.0)



PTS2 (cfTableau 1, p. 26). La DHAP-AT porte le signal PTS1, ainsi elle est importée dans le

peroxysomevia le récepteur Pex5p. La diminution de son activité est expliquée par le déficit en

alkyl-DHAP-S, car elle forme avec cette derniére un complexe nécessaire a sa’Stabilité

Dans les autres PBD, cette diminution est due a I'absence de peroxysome. Au laboratoire, la

mesure de [lactivité¢ de la DHAP-AT repose sur la mesure de la radioactivité¢ du

DHAP-palmitoyl formé & partir de DHAP marqué et de palmitoyl-EGA

Enfin, les fibroblastes et les amniocytes peuvent également étre le support de dosage

direct d’analytes et de tests génétiques.

Tableau 2 : Caractéristiques biochimiques des principales maladies peroxysomales,

d’aprés Wanders et Well€r®1*27]

Métabolites peroxysomales Enzymes
Pathologie | Génes _ _ _ .
AGTLC Acide Acide Acide D/ PL DHAP | Thiolase
pipécolique| pristaniqug phytaniqug THCA -AT pTH1
Anomalie de la biogenese des peroxysomes
ZS PEX1,2,3
NALD 5,6,10,
1 1 N-t N1t L)L A
IRD 12,13,14,
16,19,26
CDRP-1
sévere N . N-L | Nt | Nl A
CDRP-1 PEX7
intermédiaire N N N-4 N-1 N l l
ARD-like N N N-| 1 N N-1] N-|
Déficit isolé d’'une enzyme peroxysomale
X-ALD ABCD1 1 N N N N
Déficit en
ACOX1 ACOX1 1 N N N N
Déficiten | 1sp17p4] 4 N -1 N-1 | N-1 1 N N N
DBP
Déficit en
SCPx SCP2 N N N-1 N-1 1 N N N
Déficit en
AMACR AMACR N N -1 N -1 1 N N
ARD PHYH N N-1 N-| ™ N N N N
CDRP-2 GNPAT N N N N N N 1l N
CDRP-3 AGSP N N N N N 1 N-| N
ZS: Syndrome de Zellweger AGTLC : Acide gras a trés longue chaine
NALD : Adrénoleucodystrophie néonatale PL: Plasmalogénes
IRD: Maladie de Refsum infantile D/THCA : Intermédiaires des acides biliaires
ACOX1: Acyl-CoA oxydase DHAP-AT : Dihydroxyacétone phosphate acyl-transférase
SCPx : Sterol carrier protein x N: Normal
AMACR : a-méthylacyl-CoA racémase A: Anormale
ARD : Maladie de Refsum adulte 1: Elevé
DBP : Protéine D bi-fonctionnelle | Diminué
-43 -

LEJARRE Fabien
(CC BY-NC-ND 2.0)



| Devant une suspicion clinique |  BtlaeNosmal
| ! | AGTLC + Phytanique + Pristanique |

AGTLC 1 , B e
AGTLCT Phytanique T ey £ 4 suspicion clinique
Phytanique N Pristanique T ARTLEN
Pristanique N W Phytanique N-1 Plasmalogénes N
Activité de la DHAP-AT (Fibroblaste), Plasmalogénes Plasmalogénes érythrocytaires |
Si>4ans | Si<4ans (-oxydation peroxysomale (Fibroblaste) N
IAB (D/ THCA)
Acide pipécolique plasmatique Pristanique 1 Pristanique N Pristanique {- N Plasmalogénes |
| Plasmalogénes N Plasmalogénes N| Plasmalogenes |
| | | ) . . .+ Clil?_iqu? : W o
DHAP-ATN DHAP-ATN DHAP-AT | P [ | -
Plasmalogénes N PlasmalogénesN Plasmalogénes | Déficit Refsum [ CDRP-1 J L £hEe tyPe Zou3d
B-oxydation ! B-oxydation | B-oxydationl SCPx ou Adulte =
IAB N IAB 1 IAB 1 AMACR '
Pipécolique N Pipécolique N Pipécolique T ; y
1 | | .4
N At -
= Déficit de la B-oxydation Anomalies de la Activité DHAP-AT
AL‘Dl'lslgee peroxysomale biogenése des D/THCA 1 sur fibroblastes
aly Pseudo Zellweger peroxysomes
Pseudo ALD néonatale Syndrome
v AL%EE;\E?:; e DHAP-ATN | DHAP-AT.
Déficit en Acyl- Refsum infantile
CoA oxydase
Géne ACOXI J{ ¢
PaBton Déficit en Défaut de Déficit en Déficit Déficit en Déficit en Déficit en Déficit en
transporteur protéine D biogenése des SCPx en 2-méthyl Phytanoyl- Récepteur Alkyl- DHAP-AT
ABC bifonctionnelle peroxysomes Géne SCP2 acyl-CoA CoA PTS2 DHAP Géne GNPAT
Géne ABCD1 Géne HSD17B4 Etudes de racémase hydroxylase Géne PEX7 synthase
complémentation Géne AMACR Géne PHYH Gene AGPS
Genes PEX

Figure 12: Arbre décisionnel d’exploration des maladies peroxysomales au sein du service des maladies héréditaires du métabolisme et dépistage néonatal.

IAB : Intermédiaires des acides biliaires.
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4.4.2.3. Geénétique du déficit en Pex7p

L'identification des alleles pathogénes des cas index, par I'étude en biologie moléculaire
du genePEX7, est l'ultime étape du diagnostic de la CDRP-1. Elle permettra par la suite
d’établir une corrélation génotype — phénotype. Ce test génétique permet également de deépister
dans les familles, les porteurs d’'un allele muté. En effet, ces derniers sont totalement
asymptomatiques et ne peuvent pas étre identifiés par les méthodes biochimiques. Ces données
completeront le diagnostic prénatal.

Dans le gen®EX7, 41 mutations différentes ont été décrifesbleau J: 15 faux-sens,
9 non-sens, 7 délétions, 2 insertions, 2 duplications et 6 mutations de sites
d'épissagd¥9899103105.120.128) o5 mytations sont réparties sur I'ensemble du géne, bien que les
exons 9, 1 et 7 soient les plus fréquemment tolthié¥! Dans 59 % des cas, il s'agit d’'une
mutation non-sens et dans 15 % des cas d'une substitution. Dans la premiére étude de
Braverman eal. rassemblant 72 patients, la mutation de loin la plus fréquente est une mutation
non-senx.875T>A (p.Leu292X) avec une fréquence allélique d’environ 50 %. Cette mutation
nest retrouvée que dans les populations caucasiéfhe€nsuite, viennent par ordre
décroissant de fréquence, les deux substitutions p.Ala218Val (6/¥2%s " et p.Gly217Arg
(7 %), puis la modification du site d’épissage ¢.903+1G>C (5 %) et enfin la mutation non-sens
€.120C>G(p.Tyr40X).

Au fur et a mesure de la découverte de ces mutations et de la description des cas
cliniques associes, les relations entre les génotypes et les phénotypes biochimiques, ainsi que
cliniques se sont précisées. Nous savons alors que la sévérité phénotypique est directement
corrélée avec le degré du déficit en plasmalogénes, qui est lui-méme dépendant de I'activité de
l'alkyl-DHAP-S et de la DHAP-AT. La fonctionnalité de ces deux enzymes étant conditionnée
par leur localisation peroxysomale, le phénotype dépend donc des anomalies dans le gene PEX7
et de la capacité résiduelle de Pex7p a importer dans le peroxysome les protéines porteuses du

signal PTS2. Les protéines mal-localisées peuvent cependant conserver une certaine activité.

Cliniguement, il existe deux groupes de variants phénotypiques, les variants de type
CDRP a la clinigue semblable mais moins sévére que les formes classiques de CDRP et les
variants de type ARD. Du point de vue génétique, la différence entre les deux variants
s’explique par des mutations plus graves pour la CDRP-1 que celles provoquant la maladie de
Refsum. D’autre part, l'alkyl-DHAP-S et la phytanoyl-CoA hydroxylase possédant des
séquences PTS2 différeritéd, les anomalies de Pex7p n'ont probablement pas le méme
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impact sur son affinit¢ pour chacune des ces deux enzymes. Limportation dans les
peroxysomes peut ainsi étre plus efficace pour l'alkyl-DHAP-S que pour la phytanoyl-CoA
hydroxylase. Dans ce cas, c’est I'activité de cette enzyme qui sera majoritairement responsable

de la clinique.

Tableau 3: Mutations identifiées dans le g&lREX7 et phénotypes associés.
Exon Alléle Protéine Phénotype

1 -45C>T MetlextMet-17fs54%%! ARD-like
1 c.9iNsGTGCGGT p.A3fs X120 Non renseigné
1 c.12_18dupGTGCGGT p.Gly7ValfsX51+2° ARD-like
1 c.40A>C p.Thr14Prd? ARD-like
1 c.45 52delGGGACGCC p.Pro15fs¥o?! CDRP
1 | c.45 52dupGGGACGCJ  p.His18Argfsx3%%! Intermédiaire
1 .60 C>A p.Tyr20X0! Non renseigné
1 C.74C>T p.Ser25PHE Cataracte
1 c.116A>C p.His39Prg%! CDRP
1 €.120C>G p. Tyr40X0! CDRP
1 c.122G>T p.Gly41val**® CDRP
1 .130+1 G>A IVS 1+1 G>A CDRP
1 c.130+1 G>C IVS 1+1 G>C0°! Non renseigné
1 .130+3 G>C IVS 1+3 G>C) Non renseigné
2 c.188+1 G>C IVS 2+1 G>C% CDRP
3 .209 T>G p.Leu70Trp %! Non renseigné
3 c.257 G>A p.Cys86Ty1%! Non renseigné
3 c.283 T>G p.Trp95GIy**® Non renseigné
3 c.334C>T p.GIn112)X%3 CDRP
3 €.340-10 A>G IVS 3-10 A>G!% ARD-like
4 c.345T>G p.Tyr115)1%! ARD-like
4 ¢.370_396del27nt p.Gly124 Ser132def® CDRP
4 c.376 C>T p.GIn126X%! Non renseigné
4 c.395C>A p.Ser132X°% CDRP
4 .400 G>A p.Asp134AsH® Non renseigné
5 c.426delA p.Pro142fsx38% CDRP
5 c.429delT p.Thr143fsx3%%! CDRP
5 .490T>C p.Ser164Pry? CDRP
5 c.509 511delTGT p.Cys170dét* CDRP
6 c.618G>A p.Tryp206X'%! CDRP
7 C.649G>A p.Gly217Arg™ CDRP
7 .653C>T p.Ala218Valt? Intermédiaire
7 c.694 C>T p.Arg232)%28 Intermédiaire
7 C.722 A>T p.His241Lelt*! Non renseigné
8 .785C>T p.Ser262let™ CDRP
9 c.804 del 100pb p.Arg268fsX> CDRP
9 c.842 del C p.Thr281fsy! Non renseigné
9 .854A>G p.His285Ard% Intermédiaire
9 c.871_873insCAA p.Cys290_Glu291insGi* CDRP
9 c.875T>A p.Leu292)¢%! CDRP
9 c.903+1 G>C IVS 9+1 G>C'%°! CDRP

- 46 -

LEJARRE Fabien
(CC BY-NC-ND 2.0)



4.4.3. Diagnostic prénatal du déficit en Pex7p

La CDRP-1 est une pathologie grave qui doit étre diagnostiquée le plus précocement
possible. Le diagnostic prénatal (DPN) intervient idéalement aprés une étude précise de
I'histoire familiale et aprés I'analyse du statut génétique des deux parents. La CDRP-1 étant
transmise selon le mode autosomique récessif, si les deux parents sont porteurs d’'une anomalie
génétique, chaque enfant a un risque de 25 % d'étre affecté, de 50 % d’étre porteur d'un seul
allele mutant et de 25 % d’étre totalement sain.

Le diagnostic prénatal des maladies peroxysomales repose sur le dosage des analytes et
la mesure des activités enzymatiques peroxysoftidleses tests s'effectuent, en I'absence de
contamination par du tissu maternel, sur les villosités choriales ou sur les amniocytes cultivés
réciproquement dés la ™f et la 15™semaine d’aménorrhée (SK}. Toutefois, le rendu des
résultats est long car la culture cellulaire nécessite un délai de 3 semaines. Lorsque la mutation
pathogéne est identifiée dans la famille et notamment chez les deux parents, la biologie
moléculaire permet de rechercher les mutations sur 'ADN foetal et de rendre une réponse rapide
et définitive.

Concernant les familles non informatives, c’'est I'échographie systématique, au
2*™trimestre de grossesse, qui donne I'afEfle Le premier signe d’appel est le retard de
croissancen utero. Le raccourcissement de 'humérus est rarement visible avant8Ske
Une a deux semaines aprés, |'échographie est également capable de détecter la
chondrodysplasie ponctuée. En effet, les épiphyses s’ossifient prématurément et deviennent
hyperéchogénes. La rhizomélie peut &tre observée §Ma1833. || est ensuite nécessaire de
rechercher des malformations associées telles que : les ponctuations épiphysaires vers la
1M SA* e syndrome de bindear échographie en 2 ou 3 dimensions vers F{2BA]
une cataracte bilatérale visible un peu plus tardivement daf&iestre mais qui nest pas

systématiquement présefitd.

Les parameétres biométriques sont souvent en-dessousé’a‘ﬁpb@centile pour les
longueurs humérales et fémurales. Le périmétre cranien, le diamétre bipariétal et le diamétre
abdominal transverse se situent généralement entre °&¥ &0 le 56™ percentile. Le

pé&imetre abdominal est également réduit mais de fagon moins importante.

L’ensemble de ces signes échographiques sont présents pour les formes classiques de

CDRP-1. Toutefois, pour les formes interédiaires, les signes échographiques peuvent étre
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rares et peu marqués. Il est donc promordial d’effectuer un suivi plus soutenu des fcetus, dés

la découverte d’'un retard de croissance in utero.
4.4.4. Diagnostic différentiel avec les chondrodysplasies ponctuées
4.4.4.1. Autres chondrodysplasies rhizoméliques ponctuées

Les CDRP de type 2 et de type 3 sont cliniquement indiscernable de la CDRP-1. En
'absence d’anomalies dans le gédPEX7 et de forte suspicion d'origine peroxysomale par
déficit en plasmalogénes, le diagnostic différentiel sera réalisé par I'étude deSHEnEEet

AGPS en biologie moléculaire.

La dysplasie de Greenberg est une dysplasie squelettique trés rare &t ldtatz Elle
se caractérise par umydrops fetaliset un nanisme micromélique sévere. Les calcifications
ponctuées sont bien visibles aux épiphyses mais elles touchent aussi les diaphyses. De
nombreuses atteintes viscérales et un dysmorphisme facial sont également observés. La
dysplasie de Greenberg est associée a des anomalies de la biosynthese du cholestérol. Elle est
transmise sur le mode autosomique récessif et elle est due a une mutation loBRy&waant
pour le récepteur de la lamine B qui appartient & la famille des stérols rédtictases

Trois autres chondrodysplasies autosomiques récessives sont causées par des anomalies

de la biosynthése du cholestérol. Il s'agit notamment :

- du syndrome de_ Smith-Lemli-Opitz qui est causé par un déficit en

3p-hydroxystérolA7-réductase ;

- dela desmostérolose due a un déficit prg@droxystérolA24-réductase ;
- de lalathostérolose causée par un déficit ehyoxystérolA5-désaturase®.

Dans ces chondrodysplasies, l'atteinte rhizomélique des membres est fréquemment retrouvée

mais les calcifications ponctuées sont plus rares.

La dysplasie de type Astley-Kendall est une dysplasie squelettique |étale caractérisée par

un nanisme micromélique, une ostéogenese imparfaite, et des calcifications ponctuées dans le

cartilage. Elle se transmet selon le mode autosomique récé@ssif
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4.4.4.2. Chondrodysplasies ponctuées non rhizoméliques

La chondrodysplasie ponctuée brachytéléphalangique ou chondrodysplasie ponctuée de

type 1 (CDPX-1) est associée une dysmorphie faciale trés marquée (dysostose maxillo-nasale
de Binder), des calcifications prédominantes aux tarses et aux membres inférieurs, et une
hypoplasie des phalanges distales. La taille et I'intelligence sont peu touchées. Le pronostic est
plus favorable que les autres formes de CDP. La maladie se transmet selon un mode récessif lié
a I'’X et natteint donc que les garcons. Elle est due a des mutations sur lARSEe
(chromosome Xp22.3) codant une enzyme, I'Arylsulfatase E, capable de fixer des groupements
sulfates sur d’autres protéines. L’activitevitro de cette enzyme est inhibée en présence de
warfarine. Sa fonction est inconnue mais il semblerait qu’elle aurait un réle important dans la

croissance et le maintien de la densité os&&tlse

La chondrodysplasie ponctuée de type 2 (CDPX-2) ou syndrome de Conradi-Hinerman-

Happle est une dysplasie squelettique caractérisée par un nanisme, une asymetrie de la longueur
des membres, une scoliose, une érythrodermie ichtyosiforme et une cataracte parfois unilatérale.
L'intelligence est normale. La maladie touche de préférence les filles dont I'espérance de vie est
quasiment normale. Pour le foetus masculin, elle est sévere voiré“fétdle mode de
transmission est dominant lié a I'X et sa prévalence est inconnue. La maladie est due a des
mutations du gén&BP (Emopamil binding proteinsitué sur le chromosome Xpl11.22-23 et
codant une enzyme impliquée dans la voie de biosynthése du cholestérol, la
3p-hydroxystéroideA8, A7-isomeérase. Il en résulte une diminution du taughddestérol et une
accumulation de précurseurs ou de sous-produits potentiellement t8%%uea traitement
dermatologique est recommandé tel que l'application de créme émolliente pour améliorer la
structure en écaille de la peau. La scoliose et I'asymétrie des membres sont responsables d'une

arthrose prématurée, nécessitant parfois le recours a la chirurgie orthopédique.

La CDP de type tibio-métacarpienne et le syndrome _de Toriello-Higgins-Miller sont

d’autres formes de CDP non rhizoméliques. La CDP de type Sheffield est une forme moins

sévere.

4.4.4.3. Chondrodysplasies acquises

Ces formes de chondrodysplasie ne sont pas la conséquence d’'une anomalie génétique.
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« Formes iatrogenes

La vitamine K est impliquée dans la maturation de certaines protéines de l'os telle que
I'ostéocalcine. Afin de pouvoir fixer le calcium, les résidus glutamates de ces protéines sont
transformés en acide-carboxyglutamique par une carboxylase ayant commaciir la
vitamine K. Une exposition aux anti-vitamines K (AVK) entre 1§"6et la §™SA
provoque une foeetopathie dans plus de 6 % des cas. Elle associe a des degrés variables une
chondrodysplasie ponctuée brachytéléphalangique, une hypoplasie nasale et des anomalies
oculaires allant jusqu’a la cécité. Les calcifications ponctuées sont observées au niveau des
régions épiphysaires mais elles disparaissent souvent spontanément apres la naissance. I
existe également, et ce quelle que soit la période d’exposition anténatale aux AVK, des
anomalies cérébrales pouvant entrainer un retard H&htae méme phénotype est décrit
chez des enfants issus de méres carencées en vitamine K pendant la §fdssesdéficit en
vitamine K époxyde-réductase, décrit en 1987 par Paull. &n représente également une
phénocopi&*Y. L’exposition du foetus & un autre tératogéne, la phénytoine, peut provoquer une
CDP de type tibio-métacarpienne. Certains auteurs supposent que cette molécule induirait un

déficit en vitamine K44,
 Formes secondaires

Les formes secondaires de CDP peuvent également faire suite a une maladie
auto-immune présente chez la mére. Il s’agit d’'une complication trés rare dont la cause la plus
fréquente est le lupus érythémateux disséminé. Les caractéristiques clinigues des CDP sont
retrouvées a I'exception de la cataracte et du retard mental. Les ponctuations épiphysaires
disparaissent dans les premieres années de vie. Une surdité modérée de conduction et un bloc
cardiaque congénital peuvent &tre pré$énitd a physiopathologie est encore mal connue. Elle
serait due au passage transplacentaire des auto-anticorps maternels (anticorps anti-
ribonucléoprotéines ou anti-nucléaires par exemple). Ces anticorps interagiraient avec des
protéines comme la calréticuline et empécheraient leur liaison au cattiubes CDP des
enfants nés de meres lupiques ont généralement un bon pronostic vital et une absence de déficit
mental. Toutefois, a I'exception de leur pronostic, aucunes particularités cliniques ne les
différencient des autres CDP en période anténatale. L'élimination des autres causes est donc

primordiale et doit amener a réaliser une enquéte génétique et familiale.
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4.5 Physiopathologie

La physiopathologie de la CDRP-1 est la conséquence directe des déficits enzymatiques
provoqués par les anomalies du récepteur Pex7p. La perturbation physiopathologique
prédominante dans la CRDP-1 est le défaut de biosynthése de plasmalogenes. En effet, les
mémes symptomes sont retrouvés dans les deux autres types de CDRP. De plus, la capacité
résiduelle de cette synthése est clairement liee a la sévérité du phénotype clinique et a la gravité
des anomalies observées a I'lRM. En effet, les patients ayant des taux de plasmalogenes

moyennement diminués présentent une forme atténuée de CDRP et peu d’anomalié€’a I''RM

Les mécanismes physiopathologiques reliant les plasmalogénes aux anomalies de
calcification et aux anomalies neurologiques ne sont pas connus. Néanmoins, en 2003, Brites et
al. ont créé un modele de souAEX7KO. Ces souris présentent une diminution de migration
des neurones pendant le développement de leur cEfledinsuite, leurs tissus nerveux se
démyélinisent progressivement. Cette démyélinisation s’accompagne d’'une perte axonale et de
gliosd'*®. Dans le systéme nerveux périphérique, la quantité de myéline autour des axones est
réduite, ce qui affecte la conduction nerveuse et favorise le développement de neuropathie.

Dans la CDRP-1, le développement du systéme oculaire est également perturbé. En
effet, tous les modéles animaux présentent des anomalies de ce systeme quelque soit la sévérité
du déficit en plasmalogenes. Plusieurs structures sont atteintes, notamment le nombre et
I'architecture des cellules épithéliales du cristallin. La différenciation et la maturation des fibres
optiques est anormales et celles-ci apparaissent gonflées et désorganisées. Le cristallin
s’opacifie et ses pbles se déforment, ce qui laisse apparaitre une cataracte nucléaire et un
lenticone. Par contre, la rétine reste indéeffihe

L’étude du squelette des souR&EX7 KO montre une absence ou un retard profond
d'ossification endochondrale avec respect de l'ossification périofiu€ette anomalie est
expliquée par I'arrét de la maturation des chondrocytes primaires. Il existe également des foyers
de dégénérescence de chondrocytes et la présence de chondrocytes hypertrophiques et
désorganisés. D’autre part, les ostéoclastes présentent un nombre augmenté de vacuoles, ce qui

suggere également une anomalie du remodelage 84%eux

Au niveau pulmonaire, un déficit en plasmalogene, comme observé dans les PBD et
chez les grands prématurés, provoque une dysplasie broncho-pulHiShaitees
plasmalogenes sont sécrétés par les pneumocytes de type Il dans le surfactant alvéolaire. La

viscosité de ce dernier est ainsi diminuée et la tension de surface réduite, permettant une bonne
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ventilatiod**Y. Outre ce réle de tensio-actif, les plasmalogénes agissent comme antioxydant et
préviennent de la toxicité de I'oxygéne. Enfin, au niveau pulmonaire, ils sont particulierement

enrichis en acide arachidonique, ce qui suggére un role dans les défenses immunitaires.

Au niveau des organes de la reproduction, le déficit en plasmalogenes provoque une
désorganisation de [I'épithélium des tubes séminiferes et il augmente l'apoptose des
spermatozoid&é®. Les cellules de Sertoli se vacuolisent progressivement puis dégénérent.
L’expression de protéines impliquées dans les jonctions cellulaires est modifiée, ce qui alterent
l'intégrité de la barriere hémato-testiculaire. Enfin, dans les déficits séveres, l'arrét de la

spermatogénése intervient dés la seconde division de la méiose et provoque unelirfertilité

Les processus physiopathologiques des formes intermédiaires de CDRP-1 sont
également liés a I'accumulation d’acide phytanique dans l'organisme. En exces, cet acide
augmente la fluidité des membranes et perturbe le fonctionnement de leurs prtéest
un ligand endogéne des récepteurs RXR et du facteur de transcription!PBARpeut alors
jouer un réle dans la régulation de I'expression des protéines, notamment celles impliqguées dans
la régulation du métabolisme lipidique et glucidique. Il agirait sur la carcinogeneése,
l'athérosclérose et I'obésité. D’ailleurs, les souris supplémentées en acide phytanique perdent 20
& 30 % de leur poids en 1 mibt8. Chez ces mémes souris, il existe des dépéts lipidiques dans
le foie, le cceur et les glandes surrénales provoquant une inflammation et au niveau des nerfs
périphériques une démyélinisatiofl. Des études récentes ont montrés que l'activité toxique de
I'acide phytanique implique des dysfonctionnements mitochondriaux, la génération de radicaux
libres et la dérégulation du calcium dans les cellules nerveuses. L'acide phytanique conduit a la
mort de ces cellules, & une ataxie cérébelleuse, une rétinite pigmentaire et une neuropathie

périphérique chroniqlfé?.
4.6.Traitements et prise en charge

L'apparition précoce de la maladie, les atteintes multiples et le taux de létalité en cas de
formes séveres de CDRP-1 limitent les possibilités de traitement.

Aucun traitement curatif n’existe aujourd’hui et les traitements symptomatiques
n'améliorent que trés sensiblement la qualité de vie. Une médication anti-convulsivante est
souvent nécessaire. La kinésithérapie est recommandée pour améliorer les raideurs articulaires.
Les atteintes visuelles peuvent étre corrigées par chirurgie de la cataracte et les atteintes

auditives par un appareillage adéquat.
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Toutefois, d’apres Brites P. et Wood P.L., pour les rares patients atteints de formes plus
|égéres et ayant un taux de survie plus grand, il serait possible de corriger ou au moins de
réduire le développement et la progression des atteintes tissulaires. En effet, chez la souris
PEX7 KO, la supplémentation en dérives dalkyl-glycérols tels que Ile
1-O-octadécyl-rac-glycérol ou le @-hexadécyl-rac-glycérol permet de contourner I'étape
peroxysomale de synthese des plasmalogénes et d’en restaurer les taux. Il n’y aurait cependant
pas d'effet sur le cerve&tP*®”! Le phénylbutirate de sodium peut lui aussi étre utile pour les
phénotypes intermédiaires avec une activé de Pex7p résiduelle, en stimulant la prolifération
peroxysomalevia le PPARI™®. De plus, un régime diététique limitant I'apport de
métabolites qui tendent a s’accumuler tels que l'acide phytanique peut étre mis en place. I
limitera les aliments marins et ceux issus des ruminants (lait). En cas d'inefficacité, une
plasmaphérése peut étre réafisde

Afin d’éviter toutes aggravations trop rapides, il est nécessaire de préserver les
fonctions respiratoires de I'infection grippale par vaccination et du virus respiratoire syncytial
par des anticorps monoclonaux (palivizumab). Une sonde de gastrostomie peut étre mise en
place, mais une meilleure alimentation n’a pas montré de bénéfices sur la croissance.

Enfin, certains travaux récents, ont montré que de nouveaux meédicaments pouvaient
récupérer ou améliorer limportation de protéines peroxysomales. Par exemple, de petites
molécules permettent, en se fixant sur les peroxines mutées, de restaurer leur stabilité ou leur
conformatiof®®. De méme, en 2011, Dranchak etaitévalué si des molécules suppressives
de mutation non-sens (ataluren) favorisaient la traduction a travers les codons « STOP » et si
elles pouvaient rétablir I'expression d'une peroxine active. Ces molécules sont restées
totalement inactives sur les geriEX7 mutés. Néanmoins, les patients déficitaires en Pex2p
et Pex12p ont bien répondu avec une amélioration du métabolisme des AGTLC et de la
biosynthese des plasmalogenes. Ces molécules restent donc une piste intéressante pour des
traitements futuf®Y puisque les mutations non-sens du geBX7 sont observées chez prés
de 60 % des patients atteints de CDREJ1
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL EXPERIMENTAL

1. Objectif du travall

La CRDP-1 est une affection héréditaire grave et souvent fatale pour laquelle il
n’existe aucun traitement curatif. Comme le syndrome de Zellweger (ZS), elle fait partie des
anomalies de la biogenese des peroxysomes. Les phénotypes sont variés (séveres a
frustresy®? et parfois proche de la maladie de Refsum Adulte (ARH)Son diagnostic
repose sur un ensemble d’arguments cliniques et radiologiques : rhizomélie, anomalies de
calcification, cataracte. Toutefois, la CDRP-1 est une maladie a révélation anténatale dont les
signes d’appel échographiques sont peu discriminants. Le diagnostic différentiel avec d’autres
types de chondrodysplasies ponctuées ou le ZS est donc particulierement difficile. Au niveau
biochimique, la fonction peroxysomale présente peu d’anomalies. Le déficit de la biosynthese
des plasmalogéenes est souvent la seule anomalie observée puisque I'accumulation de I'acide
phytanique, dépendante du régime alimentaire, ne se produit pas chez les nouveau-nés. La
distinction des trois formes de CDRP (forme 1, 2 et 3) est également difficile. La mesure
d’'activité enzymatique, dihydroxyacétone phosphate acyltransférase (DHAP-AT) et
alkyldihydroxyacétonephosphate synthase (alkyl-DHAP-S) aide a poser ce diagnostic. Enfin,
'étude des apparentés n’est pas informative puisque leur bilan biochimique est normal

guelque soit leur génotype.

Le recours a l'analyse du gerRREX7 se révéle par conséquent indispensable.
L'objectif de ce travail a donc été de mettre au point I'étude de ce géne par une technique de
biologie moléculaire (amplification / séquencage). L'étude mutationnelle des cas index
permettra ensuite d’établir un diagnostic de certitude et facilitera le conseil génétique tant
pour I'étude familiale que lors du diagnostic prénatal. Au total, vingt-trois patients suspects
ont été étudiés lors de cette étude et le lien entre I'expression phénotypique et le génotype

pourra probablement étre approfondi.

D’autre part, dans le cadre de I'unité INSERM UMR 1060 CarMeN (Cardiovasculaire,
Métabolisme, Diabétologie & Nutrition) et en collaboration avec I'équipe d’Ingénierie et
Fonctions des Lipides et des Lipoprotéines appartenant a la méme unité INSERM a I'INSA de
Lyon, nous avons réalisé un essai de dosage des plasmalogenes pour deux de nos patients

(nommésVAI etGUI). Cet essai a été réalisé a partir de fibroblastes et d’amniocytes par une
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technique de chromatographie gazeuse (GC) décrite par I'équipe de BfschAeec
I'analyse du genBEX7,il enrichira les outils diagnostics pour les maladies peroxysomales au
sein du service des Maladies Héréditaires du Métabolisme et Dépistage Néonatal des

Hospices Civils de Lyon.

2. M atériels et méthodes

2.1.Inclusion des patients, étude clinique et biologique

Nous avons inclus au total 23 patients répartis en deux groupes.

Le premier groupe est constitué de 13 patients qui ont été étudiés au laboratoire sur la
période de 1988 a 2012. Ces patients ont un tableau clinique de type CDRP et/ou un profil
métabolique orientant vers cette pathologie peroxysomale. Cette pathologie se manifeste par
l'absence d'accumulation en AGTLC plasmatiques, une activit¢ de la DHAP-AT non
totalement déficitaire dans les fibroblastes, une biosynthese des plasmalogenes diminuée, une
B-oxydation du lignocérate non déficitaire et éventuellement une accumulation de I'acide
phytanique plasmatique. Les données cliniques et biologiques de ces patients sont détaillées en
annexe Annexe 1 et Annexe 2). Deux de nos patients étant pris en charge récemment, nous
avons pu obtenir TADN de leurs parents, nous permettant ainsi de réaliser une étude familiale.

Le deuxiéme groupe est constitué de 6 femmes enceintes présentant des signes d’appel
échographiques et dont le foetus est suspecté d’étre atteint de CDRP (humérus et fémurs courts,
retard de croissande uterg microcéphalies, calcifications ponctuées). Les données cliniques et
biologiques de ces patients sont détaillées en anAerexe 3.

2.2. Matériels biologiques

Conformément a la réglementation, un consentement éclairé a été signé par chacun des
patients (ou de leur parent) au cours d’'une consultation médicale antérieure aux prélevements et
autorisant la réalisation d’une étude génétique sur chacun d’eux. Une exception a cependant été

faite pour trois patients dont les prélévements sont antérieufscaéctet d’application (1995).

Une culture de fibroblastes a donc été réalisée pour chaque patient. Lorsqu’il s’agissait
de femmes enceintes, le prélevement était soit du liquide amniotique soit des cellules
trophoblastiques. Afin d’étre conservés congelés puis cultivés, les fibroblastes, les cellules
trophoblastiques et les amniocytes ont été transmis au service de Biotechnologie Cellulaire du
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Centre de Biologie et Pathologie Est des Hospices Civils de Lyon. Les conditions de culture
sont les suivantes : Ham F10 + 12 % de sérum de veau foetal + antibiotiques (pénicilline,
streptomycine) + antifongique (amphotéricine B) et pour le liquide amniotique : + 1 % Ultroser

G + Chang D. Apreés trois a quatre semaines de culture, les cellules sont récoltées sous forme de
culot sec a la quantitt de 1T75 soit 8.d6llules. Pour les cas apparentés, un simple

prélévement sanguin de 5 mL sur tube EDTA a été effectué.

Le dosage des plasmalogenes a été réalisé sur fibroblastes chez le ptient @t sur

cellules amniotiques pour la patiente « GUI »
2.3. Biologie moléculaire

2.3.1. Extraction de 'ADN génomique

Nous avons utilisé le kit NucleoSfinTissue de Macherey-Na§elqui permet
I'extraction et la purification de TADN génomique a partir des culots de cultures cellulaires de
trophoblastes, de fibroblastes ou d’amniocytes. Brievement, les cellules sont lysées par une
solution contenant du sodium dodécyl-sulfate (SDS) et de la protéinase K a 56 °C pendant au
moins trois heures. L’ADN est ensuite adsorbé sur une membrane de silice a l'intérieur de
petites colonnes adaptées a des tubes de 2mL, en présence dagents chaotropiques
(chlorhydrate de guanidinium) et d’éthanol absolu froid. Aprés élimination des contaminants
(protéines, acides ribonucléiques) par lavage de la membrane par deux tampons différents,
'ADN génomique pur est €lué a 70 °C par 120 pL de tampon de faible force ionpmjde a
légerement alcalin (5 mM Tris/HGQbH=8,5).

Le kit lllustra Nucleon BACC3 de GE Healthcafe utilisé selon les recommandations
du fabricant, permet quant a lui, une extraction rapide a partir de sang total. Ce protocole
comprend quatre étapes, dont la premiere correspond a la lyse des hématies dans de l'eau
distillée stérile et un tampon Tris/HCI 10 mMpBi=8 en présence de chlorure de magnésium
(MgCly), de sucrose et de TritBnX-100 comme détergent. Aprés centrifugation, la lyse
cellulaire est obtenue par suspension du culot dans une solution détergente a 37 °C pendant
10 minutes. La déprotéinisation est effectuée par ajout de perchlorate de sodium. La troisieme
étape permet la séparation de I’ADN et des impuretés en milieu chloroformé par centrifugation
avec la résine Nucle8n L'ajout d’éthanol froid provoque ensuite la précipitation de I'’ADN
sous forme d’une pelote, laquelle sera rincée par 1 mL d'éthanol a 75 % froid puis séchée et

enfin reprise par 25 pL de tampon Tris/EDTA.
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2.3.2. Mesure de la concentration et contrble de la qualité de 'ADN extrait

Le dosage de I'ADN se fait par spectrophotométrie UV-visible. Le Nanodrop®1000
(Thermo Fisher Scientific) mesure l'absorbance (A) d'une solution a 280 nm (protéines,
enzymes ou histones liés a 'ADN) et a 260 nm (bases puriques et pyrimidiques) ou 1 unité
A =50 ng/uL. Un microlitre de solution suffit pour calculer le rappaioso qui reflete la
pureté de la solution en ADN. Une valeur comprise entre 1,7 et 2,0 témoigne d’un ADN
suffisamment pur. En-dessous de 1,7 on estime gu'’il y a une contamination protéique et au-dela
de 2 la quantité d’ARN résiduelle est trop importante. L'ADN est conserve tel quel a +4 °C et

sera utilisé dilué a 20 ng/uL dans de I'eau ultra pure Milli-Q (Millipore Corporation).
2.3.3. Laséquence ADN du genBEX7

La séquence de référence du gadPEX7 (NC _000006.11) a été obtenue par
I'intermédiaire du site PubMed NCBI (The National Center for Biotechnology Information) le
15 Novembre 2011. Ce géne est composé de 10 exons répartis sur 92 543 paires de bases sur le
chromosome 6q21-q22'?). Notre étude se limitera & ces 10 exons et & leurs régions
introniques flanquantes a + 100 paires de bases. Les différents polymorphismes ou SNP, c’est-
a-dire les mutations dans la séquence ne modifiant pas la fonctionnalité de la protéine ont été
collectés sur le site elEnsribimise & jour : Septembre 2011). Les sites internet: e!Efismbl
HGMD® (The Human Gene Mutation Database)REX Gene Database ont permis de
rassembler les différentes anomalies génétiques du géne codant la protéine Pex7p (mise a jour :
20 Février 2012).

2.3.4. Amplification de 'ADN génomique par PCR (Polymerase chain Reaction)

La réaction de PCR permet d'amplifiervitro une région spécifique de l'acide
nucléique cible afin d'en obtenir une quantité suffisante pour le détecter et I'étudier. Cette
amplification est possible grace a la présence d’'une enzyme remarquakdeg| palymérase,

qui n'opere que dans des conditions bien particuliéres.

Nous avons donc défini ces conditions pour les 10 exons du gene étudié. Plusieurs
couples d’amorces ont été dessinés pour chacun d’entre eux. Puis, nous avons sélectionné les
couples donnant les meilleurs rendements tout en ayant une grande spécificité. Enfin, pour
permettre une analyse en routine de ce géene, nous avons essayé d’optimiser ces conditions,

afin d’obtenir une condition unique de PCR pour I'ensemble des exons.
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2.3.4.1. Les amorces : Design et Sélection

Afin d’obtenir une réaction de PCR efficace, les amorces doivent respecter un certain
nombre de parametres. Ainsi, elles ont toutes été dessinées a l'aide du logiciel Primer3 0.4.0,
puis testées par les logiciels OligoAnalyser 3.1 (Integrated DNA Technologies) et Primer-Blast
(NCBI Blasf®). Nos amorces présentent une longueur de 18 & 25 nucléotides avec une
composition en guanine et cytosine d’environ 50 %. Elles possedent une bonne spécificite,
c’est-a-dire que leur séguence respecte une complémentarité parfaite a la séquence matrice cible
et la région ou elles se fixeront, ne contient pas de séquences répétées dans le génome. Leur
température d’hybridation (Tm) est de 60 °C en moyenne et la difféMmoepour un méme
couple d’amorces ne dépasse pas 4 °C. Nos amorces ne possédent pas de structures secondaires
(pas de repliements sur elles-mémes), ne sont pas auto-complémentaires et ne s’apparient pas

entre elles dans un méme couple.

La synthese par voie chimique de nos amorces a été confiée a I'entreprise allemande
Eurofins MWG Synthesis GMBH. Elles sont présentées darebleau 4

Tableau 4 : Amorces utilisées pour I'amplification des dix exons du géne PEX7.

EXONS Nom deg Taille Séquence Sens Taille ™™ Taux
amorces| (pb*) 5 -3 “lamplicon de GC
1 1F-164 | 18 |GGAGTCAACGCCCTTTCC + 4810b 58.2/ 61.1 %
1R+187| 18 |CAGACCAACTCCTCGCAC - b 58.2| 61.1 %
5 2F-340| 22 |GTGTCTCTGGTGCCTTGTCTGG + 6060b 64.0 59.1 %
2R+208 | 21 |CTCAAGTGATCCTTCTGCCTC - P 59.8/ 52.4 %
3 3F-319 | 23 |CTGAAGCCTGTCTCTTAGTGTCC + 711pb 62.4 52.2 %
3R+241| 20 |GCTGGAGGTGTTCTTTCTGC - b 59.4| 55.0 %
4185 4F-147 | 23 |GACACCTTGTTGAGATGGATAGG + 8070b 60.6| 47.8 %
5R+93 22 |CTCTGAAGCTAAGGTACACAGC - P 60.3 50.0 %
6 6F-403 | 21 |GTAGACTTTGCCCGCCTTTAG + 981pb 59.8/ 52.4 %
6R+471| 25 |CACATGGACACTTATCTTACAGAGG| - P 61.3| 44.0 %
7 TF-245| 22 |CTGTCTGTAGTGTTCCATCGTG + 4540b 60.3 50.0 %
7R+95 22 |CCAATCCCTAAACCCAGAACAC - P 60.3| 50.0 %
8 8F-239 | 25 |GCTTGAGGGATAATTTTCTTTGGAG| + 8220b 59.7| 40.0 %
8R+527| 25 |CTCTGTGGTATGGAACTGTAACTGG - b 63.0| 48.0 %
9 9F-332 | 25 |TACTATCATCTCAATGTCCTTGTGC | + 7130b 59.7| 40.0 %
9R+281| 24 |CTTGTCACTTTTCTGTTGGGAGAG - P 61.0| 45.8 %
10 10F-346| 24 |CACAGTCTGGAACGTATCTTTTCG + 5660b 61.0| 45.8 %
10R+151 22 |CTCCCTCAAAACTGATTCCAGG - PP 160.3 50.0 %

* pb : paire de bases

Le nom de nos amorces indique leur position par rapport a la séquence codante, par
exemple I'amorce 4F-147 se situe 147 nucléotides avant I'exon 4 et 'amorce 5R+93, 93

nucléotides apres I'exon 5.
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Au total, nous avons réalisé neuf PCR pour amplifier les 10 exons. Comme les exons 4
et 5 sont petits (environ 100 paires de bases (pb)) et proches (moins de 400 pb), une seule PCR

a été nécessaire.
2.3.4.2. Condition d’amplification

Les matrices d'ADN ont été amplifiées dans un mélange réactionnel (Mix) contenant :
la Taq polyméraseet du chlorure de magnésium comme cofacteur, un tampon de PCR,
chacun des quatre désoxynucléotides (dNTPs) avec chacune des amorces d’'un méme couple.
Pour I'exon 1, nous avons employéTlag polymérase de Qbiodeat pour les autres exons,
la HotStarTaq polymérase de Qiaden_e tampon de PCR sert & mainteniphk du milieu
réactionnel a un niveau optimal pour I'enzyme (20 mM de TrisH@H&8,7). La présence
dans le milieu de cations bivalents Mgt de cations monovalents (KCl & 100 mM et
(NH,4).SO, a 50 mM) vont neutraliser les charges négatives des groupements phosphates de
I’ADN et ainsi stabiliser les hybrides ADN/ADN. L'exon 1 a nécessité I'ajout d’agents
augmentant la stringence du milieu (solution-Q, Qbi6yearfin de diminuer les hybridations
non spécifiques et augmenter le rendement. Les deux Mix réactionnels sont détaillés en

annexe Annexe 4etAnnexe 5.

Les réactions d’amplification ont été réalisées dans les thermocycleurs Mast@rcycler
pro, personal et ep gradient S d’Eppendorf avec un programme Touch Down détaillé dans le
Tableau 5.

Nous avons associé a chaque réaction un témoin négatif (eau ultra pure Milli-Q) et un
témoin positif (Pool d’ADN).

Tableau 5 : Etapes de la réaction de PCR Touch Down.

- Température Temps
Etapes (°C) (secondes) Nombre de cycles
Dénaturation initiale de 'ADN 95 15 minutes
Activation de 'ADN polymérase
Dénaturation 05 45
Hybridation 68 — Nk(0.5)* 45 16
Elongation 72 45
Dénaturation 95 45
Hybridation 60 45 24
Elongation 72 45
Elongation finale 72 5 minutes
*N : nombre de cycles
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2.3.4.3. Purification des amplicons

Afin d’étre étudiés dans de bonnes conditions, les produits d’amplification doivent étre
débarrassés de tous les résidus de la réaction de PCR (dNTPs, ahaoypedymeérase et sels).
Cette purification a été opérée manuellement par ultrafiltration sur plaque Nule@ast
(Macherey-Nagel) a l'aide du systéme de pompe & vide MultiSE€re&tacuum Manifold
(Merck Millipore). Les amplicons ont été ensuite repris par agitation sur shaker dans 60 pL
d’eau Milli-Q.

2.3.4.4. Contr6le de 'amplification

La qualité de 'amplification a été contrélée par électrophorése capillaire micro fluidique
sur un LabChif GX (Caliper LifeSciences). Ce systéme utilise seulement 150 nL
d’échantillon, lesquels sont aspirés au travers d’une puce de quartz. Les fragments d’ADN sont
séparés par taille croissante et détectés par fluorescence. La taille et la concentration de chaque
bande sont déterminées a la fois par un double étalon interne et par un marqueur de taille. Cette
technologie remplace la migration sur gel d’agarose qui est chronophage et l'utilisation d’'un
réactif mutagéne, le bromure d'éthidium. Le logiciel Lab&hiT Software permet une
visualisation, soit sous forme d’électrophorégrammes, soit devigelesquels nous pouvons
vérifier que la taille de I'amplicon soit bien celle attendue, a la fois pour le contrdle positif et
pour les patients. De la méme maniere, nous Vvérifions I'absence de contamination grace au
témoin négatif. Le logiciel Data ViewCaliper permet d’extraire la concentration et la pureté

de chaque amplicon.
2.3.5. Séquencage des amplicons

Le séquencage direct a été réalisé de facon automatisée selon la méthode de SANGER
(méthode de référence) avec des marqueurs fluoreséents

2.3.5.1. Reéactions de séquences

Les réactions de séquences sont de simples PCR dont le milieu réactionnel comporte
une faible concentration de quatre didésoxynucléotides fluoro-marqués (ddATP*, ddCTP*,
ddGTP* ou ddTTP*) de la technologie BigDye Termin&tw8.1 (Applied Biosystems). Aprés

incorporation, ces didésoxynucléotides empéchent la poursuite de I'élongation. Un pool
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d’amplicons de tailles différentes sera alors présent dans le milieu réactionnel a l'issue de la

réaction de séquence.

Cette réaction est effectuée a partir des produits de PCR purifiés et normalisés. La
normalisation permet ainsi d’obtenir quelque soit I'exon étudié, la méme quantité de produit
amplifié, en fonction de sa taille et de sa concentration. Les réactions de séquences sont

guantitativement homogenes pour chaque amplicon.

Tableau 6 : Amorces des réactions de séquences des dix exons du géne PEX7.

Exons Mt e Taille (pb*) Séquences 5' —8' Sens

amorces

1 1F-164° 18 GGAGTCAACGCCCTTTCC +

1R+187° 18 CAGACCAACTCCTCGCAC -

5 2F-340 22 GTGTCTCTGGTGCCTTGTCTGG +

2R+194% 22 CTGCCTCAGACTTGGGAATAGC -

3 3F-60t 24 GTTGTGTAGCTGCCTATGTAAGTG +

3R+241 20 GCTGGAGGTGTTCTTTCTGC -

4 4F-147 23 GACACCTTGTTGAGATGGATAGG +

4R-106 T 24 TGTCGAATCATAGAGCTACAGAAG -

5 5F-1967 23 AGTTAGCTCAGCATTAGTTTGGC +

5R+93 22 CTCTGAAGCTAAGGTACACAGC -

6 6F-403 21 GTAGACTTTGCCCGCCTTTAG +

6R+352 25 CACATGGACACTTATCTTACAGAGG -

7 7TF-245 22 CTGTCTGTAGTGTTCCATCGTG +

7R+95 22 CCAATCCCTAAACCCAGAACAC -

8 8R+274% 25 TGTAGGAAAGTGTTACCATAGGAAC +

8R+527 25 CTCTGTGGTATGGAACTGTAACTGG +

9 9F-1487 22 GTAGGGCTTAATAGTGGGGTTC +

9R+281° 24 CTTGTCACTTTTCTGTTGGGAGAG -

10 10F-346 24 CACAGTCTGGAACGTATCTTTTCG +

10R+151 22 CTCCCTCAAAACTGATTCCAGG -

*pb : paires de bases t:-amorces remplacées ~ © : amorces nécessitant de la solutidh Q

Par allleurs, afin de prévenir d’éventuelles erreurs ddaa polymérase, chaque
amplicon a été séquencé deux fois ; une fois avec I'amorce sens et une fois avec I'amorce
anti-sens Tableau 6) Certaines amorces ont di étre, soit remplacées soit utilisées avec de la

solution-& car elles donnaient de mauvais résultats au séquencage.

Le milieu réactionnel&nnexe § est constitué du Mix de réaction Big Dye Terminator
v3.1 (2 mM MgC}, dNTP, ddNTP marqués par un fluorophore, ADN polymérase Aaqpli
FS® (Applied Biosystems)), du tampon sequencing 5 X, de I'eau Mflji@ I'une des deux
amorces sens ou anti-sens avec le produit de PCR purifié et normalisé correspondant.
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Les PCR de séquencage sont réalisées sur les mémes thermocycleurs que les PCR
d’amplification selon un programme standardne température de 60 “Tapleau 7).

Tableau 7 : Etapes de la réaction de PCR de séquences.

- Température Temps

Etapes °C) (secondes) Nombre de cycles
Dénaturation initiale de I’ADN .
Activation de 'ADN polymérase - A
Dénaturation 96 10
Hybridation 60 5 36
Elongation 60 4 minutes
Fin de PCR 14 -

2.3.5.2. Purification des produits de séquences

Les produits de séquences ainsi obtenus, ont été purifiés a l'aide du kit BigDye
XTerminato™ Purification (Applied Biosystems). Ce systéme utilise conjointement deux
solutions, le XTerminatdt et la solution SAM™, qui sont dispensées dans chaque puit par le
robot Microlaly’ Starlet IVD (Hamilton). La premiére solution permet grace & de petites billes
poreuses d'isoler les réactifs de la PCR de séquences tels que les ions, les dNTPs et ddNTPs
non incorporeés et de prévenir leur injection en méme temps que les simples brins marqués. La
deuxiéme solution favorise I'activité du Bigly&Terminatof™ et stabilise les échantillons

apres purification.
2.3.5.3. Séquencage

Les produits purifiés de la réaction de séquences ont été séparés grace a un séquenceur
48 capillaires 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems-Hitachi). Aprés séparation en ordre
de taille croissante par électrophorese capillaire, les brins d’ADN seront excités par le laser.
Les données de fluorescence sont récupérées au niveau d'une cellule de détection et
transmises vers une caméra CCD (Charge Coupled Device) pour étre analysées. La
fluorescence étant de longueur d’onde distincte pour chaque ddNTP marqué, le traitement
informatisé des signaux transmis, pourra déduire facilement la séquence correspondante. Elle
est représentée par un fluorogramme, sous forme d’'une succession de pics de couleurs

différentes, chaque couleur correspondant a un nucléotide donné.
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2.3.5.4. Lecture des chromatogrammes

La lecture des électrophorégrammes se fait grace au logiciel SepScape v2.5
(AppliedBiosystems). Ce dernier permet d’importer, a partir de diverses bases de données
(NCBI Gene dans notre cas), la séquence de référence du gene dintérét. Il effectue un
prétraitement des données issues du seéquenceur, sélectionne notamment les séquences
exploitables selon les normes de qualité fixées par le laboratoire et les aligne par rapport a la
séquence de référence. La qualité des séguences est appréciée par diverses valeurs : intensité
du signal, évaluation du bruit de fond, efficacité de la réaction de séquences. Par comparaison
a la séquence de référence, ce logiciel participe a la détection des polymorphismes et des
éventuelles mutations que comporte la séquence a étudier. Il peut également éditer un

« rapport de variation de séquences ».
2.3.6. Analyse des alléles mutés

Une mutation est retenue uniquement si elle est présente a la fois sur les séquences
sens et anti-sens. Elle est ensuite confrontée aux polymorphismes et mutations répertoriés
dans les bases de données préalablement citées (HBEMGene Database et e!Ensiipl
ainsi qu'a ceux décrits dans la littérature : Motleyaet!*® et Braverman eal. 1% Le
logiciel Alamut v2.1-2 (Interactive Biosoftware) et le site internet Polyphen-2 ont permis

d’évaluer I'impact des mutations non décrites sur la fonctionnalité de la protéine engendrée.

Lorsque cela a été possible, nous avons recherché la mutation chez les parents du

patient et nous avons comparé chaque phénotype au génotype identifié.
2.4.Essai de dosage des plasmalogenes sur cellules

La chromatographie gazeuse (GC) est une méthode d’analyse séparative qui s’applique
aux composés gazeux ou volatiles. Le mélange gazeux, contenant les composeés a séparer, est
entrainé par un gaz vecteur (phase mobile), a I'intérieur d'une colonne dans laquelle est contenu
un support séparateur (la phase stationnaire). La différence de rétention de ces composés, va
permettre leur séparation a la sortie de la colonne. Un systeme de détection est nécessaire pour
I'enregistrement d’'un signal et 'établissement d’'un chromatogramme. L’interprétation de ce

dernier permet d’'identifier et de quantifier les différents composés de I'échantillon étudié.
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2.4.1. Produits utilisés

- Chlorure de sodium ;

- Eau distillée ;

- 1,2-diheptadécanoyn-glycéro-3-phosphoéthanolamine (Sigma) ;
- 1,2-diheptadécanon-glycéro-3-phosphocholine (Sigma) ;

- 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytoluene ou BHT (Tokyo Chemical
Industry) ;

- Azote gazeux (Air Liquide) ;

- Trifluorure de bore ou Bf10 % dans du méthanol (Fluka) ;

- Carbonate de potassium oy®0O; (Merck);

- Ethanol absolu, méthanol, chloroforme, toluéne, isooctane (SDS);

- Hélium.

2.4.2. Appareils

Le systéme de chromatographie, que nous avons utilis€, est un chromatographe en phase
gazeuse (Hewlett Packard Series 6080, USA) couplé a un détecteur d’ionisation de flamme
(FID) (Agilent Technologies, USA). Il est muni d’'une colonne capillaire BPX70 silice-greffée a
70 % en cyanopropyl polysilene-siloxane (SGE Analytical Science, Australie). Cette colonne
dont les dimensions sont: 0,22 mm x 60 m x 0,25 um, a spécialement été congue pour la
séparation d’acides gras méthyl-estérifieés. L'appareil est relié a un systeme informatique qui

permet son pilotage ainsi que I'acquisition et le traitement des données.
2.4.3. Méthodes

Afin de prévenir tous types de contamination, la vaisselle a été soigneusement lavée,
rincée a I'éthanol puis a I'acétone et enfin séchée sous un flux d’'air. De plus, les plasmalogenes
étant trés sensibles a I'oxydation, 'ensemble des étapes a été réalisé sous une atmospheére
protectrice, exclusivement constituée d’azote. L'utilisation d’'un additif antioxydant comme le

BHT permet de prévenir 'oxydation des plasmalogénes.
2.4.3.1. Méethodes d’extraction des lipides totaux

Les lipides totaux ont été extraits selon une méthode dérivée de celle d&tdlels

culots cellulaires ont ainsi été repris par 500 puL d’une solution de chlorure de sodium a 9 g/L.
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L'ajout dlpg de deux étalons internes (1,2-diheptadécasreglycéro-3-
phosphoéthanolamine et 1,2-diheptadécasayifycéro-3-phosphocholine) permet de
s’affranchir du rendement de l'extraction. Chaque échantillon subit ensuite deux cycles
d’extraction par 9 mL d’'un mélange chloroforme/éthanol dans un rapport volumique 2:1.
Apres cing minutes de centrifugation a 2000 tours par minute, la phase organique est évaporée
sous azote. Cette évaporation ne doit pas étre totale. Enfin, pour solubiliser les lipides, les
échantillons sont repris par 500 pL d’'un mélange volume a volume de toluéne/méthanol.

2.4.3.2. Trans-éthérification des plasmalogenes

La trans-éthérification est une étape primordiale dans l'analyse des plasmalogenes
(Figure 13). Elle va rendre possible leur séparation par chromatographie en phase gazeuse,
d’'une part en les détachant de leur « squelette » glycérol et d’autre part, en masquant leur téte
hydrophile par des groupements méthyls. Cette trans-éthérification a été réalisée selon la

technique décrite par Morrison et SrHitfl.
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Figure 13 : Trans-étherification d’'une molécule de plasmalogéne.

(Noir: glycérol, Vert: Phosphoéthanolamine, Bleu: Acide gras/ME, Rose: Alcool vinylique
gras/DMA).

A l'extrait obtenu précédemment, est additionné 500 pL de trifluorure de bosedBF
14 % dans du méthanol. Ce B#5t un acide de Lewis qui nécessite une température supérieure
a 100 °C pour étre actif. Apres 90 minutes, les acides gras des glycérophospholipides sont
convertis en esters méthyliques (ME) alors que les plasmalogénes (alcools gras vinyliques) sont
dérivés en diméthylacétals (DMA). La réaction est ensuite bloquée en plongeant les tubes dans
de la glace puis I'acide de Lewis est neutralisé avec 1,5 mL d’une solution a 10 % de carbonate

de potassium ()COs). La derniere étape avant I'analyse en GC-FID, consiste a extraire les
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dérivés méthylés par 2 mL d’'isooctane et de les concentrer par évaporation sous azote pour

obtenir un volume final de 100 pL.
2.4.3.3. Analyse et quantification

L’analyse et la quantification des plasmalogenes ont été réalisées par chromatographie

gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID).

Un microlitre d’extrait est injecté dans la colonne capillaire du chromatographe. Il est
entrainé par un gaz vecteur : de I'hélium a 0[i&#% de pression et avec un débit de 1,1 mL par
minute. Les dérives méthylés seront séparés en fonction de leur taille et de leur polarité
respective. La température du four ou se situe la colonne varie de facon séquentielle : elle est
maintenue a 50 °C pendant 2 minutes puis augmente jusqu'a 140 °C a raison de 20 °C par
minute puis jusqu’a 240 °C a raison de 2 °C par minute. Les différents composés élués sont
reconnus en sortie de colonne grace a un détecteur a ionisation de flamme dont la température
est fixée a 250 °C. Les esters méthyliques des acides gras et les DMA sont identifies par leur
temps de rétention et quantifiés grace aux deux standards internes additionnés avant I'extraction
des lipides totaux. Les temps de rétention des analytes d'intéréts sont indiqués dans le tableau

ci-dessous.

Tableau 8 : Temps de rétention des dérivés méthylés d’intéréts.

Temps de rétention
Analyte :
(minutes, secondes)
C16:0 DMA 1770”
C16:0 ME 19'40”
C18:0 DMA 22'40”
C18:0 ME 24'40”
C17:.0 ME 21'80”

Les valeurs de plasmalogénes sont exprimées en quantité relative de dérives DMA par
rapport aux dérivés ME (C16:0DMA / C16:0ME). Ces rapports sont calculés a la fois pour les
plasmalogénes a 16 et a 18 carbones. Par ailleurs, I'expression sous forme de rapports permet de
normaliser les résultats ainsi que de nous affranchir et/ou d’éviter de contrdler certains biais (par

exemple la quantité de cellules présente dans chaque culot cellulaire).
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3. Résultats

Les données cliniques et biologiques de nos patients sont détaillées en @mmexe.1

aAnnexe 3.
3.1. Résultats généraux de I'analyse du gereEX7

Sur les treize patients du premier groupe, nous avons identifié le génotype complet de
neuf patients, nous permettant ainsi de diagnostiquer le déficit en Pex7p. Six patients sont
homozygotes (nomméksAU, RAM, SIM, VIE, BOU, EZZ ) et trois sont hétérozygotes
composites (nomma&dOS, MAI, CHE ). Nous n’avons pas trouvé de mutations chez trois de
nos patients (nommd&€UR, VER, BON) et un seul allele muté a été identifié chez le patient
MEY . Enfin, les deux couples de parents étudiés sont porteurs a I'état hétérozygote de

'anomalie génétique retrouvée chez leur enfant resp&dit(etEZZ).

Dans le groupe rassemblant les six feetus suspectés d’étre atteints de CDRP, nous
avons identifié chez un seul feetus (non@idl) une anomalie dans le geREX7. Celle-ci a
été retrouvée a I'état homozygote. Nous n’avons pas trouvé d’anomalie chez les cing autres
feetus KLE, MAN, DIA, GUE, GIO ).

Les résultats pour 'ensemble des patients sont résumeés dans le Taljeae 89).
3.2.Résultats du groupe 1 : patients avec suspicion de CDRP-1

3.2.1. Identification de deux alléles pathogenes pour les neuf patients suivants:
LAU, RAM, SIM, VIE, BOU, EZZ et MOS, MAI, CHE

+ Patiente LAU

La patientd AU est le deuxieme enfant d’'un couple non consanguin. Elle est née a 38
semaines d'aménorrhée et elle présente un retard de croissance majeur. En effet, sa taille et
son périmétre cranien sont inférieurs au premier percentile, et son poids au vingtieme. Le
bilan morphologique met en évidence une dysmorphie faciale avec une racine du nez aplatie,
des sourcils marqués et une limitation de I'ouverture mandibulaire. Le cou et le thorax sont
petits. Les membres sont raccourcis, essentiellement au niveau des fémurs et humérus. |l
existe par ailleurs, une raideur articulaire avec limitation des flexions et impossibilité
d’extension compléte des membres. Les radiographies dévoilent la présence de multiples
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calcifications intra- et extra-articulaires du bassin, des épiphyses et des grosses articulations.
Ce bilan montre également la présence d’anomalies du modelage des métaphyses des os
longs, une luxation bilatérale des hanchesgemu valgunbilatéral ainsi que la présence de
fentes coronales intéressant 'ensemble des vertébres thoraciques. A I'examen neurologique,
'enfant est geignarde et son regard n’accroche pas. L'échographie trans-fontanellaire retrouve
une dilatation globale du systéeme ventriculaire. Par ailleurs, I'échographie abdominale met en
évidence une atrésie incompléte de lintestin gréle. Il n'y a pas de détresse respiratoire ni
d’atteinte cardiaque particuliere. Enfin, 'examen du fond d’ceil a découvert une cataracte

totale et bilatérale.

Le bilan peroxysomal initié est peu informatif. L'acide phytanique est indétectable
dans le plasma et la mesure de I'activité résiduelle de la DHAP-AT sur fibroblastes indique

une diminution d’environ 80 %.

Par la suite, I'état de I'enfant va rapidement se dégrader et le déces interviendra a
3,5 mois de vie, dans un contexte de détresse neurologiqgue accompagnée de pauses

respiratoires itératives.

L’étude en biologie moléculaire a mis en évidence une mutation a I'état homozygote
sur le site d’épissage donneur de I'exor.9@3+1G>C/ IVS9+1G>C) (Figure 14).

Exon 9 Intron 9
ctcadqg Jrtaacg
T 1]
il I ? 7
cl ...
1111 1]
CTCAI: C T CE ]:[

Figure 14 : Alleles pathogenes retrouvés chez la patieAtd.
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* Patiente RAM

RAM est un nouveau-né de sexe féminin. Elle a été hospitalisée a I'hopital de
NECKER a Paris. Elle serait atteinte d’'une chondrodysplasie ponctuée apparemment de type

non rhizomélique.

Dans le bilan biochimique, la recherche de pathologies peroxysomales a été réalisee
uniquement sur fibroblastes en culture. Le profil des AGTLC ne montre pas d’anomalie.
L'activité résiduelle de la DHAP-AT, mesurée a 40 %, est partiellement déficiente. La
biosynthésade novo des plasmalogenes est tres réduite. La recherche de thiolase pTH1 par

technique d’immunoblot montre I'absence de protéines matures.

Lors de notre étude du gene PEX7, une duplication de huit nucléotides dans I'exon 1 a
été retrouvée a I'état homozygote chez cette patiend® (52dup8GGGACGCC Figure
15). Elle se situe a 19 nucléotides en aval de deux potentiels codons d'initiation « start » et
entraine un décalage du cadre de lecture avec apparition d’'un codon stc?ﬁ' awd8Botide

suivant (.His18ArgfsX35).
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Figure 15 : Alleles pathogénes retrouvés chez la patiente RAM.
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* Patient SIM

SIM est un nouveau-né agé de 15 jours. Ses deux parents sont cousins germains et
d’origine turque. Il a un frere de 2 ans en parfaite s&itd. est un bébé de petite taille qui
présente une dysmorphie faciale assez nette. Les fentes palpébrales sont étroites, les oreilles
basses, I@hiltrum long et la fontanelle est petite. L’enfant n’a pas de contact visuel a cause
d’'une cataracte bilatérale mais il répond atimuli auditifs. Il est tres algique et présente des
Iésions articulaires multiples atteignant principalement les genoux et les hanches. Les
membres supérieurs, les épaules et les coudes sont de bonne mobilité. Cependant, les poignets
et les inter-phalangiennes proximales des doigts longs sont extrémement enraidies. Ce patient
est atteint d’'une forme sévere d’arthrogrypose. La radiographie osseuse retrouve des fémurs et
des humérus courts avec des épiphyses ponctuées. Le pronostic fonctionnel et vital est tres
sombre. En effet, cet enfant décédera a 13 mois de vie avec un tableau d’encéphalopathie.

Le bilan biochimique du patie®M indique une activité de la DHAP-AT équivalente

a 64 % du témoin. Le dosage des plasmalogenes sur fibroblastes indique un déficit important.

L’étude en biologie moléculaire a révélé chez ce patient la mu@B@2G>T a I'état
homozygote dans I'exon 1Q@rigure 16). Elle correspond a l'allel@.Asp308Tyr qui n'a

jamais été décrit auparavant.
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Figure 1€ : Alléles pathogenes retrouvés chez le patidht.
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» Patient VIE
VIE est le petit garcon de parents consanguins et originaires de I'lle de la Réunion. Agé
de trois ans, il est porteur d’'un syndrome poly-malformatif associant microcéphalie, nanisme
prédominant au niveau des membres proximaux, anomalies épiphysaires avec calcifications et
raideurs articulaires. Les médecins ont noté la présence d'un syndrome pyramidal avec des
convulsions et un retard psychomoteur sévére. Ce patient présente également une cataracte

bilatérale.

Le bilan biochimique montre sur lymphoblastes en culture, un profil dAGTLC
subnormal avec un taux de C26:0 et des rapports C26:0/C22:0 et C24:0/C22:0 tres légerement
élevés. La biosynthegke novo des plasmalogénes est abaissée. Ce résultat est en accord avec
les faibles taux mesurés dans le plasma, les érythrocytes et les fibroblastes. L'activité
résiduelle de la DHAP-AT mesurée sur fibroblastes est partiellement déficiente, environ 40 %
par rapport au témoin. L’activité de la phytanate oxydase est nulle. Nous retrouvons en effet,
un taux plasmatique d’acide phytanique élevé.pltaxydation du lignocérate est normale.

Enfin, 'immunoblot met en évidence uniquement la forme précurseur de la thiolase pTH1.

Ce petit garcon est décédeé il y a quelques années des suites de sa maladie. Nous n’avons

pas d’autres précisions.

Nous avons identifi€ une mutation faux-sens homozygote dans I'exo653C>T).
L’acide aminé valine vient remplacer I'alanineAla218Val).

fef
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Figure 17 : Alleles pathogenes retrouvés chez le patight

-71 -
LEJARRE Fabien
(CC BY-NC-ND 2.0)



» Patient BOU
BOU est un petit garcon nord-africain. Il est né a terme dans un contexte de détresse

respiratoire. Il est le premier enfant de parents d’origine tunisienne et qui sont cousins

germains. Nous notons comme antécédents familiaux, une sceur maternelle porteuse d’un
syndrome malformatif touchant essentiellement les membres. L'étiologie de ce syndrome n’a

pas été identifiée.

La grossesse était suivie en diagnostic anténatal pour suspicion d'ostéo-
chondrodysplasie sur les arguments d’anomalies des os longs. A la naissance, les
radiographies présentées leigure 18 et Figure 19, ont confirmé une ostéo-chondrodysplasie
ponduée, prédominante aux ceintures et associée a une déformation trés importante des

extrémités (doigts en coup de vent et pieds en piolets).

Actuel 09-02-2011
10:61 AM

Figure 18 : Radiographie a la naissance du pate@U, partie supérieure du corps.
Petite cage thoracique, humérus court et atteinte de la ceinture scapulaire.

Il'y a également un raccourcissement des membres supérieurs, essentiellement au niveau

proximal. Cette déformation est majeure et bilatérale. Les membres inférieurs sont affectés avec

un raccourcissement des cuisses et un aspect ponctué des tétes fémorales. Cet aspect ponctué,

correspondant a des calcifications, est retrouvé au niveau des épaules, des coudes, des genoux,

des fémurs et des humérus, du rachis et des hanches, lesquelles se présentent luxées

bilatéralement. Par ailleurs, bien que symétrique, le thorax apparait trés petit et étroit
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provoquant une hypoplasie pulmonaire. Le dos ne montre pas de déformations particulieres et il
n'y a pas de malformations cardiaques. Il existe de volumineuses hernies inguinales bilatérales,
enfouissant une verge hypospade limitée au prépuce. L'aspect cutané est normal. Le retard de

croissance est important, la taille étant inférieure a 7 déviations standards.

09-02-2011
10:55 AM

Figure 19 : Radiographie a la naissance du pat®@U, partie inférieure du corps.
Hernie inguinal, pieds piolets, calcifications épiphysaires et atteinte de la ceinture pelvienne.

Apres l'accouchement, I'enfant était hypo-réactif, sans ouverture spontanée des yeux. Il ne
présentait pas d'activités respiratoires efficaces, ce qui engageait le pronostic vital. L'état trés
algique a nécessité l'instauration d’un traitement par chlorhydrate de morphine et paracétamol
des le premier jour de vie. L'électroencéphalogramme pathologique indiquait une mauvaise
organisation des rythmes cérébraux. Les médecins ont souligné par ailleurs, la présence d’'une

importante cataracte blanche, totale et bilatérale.

Devant ce tableau trés sévere, une recherche de maladies peroxysomales a été prescrite.
Sur le bilan plasmatique, le profil des AGTLC était normal, ainsi que les acides phytanique,
pristanique et pipécolique. Le dosage des plasmalogenes érythrocytaires montrait un taux tres
abaissé. L'activité de la DHAP-AT dans les fibroblastes était réduite de prés de 75 % par

rapport au témoin. La recherche d’anomalies du métabolisme du cholestérol n'a rien retrouvé.

Cet enfant déceédera a 28 jours de vie suite a une défaillance respiratoire aigue sur fond

d’insuffisance respiratoire chronique.
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L’étude du gend’EX7 a réveélé la présence de deux alleles mutés a I'état homozygote
dans I'exon 1 Kigure 20). Il s’agit de la duplication d’'une base thymidine en position 100
(c.100dupT). Cette anomalie génétique n’a jamais été décrite auparavant. D’'aprées le logiciel
Alamut, elle est rapportée comme étant pathogéne. En effet, elle crée un décalage du cadre de
lecture a partir du codon 34 codant pour une cystéine. Ce nouveau cadre de lecture se termine
par un codon stop, 21 acides aminés en gv@ly634LeufsX23.

Le cas de ce patient étant récent et afin de pouvoir délivrer un conseil génétique, nous

avons effectué une étude de ségrégation de cette mutation chez ses parents

10 lU|l|
ZOgcoctgECccac LggccrLgogeoccac
L & |F & L 4 |C &
L 1. 1 T ST
... . EBZ3Z.HN BOUp BOUm e RS, HH
g 1. 4 el aa
TGGECCT c TGGCCT cc
ECOT
100:) |
| Il‘u-]l ctygocot-gyocgocacc Wﬁll

L A C A T

il
CC

CTGGCCT CGCC

Figure 20 : Résultats de I'étude familiale du patient BOU.
BOUp et BOUm sont respectivement le pére et la mére du paiend.

Les parents de ce patient sont tous les deux hétérozygotes pour la nout80oipT.
L’analyse en biologie moléculaire du gene PEK&z la sceur de BOUpourrait probablement

poser le diagnostic de sa maladie.
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» Patiente EZZ

EZZ est une petite fille née d’'un couple de cousins germains d’origine marocaine. Elle
a subi pendant la grossesse une amnio-infusion, du fait de l'existence d'un retard de
croissance intra-utérin entrainant un oligoamnios. Elle est née aprés une césarienne en
urgence suite a une bradycardie foetale, huit semaines avant le terme de la grossesse. Cette
enfant a présenté de suite, une détresse respiratoire pour laquelle elle a été intubée et ventilée.
Le retard de croissance est marqué a la naissance par une taille inférieure a 4 déviations
standards et un poids a moins 2 déviations standards par rapport au terme. Le profil est
dysharmonieux avec un raccourcissement rhizomélique prédominant aux membres supérieurs
et un pied droit envarus équin. Nous notons également la présence de contractures
articulaires, prédominantes aux grosses articulations et aux membres inférieurs ainsi qu’un
important syndrome algique. Le syndrome dysmorphique est marqué par un hypertélorisme,
c’est-a-dire une malformation cranio-faciale avec agrandissement de la petite aile du sphénoide,
entrainant un élargissement de la distance inter-orbitaire et de la racine du nez. Cette patiente a
également une fontanelle antérieure largephittrum long avec une lévre supérieure trés
fine, une petite bouche et une ensellure nasale déprimée. Radiologiguement, nous retrouvons
des calcifications articulaires au niveau fémoral supérieur, du bassin et des rotules. Les
humeérus et fémurs sont trés déformés. Enfin, le bilan de naissance a mis en évidence une

cataracte bilatérale.

Devant ce tableau clinique, un bilan peroxysomal a été effectué. Le profil plasmatique
des AGTLC est normal. La mesure du taux de plasmalogenes dans des cellules amniotiques
conservées en culture indiqgue un important déficit, de méme que dans les érythrocytes. La
mesure de l'activité de la DHAP-AT sur amniocytes cultivés n’a pas montré de déficit

particulier.

L’évolution s’est faite vers une dégradation de I'état respiratoire suivi du déces de
'enfant deux mois aprés sa naissance.

L’étude du gen€’EX7 a révélé la présence de deux alleles mutés a I'état homozygote
dans lI'exon 1. L'anomalie est présentée dankidare 21 et elle est identique a celle du
paient BOU, soit, une duplication d’'une base thymidine en position tQDQdupT). Un
nouveau cadre de lecture apparait. Il se termine par un codon stop, 21 acides aminés en aval
(p.Cys34LeufsX22).

Le cas de cette patiente étant récent, nous avons effectué I'étude deEQ€hehez
ses parents, afin de pouvoir leur délivrer un conseil génétique
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Figure 21 : Résultats de I'étude familiale de la patiente EZZ.
EZZp et EZZm sont respectivement le pére et la mére de la patiente EZZ.

Les parents de cette patiente sont tous les deux hétérozygotes pour la mutation
¢.100dupT. En terme de conseil génétique, il serait trés intéressant d’étendre I'étude du gene
PEX7 a I'ensemble de cette famille. En effet, il existe une méme boucle de consanguinité
(Figure 22) dans laquelle le frere de madam&Zm et la sceur de monsie®ZZp ont

ensemble cing enfants bien-portants.
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Figure 22 : Arbre génétique de la famille de la patiente EZZ.
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+ Patient MOS

MOS est un petit garcon originaire de I'lle de la Réunion. Ces deux parents ne
présentent pas de liens de parenté et ont deux autres enfants en bonne santé. Le bilan
morphologique retrouve une dysmorphie faciale avec une ensellure nasale effondrée, un petit
nez, des oreilles larges et dysplasiques et un front extrémement bombant. Sur les radios, les
ponctuations épiphysaires sont nombreuses et localisées principalement au voisinage des
épiphyses supérieures humérales et fémorales, mais également au niveau de la rotule et le
long du rachis. Les humérus et fémurs sont courts et massifs. Par ailleurs, il existe des
anomalies vertébrales avec présence de fentes et des corps vertébraux remaniés. De plus, ce

garcon présente une cataracte bilatérale.

Devant ce tableau clinique typique de CDRP, une exploration biochimique de
maladies peroxysomales a été prescrite. Une élévation du taux plasmatique de I'acide
phytanique et un dosage nul en plasmalogenes érythrocytaires ont été retrouvés. Ce taux de
plasmalogenes a été confirmé sur fibroblastes en culture. L’activité résiduelle de la DHAP-AT
est de 44 %.

Quatre mois apres sa haissance, cet enfant a été hospitalisé pour une bronchio-
alvéolite a virus respiratoire syncytial avec surinfectidta@mophilus spp. Pour le soulager,
une ventilation assistée a di étre mise en place. Ce garcon est décédé quelques semaines plus
tard. Trois ans aprés, sa mere a donné naissance a un enfant présentant la méme

symptomatologie peroxysomale. Il décédera a quelques mois de vie.

Chez ce patient, I'étude en biologie moléculaire a permis d’'identifier deux mutations
différentes se succédant dans le méme exon : exon 7. Il s’agit d’abord d’une duplication de la
base thymidine en position 688.§83dupT) provoquant un décalage du cadre de lecture et
l'apparition d’'un codon stop, neuf acides aminés en apdle(1228PhefsX10). Cette
anomalie est suivie apres 61 nucléotides d’une délétion de la base adénosine en position 745
(c.745delA) et provoquant elle aussi un décalage du cadre de lecture et I'apparition d’'un
codon stop, 18 acides aminés en apdlys249Asnfs19). Ce patient est donc un hétérozygote

composite Figure 23).
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Figure 23 : Alleles pathogénes retrouvés chez le patient MOS.

* Patient MAI
MAI est le premier enfant de parents non consanguins et sans antécédents familiaux
particuliers. C’est un petit gar¢con dont I'histoire clinique commence au troisieme trimestre de
grossesse de sa meére par des métrorragies et une sensation de diminution de mouvements
actifs foetaux. Ce bébé présente une chondrodysplasie calcifiante ponctuée de type
rhizomélique. Cliniguement, il est atteint d’arthrogrypose et d’une cataracte totale bilatérale.
Il présente des signes neurologiques objectivés a I'IRM cérébrale par des troubles de la

myélinisation. Il est algique et n’a pas de troubles viscéraux, ni cardiaques ou rénaux.

Un premier bilan biochimique a été réalisé au CHU de Toulouse. Il montre que le
profil plasmatique des AGTLC est normal. Les taux plasmatiques des acides phytanique et
pristanique sont également normaux. Par contre, le taux érythrocytaire de plasmalogenes est

trés fortement abaissé.

Actuellement ce garcon a 12 ans, il pése 9,9 kg pour une taille de 100 cm. Il développe
une scoliose avec majoration rapide. Il a des otites a répétition et des troubles du transit a type
de constipations et de vomissements redondants. Il est grabataire et vie dans un institut
médico-éducatif. Un bilan de suivi a été réalisé aux Hospices Civils de Lyon. Il montre un
taux plasmatique d’acide phytanique élevé a 34,1 uM (Valeurs usuelles : 0,1 — 10,0 uM) et un
taux d'acide pristanique normal. Une étude sur fibroblastes a permis de montrer un profil
d’AGTLC normal et une activité de la DHAP-AT non totalement déficitaire (40 % par rapport
au témoin). Lap-oxydation du lignocérate est normale, ce qui camdirl’absence de
pathologie affectant If-oxydation peroxysomale. La biosynthasenovo de plasmalogénes
a été étudiée lors de notre essai de dosage des plasmalogénes. Elle est apparue déficiente
(Tableau 10.
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L’étude en biologie moléculaire a dévoilé une premiere mutation sur le site d’épissage
donneur de I'exon X(903+1G>C/ IVS9+1G>C). La mutationc.653C>T (p.Ala218Val)est
la deuxieme identifiée chez ce patient, qui est donc un hétérozygote compigsite Z4).

Elle se situe dans I'exon 7.

394 I $5|4
agocccoccactocadg o aacgg uccgc‘ggcgg:tﬂ
- T G |b v
TRERERnnnil  ptfan TITITTITITIT I a
............ 3 A 1 :
T s L Tt T T
GCCCCACTCAG CEG CCICGE GTTG
il
AL

Figure 24 : Alléles pathogenes retrouvés chez le palibht.
» Patiente CHE

La patienteCHE est une enfant née a terme et qui ne présentait aucun retard de
croissance. Son frére est en parfaite santé. Leur parent ne présente pas de consanguinité.
Toutefois, leur mére a fait une fausse couche entre ces deux grossesses et un des oncles

présente une surdité unilatérale.

A l'age de 4 mois, une cataracte congénitale bilatérale a été diagnostiquée puis a
ensuite été opérée. A 2 ans, cette patiente a été vue en consultation de neuro-pédiatrie pour un
retard de développement psychomoteur évalué a 9 mois. Elle se déplace sur les fesses et a un
langage monosyllabique. Elle ne parait pas avoir de perturbation psychoaffective. Ses
mensurations le jour de la consultation sont dans des valeurs tout a fait normales. Son examen
neuro-moteur fait apparaitre une hypertonie des abducteurs de hanches et a degré moindre,
une hypertonie des chevilles. Le bilan morphologique montre des oreilles décollées dans la
partie supérieure avec un ourlage un peu particulier. Par ailleurs, il n'y a pas de signes
cardiaques patrticuliers et le rachis est normal. Une radiographie osseuse est réalisée un an
apres la consultation de neuro-pédiatrie. Elle fait découvrir une importante dysplasie des tétes
fémorales qui pourrait étre la conséquence de calcifications ponctuées du cartilage hyalin.

Une atteinte rhizomélique n’a pas été retrouvée.

Le bilan peroxysomal montre au niveau plasmatique, des taux d’AGTLC élevés de

facon tres modérée, d’acide pristanique normal et d’acide phytanique trés élevé. Au niveau
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erythrocytaire, le taux de plasmalogénes est subnormal. L'étude d&o¥ydation
peroxysomale du lignocérate sur fibroblastes rend compte d’'une activité normale. L'activité

de la DHAP-AT est abaissée a 34 % par rapport au témoin.

A I'heure actuelle cette enfant & 12 ans et 6 mois. Elle ne présente aucunes évolutions
neuropsychologiques et reste tres fixée. L’évolution staturo-pondérale est marquée par un

poids a moins 2,5 déviations standards (DS) et une taille a moins 1 DS. Une

échocardiographie de contrdle a montré I'apparition d’un anévrisme du septum membraneux.

Notre étude du genBEX7, a mis en évidence chez cette patiente, deux mutations
différentes. Elle est donc hétérozygote composite. La premiére mutgiiore (25 est une
grande duplication de 42 nucléotides dans [I'exon c.G46_687dup42nt /
p.Thr216_Arg229dupl4)sans décalage du cadre de lecture.

La deuxieme mutationc(854A>Q provoque la substitution d’'une histidine par une
arginine p.His285Arg) dans I'exon 9Kigure 25).
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Figure 25: Alléles pathogenes retrouvés chez la pati@ME.
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3.2.2. Identification d’'un seul allele pathogene chez le patient MEY

* Patient MEY

Le patientMEY est né a 36 SA (semaines d’aménorrhée) dans un contexte de détresse
respiratoire. Il est de sexe masculin et il est le deuxiéme enfant d’un couple non apparenté. A
sa naissance, il présentait une clinique de type CDRP. Les principales anomalies
morphologiques retrouvées sont un raccourcissement des os des bras et des jambes,
essentiellement au niveau proximal. Il y a aussi un dysmorphisme facial marqué par un front
proéminant, une microcéphalie, un hypertélorisme avec des yeux enfoncés et une
microphtalmie. L'ensellure nasale est prononcée et 'ouverture de la bouche difficile. A la
radiographie, nous retrouvons une irrégularité des corps vertébraux cervicaux associée a des
calcifications ponctiformes. Au niveau du squelette périphérique, les fémurs et humérus sont
courts, leurs épiphyses supérieures et inférieures sont ponctuées et les régions métaphysaires
adjacentes sont remaniées. Les hanches sont luxées de facon bilatérale, le thorax est rétréci,
limplantation des pouces est basse et les orteils sont en « coups de Rignte»2). Les
résultats de I'IRM évoquent des Iésions de leuco-malacie péri-ventriculaire frontale gauche et
une hypoplasie du vermis inférieur. L'enfant présente un retard de croissance et il est atteint

d’'une cataracte bilatérale. Il décédera a I'age de quatre mois.

Le bilan peroxysomal est typique d’une CDRP-1. Le profil plasmatique des AGTLC
est normal ainsi que le taux d’acide pristanique. Cependant, le taux d’acide phytanique est
élevé. Le taux de plasmalogenes érythrocytaires est bas et I'essai de biosimth@se dans
les fibroblastes évalue un taux a 10 % par rapport au témoin. L’activité de la DHAP-AT est
diminuée de 50 % par rapport au témoin. L’activité de la phytanate oxydase est elle aussi

déficiente.
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Figure 26 : Photographie et Radiographie du patiiY .

L’étude en biologie moléculaire n’a pu mettre en évidence qu’une seule anomalie chez
ce patient. Elle est présentéefggure 27. Il s’agit d’'une mutation non-sens, intervertissant la
base thymidine en position 875 par une base adénas8#5T>A). Le codon TTA est ainsi
remplacé par le codon stop TAA.Leu292X).

gvd

:gtggtttagacttc
> L D 1

[GTGGTT CLCTTI

Figure 27 : Seul allele pathogene retrouvé chez le paléaY .
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3.2.3. Patients sans anomalie détectée dans le gé&exX7: KUR, VER et BON

Le profil biochimique ou clinique de ces trois patients est atypique. L’atteinte osseuse
est soit absente soit peu caractéristique d'une CDRP et le bilan biochimique ne permet pas
d’orienter précisément le diagnostic. L'inclusion de ces patients a été réalisée dans le but

d’établir un diagnostic d’exclusion.

* Patient KUR
Le patientKUR est un petit gargcon de deux ans. Il a été hospitalisé afin d’établir le
bilan d’'un retard psychomoteur modéré, associé a une atteinte sensorielle de type surdité de
perception. L'IRM cérébrale présente une atrophie cérébelleuse modérée. L’'échographie
hépatorénale montre des reins de taille asymétrique et une absence d’anomalie hépatique. Une
ataxie statique a la marche, une rétinopathie ainsi que quelques épisodes de convulsions

fébriles ont également été mis en évidence. Aucune anomalie osseuse n’a été rapportée.

Le bilan de maladie peroxysomale montre un profil plasmatique des AGTLC normal.
Les taux d'acide phytanique et pristanique sont augmentés dans le plasma et le taux de
plasmalogénes érythrocytaires est diminué. La mesure sur fibroblastes de l'activité de la
DHAP-AT montre une activité normale, a 99 % par rapport au témoin. Celle de

'alkyl-DHAP-S n’a pas encore été réalisée.
* Patiente VER

VER est une petite fille de 3 ans issue de parents non consanguins. Elle pése 11,4 kg
pour une taille de 93 cm et un périmetre cranien de 46 cm soit a -2 DS de la normale. Elle
présente une encéphalopathie marquée par un retard modéré a sévere des acquisitions. Ce retard
s’accompagne de bruxisme, de bavages et d'une spasticité modérée asymétrique. Il y a
eégalement une hypotonie axiale contrastant avec une hypertonie des membres. Cette petite fille
n'a pas acquis de langage et elle s’exprime par onomatopees et cris. Elle est atteinte d’'une
hypermétropie et d’'un strabisme. L'IRM cérébrale indique un retard de la myélinisation.
L’'examen radiologique ne donne pas d’argument en faveur d'une dysplasie squelettique,

toutefois il existe un Iéger retard de maturation osseuse.

De nombreuses investigations biologiques ont été menées sans succes. Une étude en
Western blot de glycoprotéines sériques a été réalisée et n'est pas en faveur d'un CDG
syndrome (Congenital Disorders of Glycosylation) de type | ou lla. Cette analyse a été

complétée par une électrophorése des glycoprotéines sériques (Apolipoprotéine CIII) qui
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n’évoquait pas de trouble de I'O-glycosylation. La recherche d’anomalies des purines et
pyrimidines urinaires est négative. Par ailleurs, un bilan peroxysomal a été prescrit afin
d’éliminer une adrénoleucodystrophie néonatale. Le profil plasmatigue des AGTLC était
normal ainsi que le taux d’acide phytanique. Un bilan peroxysomal normal ou modérément
perturbé ne pouvant exclure a 100 % une anomalie de biogenese des peroxysomes, un
screening des exons les plus fréquemment mutés des BEXea également été effectué.

Aucune mutation dans les séquences étudiées n’a été identifiée.

* Patiente BON
La patienteBON est une petite fille de 3 ans et 6 mois. Le tableau clinique associe un
retard psychomoteur global, une microcéphalie, un retard staturo-pondéral avec une atrophie

cérébelleuse a I'IRM cérébrale. Sa sceur de 8 ans présente le méme retard de développement

O

o

psychomoteur.

Figure 28 : Arbre génétique de la famille de la patiente BON.

Le bilan biologique des maladies peroxysomales fait évoquer un déficit de la biogenese
des peroxysomes. En effet, les taux plasmatiques des acides pipécolique, phytanique et
pristanique sont légérement éleves. Le profil des AGTLC est toutefois normal. La méme étude
sur fibroblastes a donné des résultats normaux. Le screening des exons les plus frequemment

mutés des genéXEXa donc été réalisé mais il n’a rien mis en évidence.
3.3.Résultats du groupe 2 : feetus avec signes d’appel échographiques
3.3.1. ldentification de deux alleles pathogenes seulement chez le foetus GUI

* Foetus GUI
GUI est un feetus féminin originaire de la région rhénane. Ses parents ne sont pas
consanguins et ont deux autres enfants bien portants. Le premier examen échographique a
découvert un nanisme rhizomélique avec calcification des épiphyses proximales et distales,
motivant la réalisation d’'un scanner feetal. A I€™&A, ce scanner montre un crane de
volume normal et un faciés aplati. Le rachis est complet avec une fente vertébrale verticale

sur I'ensemble des corps vertébraux. Le gril costal est de morphologie normale avec
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néanmoins une hypoplasie d'une®i2cote unilatérale et une agénésie de I8"126te
controlatérale. Le bassin est normal. Les membres sont symétriques mais présentent un
raccourcissement rhizomélique. Au niveau des extrémités humeérales et fémorales, nous
observons des calcifications, de méme au niveau des coudes etpdtella, de facon
bilatérale. Sur les mains, les doigts sont en flexion et le premier os métacarpien est court.
Nous notons enfin, un aspect aetatarsus adductuau niveau du premier orteil. Enfin, il

existe une calcification anormale du cartilage thyroidien et de I'os hyoide.

A I'échographie de la 28°SA, les paramétres biométriques montrent une longueur
fémorale inférieure au®B® percentile. Le périmétre cranien, le diamétre bipariétal et le
diameétre abdominal transverse se situent entre 8% &0 le 56™ percentile. Le périmétre
abdominal se situe entre le B8 et le 95 percentile. Au niveau viscéral, aucune anomalie

n'a été observée.

Un prélevement de liquide amniotique a permis de montrer un important déficit de
l'activité de la DHAP-AT et une biosynthese des plasmalogénes effondrée. Ce déficit en

biosynthése a été confirmé par nos soins sur amniocytes en cuhhteau 10.

La petite fille est née au terme prévu, dans un contexte de souffrance néonatale aigue
et en état de mort apparente, nécessitant un massage cardiague et une ventilation au masque.
Le bilan plasmatique a été réalisé par la suite et ne montre aucune anomalie du profil des

AGTLC, ni des acides phytanique et pristanique.

L’étude en biologie moléculaire a montré une mutation a I'état homozygote sur le site

d’épissage donneur au niveau de I'exor.9@3+1G>C / IVS9+1G>(Q (Figure 29).

Exon 9 Intron 9
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Figure 29 : Alleles pathogenes retrouvés cl@&al.
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3.3.2. Feetus sans anomalie détectée dans le g&teX7: KLE, MAN, DIA, GUE et
GIO.

* Foetus KLE

KLE est un foetus féminin atteint de nanisme sévere semblant Iétal, prédominant sur
les segments proximaux et détecté pendant la période anténatale. Les radios de contenu utérin
évoquent éventuellement un nanisme dyssegmentaire (vertebres sous forme de blocs osseux
mal différenciées). Une interruption médicale de grossesse (IMG) a été discutée puis acceptée.
Les radiographies réalisées en post-IMG retrouvent d’'importantes calcifications épiphysaires
suggérant fortement une anomalie des peroxysomes. Le diagnostic a ensuite été confirmeé sur
le plan enzymatique. En effet, sur des fibroblastes du fcetus, l'activité de la DHAP-AT est
effondrée : 2 % d’activité résiduelle. Le taux de plasmalogénes est nettement abaissé mais pas
totalement déficitaire. L'analyse du gene PEX7 n’a rien retrouvé.

* Fcetus MAN

Il s’agit d’'un foetus de sexe féminin dont I'histoire commence par la découverte
échographique d’'un syndrome de Binder a IA"9SA d'une grossesse gémellaire bi-choriale
bi-amniotique obtenue sous CLOMIDLe bilan morphologique indiquait seulement une
hypoplasie de I'étage moyen de la face. Des anomalies squelettiques, telles que des
calcifications épiphysaires n'ont pas été retrouvées, ni 3°[% 88 a I'échographie, ni a la
34™ SA au scanner. I n'y avait pas non plus de retard de croisBantero et le terme était
prévu a 31 SA. Le deuxieme foetus, de sexe masculin, ne présentait pas d’anomalies.

I )

11

Figure 30 : Arbre génétique de la famille du foetda\N.
Le bilan biochimique montre que l'activité de la DHAP-AT, mesurée sur amniocytes

cultivés, est normale.

Aujourd’hui les deux enfants sont agés de 7 mois. La croissance staturo-pondérale de la
petite fille est réguliere et correspond bien a son age. Par ailleurs, aucun retard psychomoteur

n’est présent et I'aspect malformatif est de moins en moins prononcé avec la croissance.
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Enfin, nous avons remarqué lors de l'analyse du géBX7 que I'ensemble des

polymorphismes mis en évidence chez cette patiente sont homozygotes.

e Fecetus DIA

DIA est un foetus de 17 SA. Il s’agit de la deuxieme grossesse d’'une femme qui a
auparavant déja fait le choix d’'une interruption volontaire de grossesse (IVG). Il n'y a pas de
notions de consanguinité dans le couple et pas d’autres antécédents. Un avis médical d'IMG a
été posé suite a des signes d’appels a I'échographie. Le foetus présente notamment un profil
plat avec des os du nez angulés et un important raccourcissement fémoral et huméral. Les
fémurs et humeérus sont réciproquement inférieurs au premier et au cinquieme percentile. Ces
deux os sont par ailleurs incurvés mais il n'y a ni déminéralisation ni calcification
épiphysaire. Les tibias et cubitus sont atteints dans un moindre degré. lls se situent entre le
5°Met 5™ percentile. Enfin, les reins sont hyper-échogénes.

Un bilan de maladie peroxysomale a été initié et montre que I'activité de la DHAP-AT

mesurée sur amniocytes cultivés est normale.

I | 7 =

I

Figure 31 : Arbre génétique de la famille du foetus DIA.
* Feetus GUE
L’échographie a la Z¥°SA du feetusGUE rapporte un effacement complet de la
racine du nez. Les mensurations sont a la limite inférieure de la normale et sont associées a
des ponctuations au niveau d’'une épiphyse fémorale supérieure faisant évoquer un diagnostic

de chondrodysplasie ponctuée. Il n'y avait pas de cataracte visible.

Au niveau du bilan biochimique, seule la mesure de I'activité de la DHAP-AT a été

effectuée sur cellules amniotiques. Cette activité est équivalente au témaoin.

L’évolution de ce patient a été favorable.
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* Foetus GIO
Le feetusGIO est issu d’'une grossesse obtenue par fécondatiotro. Il s'agit d’'une

premiére grossesse pour un couple non consanguin et sans antécédents familiaux.
L’échographie du premier trimestre ainsi que les marqueurs sériques n'ont décelé aucune
anomalie. Cependant, I'échographie de I&"23A montre un profil foetal anormal. L'étage
moyen de la face évoque une dysplasie maxillo-nasale de type Binder (visage aplati, nez court
a la racine aplatie, maxillaire supérieur peu développé, mandibule proéminente), les os longs
sont courts (la taille du fémur est inférieure atf"Spercentile) et des calcifications
épiphysaires ponctuées sont présentes. Le scanner réalisé€3°1823 confirmé I'ensemble

deces anomalies et a motivé une IMG.

I )

o

Figure 32 : Arbre génétique de la famille du fcetus GIO.

Le bilan étiologique met en évidence un caryotype 46, XY sans anomalie. Il n'y a pas
de lupus maternel et le profil des AGTLC est normal. Le taux de 7-déshydro-cholestérol se
situe dans les valeurs de référence. De plus, I'étude de I'incorporation du lignocérate dans les
cellules amniotiques cultivées n'est pas en faveur dun déficit deB-dxydation

peroxysomale.
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Tableau 9 : Résultats de I'étude du géne PEX7 pour I'ensemble des patients étudiés.

Groupe Patients | Exons Alléle 1 Alléle 2
LAU 9,97 €.903+1G>C IVS 9+1G>C €.903+1G>C IVS 9+1G>C
RAM | 1,12 | .45 52dup8GGGACGCC p.H18RIsX35 C'45—52d“%SGGGACGC 0.His18ArgfsX35
SIM 10,10 7 €.922G>T p.Asp308Tyr €.922G>T p.Asp308Tyr
VIE 7,77 C.653C>T p.Ala218Val C.653C>T p.Ala218Val
BOU 1,1 c.100dupT p.Cys34LeufsX22 c.100dupT p.Cys34LeufsX22

CAs EZZ 1,1 c.100dupT p.Cys34LeufsX22 c.100dupT p.Cys34eul fsX22

index MOS 7,77 c.745delA p.Lys249AsnfsX19 €.683dupT p.Leu228PhefsX10
MAI 9,77 €.903+1G>C IVS 9+1G>C c.653C>T p.Ala218Val
CHE 9,77? c.854 A>G p.His285Arg €.646 687dup42nt p.Tyr216Arg229dupl4
MEY | 9,/7? c.875T>A p.Leu292X neg /
KUR / neg / neg /
VER / neg / neg /
BON / neg / neg /
GUI 9,9? c.903+1G>C IVS 9+1G>C c.903+1G>C IVS 9+1G>C
KLE / neg / neg /

Appel MAN / neg / neg /

écho DIA / neg / neg /

GUE / neg / neg /
GIO / neg / neg /

/ : Sans objet
En rouge : Alleles non décrits dans la littérature

neg :

;A confirmer par une étude de ségrégation

Pas de mutation identifiée
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3.4.Dosageades plasmalogenes

Les résultats du dosage des plasmalogénes des témoins et de nos deux patients suspectés

d'étre atteints de CDRP sont résumés darfaldeau 10

Tableau 10: Résultats du dosage des plasmalogenes chez les plstidn& GUI.
Trophoblastes Amniocytes
Témoins | MAI | Témoins | GUI

C16 DMA (nmol) 5,9 0,9 2,8 1,6

C16 ME (nmol) 140,3] 48,4 25,2 59,7

C18 DMA (nmol) 5,9 0,8 3,1 0,7

C18 ME (nmol) 66,8] 38,1 20,8 58,6

C16:0 DMA/C1I6OME | 42% |1,9%]| 112% | 2,7 %
C18:0 DMA/C18OME | 88% |2,0%]| 14,7% | 1,2%

Les deux patients présentent des valeurs de plasmalogenes bien en dessous des valeurs
témoins. Le patielAl présente un important déficit. En effet, les taux mesurés correspondent
a 45,2 et 22,7 % des taux témoins, respectivement pour les dérivés a 16 et a 18 atomes de
carbones. Le déficit présenté par la patieGlidl est encore plus marqué. Les taux de
plasmalogénes sont équivalents a 24,1 et 8,2 % des valeurs témoins pour chacun des composés

a 16 et 18 atomes de carbones.

Les taux de plasmalogénes sont exprimés en quantité relative de dérivées DMA par
rapport aux déerivés ME. Ces rapports sont calculés a la fois pour les plasmalogenes a 16 et a 18
carbones. Par ailleurs, ils nous permettent de nous affranchir et/ou d’éviter de contrdler certains
biais. Par exemple, la quantité de cellules produites peut étre sensiblement différente d'un
échantillon a l'autre. Habituellement, afin de normaliser les résultats en fonction de la quantité

cellulaire, nous devons mesurer le taux de protéines présent dans chaque culot cellulaire.
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TROISIEME PARTIE : DISCUSSION

La CDRP-1 est une pathologie peroxysomale appartenant au groupe des anomalies de la
biogenese des peroxysomes. Il s’agit d'une maladie rare a transmission autosomique récessive
caractérisée par un raccourcissement des 0s longs proximaux, une atteinte du systéme nerveux
et un déficit en plasmalogénes. Le déces est précoce et survient souvent pendant la premiere
année de vie. Le diagnostic repose essentiellement sur des arguments cliniques et sur de
l'imagerie. Cependant, les signes échographiques n’apparaissent pas av4ftiteeatre de
grossesse et les autres formes de chondrodysplasies sont difficiles a différencier. Les outils
biochimiques pouvant aider a confirmer le diagnostic sont rares et complexes. De plus, seuls les
taux de plasmalogenes sont fortement perturbés. C’est pourquoi la biologie moléculaire a toute
sa place dans le diagnostic de certitude du déficit en Pex7p, en particulier dans le diagnostic

prénatal.

Nous avons donc mis en place le dosage des plasmalogénes et pour la premiere fois en
France, I'étude du gerREX?7.

Notre travail a permis lidentification de neuf génotypes complets sur les treize
patients inclus. Chez un patient, un seul allele muté a été identifie. Nous avons également
identifié le génotype chez un des six feetus inclus dans l'étude sur signes d'appel a

I'échographie.
1. Mise en place de I'analyse du gerREX7

L’inclusion de nos patients a été réalisée a partir de données cliniques et biochimiques,
de cas ou I'étiologie n'était pas identifiée. Le spectre clinique des anomalies diPg&iie
étant assez large, il est probable que l'inclusion de nos patients comporte un biais favorisant la
sélection de formes cliniques franches au dépend des formes frustres. Il serait donc intéressant
d’étudier le gend’EX7 des patients au phénotype de type ARD ne faisant pas partie de notre
étude et dont la recherche de mutation dans le BeheH est restée négative. Nous avons
toutefois inclus la patientéER, car elle présente un tableau clinique pouvant étre compatible
avec une pathologie peroxysomale et dont le dépistage de NALD et le screening de&denes
sont négatifs. La patien®ON a également été inclue car le manque de données biochimiques

associé aux signes cliniques ne nous permettait pas d’exclure une anomalie dans le gene PEX7
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1.1. Difficultés de mise au point de I'amplification et du séquencage

Comme de nombreux autres génes, le début de la séquence deEg@heomporte
des séquences dont la fonction principale est d’en réguler I'expression. Ces séquences sont
riches en guanosine et cytidine (GC) et possédent souvent une structure particuliere rendant
plus difficile les réactions d’amplification. L’exon 1 se situe dans cette région et un Mix
réactionnel différent des autres exons a di étre dévéidhpainsi, 'exon 1 a nécessité
I'utilisation de laTaq polymérase de Qbiodemui est capable d’amplifier des matrices
difficiles mais qui est un peu moins fidéle que la HotStar Taq polymérase de Qiagen

Due a la forte teneur en GC en début de séquence nous avons également été obligés de
dessiner des amorces plus courtes en début de géne afin de respecter pour tous les couples

d’amorces une température d’hybridation de 60 + 4 °C.

D’autre part, dans un but d’optimisation et afin de réaliser 'analyse duREexié dans
les meilleures conditions de routine possibles, il a été nécessaire d'utiliser un programme
« Touch Down » pour I'étape d’amplification. En effet, due a la variabilité de longueur et de
pourcentage en guanine et cytosine de nos couples d’amorces, celles-ci possedent des
températures d’hybridation différentes. L'écart de température maximum atteint est de 5,8 °C,
ce qui empéche la réalisation simultanée de l'ensemble des PCR a une température
d’hybridation fixe. D’autre part, ce programme présente I'avantage d’obtenir une PCR de trés

grande sélectivité ainsi qu’un important rendement.

Enfin, la réaction de séquence de I'exon 8 avec son amorce sens n’a jamais fonctionné
correctement. Ce probleme est probablement di a I'existence d’une double séquence polyT (dix
et onze thymidines séparées par une cytidine) quatre paires de bases en aval de I'exon. Ce polyT
perturbant le fonctionnement deTaq polymérase, deux amorces anti-sens ont par conséquent

été utilisées pour le séquencage de cet exon.
1.2. Limites de I'analyse moléculaire par séquencage

Les types de mutations détectées par notre analyse de séquence EEXjéimeluent
les délétions, les insertions, les mutations faux-sens, les mutations non-sens et les mutations de
sites d'épissage. Cependant, I'analyse de la séquence deE}net des régions introniques
flanquantes n’est pas capable d’identifier tous les alleles mutants. En effet, d’apres Braverman

et Motley, ces alléles ne sont identifiés que dans 97 % d&§>t%®5 Néanmoins, chez
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'ensemble des patients étudiés dans la littérature et ayant une confirmation biochimique de
CDRP-1, au moins un alleREX7muté a été identifié.

Notre méthode d’amplification n’étant pas quantitative, les grandes délétions et les
grands réarrangements peuvent ne pas étre mises en évidence. En effet, dans ces cas, seule la
séquence de l'allele sauvage sera visible et les polymorphismes ou mutations apparaitront
comme étant homozygotes. L'utilisation d’autres techniques, telles que la MLPA (Multiplex
Ligation Dependant PCR Amplification) ou la QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short
Fluorescent Fragments), permettent de rechercher ce type d’anomalie.

D’autre part, notre approche ne permet pas déliminer les mutations introniques
cryptiques. De telles mutations, peuvent étre responsables de I'apparition d’'un site d’épissage
au niveau intronique et expliquerait l'identification d’une unique mutation chez certains
patients. Ces mutations cryptiques peuvent également modifier le taux de transcription du gene,
ce qui expliquerait le tableau clinique de certaine forme intermédiaire.

Enfin, il est nécessaire de compléter notre étude par une analyse de transmission
familiale (étude de ségrégations) des genotypes identifiés. Cette analyse permettra de détecter

les néo-mutations et de réaliser un DPN dans de bonnes conditions.
2. Analyse des mutations identifiées

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence dix mutations différentes dont cing
nondécrites dans la littératur&gbleau 11). Elles se répartissent en quatre décalages du cadre
de lecture, une grande duplication, trois mutations faux-sens, une non-sens et une

modification de site d’épissage.

Tableau 11 : Alléles identifiés lors de notre étude du gene PEX?7.

Exong Nucléotides modifiés Alleles Références | Effet sur la séquence
1 |c.45_52dup8GGGACGC p.His18ArgfsX35 Braverman et dl'| Cadre de lecture
1 €.100dupT p.Cys34LeufsX22 Non décrite Cadre de lecture
7 €.646_687dup42nt p.Thr216_Arg229dupl4 Non décrite Duplication
7 c.653C>T p.Ala218Val Braverman et &F Faux-sens
7 €.683dupT p.Leu228PhefsX10 Non décrite Cadre de lecture
7 c.745delA p.Lys249AsnfsX19 Non décrite Cadre de lecture
9 c.854 A>G p.His285Arg Braverman et df* Faux-sens
9 c.875T>A p.Leu292X Braverman et df* Non-sens
9 c.903+1G>C IVS 9+1G>C Motley et al® Epissage
10 €.922G>T p.Asp308Tyr Non décrite Faux-sens

La plus grande diversité des anomalies génétiques identifiées se situent dans les exons

7 et 9 avec réciproquement, quatre et trois mutations différentes qui représentent 60 % des
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anomalies retrouvées dans notre étude. Nous avons mis en évidence deux mutations

différentes dans le premier exon et une seule dans I'exon 10.

La mutation ¢.875T>Ap.Leu292X) a été décrite la premiére fois en 16%% Elle est
la plus fréquemment rapportée et elle représente environ 50 % des alleles pathogéenes.
Braverman etl. ont justifié cette fréquence par une transmission ancestrale de I'allele avec
une origine caucasienne, plus que par une haute récurrence mutatiSfingtertefois, dans
notre étude, nous ne l'avons mise en éevidence qu’une seule fois (PdEeht. Ceci peut

s’expliquer par l'origine ethnique de I'ensemble de nos patients.

Les mutations.653C>T (p.Ala218Val) etc.903+1G>C(IVS 9+1G>C) font parties des
anomalies les plus fréquentes de notre étude. Elles ont été retrouvées réciproquement a 3 et 5
reprises, ce qui correspond aux données de la littéf8tlindous avons également pu cibler
une mutation rare, avec une frégquence allélique de 0,7 % selon ModES 8t Il s’agit de la
mutation faux-sens.854 A>G (p.His285Arg) identifiee a I'état hétérozygote chez la patiente
CHE.

Parmi les cing mutations jamais décrites, deux ont été retrouvées a I'état hétérozygote
chez un méme patient et deux autres a I'état homozygote. L’exon 7 est principalement touche.
En revanche, pour la mutation faux-sen@22G>T (p.Asp308Tyr), il s'agit de la premiére
description d'anomalie dans le dernier exon du géne. La mutatid®0dupT
(p.Cys34LeufsX22 a été mise en évidence chez deux patients ainsi que chez leurs parents. Ces
derniers sont tous d’origine nord-africaine mais de pays différents. Il ne s’agit donc pas d’'une

néo-mutation et il est probable qu’elle ne soit retrouvée que dans cette ethnie.
3. Conséquences des mutations identifiees

3.1. Conséquences des délétions, duplications et mutations non-sens

La délétion c.745delA p.Lys249AsnfsX19) et la duplication ¢.683dupT
(p.Leu228PhefsX10) identifiées chedOS, la duplicationc.100dupT (p.Cys34LeufsX223
identifiée cheBOU etEZZ, la duplicationc.45 52dup8GGGACGCC(p.His18ArgfsX35)
identifiee chezRAM ainsi que la mutation ponctuelle non-sen875T>A (.Leu292X)
retrouvée a l'état hétérozygote cHdEY sont toutes a l'origine de l'apparition prématurée
d’'un codon « stop ». Les ARN messagers contenant ce codon « Stop » prématuré codent une
protéine incompléte. Ils seront alors pris en charge par le systeme NMD (Non-sens Mediated
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Decay). Ce systeme correspond a un contréle qualité de la transcription. Il va réprimer la
traduction de ces ARN messagers et provoquer leur dégradation par les endoHildases
phénotypes prédits sont donc séveres et chez les individus hétérozygotes composites, c’est le

deuxiéme alléle qui déterminera le phénofifhe

La grande duplication de 42 nucléotides46 687dup42(p.Thr216_Arg229dupl4
identifiée chezZCHE, n’entraine pas de décalage du cadre de lecture. Cependant, la protéine
traduite est allongée de 14 acides aminés correspondant entiérement au fegilletlp la 8™
région WD40. Nous supposons alors que la protéine qui en résulte, peut ne pas étre déstructurée

de fagon trop importante et conserver ainsi une certaine fonctionnalité.
3.2.Conséquences des mutations faux-sens

En fonction de leur localisation et de I'acide aminé substitué, les mutations faux-sens
peuvent provoquer I'ensemble du spectre des CDRP-1. Si elle modifie un acide aminé trés
conservé ou situé dans une partie rigide (feuiletfors la protéine pourra étre mal repliée
voire méme instable et donc non fonctionnelle. De méme, une modification au niveau des sites
d’interaction de la protéine Pex7p avec le signal PTS2 ou la protéine Pex5pL, diminuera son
affinité et produira une protéine non efficace. En revanche, si 'acide aminé modifié est peu
conserveé, s'il est situé dans une partie flexible de la protéine ou s'il est biochimiquement proche

de I'acide aminé initial, alors la pathologie sera moins sévere.

Alors que la mutationc.653C>G (p.Ala218Gly) n’a aucune conséquence sur la
structure de la protéine PeX?h la mutationc.653C>T (p.Ala218Val) interfére avec sa
structure secondaire. En effet, bien que la valine soit assez proche de I'alanine remplacée, en
terme d’hydrophobie et d’encombrement stérique, cette mutation se situe dans une région
importante pour la conformation de la protéine : le Bride la sme région WD40. Elle est
associée dans plusieurs publications a un phénotype «non» sévere, avec une survie
généralement au-dela de cing&m831"] Cette mutation a été identifiée chez les patigiis
etMAI .

La mutationc.854A>G (p.His285Arg) identifiée chezCHE, affecte un acide aminé
conservé dans les peroxines 7 orthologues. De plus, cette histidine &8t dei@e aminé
commun a toutes les séquences WD40. Nous lui supposons donc un rdle important dans la
conformation et dans la fonctionnalité de la protéine. L'utilisation du logiciel « PolyPhen-2 » a
pu prédire une mutation trés délétere. Toutefois, la mutation se situe au tout début de la derniere
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répétition WD, qui n’est donc pas affectée. De plus l'arginine et I'histidine sont deux acides
aminés assez proches. lls possedent tous les deux une chaine latérale importante constituée de
plusieurs atomes d'azote. Nous supposons donc que la protéine possédant cette inversion
d’acide aminé conserve une activité résiduelle. D’ailleurs, Motlegl.ehdiquent que cette

mutation ne serait pas responsable d'un phénotype &&ere

La mutationc.922G>T (p.Asp308Tyj retrouvée a I'état homozygote cHaiM, affecte
directement le dernier motif WDLa tyrosine remplacant l'acide aspartique possede un
caractére physico-chimique trés différent de ce dernier. Son noyau aromatique crée un
encombrement stérique plus important et il modifie fortement la conformation d'un des deux

derniers feuilletf de la peroxine 7.
3.3. Conséquences d’'une anomalie de site d’épissage

La mutationc.903+1G>C(IVS9+1G>C) modifie le site d’épissage donneur de I'exon
9 et il empéche le splicéosome de le lier a I'exon 10. Bravermanait confirmé en 2002,
par une technique de Northernblot suivi d'une RT-PCR et d’un séquencgage, I'absence de I'exon

9 dans tous les transcrits générés a partir de cet'dfigle
4. Corrélation génotype — phénotype

Dans leurs études, Braverman &t%l.ainsi que Motley et at°® ont montré I'existence

d'une corrélation génotype — phénotype (clinique et biochimique) pour le déficit en Pex7p. Le
spectre clinique de ce déficit s’étend de la forme classique de la CDRP a une maladie de type
Refsum relativement frustre. Les alléles associés aux phénotypes classiques correspondent aux
délétions, aux insertions, aux anomalies de site d’épissage et aux mutations non-sens. Ces
patients présentent I'ensemble des signes cliniques spécifiques de la CDRP-1 et décédent avant
'age d'un an. Les patients au phénotype moins sévére et/ou intermédiaire présentent une
mutation faux-sens altérant la structure de la protéine ou diminuant son affinité aux autres
protéines. La clinigue est moins sévere et certains signes, tels que la rhizomélie, peuvent étre
absents. En générale, les taux de plasmalogenes sont moins effondrés et une accumulation
d’'acide phytanique est possible. L'espérance de vie dépasse rarement les 10 ans. D’autres
mutations sont encore moins déléteres et elles permettent de générer une protéine Pex7p
guasiment normale. Les phénotypes associés sont de type ARD. L’acide phytanique s’accumule

fortement et I'espérance de vie peut atteindre 58'&HS!
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Les résultats de notre étude ainsi que les tableaux cliniques des patients pour lesquels
nous avons identifié une mutation sont en accord avec ceStditsau 12).

Les patientt AU, GUI, BOU, EZZ etMOS pour lesquels nous avons mis en évidence
soit une anomalie d’épissage soit une mutation non-sens sont tous décédés avant 'age de 4
mois. Leur taux de plasmalogenes était par ailleurs effondré. Pour le pE¥NUNe seule
mutation, a I'état hétérozygote, a été identifié875T>A / p.Leu292X. Ce profil, a déja été
mis en évidence par I'équipe de Motley @t en 2008%! ol deux patients étaient
hé&érozygotes pour cette méme mutation au niveau génomique mais homozygote au niveau de
I’ADNCc, sans seconde mutation identifiée. Le phénotype de ce patient est sévere et les taux de
plasmalogenes sont trés bas. Nous supposons alors I'existence d’'une seconde mutation séveére,
modifiant soit la stabilité de ’TARNm (expliquant une absence du deuxiéme transcrit), soit son
expression, avec une mutation localisée dans la partie promotrice du géne. Une mutation
cryptigue dans un intron, induisant un nouveau site d’épissage est également possible.

Le patient RAM présente le méme type de mutation (non-sens). Toutefois, le
phénotype observé est de type intermédiaire et la rhizomélie est absente. Sa mutation
(c.45_52dup8GGGACGCC/ p.His18ArgfsX35) est probablement provoquée par une erreur
de 'ADN polymérase lors de la réplication de 'ADN. En effet, dans la séquence sauvage, le
domaine ici dupliqué est précédé du méme domaine moins un nucléotide, soit GGACGCC
puis GGGACGCC. L'enzyme a da par erreur répéter une troisieme fois cette séquence. Cette
anomalie est retrouvée chez prés de 3 % des patients atteints de Et5RBidn que cette
mutation introduise un décalage du cadre de lecture, Poll-TH&! BT Nuoffer JN!
rapportent également que ce génotype est responsable d’'une expression phénotypigque non
sévere. Dailleurs, en 2002, Motley &t ont montré que la protéine Pex7p associée a cet
alléle possédait une activité non négligedbie Il est donc probable qu'une restauration du
cadre de lecture avec production de protéine Pex7p fonctionnelle se produise

Le phénotype du patie®iM est classique des CDRP-1. Ce patient est décédé a I'age
de 13 mois et son taux plasmatique d'acide phytanique est légérement augmenté. Ceci
correspond bien a sa mutation ponctuelle homozygote perturbant fortement la structure de la

protéine Pex7p.
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Tableau 12 :Corrélation génotype — phénotype.

Groupe Patients] PL D':\'_A‘rp' phﬁgr(lji(eque R CPC Rdecgmgul\j Evolution Allele 1 Allele 2 Phénotype
LAU | np 22% N + + - np np DCD(35m) IVS 9+1G>C IVS 9+1G>C ? Sévere
RAM | np 40% np -npnp np np np p.His18ArgfsX35 p.His18ArgfsX35 ? Intermédiaire
SIM | 64% 0 + + + o+ np DCD (13 m) p.Asn308Tyr p.Asp308Tyr ? Sévere
VIE | 39% 1 + o+ o+ + DCD(>3a) p.Ala218Val p.Ala218Val ? Intermédiaire
Cas BOU | || 26% N + + o+ np DCD(28])) | p.Cys34Leufsx22 p.Cys34LeufsX22 Sévere
index Ezz | || 86% np + o+ o+ o+ np DCD@2m) | p.Cys3dLeufsx22 p.Cys34LeufsX22 Sévere
MOS | || 44% 1 + + + np np DCD p.Lys249AsnfsX19 p.Leu228PhefsX10 Sévere
MAI 1l 40% N + + + np np Envie (12 a) IVS 9+1G>C p.Ala218Val Intermédiaire
CHE |subN 34 % M + o+ o+ 4+ + Envie (12 a) p.His285Arg p.Thr216_Arg229dup14 ARD-like
MEY 1l 50% 1 np npnp np np DCD (4 m) p.Leu292X / Séveére
'A(‘é%‘;]%l cul | 1l 21% N + +np + np DCD IVS 9+1G>C IVS 9+1G>C ? Sévere
PL : Plasmalogeneérythrocytaires R: Rhizomélies -: Absence ll : Trésdiminués i : jour
DHAP-AT : activité résiduelle en DHAP-AT CP Chondrodysplasie + : Présence | : Diminués m : mois
R de C : Retard de croissance C : Cataracte np: Non précisé N : Normal a . ans
R M : Retard mental / : Sans objet ? : Aconfirmer par une étude de ségrégation.
Enrouge : Alleles non décrits dans la littérature
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Les patientd/IE etMAI présentent la méme mutation et un phénotype intermédiaire.
Toutefois,MAIl a un taux de plasmalogénes plus bas. Ceci s’explique par la présence a I'état
homozygote de la mutation chez le patiétE alors qu’elle est associée a une mutation plus
delétére cheMAl . L’absence d’information sur I'évolution du patiefitE ne nous permet

pas de faire plus de comparaisons.

La patienteCHE a aujourd’hui 12 ans et demi. Elle ne présente pas de nanisme
rhizomélique mais une importante neuropathie. Son taux de plasmalogenes érythrocytaire est
subnormal et celui de I'acide phytanique plasmatique est tres augmenté. L’association de ces
signes ne correspond pas a une CDRP-1 classique mais plutdét a un phénotype proche de la
maladie de Refsum. L’alléle responsable de ce phénotype n’est dong.His®85Arg
(phénotype intermédiaire) mais pluiThr216_Arg229dupl4 L’augmentation tres légere des
AGTLC peut étre expliqguée par une cholestase ou une insuffisance hépatique, mais nous

n‘avons pas d’informations sur ce point.

Enfin, pour 'ensemble de nos patients, la corrélation génotype — phénotype biochimique
est retrouvée a I'exception de la mesure de I'activité de la DHAP-AT. Les trois p&ights
SIM etMEY ont une mutation séveére et ils présentent une activité de la DHAP-AT supérieure
ou égale a 50 % par rapport au témoin. En revanche, les trois paiéints VIE et MAI)
avec une mutation moins séveres, possedent une activité de la DHAP-AT inférieure a 50 % par
rapport au témoin. Une discordance est également observée entre les p@ligetEZZ qui
présentent le méme génotype mais dont I'activité de la DHAP-AT est mesurée réciproguement
a 26 et 86 % par rapport au témoin. Un contrdle doit donc étre réalisé chez ces deux patients. En
dépit de cette variabilité, la DHAP-AT est un marqueur secondaire important dont I'activité est
assez simple a mesurer. Elle permet d’orienter le diagnostic vers une pathologie peroxysomale.
En effet, a I'exception de rares cas de CDRP, une activitt normale de DHAP-AT permet

d’exclure une origine peroxysomale.

5. Patients sans anomalie détectée

Aucune mutation n'a été retrouvée sur le geB&X7, ni chez les patientsUR, VER et
BON, ni chez les feetus KLEGUE, GIO, DIA, etMAN.

Chez le patienKUR, les signes cliniques et biologiques peuvent évoquer un ZS par
défaut de biogenese des peroxysomes, voire peut-étre un diagnostic de CDRP, probablement de
type 3 par déficit en alkyl-DHAP-S. Un screening des géPieX, un dosage de l'acide
pipécolique et la mesure de l'activité de I'alkyl-DHAP-S sont donc a envisager. Par ailleurs,
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chez ce patient, dctivité de la DHAP-AT correspond a 99 % par rapport au témoin, or nous
savons que la DHAP-AT nécessite la présence de l'alkyl-DHAP-S pour conserver son activité.
Dans le cas ou I'activité d&alkyl-DHAP-S serait trouvée déficitaire chez ce patient (CDRP-3),
I'anomalie génétique touchant le géne codant pour cette enzyme respecterait sa présence en
permettant la stabilisation de la DHAP-AT et une bonne fonctiont#litd outefois, compte

tenu de la clinique ne décrivant pas de chondrodysplasie ponctuée mais une atteinte
neurosensorielle avec atrophie cérébelleuse et de la biochimie montrant une augmentation du
taux plasmatique de l'acide pristanigue et une diminution du taux érythrocytaire de
plasmalogénes, il est possible que ce patient soit atteint d’'un défaut de biogenése des

peroxysomes.

Le profil clinique de la patient¥ ER oriente vers une forme atypique de maladie
peroxysomale (anomalie neurologique sans dysplasie osseuse). Toutefois, les investigations
biochimiques de premieres intentions ne sont pas informatives. Elles devraient étre complétées
par un dosage de plasmalogénes et par la mesure de l'activité¢ de la DHAP-AT. Ceci nous

aiderait a confirmer ou a exclure I'atteinte peroxysomale chez cette patiente.

Le bilan biochimique de la patienB®N est atypique et incomplet. En effet, le dosage
des plasmalogenes et des intermédiaires des acides biliaires n'a pas encore été réalisé. Ce
bilan, associé aux signes cliniques et a un taux diminué de plasmalogéenes, serait favorable a
une anomalie de la biogenése des peroxysomes. Le résultat du dosage des intermédiaires des
acides biliaires permettra d’orienter le diagnostic vers un syndrome de Zellweger (ZS, NAL,
IRD). Toutefois, 'augmentation de l'acide pipécolique pouvant étre due a une atteinte
hépatique, et un taux normal de plasmalogénes, orienterait vers un déficit en AMACR, voire
en SCPx.

Le feetusKLE présente toutes les caractéristiques cliniques d’'une forme sévére de
chondrodysplasie rhizomélique ponctuée. L'origine peroxysomale a été confirmée par la
mesure de l'activité de la DHAP-AT, laquelle est effondrée. L'absence de mutation dans le
genePEX7suggere une CDRP de type 2. Une étude du gene codant la DHABNFAT ) est

donc a envisager.

Le retard de croissande uterodu foetusGUE est peu marqué. Malgré la présence de
calcifications ponctuées au niveau des épiphyses, ce foetus ne présente ni rhizomélie ni
cataracte. Il s’est révélé par la suite, que la mere de ce foetus était suivie pour un lupus ce qui

expliquerait le phénotype et I'évolution favorable.
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Le foetusGIO présente une dysplasie maxillo-nasale de type Binder. Ce syndrome est
retrouvé dans les chondrodysplasies ponctuées notamment de type brachytéléphalangique
(CDPX-1). Ce feetus étant de sexe masculin, un bilan de CDPX-1 a été prescrit et il est en
cours. Toutefois, le syndrome de Binder qui peut s’observer dans les CDRP-1 ainsi que la
présence d’'un important raccourcissement des os longs (fémur infériet perentile) ne
nous permettent pas d’exclure une CDRP. Le dosage des plasmalogénes et la mesure de

I'activité de la DHAP-AT, nous permettraient d’orienter plus précisément le diagnostic.

Pour le feetudIA, le raccourcissemeriémoral et huméral nous avait orientés vers

une chondrodysplasie rhizomélique. Toutefois, I'absence d’anomalie dans RE}¢Acune

activité de la DHAP-AT normale et a une absence de calcifications ponctuées associées a une
incurvation des os longs ne sont pas en faveur d'une CDRP. Cette dysplasie osseuse avec
incurvation des membres longs n’est pas associée a une anomalie de la minéralisation osseuse.
Une ostéogénese imparfaite et I'hypophosphatasie peuvent donc étre écartées. L'absence
d’anomalie viscérale exclu également le syndrome de Stlve-Wiedemann. Enfin, l'atteinte
majeure des fémurs et a un moindre degré des humeérus, des tibias et cubitus nous orientent vers

une dysplasie cyphomélique plus que vers une dysplasie campoff&lique

Le seul point d'appel échographique du fosk&N est un syndrome de Binder
découvert a la Z8°SA. Aucun autre signe orientant vers une anomalie des peroxysomes
n'est présent. Le bilan biochimique est normal. Aprés la naissance, le dysmorphisme s’est
progressivement résolu et aucun retard psychomoteur n’a été remarqué. Le diagnostic de

pathologie d’origine peroxysomale est donc a éliminer chez cette patiente.
6. Mise en place du dosage des plasmalogenes

La technique de dosage des plasmalogénes est longue et délicate. De I'extraction des
lipides totaux a l'interprétation des résultats, elle nécessite un jour complet et un personnel
experimenté. La principale difficulté réside en la recherche d’'une diminution et méme parfois
d'une absence de l'analyte. Les points critiques sont donc les étapes d’extraction dont les
rendements doivent étre bons et impérativement contrélés par des étalons internes. Une étape de
concentration est d'ailleurs nécessaire pour le passage en chrommatographie. De plus, les
plasmalogénes étant facilement dégradés par oxydation, les conditions d’analyse doivent

parfaitement les préserver.

Notre choix de milieu d’étude pour cet essai de dosage de plasmalogénes s’est porté sur
les cellules amniotiques et sur les fibroblastes. Les cellules amniotiques constituent le

-101 -

LEJARRE Fabien
(CC BY-NC-ND 2.0)



prélevement réalisable le plus précocément aprés la détection des premiers signes
échographiques. En effet, ceux-ci ne sont pas visibles avafitileimestre de grossesseé.

Comme les amniocytes, les fibroblastes peuvent étre mis en culture et étre le support d’analyse
tant biochimique que moléculaire. lls permettent de s’affranchir des échantillons de type
érythrocytaire pour lesquelles le dosage des plasmalogénes est plus délicat. BErvigftetle

fer contenu dans I'hémoglobine des globules rouges participe a l'attaque radidaldes

especes activées de I'oxygene et dégrade rapidement les composés antioxydants que sont les

plasmalogenés®.

Les cellules témoins utilisées proviennent de patients atteints d'une maladie
hématologique ou d'une infection materno-foetale. Les valeurs des taux de plasmalogénes dans
les amniocytes témoins sont tres proches des données de la littérature en comparaison aux
valeurs érythrocytaires et fibroblastiqi&s'’? (Tableau 13. Par contre, les valeurs dans les
fibroblastes témoins sont lIégerement inférieures a ces mémes données. Nos essais ayant été
effectués sur un nombre de témoins restreints, il serait alors primordial d’évaluer les valeurs
normales sur au moins trente témoins afin d’établir des seuils décisionnels qui nous permettront

d’identifier les cas pathologiques des cas non pathologiques.

Tableau 13 :Comparaison de valeurs normales du taux de plasmalogenes.

C16:0 DMA/C16:0 ME | C18:0 DMA/C18:0 ME
% %
Essai Fibro_blastes 4,2 8,8
Amniocytes 11,2 14,7
Littérature | FiProblastes’™’™ 10,9-133 11,8-17,4
Erythrocytes 17! 6,9-11,9 10,6 — 24,9

Lors de nos essais de dosage de plasmalogénes, nous avons remarqué que lorsque les
taux de cet analyte étaient diminués, les taux d'acides gras polyinsaturés (acide
eicosatrienoique, acide arachidonique, acide docosatétraénoique et acide docosahexaénoique
ou DHA) étaient augmentés dans les amniocytes (foetus) et diminués dans les fibroblastes

(patient né). Tableau 19.

Tableau 14 :Résultats du dosage des acides gras polyinsaturés che& 1GAIl.

Fibroblastes* Amniocytes*
Témoins | MAI Témoins | GUI

Acide eicosatrienoique 2,9 2,3 2,4 7,8
Acide arachidonique 18,0 13,1 11,1 22,0
Acide docosatétraénoique 5,0 2,2 1,9 3,5
Acide docosahexaénoiqug 10,3 4,1 4,1 7,3
*Nanomoles / culot cellulaire
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Notre hypothése est que cette augmentation est liée directement aux taux de
plasmalogenes afin de pallier au manque de composés antioxydants dans I'organisme et que la

diminution est due a la consommation de ce potentiel antioxydant.

D’autre part, le dosage des plasmalogénes aprés la naissance peut également étre
réalisé sur thrombocytes ou sur plasma par une technique de chromatographie liquide couplée
a la spectrométrie de masse, et permet d’éviter une mise en culture de fibfoBlastes

Une diminution des taux de plasmalogenes est également observée dans les
pathologies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson, Niemann Pick type C) et dans

certaines pathologies chroniques (maladie inflammatoire, maladie respiratoire, Hfhbéte)

7. Difficulté d’observation de latteinte du squelette et de la

dysmorphie a I'échographie de dépistage

Les os des membres se forment & partir d€"&SA et leur ossification primaire débute
vers la 8™ SA. A 'échographie, 'ensemble du squelette n'est bien visible qu'a partir de la
14°™ SA. Lors de la grossesse, la premiére échographie obligatoire se déroule éfifretla9
14°MSA. 1l est donc extrémement difficile de diagnostiquer une dysplasie squelettique avant
cette date. D’ailleurs, dans I'étude de Schrammail.eegroupant 178 fcetus atteints de dysplasie
squelettique, aucun n'a été diagnostiqué avant 13°$a1". Ainsi, les premiéres anomalies
échographiques sont observées tardivement, entré’T§ @0la 23 SA, c'est-a-dire au cours
de la fmeéchographie de grossesse. De plus, ces signes se manifestent dans des délais différents
en fonction de la sévérité clinique. AU™ trimestre, les données de limagerie sont donc
fréiquemment insuffisantes ou imprécises pour évoquer un diagnostic franc et évaluer le
pronosti€>Z. Tous ces éléments laissent peu de temps de réaction pour décider de I'avenir de la

grossesse et entrainent donc souvent une interruption meédicale de grossesse.

Les signes pathognomoniques des foetus atteints de CDRP-1 consistent en I'association
d’'une rhizomélie et d’'une calcification ponctuée des épiphyses. Si une cataracte est observée,
elle sera bilatérale.

Les fecetus, atteints d’'une maladie du spectre Zellweger, se différencieront des foetus
atteints de CDRP-1 par la présence de kystes rénaux sous-corticaux et d’anomalies
hépatiqued’®. Un dosage d’AGTLC et un screening des g&eX permettent le plus souvent

de confirmer un syndrome de Zellweger.
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Les feetus atteints d’'une chondrodysplasie ponctuée brachytéléphalangique (CDPX-1),
se différencient a I'échographie de la CDRP-1 par une hypoplasie des phalanges distales, une
calcification prédominante aux tarses et aux membres inférieurs. La taille est peu touchée et la
cataracte jamais observée. Pour le syndrome de Conradi-Hinerman-Happle (CDPX-2), c’est
essentiellement 'asymétrie de la longueur des membres puis la scoliose qui sont discriminantes.
Une cataracte unilatérale est observée dans 2 ca$’éur 3

En seconde intention et en confirmation des données en 2 dimensions, une imagerie en 3
dimensions (3D) peut étre pratiguée. Elle pourrait permettre une reconstruction osseuse et
surfacique améliorant I'observation du dysmorphisme faciale, des anomalies distales et des
anomalies de calcifications (articulaires, larynx). Il y a peu d’avantages pour I'observation du
thorax, des coétes et des anomalies des corps vertébraux. Les données en 3D pourraient ainsi
donner des arguments en faveur d’une chondrodysplasie compatible ou non avec la vie et elles
pourraient compléter le conseil génétique. L'inconvénient principal de I'imagerie 3D, est que la
meére et le faetus doivent rester parfaitement immobile pendant I'acquisition d’iffages

Enfin, les signes d'appel échographiques doivent toujours étre confirmés par des

arguments radiologique, clinique et biologique.

8. Proposition de conduite a tenir dans le cas de foetus présentant

des signes d’appel échographiques de CDRP

Pour les patients nés avec une suspicion clinique de maladie peroxysomale, un arbre
décisionnel est présenté page 44.

D’autre part, dans le cas des familles informatives, la mesure du taux de plasmalogenes
ou de I'activité de la DHAP-AT directement sur amniocytes permettra de statuer sur I'atteinte
peroxysomale du foetus. L’étude du géne PEX7 permettra un diagnostic de certitude rapide.

Enfin, le diagnostic prénatal chez un foetus n'ayant pas d’antécédents familiaux est
difficile et ce sont les signes d’appel échographiques qui constituent la premiére alerte. Devant
toutes suspicions échographiques, la recherche d’étiologies secondaires (Allo-immunisation,
déficit en vitamine K, iatrogénie) doit étre envisagée en premier lieu. Dans un second temps,
nous orienterons le bilan biochimique en fonction des signes associés :

- En présence d'une polydactilie et pour les formes a tendance micromélique, le
métabolisme du cholestérol doit étre étudié ;

- En présence de formes rhizoméliques et symétriques, éventuellement associées a une
cataracte bilatérale, un dosage des plasmalogenes sur amniocytes et la mesure de
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l'activité de la DHAP-AT confirmera une origine peroxysomale. L'analyse directe du
genePEX7 peut également étre effectuée. Toutefois, en cas d’analyse négative, elle ne
peut pas se substituer complétement aux analyses biochimiques nécessaires au dépistage
des CDRP-2 et -3 et éventuellement du syndrome de Zellweger ;

Les formes non rhizoméliques ou disymétriques nous orienterons vers les CDP liées a
I'X.
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Figure 33 : Arbre décisionnel a partir des signes d’appel échographiques
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CONCLUSIONS

MEMOIRE SOUTENU PAR M. LEJARRE Fabien

La Chondrodysplasie Rhizomélique Ponctuée de type 1 (CDRP-1) est une pathologie
peroxysomale appartenant au groupe des anomalies de la biogenése des peroxysomes. C’est une
maladie rare a transmission autosomique récessive. Elle recouvre un spectre d'expression
clinique dont la forme classique est caractérisée par un raccourcissement des os longs
proximaux, une calcification ponctuée des articulations, une atteinte du systéeme nerveux et au
niveau biochimique, par un déficit en plasmalogenes. Le décés survient souvent pendant la
premiére année de vie. Cependant, certains phénotypes atypigues peuvent entrainer une survie
jusqu'a l'age adulte. Cette variabilité phénotypique est la conséquence d’une hétérogénéité
alléligue dans le geneEX7 Le diagnostic repose a la fois sur des arguments cliniques, sur
I'imagerie et sur I'exploration des fonctions peroxysomdlesiterq il est possible d’observer
des signes d’'appel échographiques, mais ils n'apparaissent pas avifit tem2stre de
grossesse. Les autres formes de chondrodysplasies sont souvent difficiles a différencier. Une
confirmation par des méthodes biochimiques complexes sur cellules est donc indispensable. Le
diagnostic prénatal est par conséquent difficile car il nécessite un délai de trois semaines,
nécessaires a la culture cellulaire et l'interprétation est parfois difficile. De plus, un résultat
négatif ne permet pas d’exclure formellement une CDRP d’origine peroxysomale.

L’objectif de notre travail a consisté en la mise en place du dosage des plasmalogenes
afin de confirmer l'origine peroxysomale de la chondrodysplasie. Puis, par la mise au point de
I'étude du géndPEX7, nous avons établi le diagnostic moléculaire de la plus fréquente des
CDRP peroxysomale : la CDRP-1.

Ce travail nous a permis de confirmer le déficit en Pex7p chez 11 patients parmi les 19
étudiés et de décrire cing nouvelles mutatian$Q0dupT (p.Cys34LeufsX22), c.646_687dup42nt

(p.-Thr216_Arg229dup14), c¢.683dupT (p.Leu228PhefsX10), c.745delA (p.Lys249AsnfsX19) et
€.922G>T (p.Asp308Tyr).
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Le diagnostic de certitude de la CDRP-1 chez les cas index par une étude moléculaire
est ainsi disponible en France. Il s’agit d’un outil précieux qui permet de proposer aux familles
un conseil génétique et un diagnostic prénatal rapide.

Dans les années futures, 'avénement du séquencage haut débit associé au diagnostic
prénatal non invasif sur sang maternel permettra probablement de faire le dépistage de
I’ensemble des chondrodysplasies héréditaires dés la 5*™ semaine d’aménorrhée. En paralléle,
de nouvelles thérapeutiques médicamenteuses corrigeant certaines anomalies génétiques

émergent et semblent prometteuses.

Le Président de Jury,
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Annexes
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Annexe 1 :Bilan peroxysomal des patients étudiés.

Patient LAU RAM SIM VIE BOU EzZzZz MOS MAI CHE MEY KUR VER BON
Dosages plasmatiques
AGTLC valeurs usuelles
C26:0 0,43-1,06 pmol/L nr nr N SubN N N* nr N* subN N N* N N
C24:0/C22:0 0,69-0,99 nr nr N subN N N* nr N*  subN N N* N N
C26:0/C22:0 0,006-0,019 nr nr N  subN N N* nr N* T* N N* N N
Acide phytanique 1,0-10 pmol/L N* nr 1 0 N nr 1% N " T™* 1 N 1
Acide pristaniqgue 0,1-3,0 pmol/L nr nr nr nr N nr N* N N N* i nr 1
Plasmalogénes érythrocytaires
C16:0 DMA/C16:0 ME  6,9-11,9 %' nroooonr % ol L Ll LY subNx o Uk nrooonr
C18:0 DMA/C18:0 ME  10,6-24,9 %' L o e e e e o e A L S L
Etudes sur fibroblastes
B-oxydation du C24:0 (% activité résiduelfe)nr nr nr N nr nr nr N N N nr nr nr
Activité de la DHAP-AT (% activité résiduelle)22 % 40% 64 % 39% 26% 86% 44% 40% 34% 50% 99 %* nr nr
AGTLC (nmol/mg prot) nr N* nr nr nr nr nr N nr N* nr nr N
Biosynthése des plasmalogénes nr def* def* def* nr defrn def* def nr def* nr nr nr
Autres
Acyl-CoA oxidase immunoblot nr nr nr nr nr nr nr nr nr N nr nr nr
Thiolase immunoblot nr An nr An nr nr nr nr nr An nr nr nr
Activité de la phytanate oxydase nr defr nr def* nr nr nr nr nr def  nr nr nr

N : Normaux/Normale || : trés diminué(e)s def défient(e) * : non effectué au laboratoire

An : Anormal(e) | 1 diminué(e)s 1 . élevé(e)s nr: non réalisé
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Annexe 2 :Données cliniques et paracliniques des patientséstudi

Patient LAU RAM SIM VIE BOU EZZ MOS MAI CHE MEY KUR VER BON
Sexe F F M M M F M M F M M F F
Age au diagnostic np np np np np 32 SA No 28SA np np np 3a 35a
Evolution DCD op DCD DCD DCD DCD DCD Envie Envie DCD np op np
(3,5m) (13m) (>3a) (28 ) (2m) (5m) 12a 12a (4m)
Origine ethnique np np  Turquie Réunion Tunisie Maroc Réunion np np np np np np
Consanguinité np np + + + + np np np np np np np
Grossesse/naissancg 2/2 np 3/3 np 1/1 1/1 4/4 1/1 3/2 2/2 np np 212
Dysmorphie + np + + + + + np + np + np np
Atteinte neurologique + Ataxie +
Algie + np ++ np + + np + np + np np np
Hypertonie np np np np np + np np + + np np np
Convulsions np np np + np np np np np np + np np
Retard psychomotedr np np + np np np + + np + + +
Anomalies a I'lRM + np + + - np np + np + + + +
Atteinte oculaire
Cataracte + np + + + + + + + + np np np
Rétinopathie - np np np np np np np np np + + np
Atteinte osseuse
Calcifications ponctuégs  + np + + + + + + + + np np np
Raideur articulaire + np ++ + np + np + + np np np np
Brieveté Fémur/Hunrus + + + + + + + - + np np np
Malformation thoraciqt + np np np + np np np np np np np np
Retard de croissancg  + np + + + + np np + + np - +
Atteintes des hanchqs  + np + np + np np + np + np np np
Anomalies vertébralds  + np np np np np + np np + np np np
Atteintes pulmonaireg - np np np + + + np np np np np np
M : Masculin + : Présence M mois IMG : Interruption médicale de grossesse DCDDécédé(e)
F : Féminin - . Absence a: ans j: jours SA : Semaine d’aménorrhée np : Non précisé
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Annexe 3 :Bilan peroxysomal, données cliniques et paracliniques des faetus étudiés.

Patient GUI  KLE MAN DIA GUE GIO
Sexe F F F F np np
Age au diagnostic 26SA  np 25 SA 17SA 22SA 22 SA
Evolution DCD IMG Amélioration IMG Favorable IMG
Consanguinité np np np - np -
Grossesse/naissance 3/2 np 1/2 2/0 np 1/0
Dysmorphie - np + + + +
Cataracte np np np np - np
Atteinte osseuse
Calcifications ponctuées + + - - + +
Brieveté Fémur/Humérus + + - + - +
Retard de croissance + + - + + np
Atteintes des hanches - np np np np np
Anomalies vertébrales + + np np np np
Atteintes pulmonaires - np np np np np
Dosages plasmatiques
AGTLC valeurs usuelleg
C26:0 0,43-1,06 umol/f N nr nr nr nr N
C24:0/C22:0 0,69-0,99 N nr nr nr nr N
C26:0/C22:0 0,006-0,019 N nr nr nr nr N
Acide phytanique 1,0-10 pmol/L N nr nr nr nr nr
Acide pristanique 0,1-3,0umol/L] N nr nr nr nr nr
Plasmalogénes érythrocytaires
C16:0DMA/C16:0ME 6,9-11,9 9% | |1t  |I* nr nr nr nr
C18:0DMA/C18:0ME 10,6-24,9 %8| ||+  ||* nr nr nr nr
Etudes sur fibroblastes
B-oxydation C24:0 (% activité résiduefle) nr nr nr nr nr N
DHAP-AT (% activité résiduelle) 21% 2% 47 % 80 % N nr
AGTLC (nmol/mg prot) nr nr nr nr nr nr
Biosynthese des plasmalogenes def nr nr nr nr nr
M : Masculin + : Présence IMG : Interruption médicale de grossesse
F : Féminin - . Absence SA : Semaine d’aménorrhée
DCD : Décédé(e) def : défient(e) N : Normaux/ Normale
np : Non précisé Ll : tres diminué(e)s *. non effectué au laboratoire
nr : non réalisé t . effectué sur amniocytes
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Annexe 4: Composition du Mix pour la réaction de PCR de I'exon 1.

. Concentration Concentration Volume pour
Mix . .
initiale finale un tube (uL)
Taq Q Biogené& 5 Ul/uL 3 Ul 0,6
Tampon PCR sans MgC} 10 X 1,25 X 2,5
MgCl, Qbiogen 50 mM 0,8 mM 0,4
dNTP (10 nM) 10 mM 0,2 mM 0,5
Solution Q 5X 1X 6,25
Amorce sens 5 uM 0,4 uM 4
Amorce anti-sens 5uM 0,4 uM 4
ADN 20 ng/pL 5,4 ng/uL 6,75
Eau Milli-Q gsp 25 pL 0
Volume final 25 uL

Annexe 5 :Composition du Mix pour la réaction de PCR des exons 2 a 10.

, Concentration Concentration Volume pour
Mix o .
_ initiale finale un tube (uL)

Taq HotStart Qiager?’ 5 Ul/uL 1 Ul 0,2
Tampon PCR 10 X 1X 2,5
dNTP (10 nM) 10 mM 0,2 mM 0,5
Amorce sens 5 uM 0,4 uM 2
Amorce anti-sens 5 uM 0,4 uM 2
ADN 20 ng/pL 2 ng/pL 2,5
Eau Milli-Q gsp 25 pL 15,3

Volume final 25 L

Annexe 6 :Composition du Mix pour la réaction de séquence.

: Concentration Concentration Volume pour
Mix o .
Initiale finale un tube (uL)
Mix bigDye 25X 0,13 X 0,75
Tampon sequencing 5X 1X 1,5
+ Solution Q 5X 1X 2
Amorce sens ou anti-sens 5 uM 1puM 2
Amplicon purifié normalisé 2
Eau Milli-Q gsp 10 pL 1,75-3,75
Volume final 10 pL
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Etude du genePEX7 dans la Chondrodysplasie Rhizomélique Ponctuée peroxysomale [de
type 1.Th. D. Pharm., Lyon |, 2013, 127p

La Chondrodysplasie Rhizomélique Ponctuée de type 1 (CDRP-1) est une pa

proximaux, une calcification ponctuée des articulations, une atteinte du systéme nerveux et au
niveau biochimique, par un déficit en plasmalogénes. Le déces survient souvent pendant la
premiére année de vie. Cependant, certains phénotypes atypiques peuvent entrainer Uine survie
jusqu'a lI'age adulte. Cette variabilité phénotypique est la conséquence d’'une hétérogéenéité
alléligue dans le genBEX7. Le diagnostic repose a la fois sur des arguments cliniques, sur
I'imagerie et sur I'exploration des fonctions peroxysomadtesterq il est possible d’observer
des signes d’appel échographiques, mais ils n’apparaissent pas avét tim2stre d
grossesse. Les autres formes de chondrodysplasies sont souvent difficiles a différencier. Une
confirmation par des méthodes biochimiques complexes sur cellules est donc indispensable. Le
diagnostic prénatal est par conséquent difficile car il nécessite un délai de trois semaines,
nécessaires a la culture cellulaire et l'interprétation des résultats est parfois difficile. De plus,
un résultat négatif ne permet pas d’exclure formellement une CDRP d’origine peroxysomale.
L’objectif de notre travail a consisté en la mise en place du dosage des plasmalogenes
afin de confirmer I'origine peroxysomale de la chondrodysplasie. Puis, par la mise au point de
I'étude du gendPEX7 nous avons établi le diagnostic moléculaire de la plus fréquente des
CDRP peroxysomale : la CDRP<e travail nous a permis de confirmer le déficit en Pex7p [chez
11 patients parmi les 19 étudiés et de décrire cing nouvelles mutations: ¢.100dupT
(p.Cys34LeufsX22), €.646_687dup42nt (p.Thr216_Arg229dupl4), €.683dupT
(p.Leu228PhefsX10), c.745delA (p.Lys249AsnfsX19) et ¢.922G>T (p.Asp308Tyr). Pour 8
patients, aucune mutation n’a été trouvée donc une autre étiologie est a rechercher.
Le diagnostic de certitude de la CDRP-1 chez les cas index par une étude moléculaire est
ainsi disponible en France. Il s’agit d'un outil précieux qui permet de proposer aux familles un
conseil génétique et un diagnostic prénatal rapide.

MOTS CLES

GenePEX7

Biogenése des peroxysomes
Chondrodysplasie Rhizomélique ponctuée
Plasmalogénes

Maladie de Refsum

JURY

Mme GOUDABLE, Professeur des Universités - Praticien hospitalier
M. LEVADE, Professeur des Universités — Praticien hospitalier

M. ROSSI, Docteur en Médecine — Praticien hospitalier

M. CHEILLAN, Docteur en Pharmacie — Praticien hospitalier

DATE DE SOUTENANCE
Mardi 4 Juin 2013

ADRESSE DE L’AUTEUR
62, Route de Fay-Aux-Loges — 45530 Vitry-Aux-Loges

LEJARRE Fabien
(CC BY-NC-ND 2.0)





