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Celui qui désespere des événements est un lache, mais
celui qui espere en la condition humaine est un fou.

A. Camus
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Avant-propos

La « biologisation de la médecine s’est fortement accrue depuis la seconde moitié
du vingtieme siécle, et plus encore depuis I'avésrgnde la génétigue moléculaire voici prés
de trois décenniésLa thése d’exercice proposée ici s'inscrit claiemt dans cette démarche.
Le transfert de technologies et de méthodologiesaldiscipline scientifique, la biologie, qui
s’est développée essentiellement a partir du dixAeene siécle vers cet art-science qu'est la
médecine, pluriséculaire, ne s’opére toutefois s réinterroger les principes
fondamentaux de cette derniére.

La relation médecin-patient est le centre de léiqua médicale. Elle donne le sens méme de
la vocation du professionnel de santé. Ce n’estnpasteur, le serment d’Hippocrate n’en
est-il d’'ailleurs pas le reflet ? Paradoxalemeasttecbiologisation de la médecine pourrait, a
premiére vue, exprimer un éloignement entre le wiédet plus spécifiquement le médecin
spécialiste, et le patient. En effet, les modelkilaires que nous allons utiliser, les études
biochimiques et microscopiques, les techniqguesdaencage de genes, ne laissent apparaitre
le patient que par un numéro, voir I'effacent tetaént sous I'empire de la Iégislation de
'anonymat. Associé a cet effet, nous devons égamenévoquer que nos recherches se
focalisent ici sur des maladies rares. Les patieptis en souffrent, souffrent aussi des
difficultés de prise en charge de ces pathologidfcittment diagnostiquées et de la
reconnaissance sociale de leur pathologie. Ces dEuments combinés, maladies rares et
biologisation, font-ils disparaitre le patient 2-An perdu le sens de notre pratique ?

Il nen est rien. Si cette thése n’est pas unengp@xhaustive a cette problématique, elle est
une illustration du raisonnement qui intégre legrdatau centre de la pratique du médecin. En
1943, Georges Canguilh&rfil904-1995) intitule sa thése d’exercice en méueEssai sur
guelques problemes concernant le normal et la patiigue qui sera publiée aux Presses
Universitaires de France en 1966 apres modificatieh corrections sous le titre plus
laconiqueLe normal et le pathologiquéa clé de cet ouvrage est la notion de normativit
partir de quel niveau, ou degré d’atteinte un @&uwenain n’est-il plus ou pas « normal » ?
Cette question fondamentale s’applique aux cashqus allons étudier. Canguilhem revisite
les développements statistiques qui émergent diagremiére moitié du vingtieme siecle et

conclut qu’il est difficile d’évaluer le pathologig par rapport au normal uniqguement en

! Terme repris & Pascal Nouvel, cours du 11/03/20hersité Paul Valéry, Montpellier.

> Nous prenons en compte les découvertes de génesiéasa des pathologies depuis I'utilisation d€GR,
Polymerase Chain Reaction des années 1980, pségjleencage haut-débit et aujourd’hui trés hauttdiltaiis
I'histoire de la génétique moléculaire a des oggiantérieures. Voir a ce sujet les travaux de dlibtorange.
* Philosophe de formation, normalien.
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utilisant des écarts statistiques. Cette difficpit@vient de la spécificité du vivant a s’adapter
d’'une part, mais aussi a la spécificité de I'étenhin a se situer dans un contexte social.
« Par suite, dans l'espéce humaine, la fréqueratsstsfue ne traduit pas seulement une
normativité vitale mais une normativité socfaleCertes, la biologie et la physiologie sont un
instrument du médecin, mais le médecin a alor®lenqui va au-dela.

Par la connaissance nouvelle de la biologie eeddexhnologies, le médecin a la possibilité,
en particulier dans le cas des maladies rares’jirdestir dans la compréhension des signes
cliniques qu’il observe et gu'il décrit. Dans I'iguie du sens méme de sa pratique, le médecin
peut réintégrer les éléments découverts par laerebk fondamentale au bénéfice de la
relation médecin-patient. En cela, il peut non emdnt tenter d’établir une normativité
clinique’ mais il doit aussi participer & la normativité iste.

Le réle social du médecin du vingt-et-unieme sigdt lourd de sens. Appréhender la
biologie d’aujourd’hui, poursuivre la pratique eéfjue et donner au patient une place dans la
société actuelle sont les trois axes de la démamaposée.

Dans cet avant-propos, nous tentons de donner ng #esemble qu'il faut étre fou pour
donner du sens & la condition hum&indais au fond, la folie n'est-elle pas le prope d

I'hnomme’ ?

* Canguilhnem G.L.e normal et le pathologiqu®UF Quadrige, 2004, p. 102.

® Nous employons ce terme plutot que celui de nowitatiitale, cette derniére faisant référence aurawt
vitaliste du dix-neuvieme siécle qui consiste ewitaon d’une force vitale ou d'un élan vital quiimerait la
matiére et permettrait le vivant. Voir & ce sugs travaux d’'Henri Bergson, et les débats, toujaatsiels
notamment aux Etats-Unis entre le vitalisme, latioénisme et les courants évolutionnistes.

® Citation d’Albert Camus reprise avant les remerats

"Voir I'ouvrage d’ErasmeEloge de la folieavec plusieurs éditions du seiziéme siécle.
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Introduction

Contexte historique

« Arthrogrypose » provient du gregtpov articulationypvrog courbée. Ce terme est
référencé dans les dictionnaires de la fin du dimvieme siécfe Une des définitions fournies
est la suivante : « position vicieuse des artioutet consistant dans leur flexion permanente,
comme on le voit dans certaines arthralgies, aslegoetc.” ». Pour autant, le terme est
assez peu employé dans les descriptions cliniq@ss. lit par exemple contracture
spasmodique congénitafeou simplement contracture congénitale. Les piexls ou encore
les mains bottes font également partis du vocabseriptif sémiologique. Ces descriptions
cliniques se retrouvent essentiellement dans éesutix tératologiquésde la seconde moitié

du dix-neuvieme siécle, en particulier dans I'étdde feetus humains.

Figure 1: lllustration d’un feetus avec pieds bots, artitiains courbées, fente labiale. Tirée
de Deleplangque PEtudes tératologiques. . Des Difformités congdegaroduites sur le feetus par
la contraction musculaireEditeur O. Dain, Paris, 1895, planche V.

L’arthrogrypose, a la fin du dix-neuvieme siecl&bdt du vingtieme siecle, est un signe

clinique utilisé dans les descriptions, mais qupparait pas comme le signe central d'une

® Dictionnaire encyclopédique universel contenanssttes mots de la langue francaise et résumantdiaine
des connaissances humaines a la fin du XIXe siEdligeur C. Flammarion, Paris, 1894-1898, p. 388.
Dictionnaire des dictionnaires. Lettres, sciencasgs, encyclopédie universellémpressions Réunies, Paris,
1895, p. 588.

° Ibid.

19 Mugdan, Arthrogrypose ou contracture spasmodigugénitaleSém. Med.n° 57, 1892.

1| a tératologie était la science qui étudiait leslformations congénitales (science « des monsjrégoir les
travaux d’'Olivier Roux concernant I'histoire de teedliscipline.
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pathologie ou d’'un syndrome en patrticulier. |l fafttendre la seconde moitié du vingtieme
siecle pour voir apparaitre l'utilisation du terraghrogrypose constitué comme une entité
plus spécifique. Cependant, la question entre riealad syndrome demeure. Une these de
1965 s'intitule « Arthrogrypose multiple congénital maladie ou syndromé®®. Le
guestionnement sur l'origine de ce syndrome ou atte gpathologie est clairement mis en
relief. Ainsi, les travaux et observations des @&snd970 permettent d’établir diverses
étiologies envisageables. Maurice Lamy, suite aabservation d’Antoine Giroud I'explicite
en 1972 : « Certaines [formes d’arthrogrypose] dentkétre de nature génétique. D’autres,
vraisemblablement sont des embryopathies acquisesnetransmissibles, d’ou I'intérét des
enquétes touchant les facteurs susceptibles dbegidant la vie intra-utérifié». Au début
des années 1980, Judith Hall, pédiatre, publieddéfienitation d’entités nouvelles concernant
les arthrogryposéd Des années 1990 & nos jours, des étiologies wgsigont étre
découvertes et vont permettre de questionner aemaules entités cliniqgues précédemment

décrites. Cette these s'inscrit dans cette cor@nui

 Vialettes M.-L., Arthrogrypose multiple congénitale, maladie ou spnae ? A propos de 31 cas et d'une
revue de la littérature des dix derniéres annéempression R. Vezin, Paris, 1965.

13 Lamy M., A propos de la communication de M. An®i@iroud : Syndromes arthro-myodysplasiques esleur
causes chez 'hnomme et I'animBlJll. Acad. Nat. Medséance du 21 novembre 1972, 156, 859-861.

14 Hall et al., The distal arthrogryposes : delinetof new entities — review and nosologic discusskm. J.
Med Genet 1982, 11(2):185-239.
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Contexte scientifique

L’arthrogrypose multiple congénitale (AMC) corregpoa la présence d’au moins
deux niveaux de limitations articulaires (Hall & 4983). Il s’agit par exemple d'un fcetus
avec pied(s) bot(s) (atteinte unie ou bilatératapain(s) botte(s) (atteinte unie ou bilatérale).
Le groupe d’affections est donc hétérogéne, sadsrafticulations mises en jeu et les signes
associés. Une diminution voire une abolition desivements faetaux est a I'origine de ces
fixations articulaires (Moessinger, 1983 ; Hallat, 1983). La prévalence estimée est de
1/3000 a 1/12000 selon les études (Darin et abD220 owry et al., 2010). Il s’agit donc
d’une affection rare.

Les étiologies de cette diminution, voire abolitides mouvements foetaux sont multiples,
comme le mentionnait déja M. Lamy en 1972. L’étigio génétique, et plus précisément
génigue, existe et semble étre I'une des plus &éps (Hall, 1997). Par ailleurs, d’'un point
de vue physiologique, l'atteinte du systéeme neumulaire semble étre la plus fréquente
comparativement aux atteintes du systeme nervenwatedu tissu conjonctif ou de I'os
(Darin et al., 2002 ; Hall, 2014).

Au sein des sous-groupes hétérogenes d’AMC, le-gaugpe des arthrogryposes distales
(AD) affecte plus particulierement, mais non spgaément, la distalité des membres (Hall,
1997). Les signes cliniques fréquemment observéast sme camptodactylie, un
chevauchement des doigts, les pieds bots varugquie déviation ulnaire, une absence de
plis de flexion des articulations interphalangieneigure 2). Différents phénotypes ont été
décrits et permis I'établissement de classificati¢idall et al., 1983 ; Bamshad et al., 1996 ;

Annexe).

Figure 2: lllustration des signes cliniques d'arthrogrypadistale touchant les mains. A
gauche, camptodactylie et déviation ulnaire degtdoAu centre, chevauchement des doigts
Il sur llleme et IV sur Véeme. A droite, absenceptis de flexion. (Dieterich, 2013).

)
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Récemment, plusieurs genes ont été impliqués @asmuls-groupe des arthrogryposes distales
dont le mécanisme physiopathologique le plus fréjueet en jeu les protéines de I'appareil
contractile musculaireMYH2, MYH3, MYH8, MYBPC1, TPM2, TNNI2, TNNBamshad et
al., 2009 pour revue). En effet, ces sept geneentotbus pour des protéines de l'unité
motrice des fibres musculaires qu’est le sarcomere.

Ce sous-groupe d’arthrogrypose comporte des aequi n’évoluent pas au cours du temps.
Elles sont par définition présentes a la naissabeealiagnostic anténatal n’est en revanche
effectué que dans une petite proportion. Ce somgpgr est ainsi différent des myopathies
congénitales dont les atteintes peuvent évoluec &ége et dont la présentation clinique
initiale est constituée d’une hypotonie généralisede la diminution voire de I'absence de
mouvements spontanés. Les atteintes histologigaiesept étre également spécifiques, ce qui
n'est pas le cas pour les arthrogryposes disthkesnécanisme physiopathologique est ainsi
différent (Dieterich, 2013).

En 2013, un nouveau géne a été associé a une fpewfiqgue d'arthrogrypose distale,
autosomique récessive, il s’agit du geBEEL1 (Dieterich et al., 2013). De récentes
publications ont confirmé le lien entEBCEL 1 et ce type d’arthrogrypose distale (McMillin et
al., 2013 ; Shaaban et al., 2013 ; Shaheen &(I3 ; Barnett et al., 2014 ; Patil et al., 2014).

Nos travaux de these d’exercice vont se focalisecs gene.

17



ECELT : approche clinique

L’'association du gen&CELL endothelin converting enzyme like 1, avec un type
particulier d’arthrogrypose distale a été mise eidence en 2013 au cours d'une étude
réalisée par une équipe grenobloise. Il s’agis$aihe étude dans le cadre de la these és
science du Dr Dieterich, effectuée conjointementsdééquipe de recherche « Muscle et
pathologies » dirigée par le Dr Isabelle MARTY (Goble-Institut des Neurosciences), le
laboratoire Biochimie Génétique et Moléculaire ddWCde Grenoble dirigé par le Pr Joél
LUNARDI, et actuellement par le Dr Julien FAURE, let Centre de Référence national
labellisé « maladies rares » des Anomalies du b@peiment Centre-Est, dont la
coordination locale est assurée par le Pr Piem®8iJOUK, et dont la spécificité nationale
est le diagnostic et la prise en charge de patiedogvec arthrogrypose (Dieterich et al.,
2013).

Cette étude a été menée sur une famille consanguiiaement, puis sur cing autres familles
(10 patients au total). L’étude de liaison géndigar homozygotie par filiation et I'analyse
statistiqgue par calcul du lod-score ont permis diggwer ECEL1 comme géne candidat. Le
séquencage des 18 exons du gene a amené a la eideodiune mutation faux-sens
p.Cys760Arg ainsi que des mutations non-sens. barte initiale de patients permettait de

décrire un phénotype reconnaissable (Dietericth ,2@l13).

Les manifestations comprennent :

- Des signes fréquents : en anténatal : diminutia rdeuvements foetaux, genoux en
extension ; en post-natal: amyotrophie des membnefgrieurs, scoliose,
camptodactylie, limitation active des genoux, angphie de la langue, ptosis,
syndrome restrictif pulmonaire

- Des signes accompagnateurs : en anténatal : macdoissance intra-utérin (RICU),
oligoamnios, hydramnios ; en post-natal : hypedss] luxation congénitale de
hanche, lagophtalmie, pseudo-exophtalmie, piedssvau valgus convexes, pterygia.

- Les examens complémentaires ont montré : eniiMdculaire : un profil d’infiltration
graisseuse avec atteinte sévéere du muscle bicapzdEet importante du sartorius,
épargnant le droit antérieur et le gracilis. Lesamg&ns histologiques ou

électromyographiques ne comportaient pas de sgpexsfiques.
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De I'ensemble de ces signes cliniques, et notamereptus de 'amyotrophie des membres et

des atteintes articulaires, les éléments plus pées a rechercher pour orienter le praticien

devant une arthrogrypose congénitale multiple WEEL]L sont la limitation de la flexion

active des genoux, le ptosis et 'amyotrophie lagusillon marqué) (figure 3, annexe p.82).
B AP

Figure 3 : A gauche : Amyotrophie linguale (avec sillon médisgs marqué) chez un patient
avec mutation faux-sens du geBE€ELL Au centre: limitation de la flexion active des
genoux, visible lors que le patient est au borthdable d’examen. A droite : ptosis unilatéral
(Dieterich, 2013).

Si le phénotype clinigue semble étre clairementngéfju’en est-il des connaissances

biologiques du géne et de la protéine ECEL1 ?



ECELT : approche biologique

Le géne ECEL1comporte 18 exons et code une protéine qui cordpre&d acides
aminés. La protéine endothelin-converting enzyrke L (ECEL1) est une enzyme de la
famille des endopeptidases. Une souris KO existe pe géne. Les expérimentations avec
cette souris ont montré que la protéine ECEL1 estliquée dans le développement des
jonctions neuromusculaires, ainsi que dans le systaerveux central (Kiryu-Seo et al.,
2000 ; Nagata et al., 2006 ; Nagata et al., 20COntrairement aux genes impliqués dans
'unité sarcomérique,ECEL1 n’est pas directement lié au meécanisme moléculdee
contraction musculaire.

La protéine ECEL1 est une protéine transmembrar@ire réside dans la membrane du
réticulum endoplasmique (Benoit et al., 2004). Hbessede un domaine enzymatique
caractéristique des endopeptidases de la famike ndgrilysines, metalloprotéases a zinc
(Valdenaire et al., 1999), cependant son subsatairel est inconnu a ce jour. L’invalidation
du geneECELL est létale chez la souris par défaut de fonctiorem# du diaphragme
conduisant a l'insuffisance respiratoire. L'absedxpression de la protéine chez la souris
KO entraine un défaut présynaptique avec une diioimudu nombre de branchements
terminaux de I'axone moteur au contact du musdamarver et une diminution du nombre de
jonctions neuromusculaires (Nagata et al., 2010).

Les mutations identifiées par le laboratoire Biotiei Génétique et Moléculaire du CHU de
Grenoble et celles retrouvées dans la littératomé du gendeCEL1I'une des causes les plus
fréequentes d’arthrogrypose distale actuellemens heutations sont pour la plupart des
mutations non-sens, des mutations impliquant uraldge du cadre de lecture et des
mutations d’épissage (Dieterich et al., 2013 ; MtiMiet al., 2013 ; Shabaan et al., 2013 :
Barnett et al., 2014 ; Patil et al., 2014). Le nmésme physiopathologique proposé est
double : la dégradation prématurée des transchisrants aussi appelé@RNA decay
(Nicholson et al., 2010), et la dégradation desgimes tronquées. Cependant, si les mutations
impliquant ce type de mécanisme physiopatholog&pré majoritaires, des mutations faux-
sens, modifiant un acide aminé et permettant dadranscription et la formation d’'une
protéine sont retrouvées. Nous illustrons I'ensend#s mutations faux-sens du laboratoire

Biochimie Génétique et Moléculaire de Grenobleeties de la littérature (Figure 4).
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— c.1184G>A

— ¢1210C>T

€.953A>C — €.2023G>A—

¢.869A>G — — €1252C>A
— ¢.1252C>T

c.590G>A

c.4947>C

€.2278C>T

Exon 1 2 3 6 7 11 12 13 14 15 16 17 18

L165P  T290C A395Q  A418S C760
G197D Q318P A404C A418C A675T

Figure 4 : Mutations faux-sens retrouvées dans le gé@&L1 La structure du géne est sur
le haut du schéma, les exons 1 a 18 sont représelnde structure de la protéine est
représentée en bas: les zones colorées en ropgeseatent les séquences primaires du
domaine enzymatique, la zone grisée le domainesrtrambranaire. La limite du domaine
transmembranaire est l'acide aminé 82. Les mutsti@irouvées au sein du laboratoire
Biochimie Génétique et Moléculaire de Grenoble spriteul65Pro et p.GIn318Pro. La
mutation faux-sens p.Cys760Arg est la premiére airagté identifiee. Les mutations
p.Ala675Thr comme p.Cys760Arg sont impliquées dar@omaine de I'activité enzymatique
de la protéine.

Deux de ces mutations, p.Ala675Thr (Patil et @142; Dohrn et al., 2013) et p.Cys760Arg
(Dieterich et al., 2013,) sont situées dans laigdattterminale, respectivement dans ou a
proximité de deux domaines d'activité enzymatique ¢h protéine. L’hypothése

physiopathologique pour expliquer I'effet pathogée ces mutations est la perte de la

fonction enzymatique d’ECEL1 (figure 5).
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LNAYY HExxH GExxxD CxxW

AA AA
676 772

AA
616

A

Cys760 Cys772

Figure 5: Protéine ECEL1 schématique avec représentationda@muaine enzymatique
comportant trois domaines LNAYY, HExxH et GExxxDpliqués dans la coordination avec
I'ion Zinc et CxxW dans l'activité enzymatique. bautation décrite par Patil et al. se situe au
sein du domaine GExxxD. La mutation p.Cys760Argasgroximité du domaine GExxxD.
Une autre cystéine en position 772 est présente.

L’activité enzymatique d’'ECEL1 est rendue possiipiédce a trois domaines cruciaux pour la
coordination entre le Zinc et la protéine, maissapsur la stabilisation du complexe lors de
la catalyse et un domaine pour la maturation pgogi Ces trois domaines sont LNAYY,
HExxH et GExxxD pour la coordination avec le Zirkigure 4) et CxxW pour le domaine
impliqué dans la maturation et dans I'activité enagique. lls ont été identifiés car ils sont
conservés entre Endothelin-converting enzyip@E-1 et ECEL-1 (Valdenaire et al., 1999).
La cystéine 760 établi un pont disulfure avec lstéye 772 du domaine CxxW.

Une hypothese de mécanisme physiopathologique deations faux-sens est la perte de
l'activité enzymatique, avec néanmoins productiedalprotéine. En effet la protéine mutée,
dans un systéme in vitro, est bien présente daralllde. Cela a été montré pour la mutation

p.Cys760Arg (Dieterich et al, 2013).
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Problématique

Le but général de mon travail est de mieux compeenth physiopathologie de
I'arthrogrypose distale liée BCEL1au niveau biologique d’'une part et de définir pectre

de séverité clinique d’autre part.

A) L’analyse biologique

Tout d’abord, I'analyse biologique va porter ses variants faux-sens. En effet, les
mutations non-sens et d’épissage amenent a I'absm@roduction de la protéine telle que
cela a été démontré précédemment pour ce type datioms (Dieterich et al, 2013). Le
mécanisme physiopathologique est donc connu. Capéngu’en est-il du mécanisme pour
les mutations avec production de la protéine ? hdtlgése émise est notamment la perte ou la
nette diminution de lactivité enzymatique. Un autélément important de la fonction
d’ECELL1 pourrait étre sa localisation intracelluéaiJ’ai entrepris I'étude de deux variants
considérés comme pathogénes (p.Leul65Pro et p.&@m8), identifies au laboratoire
Biochimie Geénétique et Moléculaire depuis la mise mace du séquencage au titre
diagnostique &ECEL1 (figure 3) ainsi que d’'un variant considéré comnun pathogene
(p.Arg702Leu) (tableau 1) qui servira de contrOleurp les analyses d’expression, de
localisation et d’activité enzymatique. Il s’agivttamment d’avérer d’'une part la perte de la
fonction enzymatique comme I'un des mécanismesippgthologiques, mais aussi d’établir
s'il s’agit du seul mécanisme ou si d’autres iniement.

Le tableau ci-dessous présente le statut génétiguehaque variant dans le génome des

patients.

Tableau 1 : Caractéristiques des variants

Variants Caractéristigues moléculaires

p.Leul65Pro Homozygote

p.GIn318Pro Associé a une mutation affectant I'épissage
p.Arg702Leu Pas d’autre variant associé

p.Cys760Arg Homozygote
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Deux objectifs sont assignés a cette premieregpalinalyse biologique.

a) Le premier est I'étude de limpact des trois vatsarfaux-sens (p.Leul65Pro,
p.GIn318Pro, p.Arg702Leu) sur I'expression de latgine par analys@ vitro sur des
modéles cellulaires COS-7 et HEK293, ainsi quautiétde I'impact des variants sur
la localisation de la protéine sur les mémes madeddulaires. Si la localisation n’est

pas affectée, I'activité enzymatique sera alordiétu

b) Le second objectif est I'étude de I'activité enzyiopae par la mise au point d’'un test
d’activité in vitro avec ECEL1 recombinant, ce test n’existant pae jaur. Le but est
en particulier d’évaluer l'impact des substitutionsicléotidiques en dehors du
domaine enzymatique de la protéine. Le transfertedte technologie au laboratoire
de diagnostic permettrait une évaluation plus péeighi caractere pathogéne de ces
mutations, qui s’appuie actuellement sur les casaaices structurales de la protéine

et des logiciels de prédiction de pathogénicite.

B) Analyse clinique : spectre de séveérité

La seconde partie de mon travail consiste a établi lien possible entre les
différents mécanismes physiopathologiques obseetédgécouverts et le phénotype des
patients. En effet, méme si les signes cliniquemptent d’orienter, de par leur spécificité,
vers la recherche de mutation d’ECEL1 (Dietericlalet2013), ce phénotype reste variable
dans une certaine mesure. Certains patients ontatiesites articulaires, musculaires et
fonctionnelles plus sévéres que d’autres. Y admillien entre cette sévérité, ce « spectre »
clinique observé par les praticiens, et les méoaass biologiques sous-jacents ? Plus
précisément, I'hypothese formulée est que les matiavec des mutations non-sens ou

d’épissage ont un phénotype moins sévére que caoxuae mutation faux-sens.

A cet effet, I'objectif est double.

a) Préciser le phénotype pour chaque patient

b) Etablir un systéme de score pour évaluer la sévéliltique des atteintes.
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Méthodologie

A) Etude biologique
1) Expression protéique

L'objectif est d’analyser par Western-Blot si le®fg@ines mutées sont produites en quantité

identique a la protéine WT.

a) Plasmides

Les plasmides des trois variants et de la mutgpadys760Arg, p.Leul65Pro, p.GIn318Pro,
p.Arg702Leu) ont été réalisés préalablement au rédbiwe Biochimie Génétique et
Moléculaire du CHU de Grenoble. Les séquences gtinisées pour une expression dans
des cellules de mammifere (COS-7) et contenues wianecteur d’expression pcDNA3.1(+)

(figure 6).

Flag

pcDNA3.1

Figure 6 : plasmide pc DNA3.1 utilisé comprenant un promot€MV, un Flag dans le
domaine N-terminal et le gefeCELL

b) Midi-Prep

En vue dobtenir une quantité suffisante de plassmighour effectuer les transfections
cellulaires, des midi-prep ont été réalisées pesirtilois variants et la mutation. Le protocole
du kit NucleoBond Xtra Midi EF (Macherey-Nagel) & ésuivi. Aprés prolifération des

colonies, une colonie de chaque variant a été emseulture dans du LB medium (5 ml)

pendant 8 heures, a 37°C avec une agitation cdesia800 tours par minute. A l'issue de ces
8 heures, le milieu trouble a été placé dans ueneréyer de 200ml avec 100ml de LB
medium durant la nuit a 37°C avec une agitationstaorie a 300rpm. Le lendemain, les

bactéries ont été récoltées aprés centrifugatiore. dlispension a ensuite été réalisée avec le
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tampon RES-EF (8 ml). La lyse a été réalisée ageminpon LYS-EF (8 ml), pendant 5
minutes, sans vortexer. Le tampon EQU-EF (15 npeanis I'équilibration de la colonne,
puis la neutralisation (tampon NEU-EF, 8ml) a gtévie d’'une incubation sur glace de 5
minutes. L'étape suivante a été la clarificationspmois lavages ont été effectués. Les trois
dernieres étapes ont été I'élution (avec le tampbb-EF, 5ml), la précipitation avec de
l'isopropanol (3,5ml) et la reconstitution d’ADN.

La concentration d’ADN de chaque plasmide a été&i@érpar mesure de la densité optique
(DO) avec un spectrophotometre Smart-Spec Plusr@ipapres une dilution au 1/200.

c) Lignées cellulaires et cultures cellulaires

Deux lignées cellulaires ont été employées dans éhmte : COS-7 et HEK 293. Les deux
lignées ont une morphologie différente, ce qui mraioptimiser les manipulations selon
I'objectif recherché. Le milieu de culture utilieét constitué de : DMEM 4,59/l de glucose,
20% FBS-USA (sérum de veau foetal), 2% PS (anttues). Le milieu a été préparé par
séquence de 200 ml (soit 178 ml de DMEM, 20 ml BS [et 2 ml de PS). Les cellules sont
ensemencées dans des boites de Pétri de 100mrardétdi (P100) dans 10 ml de milieu.
Elles sont amplifiees dans ce milieu pendant Jaus tout en surveillant régulierement leur
confluence. Dans ce milieu, la confluence rechercbst une confluence maximale pour
obtenir un taux de transfection élevé. Entre 90%08€6 de confluence a été recherchée. En
moyenne, les P100 comprenaient 20 millions de lesllHEK 293 et environ 15 millions de
cellules COS. Les cellules sont passées pour peamnensuite leur utilisation en vue de
'expression protéigue. Le passage consiste aatetldes cellules d'un support physique
(boite de culture, lamelle ou autre) pour pouves compter et les ensemencer sur un
nouveau support a plus faible densité. Pour ces,fdgs cellules sont trypsinées (0.05%
trypsine) pendant 3 minutes pour la lignée HEK 28% minutes pour la lignée COS-7, a
37°C. Un millilitre de milieu est ajouté par P108up récupérer les cellules, et 8 ml de milieu
ont été ensuite ajoutés. Les cellules ont été odesp{compte sur 20l d’'une plaquette

adaptée au comptage). Elles sont ensuite ensensetatzeilution choisie.

A I'issue d’un nombre de passages (>2 apres lardgdation du culot initial), des boites de
Pétri de 60 mm (P60) sont ensemencées avec uomilé cellules (HEK293 ou COS-7), 48
heures apres un des passages. Apres incubatiom taurauit a 37°C, les P60 ont été utilisées

pour transfection.
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d) Transfections

Deux types de transfection ont été utilisées : &sagen 500 et avec du phosphate de calcium.
La premiere méthode a été utilisée pour obtenirdssitats d’expression et de localisation
plus rapidement et avec un colt moindre. La secamgteode a permis d’obtenir un taux de

transfection nettement supérieur en vue de maitpoant le test enzymatique.

- Latransfection avec de I'Exgen 500 a été faite ags@loduits suivants

Tableau 2 : Transfection - Préparation pour une P60

NaCl o7l

ADN, plasmide (si 1ug/pl) 3ug (=3ul si 1ug/ul)
Exgen 500 10ul

Total 110ul

- Lors de la préparation de la solution, ont été daiss I'ordre, le NaCl, puis I'’ADN,
puis I'Exgen 500. 30 secondes de vortex ont égcafées a I'issue. La solution a été
laissée 10 minutes a température ambiante, pusellgion a été ajoutée goutte a

goutte dans chaque P60.

- Latransfection au phosphate de calcium a été réeadis@eles produits suivants

Tableau 3 : Transfection - Préparation pour une P60

CacCl2 32ul

ADN, plasmide (si 1ug/ul) 7,549 (=7,5ul si 1pg/pl)
H20 225l

HBS 260 pl

Total 520ul
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- Les produits sont issus du kit CalPhos Mammaliaan3iection de Clontech. La
réalisation a été faite systématiquement par 4R6@@mimum. Dans un falcon de
15ml, 'ADN (30 ug), le CaCl2 (1284l) et I'eau (900ul), pour 4P60 ont été mis
ensembles et vortexés quelques secondes. L'HBS (1P4pour 4P60 a été rajoute
goutte a goutte a la premiere solution, tout entexant faiblement celle-ci. La
solution ainsi obtenue a été laissée 10 minutempérature ambiante.

- Alissue, 520ul ont été distribués dans chaque P60.

- Les P60 ont ensuite été incubées pendant 24 ha ®&exC.

e) Préparation des lysats

Pour obtenir des lysats dans l'objectif unique deanaitre si I'expression protéique est
altérée, du tampon RIPA (radio immuno precipitatssay) associé a des anti-protéases a éte
utilisé. Le tampon a été réalisé avec 50mM TriQM®l NaCl, 0,1% de SDS, 0,5% de
sodium deoxycholate, 1% NP-40, et une tablette tgeoiéase Complete, EDTA-free de
Roche, pour 50 ml de RIPA.

Pour obtenir le lysat, les P60 ont été mises agey(4°C), puis un lavage des cellules au PBS
(4°C, 2ml environ) a été réalisé. Le PBS a éteéaefl00ul de RIPA+anti-protéase ont été
ajoutés dans une P60. Les cellules ont été résalid@es le RIPA a 'aide d’un rateau. Les 200
ul avec les cellules ont ensuite été mis dans ugensie P60. Le méme processus a été
reproduit dans cette seconde P60. L'objectif dseil uniquement 20Ql pour 2 P60 était
d’obtenir un lysat plus concentré. Le lysat obtenété placé dans un tube de 2ml et a été
centrifugé 15000 tours pendant 10 minutes en charfnbide. Le surnageant a été récupére et

a eté congelé dans I'azote liquide.

28



f) Dosage protéique par la méthode Folin-Lowry

Une fois le lysat obtenu, et avant la réalisatiarVdestern-Blot, un dosage est effectué. Une
gamme étalon de BSA de 0 a 80 pg est réaliséeta garBSA a 1 mg/ml. La BSA est
déposée dans des tubes & hémolyse, on ajoute 2&miélange 1 :1 EDTA — €l & 0.05%

et NaCO; a 4%. Apres ajout de 125 pL de réactif de Foligrf-Aldrich ref F9252) et
agitation, la réaction se développe a I'obscurégdant 45 min, puis la densité optique est lue
a 660 nm. La concentration protéique est ensuiteulée a partir de I'équation de la
régression linéaire de la droite de la gamme pagsar0 selon la formule : concentration =

DO / pente de la droite.

g) Anticorps utilisés
Les anticorps utilisés pour les Western-Blots stast anticorps commerciaux (tableau 4).

Tableau 4 : liste des anticorps utilisés pour les @stern-Blots

Anticorps primaires utilisés pour les western-blot

espece Cible concentration Provenance
souris Anti-flag M2 1/1000 Sigma Aldrich
souris Anti-tubuline 1/5000 Sigma Aldrich
béta

Anticorps secondaires utilisés pour les western-hio

lapin Horse Radish 1/10000 Sigma Aldrich
Peroydase
(HRP)

h) Western-Blot

Du tampon de dissociation de Laemmli (Tris-HCI &2\ pH = 6.8, SDS 2%, Glycerol 10%,
2-mercaptoéthanol 5%, bleu de Bromophénol 0,005¥@jeuté aux extraits protéiques puis
ces derniers sont chauffés a 100°C durant 10 miir@. Des gels d'acrylamide a 12% ont
été réalisés. Les extraits sont déposés sur des girotéines séparées par migration pendant
environ 1h a 40mA constant. Le transfert est réadislO0V constant durant 1h30 sur des
membranes d'immobilon préalablement perméabilisées I'éthanol. Puis, les membranes

sont saturées en TBS Tween 20 0,05% durant 30minéuater les fixations non spécifiques
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et incubées durant la nuit avec les anticorps presalilués dans le tampon de saturation.
Apres plusieurs lavages en TBS-Tween 20 0,05%nkwmbranes sont mises en présence des
anticorps secondaires couplés a la HRP (Horse Ré&bsoxydase) pendant environ 2h. La
révélation est réalisée avec un substrat chemilescent Pico (Enhanced
ChemiLuminescence, Pierce), apres trois lavageddainutes dans 10 mL de TBS Tween
20 0,05%.

2) Localisation protéique

Toutes les étapes sont identiques jusqu’'a la teatieh (étapes la a 1d comprises). Apres
transfection avec Exgen 500 et incubation pendérietires a 37°C, les étapes suivantes ont
été effectuées. A la place des boites de PétrDdar6i, des boites de Pétri de 35 mm ont été
utilisées car le volume cellulaire était un paraméboins important pour I'objectif fixé dans
cette partie : observer la localisation des pre®iBECELL. De plus, apres les passages des
P100 et lors de la préparation des P35 avant leeseement, deux lamelles ont été ajoutées

pour permettre I'observation en microscopie confaca

a) Marquage immunofluorescent

La fixation et la perméabilisation ont été réalsséa salle de cultures directement avec pour

chaque boite de Pétri de 35mm

2 lavages PBS, concentration 1x, (2ml environ)s pai-20°C, ajout de 2 mL par boite de
méthanol, conservé a -20°C. Attente de 6 minut@9ZC. Ensuite, 5 lavages au PBS avec
aspiration préalable du méthanol et ajout de PBsamitant. A I'issue, 2mL de PBS par

boite ont été ajoutés. Les P35 ont été conservéesain a +4°C.

b) Anticorps primaires

Tableau 5 : Produits pour Ac I, pour une lamelle (péparation au minimum pour 5)

PBS 46,911
Sérum de chévre 2,5ul
Anti-calnexine (pAB) (dilution 1/500 0.1ul
Anti-Flag (dilution 1/106) 0.5ul
Total 50ul
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Ainsi, a l'issue des lavages, fDde cette solution ont été mis sur une lamelledpah1h a
température ambiante. A l'issue, trois lavages aairfutes avec 200l d’'une solution (90%

PBS et 10% de sérum de chévre) ont été réaliséschaaune des lamelles.

c) Anticorps secondaires

Tableau 6 : Produits pour Ac II, pour une lamelle préparation au minimum pour 5)

PBS 47 3pl
Sérum de chévre 2,5ul
Alexa 488 (souris) (dilution 1/560 0.1ul
Cy3 (lapin) (dilution 1/509 0.1ul
Total 50ul

Le méme processus que précédemment a été réaiisdaagolution contenant les anticorps
secondaires. Enfin, les lamelles ont été nettogéésau milliQ puis montées sur lame avec
du Moviol (5ul). Puis les lames sont observées en microscopifocale Leica grossissement
x40 et x100 a huile.

3) Protocole d’activité enzymatique

Toutes les étapes de I'expression protéique onté@lésées jusqu’a la transfection (étapes la
a 1d comprise). La transfection a été réaliséeusk@ment au phosphate de calcium pour
permettre un meilleur taux de transfection par oap@ I'Exgen 500. A lissue de la

transfection, une incubation de 24 heures minimurété observée a 37°C. Les étapes

suivantes ont été effectuées.

a) Lyse au CHAPS

Le lysat n'a pas été produit avec le tampon préo@dent décrit (RIPA+anti-protéase) car
I'objectif de cette partie est de mesurer une @étienzymatique. Il nous faut donc obtenir les
protéines ECEL1 tout en gardant cette activité.rRmla, un tampon a été employe : le
CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-pamesulfonate). Le RIPA est

notamment composé de NP-40 et de sodium deoxyehalatergents qui vont détériorer la
protéine et ne pas permettre d’'étudier son actest&ymatique. Le CHAPS, au contraire, va

permettre cette analyse.
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En salle de cultures, pour 2P60 systématiguementawage au PBS a été effectué (3mL),
1mL de trypsine a été ajouté. Une incubation darBitaes a été faite a 37°C. A l'issue, 1mL
de milieu a été ajouté par P60 et les cellulesileeu et la trypsine ont été mis pour 2p60
dans un Falcon de 15 ml. Celui-ci est ensuite dagé a 1000 tours par minutes pendant 5
minutes. Le surnageant est retiré et 1mL de PBfE {#’C) a été ajouté. Le tube a été a
nouveau centrifugé pendant 5 minutes a 1000 toarrsninute. Le surnageant est également
retiré puis ont été ajoutés 1mL de tampon Tris-HeOmM, pH 7,40, NaCl 150mM. Le
surnageant est retiré, puis est ajouté D@de solution Tris-Hcl 150mM, pH 7,40, NacCl
150mM — CHAPS 0,5%. La solution a été mélangée amimmm 5 fois par aspiration-
refoulement et a été transférée dans un tube de @mlui-ci est placé dans la glace (4°C)
pendant 10 minutes. Le tube a été ensuite cendrifpgndant 5 minutes, 15000 tours par

minutes, en chambre froide. Le surnageant eséreticongelé dans 'azote.

b) Activité enzymatique

Selon le protocole de lysat-CHAPS, 1dGont obtenus pour 2P60 de cultures cellulaires. A
minimum 8P60 ont été systématiquement réalisées el expérience avec un variant et
8P60 pour pouvoir comparer avec le WT. Ainsi, 40Qe lysat étaient obtenus pour un
variant et 40Qul pour le WT.

Avec le lysat obtenu, 50l seront utilisés pour un test d’activité enzymaéiglirect et 5Ql
pour un test avec ajout de Thiorphan, inhibitedcgmue des métalloprotéases. Les résultats
ont été produits en triplicat. 150 (3*50) étaient donc utilisés pour les trois teditects, 150

ul (3*50) pour les trois tests avec Thiorphan. Btedét ainsi 10Qul pour le variant et pour le
WT pour effectuer les controles : d’'une part, lesalpe protéique par la méthode de Folin-
Lowry et d’autre part un Western-Blot avec ECELlaetubuline.

Le test enzymatique a été ensuite réalisé. Dansutbes de 2 ml ont été ajoutés : LilQle
tampon [Tris-Hcl 150mM, pH 7,40, NaCl 150mM], 50 de lysat, 2ul de peptide
chromogene [Z-Gly-Gly-Leu-pNA] de Peptide Institutac., Osaka, Japon. Le clivage du
peptide par I'enzyme ECEL1 va modifier 'absorbarmite milieu. Le clivage s’effectue au
niveau de la région nitroanilide. A cette solutidans un tube sur deux,uBde Thiorphan,
préalablement incubés a 37°C pendant 5 minuteslawampon [Tris-Hcl 150mM, pH 7,40,
NaCl 150mM] ont été ajoutes.

Les tubes de 2ml ainsi constitués ont été placés kdanoir pendant 30 minutes.
L’absorbance a été lue a 405 nm (BioRad SmartSjues)-p
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B) Etude clinique

1) Données cliniques
Un cabhier clinique (annexe) a été créé afin deadltues données cliniques des patients dont
les mutations ont été retrouvées au laboratoirechioie Génétique et Moléculaire de
Grenoble. Le cahier clinique a été transmis auxtiqggeams prescripteurs de l'analyse

moléculaire (médecins généticiens et pédiatres).

2) Score de sévérité
Les données cliniques et I'appréciation des phates patients montraient un degré de
variabilité de la sévérité de l'atteinte entre esiilles et dans une moindre mesure au sein
d’'une méme fratrie. Cette variabilité phénotypigies patients portant des mutati®@GEL1
a déja été relevée dans la littérature (Dietertchl,e2013 ; McMillin et al, 2013). Nous nous
sommes intéressés a quantifier cette variabilitiadg@vérité phénotypique et a rechercher un
lien entre la séveérité phénotypique et la natuserdetations identifiées.
Suite aux données recueillies, a l'instar d’un sate sévérité mis en place pour la maladie de
Gaucher (maladie rare, autosomique récessive) (@keet al., 2010), une cotation totale de 0
a 80 est proposée pour I'ensemble de huit domaledsrthrogrypose distale liéeEECEL1
(tableau 7). Le score mis en place pour la malddi&aucher a été établi selon les organes
frequemment impliqués et les signes cliniques, dgigjues et d’imagerie fréquemment
relevés pour chaque organe (score en annexe).cRaque signe, un nombre de points a été
attribué. Dans le casEHCELY, les huit items ont été sélectionnés en accoed &s criteres
de faisabilité (Bombardier et al., 1982). Plusders est éleve, plus la sévérité est importante.
Les huit domaines sont : les atteintes de I'étageéiseur (face, ORL) (sur dix points), les
atteintes articulaires des membres (sur dix pqihgs) atteintes articulaires du tronc (sur dix
points), les atteintes respiratoires (sur dix m)intatrophie musculaire (sur dix points), les
atteintes ante ou périnatales (sur dix points),atsintes fonctionnelles globales (sur dix
points), I'évolution apres prise en charge (sur points) (tableau 7). Les criteres de
reproductibilité et de validité (Bombardier et dl982) ne sont pas mis en place dans cette
premiéere phase dont I'objectif est la mise au pdat'outil « score de sévérité ».
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Tableau 7 : Items du score de sévériteCEL1

Numeéro d’item

1

2

Atteintes de I'étage supérieur (face, ORL)
Atteintes articulaires du tronc

Atteintes articulaires des membres
Atteintes respiratoires

Atrophie musculaire

Atteintes anténatales et périnatales

Atteintes fonctionnelles
globales

Evolution apres prise en charge

TOTAL

/10
/10
/10
/10
/10
/10
/10

/10
/80

Pour chaque item, j'ai déterminé les signes clieget le degré d’atteinte. J'ai attribué un
nombre de points pour la présence de ces sigri#edta8).

Les difféerents items ne correspondent pas tousséatteintes cliniques d’organes. En effet,
I'approche fonctionnelle (comme le périmétre de aha) est une donnée essentielle pour la
gualité de vie des patients avec arthrogrypose.ni@me l'impact sur I'environnement
(familial) est pris en compte dans l'item 8 (évautaprés prise en charge). Si ce score ne
remplace pas les scores mis en place par lesipratide médecine physique et réadaptation

pour évaluer l'atteinte fonctionnelle et la quali vie, il integre certains de ces parametres

pour évaluer la sévérité.
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Tableau 8 : Détail de la cotation des 8 item&bréviations : LA : limitation articulaire / SRPsyndrome restrictif pulmonaire / CPT : capacitévpmnaire

totale / RCIU retard de croissance intra-utérib Gl : interruption médicale de grossesse.

ltem
1 ptosis unilatéral | ptosis bilatéral | amyotrophie anomalie de Duane | lagophtalmie | autre troubles succion- difficultés 10
(+1pt) (+2pts) linguale (+2pts) | (+2pts) et/ou pseudo- | manifestation déglutition (+1pt) articulatoires
exophtalmie ophtalmologique (+1pt)
(+1pt) (+1pt)
2 cyphoscoliose cyphoscoliose hyperlordose port corset (+1pt) arthrodese autre prise en Nombre 10
modérée angle dg majeure, angle | (+1pt) (+2pt) charge d'interventions >1
Cobb<35° (+2pt) | de Cobb>35° orthopédique (+1pt)
(+4pt) (+1pt)
3 atteinte des pieds| atteinte des LA des poignets| LA des coudes LA des épaules limitation active | LA hanche (+1pt) 10
(+2pt) index/campto- (+1pt) (+1pts) (+1pts) des genoux
dactylie (+2pt) (+2pts)
4 SRP léger SRP modéré SRP séveére prise en charge sans| prise en chargg Traitement(s) 10
CPT>70% (+2pts) (+4pts) CPT<60% appareillage (+1pt) | avec associé(s) (+2pts
(+6pts) appareillage
(+2pts)
5 atrophie des atrophie des atrophie du retard de croissance 10
membres membres tronc + face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts) | supérieurs (+3pts) (<-2DS) (+1pt)
(+3pts)
6 RCIU (+1pt) diminution des | détresse oligoamnios/hydram-| accouchement| genoux en autres signes IMG (+10pts) 10
mouvements respiratoire a la | nios (+1pt) par le siége- extension (+1pt) | échographiques
foetaux (+2pt) naissance césarienne (+1pt)
(+3pts) (+1pt)
7 périmétre de atteinte de la prise en charge | douleurs résiduelles 10
marche diminué | motricité fine (+2pts) (+2pt)
(+3pts) (+3pts)
8 absence difficultés ressenti familial | absence retentissement 10
d'amélioration scolaires (+2pts)| difficile (+2pts) | d'amélioration du psychologique
marche ou posturg SRP (+2pts) sur le patient
(+2pts) (+2pts)




Concernant l'item 1: pas de cumul entre ptosidatgral et ptosis bilatéral ; les autres
manifestations ophtalmologiques excluent I'anomatie Duane ainsi que la pseudo-
exophtalmie.

Concernant I'item 2 : pas de cumul entre scoliogelénée et majeure (I'angle de Cobb est
mesuré sur la radiographie).

Pour I'item 3 : Les atteintes des pieds comprenlenpieds valgus convexes, les pieds varus,
et les chevauchements au niveau des orteils. liétiah de la scoliose est effectuée avec
I'angle de Cobb. Est prise en compte la présenceooude pterygia et s'il s’agit d’atteinte
unilatérale ou bilatérale pour les coudes, les légaet les genoux.

Pour l'item 4 : pas de cumul entre le syndromericgtpulmonaire Iéger, modéré et sévere.
Pas de cumul entre prise en charge avec et sarwmedlsge. Les traitements associés
comprennent les corticoides, bronchodilatateurs rldgalement traitements faisant suite aux
infections bronchiques.

Pour l'item 5 : I'atrophie musculaire est détern@rgar le clinicien, en comparaison avec des
enfants du méme age en bonne santé.

Pour I'item 6 : 'accouchement par césarienne fiainé suite a une menace d’accouchement
prémature.

Pour I'item 7 : le périmetre de marche est évaalérsI’age du patient. La prise en charge est
multidisciplinaire : kinésithérapie, ergothérapeethophonie avec des séances régulieres et
rapprochées. La motricité fine comporte, selond,atgcriture, les gestes pour I'habillage et
autres gestes du quotidien. La douleur résidustlagres efforts.

Pour I'tem 8 : 'absence d’amélioration correspandne stagnation du périmetre de marche
ainsi que de l'angle de Cobb aprés pris en chdrgeaessenti familial et le retentissement
psychologique sont indiqués par le patient et gallia Le suivi par un psychologue et/ou un
psychiatre pour le patient et/ou les parents esisidéré comme un retentissement
psychologique sur le patient et/ou un ressenti [fahdifficile. Le ressenti familial difficile
comprend également le retentissement sur I'actpridéessionnelle des parents (temps partiel
ou parent au foyer en vue de s’occuper de I'enfant)
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Résultats
A) Analyse biologique : mécanismes physiopathologiques
1) Expression protéique

L’expression protéique et la localisation de latation d’ECEL1 p.Cys760Arg ont
déja été testées (Dieterich et al., 2013) et netraiemt pas de différence avec les
caractéristiques de la protéine WT. Nous allonscdmésenter les résultats obtenus avec les
trois variants faux-sens : p.Arg702Leu, p.GIn318Rrd.eul65Pro. Les résultats présentés
(figure 8) correspondent a la moyenne de quatréréxpces différentes (depuis les cultures
cellulaires jusqu’a I'obtention des western-blotis)ntérét de tester les deux lignées était
d’obtenir un taux de transfection meilleur aveméud’entre elle afin de l'utiliser pour le
dosage protéique. Ceci a été confirmé avec lealeslHEK-293 (Figure 7). L’'expression la
plus importante en Western-Blot a été obtenue kgecellules HEK-293.

Avant la réalisation du Western-Blot, les lysattenus par la méthode avec du RIPA
ont été dosés par la méthode de Folin-Lowry poargdr les Western-Blots avec la méme
quantité de protéine. Ce dosage est ensuite vgafiéa quantification avec une normalisation
a la tubuline (Figures 7 et 8).

La protéine ECEL1 est révélée par une bande a @0(kiyure 7), le contréle par la tubuline
est représenté par une bande a 55 kDa (Figurea®fuéantification (rapport ECEL1/tubuline)
permet de visualiser I'absence de modification ‘@&pression entre le WT et les trois

variants. Un test de Student montre qu’il n’y a gaglifférence significative.

Au total, I'expression des variants p.Arg702LeIp318Pro, p.Leul65Pro n'est pas altérée
(Figure 8).
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Figure 7 : Western-Blot avec a 90kDa la présence d’'une égudir chaque lysat révélée par
anticorps anti-flag, I'anticorps utilisé est I'Aat&flag M2. Vers 55kDa, présence de 4 bandes
également d’intensité égale. L'anticorps utilisEl@gC anti-tub2.1.
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Figure 8: Quantification anticorps anti-flag/anticorps amibuline. Moyenne (n=4), erreur-

type mesurée a: WT : 0,04 ; L165P : 0,07 ; Q318@3 et RO72L : 0,02. Le test statistique
t-test entre le WT et chaque variant ne montredeadifférence significative (p>0,05). N.S. :
Non Significatif.
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2) Localisation protéique

La localisation de la protéine ECEL1 a été éetugiée marquage immunofluorescent
sur des cellules COS-7. Ces dernieres présenietérét d’avoir un réticulum endoplasmique
étendu. ECEL1 est une protéine présente au niveaatitulum, ce type de lignée cellulaire
est donc adapté pour I'étude. Le marquage de l&ipm ECEL1 est réalisé a l'aide
d’anticorps Anti-flag, il est représenté en vemdges de gauche de la figure 9). Un marquage
d’'une protéine endogéene du réticulum a été chdis'agit de la calnexine (en rouge, images
centrales de la figure 5). La superposition dexd@ages donne une image jaune s’il y a une
colocalisation (images de droite de la figure 3.rharquage de la calnexine correspond aux
images classiques décrites pour le réticulum erdopbue de cellules COS-7 (en dentelle
autour du noyau). Il en est de méme pour ECEL1.

Si I'on compare les images du WT et des trois wasigla mutation p.Cys760Arg a
déja été étudiée (Dieterich et al., 2013) et netradrpas de différence de la localisation), la
localisation I’ECEL1 n’est pas modifiée par lesiaats. Les immunofluorescences réalisées
montrent également une colocalisation entre la émret du réticulum endoplasmique
(calnexine) et ECELL. Les variants p.Leul65Pro/nB8E&3Pro et p.Arg702Leu n’alterent pas
in vitro la localisation dans le réticulum endoplasmiquéadeotéine ECEL1 (Figure 9).
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ECEL1 WT Calnexine Merged
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e

ECELI1 L165P Calnexine

ECEL1 Q318P Calnexine Merged

ECEL1 R702L Calnexine Merged

15 um

Figure 9 : Marquage avec Ac anti-flag (ECEL1, en vert) etakti-calnexine (en rouge). Les
images de droite correspondent a la superposiisrddux premiéres images. On observe une
colocalisation entre les variants et la protéindogene du réticulum endoplasmique. Les
variants p.Leul65Pro, p.GIn318Pro et p.Arg702Lalté‘ent pas in vitro la localisation dans
le réticulum endoplasmique de la protéine ECELL.
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3) Activité enzymatique

Un test de l'activité enzymatique de la protéineBEEC n’existe pas a ce jour. L'étude
cherche a mettre en évidence une modification atgiVité enzymatique. Par analogie avec
les mutations d’épissage et non-sens, I'hypothégecelle d’'une perte ou d'une forte
diminution de cette activité pour expliquer un néésme physiopathologique par perte de
fonction. A l'instar de tests réalisés pour desyemzs de la méme famille, ce test est mis au

point.

a) Etude de l'activité de p.Cys760Arg

La mutation p.Cys760Arg est utilisée comme « cdatpdsitif » du test enzymatique créé. En
effet, 'hypotheése la plus vraisemblable est ungepeu une forte diminution de l'activité
enzymatique dans ce cas. Les résultats suivansspondent a la moyenne de 4 expériences
réalisées distinctement, et pour chaque expéridesemesures en triplicat. Une expérience
correspond a une phase depuis la culture cellujaggu’a I'obtention du lysat (avec du
CHAPS) et test enzymatique.
De fagon systématique, les tests sont controlésupatosage protéique (méthode de Folin-
Lowry) et par un Western-Blot. Ces controles petemdtde vérifier la présence de la protéine
ECEL1 dans le lysat, en quantité équivalente datW®¥T et les mutants.
Ont été systématiquement testes, les activitéysd tle Hek 293 non transfectées (NF), le
lysat des mémes cellules transfectées avec ECELL) @V le lysat des mémes cellules
transfectées avec ECEL1 (WT) plus du ThiorphanTh®rphan est un inhibiteur spécifiqgue
des métalloprotéases, I'activité observée doit détne abaissée fortement aprés ajout de cet
inhibiteur. Il s’agit d’'un contrdle de spécificit&nfin, est étudié également le lysat avec le
mutant choisi et le lysat avec le mutant plus lefighan.
Nous avons effectué la moyenne des résultats ohtehmous avons normalisé la mesure par
rapport au WT dont l'activité a été arbitrairemdinee a 1, avec un écart-type de 0. Les
résultats de ces moyennes, I'écart-type ainsi ‘goelir-type sont mentionnés dans le tableau
9.
Un test statistique de Student a été réalisé &drdifférentes moyennes.
A l'issue des 4 expériences, les résultats obterargrent (figure 10):

- Une différence statistiquement significative (p<,Pentre le WT et les cellules non

transfectées (NF)
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- Une différence statistiguement significative (p<€@p entre le WT avec et sans
Thiorphan

- Une différence statistiquement significative (p<Pentre le WT sans Thiorphan et
le mutant p.C760R sans Thiorphan est observée.

- > Ceci permet de déduire que l'activité observéwipnt de I'enzyme ECEL1, qui est
en surexpression et qui est inhibée par le ThiorpHar ailleurs, I'activité de
p.Cys760Arg est fortement abaissée.
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Figure 10: Rapport de I'absorbance entre le WT et les Edlmon transfectées, WT avec
thiorphan et la mutation p.Cys760Arg de la protélEB€EL1 avec et sans Thiorphan.
Moyenne (n=4) des rapports. Le test de StudenedatiWT avec et sans Thiorphan montre
une différence significative (***: p<0,001), aingju’entre le WT et la protéine avec la
mutation p.Cys760Arg.

Tableau 9 : Résultats des essais, moyenne, écanpdyet erreur-type pour la mutation
p.Cys760Arg

Rapport Essai 1l Essai 2 Essai 3 Essai4 moyenne écart-type erreur-type
Non 0,28 0,43 0,47 0,28 0,36 0,09 0,05
transfecté

WT 1 1 1 1 1 0 0
WT + 0,51 0,52 0,52 0,45 0,50 0,03 0,01
Thiorphan

ECEL1 0,5 0,55 0,70 0,49 0,56 0,09 0,05
C760R

C760R + 0,5 0,44 0,65 0,45 0,51 0,09 0,05
Thiorphan
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b) Etude de l'activité de p.Leul65Pro, p.GIn318Pro gb.Arg702Leu

Le méme protocole que précédemment est appliqué lesutrois variants p.Leul65Pro,
p.GIn318Pro et p.Arg702Leu (Figure 11, tableau 10).

On ne constate pas de diminution de I'activité ematyque pour ces protéines. L’activité est
méme augmentée par rapport au WT (p<0,05) pouruff®Pro, mais la différence
statistigue n’est pas aussi importante que danxpsriences précédentes. La différence
entre le WT et les trois variants et leurs homoésgavec Thiorphan est statistiqguement

significative (p<0,001).
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Figure 11: En haut a gauche : Rapport de I'absorbance datM/T et les cellules non
transfectées, WT avec Thiorphan, p.Leul65Pro eeyd.65Pro avec Thiorphan. Moyenne
(n=3) des rapports. Le test de Student entre le &vd@c et sans Thiorphan montre une
différence significative (*** : p<0,001), ainsi gentre p.Leul65Pro avec et sans Thiorphan.
Une augmentation entre le WT et p. L165P est siatife (* : p<0,05) également.

En haut a droite : Rapport de I'absorbance entW&#Teet les cellules non transfectées, entre le
WT avec et sans Thiorphan et le variant p.GIn3&a8kans et avec Thiorphan. Moyenne
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(n=3) des rapports. Le test statistique de Stueette le WT avec et sans Thiorphan montre
une différence significative (*** : p<0,001) aingu’entre le variant p.GIn318Pro avec et sans
Thiorphan. Il n’y a pas de différence significateetre WT et p.GIn318Pro.

En bas a gauche : Rapport de I'absorbance entéTlet les cellules non transfectées, WT
avec et sans thiorphan, le variant p. R702L sanavet thiorphan. Moyenne (n=3) des
rapports. Le test statistigue de Student entre B &Vec et sans thiorphan montre une
différence significative (***: p<0,001) ainsi quire le variant p. R702L avec et sans
thiorphan. Il n’y a pas de différence significatemetre le WT et p. R702L.

Tableau 10 : Résultats des essais, moyenne, écagd et erreur-type pour la mutation
p.Leul65Pro, p.GIn318Pro et p.Arg702Leu

rapport Essai 1l Essai 2 Essai 3 moyenne  écart-type erreur-type
Non 0,21 0,16 0,29 0,22 0,06 0,03
transfecté

WT 1 1 1 1 0 0
WT + 0,23 0,28 0,66 0,39 0,23 0,13
Thiorphan

ECEL1 1,27 1,32 1,09 1,22 0,11 0,06
L165P

L165P + 0,3 0,25 0,73 0,42 0,26 0,15
Thiorphan

rapport Essai 1 Essai 2 Essai 3 moyenne  écart-type erreur-type
Non 0,28 0,36 0,41 0,35 0,06 0,03
transfecté

WT 1 1 1 1 0 0
WT + 0,45 0,61 0,50 0,52 0,08 0,04
Thiorphan

ECEL1 0,90 0,96 0,96 0,94 0,03 0,01
Q318pP

Q318P + 0,43 0,64 0,61 0,56 0,11 0,06
Thiorphan

rapport essail essai2 essai3 moyenne  écart-type erreur-type
Non 0,09 0,39 0,30 0,26 0,15 0,08
transfecté

WT 1 1 1 1 0 0
WT + 0,20 0,49 0,42 0,37 0,14 0,08
Thiorphan

ECEL1 0,95 0,98 0,96 0,96 0,01 0,01
R702L

R702L + 0,20 0,49 0,38 0,36 0,14 0,08
Thiorphan
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B) Analyse clinique : spectre de sévérité
1) Données cliniques :

Nous présentons tout d’abord les données recisedb@cernant les patients avec mutations
faux-sens cECEL1identifiees au laboratoire Biochimie Génétiquéeiéculaire et lors des
recherches menées par Dieterich et collaboratdtmsuite, nous présentons les données
recueillies concernant les mutations non-sens @pisbage également identifiées au
laboratoire Biochimie Génétique et Moléculaireasldes recherches menées par Dieterich et
collaborateurs. Nous avons récapitulé 'ensembterdatations et des familles (tableau 11).
Nous donnons également une illustration des pati@anec mutations faux-sens et mutations

non-sens et d’épissage (Figure 12).

Tableau 11 : liste des familles et des mutations

Famille Mutations ADN Mutations Protéine

1 c.953A>C p.GIn318Pro
c.1059+2T>A -

2 c.4947>C p.Leul65Pro
C.2278C<T p.Cys760Arg

4 €.1059+1G>C -
€.1407+5G>C. -

5 c.1143delC -
c.1685+1G>A -

c.1184+2T>A p.Trp719*

7 €.1649C>G p.Ser550*
c.1791C>T p.Arg333*
€.3202G>A p.Trp490*

9 c.874delG p.Val292Cysfs51*

10 €.1685+1G>T -

11 c.966+1G>A -
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Figure 12 : En haut : deux patients avec mutations faux-semsllés 1 (p.GIn318Pro) et 3
(p.Cys760Arg). En bas: deux patients avec mutatioon-sens et d’épissage : familles 5
(c.1143delC c.1685+1G>A) et 6 (c.1184+2T>A).
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a) Patients avec mutation(s) faux-sens

Famille 1: La mutation retrouvée est p.GIn318Pro (c.953A>Catte mutation est

associée a une mutation ¢.1059+2T>A qui abolitite @'épissage donneur de lintron 5,

O

reconnue pathogene par analiyssilico.

O O

ﬂ 1991 IMG suite Handicap
anomalies moteur lourd et

cérébrales déficit
intellectuel

Les deux mutations ont été héritées pour 'uneadeére et pour l'autre du pere. Les deux
parents sont asymptomatiques. Un cousin présenbangiicap moteur sévere, sans toutefois
de mise en causeHEICEL1a ce jour (la probabilité étant faible, il n’y agpde consanguinité
mentionnée).

Concernant le patient, 'accouchement a eu lieb &4 suite & une menace d’accouchement
prématuré. Il n’'y a pas de cause connue de cetteaceed’accouchement prématuré. A la
naissance, une prise en charge adaptée a di &uéé avec massage cardiaque et
ventilation au masque. Les atteintes neuromusesiaont majeures, tant au niveau de la
posture et du rachis (cyphoscoliose majeure, avecde corset puis arthrodése vertébrale a
'age de 16 ans) que des membres inférieurs etisupg (camptodactylie bilatérale, atteinte
des index, limitations articulaires des coudesest €paules, ptérygia marqués au niveau des
doigts, opérés, ainsi qu’'au niveau des coudestibrxaongénitale de hanche, pieds valgus
convexes, limitation de la flexion active des genda patient ne peut s’accroupir). La face
est également atteinte avec présence d'un ptokigetal et d’'une lagophtalmie, ainsi que
d’'une anomalie de Duane. Le patient souffre égakmein syndrome restrictif pulmonaire.
Les limitations articulaires sont présentes a fegsniveaux avec des ptérygia marqués des

membres supérieurs. Sur le plan fonctionnel, lanmdre maximal de marche est d'un
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kilometre. La position debout est tenue quelquesdte La prise en charge multidisciplinaire

depuis la naissance, se poursuivant dans I'enfahpendant I'adolescence comprend de la

kinésithérapie, de I'ergothérapie ainsi que deptati@ns concernant l'atteinte pulmonaire et

la cyphoscoliose. Des améliorations notables sentarquées au niveau des limitations

articulaires et de la marche. Le retentissementasuie personnelle et familiale est majeur

avec prise en charge psychologique et psychiatrique

Les examens complémentaires effectués dont la ieigdd’EMG présentent des anomalies

non spécifiques.

Item
1 ptosis unilatéral ptosis bilatéral amyotrephie -anomaliede Duane lzgephtalmie  |autre troubles succion- difficultés &l
(+ipt) (+2pts) linguale (+2pts) | (+2pts) et/ou pseudo-  [manifestation déglutition (+1pt) articulatoires
exophtalmie ophtalmelogique {+1pt)
+1pt) +1pt]
2 cyphoscoliose cyphaoscoliose hyperlordase port corset {+1pt) arthrodese autre priseen Nombre 9
modérée angie de |maieure, angie de | (+1pt) (+2pt) charge d'interventions »1
Cobb<357 (+2pt) Cobh=35% (+4pt) nrthopédique- {+1pt)
t+1pt)
3 ‘atteinte des pieds |ateinte des LA des poignets | LA des coudes (+ipts] | LA des epaules Iimit"atib_n.alr_ii_\'!h LA hanche (+1pt) 10
{+2pt) index/campto- | (+1pt) (+ipts) des genoux
dactylie {(+2pt} {+2pts)
4 SRP léger CPT>70% |SRP modéré SRP sévere priseen charge sans | priseen charge |Traitement associe 10
[+2pts) [+4pts) CP‘TEGD‘}%- +6pts) | appareillage (+1pt) avec t+2msi
appareillage
(+2pts)
5 atrophiedes atrophie des atraphiedu retard de croissance 10
membres membres tronc +face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts) sup.érieurs {+3pts]| (+3pts) (<-2D58) (+1pt}
6 RCIU (+1pt) diminution des détresse cligoamnios/hydram- | accouchement |genoux en aufres signes MG (+10pts) 5
MF (+2pt) respiratoireala | nios (+1pt) sigge- extension (+1pt)  |échographiques (+1pt)
naissance (+3pts) cesarienne
(+1pt)
7 périmetre de atteinte MF priseen charge |douleurs résiduelles 8
marche diminué | {+3pts} (+2pt=) [+2pt)
(+3pts) :
8 absence difficultes ressentifamilial |absence retentissement 6
d'amélioration scolaires (+2pts) [difficile(+2pts} |d'améliorationdu psychologique
marche ou posture SRP( +2pts) sur le

(+2pts)

patient(+2pts)

Le score de sévérité dECEL1 avec les données fournies est de 67.
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Famille 2 : La mutation retrouvée est p.Leul65Pro (c.494THED¢ est a I'état homozygote.

HIZI(S

Pas d’éléments notoires en anténatal ni en pélinagg informations obtenues ne sont
cependant pas complétes.

Les atteintes articulaires sont présentes au nideatronc (scoliose thoraco-lombaire avec
port de corset et arthrodese) et des membres girdkmgiennes proximales en « griffe »,
atteinte des index, limitation des poignets, litia de la flexion active des genoux). Les
atteintes de la face sont présentes (anomalie ded)ulL’amyotrophie est présente au niveau
des membres inférieurs. Un syndrome pulmonaireicgsiest sévere (CPT<50%). Celui-ci
est amélioré par la prise en charge (kinésithéwapigt médicamenteuse). Au niveau

fonctionnel, 'enfant a une autonomie importante fletentissement au niveau de la vie

personnelle et familiale est identifié par un syisychologique des parents.

Le score de sévérité dECEL1 avec les données fournies est de 51.
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Item
1 ptosisuniiatéral ptosis bilatéral amyotrophie -anomaliede Duane lagophtalmie autre troubles succion- difficultés &
(+1pt) [+2pts) linguale (+2pts) |(+2pts) et/ou pseudo- |manifestation déglutition {(+1pt) articulatoires
exophtalmie ophtalmologique {+1pt)
(+1pt) (+1pt)
2 cyphoscoliose cyphoscoiiose hyperiordose port corset [(+1pt) arthrodése autre priseen MNombre 9
modérée angle de | majeurs, angle de | (+1pt) (+2pt) charge d'interventions »1
Cobb<35" (+2pt) Cobb=35" {(+4pt) orthopédique {+1pt)
{+1pt)
3 atteinte des pieds |atteinte des LA des poignets | LA des coudes (+1pts) |LA des épaules !imif’ation.a;tiy’e L& hanche (+1pt) 10
+2pt) index/campto- (+1pt) (+1pts) des genoux
dactylie (+2pt) {+2pts)
4 SRP léger CPT=70% |SRP modéré SRP sévere priseen charge sans | priseen charge |Traitement associé 7
(+2pts) [+apts) CPT<60% (+6pts) |appareillage (+1pt) aver (+2pts)
appareillags
[+2pts)
5 atrophie des atrophie des atrophie du retard de croissance 9
membres membres tronc +face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts) supérieurs {+3pts)| (+3ptz) (=-2D8) (+1pt)
3 RCIU (+ipt) diminution des. détresse oligeamnios/hydram- |accouchement |genoux en autres signes IMG (+10pts) 3
MF (+2pt) respiratoireala |nios (+1ipt) siege- extension (+1pt) echographiques (+1pt)
naissance [+3pts) ceésarienne
(+1pt)
7 perimetre de atteinte MF priseen charge |douleurs résiduelies 7
‘marche diminug | [+3pts) (+2pts] {+2pt)
(+3pts)
2 absence difficultés ressenti familial |absence retentissement o
d'amélioration scolaires (+2pts) | difficile (+2pts) | d'améliorationdu psychologique
marche ou posture SRP( +2pts) surle
{+2pts) patient({+2pts)



Famille 3: La mutation retrouvée est p.Cys760Arg (c.2278C<T

mEe

MON[IO

2001 2002 2003

La description suivante concerne I'ensemble dedai€, sans distinction précise des signes
pour I'un ou l'autre des enfants. En effet, lesiates se situent au méme niveau avec un
degré quasi-identique de sévérité. Certains sigo@siques different (par exemple
hyperlordose pour le frére ainé, scoliose poucdair3, mais ne modifie pas I'évaluation. Un
seul score de sévérité sera donc produit pourdesenfants.

Pas d’éléements notoires en anténatal ni en péfkinags informations obtenues ne sont
cependant pas complétes.

Les atteintes articulaires sont présentes au nigdaawnc (hyperlordose lombaire / scoliose),
des membres (interphalangiennes fixées en flexponces adductus, limitation active des
genoux). La face est également atteinte (ptositaténal). L’amyotrophie, importante, est
présente au niveau des membres supérieurs eteimf@riuUn syndrome pulmonaire restrictif
est relevé. La prise en charge par kinésithéragimet une stabilité des atteintes. Au niveau
fonctionnel, les enfants ont une autonomie poundache. Il existe des difficultés de langage
avec prise en charge orthophonique. Le retentisseme niveau de la vie personnelle et

familiale est important.
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Item

Le score de sévérité ECEL1 avec les données fournies est de 60.

b) Patients avec mutations non—sens et d’épissage

Famille 4 : Les mutations retrouvées sont deux mutations déges ¢.1059+1G>C et

€.1407+5G>C.

d

~0

19949

00

Fausse couche spontanée

Myopathie de Duchenne

Antécédent de myopathie de Duchenne dans la fachiligdté des grands-parents maternels.
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1 ptosizunilatéral ptosis bilatéral [ amyotrophie anomalie de Duane lagophtalmie  |[autre troubles succion- [ difficultés 7
(+1pt) (+2pts) linguale (+2pts) | (+2pts) ‘et/ou pseudo- | manifestation déglutition (+1pt} articulatoires
exophtalmie ophtalmolagique {+1pt)
(+1pt) (+1pt)
2 cyphoscoliose cyphoscoliose hyperiordose port corset (+1pt) arthrodese autre priseen Nombre 9
modérée angle de | majeure, angle de | (+1pt) . (+2pt) charge . B’intgwgﬁﬁbh;?i
Cobb<35* (+2pt) Cobb>35% (+4pt) orthopédigue: (+1pt)
{+1pt]
3 ‘atteinte des pieds |atteinte des LA des poignets | LA des coudes (+ipts] |LA des epaules |limitationactive |LA hanche (+1pt) g
{+2pt) index/campto- | (+1pt) (+1pts) des genoux
‘dactylie (+2pt) {+2pts)
4 SRP léger CPT*70% |SRP modéré SRP sévére priseen charge sans | priseen charge |Traitement associé 8
[+2 pts) [+4pts) CPRG{)% |+6pts) | appareillage (+1pt) avec [+2pts)
appareiliage
(+2pts)
5 atrophie des atrophie des atrophie du retard de croissance 5]
membres membres tronc + face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts] sup&ieurs {-r-?:pis_] [+3pts) =205} (+ipt)
3 RCIU (+1pt) diminution des. détresse cligoamnios/hydram- |accouchement |genouxen autres signes IMG (+10pts) 5
MF (+2pt} respiratoiredla | nios(+1pt) sitge- extension (+1pt) échogmphiqu& {(+1pt]
naissance (+3pts) césarienne
(+ipt)
7 perimetre de atteinte MF priseen charge | douleurs résiduelles 10
marche diminué  |{+3pts} {+2pts)  |{+2pt)
{+3pts] _
2 absence difficultes ressenti familial |absence retentissement &
d'amélioration scolaires{+2pts) |[difficile{+2pts} |d'améliorationdu psychologique
marche ou posture SRP[ +2pts} surle
(+2pts) patient(+2 pts)



En anténatal, on note la présence d'un retard dessance intra-utérin. Les membres
inférieurs sont observés en flexion lors de lasteane échographie. Détresse respiratoire a la
naissance.

Les atteintes articulaires sont présentes au nivé@autronc (scoliose), des membres
(camptodactylie, atteinte des index, limitatiorat#rale des coudes, des épaules, pieds valgus
convexes, limitation active des genoux). Au nivedal la face un ptosis bilatéral, une
asymétrie faciale et un palais ogival sont présddtmyotrophie, légére a modérée, est
présente au niveau des membres supérieurs eteinf@rill n’y a pas de syndrome restrictif
pulmonaire. La prise en charge par kinésithérapistnplus nécessaire. Au niveau
fonctionnel, 'autonomie est totale.

Les examens complémentaires (biopsie, emg, IRMbcdled n’évoquaient aucun signe

, ege
spécifique.
Item
1 ptosis unilatéral ptosis bilatéral amyotrophie anomaiie de Duane lagophtalmie autre troubles succion- difficultés
(+1pt) (+2pts) linguale (+2pts) |[+2pts) etfou pseudo- |manifestation deglutition (+1pt} articulatoires
exophtaimie ophtalmologique [+1pt)
|+1pt] |+1pt)
2 cyphoscoliose cyphoscoliose hyperiordose port corset (+ipt) arthrodeése aufre priseen Mombre
modérée angle de |majeure, angle de Hlpl] (+2pt) charge . d'interventions >1
Cobb<35% (+2pt) Cobb>35% (+4pt) ndhopédique- [+1pt}
{+1pt)
3 | atieinte des pieds |atteinte des LA des poignets | LA des coudes (+Ipts] |LA des epaules |limitationactive | LA hanche (+1pt)
{+2pt) index/campto- (+1pt) (+1pts) des genoux
dactylie (+2pt) {+2pts]
4 SRP léger CPT>70% |SRP muodére SRP sévere priseen chargesans |priseen charge |Traitement assocé
(+2pts) {+4pts) CPT<60% (+6pts) | appareillage (+1pt) avec (+2pts)
appareillage
(+2pts)
B atrophie des atrophiedes atrophiedu retard de croissance
membres membres tronc + face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts) sup.érieum {+3pts)| (+3pts) [<-2D5) (+1pt)
5 RCIU (+1pt) diminution des détrezse cligpamnios/hydram- |accouchement |genoux en autres signes 1MG (+10pts)
MF (+Zpt) respiratoireala |nios (+ipt) sigge- extension (+1pt) échographiques (+1pt)
naissance (+3pts) césarienne
(+1pt}
7 périmeétre de atteinte MF priseen charge |douleurs résiduelles
marche diminugé | (+3pts) (+2pts) [+2pt)
(+3pts)
3 absence difficultés ressenti familial |absence retentissement
d'amélioration scolaires (+2pts) | difficile(+2pts)  [d'améliorationdu psychologique
marche ou posture SRP( +2pts) surle
[+2pts) patient{+2pts)

Le score de sévérité d'ECEL1 avec les données foien est de 42.
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Famille 5 : Les mutations retrouvées sont c.1143delC et c.1B85%A, I'une héritée du pére

et 'autre de la meére. Les parents sont asymptojnesi

O O

o o000
N n

2008 2010

Il N’y a pas d’antécédent notable.

La sévérité est différente entre les deux enfateiss. Nous décrirons les atteintes de chaque
enfant.

Concernant l'ainé, en anténatal, une diminution rdesivements foetaux est percue lors du
premier trimestre, présence d’'un oligo-amnios. Andassance, par césarienne, épisode de
détresse respiratoire avec prise en charge paitatent au masque.

Les atteintes articulaires sont présentes au nideatronc (hyperlordose, scoliose, mise en
place d’'un corset) et des membres (camptodacsttieinte des index, limitation bilatérale des
coudes, des épaules, pieds valgus convexes, lionitattive des genoux, pterygia modérés au
niveau des coudes). Des atteintes de la face soésemtes (succion-déglutition).
L’amyotrophie est présente au niveau des membifésigars. Il n'y a pas de syndrome
restrictif pulmonaire. La prise en charge par kithésapie a été importante. Au niveau
fonctionnel, I'enfant est autonome pour I'habillage dehors des gestes fins. Au niveau
scolaire, il y a une bonne intégration. Le retesgiisent au niveau de la vie personnelle et

familiale est important.
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Item

ptosis unilatéral
(+ipt)

ptosis bilatéral
[+2pts)

amyotrophie
linguale (+2pts)

anomalie de Duane
(+2pts)

lagophtalmie
etfou pseudo-
exophtalmie

autre
manifestation
ophtalmologique

troubles succion-
déglutition (+1pt)

difficultés
articulatoires
t+1pt)

d'amelioration
marche ou posture
[+2pts)

scolaires (+2pts)

difficile(+2pts}

d'amelioration du
SRP[ +2pts)

psychologique
surle
patient(+2pts)

Le score de sévérité dECEL1 avec les données foign est de 43.

(+1pt) +1pt]
2 cyphoscoliose cyphoscoliose hyperiordose port corset (+1pt) arthrodeése autre priseen Nombre
modérée angle de |majeure, a n.g'i,e de E+.1 pt) (+2pt) charge d'interventions =1
Cobb<35* (+2pt) Cobb=35% (+dpt) orthopedique {+1pt)
[+1pt)
3 atteinte des pieds |atteinte des LA des poignets  |LA des coudes (+1pts] | LA des épaules |limitationactive | LA hanche (+1pt)
{+2pt) index/campto- (+1pt) {+1pts) des genoux
|dactylie{+2pt) {+2pts)
4 SRP léger CPT=70% | SRP modéré SRP sévére priseen charge sans | priseen charge |Traitement associé
I+2pts] [+4pts) CPT=60% (+6pts) |appareillage (+1pt) avec [+2pts)
appareiilage
[+2pts)
5 atrophie des atrophie des atrophiedu retard de croissance
membres membres tronc + face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts] sup_érieurs {+3pts]| (+3pts) (<-2D8) (+1pt)
6 RCIU (+1pt) diminution des deétresse cligoamniosfhydram- |accouchement | genoux en autres signes 1MG (+10pts)
MF (+2pt) respiratoireala |nios(+1pt) siege- extension (+1pt) échographiques (+1pt)
naissance (+3pts) ceésarienne
(+1pt)
7 perimetre de atteinte MF priseen charge |douleursrésiduelles
[ marche diminugé: I+3_pt5'} (+2pts) (+2pt)
{#3pts)
8 absence difficultés ressentifamilial | absence retentissement

Concernant I'enfant né en 2010, en anténatal, ugo-@mnios est présent lors de

I'échographie du second trimestre mais se normadise de I'échographie suivante. A la

naissance, il n’y a pas d’élément notable.

Les atteintes sont présentes au niveau des meniimeptodactylie, atteinte des index,

limitation bilatérale des coudes, des épaules,tdition active des genoux) et de la face
(ptosis). Il 'y a pas d’atteinte du tronc. L'amsaythie n’est pas présente. Il n’y a pas de
syndrome restrictif pulmonaire. On note par aikewquelques variants morphologiques
cliniques : mamelon surnuméraire, trigonocéphaloeircils arqués, angiome du front, racine
du nez peu marquée. La prise en charge par kiééspie a été modérée. Au niveau
fonctionnel, I'enfant est autonome. Le retentisseimeu niveau de la vie personnelle et
familiale est important (prise en charge psychajogiet aménagement du temps de travalil

pour les parents).
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Item

1 ptosis unilatéral ptosis bilatéral amyotrophie anomalie de Duane lagophtalmie autre troubles succion- difficultés 4
[+1pt) (+2pts) linguale (+2pts) |(+2pts) etfou pseudo- [manifestation déglutition (+1pt) articulatoires
exophtalmie ophtalmologique (+1pt)
(+1pt] (+1pt)
2 cyphoscoliose cyphoscoliose hyperiordose port corset [+1pt) arthrodése autre priseen Nombre 0
modérée angle de |majeure, angle de | (+1pt) (+2pt] charge d'interventions =1
Cobb<357 (+2pt) Cobb>35% (+4pt) orthopedique {+1pt}
{+1pt)
3 atteinte des pieds |atteinte des LA des poignets | LA des coudes (+1pts) | LA des épaules Iimii’atid_n.a;:ti_\re LA hanche (+1pt) 2
{+Zpt) index/campto- (+1pt) (+1pts) des genoux
dactylie {+2pt) {+2pts}
4 SRP léger CPT=70% |SRP modéré SRP sévére priseen charge sans | priseen charge |Traitement associé 0
[+2pts) [+4pts) CPT=60% (+6pts) |appareillage (+1pt) avec [+2 pts)
appareillage
[+2pts)
5 atrophie des atrophie des atrophiedu retard de croissance 6
membres. membres tronc + face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts) superieurs {(+3pis]| (+3pts) (<-2D5) (+1ipt)
& RCIU (+1pt) diminution des détresse oligoamnios/hydram- | accouchement | genoux en autressignes IMG (+10pts) 2
MF (+2pt} respiratoiredla | nios (+1pt) sigge- extension (+1pt) échographiques (+1pt)
naissance (+3pts) cesarienne
(+1pt)
7 perimétre de atteinte MF priseen charge |douleurs residuelles i
marche diminug [+3pts) [+2pts) +2pt)
1+3pts]
8 absence difficultés ressentifamilial |absence retentissement 2

d'amélioration
marche ou posture
{+2pts)

scolaires (+2pts)

difficile{+2pts}

d'amélioration du
SRF( +2pts)

psychologique
surle
patient(+2 pts)

Le score de sévérité d'ECEL1 avec les données foien est de 18.

Famille 6 : Les mutations retrouvées sont W719X et ¢.1184+2Tehe héritée du pere et

l'autre de la mere. Les parents sont asymptomagique

O

O

2005

Il N’y a pas d’antécédent notable.

La sévérité est différente entre les deux enfaftsings. Nous n’avons pu recueillir les

informations cliniques que du premier enfant, nQ@05.

En anténatal, présence d'un hydramnios a la naissaans retentissement en période

périnatale.
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Les atteintes sont présentes au niveau des mer(taegtodactylie, flexion des poignets

limitée, limitation active des genoux) et de laefdsuccion-déglutition). L’amyotrophie n’a

pas été relevée. Il n'y a pas de syndrome restyctimonaire. La prise en charge par

kinésithérapie a été modérée et les amélioratimp®itantes tant au niveau de la marche que

de la motricité fine. Au niveau fonctionnel, I'entaest autonome. Au niveau scolaire, il y a

une bonne intégration.

d'amélioration

marche ou posture

{+2pts)

scolaires (+2pts)

difficile{+2pts}

d'amélioration du
SRF( +2pts)

psychologique
surle
patient(+2 pts)

Le score de sévérité d’'ECEL1 avec les données foien est de 23.

Famille 7 : La mutation retrouvée en deux exemplaires est 8Q@6&, un exemplaire est

hérité du pere et l'autre de la mére. Les parais asymptomatiques.

O

O ® O OL

1971

1980

Il N’y a pas d’antécédent notable. Les parents sonsanguins.
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Item
1 ptosis unilatéral ptosis bilatéral amyotrophie anomaliede Duane lagophtalmie autre troubles succion- difficultes 1
[+1pt) [+2pts) linguale (+2pts) |(+2pts) etfou pseudo- |manifestation déglutition (+1pt) articulatoires
exophtalmie ophtalmologique {+1pt)
(+1pt] (+1pt)
2 cyphoscoliose cyphoscoliose hyperiordose port corset [+1pt) arthrodése autre priseen Nombre a
modérée angle de |majeure, angle de | (+1pt) (+2pt] charge d'interventions =1
Cobb<357 (+2pt) Cobb>35% (+4pt) orthopedique {+1pt}
{+1pt)
3 ‘atteinte des pieds |atteinte des LA des poignets | LA des coudes (+1pts) | LA des épaules [limitationactive | LA hanche (+1pt) 6
{+Zpt) index/campto- (+1pt) (+1pts) des genoux
dactylie {+2pt) {+2pts}
4 SRP léger CPT=70% |SRP modéré SRP sévére priseen charge sans | priseen charge |Traitement associé 0
[+2pts) [+4pts) CPT=60% (+6pts) |appareillage (+1pt) avec [+2 pts)
appareillags
[+2pts)
5 atrophie des atrophie des atrophiedu retard de croissance [
membres. membres tronc + face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts) superieurs {(+3pis]| (+3pts) (<-2D5) (+1ipt)
& RCIU (+1pt) diminution des détresse oligoamnios/hydram- |accouchement | genoux en autres signes IMG (+10pts) 3
MF (+2pt} respiratoiredla | nios (+1pt) sigge- extension |(+1pt) échographiques (+1pt)
naissance (+3pts) cesarienne
(+1pt)
7 périmétre de atteinte MF priseen charge | douleurs résiduelles 5
marche diminug | (+3pts) (+2pts) (+2pt)
i+8pts)
8 absence difficultés ressentifamilial |absence retentissement 2



La sévérité est équivalente entre les deux sodigistas.

En anténatal, présence d'une diminution des moumtsnietaux pour la plus jeune et

position en siége pour la seconde, avec accouchgraenésarienne.

Les atteintes sont présentes au niveau des mer(taegptodactylie, flexion des poignets

limitée, limitation active des genoux) et de ladatosis bilatéral, pseudo-exophtalmie,

atrophie linguale et difficulté articulatoire). lodgyotrophie des membres inférieurs est plus

marquée gu’aux membres supérieurs. Il n'y a pasyddrome restrictif pulmonaire. La prise

en charge par kinésithérapie a été modérée etmeésiaaations importantes au niveau de la

marche. Au niveau fonctionnel, 'autonomie est asguAu niveau professionnel, il y a une

bonne intégration. Le retentissement au niveauadad personnelle et familiale est présent

(prise en charge psychologique).

Item
1 ptosis unilatéral ptosis bilatéral amyotrophie anomaliiede Duane lzgephtalmie autre troubles succion- difficultés
(+1pt) (+2pt=) linguale (+2pts) |(+2pts) et/ou pseudo- | manifestation déglutition (+1pt) articulatoires.
exophtalmie ophtalmologique {+1pt)
{+1pt] {+1pt)
2 cyphoscoliose cyphoscoliose hyperiordose port corset (+1pt) arthrodése autre priseen MNombre
modérée angle de | majeure, angle de E+.1pt] . (+2pt) charge d'interventions »1
Cobb=35° (+2pt) Cobb>35* (+4pt) orthopedique (+1pt)
{+1pt)
3 atteinte des pieds |atteinte des LA des poignets | LA des coudes [+Ipts) | LA des épaules !imi{'atia_n.a{:iiye LA hanche (+1pt)
{+2pt) indexfcampto- (+1pt) (+1pts) des genoux
dactylie{+2pt) {+2pts)
4 SRP léger CPT>70% | SRP modéré SRP sévére priseen charge sans | priseen charge |Traitement assocé
{+2pts) [+dpts) CPT=60% (+6pts) | appareillage (+1pt) avec [+2pts)
appareillags
(+2pts)
5 atrophie des atrophie des atrophiedu retard de croissance
membres membres tronc + face staturo-pondéral
(inférieurs +3 pts] | supéricurs (+3pts)| (+3pts) [=-2D8] (+1pt)
6 RCIU (+1pt) diminuticn des. détresse cligeamnios/hydram- | accouchement |gencux en autres signes IMG (+10pts)
MF (+2pt} respiratoirea la |nios (+1pt) siége- extension (+1pt) eéchographiques (+1pt)
naissance (+3pts) cEsarienne
(+1pt)
7 périmetre de atteinte MF priseen charge |douleurs résiduelles
marche diminug [+3pts) (+2pt=) (+2pt)
i+3pts)
8 absence difficultés ressenti familial |absence retentissement

d'amélioration
marche ou posture
{+2pts)

scolaires (+2pts)

difficile (+2pts})

d'améliorationdu
SRP[ +2pts)

psychologique
sur e
patient(+2pts)

Le score de sévérité d'ECEL1 avec les données foien est de 28.
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Famille 8 : Les mutations retrouvées sont c.1791C>T et ¢.32@02@Gune héritée du pere et

l'autre de la mere. Les parents sont asymptomagique

1993

Il 'y a pas d’antécédent notable. Il n’y a pacdasanguinité entre les parents.

En anténatal, présence d'un retard de croissatreeutérin. Une diminution des mouvements
foetaux est notée. Le foetus était en siege.

Les atteintes sont présentes au niveau des menitaegptodactylie, flexion des coudes

limitée, limitation active des genoux) et de laggatrophie linguale). L'amyotrophie des

membres inférieurs et supérieurs est modérée. ¥eanidu tronc, présence d’'une scoliose
modérée et d’'une hyperlordose. Il N’y a pas de ymd restrictif pulmonaire. La prise en

charge par kinésithérapie a été modéréee et les@at@ns importantes tant au niveau de la
marche que de la motricité fine. Au niveau fonatielp 'autonomie est acquise. Le

retentissement au niveau de la vie personnelleamilifle est présent (prise en charge

psychologique).

Le score de sévérité dECEL1 avec les données foign est de 27.
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Item
1 ptosis unilatéral ptosis bilatéral amyotrophie anomalie de Duane lagophtalmie autre troubles succion- difficultés
[+1pt) [+2pts) linguale (+2pts) |(+2pts) etfou pseudo- |manifestation déglutition {+1pt) articulatoires
exophtalmie ophtalmologique H+ipt)
(+1pt] (+1pt)
2 cyphoscoliose cyphoscoliose hyperiordose ] port corset (+1pt) arthrodése autre priseen Nombre
modérée anglede |majeure, angle de i-}llpt] [+2pt) charge d'interventions >1.
Cobbe35® (+2pt) Cobb»35% (+4pt) orthopédique [+1pt}
(+1pt)
3 atteinte des pieds |atieinte des LA des poignets  [LA des coudes (+1pts] |LA des epaules |[limitationactive | LA hanche (+1pt)
{(+2pt) index/campto- (+1pt) (+1pts) des genoux
dactylie (+2pt) {+2pts)
4 SRP léger CPT>70% |SRP modéré SRP sévére priseen charge sans | priseen charge |Traitement associé
[+2pts) [+4pts) CPT<60% (+6pts) | appareillage (+1pt) aVec [+2pts)
appareillage
[+2pts)
5 atrophie des atrophiedes atrophiedu retard de croissance
membres membres tronc + face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts] | supérieurs (+3pts)| (+3pts) [=-2D8) (+1pt)
[ RCIU (+1pt) diminution des détresse cligoamnios/hydram- | accouchement |genoux en autres signes IMG (+10pts)
MF (+2pt} respiratoireala |nios (+1pt) siége- extension (+1pt) echographigues (+1pt)
naissance (+3pts) césarienne
(+1pt)
7 perimetre de atteinte MF priseen charge |douleurs résiduelles
fmarche diminué: | (+3pts) [+2pts) [+2pt)
(+3pts)
2 absence difficultés ressenti familial |absence retentissement
d'amélioration scolaires (+2pts) | difficile(+2pts) |d'améliorationdu psychologique
marche ou posture SRP( +2pts) surie
(+2pts) patient(+2pts)




Famille 9 : La mutation retrouvée en deux exemplaires est d8®} un exemplaire est
hérité du pére et l'autre de la mere. Les pareatd asymptomatiques. Les parents sont

consanguins.

2009

En anténatal, aucune anomalie n’a été relevéediahement a eu lieu par voie basse.

Les atteintes articulaires sont présentes au nivkesumembres (camptodactylie, luxation
congénitale de hanche, limitation active des gehou niveau de la face, un ptosis bilatéral
et une amyotrophie de la langue sont présents. yotmophie des membres inférieurs est
modérée. Il n'y a pas de syndrome restrictif puleimn La prise en charge par kinésithérapie

a été modéreée et les améliorations importantesiveau fonctionnel, I'enfant est autonome.

Item
1 ptosis unilatéral ptosis bilatéral amyotrophie anomaiie de Duane lagophtalmie autre troubles succion- difficultés
[+1pt) [+2pts) linguale (+2pts) |(+2pts) etfou pseudo- |manifestation déglutition (+1pt) articulatoires
exophtalmie ophtalmologique (+1pt)
(+1pt] (+1pt)
2 cyphoscoliose cyphoscoliose hyperinr@ose ] port corset (+1pt) arthrodése autre priseen Nombre
modéreée angle de |majeure, angle de | [+1pt) (+2pt} charge d'interventions >1
Cobb<35% (+2pt) Cobh>=35% (+4pt) orthopédique [+1pt}
(+1pt)
i atteinte des pieds | atteinte des LA des poignets  |LA des coudes (+1pts) | LA des épaules !imi{atiqn.a;ii_ve LA hanche (+1pt]
{+Zpt) index/campta- (+1pt) [+1pts) des genaux
dactylie (+2pt) {+2pfs)
4 SRP léger CPT>70% | SRP modéré SRP sévére priseen charge sans |priseen charge |Traitement associé
[+2pts) [+4pts) CPT<60% (+6pts) |appareillage (+1pt} avec [+2pts)
appareillage
[+2pts)
5 atrophiedes atrophie des atrophiedu retard de croissance
membres membres tronc + face staturo-pondéral
inferieurs (+3pts] | supérieurs (+3pts)| (+3pts) [=-2D5) (+1pt)
[ RCIU (+1pt) diminution des détresse cligeamnios/hydram- |accouchement |genocux en autres signes IMG (+10pts)
MF (+2pt) respiratoireala |nios(+ipt) sigge- extension (+1pt) echographiques (+1pt)
naissance (+3pts) césarienng
(+1pt)
7 périmétre de atteinte MF priseen charge |douleurs residuelies
marche diminug | ({+3pts) [+2pts) {+2pt)
(+3pts)
8 absence difficultés ressenti familial |absence retentissement
d'amélioration scolaires (+2pts) |difficile(+2pts) |d'améliorationdu psychologique
marche ou posture SRP({ +2pts} surle
(+2 pts) patient(+2pts)

Le score de sévérité d'ECEL1 avec les données foien est de 18.
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Famille 10 : La mutation retrouvée en deux exemplaires est 84B8>T, un exemplaire est
hérité du pere et I'autre de la mére. Les parasis ®nsanguins au premier degre.

O

il W

1999 2003

La description clinique est identique pour les déaxes.

Pour les deux enfants, présence d'un retard desamce intra-utérin avec accouchement a
terme par voie basse, sans particularité. Concetesmtteintes de la face, un ptosis bilatéral
est présent. Nous n'avons pas l'information cormetrri’amyotrophie de la langue. Les
limitations articulaires concernent les coudegstgenoux. Présence d’'une hyperlordose sans
scoliose, et d’'une luxation congénitale de hantls.pieds sont en valgus convexe. Il n’y a
pas de syndrome restrictif pulmonaire. L’'amyotr@pties membres inférieurs est marquée.

Par ailleurs, le retentissement au niveau de |éavigliale est important.
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Item
1 ptosis unilatéral ptosis bilatéral amyotrophie anomalie de Duane lagophtalmie autre troubles succion- difficultés 2
[+1pt) (+2pts) linguale (+2pts) |(+2pts) etfou pseudo- |manifestation déglutition (+1pt) articulatoires
exophtalmie ophtalmologique {+1pt)
+1pt) +1pt]
2 cyphoscoliose cyphoscoliose ﬁ\rpefinr@ose port corset (+1pt) arthrodése autre priseen Nombre &
modérée angle de | majeure, angle de E+.1pt] [+2pt) charge d'interventions =1
Cobb<35* (+2pt) Cobb=35% (+4pt) orthopedique {+1pt)
[+1pt)
3 latieinte des pieds | atteinte des LA des poignets | LA des coudes (+1pts) |LA des épaules |[limitationactive | LA hanche (+1pt) 7
{+2pt) index/campto- {(+ipt) {+1pts) des genoux
dactylie (+2pt) {+2pts)
4 SRP léger CPT=70% |SRP modéré SRP sévére priseen charge sans | priseen charge |Traitement associé 0
[+2pts) [+4pts) CPT=60% (+6pts) |appareillage (+1pt) avec [+2pts)
appareiilage
[+2pts)
5 atrophie des atrophie des atrophiedu retard de croissance 5]
membres membres tronc + face staturo-pondéral
inférieurs (+3pts] sup_érieurs {+3pts)| (+3pts) (<-2D8) (+1pt)
6 RCIU (+1pt) diminution des détresse oligeamnios/hydram- |accouchement |genoux en autres signes 1MG (+10pts) 1
MF (+2pt) respiratoireala |nios(+1pt) siége- extension (+1pt) échographiques (+1pt)
naissance (+3pts) césarienne
(+1pt)
7 périmeétre de atteinte MF priseen charge |douleurs résiduelles 5
marche diminué | (+3pts) (+2pts) (+2pt)
{#3pts)
8 absence difficultés ressentifamilial |absence retentissement 2
d'amélioration scolaires (+2pts) |difficile(+2pts} |d'améliorationdu psychologique
marche ou posture SRP[ +2pts) surle
[+2pts) patient(+2pts)

Le score de sévérité est identique pour les detdianenlLe score de sévérité avec les

données fournies est de 24.

Famille 11 : La mutation retrouvée en deux exemplairesced6+1G>A, un exemplaire est

hérité du pere et l'autre de la mére. Les pareasris ®onsanguins.

OO

O

1997

O

En anténatal, présence d’un retard de croissat@euterin.

En post-natal, les atteintes articulaires sontgim&s au niveau des membres (camptodactylie,
et limitation active des genoux). Une luxation cémi¢gale de hanche est présente. On note par
ailleurs un ptosis bilatéral, une atrophie linguad¢ des difficultés articulatoires.
L’amyotrophie est marquée au niveau des membresienfrs. Il n'y a pas de syndrome
restrictif pulmonaire. La prise en charge par kithésapie a été modérée et les améliorations

importantes tant au niveau de la marche que detdaité fine.
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Au niveau fonctionnel, I'enfant est autonome. Ldendissement au niveau de la vie
personnelle et familiale est modéré.

Des données cliniques manquantes (limitations wgiies des coudes, des épaules) et
concernant la prise en charge ne nous permettaent’géablir le score de sévérité pour ce

patient.

2) Score de sévérite :

Les calculs du score de sévérité sur 80 points eltnies résultats suivants (tableau 12). La
famille 11 n’a pas de score suite a des informatimanquantes. Concernant la famille 5, les

scores des deux enfants atteints sont indiquéa différence entre ces scores est marquée.

Tableau 12 : liste des familles

et des scores de sévérité

Famille Score
1 67
2 51
3 60
4 42
5-a 43
5-b 18
6 23
7 28
8 27
9 18
10 24
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La moyenne des scores des mutations faux-sendlifarhia 3) et des mutations non-sens et

d’épissage (familles 4 a 10) est représentée @agiaphique suivant (figure 13).

70+

50

30 -

20

10 —+

Mutations faux-sens Mutations non-sens /épissage

Figure 13: Moyenne des scores de sévérité pour les patards mutations faux-sens et

patients avec mutations non-sens et d’épissage [foaBles mutations faux-sens ; n=8 pour
les mutations non-sens et d’épissage). Les balaeshes représentent les valeurs minimales
et les barres noires les valeurs maximales. Edes iespectivement de 51 (mutations faux-
sens) et 18 (mutations non-sens) ; 67 (mutatiams-$&ns) et 43 (mutations non-sens).

Une différence des moyennes est relevée entrevixige des patients ayant des mutations
faux-sens et les patients ayant des mutations eos-et d’épissage (figure 13). La valeur
maximale atteinte pour les mutations non-sens es#3l (famille 5-a) alors que la valeur

minimale pour les mutations faux-sens est de Shi(l@2).
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Discussion

A) Analyse biologique : mécanismes physiopathologiques

L’objectif était de tester I'hypothése de pertefdection pour les mutations faux-sens. Pour
les mutations non-sens et d’épissage, le mécanigsudte d’'une absence de production de la
protéine (Nicholson et al., 2010). Pour les mutaidaux-sens, différents mécanismes
physiopathologiques peuvent étre envisagés : ptdonction par absence de synthese
protéique, par défaut de localisation et par paetéa fonction enzymatique.

Ces trois hypothéses physiopathologiques ont étééds avec la mutation identifiée
p.Cys760Arg et les variants p.Arg702Leu, p.GIn3b3PrLeul65Pro (figure 14).

Cytosol Domaine N-
terminal

Domaine transmembranaire \

O0000000C00D000RCOD00D0D
Rk fl 100

Reticulum
endoplasmique

L165P
Q318P 4
Lumiere du >
réticulum "

endoplasmique
R702L

C760R \ Domaine
fﬂ enzymatique
Domaine '
C-terminal

Figure 14: Schéma illustratif représentant la protéine ECEhvec son domaine
transmembranaire, et son domaine enzymatique eapifésenté en quatre parties rouge. Les
mutations et variants étudiés sont représentédgsaéclairs. La mutation p.Cys760Arg établit
un pont disulfure avec I'acide aminé 772, qui saesia I'extrémité C-terminal du domaine
enzymatique (quatrieme partie rouge). Les autreams ne sont pas situés dans le domaine
actif (notamment p.Arg702Leu). La mutation p.LeuRfd est proche du domaine
transmembranaire (dernier acide aminé : 82).
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1) Etude de la mutation p.Cys760Arg : perte d’actiei@ymatique

Le variant p.Cys760Arg était prédit comme pathogéfdieterich, 2013) par I'analyse de
ségrégation, la conservation de l'acide aminé awscae la phylogenése (figure 15), la
fonction de la cystéine au sein du domaine enzyatiet I'analysen silico avec des
logiciels de prédiction.

760 702

v v

ECEL1 Homo sapiens 751 FEEFGRAFHCPKDSPMNPAHKCSVW ECEL1 Homo sapiens 701 PRLKYTHDQLFFIAFA

ECEL1 Mus musculus FEEFGRAFHCPKDSPMNPAHKCSVW ECEL1 Mus musculus HRLKYTHNQLFFIAFA
ECEL1 Canis lupus FEEFGRAFHCPKDSPMNPAHKCSVW  ECEL1 Canis lupus HRLKYTHNQLFFIAFA
ECEL1 Gallus gallus FEEFGRVFHCPKNSPMNPVHKCSVW  ECEL1 Gallus gallus HHLKYTHDQLFFIAFA

318 165

\ v

ECEL1 Homo sapiens 301 LGADAVEQKAQEILQVEQQLANI  ECEL1 Homo sapiens 151 AAIGEQNEERLRRLLAR

ECEL1 Mus musculus LGADAVEQKAQEILQLEQRLANI ECEL1 Mus musculus AAIGEQNEERLRRLLAR
ECEL1 Canis lupus LGADAVEQKAQEILQLEQRLANI ECEL1 Canis lupus AAIGEQNEERLRRLLAR
ECEL1 Gallus gallus LGAEHVEQKAQE ILQLEQHLANI ECEL1 Gallus gallus GAIAEQNEAKLQALLSR

Figure 15: Alignement des séquences protéiques d’'ECEL1 ynde ses orthologues
d’autres especes animales (ECELL1 de la sourishigm @t de poulet). Les acides aminés sont
conservés excepté pour Arg702 qui n'est pas coasansein de I'especgallus gallus

L’expression et la localisation de la protéine awecvariant p.Cys760Arg n’étaient pas
altérées dans un modaétevitro (Dieterich et al., 2013). L’activité enzymatiqgumevitro par le

test enzymatique est fortement abaissée. Le caeagiathogene de p.Cys760Arg est
corroboré par la perte de la fonction enzymatique suppose le méme mécanisme
physiopathologique sous-jacent par perte de fonctjoe pour les mutations non-sens et
d’épissage.

Suite a cette perte de fonction enzymatique, I'tlypse est que le substrat non connu a ce

jour, pourrait s’accumuler puisqu’il n’est pas éiet perturber les voies dans lesquelles il est

impliqué.
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2) Etude des variants p.Leul65Pro, p.GIn318Pro etgg@2Leu

Le variant p. Leul65Pro est a I'état homozygotezdbgatient. Il est a I'état hétérozygote
chez les parents. Ce qui confirme une transmisaigtasomique récessive. De plus, il n'est
pas référencé dans les bases de données (Exormentv@arver, Genome Variant Server,
dbSNP, et 1000genomes). Par ailleurs, ce variardezae un acide aminé conservé au cours
de I'évolution (figure 15). La probabilité est fertqu’il soit pathogene. Cependant,
I'expression et la localisation ne sont pas affextél’activité enzymatique n’est pas
diminuée. Elle apparait méme augmentee (n=3, pxGinviron 20%. Le variant est proche
du domaine transmembranaire mais ne se situe pascdadomaine (figure 14).

L’analysein silico n’identifie pas d'altération de I'épissage. Deuypbthéses peuvent étre
formulées : la protéine mutée altere les voies id@atisation dans lesquelles elle est
impliquée du fait d'une activité enzymatique augteenECEL1 ne serait pas uniquement
utile pour modifier son substrat, mais serait égalet partenaire de protéines indispensables
au développement et au fonctionnement de la misplase des branchements terminaux
intramusculaires des motoneurones) et une modditale la structure de la protéine.

Le variant p.GIn318Pro est associé a une mutatitinaffecte I'épissage selon les
analyses bio-informatiques. Chaque parent a tramsmiexemplaire. Ce qui confirme une
transmission autosomique récessive. Le variantn@I@Pro n’est pas référencé dans les
bases de données (Exome Variant Server, Genomanv&erver, dbSNP, et 1000genomes)
et 'acide aminé mis en jeu est conservé au coeif&dolution (figure 15). La probabilité est
forte qu’il soit pathogene. Cependant, I'expresslariocalisation et I'activité enzymatique ne
sont pas altérées.

L’analysein silico n'identifie pas d’altération de I'épissage pouGIm318Pro. Les deux
hypothéses précédemment décrites pour p.Leul6®Rr@pt également étre envisagées.

Le variant p.Arg702Leu est a I'état hétérozygdtezle patient. Aucun autre variant
associé n'a été retrouvé. Ce variant est recensge @s bases de données comme bénin
(Exome Variant Server et dbSNP). Il n’est pas coms@ans la phylogenése (figure 15).
Enfin I'expression, la localisation et I'activitdheymatique ne sont pas altérées. L’hypothése
que p.Arg702Leu est un Single Nucleotid Polymonphést forte.

Les études d’expression, de localisation et detiVi®® enzymatique concourent a
I'établissement du caractere pathogéne ou béninvaténts faux-sens. Des perspectives sont

a envisager suite a I'analyse biologique.
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3) Perspectives de I'analyse biologique

Les résultats biologiques ont été obtenus avec wudehla expérimentain vitro de
surexpression. Une confirmatiamvivo de I'expression protéique (analyse par Westerrt)Blo
et une étude de transcrits sur biopsie humainerpeut étre envisagées.

De méme concernant la localisation, I'étude avecaddiules COS-7 n’a pas permis d’obtenir
une localisation fine de la protéine ECEL1. Il & éiontré que 90% de cette protéine est
localisée au niveau du reticulum endoplasmiquaitrgpetit pourcentage serait au niveau de
la membrane plasmique en utilisant une méthodédipéinylation (Benoit et al., 2004). Une
étude de la localisation avec des marqueurs deelabrane plasmique ou par biotinylation
pourrait étre entreprise pour confirmer ou infirneetocalisation d’ECEL1 mutée. En outre,
la localisation pourrait étre étudiée dans un mmdel rapprochant du modéthevivo, comme
des motoneurones en culture.

Quant a l'activité enzymatique, le test a éteatffé en comparant les variants au WT. De
plus, un inhibiteur spécifigue des endopeptidasegté utilisé. Les résultats eétaient
reproductibles (n=4 pour p.Cys760Arg et n=3 posrdatres variants). Les résultats obtenus
concernant p.Cys760Arg, ont confirmé le mécanismeisagé de perte de fonction
enzymatique. Le test est donc valide pour étudigrcbnséquences des mutations faux-sens
sur l'activité enzymatique. Il pourrait étre adagtéin modele différent (motoneurones en

culture).

B) Analyse clinique : spectre de sévérité

Si le phénotype lié aux mutations du gdBEEL1 est identifiable par le praticien pour
orienter la recherche moléculaire vers ce géneetéliich et al., 2013 ; McMillin et al., 2013 ;
Shabaan et al., 2013 : Barnett et al., 2014 ; Ratdl.,, 2014), la présentation clinique est
variable. Le score de sévérité en 8 items a poud’ome part de quantifier cette variabilité et
d’autre part d’établir une corrélation génotypeubtgpe.

La quantification de la sévérité est nécessaiia db pouvoir comparer les
phénotypes des patients ayant des mutatioBCHL1 avec des critéres communs pour
chaque évaluateur. Un outil est mis en place ctgesde sévérité. Celui-ci a été établi en
prenant en compte I'ensemble des données clinidesgatients dont les mutations ont été
identifiées au laboratoire Biochimie Génétique etiddulaire. La quantification a montré que

le score des patients avec une mutation faux-sen3) (est plus élevé que les scores des
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patients avec mutations non-sens et d’épissage.(Cete quantification permet d’objectiver

la variabilité clinique selon un « spectre » deésié@ (figure 16).

Score de sévérité

0 40 80
légere modérée majeure
Mutations non-sens et d’épissage Mutations faux-sens

Mutations non-sens et d’épissage

Mutations faux-sens

Mutations faux-sens ? Mutations non-sens et d’épissage ?

Figure 16: Schéma illustratif du spectre de sévérité aeescbre comprenant 8 items. Les
cas tres séveres correspondent a des mutationsdéasx les cas dont la sévérité est faible
correspond a des mutations non-sens et d’épissage.

L’établissement du spectre de sévérité a montedegicas plus séveres sont associés
a des mutations faux-sens et que les cas avec are ptus faible sont associés a des
mutations non-sens et d’épissage (figures 13 et R6Ur expliquer cet écart, qui reste a
confirmer avec l'analyse d’'une cohorte plus impatea I'hypothése d'une différence de
mécanismes physiopathologiques peut étre évoquéeffét, dans le cas des mutations-faux-
sens, une protéine mutée, qui est soit non fonotibe (p.Cys760R) soit fonctionnelle
(p.Leul65Pro et p.GIn318Pro) est effectivement pited (Dieterich et al., 2013),
contrairement a une mutation non-sens et d’épissagé protéine n’est pas produite. Il
s’ensuit que l'altération des voies de signalisatians lesquels ECEL1 est impliquée du fait
d’'une protéine mutée pourrait avoir un effet plésétere que le mécanisme par absence de
protéine.

Une mutation faux-sens p.Ala675Thr (Patil et &014; Dohrn et al., 2013)
découverte recemment est située dans le domaingmatigue. Dans le cas Dohrn et
collaborateurs, une interruption médicale de gsssa eu lieu suite au diagnostic prénatal
d’arthrogrypose distale liée &CEL1 Dans le cas de Patil et collaborateurs, les

renseignements cliniques mentionnés non exhau@iifstation articulaire des membres
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supérieurs et inférieurs, fente labiopalatine, ar#8 morphologiques faciaux, retard
psychomoteur, ptosis bilatéral, hyperlordose, sseli atteintes ophtalmologiques, atrophie
musculaire, limitation active de la flexion des gex, atrophie linguale) permettent, sans
pouvoir calculer le score de sévérité, de situgratiente au minimum au centre du spectre.
L’étude de l'activité enzymatique de p.Ala675Thrlétablissement du score de sévérité
permettraient de corroborer I'analyse effectuéecda mutation p.Cys70Arg d’'une part et de
confirmer la corrélation génotype-phénotype susimenée.

Si I'hypothése de différence de sévérité entremagations faux-sens et non-sens est
confirmée par I'analyse d’une cohorte plus impaganne séverité majeure pourra orienter la
recherche moléculaire vers une mutation faux-stmglis qu’une atteinte beaucoup moins

sévere pourra orienter la recherche initiale vessrdutations non-sens et d’épissage.
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Conclusion

THESE SOUTENUE PAR : Poreau Brice

TITRE : Mécanisme physiopathologique et spectre clinique liés aux mutations ’ECELT, un gene
majeur d’arthrogrypose

Une collaboration entre le service de Génétiquelibéde, le laboratoire Biochimie
Génétigue et Moléculaire du CHU de Grenoble etuigg « Muscle et Pathologies » du
Grenoble-Institut des Neurosciences a permis d&esole gene ECELL endothelin
converting enzyme like 1, a une forme spécifiquartirogrypose distale autosomique
récessive (Dieterich et al, 2013). Au cours de iogsstigations, des mutations non-sens,
d’épissage et faux sens ont été identifiées. Latbjde ce travail de thése était donc double :

biologique et clinique.

1) Objectif biologique : mieux connaitre les mésames physiopathologiques sous-jacents

J’ai mis au point pour la premiére fois un testctliaté enzymatique, technologie qui pourra
étre transférée au Laboratoire de Biochimie Génétief Moléculaire du CHU de Grenoble
pour aider a déterminer la pathogénicité de nouweadants. J'ai démontré que la mutation
faux-sens p.Cys760Arg du geBE€EL1entraine une forte diminution d’activité enzymagq

Le mécanisme physiopathologique de cette mutasbml@nc similaire a celui des mutations
non-sens et d’épissage par son caractére pertendgoin. Deux mutations faux-sens, situées
en dehors du domaine catalytique de la protéineyl&5Pro et p.GIn308Pro, mais associées
a un phénotype caractéristique, n’entrainaientdgabaisse d’activité enzymatique. D’autres
mécanismes physiopathologiques entrent donc erPjeur. les caractériser, ce travail ouvre
sur deux voies de recherche. D’'une part, étudexpression, la localisation et I'activité dans
des modeles différents des modéles cellulairesj'guetilisés tels les neurones en culture.
D’autre part, identifier d’autres domaines fonctiets de la protéine notamment par

cristallographie.
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2) Objectit clinique @ établir fe spectre de severmé

Trai recueilh Pensemble des données cliniques disponibles des patients dont les mutations ont
¢té identifices. Jar ¢labore un score de sévere pour ce tableau d arthrogry pose distale. Tes
paticnts avee les scores Tes plus ¢leves avarent des mutations faux-sens, alors que ceux avant

un score faible avaient des mutations non-sens et d'¢pissage.
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Annexes

Cahier clinique : phénotype des patients avec mutations

d’ECELT

Le tableau ci-dessous reprend les signes obsemwds ges patients avec mutations
d’ECELL1. Il suffit de mettre un X s'’il est présemi absent. Si I'information n’est pas fournie,
ajouter NSP dans l'une des cases. La derniére melpermet d’ajouter des informations
complémentaires plus précises concernant la ségigokn question. Dans les signes, nous
recherchons particulierement 'amyotrophie de lagliee. Par ailleurs, nous essayons de
distinguer si certains patients ont un phénotypes gévére que d'autres. Cette sévérité peut
étre appréciée par la multiplicité des signes @lies, mais également par la prise en charge et
le retentissement sur la vie personnelle et fahailige questionnaire comprend trois pages, a
la fin du tableau sont insérées des questionesweX¥amens complémentaires.

Signes cliniques Présent Absent Commentaires (oéeisions
comme age d'apparition du
symptdme, angle d’hyperlordose
etc...)

Ante-natal

(préciser le terme
auquel le signe a été
observé la premiére
fois)

Diminution des
mouvements feetaux
RCIU

Genoux en extension
Accouchement par
siege

Détresse respiratoire 3|
la naissance
Oligoamnios
Hydramnios

Autres éléments

Post-natal
Neuromusculaire
Posture et rachis
amyotrophie des
membres inférieurs
hyperlordose
scoliose

corset - arthrodese
syndrome restrictif
pulmonaire
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Autres éléments

Limitations
articulaires

Membres supérieurs

camptodactylie

atteinte des index

limitations articulaires
des coudes

limitations articulaires
des épaules

Membres inférieurs

luxation congénitale dg
hanche

limitation congénitale
de hanche

pieds valgus convexes

pieds varus

limitation active des
genoux en flexion

Autres signes
neuromusculaires

ROT normaux

amyotrophie de la
langue

ptosis

difficultés articulatoires

troubles oculomoteurs
(Duane ou autre)

troubles de la succion-
déglutition

Pterygia (préciser
localisation)

déficits sensitifs

Autres signes

Lagophtalmie

pseudo-exophtalmie

Evaluation
fonctionnelle (test de
marche, fatigabilité)

Prise en charge

kinésithérapie (si ouli,
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nombre d'heures par
semaine)

ergothérapie (si ouli,
nombre d'heures par
semaine)

orthophonie (si oui,
nombre d'heures par
semaine)

Autre type de prise en
charge

Evolution

Des limitations
articulaires

Des capacités motriceg
fonctionnelles

Retentissement sur la
vie personnelle et
familiale

Aspect psychologique
du patient (prise en
charge par
professionnel)

Difficultés scolaires

Ressenti familial
difficile

Examens complémentaires effectués :

IRM musculaire date — préciser les types de séquence réalisesT¢, 11,2 fat sat ?) —
conclusion

EMG : date — préciser les types d’examen réalisés (cdimayclectromyogramme, fibre
unique, stimulation répétée ?) — conclusion

Examen ophtalmologiquedate - conclusion
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Score de sévérité de la maladie de Gaucher (Weinreb et al.,
2010)

Gaucher Disease Type 1 Severity Scoring System (GD-DS3)

Patient ID
Assessment Date

DISEASE SEVERITY SCORE Averans
DISEASE |\ ssessments >
DOMAINS Assessment | Domain
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Score Score
Lytic Lesions, AVN, or
Pathological Fractures* Absent Prescat 8
None to very Mild pain Moderate pain Severe pain Extreme pain
mild pain
Bone / Joint Pain
(past 30 days) N
- 10 8.0
# Bone Crisis 0to1 52 2 :
in Past 12 Months
Bone Marrow . 5t08 9 to 16 (marked
Infiltration** 0to4 (mild) (moderate) to severe) 10
Bone Mineral I'Jensuy > > 2t05-1 <2 10
Z-score
21to 119
1 3, 3 3, 3
Thrombocytopenia | ERVIPSIo/uY X10%/mm? <20 x10°/mm 5
None to mild M . Severe;
‘ oderate; no N
HEMATOLOGIC Bleeding tendency; fransfusions transfusion 8 6.0
bruising needed :
>12 g/dL 8to 12 g/dL
Anemia (male), > 11 (male), 8 to 11 <8g/dL 5
g/dL (female) g/dL (female)
Splenomegaly* >150or
(Volume as MN) =5 >5tos15 Splenectomized 5
VISCERAL Hepatomegaly* <25 >25 2 5.0
(Volume as MN)
Gaucher-related
Pulmonary Disease None Any 8

Total Gaucher DS3 Score  19.0
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Classifications des différents types d’arthrogryposes
distales (Hall et al., 1983 ; Bamshad et al., 1996 ; Dieterich,
2013)

Nom Hall Bamshad Signes cliniques distinctifs
Arthrogrypose distale de type 1 DA type | DAl
Syndrome de Freeman-Sheldon ou DAZA Petite bouche en "siffleur”, plis
F55 nasogeniens proéminents
Syndrome de Sheldon-Hall ou SHS DAZB Intermédiaire entre DAL/ DAZA
Syndrome de Gordon DA type 1A DA3 Petite taille, fente palatine
Arthrogrypose avec scoliose sévére DA type lID DA4 Scoliose
DA type IIC Fente labiale
Arthrogrypose avec troubles
Ehfposcoye ; Ptosis, limitation des
oculomoteurs et anomalies DA type 1B DAS
ST ? mouvements oculo-moteurs
retiniennes
Arthrogrypose et surdité ; ;
EOTOREER t_'L SRRE DAG Surdité neurosensorielle
neurosensorielle
Syndrome de Hecht ou syndrome y s
b amuspesutasamptadaciylie DA type lIE DA7 Trismus, pseudocamptodactylie
Syndrome des pterygia muliples
ik - P Lr_w’l e DAB Pterygia multiples
autosomique dominant
Pavillons des oreilles
Syndrome de Beals ou Congenital DAQ d 5; Ea; L: doi :shlﬂn -
Contractural Arachnodactyly (CCA) ¥ .p' HENES, FONE &
effilés
Limitations articulaires de
Short calcaneus tendon DA10 stk s soa

chevilles en flexion plantaire
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Premiere étude fonctionnelle de mutations d’ECEL1, un
‘iinserm  noyveau gene d’arthrogrypose distale < o

Brice Poreau'??, Klaus Dieterich'?,Nicole Monnier?, Isabelle Marty?, Julien Fauré?
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L165P Q318P R702L

4) Discussion - Conclusion

Domaine N-terminal
. 1 1 % 3 i Domaine
Ce travail a permis la mise au point pour la premiére fois d’un test de % transmembranaire
I'activité enzymatique d’ECEL1. S /
Nous avons démontré un mécanisme physiopathologique par forte S
diminution de cette activité pour la mutation p. C760R. /
Ces résultats contribuent a une étude ultérieure phénotype des / N
patients/génotype. A
D’autres mécanismes concernant la pathogénicité des mutations L165P
p.L165P, p.Q318P et p.R702L sont a rechercher. > Domaine enzymatique
Figure 5 : Schéma représentant les mutations au sein de la protéine. La /Q// R702L acte
mutation p. C760R se trouve dans une zone qui contribue au repliement du Reticulum

domaine enzymatique, en présence d’un pont disulfure. Q318P endoplasmique

C760R e—)s--s| 7™




Novel ECEL 1 mutations and associated distal arthrogryposis phetypes

International Congress on Neuromuscular diseasesNice — July 2014

Brice Poreau (1, 3, 4), Klaus Dieterich (1, 3,Migole Monnier (1, 2, 3), Isabelle Marty (1),
Pierre-Simon Jouk (3, 4), Joél Lunardi (1, 2, 8)ieh Fauré (1, 2, 3)

1 Inserm U836, Grenoble Institut des Neuroscieregajpe Muscle et Pathologie, Grenoble,
France

2 Laboratoire de Biochimie Génétique et MoléculdDépartement de Biochimie,
Pharmacologie, Toxicologie, CHU de Grenoble, Grémdbrance

3 Centre de Référence des Anomalies du Dévelopgdameiryonnaire, Arthrogryposes,
CHU de Grenoble, Grenoble, France

4 Service de Génétique Médicale, Département déti®éme et Procréation, CHU de
Grenoble, Grenoble, France

Endothelin-converting enzyme like ECELJ is a member of the neutral endopeptidase
(neprilysine, NEP) family with a critical role imtramuscular axon branching of motor
neurons during development. Recently we identifis@EL1 mutations in an autosomal
recessive form of distal arthrogryposis with a gumable phenotype including
camptodactily, absent flexion of the knee, ptasisgue atrophy and muscle atrophy and fatty
infiltration especially of the biceps femoris. MadtECEL1 mutations are splice site or non-
sense mutations and predicted to vyield truncatedteprs and MRNA decay. The
pathophysiological mechanism of false sense muistis less well known. Our in vitro
studies show that all missense mutations we haestifted so far do not modify protein
expression. Review of the clinical data of all pats furthermore confirms that ECEL1
mutations yield a homogeneous phenotype but expaedspectrum of severity.
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Résumé

L’arthrogrypose congénitale multiple est définiencoe une limitation articulaire congénitale
de deux niveaux d’articulations au minimum. Unespane sur 3000 a 12000 en est atteinte.
Elle est la conséquence d’'une réduction des mouvaniestaux. Récemment des études du
laboratoire Biochimie Génétique et Moléculaire decridble ont élargi le répertoire de
mutations dECEL1 (endothelin-converting enzyme like 1) associées ua type
d’arthrogrypose distale spécifique. Ce géne a étdulert en 2013 par Dieterich et al. (GIN
INSERM U836 et CHU de Grenoble). Nous avons enigdprpremiére étude fonctionnelle
des mutations faux-sensECEL1 Une diminution de I'activité de la mutation p.Cg9Arg
(n=4, p<0,001), située au niveau du domaine d’'@étenzymatique, a eété détectée. Un test
d’'activité enzymatique de I'endopeptidase ECEL1 té& #is au point. Une trés forte
diminution de lactivité enzymatique a été retroanvi@ vitro confirmant I'étiologie de
I'arthrogrypose chez ce patient par un mécanismte ke fonction. Il s’agit de la premiére
étude aboutissant a ce résultat. Les autres mugati@ffectent pas I'activité enzymatiqure
vitro. D’autres mécanismes physiopathologiques doiveetrécherchés pour expliquer leur
effet pathogéne. Nous avons également analysé&réation phénotype-génotype. Pour cela,
nous avons €élaboré un score de séveérité en 8 ilassspatients ayant un phénotype sévere,
selon ce score, ont des mutations faux-sens al@mgux ayant des scores plus modérés ont
des mutations non-sens ou d’épissage.

Mots-clés: arthrogrypose, ECEL1, endopeptidase, test enzgugg score de sévérité,
corrélation génotype-phénotype

Summary Arthrogryposis multiplex congenita is a large fgnuf disorders characterized by
multiple congenital joint limitations due to reddcéetal movements. The prevalence is
estimated between 1/3000 and 1/12000 births. Mtdecdnvestigations by Dieterich et al. at
the university Hospital of Grenoble/France and aer®ble Institute of Neurosciences
INSERM U836 revealed mutations of ECEL1 (endothebnverting enzyme like 1)
associated with a new and recognizable phenotypmbstdl arthrogryposis (Dieterich et al.,
2013). In this study, we tested the enzymatic dgtiof missense mutations. We performed
experiments to test their expression and theirulzlllocalization. We developed a new
enzymatic peptidase assay for ECEL1. A decreasigeohctivity was found for one mutation
p. C760R, located inside the catalytic domain (P80, n=4), confirming loss of function
mechanism. All other missense mutations, locatetsidel the catalytic domain, did not
diminish the enzymatic activity of ECELin vitro heralding a different pathological
mechanismFurthermore, we analyzed the phenotype-genotypelation, using a severity
score specifically designed for ECEL1 related aghyposis. We found that missense
mutations yielded higher severity scores than rerss and splice site mutations.

Keywords : arthrogryposis, ECEL1, endopeptidase, enzynpeptidase assay, severity
score, genotype-phenotype correlation
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