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Palmitoyl-CoA palmitoyl-Coenzyme A
AR Autosomique Récessif

AD Autosomique Dominant

AOS o-Oxoamine Synthases

Acyl-CoA acyl-Coenzyme A

PLP phosphate de pyridoxal

SPTLC1 Serine Palmitoyl Transferase Long
Chain base subunit 1

SPTLC2 Serine Palmitoyl Transferase Long
Chain base subunit 2

SPTLC3 Serine Palmitoyl Transferase Long
Chain base subunit 3

ssSPTa small subunit Serine Palmitoyl
Transferase a

ssSPTb small subunit Serine Palmitoyl
Transferase b

ORMDL Orosomucoide-like protein

HMN Neuropathies Héréditaires Motrices
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HMSN Neuropathies Héréditaires Motrices
et Sensitives

CMT Charcot-Marie-Tooth

HSAN Neuropathies Héréditaires Sensitives
et Autonomes

HSN Neuropathies Héréditaires Sensitives
CMT2B Charcot-Marie-Tooth de type 2B

HPLC Chromatographie Liquide a Haute
Performance

LC-MS Spectrométrie de Masse couplée a de
la Chromatographie Liquide

dSO déoxisphingosine

Km Constante de Michaelis

Vmax Vitesse initiale maximale

SLA Sclérose Latérale Amyotrophique
VUS variants de pathogénicité incertaine

ACMG American College of Medical Genetics
and Genomics

AMP Association for Molecular Pathology
SNV Single Nucleotide Variants
NGS Next Generation Sequencing

CMTNS Charcot-Marie-Tooth Neuropathy
Score

NAFLD Non-Alcoholic Fatty Liver Disease
NASH Non Alcoholic SteatoHepatitis
MS/MS Spectrométrie de Masse en tandem
MRM Multiple Reaction Monitoring

Sl Standard Interne
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D3-dSA D3-1-déoxysphinganine

LC Chromatographie Liquide

ACN acétonitrile

COFRAC Comité Frangais d’Accréditation
DP Declustering Potentiel

CE Collision Energy

PM Poids Moléculaire

[ESI+] Positive ElectroSpray lonisation
RT temps de rétention

CV Coefficient de Variation

LoQ Limite de Quantification

MI Membres Inférieurs

MS Membres Supérieurs
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1 Introduction

Les Neuropathies Héréditaires Sensitives et Autonomes de type 1, ou type 1
Hereditary Sensory and Autonomic Neuropathy (HSAN1) sont la cause la plus fréquente
de neuropathies sensitives héréditaires de transmission autosomique dominante (AD).
Elles sont caractérisées par une perte de sensibilité distale, pouvant se compliquer
d’ulcérations chroniques. Cette atteinte sensitive peut étre accompagnée de troubles
moteurs ou autonomes variables. HSAN1 est associée a I'existence de variants des génes
SPTLC1 et SPTLC2, qui codent pour les deux sous-unités qui composent la Sérine Palmitoyl
Transférase (SPT). Cette enzyme réalise la premiere étape de la synthése de novo des
sphingolipides (SL). Les variants entrainent une modification du substrat préférentiel de
I’enzyme, qui aboutit a I'accumulation de déoxysphingolipides, des SL atypiques et
cytotoxiques. Actuellement, le diagnostic de cette pathologie est réalisé par
confrontation de I'histoire familiale et de la clinique aux résultats de I'analyse génétique.
Grace aux nouvelles données d’exome, de nouveaux variants des génes SPTLC1 et SPTLC2
sont mis en évidence, sans que leur caractere délétére soit établi. La mise en place d’un
test fonctionnel pour caractériser ces variants et établir un diagnostic devient donc
indispensable. Cette caractérisation fonctionnelle s’appuie sur I'impact des variants sur le

métabolisme des SL, I'accumulation de dSL étant un biomarqueur de la maladie.

Ce travail de thése est donc centré sur la mise en place du dosage de
déoxysphinganine (dSA) totale plasmatique par spectrométrie de masse en tandem
couplée a de la chromatographie liquide (LC-MS/MS) dans I’'Unité Médicale Pathologies
métaboliques, érythrocytaires et dépistage périnatal du Service de Biochimie et Biologie
Moléculaire des Hospices Civils de Lyon (HCL). Les résultats de ce dosage serviront a
étayer le faisceau d’arguments servant au diagnostic de HSAN1, et a conclure quant a la

pathogénicité de nouveaux variants étudiés.
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2 Contexte scientifique

2.1 Sphingolipides

Les SL sont une catégorie de lipides complexes, que ce soit du point de vue
structurel ou fonctionnel. Ils ont été découvert 3 la fin du 19%™¢ siécle par Johann Ludwig
Wilhelm Thudichum, un médecin et biochimiste d’origine allemande. (1) Au cours de ses
nombreuses études sur la composition du cerveau, il isole et identifie différents
composants dont la sphingomyéline, qu’il nomme ainsi en référence au sphinx, animal

aussi énigmatique que la structure et la fonction du composé a I’époque.

2.1.1 Structure et fonction

Les SL sont caractérisés par leur base sphingoide. Celle-ci est associée par une
liaison amide a un acide gras a trés longue chaine (C = 14), saturé ou monoinsaturé, pour
former un céramide. Les céramides sont des intermédiaires métaboliques a partir
desquels vont étre synthétisés les SL complexes. En effet, I'association de la base
sphingoide et de I'acide gras va former la partie apolaire du SL, sur laquelle va venir se

greffer la queue polaire. (Figure 1)

I |

Queue apolaire hydrophobe Téte polaire
hydrophile

X = groupement osidique, phosphorylchaline...

Figure 1 : Structure chimique générale des sphingolipides

En fonction de la nature de cette queue polaire, on va distinguer différentes classes
de SL, divisées en 2 grandes -catégories: les phosphosphingolipides et les
glycosphingolipides. Les phosphosphingolipides sont représentés par la sphingomyéline,
composée d’'un céramide lié a un résidu choline par une liaison phosphodiester. Les

glycosphingolipides ont une queue polaire présentant un ou plusieurs résidus osidiques.
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On distingue : les sulfatides, chez lesquels un des oses de la queue polaire est sulfaté, les

cérébrosides (glucosylcéramides et lactosylcéramides), chez lesquels la queue polaire est

composée d’un ou plusieurs oses neutres, et enfin les gangliosides, avec un groupement

polaire composé de deux résidus osidiques ou plus, dont au moins un estérifié par un

acide sialique. (Figure 2)

Palmitoyl CoA + Serine

Serine
palmitoyltransferase
4
3-ketosphinganine
3-ketosphinganine
reductase . . K
v Sphingosine Sphmgoswzf-
K phospha
Sphinganine __"m.m Sphinganine- lyase
Sphingosine-1- 1 -phosphate\
Dihydroceramide phosphate ’ g
synthase phosphatase Hexadecanal +
ethanolamine
Dihydroceramide Sphingasine phosphate
» kmasos /'
Ditydroceramide . —p Sphingosine-~ Sphingosine-1-
desaturase c,e‘& Sphingosine «— 1-phosphate phosphate
Sphingosine-1- lyase
Ceramide phosphate phosphatase
GleCer Oo’b
DRy GalCe\ P e 5
e s Inithase > Sphingomyelin
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l GSLs
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GM3 — GD3 —» GT3
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L
GA2 GM2 GD2 GT2
Gaitil l GaiTil l GaiTil l GaiTil l
GA1 GM1ia GD1b GTic
SAnVl SATIVl smvl SATIVl
GM1b GD1a GTtb GQ1ic

Figure 2 : Synthése des sphingolipides, d’aprés Lahiri et al. (2)

Les SL présentent donc une trés grande variabilité structurelle puisque la base

sphingoide peut varier, la longueur et I'état de saturation de I'acide gras permettant la

formation du céramide également, et il existe une trés grande variabilité au niveau de la

composition du groupement polaire. Actuellement plus de deux cents especes de SL

différentes ont été identifiées, avec des fonctions cellulaires tres variées. (3) (Figure 3)
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Figure 3 : Diversité structurelle et fonctionnelle des sphingolipides, d’aprés Proia (4)

Avec les glycérolipides et les stérols, les SL sont des composés essentiels et
ubiquitaires des membranes cellulaires eucaryotes. Ils sont regroupés au sein de la
couche externe de ces membranes sous forme de rafts lipidiques, également riches en
cholestérol et protéines spécifiques. (5) Ces rafts ont des fonctions cellulaires majeures de
signalisation/transduction de signal et de trafic membranaire. Les SL ont également des
roles d’intermédiaires dans la signalisation cellulaire, notamment dans certaines voies
d’apoptose et dans la survie, la différenciation et la prolifération cellulaires. (6) Les
différents types de SL peuvent avoir des fonctions spécifiques : lipides majoritaires du
stratum corneum au niveau de |'épiderme pour les céramides, participation au systeme
immunitaire, constituant de la gaine de myéline des axones pour la sphingomyéline... Les
SL sont donc impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires et ont un role structurel
majeur. Une dérégulation de cette voie métabolique pourrait donc avoir de nombreux

impacts.
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2.1.2 Syntheése et dégradation

Les SL de I'organisme peuvent étre issus de trois voies : la synthese de novo, I'apport
exogene par l'alimentation, notamment par les produits laitiers entiers, et la voie de

sauvetage a partir des SL complexes, qui est majoritaire.

La SPT catalyse la premiere étape de la synthése de novo des SL. (7) Celle-ci
correspond a la condensation de la L-sérine avec un dérivé d’acide gras, le Palmitoyl-
Coenzyme A (palmitoyl-CoA), pour donner la 3-keto-sphinganine, qui est ensuite réduite
en sphinganine. (8,9) Une céramide synthase permet de lier un acide gras a longue chaine
a cette base sphingoide via une liaison amide, pour donner un dihydrocéramide, puis un
céramide grace a une désaturase. (10,11) (Figure 4) Il existe six isoformes de céramide
synthase, avec chacune une répartition tissulaire différente. Chaque isoforme présente
une prédilection pour une certaine longueur de la chaine carbonée de I'acide gras,

participant ainsi a la diversité de structure des SL. (12)

Sérine
Palmitoyl-CoA Palmitoyl L-sérine
Transférase
(0]
CoA_ )I\M\ o
S 7
HO OH
NHz
3-kéto-sphinganine
3-kétosphinganine
réductase
hi = H, OH
sphinganine WOH
dihydrocéramide HaN H
synthase
dihydro-céramide Synthése des
dihydrocéramide \ sphingolipides
désaturase Comp]exes
(cérébrosides,
céramide gangliosides...)
céramidase sphingosine

.

voie de dégradation
canonique

Figure 4 : Synthese de novo des sphingolipides
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Cette synthése de novo des céramides se réalise au niveau de la membrane
cytosolique du réticulum endoplasmique. Les céramides synthétisés sont ensuite
transportés jusqu’a I'appareil de Golgi, ou ils vont étre métabolisés en SL complexes par

addition d’'un groupement polaire. (13)

Les céramides sont des intermédiaires métaboliques a partir desquels vont étre
synthétisés les SL complexes, mais qui permettent aussi d’accéder a la voie de
dégradation canonique des SL. En effet, les SL complexes peuvent perdre leur
groupement polaire par l'action d’enzymes majoritairement lysosomales
(sphingomyélinase, glucocérébrosidase...), et ainsi redonner un céramide. Celui-ci peut
étre dégradé en sphingosine par I'action d’'une céramidase, qui va rompre la liaison amide
entre la base sphingoide et I'acide gras a longue chaine. Cette sphingosine peut soit étre
de nouveau métabolisée en céramide et permettre la synthése de nouveaux SL
complexes, ce qui correspond a la voie de sauvetage des SL, (14) soit former un
intermédiaire catabolique par I’action de la sphingosine-1-kinase. Celle-ci phosphoryle la
sphingosine pour donner la sphingosine-1-phosphate. C’est le métabolite final de la voie
de dégradation des SL, qui peut étre déphosphorylé ou irréversiblement clivé par la

sphingosine-1-phosphate lyase. (15)

Le métabolisme des SL est donc complexe, et comprend de nombreuses enzymes,
a la fois pour la synthese ou le catabolisme de ces composés. Des pathologies sont

associées a ces différentes étapes du métabolisme.

2.2 Pathologies du métabolisme des sphingolipides
2.2.1 Catabolisme

Les principales pathologies touchant le métabolisme des SL sont des défauts de
catabolisme, appelées sphingolipidoses. (16) Elles font partie, avec notamment les
mucopolysaccharidoses, les mucolipidoses et les oligosaccharidoses, de la grande famille
des maladies de surcharge lysosomale. (17) Le lysosome est un organite cellulaire qui a

pour role la dégradation des macromolécules intra et extracellulaires qui y péneétrent, que
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ce soit par phagocytose, endocytose ou autophagie. Cette dégradation est réalisée par de

nombreuses enzymes qui peuvent nécessiter I'intervention de cofacteurs.

Les sphingolipidoses sont des maladies génétiques causées par un défaut des génes
codant pour les protéines impliquées dans le catabolisme des SL. Ces protéines peuvent
étre les enzymes lysosomales en elles-mémes, ou les protéines activatrices de SL. Ces
derniéres sont des cofacteurs qui activent directement I'enzyme ou favorisent
I'interaction entre les SL et les enzymes hydrosolubles. A chaque étape de la dégradation
lysosomale des SL complexes correspond un ou plusieurs défauts génétiques identifiés et
caractérisés, qui permettent de définir les différentes sphingolipidoses. (Tableau 1) Ces
sphingolipidoses présentent un spectre clinique large, touchant notamment le systéme
nerveux central mais également d’autres organes (foie, reins, coeur, ...). L'apparition
clinique de la maladie et la sévérité de celle-ci sont directement corrélées a I'activité
enzymatique résiduelle. De maniere générale, ce sont des pathologies progressives et

plurisystémiques.

Le diagnostic des sphingolipidoses peut étre réalisé a différents niveaux:
biochimique, enzymatique ou génétique. Il est possible de doser le produit de surcharge
et ses dérivés, dans les urines ou le plasma, pour identifier I'étape du catabolisme qui fait
défaut. L'analyse de I'activité enzymatique est réalisée majoritairement sur leucocytes ou
a partir de sang déposé sur buvard. La confirmation de la maladie par analyse génétique
permet d’identifier le ou les variant(s) impliqué(s), et par la suite de réaliser du conseil

génétique dans la famille.

Les traitements étiologiques des sphingolipidoses visent a restaurer I'activité
enzymatique déficiente (17,18). La thérapie substitutive par remplacement enzymatique
est la stratégie la plus répandue, mais il existe des alternatives comme les protéines
chaperonnes, les thérapies a médiation cellulaire ou dans le meilleur des cas la thérapie
génique. Laréduction de substrat est une stratégie complémentaire de ces thérapies. Elle
consiste a réduire le flux de substrat et donc son accumulation en utilisant des inhibiteurs

de la synthése des SL.
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Tableau 1 : Principales caractéristiques des sphingolipidoses, d’aprés Vanier et al. (19,20)

Farber

Pathologie Transmission Protéine déficiente Geéne Composés accumulés Diagnostic biologique
o . o ) LysoGM1 pl tique, Profil d
Gangliosidose a GM1 . Ganglioside GM1, Mucopolysaccharides . ys0 . P a.sn?a |que. .r? " aes .
. AR B galactosidase GLB1 . . oligosaccharides urinaire, activité enzymatique
/ Landing et oligosaccharides . (s . -
leucocytaire, génétique moléculaire
Sandhoff :
. HEXA
Hexosaminidase A et B
. N Tay-Sachs : . Activité enzymatique leucocytaire,
Gangliosidose a GM2 AR ay S?C. ° HEXB Ganglioside GM2 ., y 9 i . ¥
Hexosaminidase A génétique moléculaire
Protéine activatrice du GM2 | GM2A
. - . . , ) Gb3 urinaire, LysoGb3 pl tique, activité
Maladie de Fabry lige a I'X o galactosidase A GLA Globotriaosylcéramide urlnalre. ys0 B Ipasma |qlue a.c vite
enzymatique, génétique moléculaire
1 I & - I - Ve del
Maladie de Gaucher AR B glucocérébrosidase GBA Glusosylcéramide ysoihl:'fs:z:zgzzj;dﬁaz:qsarzaﬁgue:ésccé"ccliwlide ’
Saposine C PSAP y prasmatique, genetiq
moléculaire
. Sulfatides urinaires
Leucodystrophie Arylsulphatase A ARSA . s . . L i
. . AR . Sulfatides Activité enzymatique leucocytaire, génétique
métachromatique Saposine B PSAP . .
moléculaire
. alactocérébrosidase GALC Galactocérébroside o LysoGalactosylCéramide plasmatique, activité
Maladie de Krabbe AR Be . ! . I . . Y . v I p, " au X ! .
Saposine A PSAP Galactosylcéramide enzymatique leucocytaire, génétique moléculaire
Maladie de Ni - . s . . LysoSphi dline, activité ti
a8 |e. € Niemann AR Sphingomyélinase SMPD1 Sphingomyéline ys0oP mgomye |r,1e,a.c ! een,zymé ue
Pick A/B leucocytaire, génétique moléculaire
Maladie de Farb . . s . . s
. aladie de rarber Céramidase ASAH1 . . Activité enzymatique leucocytaire, génétique
Lipogranulomatose de AR . Céramides , .
Saposine D PSAP moléculaire

AR : Autosomique Récessive
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2.2.2 Anabolisme

Si les pathologies touchant le catabolisme des SL sont bien identifiées, caractérisées
et relativement nombreuses, celles touchant leur synthése sont moins répandues et plus
récemment décrites. D’un point de vue biochimique, un déficit de catabolisme se traduit
par une accumulation du substrat qui n’est pas dégradé, et potentiellement de ses dérivés
s’il en existe. A l'inverse, les anomalies de synthése sont associées a une diminution
significative d’un métabolite connu. Pour que les résultats aient une pertinence clinique,
il est nécessaire d’avoir une sensibilité technique suffisante, avec des limites de détection
et de quantification suffisamment basses. Dans les cas de défaut anabolique, c’est

majoritairement I'analyse génétique qui permet de poser le diagnostic.

Historiguement, le déficit en GM3 synthase est la premiére anomalie de
I’'anabolisme des SL a avoir été décrite, en 2004. (21) En comparaison, la maladie de
Gaucher, qui est la premiére maladie lysosomale décrite, a été caractérisée cliniguement
par le médecin francais Philippe Gaucher dans sa thése de médecine en 1882. (22) Son
fondement biologique a été élucidé en 1965, avec mise en évidence d'un déficit

enzymatique sur la voie de catabolisme des glucocérébrosides. (23)

Actuellement, cing étapes du métabolisme des SL sont associées a des anomalies
génétiques, allant de la premiere étape de novo par la SPT a la synthese des gangliosides.
(Tableau 2) Deux génes codant pour des glycosyltransférases impliquées dans la synthése
des gangliosides ont été identifiés comme pouvant présenter des variations délétéres :
ST3GAL5 et B4GALNTI. Les variants pathogénes de ces génes sont associés a des
pathologies neurodégénératives, ce qui est cohérent avec I'abondance et I'importance
des gangliosides au niveau du systéeme nerveux central. Une hypothése a cependant été
formulée sur une possible redondance fonctionnelle des différents glycosphingolipides et
gangliosides, qui permettrait de minimiser I'impact de la perte de fonction d’'une des
enzymes de synthése. (24) Les gangliosides non touchés pourraient partiellement

remplacer ceux non synthétisés, et assurer leurs fonctions cellulaires.
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Tableau 2 : Principales caractéristiques des pathologies de I’anabolisme des sphingolipides

Pathologie Transmission | Protéine concernée Geénes Mécanisme Phénotype majoritaire Diagnostic biologique Références
Neuropathie Héréditaire Modification Perte de sensibilité distale, Déoxysphingolipides
Sensitive et Autonome AD SPT SPTLC1, SPTLC2 de fonction atteinte motrice et plasmatiques, analyse (25,26)
de type 1 autonome variable génétique
. . . . Déficit intellectuel variable, Analyse génétique,
Leucodystrophie dihydrocéramide Perte de , . . . \ .
associée 3 DEGS1 AR désaturase DEGS1 fonction tetraplfag.le sp.asthue, rapport dlhydrgceramldes (27,28)
épilepsie / céramides
Syndrome Syndr.orrie neylah.rothue
d'Insuffisance en Sphingosine Perte de corticoide-résistant,
. . AR phing SGPL1 . neuropathie centrale et Analyse génétique (15,29)
Sphingosine Phosphate 1-phosphate lyase fonction . . .
périphérique, insuffisance
Lyase (SPLIS) s o
surrénalienne primaire
AR Syndrome épileptique
Déficit en (répandu dans Perte de d’apparition précoce, GM3 plasmatique, analyse
M h T3GAL 21 1
GM3 synthase la communauté GM3 synthase ST3GALS fonction « Salt and Pepper Mental génétique (21,30,31)
Amish) Retardation Syndrome »
Faiblesse et spasticité
Para,p!égie.Spastique AR GM2/GD2/GA2 BAGALNTI Perte.de pro_gre;s.sive des m.embres Analyse génétique (24,32)
Héréditaire (HSP) synthase fonction inférieurs, atteintes
cognitives
AD : Autosomique Dominante, AR : Autosomique Récessive
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Dans le cas des variants des genes ST3GAL5 et B4GALNT1, la perte de fonction
enzymatique a un impact limité par le fait qu’elle concerne une des étapes finales de la
synthése des gangliosides complexes. De la méme maniere, les étapes qui concernent la
sphingosine 1-phosphate lyase et la dihydrocéramide désaturase ne sont pas limitantes
pour la synthese des SL complexes. A I'inverse, une perte de fonction totale sur I'enzyme
de la synthése de novo des SL n’est pas viable : un déficit complet de I'enzyme SPT est
létal au stade embryonnaire. (33,34) En effet, plus la modulation touche une étape
précoce de la synthese, plus les répercussions seront importantes. Dans le cas des SL, il
n’existe qu’une seule voie de synthése canonique. Celle-ci ne peut donc pas subir de perte
de fonction enzymatique totale, puisque cela entrainerait un déficit dans toutes les

espéces de SL, qui remplissent des fonctions cellulaires majeures.

Si une perte de fonction n’est pas viable, il n’en est pas de méme pour un gain ou
une modification de fonction. Dans ce contexte et pour ce travail de thése, la SPT est

I'enzyme d’intérét.

2.3 U'enzyme SPT

La SPT appartient a la famille des a-Oxoamine Synthases (AOS), des enzymes qui
réalisent une condensation de Claisen d’un acide aminé et d’un acyl-Coenzyme A
(acyl-CoA). Plus largement, les AOS font partie de la superfamille des enzymes phosphate
de pyridoxal (PLP) dépendantes. (35) Toutes ces enzymes présentent un domaine de
liaison au PLP hautement conservé, proche d’un résidu Lysine, également hautement
conservé. C'est la liaison de ce résidu Lysine avec le PLP qui forme une base de Schiff et
permet la réaction enzymatique. (7) La SPT catalyse de maniére préférentielle la

condensation du palmitoyl-CoA avec la L-sérine. (7,36,37)

A la différence des autres AOS, qui se présentent sous la forme d’homodiméres
solubles, la SPT est un hétérodimére membranaire. Elle est composée de I'association de
la sous-unité SPTLC1 (Serine Palmitoyl Transferase Long Chain base subunit 1) avec une
seconde sous-unité, soit SPTLC2, soit SPTLC3. (38,39) Ces trois isoformes possedent un
domaine hydrophobe transmembranaire a I'extrémité N-terminale, mais seules SPTLC2

et SPTLC3 présentent un domaine de liaison au PLP. Ce sont donc les sous-unités
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responsables de I'activité catalytique. (7,39) Cependant, le domaine catalytique se situe
a l'interface entre les sous-unités composant I’hétérodimere. Les sous-unités SPTLC1 et
SPTLC2 sont exprimées de maniére ubiquitaire, tandis que SPTLC3 a une expression tissu-

spécifique restreinte au placenta, au foie et a la peau. (39,40)

La SPT est localisée au niveau du réticulum endoplasmique. (41) Elle présente un
domaine transmembranaire, et une partie libre comportant le domaine catalytique,
située du coté cytosolique de la membrane du réticulum endoplasmique. La condensation
de la L-sérine avec le palmitoyl-CoA va donc se réaliser dans le cytosol de la cellule, au

niveau du réticulum endoplasmique.

Le géne SPTLC1 est composé de 22 exons, ce qui équivaut a environ 85 kpb, situés
sur le chromosome 9q22.1-922.3. (42,43) Ce géne code pour une protéine de 473 acides
aminés et d’environ 53 kDA (UniProtKB - 015269). Le gene SPTLC2, situé sur le
chromosome 14924.3, est composé d’environ 100 kpb répartis en 13 exons, codant pour
une sous-unité SPTLC2 d’environ 63 kDA (UniProtKB - 015270). SPTLC3 est composé de
12 exons, situés sur le géne 20p12.3-p12.1 (UniProtKB - Q9NUV7). La protéine
correspondante fait 562 acides aminés et environ 62 kDa. SPTLC2 et SPTLC3 présentent
environ 70% d’homologie, alors que SPTLC1 présente environ 20% de similarité de
séquence avec les deux autres isoformes. (38,39) |l existe des variants d’épissage de ces
génes, mais leur expression n’a a priori pas d’incidence sur I'activité de I’'enzyme SPT ou

sur le profil de synthése des SL. (13,44)

L'unité responsable de l'activité catalytique de I'enzyme SPT est formée de
I’hétérodimére composé de I'association de SPTLC1 et SPTLC2 ou SPTLC3. Cependant, des
études sur la conformation de I’enzyme ont démontré que cela n’était peut-étre pas aussi
simple in vivo. En effet, des analyses par chromatographie d’exclusion et électrophorese
sur gel de polyacrylamide (BN-PAGE) sur la protéine native ont mis en évidence un
complexe enzymatique d’'une masse moléculaire de 480 kDa. (45) Or en additionnant les
masses des sous-unités composant un hétérodimere, celui-ci devrait avoir un poids
théorique d’environ 120 kDa. Les différentes sous-unités de SPT seraient donc organisées
dans une structure plus complexe. De I'immunoprécipitation a confirmé que les trois

différentes sous-unités étaient exprimées et coexistaient au sein d’'un méme complexe
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SPT. (45) La richesse relative de ce complexe en SPTLC2 et SPTLC3 varie en fonction du
tissu concerné, puisque I'expression de SPTLC3 est tissu-dépendante. L’enzyme SPT serait
donc un complexe protéique composé d’une association d’hétérodimeres formant des
unités catalytiques. Bien que l'organisation de ce complexe n’ait pas encore été
totalement élucidée, le modeéle retenu reste celui d’un octamere, composé de quatre
hétérodimeéres. (Figure 5)

SPTLC2

= /Qf
{9 SPTLC3

—

STTLC2

4x SPTLC1 4x SPTLC1

Figure 5 : Modele théorique de la structure de la SPT d’aprés Hornemann et al. (45)

a : Structure théorique du dimére SPTLC1 et SPTLC2 ou SPTLC3. b : Structure théorique du complexe
octamérique de la SPT

Il existe deux petites protéines, appelées small subunit SPT a et b (ssSPTa et ssSPTh),
qui interagissent avec I’enzyme SPT. Elles ont été découvertes plus tardivement, a la suite
du constat que I'hétérodimere SPTLC1-SPTLC2 n’était pas suffisant en lui-méme pour
obtenir une activité enzymatique optimale. (46) En effet, les cellules eucaryotes
transfectées par SPTLC1 et SPTLC2 ne montraient qu’une faible élévation de leur activité
enzymatique, malgré une forte expression protéique. Chez les levures, une petite
protéine de 80 acides aminés, régulatrice de la SPT, Tsc3p avait été mise en évidence, sans
analogue chez les eucaryotes. (7,47) Cette petite protéine interagit avec les sous unités
formant le dimére de SPT, et augmente I'activité enzymatique de ce dernier. Chez des
cellules eucaryotes, un screening a mis en évidence deux genes codants pour deux

protéines ssSPTa et ssSPTb, de respectivement 71 et 76 acides aminés. Pour valider le réle
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de ces entités, la sous-unité ssSPTa a été co-exprimée avec les autres sous-unités de SPT
chez des cellules lymphocytes B déficientes en SPTLC1 endogéne. (46) L’activité
enzymatique résultante est environ dix fois supérieure a celle retrouvée dans les cellules
exprimant seulement I'hétérodimere SPTLC1-SPTLC2. Une augmentation de l'activité
enzymatique est également constatée avec ssSPTb, bien que dans une moindre mesure.
Les sous-unités ssSPTa et ssSPTb interagissent donc directement avec le dimeére, et
potentialisent son activité enzymatique. (48) L'étude du profil de SL associé a chaque

combinaison de sous-unités a mis en évidence un autre role de ces protéines.

L’enzyme SPT catalyse la condensation d’un acyl-CoA avec un acide aminé. Son acyl-
CoA préférentiel est le palmitoyl-CoA, qui donne des bases sphingoides avec une chaine
carbonée en C18: la sphingosine et la sphinganine. (8) Elles ne different dans leur
structure que par une insaturation, présente chez la sphingosine et absente de la
sphinganine. (Figure 6) Ce sont les deux bases sphingoides les plus courantes. Il en existe
d’autres, issues de la condensation d’autres acyl-CoA et/ou d’autres acides aminés. En
effet, d’autres acyl-CoA que le palmitoyl-CoA peuvent étre utilisés comme substrat,
entrainant la synthese de SL dits « atypiques », avec des bases sphingoides présentant
des chaines carbonées allant de C14 a C22. (49) Les différentes combinaisons de sous-
unités pouvant former la SPT ont été associées a différentes longueurs de chaines
carbonées des bases sphingoides. Les différentes isoenzymes ont donc des acyl-CoA
préférentiels différents, et les sous-unités ssSPTa et ssSPTbh participent a cette spécificité
de substrat. (46,49) Le complexe enzymatique SPTLC1-SPTLC2-ssSPTa montre une
préférence marquée pour les acyl-CoA en C16, et donc le palmitoyl-CoA. Ce dernier est
également un substrat préférentiel de SPTLC1-SPTLC3-ssSPTa, avec les acyl-CoA en C14.
De maniere générale, la sous-unité ssSPTb confére une spécificité pour des acyl-CoA a
plus longue chaine. L'enzyme SPTLC1-SPTLC2-ssSPTb catalyse préférentiellement des
réactions utilisant des acyl-CoA en C18, alors que SPTLC1-SPTLC3-ssSPTb est associée a un

large panel d’acyl-CoA, sans préférence marquée.
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H OH

Spha WW\OH sphinganine

HN H

Spho sphingosine

HoN H

Figure 6 : Structures chimiques de la sphinganine et de la sphingosine

Les protéines ssSPTa et ssSPTh sont donc des sous-unités qui interagissent avec
I’hétérodimére formant I'enzyme SPT, et jouent un réle important : elles potentialisent
I'activité enzymatique, et jouent sur la spécificité de substrat sur le plan des acyl-CoA,

participant ainsi a la diversité de synthése des SL.

La famille des protéines Orosomucoide-like (ORMDL) est localisée au niveau de la
membrane du réticulum endoplasmique, et participe également a la modulation de
I'activité de la SPT. (50) Elle est constituée de trois protéines chez les mammiferes,
ORMDL1, 2 et 3, qui sont hautement conservées et présentent entre 81 et 84% d’identité
sur leur composition en acides aminés. (51,52) Ce sont des analogues des protéines Orm1
et Orm2, retrouvées chez les levures. Elles jouent un réle majeur dans la régulation de la
biosynthese des céramides. (51) Ces derniers ayant un rdle de signalisation dans les
mécanismes d’apoptose, il existe un rétrocontréle négatif sur I’enzyme SPT pour réguler
leur syntheése. Chez les levures, ce mécanisme de rétrocontrble est basé sur I'état de
phosphorylation des protéines ORM, géré par la phosphatase 2A et la kinase Ypk. (53)
Non phosphorylées, Orm1/2 se lient a la SPT et inhibent son activité et ainsi la synthése
de céramides. Dans une situation de déplétion en céramides, la kinase Ypk va
phosphoryler les protéines Orm, rompant leur liaison a la SPT et rétablissant ainsi I'activité
enzymatique. L'accumulation des intermédiaires métaboliques de la synthése des SL va
entrainer un rétrocontrole négatif avec déphosphorylation des protéines Orm. (50) Chez
les mammiféres on retrouve le méme principe de rétrocontrole négatif, sans que le
mécanisme par lequel l'activité des protéines ORMDL est régulée ne soit encore
totalement élucidé. En effet, ces derniéres ne présentent pas le résidu sérine qui est

phosphorylé chez les levures. (13,50,52) Des études sur modeles cellulaires ont mis en
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évidence I'existence du rétrocontrole négatif chez les mammiféres, avec augmentation
de l'activité enzymatique de SPT devant une déplétion en céramide, et a l'inverse une
répression de cette activité face a un apport exogene de C6-céramide. (51) Le
fonctionnement du systeme ORM chez les mammiféres est donc encore partiellement
inconnu, mais il joue un réle majeur dans le maintien de I'homéostasie des SL et des

céramides.

La SPT est donc un complexe enzymatique impliqué dans une voie métabolique
fondamentale, et dont les métabolites ont une grande importance fonctionnelle et
structurelle. Elle interagit avec d’autres protéines pour sa régulation, dont tous les

mécanismes ne sont pas encore élucidés. (Figure 7)

ER lumen ORMDL3

Figure 7 : Structure théorique du complexe SPT avec les différentes sous unités
protéiques, d’apres Li et al. (54)

Les variants des genes codant pour les sous-unités SPTLC1 et SPTLC2 entrainent des
répercussions sur la fonction de la SPT. Certains d’entre eux, entrainant une modification

de fonction de I'’enzyme, sont associés a une pathologie monogénique : HSAN1.
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2.4 Neuropathies Héréditaires Sensitives et Autonomes

La grande famille des Neuropathies Héréditaires Périphériques peut étre divisée en
trois sous-familles : les Neuropathies Héréditaires Motrices (HMN), les Neuropathies
Héréditaires Motrices et Sensitives (HMSN), aussi appelées maladies de Charcot-Marie-
Tooth (CMT) et enfin les Neuropathies Héréditaires Sensitives et Autonomes (HSAN), qui
sont le sujet de ce travail. (55) Bien qu’étant identifiées par leur phénotype majoritaire, il

existe un chevauchement du spectre clinique de ces maladies.

Les HSAN sont un groupe de pathologies génétiques, avec une importante
variabilité génotypique et phénotypique. Ce sont des maladies rares, souvent sous-
diagnostiquées, pour lesquelles nous n’avons pas de données épidémiologiques précises.
Elles sont caractérisées par une perte progressive de sensibilité au niveau distal, liée a une
atteinte exclusive ou prédominante du systéme nerveux périphérique. Cette atteinte
neurologique sensitive se traduit par une altération de la perception de la douleur et de
la température, une diminution des réflexes, et une perte de la sensibilité distale qui va
aboutir a des ulcérations chroniques au niveau des mains et des pieds. Ces derniéres
peuvent mener a des nécroses et des ostéomyélites, rendant alors I'amputation
indispensable. (56) Les patients peuvent également subir des épisodes de douleurs
lancinantes et des paresthésies. (57) Les neurones moteurs peuvent étre touchés, avec
cliniguement une atrophie et une faiblesse des muscles des membres. Des troubles
autonomes peuvent également accompagner ces neuropathies a prédominance
sensitive : reflux gastro-intestinal, constipation, arythmies, anhydrose... Les atteintes
motrices et autonomes sont variables en fonction des sous-types d’HSAN. L’atteinte
autonome étant inconstante, les HSAN sont parfois appelées seulement Neuropathies

Héréditaires Sensorielles (HSN).

La traduction clinique de la pathologie peut apparaitre dans I’enfance ou a I'age
adulte, selon les cas. De maniére générale, la progression de la neuropathie est lente et
progressive, et il peut y avoir des variabilités de sévérité au sein d’'une méme famille. Il

existe des exceptions avec des formes particulierement précoces et sévéres (58,59).

En 1975, Dyck et Ohta proposent une classification descriptive des HSN, et

introduisent ce terme. (60) Cette classification est reprise par Dyck en 1993, et sépare les
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HSN en 5 catégories principales, allant de HSAN | a HSAN V. (61) Cette classification est
basée sur le modeéle de transmission, I’age d’apparition clinique, les éléments génétiques
connus et d’autres parameétres comme les résultats de biopsie nerveuse ou d’étude
électrophysiologique, I'atteinte motrice et autonome... La classification de Dyck est
toujours applicable en pratique clinique, mais a depuis été largement étoffée par les
avancées et découvertes génétiques qui ont permis d’isoler de nouvelles sous-catégories
d’HSAN. Le tableau clinique étant non discriminant, le diagnostic et la classification
actuels reposent principalement sur les données de génétique et l'identification des

variants pathogénes.

2.5 Neuropathie Héréditaire Sensitive et Autonome de type 1

HSAN1 est la plus fréquente des neuropathies HSAN, bien qu’elle reste une maladie
rare. Au 1° mars 2022, la Banque Nationale de Données Maladies Rares dénombre 20
patients recensés avec un diagnostic d’"HSAN1 en France. (62) Ce sous-type se distingue
des autres HSAN par sa transmission autosomique dominante. Elle a été décrite
cliniqguement pour la premiére fois en 1922 par Hicks, comme un ulcére perforant du pied
de transmission héréditaire, car touchant dix membres d’'une méme famille. (63) C'est
une neuropathie lentement progressive, avec une forte hétérogénéité dans sa
présentation clinique, a la fois inter et intra-familiale. Elle se déclare entre la 2™ et la
5¢me décade de vie. (26,56,64,65) Cette neuropathie axonale est caractérisée par une
perte de sensibilité au niveau distal, pouvant s’accompagner d’une atteinte motrice et/ou
autonome. L’atteinte sensitive et motrice est prédominante au niveau des membres
inférieurs, et plus variable au niveau des membres supérieurs. Les études de conduction
nerveuse montrent en effet une forte réduction voire une absence de potentiels sensitifs
au niveau des membres inférieurs, et des résultats bien plus modérés au niveau des
membres supérieurs. La conduction motrice est bien plus variable entre les individus. La
vélocité de conduction nerveuse est généralement préservée, mais certains patients

peuvent présenter des caractéristiques de démyélinisation. (26,57)

HSAN1 est elle-méme divisée en différentes entités, caractérisées par leur gene

causal et par des spécificités cliniques. (64,66,67) Actuellement 6 génes ont été associés
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a HSAN1 : SPTLC1 (43,68), SPTLC2 (69), ATL1 (70), DNMT1 (71), ATL3 (72), mais également
RAB7 (73). (Tableau 3) Tous ces génes sont a transmission autosomique dominante. Les
variants des génes SPTLCI1 et SPTLC2, caractérisant respectivement HSAN1A et HSAN1C,
sont les plus fréequemment retrouvés. HSAN1A et HSAN1C sont phénotypiquement tres
proches de Charcot-Marie-Tooth de type 2B (CMT2B), liée a une mutation du gene RAB7.
(66,74,75) Un chevauchement phénotypique existe avec les formes HSAN1 avec une
atteinte motrice. Chez les patients CMT2B, [|'atteinte motrice sera prédominante,
accompagnée de perte de sensibilité distale, alors que c’est cette derniére qui prédomine

chez les patients HSAN1. C’est I'analyse moléculaire qui permet de poser clairement le

diagnostic.
Tableau 3 : Récapitulatif des différents sous-types de HSAN1
Sous-t N .. L. . , . vps
d:u:slzi oMIM Geéne Localisation Caractéristiques Phénotypiques Références

Complications par ulcérations
chroniques * atteinte systeme

HSAN1A 162400 SPTLCI 9q22.1-922.3 , . . (43,76)
nerveux central, Télangiectasie
Maculaire de type 2
HSAN1B 608088 inconnu 3p24-p22 Toux, reflux gastro-cesophagien (77,78)
Complications par ulcérations
. + . .
HSANIC 613640 SPTLC2  14q24.3 chroniques * atteinte systéme (69,79)
nerveux central, Télangiectasie
Maculaire de type 2
HSANID 613708 ATLI 14922.1 Complications par ulcérations (70)
chroniques, spasticité
HSAN1E 614116 DNMTI 19p13.2 Démence précoce, perte d'audition (71)
Destruction osseuse, absence
HSAN1F 615632 ATL3 11g13.1 d'atteinte autonome ou de (72)

spasticité

Ce sont les variants des génes SPTLC1 et SPTLC2, leur découverte et leurs
conséquences biochimiques et phénotypiques qui nous intéressent dans ce travail. Pour
plus de simplicité, les sous-types HSAN1A et HSAN1C ne seront plus distingués et seront

regroupés sous |'appellation générique « HSAN1 ».
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En 1996, des analyses de liaison génétiques chez 67 membres d’'une méme famille
australienne, dont certains présentaient un phénotype HSAN1, ont permis de localiser le
gene responsable de la pathologie au niveau du chromosome 9g22.1-q22.3. (42) Un
screening de séquence et une comparaison a des bases de données ont permis d’identifier
SPTLC1 comme le géne d’intérét dans la pathologie, et d’isoler trois variants faux-sens

retrouvés dans les membres atteints de 11 familles. (68)

La premiere hypothése formulée était que ces variants de SPTLC1 entrainaient une
augmentation de la synthése de céramides pro apoptotiques.(43,68) La dégénérescence
neuronale aurait donc été liée a I'augmentation de I'apoptose au niveau du ganglion
spinal. Une deuxiéme hypothese a été formulée, incriminant un effet dominant négatif
des variants, qui inhiberaient 'activité de I'enzyme SPT et diminueraient le taux de SL.
(43,80) C’'est donc une haploinsuffisance qui serait responsable des signes cliniques. (48)
Ces hypothéses ont été infirmées par des études démontrant I'absence de différence
significative de taux de SL entre les patients HSAN1 et les contrdles, malgré une baisse de
I'activité enzymatique. (25,81,82) De plus, des souris KO pour SPTLCI ont certes un taux
réduit de SL, mais ne développent pas de neuropathies. (33,81,82) La physiopathologie
d’HSAN1 n’est donc pas liée a une diminution de I'activité enzymatique de SPT ou au taux

de SL canoniques.

Les conséquences des variants de SPTLC1 ont été étudiées sur des lignées de cellules
HEK, Wild Type versus SPTLC1 c.C133W et C133Y, qui sont des variants pathogénes
retrouvés dans HSAN1. (25) La fumonosine, inhibitrice de céramide synthase, a été
ajoutée au milieu de culture pour permettre I'accumulation des produits de la SPT dans
les deux conditions. L’étude de la séparation de ces lipides en Chromatographie Liquide a
Haute Performance (HPLC) a mis en évidence un pic supplémentaire inattendu. Il a été
étudié en Chromatographie Liquide couplée a de la Spectrométrie de Masse (LC-MS), et
les rapports masse/charge (m/z) obtenus ont permis d’identifier deux nouveaux analytes :
la dSA et la déoxy-méthylsphinganine. (Figure 8) Ces molécules sont des produits de
synthése directe de la SPT, et sont issus de la condensation d’un acyl-CoA non pas avec la
L-sérine, mais avec la L-alanine ou la L-glycine respectivement. Cette hypothese sur
modeéle cellulaire a été confirmée par des analyses chez des patients. L'élévation

significative de ces dSL est également retrouvée dans le plasma des patients HSAN1
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présentant des variants identifiés comme déléteres. Des études ont retrouvé le méme
phénotype et la méme élévation de dSL associés a des variants du gene codant pour la

sous-unité SPTLC2 de I'’enzyme SPT. (69,83)

H OH

/\/\/\/\/\/\/\/4( déoxysphinganine

HoN H

H OH déoxyméthyl-

N\A/\A/M/NHz sphinganine

H OH

/\/\/\/\/\/\/\/4( déoxysphingosine

H,N H

Figure 8 : Structure chimique des premieres bases déoxysphingoides
découverts dans un contexte de HSAN1

Les neuropathies HSAN1 sont donc liées d’'une part a I'existence de variants des
sous-unités SPTLC1 ou SPTLC2 de I'’enzyme SPT, et d’autre part a I'accumulation de dSL
retrouvés au niveau plasmatique, potentiellement responsables de la physiopathologie

de HSAN1.

2.5.1 Physiopathologie de HSAN1A et HSAN1C

Les variants des genes SPTLC1 et SPTLC2 entrainent donc une modification du
substrat préférentiel de I’enzyme. De maniere physiologique, la L-sérine est le substrat
préférentiel de la SPT, mais celle-ci présente également une faible affinité pour la L-
alanine et la L-glycine. L’utilisation de ces deux acides aminés alternatifs comme substrat
de la SPT entraine la production de SL atypiques : les dSL, plus précisément de la dSA pour
la L-alanine, et de la déoxyméthylsphinganine pour la L-glycine. Du fait de la structure de
ces acides aminés, les bases sphingoides formées manquent d’un groupement hydroxyle
en Cl1. Elles vont pouvoir étre métabolisées en déoxy-dihydrocéramides puis en
déoxycéramides, qui pourront étre dégradés en déoxysphingosine (dSO) par une

céramidase. Cependant, en I'absence de groupement hydroxyle, cela va aboutir a une
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impasse métabolique. En effet, ni la synthese des SL complexes par greffe d’un

groupement polaire, ni la dégradation canonique des SL ne vont étre possibles. (Figure 9)

Palmitoyl-CoA L-alanine
SPT o
(o]
CoA. M HyC W)LOH
S V4
NH;

\j
déoxy-3-keto-sphinganine

3-kétosphinganine
réductase
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1-déoxysphinganine N\N\M/\@

HpN“; H
dihydrocéramide i

synthase
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céramidase 1-deoxysphingosine

dihydrocéramide l
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déoxysphingolipides canonique

Figure 9 : Synthése de novo des déoxysphingolipides

La L-glycine ayant un role mineur dans la formation des dSL et dans la toxicité de
ces composés, dans la suite de ce travail nous simplifierons donc en considérant que la
synthése des dSL est liée uniquement a l'utilisation de la L-alanine comme substrat
alternatif par la SPT. (25) Seule la dSA et la dSO seront étudiées en tant que bases

déoxysphingoides.

L’accumulation de dSL est donc en lien avec une augmentation de l'utilisation de L-
alanine par I’enzyme SPT, a la place de la L-sérine. Cela a été validé par des modeéles
murins, chez lesquels un apport exogéne d’alanine augmente le taux de dSL et aggrave la

neuropathie. (84) Des modéles cellulaires de défaut d’apport exogéne de L-sérine ont
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également démontré une élévation significative de la synthése de dSL, réversible par
correction de I'apport en L-sérine. (85) C'est donc le ratio sérine/alanine et 'utilisation de
ces acides aminés comme substrats de la SPT qui jouent un réle fondamental dans la

synthése de dSL.

Cette modification du substrat préférentiel n’est pas liée a une modification de
I’affinité de I'enzyme SPT pour les acides aminés, mais a une modification des vitesses de
réaction. En effet, SPT présente des constantes de Michaelis (Km) comparables pour la
sérine et l'alanine, autant en présence qu’en I'absence de variants caractéristiques
d’HSAN1. Avec la L-sérine comme substrat, les variants HSAN1 provoquent une
diminution significative de la vitesse initiale maximale (Vmax) de la SPT. Les variants
n’auraient donc pas d’impact sur la liaison des acides aminés a l'enzyme, mais
modifieraient le site catalytique, favorisant 'utilisation de L-alanine pour la condensation
avec un acyl-CoA. (48). Les variants retrouvés dans HSAN1 n’entrainent par ailleurs pas

de diminution de la synthése canonique des SL.

Les dSL ne sont pas déléteres en conditions physiologiques, car produits en tres
faible quantité, du fait de I'utilisation préférentielle de la L-sérine comme substrat de la

SPT. Dans HSAN1, c’est 'accumulation de ces dSL qui va étre délétere.

Le phénotype de HSAN1 s’explique par la neurotoxicité des dSL. La culture de
neurones du ganglion spinal en présence de concentrations croissantes de dSA a
démontré I'effet neurotoxique dose-dépendant de la molécule, a la fois sur le nombre de
cellules et sur la longueur des neurites. (25) Les motoneurones semblent moins sensibles
aux dSL que les neurones sensitifs. (25) Ces résultats sont concordants avec la clinique de
la pathologie, et ont permis d’élucider partiellement la physiopathologie des

neuropathies HSAN1.

La cytotoxicité des dSL, et la corrélation entre élévation des dSL et neuropathie
périphérique est établie et démontrée dans différents contextes, et a la fois dans des
modeles cellulaires (25,86) et animaux (81,84,87). Une élévation des dSL est notamment
associée aux effets indésirables de types neuropathies périphériques de deux
antinéoplasiques, le docétaxel et le paclitaxel.(88,89) La cytotoxicité de la dSA en a fait

pendant un temps un potentiel agent cytotoxique pour le traitement de tumeurs solides.
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(90-92) Cependant la balance bénéfice/risque était défavorable, liée a une neurotoxicité
importante. Le processus physiopathologique a |'‘origine de cette cytotoxicité et
neurotoxicité n’est pas encore élucidé, mais de nombreuses études ont étudié différentes

hypotheéses, et apporté des éléments de réponse.

Les SL, et les céramides complexes en particulier, jouent un réle structural
fondamental, notamment concernant la structure des membranes biologiques. La
structure chimique des dSL diminue leur miscibilité au sein des bicouches lipidiques, et
favoriser la formation d’agrégats. (93,94) Cette formation d’agrégats protéiques est
caractéristique de pathologies neurodégénératives : Alzheimer, Parkinson, Sclérose
Latérale Amyotrophique (SLA)... L'accumulation de dSL peut donc modifier les propriétés

des membranes et potentiellement altérer les fonctions cellulaires.

Les dSL vont également avoir un impact sur les organelles des cellules, en particulier
le réticulum endoplasmique et la mitochondrie. Ils vont induire un stress du réticulum
endoplasmique et altérer la production énergétique mitochondriale, compromettant

ainsi le fonctionnement cellulaire.(48,86)

Les patients atteints de HSAN1 peuvent présenter des caractéristiques de
démyélinisation. En effet, les dSL alterent la stabilité de |la gaine de myéline. (95,96) La
neurotoxicité peut également s’expliquer par I'effet des dSL sur le cytosquelette. Les
fonctions neuronales reposent grandement sur I'intégrité du cytosquelette axonal. Or, de
nombreuses altérations de celui-ci sont décrites dans les neuropathies. De maniére
générale, les trois composants du cytosquelette neuronal sont altérés en présence de
dSL: les filaments d’actine, les neurofilaments et les microtubules.(92,97) Les
mécanismes de neurotoxicité passeraient donc par une démyélinisation avec atteinte

axonale secondaire, expliquant les signes cliniques retrouvés chez les patients.

2.5.2 Génétique de HSAN1A et HSAN1C

A ce jour et depuis 2001, 18 principaux variants ont été identifiés et associés a
HSAN1, 10 sur SPTLC1 et 8 sur SPTLCZ2. lls sont classés comme probablement pathogénes
ou comme des variants de pathogénicité incertaine (VUS) d’aprés les recommandations
de I’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) et de |’Association for

Molecular Pathology (AMP). (98) Ce sont tous des Single Nucleotide Variants (SNV), et des
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variants faux-sens. Jusqu’a présent, les screenings extensifs n’ont pas permis de mettre

en évidence de variants dans le géne SPTLC3. (69)

Seules SPTLC2 et SPTLC3 sont les sous-unités protéiques portant [|'activité
catalytique de I'enzyme STP. Cependant le site actif de I'enzyme se situe a I'interface des
sous-unités SPTLC1 et SPTLC2 ou SPTLC3. Des variations de SPTLC1 peuvent donc avoir un
impact sur l'activité de I'enzyme, notamment en modifiant la conformation et les

propriétés physico-chimiques du site actif.

Actuellement, huit variants principaux de SPTLC1 ont été décrits comme associés a
HSAN1 : SPTLC1 p.C133Y, p.C133W, p.C133F, p.C133R, p.V144D, p.A352V, p.S331F et
p.S331Y. Deux autres variants de SPTLC1 sont identifiés mais considérés comme des
VUS : SPTLC1 p.G387A et p.A310G. Le variant SPTLC1 p.G387A a d’abord été identifié
comme causal de HSAN1, mais une comparaison systématique et une étude de
ségrégation dans une famille ont démontré qu’il s’agissait en réalité d’un polymorphisme
rare mais bénin. (99,100) Le variant SPTLC1 p.A310G n’a été identifié que chez un patient
isolé, sans analyse familiale possible et les programmes de prédiction de pathogénicité ne
sont pas en faveur d’'un impact délétere du variant. (101) D’autres variants, moins étudiés
et moins retrouvés, sont également de pathogénicité incertaine ou ont été reconnus

comme des polymorphismes.

Huit variants de SPTLC2 sont associés a HSAN1 : SPTLC2 p.G382V, p.V359M, p.I504F,
p.S384F, p.A182P, p.N177D et p.R183W. Le variant p.T409M n’a été identifié que chez un

patient isolé, et n’a pas été publié. Il est considéré de pathogénicité incertaine. (102)

Ces différents variants pouvant étre situés proches de I'interface SPTLC1-SPTLC2 ou
non, sur des sites de phosphorylation ou non, et ayant des impacts différents sur I'activité
de I'enzyme SPT, il semblerait que différentes modifications protéiques puissent étre
responsables de |'élévation des dSL. (102—-104) Une étude a séparé certains des variants
identifiés responsables de HSAN1 en trois groupes, qui concordent du point de vue
phénotypique et structural : un premier groupe composé de VUS, un deuxieme avec des
variants pathogenes, et un dernier avec des variants associés un phénotype
particulierement sévere (102,105). Les variants étudiés et répartis en groupes sont

respectivement mis en avant en bleu, orange et rouge dans le Tableau 4.
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Tableau 4 : Principaux variants décrits de SPTLC1 et SPTLC2 dans HSAN1

R Variant Variant Classification des variants selon les es
Geéne - . . , Références
génétique protéique recommandations de ’ACMG (98)

€.398G>A p.C133Y VUS (43,68,100,106-108)
c.399T>G p.C133W Probablement pathogéne (43,48,68,100,101,109)
€.398G>T p.C133F VUS (110)
c.397T>C p.C133R VUS (102,111)
c.431T>A p.vV144D Probablement pathogéne (68,100,102,112)
SPTLC1
c.1055C>T  p.A352V VUS (102,103,113)
€.992C>T p.S331F Probablement pathogene (58,102,103,113,114)
c.992C>A p.S331Y Probablement pathogéne (59,102,114)
c.1160G>C p.G387A VUS (99,100,102)
€.929C>G p.A310G VUS (101)
c.1145G>T p.G382V Probablement pathogéne (69,102)
c.1075G>A p.V359M Probablement pathogéne (69,102)
c.1510A>T p.I1504F Probablement pathogéne (69,102)
c.1151C>T p.S384F Probablement pathogéne (79,102,104,106)
SPTLC2 c.544G>C p.A182P Probablement pathogéne (83,102)
€.529A>G p.N177D VUS (115,116)
c.547C>T p.R183W Probablement pathogene (117)
€.1226C>T p.T409M VUS (102)

Un premier cluster regroupe des variants n’entrainant pas de modification de la

synthese canonique de SL, ni d’élévation de la synthése de dSL. Ce sont majoritairement

des variants de pathogénicité incertaine: SPTLC1 p.A352V et p.G387A, et SPTLC2

p.V359M, p.R183W et p.T409M.

Les variants SPTLC1 p.C133W et p.C133Y, SPTLC2 p.A182P, p.G382V et p.S384F

constituent le deuxiéme groupe. Les variants SPTLC1 p.C133F et p.C133R n’ont pas été

étudiés mais peuvent étre associés a ce groupe puisque concernant un acide aminé déja

décrit. Il en est de méme pour le variant SPTLC2 p.R183W, trés proche d’un variant

analysé dans I'étude. Les patients présentant ces variants ont un phénotype typique de
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HSAN1. Ces variants n’ont pas d’impact sur I'activité canonique de SPT, mais sont associés
a une élévation significative des dSL plasmatiques. Les variants, qu’ils soient sur SPTLC1
ou SPTLC2, sont localisés proches de lI'interface SPTLC1-SPTLC2, et du site de liaison du
PLP, et donc proche du site catalytique de SPT. Les modifications d’acides aminés vont
entrainer des modifications de conformation, des pertes de flexibilité et des modifications
des caractéristiques physico-chimiques du site-actif pouvant expliquer I'élévation de la
synthése de bases sphingoides dérivées de I’alanine. Le résidu S384 est également un site
de phosphorylation de I'enzyme SPT, cette phosphorylation pouvant avoir un impact sur

la spécificité de substrat de I'enzyme. (104)

Le dernier groupe rassemble SPTLC1 p.S331F, p.S331Y, et SPTLC2 p.I504F. Ces trois
variants sont caractérisés par un phénotype sévere, les deux variants de SPTLC1 étant
méme spécifiquement responsables du « syndrome S331 », particulierement précoce et
associé a des atrophies musculaires en plus de I'atteinte sensitive. (58,59,114) En plus de
leur similarité phénotypique, ces variants entrainent une augmentation de I'activité
canonique de la SPT, et sont caractérisés par une élévation trés spécifique de la synthese
des bases sphingoides C20. lls présentent également une élévation des dSL plasmatiques.

Ces variants sont situés a la surface de 'enzyme.

Le variant SPTLC1 p.V144D est également situé a la surface de I'enzyme, et a été
décrit dans de nombreux papiers comme étant responsable de HSAN1, mais sans

phénotype sévere.

Il est difficile de déduire les conséquences d’un variant des genes SPTLC1 ou SPTLC2
sur la fonction de I’enzyme SPT. La localisation du variant et son impact sur la modification
de I'acide aminé sont deux éléments fondamentaux. Les notions de conservation de
I’acide aminé concerné, de propriétés physico-chimiques et d’encombrement stérique
sont également a prendre en compte. Un test fonctionnel comme le dosage de dSL

permettrait d’étudier I'impact des variants étudiés sur la fonction de I'enzyme.

2.5.3 Diagnostic et traitement

Actuellement, le diagnostic de HSAN1 est évoqué sur un ensemble d’éléments
cliniques, et est confirmé par I'analyse génétique. L’histoire familiale est un élément

déterminant de la démarche diagnostique. La transmission se faisant sur un mode
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autosomique dominant, un cas index devrait étre associé a des apparentés 1°" degré
également atteints. Cependant, la pénétrance incompléete et les mutations de novo

peuvent fausser cet argument. (26)

Cliniqguement, les patients présentent majoritairement une perte de sensibilité
distale, notamment a la douleur et a la chaleur, avec des ulcérations pouvant conduire
jusgqu’a I'amputation. (26,57) (Figure 10) Cela peut s"accompagner de troubles moteurs,
et d’atrophie musculaire. Ce sont principalement les membres inférieurs qui sont atteints.
Les troubles de la sudation sont les anomalies majoritaires du systéme autonome. ||
n’existe pas de différence phénotypique entre HSAN1A et HSAN1C, le mécanisme

physiopathologique restant le méme que le variant concerne SPTLCI ou SPTLC2. (65)

Figure 10 : Ulcérations distales et amputations retrouvées chez des patients HSAN1 (69,118)

L’étude de la conduction nerveuse, qu’elle soit sensitive ou motrice, peut étre un
argument supplémentaire. (25,26) HSAN1 se traduit par une neuropathie axonale
longueur dépendante et rétrograde. Les neurones sensitifs sont les plus touchés, les

motoneurones étant moins sensibles a I'accumulation de dSL. (25)

C’est I'analyse moléculaire, avec l'identification de variants pathogénes de SPTLC1
ou SPTLC2 qui va permettre de poser le diagnostic de la maladie. Ces variants sont
recherchés au sein de panels de génes pour séquencage NGS (Next Generation
Sequencing) majoritairement. En France, peu de centres hospitaliers proposent des
panels incluant les genes SPTLC1 et SPTLC2. (Figure 11) Ces panels peuvent également
avoir différentes orientations diagnostiques, et étre plus ou moins ciblés: CMT et

neuropathies, troubles du métabolisme, anomalies du métabolisme lipidique...
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Figure 11 : Laboratoires référencés réalisant la recherche des variants de SPTLCI et SPTLC2
par biologie moléculaire en France

La neuropathie HSAN1 a la particularité d’étre traitable de maniére efficace. En
effet, une supplémentation orale en L-sérine a des concentrations suffisantes permet de
rétablir la synthése canonique des SL. L'efficacité de cet apport exogene, a la fois sur
I"amélioration clinique de la neuropathie, et sur la diminution de taux de dSL, est validée
sur des modeles cellulaires, (95) murins et humains. (84,119,120) Une étude récente
démontre une efficacité du traitement validée par une amélioration significative du
Charcot-Marie-Tooth Neuropathy Score (CMTNS). Ce dernier tient compte des
symptdémes du patient, ainsi que des données d’électrophysiologie. (119) Le traitement
par supplémentation en L-sérine a également I'avantage de ne présenter pas ou peu

d’effets indésirables.

La L-sérine va agir par compétition vis-a-vis de la L-alanine, et réduire ainsi la
synthése et donc I'accumulation de dSL. Le constat de I'efficacité thérapeutique de la
supplémentation par L-sérine est un argument supplémentaire en faveur du diagnostic

de HSAN1.
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Sil’analyse génétique permet théoriquement de poser le diagnostic de HSAN1, dans
les faits ce n’est pas aussi simple. Grace aux données de génomique, de nouveaux variants
sont mis en évidence, sans que leur caractére délétere soit clairement établi in silico. En
effet, il est difficile de modéliser dans les bases de données un gain de fonction modifiant
le site actif d’une enzyme. Il reste néanmoins nécessaire de caractériser ces variants pour
distinguer les polymorphismes bénins des variants de classe 4 et 5. Un test fonctionnel,
basé sur un dosage biochimique, serait parfaitement complémentaire de I'analyse
moléculaire. Les dSL sont le biomarqueur indiqué pour les neuropathies HSAN1. (110) lls
sont significativement élevés dans le plasma des patients atteints, et du fait de leur
neurotoxicité, semblent étre directement responsables de la physiopathologie de la

maladie.

La neuropathie HSAN1 est donc associée a une modification au niveau de la
premiere étape de la synthése de novo des SL. D’autres pathologies sont également
associées a des variants géniques touchant I'enzyme SPT et modifiant ainsi sa fonction.
De la méme maniere, si les dSL ont tout d’abord été étudiés comme biomarqueurs
caractéristiques de HSAN1, une pathologie monogénique autosomique dominante, des
accumulations de ces métabolites sont retrouvées dans des contextes de pathologies

acquises ou multifactorielles.

2.6 Autres pathologies liées au métabolisme de SPT
2.6.1 Anomalies génétiques

La télangiectasie maculaire de type Il est une pathologie rétinienne bilatérale,
caractérisée par une perte progressive de la vision centrale, par dégénérescence des
cellules gliales et des photorécepteurs. Le terme de télangiectasie vient de la dilatation
des capillaires maculaires retrouvée dans cette pathologie. L'importance des facteurs
environnementaux, ainsi que I'hétérogénéité génétique et la pénétrance incompléte
compliquent l'identification des génes responsables de la pathologie. Des analyses
d’exome ont mis en évidence |'existence de variants des genes SPTLC1 et SPTLC2 chez
certains patients atteints de télangiectasie maculaire de type Il. De plus, les premieres

études ont démontré l'existence d’une trés forte association entre HSAN1 et cette
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maladie : sur onze patients HSAN1, neuf présentaient également une atteinte rétinienne
caractéristique. (76,106) Plus récemment, |I'étude d’une cohorte de seize patients HSAN1
n’en a retrouvé aucun présentant une télangiectasie maculaire de type 2 associée. (121)
Le lien entre ces deux pathologies ne peut donc pas étre expliqué par I'unique existence
de variants génétiques, d’autres mécanismes de régulation doivent étre impliqués. Les
concentrations plasmatiques de dSL sont retrouvées élevées chez les patients atteints de
télangiectasie maculaire de type Il, que les variants des sous-unités de la SPT soient
retrouvés ou non. En I'absence de variants, cette accumulation est liée a une diminution
de la biodisponibilité de la sérine, et donc un déséquilibre du ratio sérine/alanine en
faveur de la synthése des dSL. (122,123) Cela relie bien la télangiectasie maculaire de type
Il a un déséquilibre impliquant la voie métabolique de la sérine — glycine et la voie de
synthése de novo des SL. Si le role causal des dSL a été établi, la physiopathologie de cette

maladie multifactorielle n’est pas encore totalement élucidée.

En 2021, la découverte de nouveaux variants dominants de SPTLCI, en lien avec une
autre pathologie, a de nouveau attiré I'attention sur le role de la SPT et de cette premiére
étape de synthese de novo de SL. (124-126) Des variants de novo ont en effet été
identifiés chez des patients présentant une forme juvénile de SLA, caractérisée par une
atteinte progressive des motoneurones, débutant dans I'enfance par une atteinte des
membres inférieurs, évoluant jusqu’a la perte de mobilité et une éventuelle atteinte des
muscles respiratoires. Ces nouveaux variants de SPTLCI sont associés a une élévation
significative de la synthése des SL. Cette derniére serait due a une perte du rétrocontrole
exercé par les sous-unités ORMDL sur I'enzyme SPT et ainsi sur la synthese des SL. (51)
Les variants identifiés perturberaient donc I'interaction de la sous-unité SPTLC1 avec ces
sous-unités régulatrices. Dans cette forme de SLA, associée a des variants de SPTLCI, il
n’existe pas d’exces de synthése de dSL. La localisation et la nature des variants touchant
les sous-unités protéiques de la SPT peuvent donc entrainer différentes conséquences

phénotypiques, et étre associées a des pathologies différentes.

Ces découvertes récentes soulignent encore le lien étroit entre le métabolisme des
SL et le fonctionnement neuronal et la physiopathologie de certaines neuropathies. Le

développement de nouveaux dosages pour caractériser au mieux ce métabolisme
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pourrait ouvrir des portes quant a la compréhension et aux perspectives thérapeutiques

pour ces pathologies.

2.6.2 Pathologies acquises

Les dSL ont récemment été identifiés comme facteur prédictif significatif
indépendant pour le diabéte de type 2 et le syndrome métabolique. (127,128) En effet,
un taux basal significativement élevé des dSL est retrouvé chez des patients développant
un diabéte de type 2, avant méme |'apparition de la maladie. (127) Il existe une forte
corrélation positive entre les dSL et les triglycérides, le glucose, I’'hémoglobine glyquée,
I'insuline et le degré d’insulinorésistance. (128,129). Les dSL ont été dosés pour la
premiere fois chez des patients diabétiques du fait de la proximité clinique existant entre
HSAN1 et la neuropathie diabétique : une perte de sensibilité distale se compliquant
d’ulceres chroniques et pouvant aller jusqu’a I'amputation. (130) Les dSL sont retrouvés
significativement augmentés chez les patients présentant un syndrome métabolique ou
un diabéte de type Il. lls compromettent a la fois la structure et la fonctionnalité des
cellules B des ilots de Langherans, et leur cytotoxicité est potentialisée par une glycémie
élevée. (97) Ces métabolites pourraient donc permettre d’expliquer une partie de la
physiopathologie du diabéete et de ses complications. Cependant, les raisons d’une
élévation des dSL chez ces patients ne sont pas encore totalement élucidées : les patients
ne présentent pas de variant des génes SPTLC1 et SPTLC2 comme on peut les retrouver
dans HSAN1 ou la télangiectasie maculaire de type Il. L'accumulation des dSL serait donc
directement liée a un déséquilibre métabolique, la voie de synthése des SL étant un
carrefour métabolique entre les lipides, les glucides et les acides aminés. (129) Une
diminution du ratio sérine/alanine est notamment retrouvée chez les patients
diabétiques de type Il, en faveur de la production de dSL. (129,130) La neuropathie
diabétique étant cliniquement améliorée par la diminution du taux de dSL plasmatique,
la supplémentation en L-sérine est une option thérapeutique intéressante pour le

traitement de cette complication du diabéete de type 2. (87,131)

L’hépatopathie dysmétabolique, ou Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) et sa
forme agressive la stéatose hépatique non alcoolique, ou Non Alcoholic SteatoHepatitis

(NASH), sont corrélés a I'obésité, au diabete de type 2 et au syndrome métabolique. Une
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approche lipidomique a été utilisée lors d’'une étude pour identifier les biomarqueurs
caractéristiques des différents stades de NAFLD, jusqu’a la NASH et la fibrose. (132) Les
concentrations plasmatiques de déoxycéramides sont retrouvées élevées, de nouveau en
lien avec un déficit en sérine. Cependant, le taux de dSL ne permet pas de différencier les
différents stades histologiques de la NAFLD. (132,133) Ces composés seraient donc
associés au processus de stéatogénése initiale, mais pas a la progression de la maladie ni

au développement de la fibrose.

2.7 Spectrométrie de masse en tandem

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est une méthode d’analyse a la fois
gualitative et quantitative. Elle permet d’étudier la composition de mélanges complexes
en isolant les molécules qui les composent, identifiées grace a leur rapport masse/charge

(m/z).

Echantillon :’ E Q Q Q o :’g
g
L N L G
souree Analyseur Détecteur
d'ionisation

Figure 12 : Principe d’un spectromeétre de masse en tandem, d’aprés Cheillan (134)

L’appareil est composé de trois éléments principaux montés en série : une source
d’ionisation, un analyseur et un détecteur. (Figure 12) La source d’ionisation, de type
électro spray dans notre cas, permet d’ioniser les molécules du liquide a étudier qui
traverse un capillaire, en appliquant une tension électrique élevée. A la sortie du
capillaire, le solvant sera évaporé et les ions formés passent en phase gazeuse. La
structure chimique des substances d’intérét, et en particulier leur aptitude a perdre ou
gagner un proton, permet de définir le mode d’ionisation : une ionisation en mode positif
forme un ion [M+H]+, et une ionisation en mode négatif un ion [M-H]-. Si I'analyseur d’un
spectromeétre de masse est classiquement composé d’un unique quadripdle, celui d’un
spectrometre de masse en tandem est composé d’une succession de trois quadripdles.

Dans ce cas-la, le premier quadripole (Q1 = filtre de masse) sert a isoler I'ion parent de la
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molécule d’intérét, a partir du mélange complexe. Le deuxieme quadripéle (Q2 = cellule
de collision) permet de fragmenter cet ion parent grace a un gaz de collision. Les ions
fragments résultant de cette étape, aussi appelés ions fils, sont sélectionnés par le
troisieme quadripole (Q3 = filtre de masse). Le signal électrique émis par I'analyseur est
ensuite converti par un systeme informatique en spectres de masse directement
exploitable par 'utilisateur sur un logiciel. Chaque molécule est ainsi caractérisée par une

ou plusieurs transitions (couples ion parent/ion produit).

Les techniques de MS/MS permettent de mesurer avec une grande sensibilité et
spécificité des molécules dans des mélanges complexes. Il existe plusieurs modes
d’utilisation des molécules d’intérét : balayage des ions parents, balayage des ions fils,
balayage des pertes neutres et mode Multi Reaction Monitoring (MRM). Le mode MRM
est la méthode la plus adaptée a I’étude de molécules isolées. |l présente un paramétrage
de sélection des ions au niveau des quadripdles Q1 et Q3. Ainsi ne sont étudiés que les
ions présentant exactement le bon couple ion parent/ion fils. Grace a ce mode, de

nombreuses molécules peuvent étre quantifiées simultanément.

L'utilisation d’un standard interne (SI) homologue de la molécule a doser permet
d’une part de contrdéler la qualité des étapes d’extraction et de préparation d’échantillon,
et d’autre part de s’affranchir d’éventuelles interférences analytiques. En effet, le Sl est
ajouté en premier aux échantillons, et va donc subir toutes les étapes d’extraction et de
préparation, ainsi que le phénomene d’ionisation en MS/MS, dans les mémes proportions
qgue I'analyte a doser. Le Sl doit avoir une masse légerement différente de la molécule
d’intérét, et peut donc étre soit cette molécule d’intérét marquée par un isotope stable

(deutérium, 13C), soit une molécule structurellement proche et non physiologique.

La MS/MS permet une quantification sensible et spécifique de composés présents
dans des fluides complexes. Une étape préalable d’HPLC permet d’ajouter un parametre
discriminant pour différencier d’éventuels composés isomasses. Cette technique permet
de séparer les composés de I’échantillon en fonction de leur affinité relative pour la phase
mobile et pour la phase stationnaire. La séparation est principalement basée sur le

caractére hydrophile ou non des composés d’intérét.
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Ce travail de these est donc centré sur la mise en place du dosage de dSA totale
plasmatique par LC-MS/MS dans [|'Unité Médicale Pathologies métaboliques,
érythrocytaires et dépistage périnatal du Service de Biochimie et Biologie Moléculaire des
HCL. La mise en place de ce test fonctionnel pour caractériser de nouveaux variants de

SPTLC1 et SPTLC2 répond a la demande de plusieurs cliniciens auprés du service.

3 Matériels et méthodes[RI1]

3.1 Echantillons biologiques

Douze plasmas de patients avec une suspicion de HSAN1 nous ont été envoyés par
différents services spécialisés dans les pathologies neuromusculaires. lls nous ont été
adressés pour caractérisation fonctionnelle, en complément de leur analyse moléculaire.
Pour chacun des patients a été envoyé a son clinicien un formulaire standardisé pour

uniformiser les données cliniques récoltées. (Annexe 1)

Les plasmas de cinquante patients pour lesquels une recherche de sphingolipidose
a été prescrite et réalisée aux HCL ont été utilisés comme plasmas contrdles pour établir
les valeurs normales de dSA totale plasmatique. Ces patients présentaient des résultats
des dosages de lysosphingolipides normaux, excluant ainsi les maladies de surcharge
lysosomales. Un pool de plasmas normaux de ces mémes patients (pool témoin), ou ce
pool surchargé avec un standard de dSA (pool positif), sont aliquotés et servent de
contréle de qualité interne maison et d’échantillons pour la mise en place de la méthode.
Les plasmas de patients sont conservés a -80°C, et les pools de plasma et contréles de

qualité a -20°C.
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3.2 Bases sphingoides étudiées

La base sphingoide dosée dans ce travail est la dSA totale. La dSA étant un
intermédiaire métabolique dans la voie de synthese des dSL, elle n’est présente qu’en tres
faible quantité a I'état libre. La dSA totale correspond donc a la somme de la dSA libre et

de la dSA issue de I’hydrolyse acide des déoxy-dihydrocéramides. (Figure 13)

Déoxy-dihydrocéramide

Hydrolyse
! | acide par HCI

1-déoxysphinganine
H OH

/\/\/\/\/\/\/\/4{ Acide gras de longueur de
chaine carbonée variable

H,N H

Figure 13 : Hydrolyse acide des déoxy-dihydrocéramides

On dispose d’un étalon de dSA, commercialisé par Avanti polar lipids, Inc©, et de
D3-déoxysphinganine (D3-dSA), un Sl deutéré, commercialisé par la méme entreprise.

(Figure 14)

H OH

cD 1
D3-dSA /\/\/\/M 3 , b3 _1 ]
déoxysphinganine

HN H
H, OH

dSA /\/\/\/\/\/\/\/4( 1-déoxysphinganine

HoN H

Figure 14 : Bases sphingoides étudiées
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3.3 Réactifs utilisés

Les solutions de standard de dSA et de SI deutéré de D3-dSA sont préparées dans
du méthanol et conservées a -20°C. Les autres réactifs utilisés sont conservés a
température ambiante et préparés en amont : méthanol, ammoniaque 2N, chloroforme,

eau alcaline, Méthanol — HCI, KOH 5M, Méthanol — KOH 0.125M.

3.4 Spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

L’appareil utilisé est I’API 4500 Q-Trap (AbSciex©). La détection des molécules
d’intérét est faite en mode MRM, avec des transitions spécifiques. L'intégration des
résultats et la quantification des pics sont ensuite réalisées sur le logiciel ANALYST version
1.6.2. La quantification de chaque analyte est réalisée a partir du rapport des surfaces des

pics Analyte/Sl.

3.5 Chromatographie liquide (LC)

Une étape préalable d’HPLC est nécessaire avant I'analyse des échantillons par
MS/MS. Cette séparation est réalisée sur une colonne de silice C8 (Uptisphére,
Interchim©), équipée d’une pré-colonne, sur un appareil d’'HPLC (Shimadzu®©). Deux
phases mobiles sont utilisées pour réaliser le gradient d’élution : de I'eau additionnée
d’acide formique 0,2% (phase A) et de I'acétonitrile (ACN) additionné d’acide formique

0,2% (phase B).

3.6 Préparation des échantillons

Une étape d’extraction lipidique, suivie d’'une hydrolyse acide puis basique est
nécessaire avant analyse des échantillons sur les appareils. (Annexe 2) Elles se font apres
sonication des prélevements, trois fois 10 secondes pour un volume maximal de 1,5 mL.
Les techniques mises en place se basent sur les protocoles utilisés par Penno et al. et
Mwinyi et al. (25,127) Brievement, 100 pL d’échantillon (plasma ou contréle) et 100 uL
d’ammoniaque sont ajoutés a 500 L de solution de SI, pour étre agités une heure a 37°C.
Apres ajout de 500 pL de chloroforme et 200 uL d’eau alcaline, I’échantillon est centrifugé
a vitesse maximale pour isoler la phase chloroformique du surnageant et de l'interphase

protéique. Cette phase chloroformique est ensuite lavée a trois reprises par 1mL d’eau
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alcaline, puis séchée sous azote. Le culot est repris dans 200 pL de solution de méthanol-
HCI, pour une incubation d’une nuit a 65°C. Suite a cette hydrolyse acide, I’échantillon est
neutralisé par du KOH. L’hydrolyse basique est réalisée par ajout, dans cet ordre, de 500
pL d’une solution de Methanol-KOH et Chloroforme, 500 pL de chloroforme, 500 uL d’eau
alcaline et 100 pL d’ammoniaque. Aprés centrifugation et récupération de la phase
inférieur chloroformique, cette derniere est lavée deux fois dans 1 mL d’eau alcaline et
séchée sous azote. Pour étre passés en LC-MS/MS, les culots sont repris dans 500 pL de

méthanol.

3.7 Mise en place de la méthode

Les étapes de validation de la méthode, d’établissement des valeurs normales et
d’études des plasmas de patients sont précédées d’'une importante phase d’optimisation
de la méthode, tant de I'étape d’extraction et de préparation des échantillons que du

paramétrage des appareils de LC-MS/MS.

3.8 Validation technique

La validation de méthode a été réalisée selon les recommandations du Comité
Francais d’Accréditation (COFRAC), dans le document SH GTA 04. (135) Pour la mise en
place de ce dosage ont été évalués la répétabilité, la fidélité intermédiaire et la
contamination inter-échantillons. Les limites de quantification et de linéarité haute ont
également été déterminées. La quantification est réalisée grace a une gamme externe
composée de sept points de concentrations connue en standard, également extraite en

paralléle de chaque série.

3.9 Analyse statistique

Une analyse statistique des résultats des patients contréles a été réalisée sur le

logiciel GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software ©).
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4 Résultats

4.1 Mise en place de la méthode
4.1.1 Chromatographie liguide (LC)

Apres une phase stable a 37,5% d’ACN, les composés sont élués a 60% d’ACN. Une
étape de rincage de la colonne a 75% d’ACN est réalisée, avant rééquilibration a 37,5%.
(Annexe 2) La dSA, comme son S| deutéré, ont un temps de rétention de 5,7 minutes

environ.

Dans les données de bibliographie sur les dosages de dSL, c’est classiquement une
colonne C18 qui est utilisée pour I'étape de LC. Les paramétrages de cette étape sont
adaptés a partir de ceux utilisés pour le dosage des lysysphingolipides. Or aux HCL, les
dosages de lysosphingolipides sont réalisés sur colonne de silice C8. Un échantillon du
pool témoin et un échantillon de pool positif, extraits et hydrolysés, ont donc été passés
sur chacune de ces deux colonnes pour identifier I'impact de la composition de la phase
stationnaire sur les temps de rétention et la quantification. (Tableau 5) Le temps de
rétention des analytes est légerement différent, mais n’a pas d’impact sur le rendu des
résultats, et il n’existe pas de différence de quantification. Il est donc possible de réaliser

I’étape de chromatographie liquide sur colonne C8.

Tableau 5 : Impact de la composition de la colonne de chromatographie liquide sur
le temps de rétention et la quantification de dSA totale

Composition phase stationnaire

colonne
C18 Cc8
D3-dSA _Temps de 4,06 5,7
rétention (min)
_Temps de 4,06 5,7
rétention (min)
dSA totale ) Pool témoin 96,6 94,4
Concentration
(nM) "
Pool positif 614 584
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4.1.2 Spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

L'optimisation des parametres de masse a été réalisée par infusion directe de
chaque molécule, a une concentration d’environ 50 uM. Pour le standard de dSA comme
pour le Sl deutéré, les transitions caractéristiques de I'ion parent et de I'ion fils ont été
déterminées en mode positif et en mode négatif. Pour la dSA et la D3-dSA, le mode
d’ionisation en électro spray et en mode positif est le plus adapté. Les parametres
électriques ont été optimisés pour chaque transition : Declustering Potentiel (DP),

Collision Energy (CE). La transition la plus sensible et la plus spécifique a été sélectionnée

pour chaque molécule. (Tableau 6)

B XICof +VRVI(14 pairs): 286.200/268.200 Da ID: m18:0 spha from Sarmple 17 (M92) of 2022-07-08-DeaxySL-JR repasse patients wiff (Turbo Spra.. Mex. 3965 ps|
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Figure 15 : Profil de la dSA totale plasmatique d’un patient contrdle et de son Sl en LC-MS/MS

Les paramétrages de I'HPLC et du spectrométre de masse en tandem permettent
d’obtenir des profils de spectrométrie avec une bonne séparation du composé d’intérét.
(Figure 15) Le profil de spectrométrie de masse de la dSA met en évidence le pic de dSA,
mais également un composé isomasse et présentant les mémes transitions : la C17-
sphingosine. C'est un sphingolipide atypique mais néanmoins physiologique, et donc
présent dans des concentrations bien plus importante que la dSA. La C17-sphingosine

présente un rapport m/z identique a la dSA mais un comportement différent en LC. La
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dSA, plus hydrophobe du fait de la perte du groupement hydroxyle, est retenue plus
longtemps. Le Sl deutéré va avoir le méme comportement en LC que la molécule d’intérét,
et donc le méme temps de rétention, mais est identifiable en MS/MS grace a sa masse

différente.

Tableau 6 : Transitions retenues pour le dosage des bases déoxysphingoides étudiées,
mode d’ionisation sélectionné et temps de rétention chromatographiques

PM (g/mol)  Mode Transition DP(V) CE (eV) RT (min)

dSA 285,508 [ESI+]  286.2/268.2 100 18 5,7

D3-dSA 288,527 [ESI+]  289.2/271.2 100 18 5,7

PM : Poids Moléculaire, [ESI+] : Positive ElectroSpray lonisation, DP : Declustering Potential, CE :
Collision Energy, RT : temps de rétention

4.1.3 Préparation des échantillons

Le protocole d’extraction et d’hydrolyse acide puis basique a été élaboré apres
revue de la bibliographie, et est basé sur les méthodes de dosage employées par Penno
et al. et Mwinyi et al. (25,127) La mise en place de la méthode au laboratoire a nécessité
I'optimisation de différents parametres de ce protocole : la nécessité de I'étape de
sonication, et I'impact de la réalisation et de la durée de I'hydrolyse acide sur la

guantification de dSA totale.

Deux échantillons du pool témoin ont été extraits en parallele, un seul d’entre eux
ayant subi une étape préalable de sonication. Aprés analyse des deux échantillons,
I'importance de cette étape est clairement visible : la sonication permet d’obtenir un taux
de dSA totale plasmatique presque deux fois supérieur, et ainsi d’augmenter la sensibilité

analytique de la technique.

Pour évaluer I'impact de I'étape de I’hydrolyse acide sur le résultat de I'analyse,
deux échantillons du pool témoin ont été extraits. L'un d’entre eux a subi le protocole de
double hydrolyse, alors que le second n’a subi que I’hydrolyse alcaline apres reprise du
culot obtenu post extraction dans 200 pL de méthanol. Tout comme la sonication, I'étape
d’hydrolyse acide est indispensable et améliore grandement la sensibilité analytique,

puisqu’il y a un ratio de plus de 20 entre la quantité mesurée avec et sans cette étape.
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(Tableau 7) Cependant, la durée de cette étape a partir d’'un certain temps, ne semble
plus avoir d’effet déterminant. On a comparé |'effet de cette durée d’hydrolyse acide sur
deux échantillons du pool de plasmas normaux : un plasma est resté 11h au four a 65°C,
et 'autre 16h. Il n’existe pas de différence de taux de dSA totale dosée dans ces deux

échantillons.

Tableau 7 : Impact de la sonication et de I'hydrolyse acide sur la quantification de dSA totale plasmatique

Sonication Hydrolyse acide
L .. Pool témoin Pool témoin Pool témoin  Pool témoin
Pool témoin  Pool témoin
non soniqué soniqué sans hydrolyse avec hydrolyse hydrolyse hydrolyse
q q acide acide acide 11h acide 16h
dSA (nM) 34,9 62,5 4,7 75,3 112 116

4.2 Validation de méthode
4.2.1 Gamme externe

Pour rendre des résultats quantitatifs et s’affranchir des variations inter-
extractions, il a été nécessaire de mettre en place une gamme externe. Elle a été réalisée
par dilutions successives de standard de dSA en concentration connue dans du méthanol.
Cette gamme externe est composée de sept points, et couvre la majorité du domaine de
linéarité de la méthode de dosage, de 1 nM a 1000 nM. A chaque nouvelle extraction est

extraite en parallele une gamme externe.

4.2.2 Controles internes de qualité et fidélité intermédiaire

Pour évaluer la fidélité intermédiaire et servir de contréle interne de qualité, le pool
témoin et le pool positif sont utilisés, reflétant respectivement les taux plasmatiques
physiologiques et pathologiques de dSA totale. Un échantillon de chaque niveau est
extrait et analysé en paralléle de chaque extraction. Les données de fidélité intermédiaire,
bien qu’obtenues a partir d’effectifs réduits (n=8), sont satisfaisantes car inférieures a

20%. (Tableau 8)
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4.2.3 Répétabilité

e

La répétabilité a été évaluée sur deux niveaux : un niveau bas, soit le pool témoin,
avec un taux de dSA totale physiologique, et un niveau haut, correspondant au pool
positif, chargé en dSA pour obtenir un taux proche des valeurs pathologiques retrouvées
chez les patients HSAN1. Pour chaque niveau, la répétabilité a été évaluée sur dix

extractions successives, et un coefficient de variation (CV) inférieur a 5% est retrouvé.

Tableau 8 : Validation de la méthode : résultats de I'étude de la contamination inter-échantillon, domaine
de mesure, répétabilité (variabilité intra série) et fidélité intermédiaire (variabilité inter séries)

Répétabilité Fidélité intermédiaire
n=10 n=8
L _ Pool témoin .
Pool témoin Pool positif Pool positif
CV (%) 4,5 3,4 16,2 14,0
Moyenne dSA 87,1 580,4 92,7 566,4

totale (nM)

. Contamination inter-
Domaine de mesure

échantillons
Limite de linéarité Pool
LoQ (nM) haute (nM) témoin / positif
1 2000 <0,01%

4.2.4 Contamination inter-échantillons

L’évaluation de la contamination inter-échantillons a été réalisée d’aprés les
recommandations du SH GTA 04, en utilisant le pool de plasmas normaux et le pool de
plasma chargé en dSA comme niveaux bas et haut. Elle a été évaluée sur cing cycles

successifs comme étant inférieure a 0.01%. (Tableau 8)
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4.2.5 Limite de détection, de quantification et de linéarité

La limite de quantification (LoQ) correspond a la plus petite valeur mesurée
exprimée en concentration, rendue avec un niveau de confiance acceptable, soit la plus
petite dilution pour laquelle le CV de répétabilité est inférieur a 10% pour 5 mesures. Pour

notre méthode de dosage, la LoQ est de 0.5 x 103 nM. (Figure 16)

40-
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Figure 16 : Courbe d’Horwitz pour la détermination graphique de la limite de quantification

La limite de linéarité haute correspond au dernier point avant le point d’inflexion
de la courbe de gamme, avec un biais de moins de 10% par rapport a la valeur attendue.

(Figure 17)
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Figure 17 : Détermination graphique de la limite haute de linéarité
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4.3 Valeurs normales

Pour établir les valeurs normales de dSA totale plasmatiques, cinquante patients
adultes ont été sélectionnés parmi les patients ayant eu des résultats normaux de
recherche de sphingolipidose entre mai 2021 et janvier 2022. Ces patients sont répartis
également entre les hommes et les femmes, et de manieére relativement homogéne entre

les différentes catégories d’age. (Figure 18)

71-80
61-70
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Figure 18 : Répartition des patients contréles par sexe et par catégorie d'age

Le taux de dSA totale plasmatique a été dosé chez chacun de ces patients. (Figure
19) Les valeurs normales ont été établies en suivant les recommandations du COFRAC
(135) :
- sur un nombre significatif de valeurs (n=50)
- a partir de patients a priori exempts de pathologie
- en écartant les valeurs aberrantes
- en écartant toutes les valeurs >m + 2set<m —2s

recalcul de la moyenne et de |'écart-type une fois ces valeurs écartées

Les valeurs de référence sont données par l'intervalle [m — 2s ; m + 2s].
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Figure 19 : Concentration de dSA totale plasmatique en fonction de I’age chez les patients contrdles

Pour I'établissement des valeurs normales de dSA totale plasmatique, une valeur
aberrante est écartée. L'intervalle de valeurs normales est recalculé comme étant
[14.4 nM ; 164.2 nM]. A I'heure actuelle seule I'élévation des dSL étant identifiée et
associée a une pathologie, on considérera que pour le dosage plasmatique de dSA totale
par LC-MS/MS, les valeurs normales sont inférieures a 165 nM, avec une moyenne de

90nM. (Tableau 9)
Tableau 9 : Valeurs normales établies de dSA totale plasmatique

Concentration en dSA totale plasmatique (nM)

moyenne 89,3
écart type 37,4
m + 2s 164,2
m - 2s 14,4

Seuil pathologique établi : < 165 nM

Le test de Shapiro-Wilk montre une absence de répartition normale des valeurs de
dSA totale obtenues (p =0.0088), qui se retrouve sur I’histogramme des valeurs de dSA

totale dans la population contrdole. (Figure 20) Cette absence de normalité peut étre
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expliquée par I'existence d’une corrélation significative entre I’age des sujets et leur taux
physiologique de dSA totale. En effet, un test de corrélation non paramétrique de
Spearman montre que le taux de dSA totale augmente significativement avec I'age
(p=0,0057). Il n’existe cependant pas d’'impact significatif du sexe sur les valeurs normales

plasmatique de dSA totale (test non paramétrique de Student, p = 0.8167). (Figure 21)
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Figure 20 : Histogramme de fréquence des concentrations plasmatiques de dSA totale chez les patients
controles et comparaison a une répartition gaussienne
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Figure 21 : Répartition des concentrations en dSA totale en fonction du sexe chez les patients controles
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4.4 Patients avec suspicion de HSAN1
4.4.1 Renseignements cliniques

Les renseignements cliniques ont été principalement récoltés aupres du Centre de
Référence des Maladies Neuromusculaires et de la Sclérose Latérale Amyotrophique a
Marseille : aupres des neurologues des patients et généticiens responsables de leur prise
en charge. (Tableau 10) Les patients présentent bien les signes cliniques caractéristiques
de HSAN1: perte de sensibilité distale a la douleur et a la température, touchant
majoritairement les membres inférieurs. Les atteintes motrices sont beaucoup plus
fréquentes que les troubles autonomes, et les maux perforants plantaires sont les
complications le plus fréquemment rapportées. La biopsie nerveuse est rarement
réalisée, et quand elle I'est, elle retrouve bien l'atteinte axonale caractéristique de la

pathologie.
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Tableau 10 : Principales caractéristiques cliniques des patients avec suspicion de HSAN1

Atteinte neurologique

Démographie | Analyse moléculaire Autre Autres Traitement par L-sérine
membre A Troubles sensitifs Troubles moteurs .
Patient Be atteintes
dela | d'apparition Perte de Biopsie ) P
Age | Sexe Géne Variant famille MS | MI sensibilité unleurs Paresthésies | MS | Ml Atte'hte Atrophie nerveuse Mise en Ame.llc.)ratlon
i lancinantes motrice | musculaire place clinique
distale :
Maux
1 20 | F | sprict | c.992¢sT / congénital X douleur X X / perforants,
reflux gastro-
cesophagien
2 65 M SPTLC1 | c.998A>G
| M
3 42 | F | spTict |c1015GsA|  / 10 x | x | douleu X X / aux
température perforants
4 54 | F | sPTLCI | c451C>T | non / X | x douleur, X X X X Atteinte
température axonale
5 71 | M | SPTLCI |c.1429G>A| non 67 x | douleur, X /
température
6 63 F SPTLC1 c.10G>A
7 53 | F | SPTLCI | c71A>G | mere / X douleur, X X X X Atteinte
température axonale
3 74 | M | spTic2 | c547¢>T | non / X douleur, X X / oui
température
Diminution
Sre+ douleur Maux douleurs +
9 47 M SPTLC2 | c.1304G>T P N 12 X X . X X X X X / perforants, amélioration
frére température A —
ulcérations sensibilité au
tact sur MlI
oui,
Sre+ douleur sans Amélioration
10 43 M | spric2 | c1304G5T | PO 16 X L X X X / protocole tact et
frére température "
motricité Ml
douleur, Maux Diminution
11 76 M SPTLC2 | c.1304G>T fils 20 X X , ] X X X X X / perforants douleurs
temperature plantaires neuropathiques
12 63 F SPTLC2 | c.1660G>A / / X X /
MI : Membres inférieurs, MS : Membres supérieurs
67

ROCHAT

(CC BY-NC-ND 2.0)




4.4.2 Génétique moléculaire

Une caractérisation fonctionnelle par dosage de dSL a été demandée chez les douze
patients, principalement a la suite de l'identification d’un variant non caractérisé de
SPTLC1 ou SPTLC2, dans un contexte clinique compatible avec HSAN1. Sept de ces patients
présentent un variant de SPTLC1, les cing autres un variant de SPTLC2. (Tableau 11) Deux
des variants identifiés sont déja décrits : SPTLC1 p.S331F (58,114) et SPTLC2 p.R183W.
(117) lls sont donc déja classés comme « probablement pathogenes ». Les autres variants

ne sont a ce jour pas décrits dans la littérature.

4.4.3 Dosage de la dSA totale plasmatique

Le dosage de dSA totale plasmatique représente un test in vitro démontrant le
caractere pathogéne ou non des différents variants non décrits et caractérisés. Cela
permet donc d’ajouter un argument pour la classification des variants selon les
recommandations de 'ACMG, permettant dans la majorité des cas de discriminer les
variants catégorisés comme VUS. Un taux pathogéne de dSA totale correspond au critere
PS3, soit « preuve solide de pathogénicité », alors qu’un taux comparable a ceux de la
population contrdle est un critére BS3, de « preuve solide d’impact bénin » du variant.
(98) Le Tableau 11 présente la classification ACMG établie par ALAMUT™, ainsi que les
modifications de classifications obtenues en ajouté les données de test fonctionnel. La
conclusion clinico-biologique tient compte de ce score et conclue sur la pathogénicité de

chacun des nouveaux variants.

Les résultats de dosage de dSA totale chez les patients avec suspicion de HSAN1
les séparent en deux grandes catégories: les patients avec un taux de dSA totale
plasmatique comparable aux patients contrdles, et les patients avec un taux élevé de dSA
totale, équivalent a environ sept fois les valeurs normales. (Figure 22 , Tableau 11) Ce test
fonctionnel permet donc de discriminer les patients avec un variant de SPTLC1 ou SPTLC2
non pathogene, et donc sans impact sur le taux de dSL, de ceux entrainant une élévation
importante des dSL, et donc étant pathogenes. Le patient porteur du variant SPTLC2

p.R183W, connu comme probablement pathogéne, est supplémenté par L-sérine, ce qui
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Tableau 11: Variants identifiés chez les douze patients avec suspicion de HSAN1 et apport des résultats du test fonctionnel dans leur classification

. . Classification selon les dSA Classification avec Conclusion clinico-
Patient Age Sexe Geéne \,Iaf'?nt Var!?nt recommandations de totale résultat du test biologique
genetique proteique I’ACMG (98) (nM) fonctionnel
1 20 F €.992C>T p.S331F Probablement pathogéne 717 Pathogene Pathogene
2 65 M c.998A>G p.GIn333R VUS 682 Probablement pathogéne Probablement pathogéne
3 42 F c.1015G>A p.A339T VUS 1310 Probablement pathogene Probablement pathogene
4 54 F SPTLC1I  c.A51C>T p.R151C VUS 87,3 VUS Probablement bénin
5 71 M c.1429G>A p.A477T VUS 110 Probablement bénin Probablement bénin
6 62 F c.10G>A p.A4T VUS 71,5 Probablement bénin Probablement bénin
7 53 F c.71A>G p.H24R VUS 100 Probablement bénin Probablement bénin
8 74 M c.547C>T p.R183W Probablement pathogéne 704 Pathogéne Pathogéne
9 47 M c.1304G>T p.G435V VUS 245 / Probablement pathogéne
10 43 M SpTLC2? C1304G>T p.G435V VUS 151 / Probablement pathogene
11 76 M c.1304G>T p.G435V VUS 219 / Probablement pathogene
12 63 F ¢.1660G>A p.E554K VUS 71,3 Probablement bénin Probablement bénin
Valeurs normales de dSA totale plasmatique (nM) <165

Variants déja décrits dans la littérature
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pourrait fausser le dosage de dSA totale pour un diagnostic. Cependant le plasma a été

prélevé avant la mise en place du traitement.
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suspicion HSAN1

Figure 22 : Répartition de la concentration en dSA totale plasmatique chez les
patients contréles et avec suspicion de HSAN1

Trois patients d’'une méme famille, porteurs du méme variant SPTLC2 p.G435V,
présentent des résultats modérément élevés de dSA totale, proches des valeurs
normales. Ce sont des patients ayant mis en place une supplémentation par L-sérine, sans
suivre de recommandations de protocole ou de posologie. Ces résultats sont donc
potentiellement faussés par un traitement thérapeutique. lls ne peuvent ainsi pas servir
de preuve formelle par test fonctionnel, et permettre d’avancer un argument
supplémentaire pour la classification des variants selon les recommandations de '’ACMG.
(98) Cependant devant le résultat modérément élevé, malgré la prise de L-sérine, il s’agit
probablement de variants entrainant un changement du substrat préférentiel de la SPT.

La conclusion clinico-biologique est donc en faveur d’un variant pathogene.
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5 Discussion

Les dSL sont des composés pouvant servir de biomarqueurs pour caractériser les
variants des génes SPTLC1 et SPTLC2. La mise en place du dosage et de la quantification
de la dSA totale sont développés dans ce travail pour étudier la pertinence de ce test

fonctionnel dans un contexte de diagnostic de HSAN1.

L’analyse par LC-MS/MS en mode MRM a permis d’analyser de maniére spécifique
la dSA totale, caractérisée par ses transitions. La quantification est rendue possible par
I’élaboration d’une gamme externe a partir de dilutions d’'un standard de dSA en
concentration connue. Le profil chromatographique montre une excellente séparation de

la dSA totale.

La validation de méthode, réalisée selon le SH GTA 04, donne des résultats
satisfaisants. Le domaine de mesure présente une linéarité haute et une limite de
guantification adaptées aux valeurs attendues, qui permettent d’analyser des
concentrations physiologiques et pathologiques de dSA totale sans dilution. La
contamination inter échantillons est inférieure a 1% grace a un ringage automatique de
I"aiguille d’injection avant et aprés aspiration de I’échantillon. Les données de répétabilité
sont acceptables pour une technique d’extraction manuelle, les CV étant inférieurs a 5%
tant pour le pool témoin que pour le pool positif. Les effectifs de la fidélité intermédiaire
sont trop faibles (n = 8), et méritent d’étre complétés, cependant il semble exister un biais
inter-séries de l'ordre de 15% pouvant étre expliqué notamment par les tres faibles

guantités dosées (nM).

L’étude de cinquante patients contréles a permis d’établir un seuil « pathologique »
de la concentration plasmatique de dSA totale. Ce taux est comparable a des patients
contréles dans les études précédentes. (25) Il existe cependant un léger biais de sélection
de ces patients, qui s’ils sont considérés comme « sains » au vu des résultats de dosages
de lysosphingolipides réalisés, ont néanmoins un contexte clinique ou familial ayant
conduit a ces analyses. Il faudrait intégrer et étudier des patients de la population
générale pour établir des valeurs normales et un réel seuil pathologique. De plus, il s’agit

d’un seuil établi arbitrairement, selon des méthodes non adaptées au contexte : nouveau
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dosage sans méthode de référence, technique d’extraction manuelle, petit panel de
plasmas de patients contréles... La méthode des multiples de la médiane peut également
étre envisagée, mais rend des résultats similaires a celle utilisant I’écart-type. Dans tous
les cas, il convient de ne pas étre trop restrictif dans le rendu des résultats, et de tenir
compte du contexte clinico-biologiques, notamment des renseignements cliniques et des
données de biologie moléculaire. Il existe forcément une « zone grise » dans laquelle les

résultats du test fonctionnel isolés ne permettent pas de trancher sur le diagnostic.

Le travail de mise en place de la méthode a mis en évidence I'intérét des étapes de
sonication et d’hydrolyse acide dans I'optimisation de la technique. La sonication, par
application d’une onde ultrasonore de fréquence supérieure a 20kHz, permet de
désorganiser les membranes biologiques et donc de récupérer les éléments qui les
composent. Or les SL de maniére générale, et les dSL par extension, sont des composés
essentiels des membranes cellulaires, et sont retrouvés dans les lipoprotéines, bien plus
qgue sous forme libre. La sonication de I’échantillon plasmatique permet donc de
récupérer les dSL présents dans les lipoprotéines, et ainsi d’augmenter fortement la

sensibilité analytique.

Travailler dans du méthanol permet de rompre les éventuelles liaisons protéiques,
et de précipiter les protéines plasmatiques pour s’en débarrasser. L’étape d’hydrolyse
alcaline permet quant a elle de s’affranchir des triglycérides et autres lipides complexes.

On travaille donc sur un échantillon ou I'impact de la matrice est quasi nul.

L’hydrolyse acide va rompre la liaison amide entre la base sphingoide et I'acide gras.
Cette étape permet de s’affranchir des variations liées a la longueur de cette chaine
d’acide gras, et d’'augmenter la sensibilité analytique de la méthode en ne dosant pas de
nombreux composés en trés petites quantités mais uniqguement leur base sphingoide
commune. Dans le cas de la dSA, on dosera a la fois la dSA sous forme libre, mais
également la base déoxysphingoide issue de [I'hydrolyse acide des
déoxy-dihydrocéramides : c’est ce que I'on appelle la dSA totale. Les tests de I'impact de
I’étape d’hydrolyse acide sur la quantification finale ont démontré que cette étape
permettait une forte élévation de la concentration finale de dSA dosée. Cela rejoint les

résultats d’études précédentes, qui démontrent que la neurotoxicité des dSL n’est pas
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due aux bases déoxysphingoides que sont la dSA et la dSO, mais majoritairement a leurs
dérivés N-acylés, respectivement les déoxy-dihydrocéramides et les déoxycéramides

(89,97,106,136).

Historiguement, deux bases déoxysphingoides peuvent étre dosées : la dSA et la
dSO. La dSA totale dosée correspond donc a la dSA sous forme libre, mais également a la
base déoxysphingoide issue de I’hydrolyse acide des déoxy-dihydrocéramides. La dSO
totale correspond a la somme de la forme libre et de la base déoxysphingoide résultant
de I'hydrolyse acide des déoxycéramides. Dans ce travail, seul le dosage de dSA a été mis
en place. Le dosage de dSO n’a pas pu étre développé de maniere suffisamment
satisfaisante : le pic était inconstant sur le profil de spectrométrie de masse. Les
paramétrages de LC-MS/MS et I'utilisation de transitions définies permettent d’identifier
et de quantifier la dSA totale spécifiquement. Cependant, le protocole d’extraction
lipidique suivi d’une double hydrolyse permet en théorie d’étudier la totalité des bases
sphingoides et déoxysphingoides issues du plasma initial. Issus de la condensation d’un
acide aminé avec le palmitoyl-CoA, on retrouve la dSA, la dSO, et les bases sphingoides
canoniques, la sphinganine et la sphingosine. Ces dernieres sont présentes de maniere
physiologique en trés grande quantité. Si le ratio dSA totale/sphinganine totale permet
d’isoler et de quantifier le pic de dSA par LC-MS/MS, il n’en est pas de méme pour la dSO.
En effet, il est difficile de séparer la dSO de la sphingosine, compte tenu du ratio tres
important entre les taux plasmatiques de ces deux composés. Le paramétrage actuel de
la LC-MS/MS ne permet donc actuellement pas un dosage satisfaisant de la dSO.
Cependant, les résultats de ce travail ont démontré que le dosage de la dSA totale était
suffisant pour conclure sur le caractére pathologique ou non des variants étudiés. Le
dosage de dSA totale est donc un test fonctionnel en lui-méme, et n’a pas besoin d’étre

complété par le dosage de dSO pour le diagnostic de HSAN1.

L’objectif initial de ce travail était de développer un test fonctionnel pour
caractériser de nouveaux variants de SPTLC1 et SPTLC2 dans un contexte de suspicion de
HSAN1, en développant un dosage de dSA totale plasmatique. Les deux patients
présentant un variant de SPTLC1 ou SPTLC2 connu et caractérisé comme probablement

pathogéne (patient 1 : SPTLC1 p.S331F, patient 8 : SPTLC2 p.R183W) présentent bien une
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concentration significativement élevée de dSA totale plasmatique, ce qui est concordant
avec les résultats d’études précédentes. (103,117) Cela permet de valider la pertinence
du test fonctionnel mis en place. Les résultats de dSA totale plasmatique obtenus chez les
patients avec suspicion de HSAN1 permettent de caractériser de maniére satisfaisante les
variants identifiés de SPTLC1 et SPTLC2: certains patients présentent un taux
parfaitement comparable a ceux observés chez la cohorte de patients controles, et les
autres ont un taux significativement plus élevé, entre huit et quinze fois supérieur. Pour
les patients 9, 10 et 11, porteurs d’un variant SPTLC2 p.G435Va, le taux de dSA totale n’est
retrouvé que faiblement augmenté du fait de I'interférence par la supplémentation en L-
sérine. En dehors de ce cas particulier, le résultat de dosage de dSA totale est donc un

argument solide pour la classification des variants selon I’ACMG.

Si le test fonctionnel est concordant avec les études précédentes et permet de
discriminer de maniere tout a fait satisfaisante les nouveaux variants des sous-unités de
la SPT, il est intéressant de mettre en relation ces résultats de biochimie avec ceux
obtenus par biologie moléculaire. En effet, I'’étude des domaines fonctionnels des sous-
unités SPTLC1 et SPTLC2, ainsi que la modélisation en trois dimensions de ces protéines
et de leurs interactions peuvent étoffer les arguments quant a la pathogénicité d’un
variant. Des études ont déja été menées sur la relation structure — fonction au sein de
SPT, en analysant les variants précédemment identifiés. (102,105) Ces études structurales
nécessitent une analyse approfondie, avec étude des domaines fonctionnels, des
contraintes physico-chimiques, des encombrements stériques.. Des scores de
contraintes, de conservation et des outils de modélisation intégrant de nombreuses
données existent déja pour permettre ce travail. Cependant, les outils de modélisation in
silico ne sont pas encore trés performants quand il s’agit de gain ou modification de
fonction d’'une enzyme comme c’est le cas ici, particulierement quand il s’agit d’un

complexe protéique.

Néanmoins, pour certains des variants des patients étudiés, étudier leur localisation
au sein du complexe protéique peut rapidement exclure leur pathogénicité, ou a l'inverse,
en faire un sérieux candidat potentiellement pathogéne. Par exemple, les variants SPTLC1
c.10G>A et SPTLC1 c.71A>G sont situés proches de I'extrémité 5’ du géne SPTLC1. L’étude

des domaines fonctionnels de la sous-unité protéique codée montre bien que ces deux
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variants vont affecter des acides aminés respectivement au niveau des domaines intra-
luminal et transmembranaire. Le variant SPTLC1 ¢.10G>A est situé dans la lumiere du
réticulum endoplasmique. Or, la premiere étape de condensation d’un acide aminé et
d’un acyl coA par la SPT se déroule au niveau de la membrane cytosolique de cette
organelle. De la méme fagon, le variant SPTLC1 c.71A>G se situe au niveau du domaine
transmembranaire de I'enzyme, et n’aura donc a priori pas d’'impact sur le choix de
substrat préférentiel. Cette hypothése a été validée pour les deux variants, pour lesquels

on retrouve une concentration de dSA totale plasmatique dans les valeurs normales.

A l'inverse, les variants SPTLC1 c.992C>T et SPTLC2 c.547C>T, déja décrits dans la
littérature (103,117), se situent au niveau de I'interface entre SPTLC1 et SPTLC2. Si on sait
que seules les sous-unités SPTLC2 ou SPTLC3 sont responsables de I'activité enzymatique
car porteuses du domaine de liaison au PLP, le domaine catalytique est formé de
I’association de SPTLC1 et une de ces deux autres sous-unités. Un variant au niveau de
I'interface entre les deux sous-unités SPTLC1 et SPTLC2 peut donc avoir un impact sur
I'activité de I'enzyme, qu’il concerne SPTLC1 et SPTLC2. Pour les deux variants déja
décrits, ils sont déja associés a un taux élevé de dSL. Les variants SPTLCI c.998A>G et
SPTLC1 c.1015G>A sont trés proches du variant SPTLC1 ¢.992C>T. On peut donc supposer
gu’ils auront également un impact sur le substrat préférentiel de la SPT, hypothese

validée par le taux élevé de dSA totale plasmatique retrouvé chez les patients concernés.

L’étude approfondie de la localisation des autres variants, grace a de la modélisation
et des outils de score, pourrait donc permettre de préjuger sur la pathogénicité de
nouveaux variants identifiés. La réalisation d’un test fonctionnel, quand il est possible,

reste un argument décisif sur la classification des variants.

Pour un variant cependant, SPTLC1 c.451C>T, le test fonctionnel n’a pas permis de
modifier la classification du variant. En effet, en I'absence du dosage de la dSA totale
plasmatique, ce variant est un VUS, avec des arguments plutdt en faveur d’une éventuelle
pathogénicité, sans qu’ils soient assez forts pour trancher : localisation au niveau d’un
domaine fonctionnel de I'’enzyme, absence dans la population normale, nucléotide
fortement conservé, importante distance physico-chimique entre les deux acides aminés,

score de prédiction en faveur d’'une pathogénicité... C'est un variant de novo, ce qui n’aide
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pas pour la classification. Cependant le dosage de dSA totale plasmatique ressort dans les
valeurs normales, apportant un argument en faveur d’un variant bénin. Le variant reste
donc théoriquement classifié en tant que VUS, mais les données clinico-biologiques
étoffées par les résultats du test fonctionnel font conclure en faveur d’un variant
probablement bénin. Dans ce cas précis, une étude plus approfondie avec modélisation
des interactions de [l'acide aminé en question peut fournir des arguments

complémentaires.

La supplémentation par L-sérine est le traitement de choix pour les patients HSAN1 :
cet acide aminé agit par compétition de vis-a-vis de la L-alanine et favorise la synthése de
SL physiologiques, au détriment des dSL. Une diminution significative des dSL
plasmatiques est donc observée parallelement a I'amélioration des signes cliniques, et
peut servir pour ]Ie suivi thérapeutique des patients. (84,119) Il n’est pas possible de faire
ce constat chez les patients étudiés puisque pour aucun d’entre eux nous n’avons eu
d’informations sur un protocole de supplémentation par L-sérine, ni des prélévements
plasmatiques réguliers pour le suivi de I'efficacité thérapeutique. \[cnz]Pour les patients
ayant mis en place un auto-traitement, il n’est également pas possible de conclure a une

efficacité formelle de la supplémentation, malgré I’amélioration clinique rapportée.

En plus de I'intérét pour le suivi du traitement, une étude a également mis en
évidence une corrélation entre le taux plasmatique de dSL et |la sévérité de la pathologie.
(137) La clinique du patient HSAN1 était évaluée par le score CMTNS. Dans le cas présent,
nous ne disposons pas d’outils d’évaluation objective de la clinique des patients étudiés,
il n"est donc pas possible de vérifier cette hypothese. Il faudrait utiliser des scores

standardisés, et s’assurer de la collecte exhaustive d’informations cliniques.

D’autres développements de dosages de dSL dans le service seraient également
pertinents : celui des déoxycéramides et déoxy-dihydrocéramides. En effet, ces composés
sont majoritairement responsables de la cytotoxicité des dSL. (89,97,106,136) Le travail
sur I'importance de I'étape d’hydrolyse acide a également montré que la grande majorité
de la dSA totale dosée est issue de I’hydrolyse des déoxy-dihydrocéramides. Le dosage de

ces composeés est plus compliqué a développer, car nécessite une tres grande sensibilité
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de la technique. Doser la dSA totale permet de s’affranchir des différentes longueurs de
chaine carbonée des acides gras formant les déoxy-dihydrocéramides, et de ne doser
qgu’un unique composé, somme de tous ces dérivés. Pour développer le dosage des
déoxycéramides et déoxy-dihydrocéramides, outre mettre au point la méthode
d’extraction et déterminer les paramétrages de la MS/MS, I'étape de LC devra étre
suffisamment résolutive pour permettre la séparation de composés dont la chaine
carbonée ne differe que de quelques carbones. La répartition des différentes longueurs
de chaines et ainsi I'utilisation des différents acides gras dans la synthése de ces dSL
pourrait ainsi étre étudiées. Le développement de 'identification et de la quantification
des déoxycéramides et déoxy-dihydrocéramides permettrait ainsi de compléter le panel

d’exploration des dSL, et du métabolisme des SL de maniére plus générale.

Les dSL et les anomalies génétiques de la SPT ont été découverts et tout d’abord
étudiés comme des biomarqueurs caractéristiques de HSAN1, une pathologie
monogénique autosomique dominante. Cependant, cette étape de la synthese des SL est
associée a des anomalies génétiques dans d’autres pathologies que HSAN1, et
I’'accumulation de dSL est retrouvée dans des pathologies acquises et multifactorielles
comme le diabéete de type 2 et le syndrome métabolique. Le développement de nouveaux
dosages comme celui de la dSA totale pour caractériser au mieux le métabolisme de la
SPT pourra permettre d’approfondir les connaissances sur la physiopathologie de ces

maladies, et d’envisager des perspectives thérapeutiques.

L’élévation des dSL dans des déséquilibres métaboliques souligne I'importance de
la biodisponibilité en sérine et en alanine dans la synthese des SL canoniques et des dSL.
Un déficit en sérine, ou plus généralement un déséquilibre du ratio entre les deux acides
aminés, suffisent a promouvoir la synthese des dSL. Or une famille de transporteurs
protéiques, Serinc 1-5, est responsable du transport transmembranaire de la sérine, et
favorise la synthese des lipides dérivés de cet acide aminé : la phosphatidylsérine et des
SL. En plus de permettre I'apport de substrat, ces protéines interagissent directement
avec SPT et favorisent son activité et |'utilisation de la L-sérine. Un défaut de fonction de
Serinc pourrait donc entrainer un déséquilibre du ratio sérine/alanine, et favoriser la

synthése de dSL, notamment dans les pathologies pour lesquelles aucun variant de

77

ROCHAT
(CC BY-NC-ND 2.0)



SPTLC1 ou SPTLC2 n’est retrouvé. (138) Dans HSAN1, certains variants de SPTLCI ou
SPTLC2 pourraient affecter les interactions de SPT avec Serinc, et donc perturber la
synthése des SL. Des travaux sont nécessaires pour étudier ces hypotheses et évaluer

I'implication potentielle de la famille de protéines Serinc dans la synthése des dSL.

Les dSL de maniére globale sont donc des composés impliqués dans de
nombreuses pathologies, et associés a des variants génétiques comme a des déséquilibres
métaboliques. Pour HSAN1, leur dosage peut devenir un véritable outil diagnostic, un test
fonctionnel efficace pour caractériser les nouveaux variants de SPTLC1 et SPTLC2. Cela
pourrait également étre un test performant de suivi de I'efficacité thérapeutique du
traitement par L-sérine. Pour les autres pathologies, I'étude de ces composés est encore
au stade de recherche, et n’a pas encore d’implication médicale et diagnostique ou
pronostique. Le développement du dosage de la dSA totale plasmatique par LC-MS/MS a
donc une utilité directe dans les contextes de HSAN1, mais vient de maniéere plus générale

compléter le panel d’explorations du métabolisme des SL proposé par les HCL.
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) ,. Faculté de Pharmacie de Lyon

CONCLUSIONS GENERALES

These soutenue par Mme Julie Rochat

Les Neuropathies Héréditaires Sensitives et Autonomes de type 1 sont la cause la
plus fréquente de neuropathies sensitives héréditaires de transmission autosomique
dominante. Elles sont caractérisées par une perte de sensibilité au niveau distal,
accompagnée d'éventuels troubles moteurs et autonomes. Ces neuropathies HSANI sont
liges a l'existence de variants des genes codant pour les sous-unités SPTLC1 et SPTLC2 de
la Sérine Palmitoyl Transférase, enzyme qui réalise la premiere étape de la synthése de
novo des sphingolipides. Ces variants entrainent un changement de substrat préférentiel
de I'enzyme, aboutissant a une accumulation de déoxysphingolipides neurotoxiques.

Actuellement, le diagnostic de ces neuropathies passe par la confrontation de la
clinique aux résultats de l'analyse moléculaire, avec identification de variants
hétérozygotes de SPTLC1 et SPTLC2. De nouveaux variants sont mis en évidence, sans que
leur caractere délétere soit clairement établi. Leur caractérisation fonctionnelle devient
donc fondamentale, et ce travail porte donc sur le développement du dosage de la
déoxysphinganine totale plasmatique, comme biomarqueur des Neuropathies
Héréditaires Sensitives et Autonomes de type 1.

Le dosage de la déoxysphinganine totale plasmatique est réalisé par
chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse en tandem, apres
extraction lipidique et double hydrolyse acide puis basique. La méthode de dosage a été
optimisée et ses performances analytiques ont été validées.

Les plasmas de cinquante patients controles et douze patients avec suspicion de
HSANI ont été analysés, et ont permis de valider l'intérét du dosage de fa
déoxysphinganine totale plasmatique pour le diagnostic de la maladie, et la
caractérisation des nouveaux variants. En effet, dans (a majorité des cas, ce test
fonctionnel permet de confirmer ou d'infirmer le caractere délétére de variants
jusqu'alors classés comme variants « de signification indéterminée ».

Le dosage de la déoxysphinganine totale plasmatique pourrait également
permettre le suivi de I'efficacité des traitements de supplémentation par L-sérine qui
permettent de favoriser la voie de synthese canonique des sphingolipides, et ainsi de
limiter I'accumulation des déoxysphingolipides.

Le développement de méthodes d'exploration des déoxysphlngolipides, et en
particulier de la déoxysphinganine totale ouvre des perspectives techniques avec le
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développement du dosage des déoxycéramides, et physiopathologiques car ces espéces
de lipides sont également impliqués dans le syndrome métabolique et le diabete de type
2, ou encore la stéatohépatite non-alcoolique.

Le Président de la thése, Nom : J. Guitton

Signature Guitton

Vu et permis d'imprimer, Lyon, le 29 JUIL 2022
Vu, le Directeur de I'Institut des Sciences Pharmaceutiques et
Biologiques, Faculté de Pharmacie
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Annexe 1 : Formulaire de recueil des données cliniques

GROUPEMENT HOSPITALIER EST
HCL Centre de Biologie et de Pathologie Est
e 59, boulevard Pinel

69677 Bron Cedex - France

ETUDE DEOXYSA
Julie Rochat, interne en biologie médicale : julie.rochat@chu-lyon.fr
Dr David Cheillan : david.cheillan@chu-lyon.fr

Formulaire de recueil des données cliniques de patients suspect de HSAN1

Dans le cadre du travail de thése d’exercice en Pharmacie de Julie Rochat, il a été développé le dosage de la
deoxysphinganine totale par LC-MS/MS. Ce biomarqueur est pertinent dans la caractérisation fonctionnelle des variants
identifiés dans les genes SPTLC1 et SPTLC2 responsables de HSAN1. L'objectif de ce formulaire est de colliger la clinique
des patients suspects ou atteints afin de les décrire de fagon homogéne.

Date de NAiSSANCE i.evveveeeeeeeieeeeeee e SEXE : 0 Homme O Femme
Age d’apparition des symptomes : ........ccccoeeeeeveeerveneenne.
Autre membre de la famille atteint : (1 Oui [ Non

Si oui, lien de parenté : ......ccccoeeeeeivece e

ATTEINTE NEUROLOGIQUE

e Troubles sensitifs : [1 Membres inférieurs ] Membres supérieurs
[J Perte de sensibilité distale : [J aladouleur [ 3 la température

[J Episodes de douleur lancinante
] Paresthésies

e Troubles moteurs : [1 Membres inférieurs [ Membres supérieurs
] Atteinte motrice [J Atrophie musculaire

e Biopsie nerveuse : [] réalisée [ non réalisée

AUTRES ATTEINTES
] Ulceres chroniques [ Amputation [J Ostéomyélite
] Reflux gastro intestinal [] Constipation [] Atteinte oculaire
1 Anhydrose ] Arythmie
LI AULre @ e
TRAITEMENT :

Traitement par sérine ? : [1 Oui [] Non

Si oui, quelle amélioration des SigNes ClINIQUES 2:......iiice ettt sttt er e s e s s e e

DIAGNOSTIC MOLECULAIRE:  Oui [ Non I

Si oui, géne et variant identifié : ... s
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Annexe 2 : Protocole de dosage de la déoxysphinganine

totale plasmatique par LC-MS/MS

Réactifs

e Meéthanol CH30H
e Ammoniaque 2N
o NH40H 30% (16N) 12.5 mL
o Eaudistillée gsp 100 mL
e Chloroforme CHCl3
e Eau alcaline
o 500 mL d’eau distillée
o +1mLd’Ammoniaque
NH40H 30%

Solution de standard interne de D3 — dSA

Méthanol — HCI

o HCI37%:5.04 mL

o Eaudistillée : 5.36 mL

o Meéthanol gqsp 50 mL
KOH 5M

o 28g de KOH en pastilles

o Eaudistillée gsp 100 mL
Méthanol — KOH 0.125M

o 0.7g de KOH en pastilles

o Meéthanol gsp 100 m

Solution primaire : solution méthanolique de D3-dSA a 34.66 UM

Solution secondaire 1/10

Solution de Sl : 10puL de solution secondaire gsp 5mL de méthanol

Protocole
Extraction lipidique
Dans des tubes de 2.5 mL

o 500 pL de solution de SI
o 100 pL de plasma
o 100 pL d’'ammoniaque 2N

Agiter au vortex — 10 secondes par tube

Agitation 1h dans une cuve a 37°C

Ajouter dans chaque tube

o 500 pL de chloroforme
o 200 pL d’eau alcaline

Agiter par retournements 5 min

Centrifugation 15min a 14 000 t/min
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On obtient un tube avec une phase inférieure chloroformique contenant les composés a
doser, une phase supérieure méthanolique, et une interphase protéique.

Dans un Eppendorf de XX mL

o Récupérer la phase inférieure chloroformique
o 1 mLd’eau alcaline

Agiter par retournements 5 min
Centrifugation 15min a 14 000 t/min (vitesse maximale)
Eliminer la phase supérieure aqueuse

Répéter ce cycle de lavage de la phase chloroformique trois fois pour éliminer la phase
protéique.

Sécher la phase chloroformique sous azote, dans des vials en verre de 8mL (20-30 min).

Les culots sont congelables a -20°C.

Hydrolyse acide

Reprendre les culots avec 200uL de méthanol — HCI
Mettre a incuber une nuit (12-15h) a 65°C
Neutraliser avec KOH 5M (= 70uL)

Hydrolyse basique
Préparer extemporanément une solution de méthanol — KOH / chloroforme (4 :1 v/v)
Dans les vials, ajouter dans cet ordre

o 0.5 mL de solution de méthanol — KOH / chloroforme
o 0.5 mL de chloroforme

o 0.5 mLd’eau alcaline

o 0.1 mLd’ammoniaque 2N

Agiter par retournements 5 min
Centrifugation 10min a 4700 t/min (vitesse maximale)
Eliminer la phase supérieure aqueuse

Réaliser deux cycle de lavage de la phase chloroformique par 1mL d’eau alcaline

Sécher la phase chloroformique sous azote, dans des vials en verre de 8mL (20-30 min).

Les culots sont congelables a -20°C.
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Préparation de I’échantillon

Reprendre les culots avec 500uL de méthanol

LC-MS/MS

Chromatographie Liquide Haute Performance - UFLC Shimadzu®©
Colonne

o Uptisphere® C8 ref. UP3C8 — 050/021
O Longueur: 50 mm
o Diamétre interne : 2.1 mm
o Diamétre particules : 3uM

Phases mobiles

o Pompe A : Eau + 0.2% acide formique COOH
o Pompe B : Acétonitrile + 0.2% acide formique COOH

Paramétrages de la chromatographie

Durée : 12.955 min

Température de la colonne : 25°C

Débit : 0.4 mL/min

Volume injecté : 25 plL

Gradient : Gradient Curve

o O O O O

100 | ,
- 0almin:37.5%8B
- 1ad4min:37.5a60%B
- 43a8min:60%B
- 8a8,5min:60a75%B
- 85a9,5min:75% B

| |

a0 -

60 [

a0k

% B

F

- 95310min:75a37.5%B 0 o0 00
- 10a12.995 min:37.5% B Time (min.)

Spectrométrie de masse en tandem — 4500 Qtrap AB Sciex®

o Mode d’acquisition : MRM
o D3-1-dSA:289.5/271.2
o dSA:286.5/268.5

o Source d’ions : Turbo Spray
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L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon et I'Université Claude Bernard Lyon 1 n’entendent
donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les théses ; ces opinions
sont considérées comme propres a leurs auteurs.

L’'ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche de lutte contre le
plagiat. De ce fait, une sensibilisation des étudiants et encadrants des théses a été réalisée avec
notamment l'incitation a 'utilisation d’une méthode de recherche de similitudes.
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ROCHAT Julie
Apport du dosage de la déoxysphinganine totale plasmatique par LC/MS-MS dans le
diagnostic des Neuropathies Héréditaires Sensitives et Autonomes de type 1

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2022, 100 p.

RESUME

Les Neuropathies Héréditaires Sensitives et Autonomes de type 1 (HSAN1) sont la
cause la plus fréquente de neuropathies sensitives héréditaires de transmission
autosomique dominante. Actuellement, le diagnostic de ces pathologies passe par la
confrontation de la clinique aux résultats de I'analyse moléculaire, avec identification de
variants hétérozygotes de SPTLCI1 et SPTLC2. De nouveaux variants sont mis en évidence,
sans que leur caractere délétére soit clairement établi. Leur caractérisation fonctionnelle
devient donc fondamentale, et ce travail porte donc sur le développement du dosage de la
déoxysphinganine totale plasmatique, comme biomarqueur de ces neuropathies.

Le dosage de la déoxysphinganine totale plasmatique est réalisé par
chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse en tandem, apres
extraction lipidique et hydrolyse acide puis alcaline. La méthode de dosage a été optimisée
et ses performances analytiques validées.

L’analyse de douze patients avec suspicion de HSAN1 a permis de valider I'intérét du
dosage de la déoxysphinganine totale plasmatique pour le diagnostic de la maladie, et la
caractérisation des nouveaux variants. C'est donc un excellent test fonctionnel,
complémentaire de I'analyse génomique.
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HSAN1
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