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Résumé

Caractéristiques cliniques et moléculaires d’une cohorte de 13 patients

Algériens atteints de MPS 1

Molecular and clinical characteristics of 13 Algerian MPS I patients

La mucopolysaccharidose de type I (MPS I) est une maladie lysosomale de surcharge liée au déficit
d’une enzyme du métabolisme des glycomanioglycanes (GAG), a-L-Iduronidase (IDUA). C’est une
maladie récessive rare et grave, avec un spectre clinique hétérogéne comportant des atteintes
progressives viscérales et osseuses. Trois formes cliniques ont été décrites. La forme sévere est
caractérisée par un début de signes précoce et un retard intellectuel. Dans les formes atténuées, les
symptomes surviennent plus tardivement et 1’ atteinte neurologique est absente ou modérée.

Nous rapportons pour la premicre fois, une étude descriptive portant sur 13 patients algériens atteints
de MPS 1. Le séquencage du gene IDUA a été réalisé dans le cadre de cette étude. Notre cohorte
comporte majoritairement des patients de phénotype atténué (12/13). Chez ces patients, la dysmorphie
faciale, la valvulopathie, 1’opacité cornéenne et la présence de hernie ombilicale sont quasi
systématiques. Les données biochimiques trouvent chez tous les sujets une excrétion accrue de GAG,
et les profils qualitatifs montrent la présence de bandes de dermatane et héparane sulfate. L’activité
enzymatique IDUA est effondrée chez tous les patients. L’analyse moléculaire a mis en évidence 4
variations pathologiques déja connues, les mutations faux-sens p.P533R (C.1598C>G) et p.E178K
(C.532G>A), et les mutations non-sens p.Y 167X (C.501C>G) et p.Y581X (C.1743C>G). La mutation
p-P533R est prédominante, elle est retrouvée dans 84% des cas. Une meilleure caractérisation des
patients atteints de MPS I contribue a définir I’histoire naturelle de la maladie et a la compréhension

de ses bases physiopathologiques.

Mots clés : MPS, MLS (maladie lysosomale de surcharge), Lysosome, Maladie de Hurler, Syndrome
de Scheie, GAG (glycosaminoglycane), IDUA (iduronidase)
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Introduction

Les maladies métaboliques sont des pathologies héréditaires dues a une altération du métabolisme de
I’un des trois grands types de nutriments : protéines, glucides et lipides. Leur nombre est d’environ
450. Elles sont, cependant, souvent méconnues ; dans certains cas, leur diagnostic et prise en charge
précoce peut modifier le pronostic. L'étape initiale de la démarche diagnostique consiste a rechercher
et/ou a quantifier des métabolites accumulés dans différents fluides physiologiques ou types cellulaires
(urine, plasma, fibroblastes...). Ce dépistage de base est réalis¢é grace a différentes méthodes
physiques et permet, le cas échéant, une orientation diagnostique. La deuxiéme étape consiste a
caractériser la protéine supposée étre déficiente. Enfin, I'é¢tude génétique permet d'identifier l'altération
causale et ainsi de réaliser une étude familiale et de proposer un diagnostic anténatal si nécessaire.
Trois grands cadres clinico-biologiques peuvent étre distingués : 1) Les intoxications, groupe
caractérisé par des symptomes neurologiques, digestifs et/ou psychiatriques. Lorsque ces signes sont
associés a une acidose et/ou cétose biologique, ils évoquent une aminoacidopathie ou acidurie
organique. Ils orientent également vers un déficit du cycle de ’urée en présence d’hyperammoniémie.
2) Les carences ¢énergétiques avec défaillance viscérale sont évocatrices d’une anomalie du
métabolisme des glucides ou des lipides. 3) Une symptomatologie progressive, et nécessitant moins
souvent une prise en charge en urgence, doit orienter vers des troubles du métabolisme des molécules
complexes. Parmi ce dernier groupe, nous nous intéressons dans le cadre de ce travail, aux maladies

lysosomales de surcharge (MLS), et en particulier a la mucopolysaccharidose de type I (MPS I).

Afin de bien comprendre la physiopathologie des MLS, des rappels sur la biogenese et le
fonctionnement du systéme endosome/lysosome seront préalablement abordés. Nous détaillerons
ensuite les différents aspects des MLS, en terme notamment de mécanismes étiologiques et de cascade
physiopathologique. Nous insisterons en particulier sur la démarche du diagnostic biologique. Nous
présenterons par la suite la mucopolysaccharidose de type I (MPS I), comme prototype des MLS.

L’identification des mutations génétiques causales permet d’établir dans certains cas la corrélation
phénotype-génotype. Ces corrélations pourraient permettre de prédire 1’évolution de la maladie, et
d’optimiser ainsi la thérapeutique. L’objectif de ce travail de thése, est de décrire les caractéristiques

cliniques et moléculaires de la MPS I dans une cohorte de 13 patients algériens.
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Chapitre 1 : Etat des connaissances

1. Le lysosome : fonctions et biogenése

Les lysosomes sont des organites intracellulaires, constitués d'une membrane faite d'une simple couche
lipidique, issue du bourgeonnement de la membrane trans-golgienne. Le lysosome est présent dans
toutes les cellules mammiféres a I’exception des globules rouges. 11 est caractérisé par son pH acide, et
sa principale fonction est la dégradation de macromolécules intra ou extracellulaires en monoméres .
Cette action est assurée grace a plus de 50 hydrolases acides (phosphatases, protéases, glycosidases,
lipases, sulfatases, nucléases...) qui catabolisent des substrats de nature différentes, tels que des
protéines, des lipides ou des sucres complexes. Outre ces enzymes, une centaine de protéines
structurales ou de transport ont été identifiées au sein de cette organelle. Elles contribuent a 1’activité
catabolique finale et a d’autres fonctions du lysosome.

La découverte et I’identification morphologique des lysosomes ont été réalisées en 1953, par les
travaux de Christian De Duve®. Cette organelle a été nommé Lysosome par référence a sa richesse en
enzymes hydrolytiques *. D’ailleurs, les lysosomes, étaient initialement considérés comme de simples
entités biochimiques contenant plusieurs enzymes hydrolytiques. En 1966, lors du congrés de Ciba
Fondation en Angleterre. De Duve, a attribué au lysosome deux roles physiologiques : la digestion de
molécules extracellulaires ingérées par endocytose, et la dégradation de molécules endogénes isolées
par autophagie®, processus nouvellement décrit a I’époque. De Duve a placé ainsi le lysosome au
centre de ce qu’il a désigné pour la premiére fois comme le systéme endosome/lysosome (E/L) *. Ce

systéme a été qualifié, plus récemment par Walkley du « Grand lysosome »”.

1.1. Le systéme endosome/lysosome

Le systeme E/L est un réseau vacuolaire, qui relie au sein d’un équilibre fin et dynamique, un
ensemble d’organelles cellulaires, comme les lysosomes ou I’appareil de Golgi °. Les différents

¢léments composant ce systéme, ont été décrits pour la premicre fois dans les travaux de Novikoff en

 Christian de Duve : Médecin et scientifique belge, premier a décrire la structure du lysosome et du peroxysome, il a été
récompensé par le Prix Nobel de Physiologie et de Médecine en 1974, avec Albert Claude et George Palade pour 1’ensemble
de leurs découvertes sur 1’organisation cellulaire

Autophagie : La macroautophagie ou autophagie est une voie majeure du catabolisme lysosomal conservée au cours de
I’évolution des eucaryotes. Sur le plan cellulaire, 1’autophagie peut se résumer en trois étapes : la formation d’une vacuole
initiale (autophagosome) qui séquestre le matériel cytoplasmique, puis la maturation de 1’autophagosome en autolysosome
par fusion avec le lysosome, et enfin, la dégradation du matériel séquestré. L’autophagie est une activité domestique qui
renouvelle et exerce un contrdle de qualité dans le cytoplasme en éliminant les structures endommagées ou veillissantes et les
agrégats protéiques.
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1973 °. Ils comportent essentiellement : I’endosome précoce, situé a proximité de la membrane en
périphérie de la cellule. Il est subdivisé en 2 types : endosome de tri et de recyclage.

L’endosome tardif se trouve principalement au niveau périnucléaire. Il fusionne avec des vésicules
chargées d’enzymes lysosomales en provenance de I’appareil de Golgi pour former des lysosomes.
Cependant, dans la voie endosomale de biogenése des lysosomes, il fusionne directement avec des
lysosomes préexistants. Les endosomes tardifs fusionnent aussi avec d'autres endosomes et le surplus
membranaire qui en résulte est utilisé pour la formation de vésicules intra-endosomales, conduisant
ainsi a des corps multivésiculaires. Le lysosome, est considéré comme le site d’acheminement final
des molécules a dégrader.

Certains auteurs en incluent également « les organelles liées au lysosome » ' ou LRO pour Lysosome-
related Organelle, comme les mélanosomes, les granules Delta plaquettaires ou lytiques. D’autre
auteurs, en additionnent aussi, les vacuoles autophagiques ou les corps résiduels °.

Les différents composants de ce systéme sont présentés dans la Figure 1

Appareil de Golgi
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Figure 1 : Les différents composants du systéme endosome/lysosome

Le systéme endosome/lysosome ou le « grand lysosome » est un réseau vacuolaire, qui relie au sein d’un équilibre fin et
dynamique, un ensemble d’organelles cellulaires, comme les lysosomes ou 1’appareil de Golgi. Les principaux composants de ce
systéme sont : I’endosome précoce, I’endosome tardif et le lysosome.

L’endosome précoce joue un role important dans le tri et le recyclage des molécules incorporées dans la cellule par endocytose ou
phagocytose. L’endosome tardif se trouve principalement au niveau périnucléaire. Au centre de ce systéme, le lysosome est le
compartiment possédant le plus fort potentiel catabolique. Il est considéré comme le site d’acheminement final des molécules a
dégrader.

Les LRO pour « Lysosome-related Organelle » comme les mélanosomes, les granules Delta plaquettaires ou lytiques....,
participent également a la dégradation des molécules. Les corps résiduels sont des vacuoles dans lesquelles persistent des résidus
non digérés. La formation d’autolysosome par fusion des lysosomes avec les vacuoles autophagiques, est une étape importante du
processus autophagique.
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Le lysosome est au centre de ce systéme et posséde le plus fort potentiel catabolique. Son pH acide,
stabilisé par des pompes a proton dépendantes de I’adénosine triphosphate (ATPase), permet la
maturation finale des hydrolases acides. D’ailleurs, la plupart de ces enzymes ont une action optimale
aun pH de 4 a 5, alors que dans le cytoplasme le pH est de 6,5 a 7,0. De méme, la dénaturation et la
dégradation de la plupart des macromolécules acheminées au lysosome, sont favorisées par ce pH
lysosomal *'°. Les LRO, participent et complétent également la fonction catabolique du lysosome .
Toutefois, le lysosome n’est pas seulement un « site final de digestion », il est capable également via
un mécanisme d’exocytose de secréter son contenu aprés fusion avec la membrane cellulaire . 11
exerce aussi d’autres fonctions physiologiques comme le stockage de neuromédiateurs ou d’ions
calcium "% 1l participe également a la réparation de la membrane plasmique et a la régulation de la
mort cellulaire " ',

Jusqu’au début des années 2000, les seules fonctions du systéeme E/L connues, étaient I’acheminement
puis la digestion de molécules. Ces molécules sont d’origine extracellulaire, intégrées dans la cellule
par les processus d’endocytose et phagocytose, ou intracellulaire isolées par autophagie.

Les avancées considérables dans la compréhension de la signalisation cellulaire et une meilleure
connaissance du systeme E/L ont permis ensuite de confirmer I’'importance de ce systéme dans la
sélection, I’adressage et le recyclage de plusieurs composés cellulaires. Nous pouvons citer a titre
d’exemple, le role central de ce systéme dans I’adressage vers la membrane plasmique des peptides du

complexe majeur d’histocompatibilité de type 2 (CMH2) * ou de molécules de cholestérol .

1.2. Les enzymes lysosomales

Les hydrolases lysosomales sont des glycoprotéines synthétisées au niveau du réticulum
endoplasmique (RE) sous forme de précurseurs inactifs: les prohydrolases. La séquence de
signalisation dans la partie N-terminale, va permettre a ces prohydrolases de transloquer vers la
lumiére du RE. Ces précurseurs vont subir des modifications post-traductionnelles, notamment une N-
glycosylation avec la fixation de chaines oligosaccharidiques sur des résidus arginine. Aprés transfert
dans I’appareil de Golgi, la plus part des prohydrolases sont exposées a I’action séquentielle de deux
enzymes : la premicre, une phosphotransférase (1’uridine diphosphate (UDP)-N-acétylglucosamine
(GIeNAc)-1-phosphotransférase), qui va modifier leurs chaines glucidiques, en additionnant un
GlcNAc-phosphate en position 6 d’une ou de plusieurs molécules terminales de mannose. La
deuxieme, une diestérase (GlcNAc-1-phospho-diester B-N-acétylglucosaminidase) va hydrolyser la
liaison GlcNAc-phosphate pour donner naissance a des résidus de mannose-6-phosphate (M6P) en
position terminale '’

Le M6P est considéré comme un «ligand de tri » °, car 1’acquisition du M6P va distinguer, les

glycoprotéines adressées au lysosome (M6P+), de celles destinées a étre secrétées (MOP-).
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En effet, a leur arrivée dans le réseau trans-Golgien, les enzymes ainsi marquées, se lient au domaine
endoluminal d’un récepteur spécifique du M6P (le M6PR, Mannose-6-Phosphate Receptor ), ce qui va
assurer leur conditionnement dans des vésicules de transport destinées a fusionner majoritairement
avec les endosomes tardifs. Une fois dans la lumiere de I’endosome tardif et sous 1’action du pH acide,
le complexe formé du récepteur de M6P et des proenzymes est dissocié. Les zymogenes nouvellement
libérés de leurs récepteurs, vont subir une maturation finale (par protéolyse, déphosphorylation,
modification conformationnelle et agrégation) pour former des enzymes matures et fonctionnelles. Le
MG6PR est majoritairement recyclé et réadressé vers le réseau trans-Golgien, afin de recruter d’autres
enzymes. Il est a noter qu’une faible proportion de ces récepteurs (3 a 10%), est incorporée dans la
membrane plasmique .

Cependant, I’existe d’une ou plusieurs voie(s) d’adressage alternatives et indépendantes du récepteur
de M6P a été suggérée '®. En effet, des travaux sur des tissus de patients atteints de la mucolipidose de
type 11, une maladie lysosomale caractérisée par un défaut d’adressage des enzymes vers le lysosome
due a un déficit en phosphotransférase (I’'UDP-N-acétylglucosamine-phosphotransférase, décrite ci-
dessus comme la premiére enzyme dont [’action est essentielle la formation des résidus M6P) ont
montré que les cellules analysées ne sont pas toutes déficitaires en enzymes lysosomales '*. En effet,
en absence d’un M6PR fonctionnel, les hydrolases acides nouvellement synthétisées peuvent suivre la
voie classique d’exocytose des protéines et aprés leur secrétion une partie va étre endocytée et
acheminée vers le lysosome . Dans ce cas, I’endocytose met en jeu des récepteurs universels, tels que
le récepteur au mannose (MRc) ou des récepteurs « Scavengers». Ces récepteurs sont
préférentiellement exprimés a la membrane des macrophages tissulaires, des cellules dendritiques ou
des cellules endothéliales sinusoidales hépatiques '’

D’autres mécanismes de transport des pro-hydrolases, indépendants du M6PR, sont avancés. La
sortiline (ou le récepteur de la neurotensine de type 3), une glycoprotéine transmembranaire, localisée

. . . For . . r 20,21
au niveau de I’appareil de Golgi, a été par exemple impliquée dans ce processus ~~

. De plus,
Iutilisation de souris «knock-out» pour LIMP2 (Lysosomal Integral Membrane Protein)™, une
protéine de la membrane lysosomale , a montré que LIMP2 est un récepteur sélectif et spécifique de la
B-glucocérébrosidase (I’enzyme lysosomale déficitaire dans la maladie de Gaucher), qui participe au

transfert de cette enzyme vers le lysosome **.

1.3. Les protéines membranaires lysosomales

Outre les hydrolases acides, I’activit¢ du lysosome nécessite une seconde classe de protéines,
fortement N-glycosylées : les « protéines membranaires lysosomales » ou LMPs pour Lysosomal
Membrane Proteins.

Ces protéines ont un role structurale dans la biogénése des lysosomes, ces protéines assurent diverses

fonctions, comme [’acidification du milieu intraluminal, la participation a la fusion membranaire,
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I’import de protéines ou lipides depuis le cytosol et le transport de produits dégradés vers le
cytoplasme ». Elles participent également & la protection de la membrane lysosomale vis-a-vis de
I’action hydrolytique des enzymes lysosomales.

Parmi ces protéines, LAMPI1 et 2 pour Lysosome-Associated Membrane Proteins, et LIMP1 et 2 sont
les plus abondantes (> 50% de I’ensemble des LMPs).

Les LMPs, contrairement a la plus part des hydrolases lysosomales ne comportent pas de résidu M6P.
Par conséquent, les mécanismes de leur acheminement vers le lysosome, qui sont loin d’étre
completement élucidés, sont indépendants du M6PR. Cependant, deés leur synthése, un signal
d’adressage est incorporé au niveau de leur fragment cytosolique, ce qui va permettre I’endocytose
rapide de ces protéines a partir de la membrane cellulaire et leur transfert vers le lysosome '*'" Le
transport des LMPs au lysosome est effectué selon deux voies : une voie dite « directe » et une autre
« indirecte ». Dans la voie directe, les LMPs, synthétisées dans 1’appareil de Golgi, sont transférées
d’abord aux endosomes, pour atteindre ensuite directement les lysosomes sans jamais étre exprimées a
la surface cellulaire. En revanche, dans la voie indirecte, elles sont préalablement transférées a la
membrane cellulaire via le processus général d’exocytose des protéines membranaires, avant d’étre
internalisées par endocytose, puis incorporées aux endosomes précoces, tardifs et enfin aux lysosomes.
Le transfert de la classe des LIMP ou LAMP, les protéines les plus abondantes dans la membrane

. e . . . 23
plasmique, passe majoritairement par la voie directe .

Un résumé de I’ensemble de ces étapes d’acheminement des enzymes et protéines lysosomales est

illustré dans la Figure 2.
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Figure 2: Voies d’acheminement des prohydrolases et LMPs vers les lysosomes.

Des modifications post-traductionnelles au niveau de ’appareil de Gologi, vont permettre de fixer un M6P sur les chaines
oligsaccharidiques de la plupart des proenzymes lysosomales. Ce résidu se lie a un récepteur spécifique (le M6PR (Mannose 6
Phosphate Receptor), I’ensemble M6P et son récepteur sont transportés au sein de vésicules, qui fusionnent avec les endosomes
tardifs. Sous ’action du pH acide, le complexe formé du récepteur de M6P et des proenzymes est dissocié¢. Les zymogenes
nouvellement libérés de leurs récepteurs, vont subir une maturation finale pour former des enzymes matures et fonctionnelles.
Le récepteur est majoritairement recyclé vers le réseau trans-Golgien, afin de recruter d’autres enzymes alors qu’une faible
proportion (3 a 10%) est incorporée dans la membrane plasmique.

Des voies alternatives, indépendantes du récepteur du M6P sont également décrites pour le transport des pro-enzymes. En effet,
les zymogénes sont acheminés vers I’extérieur de la cellule via la voie sécrétoire classique des molécules. Les pro-hydrolases
sont ensuite acheminées vers les lysosomes apres phagocytose et/ou endocytose. Cette derniere met en jeu des récepteurs
universels non spécifiques tels que le récepteur au mannose (MRc) ou des récepteurs « Scavengers ». Elle peut également
mettre a contribution dans le cas de la B-glucocérébrosidase (f GC), des molécules membranaires comme LIMP2.

Le transport des LMPs (lysosomal membrane proteins) tel LIMP2 au lysosome est effectué selon les deux voies « directe » et
« indirecte ». Dans la voie directe, les LMPs, synthétisées dans 1’appareil de Golgi, sont transférées d’abord aux endosomes pour
atteindre ensuite directement les lysosomes sans jamais étre exprimées a la surface cellulaire. En revanche, dans la voie
indirecte, elles sont préalablement transférées a la membrane cellulaire via le processus général d’exocytose des protéines
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2. Les maladies lysosomales de surcharge

La perturbation de D’activité physiologique du lysosome, est a 1’origine de certaines maladies
qualifiées de «pathologie de digestion cellulaire ». Ces affections, sont caractérisées par
I’accumulation délétére au niveau intracellulaire de composés de nature endogene et/ou exogene, non
ou partiellement dégradés. La thésaurismose, désigne la surcharge imputée a I’accumulation de
substances exogenes non résorbables, telles que les molécules d’amiante « asbestose », ou de la silice
«silicose » **.

Ces anomalies fonctionnelles peuvent étre «acquises» ou «induites». En effet, des
dysfonctionnements lysosomaux suite a 1’ingestion de plantes toxiques contenant un alcaloide appelé
swainsonine, puissant inhibiteur des mannosidases lysosomales, ont été observés ». Un tel effet, est
¢galement induit par certains médicaments. La chloroquine, utilisée comme antipaludéen, antiamibien
et dans lupus érythémateux disséminé (LED), a été rapportée d’entrainer une faiblesse musculaire chez
une femme atteinte de LED et traitée pendant 4 ans par ce médicament *°. La biopsie musculaire
exploratrice, a révélé des anomalies lysosomales proches de la lipofuscinose (une maladie
lysosomale). Plus récemment, un cas similaire, est décrit au niveau myocardique, chez un patient traité
dans le cadre d’une polyarthrite rhumatoide, avec ’hydroxychloroquine *.

Toutefois, les troubles les plus fréquents de la fonction lysosomale sont attribués a des causes
héréditaires constitutionnelles. L’ensemble de ces affections héréditaires constitue le groupe des

« maladies lysosomales de surcharge » ou MLS.

2.1. Définition

Les MLS sont un ensemble d’affections génétiques rares, qui regroupe actuellement, plus d’une
cinquantaine de maladies héréditaires du métabolisme. Elles sont dues a la perturbation du catabolisme
des macromolécules au niveau du lysosome ***. L’absence et le défaut de dégradation de ces
substrats, sont a I’origine dans un second temps, d’une surcharge cellulaire progressive en composés
partiellement ou non dégradés. Le mode de transmission des MLS est majoritairement récessif
autosomique, a I’exception des maladies de Fabry, de Hunter et de Danon, pour lesquelles la
transmission est liée a I’X.

Bien qu’individuellement rares (quelques cas a 1/40000), ces pathologies ont une incidence globale
estimée & un cas pour 4000 a 7000 naissances vivantes . Toutefois, ces données épidémiologiques
sont limitées a quelques pays (Gréce, Australie, Portugal, Pays-Bas, République Tchéque) ou
populations particuliéres (Juive d’ Ashkenazi, Finlandaise) *'.

Historiquement, il y a plus d’un siécle, que les MLS ont été isolées comme des entités pathologiques.
En effet, la description clinique de la plupart de ces maladies, remonte  la fin du 19°™ et au début du
20°™ siécle *2. En 1882 a Paris, lors de sa thése de médecine, Gaucher, a été le premier & rapporter un
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cas d’hépatosplénomégalie accompagnée d'une surcharge réticulo-endothéliale. Il a ainsi décrit 1’une
des deux premieres MLS : La maladie de Gaucher. De méme, en 1881, I’ophtalmologue anglais Tay a
décrit pour la premiere fois la tache rouge rétinienne (la macula rouge cerise) caractéristique d’une
autre MLS : la maladie de Tay—Sachs. Le nom de cette maladie, fait également référence au
neurologue américain Sachs, qui a été le premier, en 1887, a préciser les changements cellulaires

observés dans cette maladie *'.

2.2. Mécanismes étio-pathologiques des MLS

1l a fallu attendre les derniéres décennies du 20°™ siécle, aprés notamment la découverte du lysosome,
pour comprendre les premiers mécanismes ¢étio-pathogéniques des MLS. Depuis, six types

d’anomalies biochimiques sont reconnues de pouvoir déclencher une MLS *'7%

1) Le défaut de synthése d’une enzyme lysosomale :

C’est le cas le plus fréquent (environs 75% des MLS), généralement une ou plusieurs
mutations sont a I’origine d’un déficit de 1’activité catalytique d’une hydrolase lysosomale.

2) Le déficit d’une protéine activatrice ou d’un cofacteur d’une enzyme lysosomale :

Nous pouvons citer a titre d’exemple, certaines sphingolipidoses caractérisées par des
mutations dans le géne PSAP (pour prosaposine). Les PSAP sont des précurseurs des
saposines (ou Sap, acronyme de Sphingolipid Activator PrO[S]teINs). Ces protéines facilitent
la digestion des sphingolipides, par notamment [’activation des enzymes lysosomales
intervenant dans le catabolisme de ces molécules, comme par exemple la B-glucocérébrosidase
(I’enzyme déficitaire dans la maladie de Gaucher). Certains cas de maladie de Gaucher sont
d’ailleurs liés a un défaut en Saposine C *°.

3) Le déficit d’une protéine qui stabilise un complexe enzymatique lysosomal :

La galactosialidose est une MLS caractérisée par un déficit combiné en a-D-neuraminidase et
B-galactosidase 1ié a un déficit en « Protectrice Protein Cathepsine A (ou PPCA) ». Cette
serine carboxypeptidase s’associe des sa biosynthése avec les précurseurs de ces enzymes
lysosomales précitées et forme un complexe « proenzymes-cathépsine ». Ces glucosidases
sont ainsi protégées d’une protéolyse rapide au niveau lysosomal.

4) Le défaut de maturation extralysosomale de [’enzyme lysosomale :

11 s’agit essentiellement d’un défaut de modifications post-traductionnelles, par incorporation
des résidus M6P ou de la formylglycine dans la partie C terminale des proenzymes
lysosomales. Ces déficits sont respectivement responsables de la mucolipidose II/III et du
déficit multiple en sulfatase. La premicre pathologie est due a un déficit en phosphatase
nécessaires au processus de fixation de M6P sur les hydrolases. Il en résulte un défaut

d’adressage d’hydrolases vers le lysosome. La seconde, est induite par des mutations dans le
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géne SUMF1 (sulphatase modifying factor-1 gene), qui est a 1’origine d’un déficit
enzymatique en FGE (Ca-formylglycine-generating enzyme); cette enzyme catalyse la
conversion des résidus cystéines situés dans les centres actifs des 12 sulfatases en résidus
formylglycine. Cette transformation est essentielle pour I’activité catalytique des 12 sulfatases
lysosomales.

5) Le déficit d’un transporteur de la membrane lysosomale :

Parmi les protéines membranaires lysosomales, la sialine est un transporteur anionique qui
assure la sortie de ’acide sialique (ou acide N-acétylneuraminique) du lysosome. Le déficit de
ce transporteur est a 1’origine de la maladie de surcharge en acide sialique libre (maladie de
Salla. L’altération de la cystinosine, un autre transporteur membranaire, est responsable de la
surcharge lysosomale en cystine observée dans la cystinose.

6) Le défaut d’une molécule indispensable a la dynamique du systeme E/L

Dans la maladie de Danon, plusieurs mutations sont identifiées dans le gene LAMP2. LAMP2
est une protéine impliquée dans la fusion des lysosomes avec ’autophagosome, de ce fait,
cette pathologie est caractérisée par une accumulation de vacuoles autophagiques dans de
nombreux tissus .

Un déficit en transporteur de cholestérol (NPCI-NPC2) induit une accumulation des
molécules de cholestérol libre dans les endosomes tardifs, ou les lysosomes *’. D’autres
anomalies de la fusion ou du trafic des vésicules du systeme E/L sont décrites dans les

syndromes de Griscelli, Chediak-Higashi ou de Hermansky-Pudlak.”

2.3. Cascade physiopathologique

En dépit de la nature différente des substrats accumulés et des anomalies biochimiques impliquées
dans chaque maladie, les MLS présentent une certaine analogie dans leur cascade physiopathologique.
L’altération de plusieurs voies de signalisation cellulaire a ainsi été décrite. Les symptomes cliniques
des MLS sont attribués aux perturbations et a la mort de cellules, possédant un « turn over » ou des
besoins important en molécules concernées par le déficit enzymatique, telles que les cellules
nerveuses, myocardiques ou hépatiques. Plusieurs théories ou mécanismes physiopathologiques sont

avancés pour expliquer la cascade physiopathologique des MLS ** :

1) Théorie cytotoxique : Elle repose sur le concept définissant chaque MLS comme une anomalie

d’une seule enzyme, induisant I’accumulation de son seul substrat, ¢’est-a-dire, la notion de
« monoenzyme-monosubstrat ». La survenue des perturbations cellulaires, est alors attribuée a
I’engorgement de la cellule en substrats, qui va provoquer par un simple effet mécanique,

I”altération de la physiologie puis la mort des cellules.
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Méme si cette hypothése est encore évoquée pour expliquer la physiologie des MLS, de

, . %o 33,39,40
nouveaux mecanismes sont proposes ~ .

2) Altération du processus autophagique :

Le lysosome joue un role important dans la voie de dégradation des éléments intra-
cytoplasmiques qui lui sont acheminés par le processus autophagique. La fusion entre
I’autophagosomme et le lysosome est une étape clé dans cette dégradation. L’accumulation
dans les MLS de vacuoles autophagiques a amené certains auteurs a placer ’altération de
’autophagie, au cceur la cascade physiopathologique des MLS *’. Deux niveaux de
dérégulation du processus autophagique, sont rapportés: sa sur-induction et son blocage partiel
3 Le dysfonctionnement de cette voie de dégradation, provoque I’accumulation de substances
cytotoxiques, ou d’organelles défectueux comme les mitochondries altérées. Ceci peut €tre a
I’origine d’autres effets délétéres secondaires, tels qu’une réponse inflammatoire chronique ou
la production de radicaux libres par des mitochondries défectueuses. Ce nouveau concept
rapproche la physiopathologie des MLS, des maladies beaucoup plus communes, les
pathologies neurodégénératives, comme la maladie d’Alzheimer.

La Figure 3 résume ce modele autophagique.

Surcharge Lysosomale |
3
Sur-induction I Défaut de la fusion autophagosome-lysosome I
d'une autophagie 3
inefficace , Altération de la maturation des autophago-lysosomes |
Surcharge —

\ccurmulation A
i de protéines toxiques de mitoc

Rlis it cepfficarscssscnnnssanasfonnans
| Dommages cellulaires multiples |

-
[-ﬁéponseinﬁammatoire chronique | I | Stress oxydant |

Figure 3: Cascade physiopathologique des MLS proposée par Ballabio >

secondaire

La surcharge primaire induite par les déficits enzymatiques lysosomales pourrait étre responsable de la
diminution des capacités de fusion entre les lysosomes et les autophagosomes. Il en résulterait un blocage
partiel et/ou une sur-induction d’un processus autophagique inefficace. Par conséquent, il y a une
accumulation secondaire de substrats spécifiquement dégradés par ce processus, tels les agrégats protéiques et
les mitochondries défectueuses. Cette surcharge secondaire va promouvoir la mort cellulaire par différentes
mécanismes. Elle contribue notamment a I’entretien d’une réaction inflammatoire chronique, a I’induction
d’un stress oxydant et a plusieurs dommages cellulaires.

30



3)

4)

Processus inflammatoire :

Une réaction inflammatoire chronique, résultante de [’activation inappropriée du systéme
immunitaire en réponse a la surcharge cellulaire est retrouvée dans I’ensemble des MLS, mais
les voies d’activation de ce processus restent a ¢lucider. Dans la maladie de Gaucher de type 1,
la sur-stimulation des macrophages induit ’augmentation de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, de chitinase ou également d’une enzyme, la chitotriosidase, utilisée comme un
. .4 N . . L,y , s .
marqueur diagnostic *. Sur un modele animal, il a ét¢é montré également que I’inflammation

2 La réaction

est directement liée a la survenue des symptomes des gangliosidoses
inflammatoire est un éveénement précoce dans la cascade physiopathologique de nombreuses
MLS, ceci laisse supposer que ['utilisation de stratégies thérapeutiques anti-inflammatoire
pour le traitement de ces affections peut étre indiquée. Dans cette optique, le bénéfice d’anti-
inflammatoire non stéroidien (AINS) a été démontré récemment sur un modele de souris

NPC1 .

Stress oxydatif

L’augmentation de la production des especes réactives de 1’oxygene (ROS) est un événement
commun 2 plusieurs MLS ***. Le stress oxydatif observé va provoquer des effets nocifs, par
I’oxydation des lipides, des protéines ou de ’ADN. Toutefois, il faut considérer ce stress
comme une réponse secondaire de la cellule a d’autres processus pathologiques et non comme

un effet direct de la surcharge en substance non dégradées.

5) Altération de I’homéostasie calcique :

L’altération de I’homéostasie calcique est un événement émergent dans les MLS *. Le niveau
de la dérégulation est néanmoins propre a chacune des maladies. En effet, il a été observé sur
un modele de culture cellulaire de la maladie de Gaucher, une augmentation du relargage
d’ion calcium (Ca®") a partir du réticulum endoplasmique (RE) suite a la sur-activation des
canaux calciques de type RyR (récepteurs de la ryanodine). A I'inverse, la réduction du
stockage du Ca®" dans le RE via la pompe calcique de type SERCA (sarco/endoplasmic
reticulum Ca’*- ATPase) a été trouvée dans la gangliosidose 2 GM2 ou le Nimann-Pick de

type 1 (NPC1).

6) Autres mécanismes physiopathologiques :

D’autre processus peuvent étre cités comme [’altération du métabolisme du fer, le

40,45

développement d’un processus auto-immun, altération du métabolisme des lipides .etc.

Cette liste est loin d’étre exhaustive.
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2.4. Classification des MLS

La classification des MLS, est fondée soit sur la nature du substrat primaire accumulé, ou les
mécanismes étio-pathogéniques responsables de la maladie. La premiére classification, trés usuelle, est
basée sur la nature biochimique de la surcharge. Les pathologies sont respectivement classées en
sphingolipidoses, mucopolysaccharidoses (MPS) et oligosaccharidoses (ou glycoprotéinoses), lorsque
les produits accumulés sont des sphingolipides, des glycosaminogycanes (ou GAG, anciennement
désignés par le terme de mucopolysaccharides) ou des oligosaccharides.

La définition, et la structure de ces substrats sont présentées dans I’ Annexe 1.

Ce type de classification peut étre une source d’ambiguité, car en réalité, les MLS caractérisées par
I’accumulation d’un seul type de substrat sont rares. La seconde classification, est plus récente, elle se
réfere aux anomalies moléculaires causales de chaque maladie, telles les déficits enzymatiques ou les
déficits en protéines membranaires. Cette classification peut étre pratique pour envisager de nouvelles
stratégies thérapeutiques *. Le tableau en Annexe 2, rapporte la premiére classification et précise les

anomalies étio-pathologiques impliquées pour chaque MLS.

2.5. Présentation clinique

Les premiers symptomes des MLS commencent le plus souvent a 1’age pédiatrique. Ils sont
généralement tres variés. Cependant, de nombreux points d’appel dits « signes cardinaux » permettent
d’orienter le clinicien vers ce type de maladie. En effet, le pédiatre peut étre alerté par 1’association et
I’évolution de certains signes comme : la dysmorphie faciale, les atteintes oculaires, 1’organomégalie,
la dysostose multiple, les atteintes articulaires, les valvulopathies, les troubles neurologiques, et le

retard d’acquisition mentale.
La Figure 4 illustre un algorithme d’orientation proposé par certains auteurs pour le diagnostic de

quelques MLS *7. I est basé sur la présence ou non dans le tableau clinique de quatre des signes

cardinaux.
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Organomeégalie + Signes Hématologiques
Absence d’atteinte du SNC

T

g

| Dysmorphie faciale et/ou Dysostose ‘
¥ L2

| Macula rouge cerise ‘ | Macula rouge cerise |
our Now

Galactosialidose, MPS IS Niemann-Pick type B | Maladie Gaucher type 1 |
forme tardive (50%) MPS Il atténue (rare)
MPS VI

Manifestations impliquant le SNC
Présence d’une organomeégalie + signes Hématologiques

4

| Dysmorphie faciale et/ou Dysostose ‘

¥ ]

‘ Macula rouge cerise | ‘ Macula rouge cerise |

¥ ¥ $ $
oul Qul NON

Sialidose sévére infantile (25%) a Mannosidose, Maladie Maladie Gaucher

Sialidose modérée infantile (100%) Fucosidose, Niemann-Pick _ tpe23

Galactosialidose forme précoce(30%) Aspar‘tyllglycosar]mnurle type A (50 %) Nlemann-Plgktype C

Gangliosidose & GM1, forme infantile (50%) Gangliosidose & GM1 et classique
(forme tardive)®

Maladie de surcharge
en acide sialique
Mucolipidose type Il et 1l
MPS IH, ILILVIIL,
Déficit en sulfatase multiple

Figure 4: Approche diagnostique de certaines MLS a présentation pédiatrique. Adapté d’aprés Astarita et al. ¥’

Ce logigramme diagnostic repose sur 1’association de quatre signes cardinaux observées dans les MLS, c’est-a-dire, I’atteinte du SNC,
I’organomégalie, le phénotype d’Hurler (dysostose et/ou dysmorphie faciale) et les manifestations hématologiques (sang périphérique ou
myélogramme). La présence d’une atteinte oculaire de type macula rouge cerise est considérée secondairement. Lorsqu’il est indiqué, le
chiffre entre parenthése témoigne de la variabilité clinique de chaque maladie et indique la fréquence de chaque forme.

a: absence d’organomégalie
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D’autres auteurs préférent réunir les MLS au sein de quatre grands phénotypes cliniques ** :

1) Le phénotype « dysmorphique » : Il est caractérisé¢ par la présence d’une dysmorphie faciale
progressive, d’une dysostoses multiples et/ou de manifestations cutanées, il regroupe les
glycoprotéinoses, les mucopolysaccharidoses, certaines lipidoses (Maladie d’Austin, de Farber,
de Landing, de Niemann-Pick A et de Salla), les maladies de Chediak-Higashi et de Papillon-
Lefevre.

2) Le phénotype « moteur » : Il existe soit une atteinte neuromusculaire comme dans les maladies
de Pompe et Danon ou un tableau neurodégénératif évolutif telle que la maladie de Salla (Ia MPS
IV) et les lipidoses.

3) Le phénotype « comportemental » : Il est marqué par une déficience ou une régression
intellectuelle et des troubles de comportement comme dans les maladies de Sanfilippo,
I’aspartylglucosaminurie et les formes juvéniles des lipidoses.

4) Le phénotype « épileptique » : Une épilepsiec myoclonique est observée dans la plupart des
céroide-lipofuscinoses, les sialidoses, la maladie de Schindler et de Niemann-Pick C. Elle peut

survenir également dans les formes séveres de la maladie de Gaucher de type I11.

Les symptomes observés dans les MLS sont caractérisés par leur nature progressive, permanente, sans
fluctuations ni lien avec les affections intercurrentes ou I’alimentation. Ceci va, ainsi, permettre de
distinguer les MLS des autres maladies métaboliques de type « intoxication» ou « déficit
énergétique ».

I1 est également important d’évoquer le diagnostic d’une MLS dans le cadre d’échecs répétés de
grossesse. En effet, une présentation anténatale sous forme d’anasarque feeto-placentaire est fréquente
pour certaines MLS *'. A titre d’exemple nous pouvons citer la MPS I, VII, IVA, les maladies de
Niemann-Pick A et C, la maladie de Gaucher de type 2 et la gangliosidose a GM1.

Dans ce cadre, il faut penser au prélévement du liquide amniotique (et sa bonne conservation) afin de

réaliser les explorations biologiques nécessaires.

2.6. Diagnostic biologique

La difficulté de diagnostic des MLS provient de leur extréme hétérogénéité, a la fois biochimique, et
moléculaire. Il existe grande variabilité clinique pour un méme déficit enzymatique (ex : MPS I). De
plus, pour un phénotype donné, plusieurs déficits enzymatiques peuvent étre rapportés (ex : MPSIII),
et d’autres voies métaboliques peuvent étre perturbées (mitochondrie, peroxysome) *'. Une démarche
rationnelle est nécessaire pour aboutir au diagnostic d’une MLS, sans multiplier des analyses le plus
souvent tres couteuses. Elle repose sur un examen clinique et para-clinique approfondie, suivi de la

mise a contribution, d’une bonne collaboration entre le clinicien et le biologiste, afin de choisir les
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tests biologiques adéquats. Les renseignements cliniques et para-cliniques sont également

indispensables pour une meilleure expertise biologique du résultat.

A. Diagnostic non biochimique

1) Analyse hématologique

Si le diagnostic des MLS est principalement biochimique, la mise en évidence d’anomalies
morphologies caractéristiques des cellules sanguines ou médullaire, peut permettre un dépistage rapide
et une aide précieuse dans I’orientation diagnostique.

La lecture minutieuse du frottis sanguin ou médullaire d’un patient souffrant d’une MLS peut révéler
de multiples anomalies cytologiques *. Elles peuvent concerner les lymphocytes, les polynucléaires,
les histiocytes ou les plasmocytes.

La Figure 5 répertorie les anomalies les plus fréquentes et les maladies visées. Ces anomalies sont
parfois caractéristiques, comme les plasmocytes de Buhot dans les MPS. Toutefois, la majorité de ces
cellules sont inconstantes, et plus au moins spécifiques, car elles sont également rencontrées dans des

pathologies acquises.

2) Analyse anatomopathologique

L'analyse des tissus pour examiner le matériel de surcharge est un examen qui peut étre intéressant.
Les biopsies des tissus périphériques, en particulier cutanées et conjonctivales, les moins traumatiques,
sont parfois utilisées. L’accés a I’ultrastructure cellulaire par la technique de microscopie électronique,
peut révéler la présence d’une surcharge et une perturbation de la structure cellulaire, ce qui peut
orienter vers une MLS . Ces examens peuvent étre réalisés sur des biopsies notamment cérébrales en

post mortem.
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Figure 5 : Principales anomalies cytologiques rencontrées dans les MLS. adaptée d’aprés Maier-

redelsperger et Fenneteau 9

Hemogramme

- » La plus fréquente mais la moins
- ‘,‘\ spécifique des anomalies ,
. y
’

Lymphocytes avec des vacuoles

Trouvé dans la plus part des MLS.
Gangliosidose a GM1 et GM2
Maladie de Niemann-Pick,

de Gasser
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la coloration
de May-Gr/Jnwald-Giemsa

Lymphocytes intracytoplasmiques, optiquement Fabry, Farber, Wolman.
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variable La plus part des oligosaccaridoses
Mucolipidose type Il et I|
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polynucléaires neutrophiles et
éosinophiles.

Elle traduit la surcharge en
mucopolysaccharides des granulations
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granuleuse
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essentiellement de type VI,

Histiocytes
de
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de couleur violet noira la
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Idem que les lymphocyte de Gasser

MPS
Maladie d'Austin
Gangliosidose a GM1

Histiocytes vacuoles

Cytoplasme rempli de vacuoles
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Niemann-Pick de type A
Mucolipidoses
Oligosaccharidoses.
(mannosidose, maladie Pompe)
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Gaucher.
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retrouvées dans des pathologies
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Plasmocyte
de
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Plasmocyte vacuolé
dont les vacuoles contiennent
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la coloration de May-Granwald-
Giemsa, de forme variée.

Signe une MPS, plus particuliérement
de type Ill (maladie de Sanfilippo).
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B. Diagnostic biochimique

Une stratégie en deux temps est souvent adoptée, avec I’utilisation en premiére intention de tests dits
de « dépistage » ou de « screening ». Ces tests vont permettent d’étudier, en un seul examen, plusieurs
hypothéses diagnostiques, et indiquent I’appartenance du patient a un groupe donné de MLS
(oligosaccharidoses, mucopolysaccharidoses..).

En cas d’un dépistage positif, une confirmation par des examens plus spécifiques, basés sur 1’étude de
I’activité enzymatique et/ou de biologie moléculaire, est réalisée.

1) Tests de dépistage

IIs reposent classiquement sur I’identification et/ou la quantification des oligosaccharides en cas de
suspicion d’une oligosaccharidose, et des GAG en cas de mucopolysaccharidose. Cependant, d’autres
examens de dépistage, plus spécifique de certaines MLS, peuvent étre pratiqués. La concentration de
ces métabolites dans les urines et la facilité relative de leurs recueils font des urines un prélévement de

choix pour ces dépistages

a) Oligosaccharides urinaires.

L’¢étude des oligosaccharides urinaires, est basée uniquement sur 1’analyse qualitative des profils
obtenus par la technique de chromatographie en couche mince high-performance thin-layer
chromatography (HPTLC). Elle permet de reconnaitre le profil caractéristique d’une pathologie
donnée (aspartylglucosaminurie, GM1-gangliosidose, GM2-gangliosidose, sialidose, galactosialidose,
fucosidose, a-mannosidose, etc..). Cette technique est simple, et peu couteuse mais son interprétation

est délicate et les interférences alimentaires et médicamenteuse sont nombreuses.

b) GAG urinaires

L’¢tude des GAG urinaires, comporte une analyse qualitative et une autre quantitative. La
quantification est réalisée par différentes techniques colorimétriques, notamment celle utilisant
I’harmine ou le bleu de diméthylméthyléne (DMB) *'. La technique a 1’harmine permet de quantifier
I’acide hexuronique contenus dans les GAG. Le DMB réagit avec les GAG pour former un complexe

51

GAG-DMB qui absorbe a 535 nm . La technique au DMB, actuellement la plus utilisée °', est

disponible sur automate car elle peut s’affranchir de I’étape de purification >*. Toutefois, ces derniéres

années, de nouvelles méthodes analytiques, de type ELISA ** ou de spectrométrie de masse >’

, ont
été développées pour déterminer, de fagon plus spécifique, la concentration des GAG urinaires ou
sériques. Les résultats de dosage des GAG sont rapportés aux concentrations de la créatinine, et
exprimés en fonction de [’age des patients. Les concentrations sont généralement augmentées dans la
plupart des mucopolysaccharidoses. Cependant, la concentration des GAG diminue avec 1’age chez les

patients atteints de mucopolysaccharidoses et il est donc possible de ne pas faire le diagnostic avec
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cette approche dans ce cas >°°. L’analyse qualitative est effectuée par des techniques d’électrophorése
le plus souvent unidirectionnelle *'. Elle permet de séparer quatre types de GAG : chondroiétine
sulfate, kératane sulfate, dermatane sulfate et héparane sulfate. Dans les situations physiologiques,
seule la chondroiétine sulfate est détectable. Cependant, chez les nouveau-nés une bande d’héparane
sulfate peut étre objectivée '. En fonction des fractions surnuméraires retrouvées en électrophorése,
une orientation diagnostique est proposée. Le Tableau 1 rapporte les molécules accumulées dans

chaque type de mucopolysaccharidoses.

Tableau 1 : Métabolites accumulés dans les MPS. Tableau adapté d’apreés Bekri '

Pathologies Phénotype Biochimique
MPS1/Syndrome de Hurler. syndrome Dermatane sulfate / Héparane sulfate
Syndrome de Scheie
MPS Il / Syndrome de Hunter Dermatane sulfate / Héparane sulfate

MPS Il A / Syndrome de Sanfilippo Héparane sulfate

MPS Il B / Syndrome de Sanfilippo Héparane sulfate

MPS Il C / Syndrome de Sanfilippo Héparane sulfate

MPS Ill D / Syndrome de Sanfilippo Héparane sulfate

MPS IV A / Syndrome de Morquio Kératane sulfate

MPS IV B / Syndrome de Morquio Kératane sulfate / Chondroitine 6-sulfate
MPS VI / Syndrome de Maroteaux-Lamy Dermatane sulfate

MPS VII / Syndrome de Sly Dermatane sulfate / Chondroitine 4,6-sulfates
MPS IX Hyalurane

¢) Tests indirects utilisés dans quelques MLS

II n’est pas possible ici de faire une revue exhaustive de tous les tests indirects proposés, ou utilisés
pour la caractérisation des MLS. Nous citons quelques exemples :

L’analyse des sulfatides dans les urines est pratiquée en cas d’investigation pour une leucodystrophie
métachromatique, et I’augmentation de 1’excrétion urinaire de 1’acide sialique, est recherchée dans la
maladie de surcharge en acide sialique libre (et sa forme modérée : la maladie de Salla). La créatine
kinase (CK) est souvent élevée dans la maladie de Pompe .

D’autres métabolites ou protéines sériques dits « biomarqueurs » peuvent étre utilisés. En effet, la
mesure de [’activité de la chitotriosidase, une enzyme produite en grande quantité par des
macrophages activés par la surcharge cellulaire, est indiquée dans le diagnostic de la maladie de
Gaucher. Cependant, cette activité est aussi augmentée dans d'autres maladies lysosomales mais a des
niveaux beaucoup moins importants que dans la maladie de Gaucher ®. I est a noter que 5% de la

population générale présente une insertion de 24 paires de bases dans les séquences de génes codant
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pour la chitotriosidase. Cette mutation entraine une inactivation de la protéine et rend ce marqueur non

informatif .

d) Tests globaux de dépistages

La stratégie consistant a rechercher un biomarqueur diagnostique commun et spécifique de toutes les
MLS, tel que les LIMP ou les saposines, a échoué. En effet, I’augmentation des concentrations de ces
composés est retrouvée chez de nombreux patients atteints de MLS n’est pas systématique, ce qui rend
cette approche impropre pour le screening de masse. Des travaux de recherche supplémentaires

doivent étre poursuivis pour déterminer un tel marqueur.

2) Tests de confirmation

Une confirmation par la mesure de 1’activité enzymatique et/ou par I’é¢tude moléculaire, est obligatoire

en cas d’un test de dépistage positif.

En effet, elle permet de :

= Préciser la pathologie a I’origine des anomalies retrouvées lors de 1’étude des oligosaccharides
urinaires.

= Valider les anomalies détectées par I’analyse des GAG urinaires, en excluant particuliérement des
résultats faussement positifs. Ce type de résultats est observé dans certaines maladies rénales, la

. . r r . S 7 o 1
polyarthrite rhumatoide, le lupus érythémateux disséminé, ou 1’énurésie nocturne >*°

. 1 peut
¢galement étre induit par ’interférence de substances comme héparine ou I’hémoglobine libre.

= Vérifier sur un prélévement sanguin ou sur biopsie tissulaire, I’anomalie trouvée sur papier buvard
ou au niveau urinaire.

= Poser directement le diagnostic de certaines MLS ou solutionner des cas dits « a probléme ».

a) Analyse de ’activité enzymatique

La mesure de I’activité des enzymes lysosomales est effectuée le plus souvent par des méthodes
fluorimétriques sur des leucocytes, des fibroblastes ou sur d’autres biopsies tissulaires. L’activité
d’une autre enzyme lysosomale est évaluée en parallele pour controler 'intégrité de la cellule et
assurer ainsi la spécificité du résultat obtenu '. Des méthodes de dosage des activités enzymatiques des
hydrolases en multiplex par spectrométrie de masse en tandem ont été¢ récemment décrites. Ces
techniques seront développées dans le paragraphe screening néonatal.

Dans les MLS, ’activité enzymatique concernée est basse voire indétectable. Une corrélation, qui est
loin d’étre prédictive, est parfois rapportée entre le niveau de I’activité résiduelle de I’enzyme et la
sévérité du phénotype ou ’dge de la survenue des symptomes .

L’activité enzymatique in vitro peut €tre abaissée, surtout en cas d’utilisation de sérum ou du plasma,

chez des individus indemnes de MLS. Cette situation est nommée « pseudo-déficit enzymatique ». Ce
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cas de figure n’est pas limité aux enzymes lysosomales et il peut étre a 1’origine d’erreurs
particulierement dramatiques. En effet, des pseudo-déficits ont été décrits pour 9 enzymes
lysosomales : arylsulfatase A, hexosaminidases A et B, galactocérébrosidase, a-galactosidase A, f3-
glucuronidase, a-iduronidase, a-glucosidase et a-fucosidase *"*. Si la plupart d’entre eux sont rares, le
pseudo-déficit en arylsulfatase A, est en revanche tres fréquent dans la population générale avec une
prévalence de 1’ordre de 7 a 22% *. Ce qui peut parfois nécessiter le recours & des techniques de

biologie moléculaire pour poser le diagnostic

b) Etude moléculaire

La recherche de mutations se fait généralement par séquencage de I’ADN génomique (promoteur,
exons, jonctions intro-exon). Certains laboratoires utilisent I’ADN complémentaire comme matrice de
séquengage, cette approche permet d’identifier les mutations faux-sens exoniques, mais cette
technique est peu ou pas praticable en cas de mutation non-sens ou de mutations complexes. Certaines
mutations comme les grandes délétions ou insertions ne sont pas détectables par séquencage, dans ce
cas d’autres techniques doivent étre mise en ccuvre (MLPA : Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification ; QMPSF : Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescence Fragments).

L’impact sur la fonction protéique doit étre documenté pour toute variation nucléotidique identifiée.
Cette démarche permettra de qualifier la mutation comme étant délétére le cas échéant et de définir
ainsi les bases moléculaires de la pathologie chez le patient. La premiére étape consiste a étudier la
fréquence de cette variation dans la population générale, en effet, une variation trouvée fréquemment
est probablement non délétére et peut étre qualifiée de polymorphisme (fréquence dans la population
générale > 1%). La deuxieme étape consiste a étudier ou évaluer, grace a des sites de prédiction,
I’impact sur la fonction protéique. Ces sites sont surtout utilisés pour ’analyse des mutations faux-
sens dont I’interprétation est plus difficile. Les sites les plus communément utilisés sont :

PolyPhen (http.//genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), GVGD (http.://agvgd.iarc.fr)

SIFT (http.//sift.jevi.org) et Mutation Taster (http.//neurocore.charite.de/MutationTaster/index. html).

A T'exception de quelques populations (Finlandaise, Juive d’ashkénazes), la majorité des mutations
retrouvées dans les MLS, sont peu fréquentes, voire de type « privées ». L’existence en plus de
nombreux polymorphismes, a limité l'approche du diagnostic par I'étude de I'ADN (et/ou ARN) ©.
Cependant, La biologie moléculaire constitue un recours indispensable pour le diagnostic des déficits
en activateurs ou en protéines non lysosomales (notamment en cas de clinique trés évocatrice de
sphingolipidoses avec une étude enzymatique normale). De plus, elle est souvent primordiale pour les
¢tudes familiales, le diagnostic post mortem, le diagnostic prénatal (cas particuliers avec problémes de

pseudo-déficit ou déficit en activateur...), et la recherche d’une corrélation génotype-phénotype.
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L’analyse moléculaire peut se révéler fondamentale pour le diagnostic des maladies liées a I’X chez la
femme (maladies de Fabry, Hunter, Danon), en effet, le dosage de I’activité enzymatique des femmes
conductrices n’est pas toujours informatif a cause de I’inactivation aléatoire du chromosome X.

Les essais de corrélation génotype-phénotype sont compliqués par l'extréme hétérogénéité moléculaire
affectant les MLS. De plus, la fréquence élevée d’hétérozygotes composites dans la plupart des MLS
sont une autre source de difficulté.

Néanmoins, [’analyse de corrélation entre le génotype et le phénotype a été rapportée dans plusieurs
MLS et pourrait étre décisive pour choisir ’option thérapeutique appropriée dans certains cas ***’. Des
registres internationaux répertorient les cas des MLS et constituent des outils pour compléter les

¢tudes de corrélation génotype-phénotype.

3) Dépistage néonatal des MLS

La disponibilité récente de traitement spécifique de certaines MLS rend légitime la mise en place d’un
programme de dépistage néonatal de ces pathologies. Les progres techniques spectaculaires réalisés en
spectrométrie de masse permettre d’envisager 1’extension du dépistage néonatal a certaines maladies
métaboliques de type MLS. En effet, le principe de I’analyse repose sur 1’utilisation du sang total du
nouveau-né préleve sur un papier buvard. L’extraction des enzymes lysosomales a partir de sang séché
sur papier buvard est effectuée en présence de leurs substrats synthétiques spécifiques. Puis, ’analyse
des produits issus du catabolisme de ces substrats, est réalisée par spectrométrie de masse (SM). La
SM a été utilisée pour le dépistage de la MPS I . Récemment, un essai direct multiplex a été mis au
point pour le dépistage néonatal de cinqg MLS : les maladies de Krabbe, Pompe, Fabry, Gaucher et
Niemann—Pick A/B *. La faisabilité en pratique clinique d’un screening néonatal a été derniérement
évaluée en Italie .

L’intérét de ces programmes serait de pouvoir modifier complétement I’évolution naturelle de la
maladie, en proposant des interventions, et une prise en charge thérapeutique précoce a des patients
qui sont asymptomatiques ou paucisymptomatiques. D’ailleurs, certaines options thérapeutiques,
comme la transplantation de cellules souches hématopoiétiques dans la MPS I ne sont parfois

bénéfiques que si elles sont pratiquées avant la survenue de Iésions neurologiques irréversibles.
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3. Mucopolysaccharidose de type I

3.1. Définition

Les mucopolysaccharides ou glycosaminoglycanes sont des composants majeurs des matrices
extracellulaires et du tissu conjonctif (os, cartilage milieux de transport de I’ceil, paroi artérielle).

Les mucopolysaccharidoses (MPS) sont des MLS caractérisées par un défaut de dégradation des GAG.
Elles sont attribuées aux déficits enzymatiques affectant les différentes hydrolases, qui interviennent
au niveau de ’une des étapes du catabolisme de ces macromolécules. En effet, 11 types de MPS sont
identifiés : cinq sulfatases (MPS II, MPS IIIA, MPS IIID, MPS IVA et MPS VI), cinq glycosidases
(MPS I, MPS IIIB, MPS IVB, MPS VII et MPS IX), et une acétyltransférase (MPS IIIC).

La Figure 6, présente I’ensemble de processus de dégradation de divers GAG (dermatane, héparane,

kératan sulfate), et précise I’anomalie rapportée dans chaque MPS.
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Les trois schémas présentent les différentes étapes et enzymes impliquées dans la dégradation de 3 types de GAG : héparane,
dermatane et kératane sulfate.

Figure 6 : Catabolisme des GAG

Les mucopolysaccharidoses concernées par la perturbation de ce catabolisme sont indiquées ainsi que les maladies de
Sandhoff et Tay-Sachs.
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La MPS I est un parfait prototype de MPS, elle est due a un déficit en a-L-iduronidase, une
glucosidase qui assure le clivage des résidus d’acide iduronique de I’extrémité terminale des
protéoglycanes de type héparane sulfate (HSu) et dermatane sulfate (DSu). Ce défaut enzymatique va

engendrer une accumulation de ces composés.

3.2. Histoire de la maladie

Les premiers cas de gargoylisme® sont rapportés par John Thompson (entre 1910-1913) et Charles
Hunter (en 1917). Ce syndrome regroupant, une dysmorphie faciale, une petite taille, un cou étroit, des
mains courtes, une hépatosplénomégalie, la présence d’une hernie ombilicale et des anomalies
cardiaques, a finalement été¢ accordé au médecin canadien (sous le nom de la maladie de Hunter ou
MPS II). Deux ans plus tard, en 1919, le pédiatre allemand Hurler, a observé deux cas similaires (un
garcon et une fille). Toutefois, ces deux enfants sont caractérisés par un gibbusb, une opacité
cornéenne et un retard mental. C’étaient les premiers cas décrits de MPS I ou la maladie de Hurler.
Plusieurs termes, sont ensuite utilisés pour décrire ce nouveau syndrome : Hurler a suggéré le nom de
dysostose multiple (dystosis multiplex), alors qu’Ellis a utilisé le terme de gargoylisme.

Pensant qu’il s’agit d’un trouble du métabolisme lipidique, Washington a désigné ce syndrome de
lipochondrodystrophie. Par la suite, la physiopathologiec a ¢été attribuée a d’autres troubles
métaboliques, comme ceux affectant la réserve en glycogene ou le collagéne. Cependant, en 1952,
apres des études histologiques réalisées sur des biopsies hépatiques, le Dr G. Brante a constaté que les
syndromes de Hurler et Hunter sont causés par 1’accumulation cellulaire de mucopolysaccharides.
Apres la confirmation par Dorfman et Lorincz en 1957 et Meyer en 1958, de I’exceés d’excrétion
urinaire de mucopolysaccharides (DSu et HSu) chez les patients atteints de MPS 1 7', le terme de
mucopolysaccharidose a remplacé les autres terminologies .

En 1962, I’ophtalmologue britannique, Harolde Scheie a décrit une forme modérée de MPS I, exempte
de D’atteinte cérébrale qui caractérise le syndrome de Hurler. Cette forme a été désignée comme le
syndrome de Scheie. En 1965, elle est qualifiée de MPS de type V par McKusick dans sa premicre

classification des MLS (le syndrome de Hurler a été classé comme MPS de type I) ™.

* Gargoysme : Issu du mot gargouille qui désigne des figures sculptées. Dans le domaine d’architecture,
les gargouilles (Etymologie, la gorge ou l'eesophage, du latin, gurgulio, gulia et autres mots similaires dérivant
de la racine gar-, par allusion au glouglou de I'eau) sont des ouvrages sculptés d'évacuation des eaux de pluie des
toitures. Dans le domaine de la légende, la Gargouille est un dragon qui vivait dans les marécages de la Seine
pres de Rouen.

" Gibbus : Forme de cyphose structurale faisant référence a la forme d’un poisson : le vivaneau bossu (Lutjanus
gibbus)
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En 1964, alors qu’on pensait qu’une surproduction de GAG était a 1’origine de ces deux syndromes,
Hoof et Hers ont observé sur les hépatocytes issues de patients atteints de MPS I des troubles
lysosomales analogues a la maladie de Pompe. Ils ont alors supposé une cause étio-pathogénique
identique a la maladie de Pompe, c’est-a-dire, un déficit en hydrolase lysosomale.

Effectivement, Her, en 1963, et 7 ans apres la découverte du lysosome, a montré que le déficit en a-
glucosidase lysosomale, est a 1’origine de la maladie de Pompe. Cette notion de déficit en enzyme
lysosomale dans la MPS I a par la suite été démontrée. En effet, en 1965, Danes et Bearn, ont constaté
une accumulation de GAG sur des cultures de fibroblastes issues de patients atteints des maladies de
Hunter et Hurler. Une correction de cette perturbation est observée, en 1968, par 1’équipe dirigée par
Elisabeth Neufeld® sur des cultures combinées (fibroblastes Hunter + Hurler).

Le déficit enzymatique des patients Hurler pouvait donc étre corrigé par un « facteur de correction »,
présent chez les patients Hunter, et vice versa. En 1971, Neufeld ef al ont identifié¢ ce facteur comme
¢tant des enzymes lysosomales, déficientes dans chaque type de maladie. Cette équipe a identifié¢ le
déficit en a-L-iduronidase comme cause du syndrome de Hurler puis découvert que ce déficit
enzymatique est commun avec le syndrome de Scheie. En 1972, McKusick, a subdivisé alors la MPS 1
en 3 catégories cliniques : MPS IH (syndrome de Hurler), MPS IS (syndrome de Scheie) et MPS 1 H/S
(syndrome intermédiaire) ”'. Les progrés réalisés en biologie moléculaire, ont permis par la suite entre
1991 et 1993 a Scott d’isoler I’ADNc du géne /DUA ™ puis de réaliser son séquengage et d’identifier
les premiéres mutations (p.W402X, p.Q70X, p.P533R) responsables de la MPS I ”°. Une année plus
tard, en 1994, Neufeld et son équipe ont procédé a la synthése de I’a-L-iduronidase recombinante dans
des cellules de hamster chinois (CHO) "°. Aprés le succés de I’enzymothérapie substitutive dans la
maladie de Gaucher, 1’équipe de Neufeld a montré I’efficacité de cette stratégie dans la MPS I,
d’abord sur des modéles animaux (canin 7/, et félin *), puis en 2001, grace a des essais cliniques de
phase VIl ™. Depuis 2003, 1’a-L-iduronidase recombinante est commercialisée par la société
Genzyme, sous le nom de la spécialitt ALDURAZYM® (Laronidase). L’AMM concerne le traitement
des manifestations non neurologiques de la MPS 1. En avril 2003, avant méme la mise sur le marché,
de ce nouveau médicament, la société Genzyme avait créé un registre international (RIG) pour la MPS
I (www.mpsiregistry.com). Il regroupe actuellement des données cliniques et thérapeutiques

d’environs 1000 patients issus d’une trentaine de pays.

* Elizabeth Neufeld (née en 1928): Généticienne américaine, d’origine russe dont recherches sont axées sur la
génétique des maladies métaboliques. Elle a fui Paris en 1940 pour échapper a la percussion nazie. Elle a eu
plusieurs distinctions dont notamment le Albert Lasker Award for Clinical Medical Research, en 1994, pour sa
contribution a la compréhension des MLS, et la démonstration de lien fort entre sa recherche fondamentale et les
applications cliniques dans la MPS 1.
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3.3. Epidémiologie

La prévalence exacte de la MPS I est difficile a obtenir a partir des ressources épidémiologiques
disponibles son estimation varie considérablement selon les pays. En effet, les études réalisées sont
hétérogenes quant a leur méthodologie et il existe souvent une confusion entre incidence et prévalence
et/ou entre incidence a la naissance et incidence dans la population générale. En 2012, I’estimation de
la prévalence de la MPS I en Europe faite a partir de 1’étude systématique des données de la littérature
est d’environ 1.3/100 000 *. La prévalence varie généralement entre 0,63 et 3,8 cas pour 100 000
naissances. Avec preés d’un cas sur 26 000 au pays de Galle, a moins d’un 1 cas pour 900 000
naissances en Taiwan. Aucun cas n’est retrouvé dans une étude récente en Estonie *'. Cinquante a 80%
des patients présentent une forme sévere, la forte proportion de ce phénotype dans ces différentes
populations étudiées, serait en partie attribuable a un biais de sélection ; en effet, les formes graves
sont plus facilement diagnostiquées.

Les résultats de différentes études de prévalence, en fonctions des pays, sont rapportés sur le Tableau
2. En France, en absence d’études épidémiologiques, le nombre de cas de MPS I a été estimé en 2007
entre 100 et 150 cas dans le rapport de la Haute Autorité de Santé (HAS) : le Protocole National de
Diagnostic et De Soins De la MPS 1. Le calcul de la prévalence a partir des données de I’INSEE sur la
démographie de la population francaise de la méme année trouve une estimation de 0.2 /100 000
habitants. L’incidence rapporté par la HAS est de de 8 a 10 nouveaux cas par an **. Dans le registre

international de MPS I Genzyme (RIG) 63 cas frangais sont enregistrés en 2010 **.

Tableau 2 : Incidence a la naissance des MPS I dans certains pays.

Prévalence 1/100000
Pays Années Référence
IH IS 1 H/S
Australie* 2012 1,14 0,2 0,87 84
Taiwan 1984-2004 0,06 0,02 0,03 85
Irlande 2001-2006 32 0,12 0,49 86
République Tchéque 1979-2009 0,7 NP NP 87
Slovaquie 1979-2010 1,32 NP NP 87
Suéde 1975-2004 0,67 NP NP 88
Norvége 1975-2004 1,85 NP NP 88
Danemark 1975-2004 0,54 NP NP 88
Colombie 1952-1986 0,69 0,08 NP 89
Irlande 1958-1985 1,3 0 0,36 89
Pays-Bas 1970-1996 1,19 NP NP 89
Allemagne 1980-1995 0,61 0,05 0,03 89
Grande Bretagne 1981-2003 0,76 0,07 0,24 89
Oman 1998-2007 0,744 NP NP 90

NP : non précisé ; * Prévalence dans la population générale.
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3.4. Présentation clinique

Classiquement, la MPS I est présentée sous trois grandes catégories cliniques : une forme sévére,
définie par un retard mental majeur et des signes précoce correspondant a la maladie de Hurler (MPS
IH; OMIM 607014), une forme modérée, sans atteinte intellectuelle, appelée la maladie de Scheie
(MPS IS; OMIM 607016), et une forme intermédiaire, désignée par le syndrome de Scheie-Hurler
(MPS IH/S; OMIM 607015). En réalité, il existe un continuum de présentation clinique entre les
phénotypes séveres et les formes modérées. Il est préférable maintenant d’utiliser les termes de MPS
de type I avec régression psycho-intellectuelle ou « forme sévére » et de MPS 1 sans cette régression

' Actuellement, Il n’y a aucun marqueur biologique ou critére clinique

ou « formes atténuées »
validés susceptibles de différencier ces 2 formes.

Les signes cliniques évocateurs de la maladie apparaissent généralement dans les deux premicres
années de vie, et le diagnostic doit étre évoqué devant 1’association de signes souvent non spécifiques

et pouvant étre a 1’origine d’un retard diagnostic, ces symptdmes sont :

= Présence d’hernie inguinale et /ou ombilicale chez un nourrisson né a terme.

* Encombrement rhino-pharyngé chronique avec infections rhinopharyngées et bronchiques
répétées ou otites.

= Retard staturo-pondéral.

= Diarrhées chroniques.

= Cyphose dorsolombaire.

= FEnraidissement articulaire progressif.

= Modification progressive de la morphologie faciale.

En absence de traitement, le tableau clinique décrit classiquement des manifestations chroniques,

progressives avec des atteintes multi-systémiques **°"* :

Dysmorphie caractéristique :

Elle comporte une macrocranie, saillie des bosses frontales et scaphocéphalie, sourcils bas implantées
et épais, cheveux hirsutes, courbure nasale marquée avec des narines larges et antéversées, levres
¢paisses, macroglossie, hyperplasie gingivale, cou court, membres trapu, extrémités trés courte,
abdomen proéminent et hypotonique, hernie ombilicale, avec une hépatosplénomégalie. La Photo 1

présente la dysmorphie faciale observée chez une petite fille atteinte de MPS 1.
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Photo 1 : Dysmorphie faciale d'une fille atteinte de la MPS 1.

Photo tirée de I’article de Muenzer et al.

Retard de croissance staturo-pondérale :

La croissance staturo-pondérale est normale au cours des deux premiéres années de vie, une cassure
progressive de la croissance est ensuite notée, aboutissant & un nanisme sévere avec une taille
inférieure a 1,60 metre. Ce retard de croissance est dii d’une part a une diarrhée chronique provoquée
par I’atteinte du systéme nerveux autonome et I’infiltration de la muqueuse digestive par les GAG et

d’autre part a I’atteinte osseuse.

Manifestations respiratoires :

L’infiltration progressive des différents muqueuses (tissu adénoidien, 1’arréte trachéobronchique,
amygdales) est responsable d’un encombrement nasale, avec rhinorrhées et rhinites chroniques. La
respiration est alors bruyante, avec bouche ouverte. Les infections récidivantes des voies aériennes
supérieures vont conduire a terme a 1’apparition d’un syndrome respiratoire obstructif et un syndrome
d’apnée-hypopnée du sommeil. Au niveau pulmonaire, la pneumopathie interstitielle est responsable
d’un syndrome restrictif, cette insuffisance respiratoire est compliquée par un défaut de distension de
la cage thoracique a cause de 1’organomégalie. L.’ensemble de ces troubles respiratoires combinés aux
anomalies cardiaques, font des patients MPS 1, des sujets a grand risque aux complications

] 4
anesthésiques **.

Anomalies cardiaques :

Ce type d’anomalies est trés fréquent (70 a 80% des cas). Elles comportent initialement un

épaississement des valves aortiques et mitrales, qui vont étre a I’origine d’une insuffisance mitrale
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et/ou aortique. Cette valvulopathie est trés fréquente méme dans les formes modérées, 60% des
patients Scheie ont par exemple plus d’une valve atteinte .

Les lésions coronariennes sont responsables des maladies cardiaques ischémiques, comme les
infarctus précoces du myocarde. D’autres complications cardiaques sont observées, telle une
myocardiopathie hypertrophique du ventricule gauche, ou I’hypertension artérielle pulmonaire.

La moitié des décés des patients MPS I sont d’origine cardiaque *°. Dans ce contexte, il est important
de savoir que I’ECG pratiqué chez un patient MPS I peut étre parfaitement normal car les GAG ont
une faible conductance. Le recours a des explorations échographiques est indispensable chez ces

patients *’.

Manifestations ostéo-articulaires :

Elles sont extrémement invalidantes, avec un enraidissement articulaire d’aggravation croissante
(notamment au niveau du coude et genou), avec notamment une limitation importante des
mouvements des épaules. Cet enraidissement touche également les articulations inter-phalangiennes et
conduit a I’aspect typique de main en griffe (Photo 2).

L’enraidissement des chevilles est responsable d’une marche sur les pointes des pieds.
L’enraidissement articulaire progressif peut constituer le seul signe d’alerte dans les formes les moins
séveéres. D’autres manifestations sont également décrites comme la luxation de hanche, ou la
cyphoscoliose thoraco-lombaire, cette dernicre quand elle est typique, est appelée le « signe de
gibbus », ¢’est I’'une des manifestations les plus précoce (a partir de I’age de 6 mois) de la maladie.

La Photo 2 présente une cyphose (signe de gibbus) et des mains en griffe rapportées chez la méme

fille atteinte de MPS 1.

Photo 2 : Signe de gibbus (a2 Gauche) et mains en griffe (a droite) chez un garcon atteint de MPS 1.

Photos tirées du livre Nyhan ez al. **
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Le syndrome du canal carpien, li¢ a la compression du nerf médian par infiltration ligamentaire, est
¢galement une complication ostéo-articulaire fréquente et précoce. Il est responsable de douleurs, en
particulier la nuit, entrainant des réveils nocturne chez I’enfant.

L’aspect radiologique caractéristique décrit le tableau d’une dysostose multiple avec un aspect
ostéomalacique au niveau des os longs. Ces lésions radiologiques sont plus importantes dans les

formes les plus séveres de la maladie.

Troubles auditives :

La surdité est quasi constante (70 a 100% des patients). Elle est généralement de type mixte, avec une
composante liée aux otites récidivantes, et a I’encombrement chronique et une autre composante liée

aux malformations osseuses et aux atteintes neurosensorielles.

Anomalies ophtalmologiques :

La cornée est un site de Iésion fréquent, en effet, les GAG est I’'un de ses composants principaux (4 a
4.5 % du poids total de la cornée, le kératane sulfate compte pour plus 50 % des GAG de la cornée).
L’opacité cornéenne, est observée habituellement dans les formes séveres, elle s’aggrave au cours du
temps et elle est responsable d’une photophobie et d’une perte progressive de 1’acuité visuelle. En
revanche, le glaucome (induit par l’infiltration du trabéculum) est plus fréquent dans les formes
atténuées.

La Photo 3 présente 1’opacité cornéenne observée dans la MPS

Photo 3 : Opacité cornéen observée dans la MPS 1

Photos tirées du livre de Nyhan et al.
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Troubles neurologiques :

L’impact de 1’accumulation des GAG au niveau du SNC, sont divers: troubles de langage,
détérioration neurosensorielles (auditives et ophtalmologiques) et retard intellectuel (vers 12 a 24 mois
de vie). L’infiltration progressive de la moelle épiniére et des ligaments vertébraux peut provoquer une
compression médullaire au niveau cervical.

Le scanner ou I’IRM cérébrale peut montrer différentes anomalies : une hydrocéphalie (a cause d’un
déficit de réabsorption du LCR), des kystes arachnoidiens, ou rarement des images hypodenses

arrondies ou ovales dans la substance blanche traduisant une démyé¢linisation.

Dans les formes sévéres correspondant a la maladie de Hurler, les signes cliniques sont présents dés la
premiére année de vie (médiane = 6 mois, intervalle de 0 4 6.5 ans) **. Il existe chez ces patients, une
dégradation psychomotrice progressive, avec stagnation, puis perte des acquisitions. Les signes
cliniques les plus communs retrouvés dans la littérature pour le phénotype sévere sont la dysmorphie
faciale (94%), I’opacité cornéenne (88%), ’hépatomégalie (83%), la dysostose multiple (81%) et la

présence d’une hernie (75%) *.

Les formes dites atténuées (Hurler-Scheie et Scheie) se caractérisent par 1’absence ou une régression
psycho-intellectuelle modérée. La dysmorphie faciale est moins marquée, avec une morphologie qui
peut étre normale, avec simplement un cou court et une petite taille (1.5 m a 1.6 m). Ces
caractéristiques peuvent retarder le diagnostic des formes atténuées (Age médian de diagnostic de 6
ans versus 0.8 ans pour la forme sévére) *. En revanche, toutes les complications viscérales, en
particulier cardiaques et articulaires, émaillent 1’évolution de ces formes dites atténuée. Ces
complications constituent souvent les premiers signes d’appel pour le diagnostic de la maladie. les
cinq symptomes les plus souvent décrits dans le syndrome Hurler-Scheie sont : 1’opacité cornéenne
(84%), la dysmorphie faciale (83%), I’hépatomégalie (81%), une hernie (73%) et la raideur articulaire
(72%) *°.

Il n’y a pas de profil clinique typique du syndrome de Scheie, ce phénotype atténué, présente une
grande hétérogénéité. Par conséquent, le diagnostic reste un défi médical, faisant appel généralement a
une approche transversale impliquant de nombreux spécialistes. D’autant plus que la variété des
symptomes et la survie moyenne supérieure a 28 ans ont fait passer ce challenge d’une médecine
pédiatrique a celle de I’adulte, qui est a I’heure actuelle moins sensibilisée au diagnostic et suivi des
maladies héréditaires du métabolisme. De ce fait, le diagnostic peut étre retardé, ou n’étre posé qu’a
I’occasion d’anomalies cardiaques ou ophtalmologiques. En effet, les troubles les plus couramment
rencontrés dans le syndrome de Scheie sont : les valvulopathies (87%), ’opacité cornéenne (86%), la

raideur articulaire (81%), la présence d’une hernie (65%) et le syndrome du canal carpien (62%) *°,
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alors que les signes classiques de surcharge ne sont présents que dans prés d’un cas sur deux (54%
pour la dysmorphie faciale, 51 % pour 1’hépatomégalie).

Toutefois, un groupe de travail, compos¢ de 16 experts internationaux de MPS I, n’a pas pu
récemment trouver un consensus pour déterminer les criteres cliniques susceptibles de différencier les
formes sévéres des formes atténuée '

En absence de traitement, la médiane de survie est de 6 & 8 ans pour les formes séveres, alors que dans
les autres formes les patients atteignent habituellement I’age adolescent ou adulte. Les patients MPS 1
ont souvent des antécédents chirurgicaux ; en effet, 72 % des malades ont eu recours a un au moins
une procédure chirurgicale et dans 40 % des cas elle est pratiquée avant méme le diagnostic de la

10

maladie """, De plus, une forte mortalité post-opératoire, imputée aux complications cardiaques et

anesthésiques, est rapportée dans la MPS 1.

3.5. Diagnostic biologique

L’étude des GAG urinaires permet d’orienter le diagnostic. Elle retrouve une excrétion accrue et
qualitativement anormale (Présence de dermatane et héparane sulfate). Mais, ces anomalies ne
permettent pas de distinguer la MPS I la MPS II. Le diagnostic de certitude repose sur la mise en
évidence du déficit en a-L-iduronidase dans les leucocytes, sérum ou dans les fibroblastes en culture.
Cette activité enzymatique est mesurable également sur papier buvard '**. Les valeurs inférieures a 35
% de lactivité de référence (le plus souvent indétectables) sont compatibles avec une MPS 1.
Cependant, ces valeurs ne permettent pas de distinguer les formes séveres des formes atténuées. Par
ailleurs, des pseudo-déficits enzymatiques ont été décrits pour ’a-L-iduronidase . Ces pseudo-
déficits sont rares et ne sont pas associés a une augmentation des concentrations urinaires des GAG '
La confirmation du diagnostic de la MPS I peut aussi étre réalisée par I’étude du gene de 1’a-L-
iduronidase. Le gene /DUA est localisé en position 4p16 du chromosome 4, et son ADNc code pour un
polypeptide de 653 acides aminés. Il est composé de 14 exons, sa longueur est de 19 Kb.

L’étude du géne IDUA chez les patients MPS I a permis I’identification de plus de 150 mutations
deléteres et 32 polymorphismes. Ces mutations sont majoritairement ponctuelle de type faux-sens ou
non-sens (76% des cas). Toutefois d’autres types de modifications telles les petites délétions ou
insertions, ou également des modifications de sites d’épissage ont été décrites '™,

Dans la base « Human Gene Mutation Database » (http://www.hgmd.org; Stenson ef al., 2012), 116
mutations sont validées, 102 dans le syndrome Hurler, et 13 dans les formes atténuées. 1 pseudo-
déficit est également répertorié.

Le type de mutation et sa fréquence dépend de l’origine ethnique des patients. Si la plupart des
mutations sont d’ordre privé, trois sont communes : p.W402X, p.Q70X et p.P533R. Elles comptent

pour prés de 59% des mutations recensées en 2009 chez 700 patients du RIG '*.
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En Europe, Les mutations p.W402X, p.Q70X sont retrouvées dans plus de 50 % des cas. La mutation
p.-W402X compte pour pres de la moitié des cas en Espagne, Grande Bretagne et en Amérique du
Nord '™, En revanche, elle ne dépasse pas les 20 % dans les pays Scandinaves ou la Russie '*. Dans
ces derniers, la mutation p.Q70X est plus abondante (environs 50 % des all¢les).

La mutation p.P533R est originaire des pays de I’ Afrique du nord. Elle a été retrouvée dans I’ensemble

des pays méditerranéens, sa fréquence est d’environ 5 a 13 % des sujets en Espagne et en Italie '*,

107 et en Tunisie '%.

alors qu’elle est supérieur a 60 % au Maroc
La caractérisation moléculaire permet dans certain cas de prédire le phénotype. En effet, la présence de
certaines mutations non-sens, comme la p.W402X ou p.Q70X, a I’état homozygote ou hétérozygote
composite, sont prédictives de forme sévére *’. Alors que dans le cas des mutation faux-sens p.R89Q
ou c.678-7G>A altérant le site d’épissage dans I’intron 5, le phénotype est atténué¢ '”’. Chez les
patients porteurs de la mutation p.P533R, une grande variabilité clinique est rapportée ©’.

La structure du geéne /IDUA, des polymorphismes et quelques relations génotype-phénotype, sont

présentées sur la Figure 7.
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Figure 7 : Localisation, structure, certaines mutations et polymorphismes du gene IDUA.

Le gene IDUA est localisé sur bras court du chromosome 4 en 4p16. Il comporte 14 exons, sa longueur est de 19 Kb. L’intron
2 est tres grand (12 Kb). Plus de 150 mutations et 32 polymorphismes sont rapportés pour le géne /DUA. Certains
polymorphismes et mutations sont indiqués, les phénotypes associés a ces mutations sont représentés par un code couleur
(Vert : forme sévere, Rouge : forme atténuée, Violet : phénotype variable).
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3.6. Traitement

La cascade de manifestations multi-systémiques, émaillant I’histoire de la maladie, nécessite un suivi
multidisciplinaire, et le recours a différents professionnels de santé. De ce fait, une bonne coordination

au sein d’une seule équipe, aura pour objectif d’optimiser la prise en charge thérapeutique.

A. Traitement symptomatique

Le traitement symptomatique revét une importance certaine pour les patients et leurs entourages. Il
permet notamment d’améliorer la qualité de vie, ralentir 1’évolution de la maladie et de favoriser
I’insertion scolaire et socioprofessionnelle des patients. Il est basé sur le traitement
pharmacologique des diverses manifestations. Dans ce cadre plusieurs classes thérapeutiques sont
utilisées : antalgiques, anti-inflammatoires, corticoides, anti-glaucomateux, neuroleptiques,
antidépresseur, antibiothérapie curative et prophylactique de I’endocardite infectieuse, des traitements
pour I’insuffisance cardiaque et ’'HTA, ainsi qu’une vaccination antigrippale et anti-pneumococcique.
Une prise en charge chirurgicale est souvent indispensable, elle comporte les différentes interventions
ORL (adénoidectomie, amygdalectomie, drains trans-tympaniques, trachéotomie), ophtalmologiques
(greffe de cornée), odontologiques (pour les kystes folliculaires), orthopédiques (la décompression du
nerf médian), cardiaques (remplacement valvulaire), et neurochirurgicales (dérivation pour
I’hydrocéphalie). D’autres traitements non chirurgicaux sont également utilisés comme la

kinésithérapie articulaire ou respiratoire, le suivi psychologique ou orthophonique et I’ergothérapie.

B. Traitement spécifique

L’objectif du traitement spécifique est de procurer au patient une activité enzymatique minimale, car
in vitro une faible activité enzymatique de I’ordre de 0.4% est suffisante pour produire un phénotype
atténué ''°. Cette activité minimale va permettre de prévenir, de stabiliser et de retarder la progression
de la maladie. Actuellement, deux thérapeutiques spécifiques sont disponibles : la transplantation de

cellules souches hématopoiétiques (TCSH) et le traitement par enzymothérapie substitutive (TES).

1) Transplantation des cellules souches hématopoiétiques

La premicere transplantation de la moelle osseuse dans la MPS de type I a été réalisée en 1980, chez un
enfant 4gé d’un an, et présentant un phénotype sévere. Chez cet enfant, 13 mois apres la
transplantation, le taux sérique de I’activité enzymatique en a-iduronidase, est devenu semblable aux
sujets hétérozygotes. L. hépatosplénomégalie et I’opacité cornéenne ont été reversées. Vingt ans apres,
son niveau intellectuel est préservé, et son autonomie est compléte °'. Depuis, plus de 400 TCSH, ont
été pratiquées. Initialement il s’agissait uniquement de moelle osseuse, mais actuellement les cellules

souches issues de sang de cordon ombilical sont de plus en plus utilisées. L’objectif principal de ce
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type de traitement est de préserver le développement intellectuel de 1’enfant, avec la possibilité de
maintenir un apprentissage scolaire sensiblement normal.

L’efficacit¢ du TCSH dépend essentiellement de 1’age du patient, car la transplantation peut permettre
de prévenir les Iésions neurologiques mais en aucun cas corriger les dégats cérébraux déja constitués.
Dr’ailleurs, le meilleur développement intellectuel est observé dans le groupe de patients agés de moins
de 2 ans au moment de la greffe '''. De plus, la transplantation permet une régression des signes
viscéraux (hépatosplénomégalie, apnée du sommeil, insuffisance cardiaque, ...). Cependant, cette
approche présente une faible efficacité sur les manifestations orthopédiques et articulaires, car le
systéme ostéo-articulaire est peu vascularisé et ’enzyme ne peut pas traverser la matrice intercellulaire
du tissu cartilagineux et osseux. De méme, les valvulopathies, les atteintes auditives et certaines
anomalies oculaires ne sont pas ou peu corrigées.

Ce traitement nécessite, par ailleurs, de trouver un donneur compatible et comporte une morbidité et
une mortalité ¢levée (10 a 20%) en cas d’un donneur intrafamilial ou de greffe de sang de cordon, et

jusqu’a 40 % en cas de donneur non compatible *.

2) Traitement enzymatique substitutif

La rh-iduronidase (recombinant human a-L-iduronidase, Aldurazyme®, laronidase, Bio-Marin
Pharmaceutical Inc, USA Genzyme and Corporation, USA ) a obtenu ’autorisation de mise sur le
marché en 2003, suite a la premiére étude américaine de phase I/Il ™. Cette étude a mis en évidence
une bonne efficacité et tolérance de ce nouveau médicament. L’AMM concerne le traitement a long
terme des symptdmes non neurologiques de la MPS 1. La monographie de ce médicament est

consultable sur le site de I’agence européenne des médicaments :

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR - Product Information/human/000477/WC500023378.pdf
Depuis cette étude américaine, plusieurs essais cliniques ont confirmé I’efficacité et I’innocuité du
TES. Un essai multicentrique international de phase III, incluant 45 sujets, dgés de 6 a 43 ans, a
montré la réduction de la surcharge aprés traitement avec une diminution de 1’excrétion urinaire des
GAG de 55 a 66 % et une normalisation du volume hépatique et splénique. Une amélioration des tests
pulmonaires, musculaires et cardiaques ont également été observés 2.

' (Angleterre, Allemagne, Pays Bas et

Dans un essai clinique européen de phase Il multicentrique
France), 20 enfants de moins de 5 ans, 16 atteints de forme sévere, et 4 atteints de forme atténuée, ont
été inclus. Deux niveaux posologiques ont été testés : 100 Ul/kg/semaine et 200 Ul/Kg/semaine. La
tolérance était satisfaisante pour les deux doses et I’augmentation de la posologie est accompagnée
d’une décroissance plus importante des GAG urinaires. Cette réponse biologique est plus marquée
chez les patients ayant des taux faibles d’anticorps anti-laronidase. En effet, aprés ce type de
traitement, preés de 90 % des patients développent des anticorps dirigés contre I’enzyme exogene. Ces
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anticorps peuvent ensuite avoir un impact sur 1’excrétion urinaire et la charge en GAG **''*'"*. En

terme clinique, cet essai clinique a montré plusieurs bénéfices en terme d’amélioration de

I’organomégalie, de la cardiomyopathie, de 1’obstruction des voies aériennes supérieures, du retard de

croissance et de I’état général. L ’évaluation des fonctions cognitives (avec I’échelle de développement

mentale de Griffiths ou Griffiths Mental Developments Scales) a montré pour la premicre fois un effet
positif aprés un an de traitement. Cet effet est constaté chez tous les patients atteints de la forme
modérée et également quand le traitement était initié précocement (< 2.5 ans) chez les enfants atteints
de la forme séveére. Une évaluation a long terme reste, cependant, nécessaire pour confirmer ces
résultats. Dans ce sens, Dierenfelf et col ont récemment montré sur un modéle canin ', une
diminution de la surcharge en GAG au niveau cérébral quand les animaux sont traités par de fortes
doses de la rh-iduronidase et qu’une immunotolérance est préalablement induite (afin de diminuer les
taux d’anticorps anti-laronidase). Un essai clinique (NCT00741338), évaluant le bénéfice de

I’association d’immunosuppresseurs (Neoral et Imuran) et TES est en cours au Etats-Unis (débuté en

2008 et résultats attendus en 2013).

D’autre stratégies pour augmenter ’efficacité du TES au niveau cérébral, sont proposées, comme

I’administration intrathécale (essai clinique NCTO00215527) ou des modifications de la formes

galéniques par microencapsulation '°.

La combinaison enzymothérapie et transplantation est actuellement proposée, compte tenu des délais

de réalisation de la transplantation, celle-ci doit étre encadrée par I’enzymothérapie substitutive, qui

sera alors débutée dés que possible et arrétée lorsque la greffe sera fonctionnelle. L objectif est de
permettre aux patients d’arriver a la greffe en meilleur état général.

Un consensus européen '/, est récemment adopté pour définir la stratégie thérapeutique dans la MPS

I, il se distingue des directives internationales de 2009 *', par I’age limite pour la TCSH (2,5 au lieu de

2 ans). Il recommande que:

e [e choix de la thérapeutique se fasse au sein d’une équipe pluridisciplinaire.

e Le génotype doit étre établi au moment du diagnostic chez tous les patients (aide a la prise de
décision par la prédiction de certains phénotypes)

e [a réalisation d’'une TCSH le plutot possible chez les patients diagnostiqués avant I’age de 2,5 ans
dont le phénotype est présumé sévere (des que les conditions somatiques le permettent).

e Au moment du diagnostic, si I’atteinte neurologique est tres avancée (QI<70), les patients devraient
avoir moins de chance de bénéficier d’un TCSH (mais s’il existe un donneur compatible, elle doit
€tre discutée cas par cas en fonction des bénéfices attendus).

e De¢s le diagnostic, tous les patients doivent bénéficier d’une enzymothérapie, celle-ci doit
notamment encadrer la greffe et peut étre poursuivie a vie chez les patients ne nécessitant pas de

TCSH.
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Le suivi biologique des patients traités par ces traitements spécifiques comporte la mesure de ’activité
enzymatique et la détermination des taux des GAG urinaire (au moins 1 fois/an). Les anticorps anti-
laronidase doivent é&tre également surveillés (dosage recommandé tous les 6 mois) en cas

d’enzymothérapie substitutive.

3) Autres perspectives thérapeutiques

De nouveaux médicaments dont le principe repose sur I’inhibition de synthése de substrat ou
['utilisation de molécules chaperons ont fait leur apparition ou sont a I’essai dans les pathologies
lysosomales.

Des molécules synthétiques, appelées molécules chaperons (1-deoxyidronojirimycin et 1-
deoxygalactonojirimycin), permettent de faciliter le bon repliement et de stabiliser la conformation
tridimensionnelle de certaines enzymes mutées dans le réticulum endoplasmique. Cependant, ce
traitement est limité aux seules mutations responsables d’un mauvais repliement de I’enzyme, cette
approche n’a été appliquée a la MPS I pour I’instant ''®,

Des substances telles que le miglustat (Zavesca, utilisée actuellement dans la maladie de Gaucher), ou
la thodamine B peuvent diminuer la production des substrats, et avoir un bénéfice clinique ''*.

Une autre approche consiste a utiliser des molécules, comme les aminosides qui permettent aux
ribosomes de franchir le codon stop généré par une mutation non-sens ; la traduction de la protéine se
poursuit et une activité enzymatique suffisante est alors retrouvée ''°.

Enfin, a D’instar de plusieurs maladies héréditaires, la thérapie génique dans la MPS I reste un

challenge scientifique d’avenir.
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Chapitre 2 : Caractéristiques cliniques et moléculaires d’une

cohorte de 13 patients algériens atteints de MPS I

1. Objectif

Cette ¢étude descriptive d’une cohorte de 13 patients algériens atteints de MPS I a comme objectif de

recueillir et a analyser les données clinico-biologiques et d’établir le profil mutationnel.
2. Matériel et méthode

2.1. Recrutement des patients

Le laboratoire de Biochimie Médicale du CHU de Rouen réalise le diagnostic moléculaire de plusieurs
maladies héréditaires du métabolisme dans le cadre du plan maladies rares.

Treize patients atteints de mucopolysaccharidose de type I appartenant a 11 familles originaires de
I’ouest algérien suivis par le Pr Chalabi et le Dr Cheriet dans le service de Pédiatrie B du CHU d’Oran
ont été inclus dans cette étude.

La confirmation du diagnostic de la MPS I a été réalisée par 1’étude de ’activité enzymatique. Un
consentement parental pour la réalisation de I’étude des caractéristiques moléculaires d’une personne

est obtenu pour 1’ensemble des patients.

Dans le cadre de cette étude, un questionnaire a été élaboré avec I’aide du Dr Torre, Pédiatre au CHU
de Rouen afin de recueillir les principales caractéristiques cliniques, biochimiques et radiologiques des
patients. Le recueil des données a été effectué entre le 15/02/2012 au 15/10/2012.
Les données recueillies comportent :

e Données générales du patient (nom, prénom, age, terme de grossesse, 4ge au moment de

I’enquéte, age au diagnostic)

e Données sur le diagnostic enzymatique

e Signes cliniques observés au moment diagnostic ou leur dge d’apparition

e Complications éventuelles (neurologiques, cardiaques, respiratoires)

e Examens complémentaires (Echographies abdominale, cardiaque, radiographies osseuses)

e Evaluation de la dépendance, du langage et de I’insertion sociale
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2.2. Diagnostic Moléculaire

Une mise au point préalable de la technique moléculaire a été réalisée avant la recherche des mutations
dans notre cohorte.

Notre méthode comporte le séquengage sur ADN génomique des séquences régulatrices (promoteur),
des séquences exoniques et des jonctions "intron-exon" du gene /DUA (NM_ 000203.3).

Les ADN ont été extraits, en double a partir de 400 uLL de sang total prélevé sur EDTA, avec le kit
Qiagen DNA Blood Mini Kit selon les indications fournies par le fabriquant. La concentration de
I’ADN de chaque échantillon, a été ensuite mesurée a 1’aide d’un spectrophotométre (NanoDrop ND-
1000), qui permet a partir d’une prise de 2 pL, le dosage de ’ADN (A260) et la vérification de la
pureté des extractions (ratio 260/280). La concentration de travail pour la PCR est d’environ 200
ng/uL. Les ADN sont conservé a 4°C ou a -20°C.

La séquence annotée et comportant la distinction entre les exons et les introns du geéne IDUA est
utilisée pour le choix des amorces. Une recherche de polymorphisme dans cette séquence est effectuée

sur le site SNPper (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) les séquences répétées dans le géne

IDUA sont recherchées grace au site Repeat Masker (http://www.repeatmasker.org). Cette séquence

est soumise au logiciel « Primer 3 » pour choisir les amorces en évitant les séquences répétées et les
polymorphismes. Les amorces proposées par « Primer 3 » présentent peu ou pas complémentarité¢ de
séquence (dimere d’amorces) et un faible risque de formation de structure secondaire. L’absence
d’hybridation non spécifique des séquences sur une autre région du génome est analysée sur le site

Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Le tableau présenté en Annexe 3, répertorie les séquences ainsi

choisies. Quinze amplicons sont utilisés pour le séquencage de I’ensemble des régions d’intéreét.

Les exons du geéne /DUA ont été amplifiés par PCR dans les conditions suivantes : Tampon 1X,
1,5mM de MgClz2, 100uM DNTPs, DMSO a 10%, 0,025 U/ul de Taq polymérase, 0,6 uM de chaque
amorce. Un échantillon de 1 ul d’ADN a environs 200 ng/ml est ajouté au volume final de 50 pl. Un
témoin négatif est réalisé en paralléle pour vérifier 1’absence de contamination.

Chaque exon a été amplifié¢ par PCR Touch Down 60-48. La réaction de PCR est réalisée sur un
thermocycleur ABI 9700 (Perkin Elmer) et consiste en un cycle de 95°C pendant 5 minutes pour
I'étape initiale de dénaturation suivi de 12 cycles composés de 25 secondes de dénaturation a 95°C
puis 25 secondes d'hybridation avec diminution de la température d’hybridation d’un degré a chaque
cycle jusqu'a 48°C, puis une phase d'extension a 72°C pendant 25 secondes. Ensuite, sont réalisés 35
cycles comprenant 25 secondes de dénaturation a 95°C, 25 secondes d'hybridation a 48°C puis 25
secondes d'élongation a 72°C. La PCR se termine par un cycle d'élongation finale a 72°C pendant 5
minutes.

Le produit PCR est soumis a une électrophorese sur gel d’agarose pour vérifier que le fragment

amplifié est a la taille attendue (marqueur de taille déposé sur le méme gel).
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La purification des produits PCR est réalisée en suivant les instructions du Kit Qiagen Gel Extraction.
Les réactions de séquence sont effectuc¢es avec le Kit Big Dye Terminator V3.1 cycle sequencing
(Applied Biosystems) et comporte un cycle de 95°C pendant 2 minutes pour ['étape initiale de
dénaturation suivi de 40 cycles composés de 10 secondes de dénaturation a 96°C puis 5 secondes
d'hybridation avec diminution progressive de la température a chaque cycle jusqu'a 50°C, puis une
phase finale d'élongation a 60°C pendant 4 minutes. La purification des produits de séquengage sont
réalisées sur des microplaques remplies avec la poudre Sephadex G 50 ou a I’aide du kit QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen). Les produits purifiés sont analysés sur un séquenceur automatique 3100
GENETIC Analyzer (Applied Biosystems).

La comparaison des séquences génomiques des patients par rapport a la séquence de référence est
effectuée avec le logiciel Variant Reporter (Applied Biosystem). Lorsqu’une variation est identifiée,
son analyse est accomplie grace au logiciel Alamut (Interactive-Biosoftware), ce logiciel fait appel a
toutes les bases de données répertoriant les polymorphismes et les mutations connues des génes, il

permet également de nommer la variation selon les régles de la nomenclature.

2.3. Nomenclature

Les variations moléculaires sont décrites selon les directives courantes de nomenclature, utilisées dans

différentes bases (http://www.hgvs.org/mutnomen). Elle indique le site nucléotidique de variation,

précédé du symbole « c. » indiquant I’utilisation de I’ADN codant, ou I’acide aminé en cause, précéde
du symbole « p. » évoquant les modifications protéiques. Pour désigner les acides aminés un code a
une lettre est utilisé. Le tableau en Annexe 4 rapporte le code international de correspondance a une et

trois lettres désignant chacun des vingt acides aminés.
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3. Résultats

3.1. Caractéristiques cliniques

Notre cohorte est constituée de 13 patients appartenant a 11 familles différentes. Les patients P8 et P9,
ainsi que les patients P10 et P11, sont fréres et sceurs. Le pourcentage de mariage consanguin est de
85%. Le sexe ratio est de 5 gargons pour 8 filles.
L’age des patients au moment de 1’inclusion dans ’enquéte est compris entre 1,7 (P10) et 22,6 ans
(P5), avec un 4ge médian de 13,2 ans.
L’age médian au moment du diagnostic est de 8 ans. Tous les patients sauf un ont été diagnostiqués
aprés 1’age de 2,5 ans. Le plus précoce (P8) a 2,6 ans et le plus tardif (P5) a 15,7 ans.
Pour le patient P10, le diagnostic a été¢ posé a 1’age de 11 mois par un test enzymatique effectué 4
jours apres la confirmation de ’atteinte de sa sceur ainée.
Douze parmi les 13 patients présentent une forme atténuée (2/12 : MPS IS/H et 10/12 : MPS IS). Un
seul sujet est atteint d’une forme sévére (P3). Ce patient est décédé au cours de cette étude a ’age de 9
ans. La classification est basée essentiellement sur 1’age de début de la symptomatologie et la présence
ou non d’un retard intellectuel.
Dans les antécédents, tous les patients sont nés a terme. Le poids de naissance est connu pour 8
patients. Trois sont eutrophes a la naissance, 4/8 sont macrosomes (PN > 4 Kg a terme) et un patient
présente un retard de croissance modéré.
Au cours de I’évolution, une dysmorphie faciale est présente chez tous les patients (13/13). On a
retrouvé une macrocranie parmi 7 patients (54%), une macroglossie chez 3 patients (23%) et 10 cas
avec organomégalie (77%). Une hernie ombilicale est retrouvée chez tous les patients (13/13), avec
une médiane de détection de 5,5 ans.
Un retard de croissance pondéral est retrouvé pour 10 patients sur 12 renseignés, avec un poids médian
de - 2,5 DS (exprimé en déviation standard par rapport a la courbe pondérale normale). Tous ces
patients ont un retard de croissance statural (taille médiane de -3,5 DS). Six patients présentent une
macrocranie au moment de I’enquéte et 5 ont un périmétre cranien (PC) dans la moyenne. Les autres
signes cliniques retrouvés sont :

e Les manifestations ORL : rhinorrhées chroniques (10/13), hyperplasie gingivale (10/13), kystes

folliculaires (1/9), hypoacousie et surdité (6/6). La surdité est de transmission dans 4 cas.

e Les troubles ophtalmologiques : opacité cornéen (10/13).

e Les troubles respiratoires : syndrome obstructif (7/13), syndrome restrictif (2/13).

e Les anomalies ostéo-articulaires : dysostose multiple (10/13), raideur articulaire (8/13).

e Les manifestations digestives : diarrhées chroniques (4/12).
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Les complications cliniques observées sont de type:

e  Cardiaques (11/12) : avec une médiane de survenue de 7 ans. Ces troubles sont essentiellement
valvulaires, de type insuffisance mitrale (8/11), et/ou aortique (5/11), rétrécissement (2/11) ou
¢épaississement mitral (1/11). Une hypertension artérielle pulmonaire est associée a la
valvulopathie chez 3 sujets (P6, 9, 13).

e  Neurologiques caractérisées par I’apparition d’ une hydrocéphalie (7/11) a I’age médian de 11
ans. L hydrocéphalie a nécessité une intervention neurochirurgicale chez un seul patient (P2).

e  Respiratoires : asthme (2/13), BPCO (1/13) et insuffisance respiratoire (2/13).

e  Ophtalmologiques : atrophie optique (1/12) et rétinopathie (1/12).

L’évaluation de ’autonomie des patients montre une autonomie alimentaire chez 9 patients sur 10, et
une marche libérée normale pour tous les patients (13/13), avec une marche libérée acquise en
moyenne a 18 mois. Les fonctions cognitives sont préservées chez 10 patients. Le patient P3 a un

retard sévere et les patients P2 et P13 des retards modérés.

Le langage est normal chez 10 des 13 patients, alors que des difficultés de prononciation sont
observées chez les patients P2 et P8. Le langage est incompréhensible pour le patient P3.

Six des 13 patients suivent une scolarisation normale en primaire ou collége.

Le Tableau 3 résume les principales caractéristiques cliniques des patients.

L’enzymothérapie substitutive a été prescrite pour § patients, elle est programmeée pour 4 autres. Dans

la plus part des cas, le traitement est limité a une année. Le patient P3 décédé, n’a pas été traité par

TES. Aucune greffe de cellules souches n’a été réalisée.
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9

. Motif Age . . . . . . e :
Famile| Patients | % | sexe panac de Phénotyps | diagnostic | Fcds | Taille [Retard) Dysmorphie |Dysostose)| Raideur |, ¢y (yoryq|RhinOThée | o 4 | Opacité | Anomake |, .\5
(ans) consanguin . (Kg) (cm) [mental| faciale multiple | articulaire chronique cornéenne | cardiaque
consultation (ans)
! P |13s0| m ter degré MPS 1 S 55 % 1 1o 1 1 1 | oM | 1 T8 0 M 1
’ ' (-25D8S) |(-3,5D8)
Suspicion de
. MPS, aprés 96
2 P2 510 F ler degré - IH/S 27 18 (2.5D8) 1 1 1 1 HM | OM+1 1 ! 1 0 1
glaucome
Retard
psychomoteur,
3 P3 9,60 M NON Dysmorphie, IH 26 i i 1 1 1 1 HSM | OM 1 ! 0 ! 1
suspicion de
MP3
4 P4 10,70 F 1er degré MPS1 1S 87 A s 0 1 1 0 0 oM 1 B 1 IM+1A 1
' ' (-25D8) | (-3DS)
. Nanisme, Sd 27 128
5 P5 22,60 F 1er degré e 15 15,7 (308) | («4D8) 0 1 1 1 0 oM 1 np 1 IM +1A 1
R . 38 146
6 P 16,10 M 2eme degré HSM IS 13 (<3D8) | (<4DS) 0 1 1 1 HM oM 0 ! 1 RM+ RA 0
. Suspicion de 33 142
7 P7 15,70 F 1er degré WS ) 155 3Ds) |35D8) 0 1 1 1 0 OM 0 M 1 M 0
. Dépistage 93
8 P8 420 M 1er degré MPS1 ] 31 17 (3D5) 0 1 / 0 HM oM 1 ! 1 M !
- Suspicion de 24 121
8 Py 12,60 F oui mais np MPS 15 14 30s) | (<4Ds) 0 1 1 1 HSM | OM 1 ! 1 RM +RA !
R .| Dépistage de : 11 78
9 P10 1,70 M 2éme degré MPS1 IS 11 mois “1D8) | (15D8) 0 1 0 0 HM oM 1 ! 1 IM +IA 0
N . Suspicion de 15 90
9 P11 450 F 2eme degré MPS 13 21 “1DS) |(35D8) 0 1 0 0 HSM | OM 1 i 1 M 0
Dépistage de 35 135
10 P12 14,90 F NON MPS1 ] 83 308) | (<4DS) 0 1 1 0 HSM | OM 0 M 0 IM +1A 1
R . K| 131
1 P13 15,80 F 2éme degré MPS1 IH/S 8 (<3D8) | (<4Ds) 1 1 1 1 HSM | OM 1 P 1 EM 1

Tableau 3: Principales caractéristiques cliniques des patients de la cohorte
Les caractéristiques cliniques des patients sont résumées dans le tableau, 1: présence, 0: absence, M: sexe masculin, F: sexe féminin. Pour les phénotypes IH: forme sévere, I S/H :

forme intermédiaire, IS: forme frustre. Les variations par rapport a la norme du poids et de la taille sont exprimées entre parenthése par les déviations standards (DS). Pour
I’organomégalie, HM : hépatomégalie, HSM : hépatosplénomégalie. Pour les hernies, OM : Ombilicale, I : Inguinale. La surdité est de type mixte (M), de transmission bilatérale
(TB), ou de perception (P). Les valvulopathies décrites sont de type : insuffisance mitrale (IM) ou aortique (IA), rétrécissement mitrale (RM) ou aortique (RA), et épaississement

mitrale (EM). « np » indique que ’atteinte est présente mais le type de I’anomalie n’est pas précisé. « /» désigne que I’information n’est pas disponible.




3.2. Caractéristiques biochimiques

L’étude des caractéristiques biochimiques a été effectuée dans 3 laboratoires, le laboratoire des
Maladies métaboliques et Centre de dépistage néonatal de Bruxelles - Pr Vincent, Centre de Biologie
Pathologie Est, C.H.U Lyon - Dr Froissart, Service de biochimie et biologie moléculaire Hopital
Cochin Paris - Dr Caillaud.

A. GAG urinaires

L’analyse des GAG urinaires a été réalisée pour 10/13 patients. En terme qualitatif, les profils
chromatographiques urinaires ont montré la présence d’une bande d’héparane sulfate (10/10),
dermatane sulfate (10/10) et de chondroiétine sulfate (8/10). D’autre part, I’analyse quantitative, a
trouvé chez tous les patients (10/10), une forte élimination urinaire des GAG totaux. Cette
augmentation est comprise entre 6,7 et 95 fois la normale supérieure en fonction de I’age des patients

au moment du diagnostic. La médiane est de 21,7.

B. Activité enzymatique

L’activité enzymatique de a-L-iduronidase est indétectable chez 5/13 patients. Elle est inférieure a
25% pour les autres cas (8/13). L’ensemble de ces données biochimiques sont rapportés dans le

Tableau 4.

Tableau 4 : Caractéristiques biochimiques des patients.

GAG électrophorése qualitative GAG Quantitative Activité enzymatigue IDUA nmol/h/mg de protéines
Famille Patients  |Chondroiétine| Héparane | Dermatane| mg/g créat |Rapport/norme Patient Témoin

1 P1 ++ +++ + 70 6,7 Indétéctable 1a5

2 P2 ++ +++ + 294 19.6 0.6 1a5

3 P3 np np np np np Indétéctable 145

4 P4 0 +++ Trace 451 46,9 Indétéctable 1a5

g P5 + + + 523 95 0,01 011a021
6 P6 0 + + 99 18 0,78 1194452
7 P7 + +++ + 53 96 1,08 31,7

8 P8 ++ +++ ++ 169,7 11,3 1,08 20,6

8 P9 + +++ ++ 178 21,7 0,72 32

9 P10 np np np np np 0,72 35,3

9 P11 ++ + 654 43,6 0,72 35

10 P12 + 224 23,3 Indétéctable 324136
11 P13 np np np 441 459 Indétéctable 145

«np » : non précisé
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C. Analyse moléculaire

L’analyse des 26 all¢les a mis en évidence 4 variations pathologiques (Tableau 5) a 1’état homozygote
ou hétérozygote composite :
= 2 substitutions faux-sens :
o Lamutation p.P533R (c.1598C>QG) dans 21/26 alléles.
o Lamutation p.E178K (¢.532G>A) dans 2/26 all¢les.
= 2 substitutions non-sens :
o Lamutation p.Y167X (c.501C>QG) dans 2/26 all¢les,
o La mutation p.Y581X (c.1743C>Q) dans un seul alléle.

Tableau 5 : les caractéristiques des 4 mutations détectées dans notre étude.

Varie':_tion Varif:tic_)n Base Exon Type de mutation Fréequence %
proteique | nucleotide | (ADNc) dans la cohorte
p-P533R C>G c.1598 11 Substitution faux-sens 80,8
p.Y167X C>G c.501 5 Substitution non-sens 7,7
p-E178K G>A c.532 5 Substitution faux-sens 7,7
p.Y581X C>G c.1743 13 Substitution non-sens 3.8

La mutation p.P533R est retrouvée chez 11/13 patients étudiés. Cette mutation est a I’état homozygote
chez 10 sujets (P1. P4. P5. P6. P8. P9. P10. P11. P12. P13) et a I’état hétérozygote chez un seul patient
(P3). Ce dernier, présente un profil de double-hétérozygotie, car une autre mutation située au niveau
de I’exon 13, la mutation p.Y581X, est également rapportée.

L’étude a montré chez les 2 patients restants (P2 et 7) la présence de 2 mutations a 1’état homozygote,
la mutation p.Y167X pour le patient P2 et la p.E178K pour P7. Ces mutations sont situées toutes les

deux au niveau de I’exon 5.

La Figure 8 représente les électrophorégrammes des différents profils mutationnels observés dans

notre étude.
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p.Y167X c.501C>G

Patient P2

E‘GTAGGTA'G GGACTGGCGCATG TTTCCAAG!
100 i3l

Homozygote

v

b'IAG GITACCGRACTEGGCGCAIGTT TCCAAGT
100 111

v

Témoin

p.P533R ¢.1598C>G

Patient P1
FCC TGOC GG G IC ST TIIT TTrSC TG
133 Ao
Homozygote

4

SG O — T e - — o~ 303

Patient P3
Hétérozygote

Témoin

p.Y581X ¢.1743C>G

Patient P3
rGGACAT ACG AGATCCAQGTTCTCI
iss
Hétérozygote

TGG ACATACGAGAT CCAGTTCTC
i A7T ies

v

Témoin

p.E178K c.532G>A

Patient P7
IGGABRCTTCAAGACGTGGAAT GAGCC
) 111 122

Homozygote

F

3 GARCTTIGCGAGCACOTGS AATGAGCC:
1z=2 133

Témoin

Figure 8 : Eléctrophorégrammes des mutations observées chez les patients

Les électrophoregrammes illustrent les 4 types de variation retrouvés chez les patients de la cohorte. Ils représentent

respectivement les mutations p.Y167X, p.Y581X, p.P533R et p.E178K. Les profils « témoins» sont rapportés. Les fléches

rouges indiquent les sites nucléotidiques de variation.



Par ailleurs, 11 polymorphismes ont été identifiés, les polymorphismes p.A20A, p.A8A et p.Q33H
sont les plus fréquents (9/11) et sont retrouvés chez tous les patients sauf P2 et 7.

Le patient P2 présente plusieurs polymorphismes (8 au total), et P7 deux polymorphismes (p.Q33H et
p-N297N).

La liste de ’ensemble des polymorphismes, leurs fréquences respectives, et le détail du génotype de

chaque patient sont rapportés dans les Tableaux 6 et 7.

Tableau 6: Caractéristiques des polymorphismes retrouvés chez les patients

Polymorphisme Base (ADNc) Exon Fréquences %
p-A20A c.60G>A 1 81,8
p-A8SA c.24C>A 1 81,8
p-Q33H c.99T>G 1 100
p.-N297N c.891C>T 7 9,1
p-R105Q c.314G>A 3 9.1
p.N181N c.543T>C 5 9,1
p-A314A c.942G>C 7 9,1
p.A361T c.1081G>A 8 9,1
p.T388T c.1164G>C 8 9.1
p-va4s4i c.1360G>A 9 9,1
p.R489R c.1467C>T 10 9,1

Tableau 7 : Génotypes des patients précisant les mutations et les polymorphismes retrouvés.

Famille ':g‘::g:)s Phénotype Alile 1 Alléle 2 Polymorphismes

1 P1 IS p.P533R p.P533R p.A20A, p.ABA, p.Q33H

) oo s I— ov1e7x | P-Q33H. pRI05Q, pﬁ\:f;:z E:Qig; pA361T, p.T388T,

3 P3 H p.P533R p.Y581X p.A20A, p.ABA, p.Q33H

4 P4 IS p.P533R p.P533R p.AZ0A, p.ABA, p.Q33H

5 P5 IS p.P533R p.P533R p.A20A, p.ABA, p.Q33H

6 P6 IS p.P533R p.P533R p.A20A, p.ABA, p.Q33H

7 p7 IS p.E178K p.E178K p.Q33H, p.N297N
P8 IS p.P533R p.P533R NR

8 P9 IS p.P533R p.P533R p.A20A, p.ABA, p.Q33H
P10 IS p.P533R p.P533R NR

° P11 IS p.P533R p.P533R p.A20A, p.ABA, p.Q33H

10 P12 IS p.P533R p.P533R p.AZ0A, p.ABA, p.Q33H

11 P13 IH/S p.P533R p.P533R p.A20A, p.ABA, p.Q33H

NR : Non réalisé car seule la mutation familiale a été recherchée
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4. Discussion

Nous avons ¢étudié pour la premiére fois, les caractéristiques cliniques, biochimiques et le profil
mutationnel d’une cohorte de 13 patients algériens atteints de MPS 1. Les patients sont le plus souvent
diagnostiqués sur la base de signes cliniques évocateurs. Le diagnostic a été confirmé par 1’étude des
GAG urinaires et de I’activité enzymatique. Les études moléculaires ont été réalisées dans le cadre de

ce travail.

Les patients de la cohorte présentent majoritairement une forme atténuée (92%). En effet, 10/13
patients sont classés par les pédiatres en MPS IS, et 2/13 en MPS IH/S. Ce qui est justifié¢ par le
développement mental préservé chez 10 patients et une atteinte cognitive modérée chez les deux
autres. La présence d’un seul phénotype sévere (P3) est surprenante. L’ensemble des études sur la
MPS 1 dans différentes populations rapportent des fréquences de formes séveéres beaucoup plus
importantes, allant de 54 % a Taiwan * a plus de 88% des cas en Allemagne ¥. Par ailleurs, 57 % des
patients inclus dans le Registre Internationnal de Genzyme (RIG) ont un phénotype sévére ¥. De

méme, les études réalisées sur d’autres populations d’Afrique du Nord ont également observé une

10 108,120,121

forte proportion de forme sévére, 62 % au Maroc ' et prés de 70% des cas en Tunisie

Toutefois, un étude récente incluant 57 patients chinois a rapporté un pourcentage de forme sévere

relativement plus faible (33%) '**.

La faible proportion de sujets ayant une forme sévere dans notre cohorte pourrait étre due a un biais de
sélection par la maladie. En effet, ce biais est fort probable car 1’absence de centres spécialisés en
Algérie, la méconnaissance de la maladie par les pédiatres généralistes et 1’inégalité d’accés au soin
sur le territoire entralnent un retard diagnostic. Ce retard associ¢ a la difficulté d’accés aux
thérapeutiques spécifiques pourrait étre a ’origine d’une forte mortalité des sujets affectés par les
formes les plus graves. Dans ce contexte et devant la sévérité de la maladie, certaines familles

renonceraient de surcroit a un suivi médical pour se diriger vers une médecine ancestrale.

Un biais de classement peut étre également discuté, car il n’existe actuellement aucun marqueur
biologique, ou critere clinique validé pour distinguer les formes séveéres et atténuées. Dans notre étude,
les médecins se sont basés pour établir leurs classifications sur 1’age de début de la symptomatologie,
et le développement intellectuel préservé ou non des patients. Mais, nous savons que ces méthodes
d’évaluation du quotient intellectuel en pédiatrie sont altérées par une certaine subjectivité, voire un
manque de sensibilité. D’autre part, I’évaluation de I’dge de début de la symptomatologie de fagcon
rétrospective (notamment la dysmorphie faciale) est tres difficile en cours de cette maladie caractérisée

par une évolution chronique.

67



Le patient P3, seul a avoir un phénotype sévere, est décédé au début de cette étude dans un tableau
d’insuffisance respiratoire 1ié¢ a un syndrome obstructif persistant en dépit d’une adénoidectomie. Ce
patient présente une symptomatologie typique du syndrome de Hurler, avec une dysmorphie faciale
observée précocement a 1’dge de 12 mois, une hépatosplénomégalie, une dysostose multiple, des
raideurs articulaires, une hernie, un syndrome obstructif avec rhinorrhée chronique a I’age de 18 mois,
une hydrocéphalie a 1’age de 7 ans et un retard cognitif sévere. L’échographie cardiaque n’a pas été
réalisée, par conséquent, le degré de I’atteinte cardiaque n’a pas pu étre évalué. Le phénotype de ce
patient est compatible avec les signes cliniques les plus communs retrouvés dans la littérature pour le
phénotype sévere (dysmorphie faciale, hépatomégalie, dysostose multiple et présence d’une hernie).
Cependant, 1’opacité cornéenne n’a pas été rapportée dans le cas de notre patient. Il est & noter que
plusieurs sujets ayant un phénotype sévere ne présentent pas d’opacité cornéenne. Cette opacité
cornéen n’est pas un signe spécifique de la MPS I, mais constitue un ¢lément de diagnostic différentiel
par rapport a la MPS II '**. En dépit de la dysmorphie précoce (12 mois), I’age de diagnostic chez ce
patient est relativement tardif : 2,5 ans contre une médiane de 0,8 ans dans RIG, et environ 1,5 ans
dans les pays voisins (Tunisie et Maroc). Ceci pourrait s’expliquer par un recours retardé¢ a la
consultation médicale pour retard psychomoteur associ¢ a une dysmorphie faciale. En revanche, le
déces de ce patient est survenu a 1’age de 9 ans, ce qui est relativement tardif pour un phénotype
sévere au regard de la médiane de survie rapportée dans différentes études (3.8 ans dans RIG). Ceci est
d’autant plus surprenant que ce patient a été¢ diagnostiqué tardivement et n’a recu aucun traitement

spécifique.

Pour les 12 patients ayant le phénotype atténué, la plus part de nos données cliniques sont
concordantes avec celles rapportées dans la littérature *°. Chez nos deux patients définis comme
Hurler/Scheie, I’ensemble des signes li¢s a ce syndrome est présent. De méme, leur age au diagnostic :
2,7 ans pour le patient P2, et 8 ans pour P13, sont en accord avec les données du RIG qui rapporte un
age médian au diagnostic de 3,8 ans. Ces 2 patients ont développé une hydrocéphalie qui a nécessité,
dans un cas (P2), une intervention neurochirurgicale. En revanche ce patient, n’a pas présenté, en
cours de I’enquéte, d’anomalie cardiaque, ce qui est relativement rare dans la MPS I S/H. Cela pourrait
s’expliquer par son jeune age (5 ans) ; en effet, la médiane de survenue des manifestations cardiaques
décrites dans la littérature est de 11,7 ans *°. En revanche, le patient P13, 4gé de 15 ans au moment de
cette enquéte, a un épaississement mitral. L’age de ces deux patients au moment de 1’étude est
compatible avec la médiane de survie de 17,4 ans trouvée dans RIG .

Dans la présente étude, chez les 10 sujets affectés par le syndrome de Scheie, la valvulopathie,
I’opacité cornéenne et la présence de hernie ombilicale, sont quasi systématiques. En revanche, la
raideur articulaire est rapportée seulement dans la moitié des cas. Toutefois, les signes de surcharge

sont plus fréquents : 100% pour la dysmorphie faciale et 70% pour I’hépatomégalie. La médiane d’age
68



au diagnostic est de 8,4 ans, un peu plus faible que celle trouvée dans le RIG (9,4 ans). De plus, les
sujets apparaissent plus jeunes ; en effet, la médiane de leurs ages est de 13,2 ans contre 22,2 ans dans
le RIG. Ceci peut étre justifié par la forte proportion des signes de surcharge, qui sont des points
d’appel majeurs permettant un diagnostic plus précoce. La présence de ces signes de surcharge permet
certainement une orientation plus facile dans un service pédiatrique et leur inclusion dans la présente

étude.

L’age relativement jeune et la prédominance de formes atténuées chez nos patients peuvent
probablement expliquer la rareté des complications cliniques observées au moment de cette enquéte
(absence d’hydrocéphalie nécessitant une chirurgie, aucun cas de compression médullaire, de
pneumopathie récidivante ou d’insuffisance coronarienne).

Pour le traitement spécifique, 8/13 de nos patients ont recu une enzymothérapie substitutive, alors
qu’elle est programmée pour 4 autres, malheureusement dans la plupart des cas, la durée de ce
traitement est courte. En effet, la période thérapeutique pour la plupart des patients a été¢ limitée a une
année, ceci est relatif au cott et aux modalités d’acquisition de 1’ Aldurazyme®

En effet, le prix d’un flacon de 5 ml d’Aldurazyme® 100 Ul/ml est d’environ 714 euros '**, la
posologie optimale est de 0.58 mg/kg/semaine c’est-a-dire 100 U/kg/semaine '>*. Pour un poids moyen
de 25 Kg, 5 flacons par semaine sont nécessaires, soit environ 3570 euros par semaine et par patient.
De plus, une étude récente, met en garde sur les effets néfastes de I’arrét de 1’enzymothérapie

1

substitutive, qui peut s’accompagner de plus de complications cliniques '*°. Dans notre cohorte, ces

complications n’ont pas étaient spécifiquement signalées.

L’analyse des GAG urinaires est un test de dépistage indispensable dans la cadre du diagnostic des
mucopolysaccharidoses. En permettant une orientation rapide, il limite la multiplication des études
enzymatiques ou moléculaires. Dans le cadre de ce travail, I’étude des GAG urinaire a été réalisée au
moment du diagnostic chez 10/13 patients. Elle a mis en évidence chez tous les patients, une
augmentation accrue de I’excrétion des GAG totaux, qui est comprise entre 6,7 et 95 fois la norme.
Cette augmentation est due a I’¢limination accrue de dermatane sulfate et d’héparane sulfate ; car en
paralléle, 1’analyse électrophorétique a permis de trouver dans tous les cas des bandes surnuméraires
correspondant a ces deux substrats (100% des sujets présentent une double bande DSu + HSu). Dans
le cas de la MPS IS et IS/H I’excrétion peut étre faible voir comprise dans I’intervalle de référence.
Ceci est dii a I’age relativement avancé des patients au moment du diagnostic; en effet, la
concentration des GAG urinaire diminue considérablement avec 1’age. Cependant, les niveaux des
GAG urinaires dans notre cohorte sont relativement important (> 6 fois la norme) et ceci en dépit du
fait que la quasi-totalité des patients étudiés, présentent une forme atténué¢e (MPS IS ou IS/H) et un

age diagnostic médian de 8 ans.
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La mise en évidence du déficit enzymatique en a-L-iduronidase dans les leucocytes chez tous nos
patients a permis de confirmer le diagnostic de MPS 1. Par comparaison a ’activit¢ d’un témoin
normal de méme age, 5 patients présentaient un déficit enzymatique total (activité indétectable). Alors
que les 8 restants ont une activité enzymatique inférieure a 25 %.

Nos résultats ne montrent pas une corrélation entre I’activité enzymatique et le phénotype des patients.
En effet, dans le groupe des patients ayant un phénotype atténué, nous retrouvons aussi bien des
niveaux d’activité¢ indétectables, identiques a celui du patient P3 atteint de la forme sévere, que des
activités résiduelles notables. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature,
puisqu’aucune étude clinique n’a pu montrer une telle corrélation dans la MPS 1.

Trente-huit pour cent des patients ont des niveaux d’activité enzymatique indétectables alors qu’une
¢tude récente en Algérie portant sur ’activité enzymatique de 30 patients atteints de MPS 1, retrouve
seulement 10 % d’activité indétéctable 7. En revanche, les études réalisées dans des pays voisins, ont
¢galement retrouvé une proportion plus importante de patients avec un niveau d’activité indétectable,
soit 40% des patient en Tunisie ' et 100% au Maroc '”".

Nos résultats cliniques sont soumis a certains biais : la cohorte est de faible effectif, le recueil de
données est rétrospectif et le recrutement est réalisé en pédiatrie et cible la région oranaise. Ce qui peut

ne pas refléter les caractéristiques cliniques de I’ensemble des cas de MPS I en Algérie.

La large variabilité¢ du profil mutationnel du gene /DUA est considérée comme un facteur majeur de
I’hétérogénéité clinique caractérisant la MPS 1. Plusieurs travaux ont été€ réalisés a la recherche d’une
corrélation entre génotype et phénotype des patients. Dans la présente étude, nous avons décrit pour la
premiére fois, le profil mutationnel du gene /DUA dans une cohorte de 13 patients algériens atteints de
la MPS 1. Le recrutement concerne plus spécifiquement 1’ouest algérien (C.H.U Oran). Pour cette
¢tude, ’amplification et le séquencage de ’ADN génomique des 14 exons du géne /DUA, de leurs
régions régulatrices, et de leurs jonctions intron—exon ont été réalisés. A noter que les techniques
basées sur 1’analyse de I’ADNc sont déconseillées dans la cadre de la MPS 1, car la grande proportion
des mutations de type non-sens, est a I’origine d’une instabilité des ARNm. Cette instabilité est induite
en particulier par des mécanismes de type NMD « nonsens mediated decay », décrit précédemment par

Neufled ou récemment par Almeida '** chez des patients MPS I porteurs de ce type de mutations.

Dans ce travail, 4 mutations déja connues dans la littérature ont été identifiées. Deux mutations sont de
type faux-sens (p.P533R, p.E178K) et 2 autres de type non-sens (p.Y581X, p.Y167X).

La mutation p.P533R est largement prédominante dans notre cohorte, elle est retrouvée dans 21/26
alleles étudiés, soit chez 84% de nos patients. Elle est identifiée a 1’état homozygote chez 10/11
patients et un seul cas hétérozygote. La mutation faux-sens p.P533R est située dans I’exon 11

(c.1598C>@), elle conduit a la substitution d’un acide aminé neutre (la proline) par un acide aminé
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basique (I’arginine) en position 533 de la protéine IDUA, I’écart physicochimique entre ces deux
acides aminés est important. Par ailleurs, le nucléotide muté et le résidu proline sont trés conservés au
cours de I’évolution ; les sites de prédiction SIFT et Mutation Taster concluent au caractere délétére de
cette mutation. Cette mutation induit la synthése d’une protéine mal repliée et partiellement
fonctionnelle. Il a ét¢ démontré que cette protéine mutante IDUA p.P533R conservait une certaine
activité catalytique résiduelle lors de son expression au niveau des cellules CHO-K1'?. Ceci laisse a
penser que cette mutation serait associée aux phénotypes les moins graves. Nos résultats vont dans ce
sens, puisqu’ils montrent la présence de la mutation p.P533R a 1’état homozygote chez des patients
présentant un phénotype atténué.

En revanche, les données de la littérature rapportent une large variabilité clinique chez les patients
porteurs de ce génotype . En effet, on trouve la mutation p.P533R, aussi bien dans des phénotypes
atténués que séveres. Cette mutation est d’ailleurs identifiée pour la premiére fois par Scott et al en
1993 chez des patients de phénotype sévére *°.

La forte proportion (84%) de cette mutation dans notre cohorte est en accord avec les résultats de

1812021 ot ceux d’Alif au Maroc '”’. Ces travaux rapportent la présence de la

Chkioua en Tunisie
mutation p.P533R chez environ 64% des cas en Tunisie et 92% des patients marocains. Toutefois,
dans ces études, cette mutation est associée a différents phénotypes. Par ailleurs, il est considéré que
I’origine de cette mutation est méditerranéenne, avec un probable foyer fondateur en Sicile ou elle est
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identifiée chez 11% des patients Cette mutation est ainsi retrouvée dans d’autre pays

méditerranéens comme 1’Italie (6 a 13%) °"'™, 1’Espagne (6 a 10%) et la Turquie (4.8%) '™
Cependant, une proportion relativement élevée est également observée au Brésil (11 a 14.5%) *™'% et
en Russie (8%) '”°. En revanche cette mutation n’est retrouvée dans la population européenne et nord-
américaine que dans 3% des cas "°, et aucun cas n’a été identifié aux Japon "*'. A I’inverse, aucune
des deux mutations les plus fréquentes dans la population caucasienne (p.Q70X, p.W400X) n’a été
trouvé dans notre étude.

La fréquence des unions entre apparentés dans les pays de 1I’Afrique du Nord, notamment entre
cousins germains, qui est estimée a 32 % de I’ensemble des mariages tunisiens, et 22.6 % en 1’ Algérie,
et pouvant parfois atteindre 60% dans les régions rurales '*°, peut expliquer la forte proportion de la
mutation p.P533R dans ces populations. Dans notre étude, le taux de consanguinité est de 85%. De
plus, un biais de sélection provenant du recrutement de nos patients dans une seule région en Algérie
(Ouest d’ Algérie), peut étre également avancé pour justifier la forte proportion de la mutation p.P533R

dans la présente étude.

La Figure 9 présente la distribution géographique et les proportions relatives des 3 mutations les plus

fréquentes en fonction des pays.
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Figure 9 : Distribution géographique et fréquences relatives des mutations les plus communes en fonction

des pays.

Les chiffres indiquent le pourcentage allélique des mutations dans chaque population, Au Maroc 8% des all¢les ne sont pas
identifiés (Ind). On peut remarquer la forte proportion de la mutation p.P533R dans les pays de 1’Afrique du Nord. Elle est
retrouvée aussi dans certains pays méditerranéens, mais également au Brésil et la Russie (URSS). Les mutations p.W402X et

p-Q70X sont trés fréquentes dans la population caucasienne.
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La deuxiéme mutation faux-sens p.E178K a été identifiée au cours de ce travail chez le patient P7.
Cette mutation est localisée dans I’exon 5 (¢.532G>A), elle induit la substitution de I’acide glutamique
par une lysine en position 178 de la protéine IDUA. Le nucléotide muté est moyennement conservé au
cour de I’évolution alors que le résidu glutamate est trés conservé. Il est a noter que 1’écart physico-
chimique entre ces deux acides aminés est peu important. Les sites de prédiction SIFT et Mutation
Taster concluent au caractére délétere de cette mutation. Cette mutation n’a été documentée que dans
trois cas : un patient italien en 2002 "** et deux autres patients italien '** et chinois '** en 2011 et 2012
respectivement. A noter, que dans ces trois cas, cette mutation est retrouvée a 1’état hétérozygote, avec
la délétion 134-145dell2 chez le premier patient italien et la mutation non-sens p.W402X dans le
travail de Bertola ef al, tandis que le deuxieme alléle muté n’a pas été identifié chez le patient chinois.
Nous rapportons donc pour la premiére fois un patient porteur de cette mutation a 1’état homozygote.
En terme de corrélation génotype-phénotype, cette mutation semble atténuer la sévérité de la maladie,
car les deux mutations 134-145dell12 et p.W402X sont connues pour étre associées a des phénotypes
séveres lorsqu’elles sont retrouvées a 1’état homozygote. Alors que dans le cas de ces deux patients
italiens, les phénotypes ¢taient intermédiaires (MPS IH/S). La présence de cette mutation a 1’état
homozygote chez notre patient pourrait expliquer son phénotype atténué (MPS IS). Ce patient n’a été
d’ailleurs diagnostiqué qu’a 1’dge de 15 ans et il est parmi les rares sujets a ne pas avoir
d’hépatosplénomégalie. Cependant, une telle corrélation doit étre confirmée chez un nombre de sujet
plus important, ou avec des modeles animaux, tels que les souris « knock-in » pour cette mutation
comme celles utilisées dans une étude américaine récente pour la mutation p.W402X ',

La mutation non-sens p.Y581X est retrouvée chez le seul patient qui présente un phénotype sévere
dans notre cohorte (P3), associée a la mutation p.P533R. Cette mutation est située dans 1’exon 13 du
géne IDUA (C.1743C>G). La mutation p.Y581X est rarement rapportée dans la littérature, 3 cas au
total. Elle a été identifiée & ’état hétérozygote chez un patient d’origine croate '*' et chez un patient
italien '*. Plus récemment, en 2011, Chkioua et al ont décrit un patient tunisien de phénotype sévére

"I La gravité de la maladie chez ce patient est en

porteur de cette mutation a 1’état homozygote
accord avec l’association des mutations ayant un fort impact sur la stabilit¢ de ’ARNm aux
phénotypes les plus sévéres de la maladie *’. Les mutations induisant un décalage de cadre lecture,
celles ciblant les sites d’épissage et les mutations non-sens, sont parmi les mutations ayant un impact
directe sur la stabilit¢ de ’ARNm. Terlato et al. suggérent que comparativement aux patients
homozygotes pour la mutation non-sens p.W402X , les patients présentant les deux mutations p.P533R
et p.W402X auraient une progression moins sévére ¢’. Cette notion est retrouvée chez le patient P3 de
phénotype sévere (MPS IH) qui n’a regu aucun traitement spécifique et qui est décédé en cours de

cette enquéte a 1’age relativement tardif de 9 ans. En effet, I’dge moyen de décés des patients de

phénotype sévere est de 3.8 ans dans le RIG.
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La seconde mutation non-sens p.Y 167X, est identifiée a I’état homozygote chez la patiente P2. Cette
variation localisée dans I’exon 5 du géne /DUA (C.501C>Q). Cette mutation a été décrite auparavant e
chez 2 patients a 1’état hétérozygote : un patient d’origine indienne de phénotype atténué¢ en
association avec la mutation faux-sens p.C205Y "**. Un patient tchéque de phénotype sévére porteur
d’un génotype, associant les deux mutations non-sens p.Q70X et p.Y167X a été rapporté *’. Dans ce
présent travail, nous rapportons pour la premiere fois la présence de la mutation p.Y167X a 1’état
homozygote. La patiente P2 a été considérée comme ayant un phénotype intermédiaire (MPS IH/S)
marqué par un retard intellectuel modéré, une hydrocéphalie nécessitant une intervention
neurochirurgicale et une insuffisance respiratoire. Cependant, sa dysmorphie faciale est détectée
précocement a 1’age de 14 mois rend sa classification en syndrome intermédiaire discutable. De plus,
la sévérité de la maladie chez cette petite fille, dgée actuellement de 5 ans, concorde avec 1’idée

précédente de 1’association entre les mutations non-sens et la forme la plus grave de la maladie.

Le polymorphisme est défini comme une variation génétique bénigne présente dans plus de 1 % de la
population normale. Onze polymorphismes du géne /DUA ont été identifiés chez nos patients.
L’association des polymorphismes p.A8A, p.A20A et p.Q33H, est décrits dans 81% de nos sujets. Ce
résultat est en accord avec les données de la littérature, qui décrivent trés fréquemment cette triade
194133 Elle est rapportée dans prés de 70% des cas décrits par Chkioua en Tunisie.

La patiente P2 semble présenter un profil génétique distinct des autres. En effet, il présente 8
polymorphismes différents et la mutation causale p.Y 167X, il présente 8 polymorphismes différents.

Il a été suggéré que certains polymorphismes non délétéres, lorsqu’ils sont associés a la mutation
causale, pourraient modifier le phénotype clinique ®’. Chez les patients présentant en particulier des
mutations faux-sens, comme par exemple la mutation majoritaire dans notre cohorte p.P533R, le
phénotype pourrait étre amélioré ',

L’influence des polymorphismes (p.A8A, p.A20A et p.Q33H) sur le phénotype li¢ a la mutation
p-P533R pourrait étre suggérée. En effet, tous les patients de notre cohorte ayant un génotype
associant la mutation causale p.P533R a ces trois polymorphismes sont de phénotype atténué.
Cependant, un patient de phénotype sévere a ¢été rapporté en Tunisie en présence de ces 3

polymorphismes et la mutation p.P533R "'

. L’analyse des phénotypes liés a la présence de la mutation
p.P533R en fonction des polymorphismes présents sur un plus grand nombre de patients permettrait de
mieux cerner 1’effet de ces variations.

En absence d’une échelle de sévérité uniformément utilisée pour 1’évaluation clinique des malades
MPS 1, les comparaisons des sujets dans différentes études et les corrélations génotype—phénotype
sont trés difficiles a établir. Par ailleurs, le profil mutationnel de notre cohorte peut ne pas refléter

I’ensemble de la population algérienne car le recrutement cible uniquement la région de I’ouest
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algérien. Les mutations retrouvées chez les patients de notre cohorte n’ont pas été recherchées chez les

parents, cela est essentiellement di a la difficulté pratique d’acheminement des prélévements.
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Conclusion

Au cours de ce projet, nous avons préalablement mis au point la technique de séquengage du geéne
IDUA, cela a permis d’¢largir la liste de maladies héréditaires du métabolisme pour lesquelles ce type
de diagnostic est réalisé au sein de notre laboratoire.

Nous rapportons pour la premicre fois, les résultats d’une étude descriptive d’une cohorte de 13
patients algériens atteints MPS 1. Le recrutement a été réalisé au service de pédiatrie du CHU d’Oran
en Algérie. L’objectif était de répertorier les caractéristiques cliniques, biochimiques et moléculaires
des patients.

Notre cohorte comporte majoritairement des patients de phénotype atténué. Leurs données cliniques
sont conformes aux données connues dans la littérature. Avec la présence quasi systématique d’une
valvulopathie, d’une opacité¢ cornéenne et de hernie ombilicale. En revanche, les signes de surcharge,
comportant la dysmorphie faciale et I’hépatomégalie sont beaucoup plus fréquents chez les patients de
notre cohorte. Ces signes d’appel pourraient expliquer le diagnostic précoce des patients et leurs
recrutements dans un service pédiatrique. Par conséquent, les patients de notre cohorte sont plus
jeunes, avec un age médian de 13 ans contre 22 ans dans le RIG. Cependant, la forte proportion de
forme atténuée dans cette étude est en désaccord avec I’ensemble des données de la littérature. Un
biais de sélection par la maladie, avec une mortalité précoce des sujets atteins de forme grave, peut
étre avancé. De plus, en absence de critéres cliniques ou biologiques permettant de distinguer les
différents phénotypes, un biais de classement ne peut étre écarté.

Les données biochimiques des patients sont compatibles avec le diagnostic de MPS 1, avec une
excrétion accrue de GAG urinaires pouvant atteindre parfois 95 fois la norme. Leurs profils
¢lectrophorétiques sont anormaux, avec présence systématique de bande de dermatane et héparane
sulfate. L’étude enzymatique a confirmé le diagnostic de MPS I pour I’ensemble des patients.

Selon les recommandations européennes récentes pour la prise en charge de la MPS 1, il faut établir le
génotype au moment du diagnostic chez tous les patients ', En effet, certaines relations phénotype-
génotype sont rapportées dans la littérature et pourraient permettre d’optimiser le suivi thérapeutique
des patients.

Par ailleurs, en augmentant le nombre de cas décrits, ces études moléculaires systématiques pourraient
¢galement mettre en évidence d’éventuelles nouvelles relations phénotype-génotype ou confirmer
d’autres.

Notre étude moléculaire, révele la prédominance de la mutation p.P533R. Ce résultat est concordant
avec les études réalisées dans d’autres populations d’Afrique du Nord '7"'%!2%12! "1 a forte proportion

de mariages consanguins dans ces populations, est probablement a I’origine de cette fréquence élevée.
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Cependant, la forte prédominance de phénotypes atténués et de la mutation p.P533R dans notre
cohorte ne nous permet pas de conclure sur une relation génotype-phénotype.

De plus, une grande variabilité clinique est rapportée dans la littérature chez les patients porteurs de
cette mutation. Cette hétérogénéité phénotypique, ne permet de prédire 1’évolution de la maladie chez
les patients de notre cohorte. En revanche, la forte prédominance de cette mutation dans la population
maghrébine pourrait offrir une stratégie de diagnostic moléculaire moins couteuse. Avec une recherche
directe de la mutation p.P533R, puis un séquencage complet du gene /DUA, si cette mutation est
absente.

Toutefois, I’analyse génétique complete et systématique du gene /DUA pourrait étre informative et
permettrait ainsi de rechercher une éventuelle influence des polymorphismes sur la sévérité de la
présentation clinique.

Par ailleurs, la caractérisation du génotype et éventuellement le dépistage des hétérozygotes dans la
famille constituerait des outils importants pour faciliter le conseil génétique et la réalisation d’un
éventuel diagnostic prénatal.

11 est par ailleurs essentiel pour comprendre la physiopathologie de la MPS I et des MLS en général,
d’analyser la structure tridimensionnelle des enzymes défectueuses. En effet, la compréhension des
modifications conformationnelles induites par les différentes mutations causales constituerait ainsi
dans I’avenir la base de nouvelles stratégies thérapeutiques pour les MLS. Dans ce sens, les molécules
chaperonnes seraient une option intéressante. Il est important également de poursuivre les études sur
I’implication de ’autophagie dans la cascade physiopathologiques des MLS. Ces travaux pourraient

ainsi offrir la possibilité de stratégies thérapeutiques innovantes.
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Annexe 1

Définitions et structures des substrats accumulés dans les MLS
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Annexe 2

Liste des MLS en fonction des anomalies moléculaires

et le type de substrats accumulés

Pathologies Ngﬁﬁ:‘o Protéine déficiente Test dépistage Test confirmation
Mucopolysaccharidoses (MPS)
607014
HFslignlme B, ey, o o-L-lduronidase EC32176| GAGuinaie | Enzymatique etBM
H/S, Syndrome de Scheie
607016
MPS 1/ Syndrome de Hunter 309900 Iduronate-2-sulfatase EC3.16.13 | GAG urinaire Enzymatique etBM
MPS Il A/ Syndrome de Sanfilippa | 252900 Héparane-N-sulfatase EC3.10.11 GAG urinaire Enzymatique etBM
MPS Il B/ Syndrome de Sanfilippo | 252920 | o-N-Acétylglucosaminidase | EC 3.2.1.50 | GAG urinaire Enzymatique etBM
AcétylCoA :
MPS Il C / Syndrome de Sanfilippo | 252930 a-glucosaminide EC23.13 GAG urinaire Enzymatique et BM
N-acétyltransferase
MPS Ill D / Syndrome de Sanfilippo | 252940 N'Aceﬂﬂz;‘:tgizm'”e'a' EC31614 | GAGurinaie | Enzymatique etBM
MPS IV A / Syndrome de Morquio | 253000 N'acew'gzl'f:t:’;am'”e's' EC3.16.14 | GAGuinaire | Enzymatique etBM
MPS IV B / Syndrome de Morquio | 253010 B-Galactosidase EC3.21.23 | GAG urinaire Enzymatique etBM
LI BV S osagpq | NAcetylgalactosamine-d- | e g 4615 | GAG urinaite | Enzymatique etBM
de Maroteaux-Lamy sulfatase
MPS VIl / Syndrome de Sly 253220 B-Glucuronidase EC3.2.1.31 GAG urinaire Enzymatique etBM
MPS IX 601492 Hyaluronidase EC3.21.35 | GAG urinaire Enzymatique etBM
Glycoprotéinoses
Aspartylglucosaminurie 208400 | Aspartylglucosaminidase EC3.5.1.26 OI|gousrie:|1c;ci:1:Sr|des Enzymatique et BM
Fucasidose 230000 a-L-Fucosidase EC 3.2.163 O"Qﬁﬁ]‘;ﬁ:‘:s”des Enzymatique etBM
a-Mannosidose de type I/l 248500 o-D-Mannosidase EC 3.2.1.24 O"gzsr;‘;:‘:;'des Enzymatique et BM
B-Mannosidose 248510|  a-D-Mannosidase EC3.2.1.25 O"ng_;]‘;:‘:s”des Enzymatique etBM
Mucolipidose |/ sialidose de type VIl 256550  o-D-Neuraminidase | EC3.2.1.1 | Olgosaccharides | o ioue etBM
sialylés urinaires
Maladie de Schindler de type Il | 104170 | o-N-Acétylgalactosaminidase | EC 3.2.1.49 | O190Sacchandes | o tcue etBM

urinaires
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Annexe 2 (suite)

Pathologies NS;GT“T Protéine déficiente Test dépistage Test confirmation
Sphingolipidoses
Conceniration Enzymatique etBM
Maladie de Fabry 301500 | a-GalactosidaseA |EC 3.2.1.22 | globotriaosylceramide ymaiq
(Gb3) (chez la femme)
Lipogranulomatose de Farber/__{ongng0|  ceramidase  |EC 35.123| Cambolsmedu o o kioue etBM
Maladie de Farber céramide
230800,
Maladie de Gaucher type I/11/1] 230900, | B-Glucocérébrosidase| EC 3.2.1.45 Ferritine, ECA, Enzymatique et BM
231000 chitotriosidase
Maladie de Gaucher atypique 176801 Saposine C / BM
GM1 gangliosidosis type I/II/1] 230500 pB-Galactosidase |EC 3.2.1.23 Enzymatique et BM
GM2-Gangliosidose de type | ) . Enzymatique et BM
Maladie de Tay-Sachs e e e Enzymatique et BM
GM2-Gangliosidose de type I 268800 B-Hexosaminidase Enzymatique et BM
Maladie de Sandhoff AetB Enzymatique et BM
GM2-Gangliosidose de type AIB - [272800| GM2 activateur / BM
Maladie de Krabbe 245200 | Galactocéréhrosidase | EC 3.2.1.46 Enzymatique et BM
Maladie de Krabbe Saposine A / BM
Leucodystrophie métachromatique [250100 Arylsulfatase A EC 3.1.6.1 Sulfatide urinaire BM
Leucodystrophie métachromatique | 249900 Saposine B / Sulfatide urinaire BM
Maladie de Niemann-Pick 257200 Sphingomyélinase Testalafilipine,  [Enzymatique etBM
: EC 3.1.4.12 L
de type A etB 807625 acide Chitotriosidase
Autres lipidoses
Maladie de Niemann-Pick 257220, Test a la filipine, .
type C1 et C2 go7eos|  NPC1.NPC2 J Chitotriosidase | E"2Y™Matique etBM
Maladie de stockage en esters de . . :
cholestérol Maladie de Wolman 278000 Lipase acide EC3.1.1.13 Enzymatique etBM
Céroide-lipofuscinose neuronale 1, Palmitoyl protéine Etude :
CLN1 / Maladie de Santavuori = thioesterase = anatomopathologique TR GIELL
Céroide-lipofuscinose neuronale 2, Etude
CLN2 / Maladie de Jansky- 204500 | Tripeptidyl peptidase | [EC 3.4.14.9 : Enzymatique et BM
: anatomopathologique
Bielschowsky
Céroide-lipofuscinose neuronale 3, Etude
juvénile CLN3 / Maladie de Batten 204200 CLNSP / anatomopathologique B
Céroide-lipofuscinose neuronale 5, 056731 CLN5P / Etude | BM
CLN5 anatomopathologique
Céroide-lipofuscinose neuronale 6, Etude
CLNG 601780 CLNeP / anatomopathologigue -
Céroide-lipofuscinose neuronale 8, Etude
CLN8 / Epilepsie de Northerm LS L : anatomopathologigue .
e . Protéine régulatrice de .
Céroide-lipofuscinose neuronale 9, 609055 |  dihydrocéramide | Etude | BM
CLN9 . anatomopathologique
synthétase.
Céroide-lipofuscinose neuronale 10, - Etude
CLN10 610127 Cathépsine D / anatomopathologigue B
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Annexe 2 (suite)

Pathologies Nga ﬁ;lo Protéine déficiente Test dépistage Test confirmation
Glycogénoses
G'y°°ge"°septgﬁ%2 [Maladiede | 537300|  a-Glucosidase  |EC 3.2.1.20 Enzymatique etBM
Déficit enzymatique multiple
Déficit multiple en sulfatases 272200 SUMF1 / GAGu;niLi‘r'f:t'de Enzymatique et BM
- Oligosaccharides .
Galactosialidose 256540 PPCA / - Enzymatique
urinaires
Mucopolidose II/IlIA/ Maladie de I-cell; | 252500 | N-acétylglucosamine- .
pseudo-Hurler polydystrophie 252600 | 1-phosphotransferase EC il SR
- N-acétylglucosamine-
Aeeliksroe el Fesmes 252605 | 1-phosphotransférase |/ Enzymatique
Hurler "y
(sous-unité g)
Sphingolipidose complexe 176801 Prosaposine / BM
Deéficits en transporteurs lysosomaux
. - Cystine
Cystinose 219800 Cytonisine ! intralelicocytaire BM
Maladie de surcharge en acide sialique [ 269920 - Acide sialique urinaire,
) Sialine / ) BM
{ Salla disease 604369 fibroblaste
Maladie d'Alzheimer précoce 600047 ABCA2 ! BM
Autres deéficits
Maltase acide,
Maladie de Danon 300257 LAMP-2 anapathologie, BM
immunohistochimie
Mucopolidose 1V 252650 Mucaolipine 1 / BM
Pycnodysostose 265800 Cathépsine K EC 3.4.22.38 clinique
ATPase H* vacuolaire
Ostéopétrose 259700 oSTMA /
CIC-7
UDP-N-
Sialurie 269921 | acétylglucosamine 2- |EC 5.1.3.14
épimérase
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Annexe 3

Listes des amorces utilisées pour le séquencage du géne IDUA

Taille

Température
Taille (pb)
Amplicons Séquences d'amorces d’hybridation
d'amorce |des produits
T°C
de PCR

PromeliET F AGGGCCCAGTGTGCTCTTC 20 444 59,6
R GCCTCCGGGTCGGAGTC 17 60,4
Exontl F AGCGTTCTTCTGAGCGCTTT 20 519 61,7
R AGGGAGCTCCGGTCTCTG 18 60,5

Bm F CCCTCGTCTTACTGCTGCTG 20 487 60,1
R CCAGCAAGGACACGCTCT 18 60,1
EXonie F CATACCAGGCCTTCATAGGG 20 452 59.4
R CAAACCCTGGAACACAGGAG 20 60,5

Exontd F CCCTCTGAGTCCTTGGATG 20 378 59,1
R CCACCAACCTATCCCTTGTC 20 59,3
Bam 5 F GCATGGAGATGGGGTTCAT 19 318 60,7
R GAGCACTGCGTCTACACCTG 20 59,6
Baon 6 F TTGACAACGTCTCCATGACC 20 479 59,5
R CCTGCTCCAGGATGGAGAT 19 60,1

B 7 F CCACGACGGTACCAACTTCT 20 495 60
R GTGTTGGCCAGTAGCAGGTT 20 60,2
Baen Ll F ATCTCCATCCTGGAGCAGG 19 423 60,2
R GGGTGTTGTTGACCTGGAAG 20 60,4
Exon 8.2 F AACCTGCTACTGGCCAACAC 20 357 60,2

R CTCCCCTTGGTGAAGGAGTC 20 61

B © F CTGGGGACTCCTTCACCAAG 20 442 62
R AGGTAGCGCGTGACGTAGAC 20 60,5

Exonilo F ATCTACGCGAGCGACGAC 18 470 60,1
R GGTCCTCAGGGTTCTCCAG 19 59,6

B 1l 11=12 F GTGTGGGTGGGAGGTGGA 18 570 63
R ACAGTGTGTGGGGTGAAGG 19 59.4
B 13 F CCTAGGGGACATGAGATGGA 20 471 59.9
R CTCGGTAGGAGCCAGAGACA 20 60,5

Exon 14 F CAGGGCAGTACTGGGTGG 18 331 62

R TATATTGCAAAGGGGGTGATG 21 62
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Annexe 4

Tableau indiquant le code international de correspondance a une et trois lettres, utilisé

pour désigner chacun de des vingt acides aminés.

Nom complet de I'acide aminé Code a une lettre Code a trois lettres
Alanine A Ala
Arginine R Arg
Asparagine N Asn
Aspartate ou acide aspartique D Asp
Cystéine C Cys
Glutamate ou acide glutamique E Glu
Glutamine Q Gln
Glycine G Gly
Histidine H His
Isoleucine I Ile
Leucine IL Leu
Lysine K Lys
Meéthionine M Met
Phénylalanine F Phe
Proline P Pro
Sérine S Ser
Thréonine T Thr
Tryptophane W Trp
Tyrosine Y Tyr
Valine A% Val
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Par délibération en date du 03 Mars 1976, la faculté a arrété que les opinions émise dans
les dissertations qui lui seront présentées doivent étre considérées comme propres a

leurs auteurs et qu’elle n’entend leur donner aucune approbation ni improbation.
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