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ABREVIATIONS
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CHU Centre Hospitalo-Universitaire
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GNS N-acétylglucosamine 6 Sulfatase
HGMD Human Gene Mutation Database
HGPO Hyperglycémie provoquée orale
HMG-CoA 3-hydroxy-3-méthylglutarique-CoA
HS Héparane Sulfate
IDS Iduronate D-sulfatase
KS Kératane Sulfate
LCHAD 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase des acides gras a chaine longue
LLO Lipid Linked Oligosaccharide
MHM Maladies Héréditaires du Métabolisme
MLS Maladies Lysosomales de Surcharge
MODY Maturity-Onset Diabetes of the Youth
MPS Mucopolysaccharidoses
NADPH Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
NFS Numération Formule Sanguine
NGS Next Generation Sequencing
PCR Réaction en chaine par polymérase
PPP Voie des Pentoses Phosphate
RAI Recherche d'Anticorps Irréguliers
RCDP Chondrodysplasie Rhizomélique de type 1
RCIU Retard de Croissance Intra Utérin
RIHN Référentiel des actes Innovants Hors Nomenclature
SA Semaine d'aménorrhée
SHH Sonic Hedgehog
SNV Single Nucleotide Variant
THCA Acide trihydroxycholestanoique
ubP Uridine diphosphate
WES Whole exome sequencing

WGS Whole genome sequencing
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ANASARQUE FCETALE

UN PEU D’HISTOIRE...

Malgré le fait qu’aujourd’hui I’'anasarque feetale soit un signe échographique, sa premiére description
est clinique. Elle a été faite par Louise BOURGEOQIS (1563-1636), sage-femme a la cour de France, qui
en 1609, décrit la naissance de jumeaux dont I'un était cedématié et est décédé rapidement apres la

naissance et I'autre ictérique. Il s’agissait probablement d’un cas d’allo-immunisation maternelle [1].

Ballantyne d’EDINBURGH (1861-1923), médecin écossais, fut le premier en 1902 a parler d’anasarque
avec la définition que I'on lui connait aujourd’hui « une condition morbide du feetus caractérisée par
une anasarque généralisée, par la présence d’effusions dans le péritoine, la plevre, et le sac
péricardique, habituellement par un cedéme de placenta, et il résulte la mort du feetus ou de I'enfant,

avant, pendant ou trés rapidement apres la naissance » [2].

Il faudra attendre 1968 pour que deux médecins allemands Von D. HOFMANN et H. J. HOLLANDER,

publient un article sur 9 cas d’anasarques foetaux retrouvés par échographie (Vidoson) [3].

DEFINITION

L’anasarque feetale correspond a I'accumulation anormale de liquide chez un foetus dans les tissus
et les cavités séreuses. Cliniguement, I'anasarque fcetale est définie par I'association d’'un cedéme
sous-cutané foetal (supérieur a 5mm) et d’'un épanchement dans une ou plusieurs cavités séreuses
(ascite, péricarde, pleural...). Suivant la pathologie, il peut aussi étre associé a une quantité de liquide
amniotique anormale (oligo ou hydramnios), a un cedéme du placenta et est généralement précédé

d’un hygroma coli (collection liquidienne cloisonnée de part et d’autre des parois latérales du cou) [4].

TYPES D’ ANASARQUES

Il existe deux types d’anasarques:

e L’anasarque immune ou l'allo-immunisation érythrocytaire maternelle : La présence d’un
antigéne émanant du pére non reconnu par le systéme immunitaire de la mére est a 'origine
d’une réaction immunologique. Les anticorps maternels traversent la barriére placentaire et
se fixent sur les antigénes présents a la surface des érythrocytes feetaux produisant une

hémolyse, une anasarque et la mort foetale in utero.

22



Anasarque foetale et maladies héréditaires du métabolisme : proposition d’une nouvelle prise en charge diagnostique
e L’anasarque non immune (AFNI): toutes les autres pathologies non liées a une allo-
immunisation, donc a l'absence d’anticorps anti-érythrocytaire. Avec |'avancée de la
médecine et notamment la mise en place systématique de I'immunoprophylaxie pour la
prévention de I'allo-immunisation, ces anasarques foetales non immunes représentent 87%

environ des anasarques foetales observés et dont 15 a 25% restent sans étiologie[5].

L’ANASARQUE FCETALE NON IMMUNE (AFN/)

En 2009, Bellini et al. ont répertorié 6361 cas d’anasarques foetales non immunes a travers 225
articles [6]. Cette revue de la littérature a permis d’aboutir a une cartographie des étiologies. En effet,
les causes les plus fréquentes sont les atteintes cardiaques, hématologiques, infectieuses et les

anomalies chromosomiques (Tableau 1 et Figure 1)

H Cardiovasculaire

H Causes infectieuses

M Anomalies chromosomiques

M Causes hématologiques

H Syndrome transfuseur-transfusé
MHM 2% H Malformations urinaires
H Dysplasie lymphatique

M Atteintes thoraciques

i Tableaux syndromiques

B Tumeurs extra-thoracique

M Causes gastro-intestinales

Maladies héréditaires du métabolisme

14 Causes idiopathiques

Figure 1. Répartition des causes d’anasarque fcetale selon la méta-analyse de Bellini et al [6]
Il apparait qu’environ 20% des AFNI demeurent inexpliquées et que le pourcentage d’anasarques liées aux maladies
héréditaires du métabolisme (MHM) est de 2% dans cette méta-analyse.
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Tableau 1 : Liste des causes d’AFNI et leurs fréquences

Groupe Pathologie Fréquence

Causes cardiovasculaires Anomalies structurelles 21,7%
Arythmies cardiaques
Tumeurs
Dysfonctions  physiologiques (infection, inflammation,

infarctus ou calcification artérielle

Toxoplasmose
Syphilis
Rubéole
Causes infectieuses 6,7%
Parvovirus B19
Cytomégalovirus

Varicelle

Anomalies chromosomiques Trisomie 13, 18, 21 13,4%

Syndrome de Turner (X0), de Klinefelter (XXY)

Causes hématologiques (Thalassémie) 10,4%
Syndrome Transfuseur/Transfusé 5,6%
Malformation urinaire 2,3%
Dysplasie lymphatique 5,7%
Chylothorax, lymphangiectasie pulmonaire 6%
Autres causes

Syndromique 4,4%
Tumeurs extrathoraciques 0,7%
Gastro-intestinale 0,5%
MHM 1a2%
Idiopathique 17%

MALADIES HEREDITAIRES DU METABOLISME (MHM)

Les maladies héréditaires du métabolisme sont un groupe de maladies génétiques ayant comme
point commun la dysfonction d’une protéine (enzyme ou transporteur) impliquée dans le
métabolisme cellulaire. Plus de 500 pathologies sont actuellement répertoriées [7]. Elles peuvent
toucher n’importe quel organe et sont souvent de transmission autosomique récessive.
Contrairement aux autres pathologies génétiques, la majorité des maladies héréditaires du
métabolisme peuvent étre confirmées par un test biochimique, ce qui permet de confirmer I'effet
d’un variant génétique sur la fonction de la protéine. Par ailleurs, le diagnostic précoce de ces
pathologies permet dans un grand nombre de cas de proposer des mesures thérapeutiques ou

d’éviter la voie métabolique altérée.
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DIFFERENTES CLASSES ET PHYSIOPATHOLOGIE

Les MHM sont divisées en trois groupes : les maladies d’intoxication, les déficits énergétiques et

déficits de la synthése ou du catabolisme des molécules complexes [7].

GROUPE | OU MALADIES D’INTOXICATION

Généralement secondaires a un bloc enzymatique entrainant une accumulation de composés

toxiques, les patients présentent des symptomes d’intoxication aigué ou subaigué [7].

Les principales caractéristiques des maladies d’intoxication sont résumées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Caractéristiques des maladies d'intoxication

Groupes de pathologies Trouble du catabolisme des acides aminés

Aciduries organiques

Déficit du cycle de l'urée

Intolérances au galactose et au fructose

Intoxications par les métaux

Porphyries

Points communs des maladies d’intoxication Intervalle libre naissance — symptome

Intoxication aigué

Coma, vomissement, léthargie ...

Intoxication chronique

Retard psychomoteur, retard de croissance ...

Décompensation au décours d’évenements intercurrents

Fievre, infection, stress ...

Diagnostic aisé par des tests biochimiques

Souvent traitables

Régime hygiéno-diététique, traitement épurateur ...

Lié principalement a une intoxication post-natale, il y a peu ou pas de signes anténataux, et par
conséquent peu d’anasarques fcetales dans ce groupe. En effet, la mére protege le feetus par

I'intermédiaire du placenta qui épure les composés toxiques produits.
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Néanmoins une AFNI est retrouvée dans les trois maladies d’intoxications suivantes :

La porphyrie érythropoiétique congénitale'ou maladie de Giinther se présente sous la forme d’une
anémie hémolytique aigué a l'origine d’une anasarque fcetale. Elle est secondaire a un déficit
Uroporphyrinogene 1l synthase et entraine I'excrétion des uroporphyrines et coproporphyrines,

enzymes du métabolisme de I’"héme.

L’hémochromatose néonatale’ se présente sous la forme d’hépatopathie foetale par sidérose
diffuse. Cette accumulation serait la cause d’un afflux transplacentaire ferrique lié a une carence en
hepcidine, elle-méme causée par un complexe d’attaque (C5b-9) créé lors de I'activation de la partie
terminale de la voie classique d’activation du complément par un anticorps maternel. Dans certains

cas, on retrouvera plus classiqguement une mutation du géne HFE[8].

Le déficit en glutamine synthétase® semble se présenter sous la forme d’une insuffisance cardiaque,
de malformations cérébrales et a été lié une fois a un polyhydramnios, parmi les 3 cas publiés [9]. La
glutamine, acide aminé le plus abondant, est le substrat de nombreuses voies métaboliques
(embryogenése précoce, prolifération et différenciation neuronale) et est synthétisée par la glutamine

synthétase.

GROUPE |l OU DEFICITS ENERGETIQUES

Liées a un défaut de stockage, de production ou d’utilisation de I'énergie, les pathologies de déficit
énergétique touchent généralement le muscle, le foie, le cerveau ou le coeur. Trois groupes peuvent

étre distingués [7]:

e Les déficits des transporteurs plasmiques des molécules énergétiques (tissu dépendant).

e Les déficits mitochondriaux (acidoses lactiques congénitales, déficit de la chaine respiratoire,
déficit de I'oxydation des acides gras et des corps cétoniques). Le diagnostic de ces pathologies
est rendu difficile par la fréquente nécessité du recours a la biopsie et rend leur pronostic
particulierement sombre.

e Les déficits cytoplasmiques qui ont un meilleur pronostic vital, car ils sont pour la plupart

traitables et ont un meilleur pronostic.

1 OMIM #263700 UROS
20MIM #271100 HFE
3 OMIM #610015 GLUL
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Le diagnostic de ces pathologies est rendu difficile par la fréquente nécessité du recours a la biopsie
et rend leur pronostic particulierement sombre. Seuls les déficits cytoplasmiques sont plus

facilement traitables et ont un meilleur pronostic vital.
Dans ce groupe, on retrouve des AFNI dans :

Le syndrome de Barth?: le géne TAZ altéré dans le syndrome de Barth code pour la protéine tafazzine
localisée dans la membrane mitochondriale, et qui est exprimée essentiellement dans les muscles
cardiaque et squelettique. Cette protéine serait responsable d’'un remodelage défectueux des
chaines latérales des phospholipides, ce qui engendre une carence en cardiolipine et donc la
cardiopathie dilatée et la dysfonction du ventricule gauche responsable de I'anasarque feetale. Cette

pathologie est liée a I’X [10].

Le déficit en fumarase® : la fumarase est I'enzyme qui catalyse la transformation du fumarate en
malate dans le cycle de Krebs (Figure 2). Le diagnostic ne peut étre fait que par génétique en
anténatal (sur atteinte cérébrale a I'échographie). Néanmoins en 2000, une équipe de Grande-
Bretagne a pu objectiver un pic d’acide fumarique dans le liquide amniotique pour deux grossesses,

mais le dosage reste difficile [11].

4 OMIM #302060 : TAZ
> OMIM #136850 : FH
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Figure 2. Métabolisme énergétique : cycle de Krebs et chaine respiratoire [12]

La fumarase est une des 8 enzymes du cycle de Krebs. Ce cycle est une plateforme métabolique en lien avec les complexes
de la chaine respiratoire qui permet de produire de I’ATP, de I'eau a partir des atomes d’hydrogene des molécules
énergétiques et des atomes d’oxygene de I'air.

Le déficit primaire en carnitine® est une pathologie secondaire a un déficit en transporteur de la
carnitine (Figure 3). En effet, I'oxydation des acides gras dans la mitochondrie permet de fournir 80%
des besoins en énergie cellulaire durant le jeline. Les acides gras a longue chaine (de C16 a C20) sont
stockés sous forme de triglycérides dans le tissu adipeux et sont scindés par des lipases pour étre
activés en Acyl-CoA. La carnitine permet grace a son transporteur (OCTN2) de passer les acides gras
a longues chaines a travers la membrane interne mitochondriale qui leur est imperméable [13]. Au
niveau du myocarde, la béta-oxydation des acides gras est la principale source d’énergie des
cardiomyocytes. En cas de présence de variant pathogéne homozygote, le défaut d’OCTN2 est
responsable d’une dysfonction myocardique qui entraine une cardiomyopathie dilatée a I'origine de

I’'anasarque foetale [13].

5 OMIM #212140 : SLC22A5
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Figure 3. La béta-oxydation des acides gras

Schéma représentant la béta-oxydation des acides gras, la premiere étape consiste a internaliser les acides gras a longues
chaines grace a un transporteur embarquant la carnitine dans les mitochondries. Puis, les acides gras activés en acyl-CoA
(nombre de carbone = N), sont soumis a une boucle de béta-oxydation qui permet, grace a 4 étapes enzymatiques de

cliver un acétyl-CoA (C2) et obtenir un acide gras (nombre de carbones = N-2).

La maladie de Pearson’ : les signes d’anémie a I’échographie peuvent étre évocateurs d’'un syndrome

de Pearson. L’anémie hémolytique retrouvée dans cette pathologie est responsable de I'anasarque.

Mais tres peu de cas ont été décrits en anténatal [14].

7 OMIM #557000 : Délétion ADNmt
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GROUPE Il ou MALADIES PAR DEFICIT DE LA SYNTHESE OU DU CATABOLISME DES MOLECULES COMPLEXES

LES MALADIES DU METABOLISME DU PEROXYSOME

Les peroxysomes sont des organites intracellulaires qui assurent |'oxydation de plusieurs molécules.
En effet, le peroxysome prend en charge la béta-oxydation des acides gras a trés longues chaines qui
ne sont pas catabolisés par la mitochondrie (particulierement C24 :0, et C26 :0), ou encore des acides
gras ramifiés comme |'acide pristanique. Les acétyl-CoA ainsi libérés permettent d’alimenter le cycle

de Krebs ou encore le métabolisme des lipides [15].

Le peroxysome a aussi un role dans la synthése des acides biliaires avec I'oxydation des acides di- et
tri-hydroxycholestanoiques (DHCA et THCA), il permet aussi I'alpha-oxydation de I'acide phytanique,
I’oxydation de I'acide pipécolique, le début de la synthése de plasmalogenes ou encore la production

de I'acide docosahexaénoique (DHA) a partir d’un acide gras polyinsaturé de la série oméga 3 (Figure

a).
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Figure 4. Biogenése et fonction du peroxysome [15]
Les peroxines codées par les génes PEX interviennent dans la biogenése du peroxysome, le catabolisme des acides gras
a trés longues chaines (AGTLC), le catabolisme du cholestérol, de I'acide phytanique et la synthese des plasmalogenes.
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Les maladies peroxysomales sont séparées en deux sous-groupes: 1) les maladies affectant la

biogenése du peroxysome, 2) celles qui touchent une seule fonction (enzyme ou transporteur).

Les AFNI dans les maladies peroxysomales sont retrouvées uniquement dans les défauts de la
biogenese du peroxysome : le syndrome de Zellweger et la chondrodysplasie rhizomélique de type

1.

Le Tableau 3 liste des maladies peroxysomales occasionnant des anasarques

Tableau 3 : Liste des maladies peroxysomales donnant AFNI [16]

Pathologie Géne #OMIM
Syndrome de Zellweger PEX1 214100
Syndrome de Zellweger PEX2 614866
Syndrome de Zellweger PEX5 214110
Syndrome de Zellweger PEX6 614862
Syndrome de Zellweger PEX10 614870
Syndrome de Zellweger PEX12 614859
Syndrome de Zellweger PEX26 614872

Chondrodysplasie Rhizomélique

(RCDP type 1)

Il y a tres peu de cas décrits dans la littérature, la physiopathologie de I'anasarque dans ces

pathologies peroxysomales est donc mal connue [17].

Le bilan biochimique nécessaire pour le diagnostic de ces pathologies, en postnatal, consiste en
premier lieu en un dosage des acides gras a trés longues chaines (AGTLC), le dosage de |'acide

phytanique et pristanique, ainsi que les plasmalogénes [15].

Les AGTLC, I'acide pipécolique, DHCA et THCA, sont augmentés dans le syndrome de Zellweger. Dans
le cas de la RCDP type 1, les AGTLC sont normaux tout comme l'acide pristanique, il existe une

augmentation de I'acide phytanique et une diminution des plasmalogenes.
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En anténatal, il est possible de mesurer les plasmalogenes a partir de la culture d’amniocytes ou de
cellules foetales. Le dosage des AGTLC ainsi que des acides phytanique, pristanique et pipécolique est

possible aussi bien dans le sang foetal que dans la culture d’amniocytes ou de cellules foetales [15].

La confirmation diagnostique est réalisée par I'étude moléculaire des génes PEX.

LES MALADIES LYSOSOMALES (MLS)

Les lysosomes sont des organites intracellulaires, constitués d'une membrane issue du
bourgeonnement de la membrane trans-golgienne. Le lysosome est présent dans toutes les cellules
mammiferes a I'exception des globules rouges. Il est caractérisé par son pH acide et sa principale
fonction est la dégradation de macromolécules intra ou extracellulaires en monomeres. Cette action
est assurée grace a plus de 50 enzymes lysosomales dites hydrolases acides (phosphatases,
protéases, glycosidases, lipases, sulfatases, nucléases ...) qui catabolisent des substrats de nature
différente [18]. Outre ces enzymes, une centaine de protéines structurales ou de transport ont été
identifiées au sein de cette organelle et contribuent aux fonctions du lysosome [19]. Le lysosome fait
partie du systéeme endosome-lysosome et participe ainsi aux différents trafics intra et

extracellulaires, a I'autophagie, mais aussi a la signalisation.

Les MLS regroupent environ cinquante maladies héréditaires du métabolisme [20]. Elles sont dues a

I’altération du catabolisme ou du transport de macromolécules au niveau du lysosome (Figure 5).

Défaut de maturation extra-
lysosomale

Déficit transporteur lysosomal Déficit enzymatique

Déficit co-facteurou
protéine activatrice

Lysosome

Cel I u I e Déficit en protéine stabilisatrice
du complexe lysosomal

Déficit en molécule indispensable
au systéme endosome / lysosome

Figure 5. Physiopathologie des MLS

Différents mécanismes sont en cause dans les MLS, avec notamment un déficit d’'une enzyme lysosomale, d’un cofacteur
ou d’une protéine activatrice. Certains complexes enzymatiques nécessitent la présence d’une protéine stabilisatrice.
Certaines MLS peuvent étre secondaires a un défaut de transporteur, de maturation de protéines lysosomales (adressage
du lysosome ou déficit d’'une protéine indispensable au fonctionnement du systéeme endosome /lysosome.
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Le défaut de dégradation ou de transport de ces substrats est a I'origine d’une surcharge cellulaire
progressive en composés partiellement ou non dégradés [21]. Le mode de transmission des MLS est
majoritairement autosomique récessif, a I’exception des maladies de Fabry, de Hunter et de Danon,
pour lesquelles la transmission est liée a I’X [20]. Bien qu’individuellement rares (de 1/1 000 000 a
quelques cas décrits), ces pathologies ont une incidence globale estimée a un cas pour 4 000 a 7 000
naissances. Les maladies de Gaucher, Fabry et Niemann-Pick type A sont les plus fréquentes parmi

les MLS.

L'investigation de ces pathologies est souvent réalisée en trois temps, avec en premier lieu la
caractérisation des métabolites accumulés, le dosage de |'activité enzymatique supposée étre

déficiente puis I’étude moléculaire du géne correspondant.
Plusieurs pathologies lysosomales ont été associées a des anasarques (Tableau 4).

Les explications physiopathologiques de cette anasarque dans ces MLS sont multiples, pour exemple,
un tableau hypertension portale secondaire a une atteinte du foie et de la rate, une viscéromégalie
qui entraine un blocage du retour veineux, une anémie secondaire a un hypersplénisme ou a
diminution de I’érythropoiéese par envahissement du systeme réticulo-endothélial par les cellules de
surcharges, une hypoalbuminémie par dysfonction hépatique ou encore des atteintes du myocarde

[22].
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Tableau 4 : Liste des MLS donnant des AFNI

Pathologies Gene #OMIM Biochimie métabolique
Déficit multiple en sulfatases SUMF1 #272200 Activité enzymatique des sulfatases (IDS, ARSB, ARSA, Héparane Sulfatase, GNS, Stéroide Sulfatase)
Galactosialidose CTSA #256540 Activité de la béta galactosidase et sialidase
Gangliosidose a GM1 GLB1 #230500 Activité de la Beta galactosidase
Maladie de Farber ASAH1 #228000 Etude de la dégradation du céramide
Maladie de Gaucher GBA #608013 Activité de I'alpha galactosidase
Maladie de Pompe GAA #232300 Activité de la maltase acide
Maladie de Salla SLC17A5  #604369 Dosage de I'acide sialique libre
Maladie de Wolman LIPA #278000 Activité lipase acide
Mucolipidose de type Il GNPTAB  #256200 Activité de plurienzymatique (recherche déficit transporteur)
#607014
Mucopolysaccharidose | IDUA #607015 GAG + activité alpha-L-iduronidase
#607016
Mucopolysaccharidose IVA GALNS #253000 GAG + activité N-acétylgalactosamine-6-sulfatase.
Mucopolysaccharidose VI ARSB #253200 GAG + activité arylsulfatase B
Mucopolysaccharidose ViI GUSB #253220 GAG + activité béta glucuronidase
Nieman Pick A SMPD1 #257200 Activité sphingomyélinase acide
Nieman Pick C NPC1 #257220 Dosage des oxystérols
NPC2 #607625

Sialidose | NEU1 #256550 Activité de I'alpha-D-neuraminidase




LES DEFICITS HEREDITAIRES DE LA GLYCOSYLATION DES PROTEINES OU CDG SYNDROME.

Les anomalies congénitales de la glycosylation (ou CDG syndrome) sont des pathologies qui
touchent la N- et la O-glycosylation. Seuls les défauts de la N-Glycosylation décrits dans les AFNI

seront développés ici.

La biosynthése des protéines glycosylées suit 3 étapes i) les monosaccharides activés sont
formés dans le cytoplasme, ii) les monosaccharides activés sont transportés dans le réticulum
endoplasmique (RE) et I'appareil de Golgi (AG) et iii) les glycosyltransférases attachent les
monosaccharides activés a la protéine ou a la chaine oligosaccharidique

La N-Glycosylation se fait en deux temps au niveau du RE et de I'appareil de Golgi. La premiere
partie consiste a la synthése d’un oligosaccharide lipide (LLO : Lipid Linked Oligosaccharide). La
partie lipidique, le dolichyl-phosphate, sert « d’ancre » a la chaine oligosaccharidique. Il y a en
tout quatorze monosaccharides qui constituent cette chaine, deux N-acétylglucosamines, trois
glucoses et neuf mannoses. Cet oligosaccharide est transféré dans la lumiere du RE par
I'oligosaccharyl transférase sur I'asparagine d’un site consensus d’une chaine peptidique en
cours de synthése. La maturation du N-Glycane démarre dans le RE et se poursuit dans 'AG[23].
Toutes ces étapes sont catalysées par des enzymes qui peuvent étre a l'origine de CDG

syndromes (Figure 6).
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Figure 6. La N-glycosylation [23]

Synthese de I'oligosaccharide lipide aprés activation des monosaccharides. Les premiéres étapes se déroulent au
niveau de la face cytoplasmique du réticulum endoplasmique (RE) les monosaccharides sont liés au dolichol-
phosphate (lipide), puis, sous I'action de la flippase, I'oligosaccharide en formation est transféré dans la lumiere
du RE ou la synthése continue pour aboutir a la formation d’un oligosaccharide-lipide appelé LLO (lipid-linked
oligosaccharide). Le LLO sera transféré sur un résidu Asparagine d’un polypeptide en formation. La maturation de
cet oligosaccharide commence dans le RE, et se poursuit dans I'appareil de Golgi (AG). Les déficits des étapes de
la glycosylation qui se déroulent dans le RE sont dit CDGI et ceux des réactions dans I’AG sont dits CDG II.

ALG: Asparagyl-linked glycosylation, DPM : Dolichol-phosphate mannosyltransferase, MPDU: Mannose
Phosphate dolichol utilisation defect PMM : Phospho Manomutase, PMI : phosphomannose isomérase, OST : oligo
saccharyl transférase. Les pathologies sont schématisées dans les carrés bleus : CDG la, Ib... D’apres [23].

Ici, comme dans la plupart des maladies métaboliques donnant des AFNI, la physiopathologie
est mal connue. L'anasarque serait probablement secondaire a ['atteinte hépatique

fréguemment observée dans les CDG [24].

Le Tableau 5 liste les CDG syndromes associés a ce jour a des anasarques feetales.
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Tableau 5 : Liste des CDG donnant des AFNI[25]

CDG la PMM2 Phosphomannomutase #212065

Alphal,6-
CDG Ig ALG12 #607143
mannosyltransférase

CDG |h ALG8 Alpha3- #608104

glucosyltransférase

Betal,4-
CDG Ik ALG1 #608540
mannosyltransférase

Le diagnostic prénatal se fait par une analyse enzymatique sur liquide amniotique ou villosités
choriales, ou encore par analyse moléculaire des genes codant pour les enzymes responsables

des CDG syndromes.

ANOMALIES DE LA BIOSYNTHESE DES STEROLS

Le cholestérol a un rdle important dans le développement embryonnaire, notamment par
I'intermédiaire de la protéine de signalisation SHH qui rentre en jeu dans les différents
processus du développement embryonnaire, ce qui explique le syndrome polymalformatif des

patients atteints d’un déficit de la biosynthese du cholestérol [26].

La premiere étape de la biosynthése du cholestérol est la condensation de trois acétyl-CoA en
3-hydroxy-3-méthylglutarique-CoA (HMG-CoA). Puis la HMG-CoA réductase permet Ia
production de I'acide mévalonique. Plusieurs étapes dont celle catalysée par la mévalonate

kinase permettent I'obtention du lanostérol précurseur du cholestérol (Figure 7).
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Figure 7. Métabolisme du cholestérol [16]

Les premieres étapes de la biosynthése du cholestérol allant de la formation du 3-méthyl-glutaryl-CoA au
lanostérol ne sont pas décrites ici, mais celles allant du lanostérol au desmosterol, ainsi que les pathologies qui
leur sont associées, sont schématisées ici.

Des anasarques ont été associées a 4 pathologies de la biosynthese du cholestérol.

Le syndrome de Smith Lemli-Opitz® est secondaire a un déficit en 7-déhydrocholestérol
réductase qui provoque une augmentation de 7-déhydrocholestérol et du 8-
déhydrocholestérol. Cette accumulation est tératogene et ce déficit enzymatique est associé a
une diminution du cholestérol, molécule cruciale pour I'embryogenése. Dans la littérature, il a
été noté que les anasarques dans les SLO étaient toujours associées a des malformations
cardiaques [26]. Le dosage de cholestérol et de 7 déhydrocholestérol peut se faire sur liquide

amniotique, culture de villosités choriales ou d’amniocytes.

8 OMIM #270400 : DHCR7

38



Anasarque fcetale et maladies héréditaires du métabolisme : proposition d’une nouvelle prise en charge diagnostique

La Dysplasie de Greenberg® secondaire a un déficit en 38-hydroxystérol_14-Reductase [27]. Il
n’y a eu que peu de cas de dysplasie de Greenberg, mais tous associés a une anasarque. Chitayat
et al. précisent que l'anasarque serait liée a un exces d’érythropoiese extra médullaire
secondaire a une oblitération de la moelle qui peut faire partie de ces zones anormales de
minéralisation. Cela causerait une anémie sévére qui, a son tour, entrainerait une anasarque

[28].

La Chondrodysplasie punctata liée a I’X de type 21° (CDPX2), appelé aussi syndrome de Conradi-

Hlinermann, secondaire a un déficit en enzyme stérol delta 8 delta 7 isomérase.
L’acidurie mévalonique'* secondaire a un déficit de la mévalonate kinase.

Ces deux dernieres n‘ont pas d’explication claire dans la littérature sur le mécanisme qui
conduit a I'anasarque, mais elles sont certainement liées au rdéle du cholestérol dans les

différentes étapes de I'embryogenése.

LES AUTRES MIHM NON CLASSABLES

Dans les maladies métaboliques non classables donnant une anasarque fcetale en anténatal on

retrouve la glycogénose de type IV et le déficit en transaldolase.

LES GLYCOGENOSES

Les glycogénoses qui sont définies par une accumulation intracellulaire de glycogene de
structure aussi bien normale qu’anormale, secondaire a un défaut de transport impliqué dans

son métabolisme ou a un déficit enzymatique.

Le glycogene est la forme de réserve du glucose qui peut étre utilisé rapidement. Il est retrouvé
sous forme de granules dans le cytoplasme, essentiellement au niveau du foie (réserve de
glucose pour I'ensemble de I’'organisme, et tissu important dans ’homéostasie du glucose) et du

muscle (réserve musculaire glycolytique).

9 OMIM #215140 : LBR
10 oMmIM #302960 : EBP
1 OMIM #610377 : MVK
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Le glucose entre dans la cellule par le transporteur GLUT2 (foie) ou GLUT4 (muscle) et est
transformé en Glucose-6-Phosphate (G6P), par une hexokinase (muscle) ou glucokinase (foie).
Puis, le G6P emprunte la voie de la glycogénogeneése, apres transformation en glucose-1-

phosphate (G1P) par I'intermédiaire de I'enzyme phosphoglucomutase [29-31].
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Figure 8. La Glycogénolyse et la glycolyse [29]
Ce schéma illustre la glycogénose de type IV (déficit d’'une enzyme branchante) associée a une anasarque foetale.

La glycogénogeneése : |la protéine glycogénine amorce la synthése du glycogene. A partir du G1P
trois enzymes vont permettre la synthése du glycogéne : UDP-glucose-pyrophosphorylase
(catalyse la synthese du UDP glucose a partir du G1P), puis la glycogéne synthase transfert le
glucose de I'UDP glucose vers la chaine de glycogéne en cours de formation. Enfin, la

ramification du glycogene se fait par I'intermédiaire de I'enzyme branchante (Figure 8).

La glycogénolyse : comme la glycogénogenese, la glycogénolyse fait intervenir trois enzymes :
la glycogéne phosphorylase (permet la formation de dextrine limite), I'enzyme débranchante
(scinde les points de ramification et permet la formation de G1P). Enfin, la phosphoglucomutase
permet la formation de G1P en G6P, qui peut rentrer directement dans la glycolyse hépatique

ou musculaire.

40



Anasarque fcetale et maladies héréditaires du métabolisme : proposition d’une nouvelle prise en charge diagnostique

La derniére enzyme qui permet de comprendre toutes les glycogénoses est la maltase acide ou
alpha glucosidase qui est I'’enzyme lysosomale qui hydrolyse le glycogéne en glucose. Quand

cette enzyme est déficitaire, elle donne une glycogénose de type Il ou Maladie de Pompe.

La seule glycogenose, en dehors de la maladie de Pompe, pouvant donner une anasarque
foetale est la glycogénose de type IV'? appelée maladie d’Andersen, secondaire a un déficit en
enzyme branchante. Ce déficit provoque I'accumulation d’amylopectine (posséde moins de
ramifications, mais une chaine de glycogeéne plus longue) dans le muscle squelettique, causant
une arthrogrypose, un immobilisme foetal. Ainsi le drainage lymphatique n’est plus efficient et

cause I'anasarque feetale [30, 31].

DEFICIT EN TRANSALDOLASEL3

La transaldolase est une enzyme de la partie non oxydante de la voie du pentose phosphate
(PPP) qui fournit les précurseurs des lipides, acides aminés et nucléotides. Cette enzyme crée
un lien réversible entre PPP et la glycolyse et permet la transformation de D-sedoheptulose-7-
P et D-glycéraldéhyde-3-P en D-érythrose-4-P et D-fructose-6-P (ce dernier permet de rentrer
dans la glycolyse) [32]. La physiopathologie du déficit en transaldolase reposerait sur
I’accumulation de D-sedoheptulose-7-P et l'incapacité de former du Ribose-5-phosphate
(Figure 9). Cette incapacité entraine un épuisement entre autres du NADPH, qui provoquerait
une anémie hémolytique (sur le méme schéma qu’un déficit en G6PD), cette anémie serait a

I'origine de I'anasarque dans cette pathologie [33, 34].

12 OMIM #232500 : GBE
13 OMIM #606003 : TALDO1
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Figure 9. La voie des pentoses-phosphate [33]
Cette voie permet la génération du NADPH et du ribose. La transaldolase catalyse la seconde étape et permet le
lien avec la glycolyse. Le déficit en transaldolase s’"accompagne d’une augmentation du D-sedoheptulose-7-P.

PROTOCOLE DIAGNOSTIC EN CAS D’ANASARQUE FCETALE

Au Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de ROUEN, lorsqu’une anasarque foetale est retrouvée

a I’échographie, elle est contrélée et revue en équipe pluridisciplinaire anténatale.

Un protocole diagnostic (Annexe I) a été mis en place qui regroupe un bilan maternel (recherche
de pathologie virale, hématologique, ou encore une alloimmunisation) et un bilan feetal
(échographique pour permettre de visualiser les anomalies telles qu’une cardiomyopathie,
atteinte rénale..., une amniocentése avec ponction de liquide amniotique permet de réaliser le
caryotype, les sérologies virales ainsi qu’un bilan biochimique de base avec la recherche des dix
maladies lysosomales (Annexe Il)). Par ailleurs, des investigations spécifiques sont réalisées

selon le contexte clinique (maladies peroxysomales, métabolisme du cholestérol ...).

42



Anasarque fcetale et maladies héréditaires du métabolisme : proposition d’une nouvelle prise en charge diagnostique

DEPISTAGE ANTENATAL DES MALADIES LYSOSOMALES

Dans une publication de 1995, 70 cas ont été étudiés présentant une anasarque fecetale ou des
lymphocytes vacuolés retrouvés dans le sang foetal [35]. Comme plusieurs publications
démontraient que la fréquence des maladies de surcharges lysosomales représentaient 1 a
2%[36], les auteurs ont proposé de faire un bilan non exhaustif de 9 maladies de surcharge
lysosomales qui étaient connues pour provoquer des anasarques foetales en anténatal (MPS Vi,
MPS IVA, sialidose de type I, galactosialidose, mucolipidose de type Il surcharge en acide
sialique libre, gangliosidose a GM1, maladie de Gaucher et maladie de Niemann-Pick AB). Cette
analyse, résumée dans le Tableau 6, se fait a partir du surnageant des liquides amniotiques et

sur culture d’amniocytes.

Tableau 6 : Liste des analyses effectuées dans le bilan biochimique de base

Analyses effectuées dans le bilan biochimique

Surnageant du liquide amniotique Glycosaminoglycanes (GAG).

Oligosaccharides *

Acide sialique libre (par chromatographie)

Enzymes lysosomales : Hexosaminidase A et totales,

Beta glucuronidase, Alpha-L-ucosidase.

Sur culture d’amniocytes (3-5 semaines) Béta galactosidase

Béta glucosidase

Béta Mannosidase

Alpha-D-neuraminidase

Hexosaminidases A et Totales

* L"analyse des oligosaccharides par chromatographie sur couche mine a été supprimée du bilan au CHU de Rouen
du fait des nombreux fau-négatifs et de son aspect qualitatif. Dix pathologies lysosomales sont recherchées
(Maladie de Salla, Maladie de Gaucher, béta mannosidose, sialidose, galactosialidose, gangliosidose a GM1,
Maladie Tays-Sacks, maladie de Sandhoff, fucosidose, mucopolysaccharidose VII).
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SEQUENCAGE HAUT DEBIT OU NEXT GENERATION SEQUENCING (NGS)

Le séquencage de 'ADN par la méthode de synthése enzymatique de Sanger a longtemps été
utilisé comme unique méthode pour séquencer le génome. Cependant, l'arrivée des
séquenceurs de « nouvelle » génération a permis de s'affranchir d'un certain nombre de limites

de la méthode Sanger notamment sa lenteur.

C'est grace a la lecture de plusieurs millions de séquences simultanément que ces nouveaux
séquenceurs a « haut débit » ou NGS ont pu révolutionner les analyses en génomique et le
diagnostic moléculaire des maladies héréditaires. Il est ainsi possible d’analyser I'ensemble du
génome humain « Whole Genome Sequencing — WGS » ou toutes les parties codantes « Whole
Exome Sequencing-WES » ou encore des panels de génes impliqués dans un contexte clinique

particulier « Panel NGS ».

Plusieurs technologies NGS sont commercialisées dont le pyroséquencage, le séquencage par

ligation et le séquencage avec des terminateurs réversibles [37].
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OBJECTIF DE L'ETUDE

En 2014, le laboratoire de biochimie métabolique du CHU de Rouen dans le cadre de la
Fédération de la Génétique Normande a mis en place un panel NGS pour analyser 51 genes

codant pour des maladies lysosomales : LysoGene.

Quatre «sous panels» avaient été définis: atteinte neurologique, atteinte osseuse

organomeégalie et Céroides Lipofuscinose.

Considérant la fréquence des maladies lysosomales dans les AFNI, un sous panel anasarque
foetale a été créé. Il est composé de 15 genes, connus dans la littérature pour donner des
anasarques anténataux (GUSB, GBA, GLB1, NEU1, NPC1, NPC2, CTSA, SLC17A5, SMPD1, GALNS,
GNPTAB, IDUA, LIPA, ASAH1, SUMF1).

LysoGene ne permettait de rechercher que des maladies lysosomales et ne couvrait pas toutes

les maladies héréditaires du métabolisme pouvant donner une anasarque feetale.

L'expérience du laboratoire pour la prise en charge diagnostique de l'anasarque fcetale
montrait que seule I'exploration d’un petit nombre de pathologies lysosomales était réalisée de
facon systématique et un nombre limité de pathologies était recherché a posteriori selon le

bilan échographique, des antécédents ou encore de I’examen anatomopathologique.

L’objectif de cette étude est de proposer un nouveau panel NGS regroupant les 41 pathologies
métaboliques pouvant causer une anasarque feetale anténatale, un épanchement liquidien
ou un hydramnios et de montrer lI'intérét de réaliser en premiére intention une étude

moléculaire par NGS puis de confirmer le cas échéant par une étude biochimique ciblée.

Cette approche globale permettrait d’étre plus exhaustif et d’augmenter le nombre de cas
diagnostiqués. L’examen biochimique de confirmation sera ciblé et non plus aléatoire. Ce
changement de paradigme permettrait, ainsi, un gain de temps pour une meilleure prise en
charge ainsi qu’un gain médico-économique (réduction du temps technicien et de I'errance

diagnostique).
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PATIENTS & METHODES
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NATURE DE L'ETUDE

Il s’agit d’une étude rétrospective, entre 2005 et 2017, de toutes les patientes ayant un dossier
médical au CHU de Rouen, cherchant a évaluer I'intérét du panel NGS par rapport au bilan
biochimique de base pour toutes les patientes enceintes dont le foetus est atteint d’une
anasarque foetale ou épanchement liquidien entre janvier 2005 et janvier 2017. En cas de décées

in utéro ou en post-natal une autopsie est systématiquement proposée aux parents.

PATIENTS

Sont concernées les grossesses ayant été suivies ou ayant eu un examen au CHU de Rouen :

e Bilan d’anasarque ou épanchement ou hydramnios sur liquide amniotique (analyse de

10 MLS)

® Prélevements adressés pour expertise anatomo-pathologique par les foetopathologistes

du CHU de Rouen
® Prise en charge médicale et/ou chirurgicale

® Avis du comité anténatal du CHU de Rouen.

LES CRITERES D’INCLUSIONS

Les criteres d’inclusion dans I'étude étaient la présence d’une anasarque fcetale (ou un
épanchement liquidien feetal a I'échographie ou un hydramnios), I'existence d’'un dossier
clinique au CHU de Rouen (soit dans le service de biochimie métabolique, soit en Gynéco-
obstétrique ou encore en anatomo-pathologie), et enfin I'étiologie de I’AFNI n’était pas connue

(v compris les malformations cardiaques non étiquetées).

Le consentement génétique éclairé a été signé par toutes les patientes explorées par cette

approche.
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LES CRITERES D’EXCLUSIONS

Les criteres d’exclusions retenus sont :

e Toutes les causes d’anasarque feetale retrouvées (en dehors de maladies métaboliques)
comme l'infection virale (CMV, Parvovirus B19, ...),

e Anomalie chromosomique (syndrome de Klinefelter, syndrome de Turner, Trisomie 21,
o)

e Les grossesses obtenues par don d’ovocyte ou de spermatozoide (la ségrégation des
alleles était impossible),

e Les liquides amniotiques recus pour toute autre cause que I'anasarque

e Absence de prélevement analysable.

Ces criteres nous permettaient d’inclure des femmes pour lesquelles un bilan de premiére
intention avait déja été fait et de faire une analyse de seconde intention avec le séquencgage de

I’ADN foetal sur panel AnaFoe.

PRESENTATION DES CAS

CAsSN°1 : PATIENTE 20

Lors de I'examen échographique morphologique effectué au second trimestre, il a été constaté
a 22 puis a 25 semaines d’aménorrhée une volumineuse ascite avec hépatomégalie modérée
et placenta épais. L'enfant est né par césarienne en urgence pour stéatose aigué gravidique
maternelle avec insuffisance hépatocellulaire et rénale. Le déces est survenu a J5 de vie, soit a
26 semaines et 5 jours dans un contexte de défaillance multiviscérale. Le caryotype était normal

et une maladie héréditaire du métabolisme a été évoquée.

CASN°2 : PATIENTE 14

Découverte échographique au troisieme trimestre d’'une néphromégalie bilatérale avec
hyperéchogénicité rénale et une bonne différenciation cortico-médullaire, chez une patiente
de 35 ans a 31 SA, G3P,. Cette néphromégalie était accompagnée d’un hydramnios, le corps

calleux était épais de maniére isolée.
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L'IRM foetale n’avait rien révélé de pathologique, I’échographie rénale post-natale a découvert

des kystes rénaux médullaires et une hydronéphrose bilatérale fluctuante.

La naissance fut physiologique. L’enfant est suivi en néphropédiatrie régulierement : elle a un

développement psychomoteur normal et une croissance staturo-pondérale normale.

CASN°3 : PATIENTE 4

Découverte échographique au troisieme trimestre d’'une mort foetale in utéro avec un tableau
d’anasarque sévére isolée (épanchement péricardique massif, ascite, hydramnios, cedéme
généralisé, hydrothorax et placentomégalie) chez une patiente de 25 ans. Aucune anomalie n’a

été rapportée lors des deux premiéres échographies.

NEXT SEQUENCING GENERATION (NGS)

PRESENTATION ET MISE EN PLACE DU PANEL ANAFOE

Une liste de 41 genes (Annexe lll) associés a des maladies héréditaires du métabolisme pouvant
donner une anasarque foetale a été établie grace a une revue de la littérature [13,17,38], et de
maniére collégiale entre métaboliciens, pédiatres et foetopathologistes (Dr Vassili

VALAYANNOPOULOS, Pr. Stéphane MARRET et Pr. Annie LAQUERRIERE).

La maladie de Pearson, pathologie secondaire a une grande délétion de I’ADN mitochondriale,
a di étre retirée de la liste des génes analysés dans cette étude, car I'étude moléculaire
nécessite I'analyse de I’ADN mitochondriale, alors qu’AnaFoe ne regroupe que des genes

nucléaires.

Une fois la liste définitive terminée, le design des sondes du panel a été réalisé sur le site
SureDesign d’Agilent en prenant comme région d’intérét les exons, les jonctions intron/exons

(+50, -50), et enfin la région promotrice 5’UTR.

Le design des sondes a été fait a partir des dernieres versions des identifiants de la séquence
de référence (NM_) retrouvée sur le site Human Gene Mutation Database (HGMD) et des

parameétres détaillés dans le Tableau 7.
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Tableau 7 : Parameétres du design des sondes

Paramétre Valeur Justification

Density 5x Une profondeur 2X ne permet pas une lecture assez précise,
certaines bases au milieu de I'exon peuvent étre lues qu'une

seule fois

Sauf certains exons qui étaient mal couverts a cause d’une zone
Masking Moderatly Stringence répétée pour lesquels la zone d’intérét a été prise en charge en

complément en least stringence

Boosting Max Performance Offre une couverture supplémentaire en cas de séquences riche
en GC (si >35% il double les sondes si >65% il multiplie par 7 les

sondes)

Into Masked 20

Une fois le panel vérifié a partir des fichiers BED fournis par le site d’Agilent sur le logiciel

Alamut, le panel a pu étre finalisé et commandé.

PRINCIPE DU SEQUENGAGE ILLUMINA

Chaque run d’AnaFoe s’effectue sur un séquenceur Illlumina® : MiSeq (permettant de passer
jusqu’a 12 patients), ou NextSeq 500 (permettant de passer jusqu'a 96 patients). La technologie
de séquencage NGS par synthese Illumina® est basée sur |'utilisation de nucléotides modifiés

associée a un groupement terminateur réversible (reversible terminator).

Aprés extraction d’ADN par le kit QlAamp DNA Blood (QIAgen) sur des matériaux biologiques
(ici sang foetal ou liquide amniotique), ce dernier est évalué quantitativement par
spectrométrie (Nanodrop) pour vérifier que la concentration d’ADN. Puis quantitativement et
gualitativement par fluorométrie sur le Twinkle avec un objectif de concentration d’ADN égale

a 25ng/uL.

Apres dosage de I’ADN, commence la préparation des librairies correspondant a I’ensemble des

fragments d’ADN a séquencer.
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Une fragmentation est effectuée par méthode enzymatique afin d’obtenir plusieurs fragments

d’environ 200 paires de bases.
A chaque extrémité de ces fragments, trois éléments sont insérés :

- Des amorces ou primers (permettent d’initier la réplication de I’ADN),

- Des index de chaque coté du fragment (permettant d’effectuer un démultiplexage
apres le séquencgage, c’est a dire d’identifier 'ADN de chaque patient lors de I'analyse
bioinformatique parmiles ADN de plusieurs patients mis dans le pool)

- Les adaptateurs en 3’ et en 5’ (appelés p5 et p7) permettent de fixer les fragments

a la surface de séquencage dite Flowcell (Figure 10).

5
29 5
aet a0 ,b&‘* O
P5 A @ Insert u * P7
—_— — EE—
—_— e —
Index2 Readi1 Index 1

Read 2

Figure 10. Fragment d'ADN avant séquencgage par NGS
sont schématisés ici les primers, les index et les adaptateurs p5 et p7. (https://www.illumina.com)

Apres une étape de dénaturation de I’ADN en simple brin a lieu une amplification par deux PCR
de 8 cycles et 14 cycles. Une évaluation systématique de la concentration d’ADN est effectuée
sur la TapeStation System. Une derniére étape de dosage et de préparation a lieu avant le

séquencage.

La flowcell est une plague de verre composée de micro-sillions tapissés de deux types
d’amorces complémentaires des adaptateurs p5 et p7 (présents sur les fragments) et qui

permettent ainsi leur fixation sur la surface.

Une fois hybdridés les fragments sont amplifiés par PCR en pont (bridge PCR) en phase solide,
qui permet la formation de groupe de fragments identiques ou clusters. La fluorescence des

clusters est proportionnelle a leur taille et est un des éléments déterminant la qualité du run ?
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Néanmoins si le nombre de clusters est trop important alors la fluorescence sature et le read
sera donc de mauvaise qualité.

La technique de séquencage par synthése consiste a utiliser des nucléotides (A, C, G et T)
modifiés par I'ajout d’'un fluorochrome (différents pour chacun) et d’un groupement
terminateur réversible. A chaque cycle, un des nucléotides marqués est associé au fragment et,
apres un lavage qui élimine les nucléotides non intégrés, une image de la flowcell est prise afin
de mesurer la fluorescence et permettre I'incorporation de la base. Le groupement terminateur
et le fluorochrome du nucléotide inséré sont ensuite clivés enzymatiquement pour permettre
un nouveau cycle de séquencage avec l'incorporation d’un autre nucléotide, et ainsi de suite
afin de permettre la lecture de la séquence base par base de chaque cluster. Le processus est
ensuite répété pour un séquencage depuis l'autre extrémité du fragment (séquencage paired
end), ce qui facilitera I'alignement sur le génome de référence. Les erreurs liées aux séquences
répétées et aux homopolymeéres sont ainsi évitées conférant une grande robustesse aux

techniques Illumina.

La succession d’images correspondant a une lecture (read) est ensuite transférée sur des

fichiers textes correspondants aux fichiers bruts de séquencage (FASTA et FASTQ).

Ce séquencage étant aléatoire au sein du pool d’ADN des patients, il est nécessaire, avant de
poursuivre I'analyse de réaliser un démultiplexage. Cette étape consiste a regrouper ensemble

les fichiers des reads ayant les mémes index et appartenant donc a un méme patient.
Il s’agit de la premiére étape de la partie bioinformatique détaillée ci-aprés : I'alignement.

Le principe de séquengage lllumina est résumé dans I’Annexe IV.
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NEXTSEQ 500 ET SCICLONE

Les deux premieres séries de validation de AnaFoe ont été analysées sur le MiSeq, automate
utilisé régulierement pour LysoGene (dans sa version 1) mis en place dans le laboratoire de

Biochimie Métabolique.

La troisieme série d’AnaFoe a été analysée sur le NextSeq 500, automate utilisant le méme
principe de séquencage que le MiSeq, mais permettant un débit d’analyse plus élevé : jusqu’a

96 patients par run.

Figure 11. NextSeq 500
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Pour limiter le risque d’erreur liée aux techniques manuelles, la préparation des librairies des
96 patients a été réalisée a I'aide de I'automate Sciclone G3. Cet automate permet de réaliser
toutes les étapes de la préparation de la capture (fragmentation, purification, amplification,
hybridation, capture, ajout des index). Seuls les dosages de la concentration de ’ADN ont été

faits par groupe de 16 sur la TapeStation.

Figure 12. Sciclone G3
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OUTIL BIOINFORMATIQUE A L’ANALYSE DES DONNEES : CANDID T CANOE

Compte-tenu de la masse de données générées par les analyses NGS, des outils
bioinformatiques sont indispensables pour couvrir les différentes étapes du processus, depuis
la préparation des librairies jusqu’a l'interprétation des variants identifiés. Les différentes
étapes regroupent : la préparation de la librairie, la capture, et le suivi de la réaction de

séquencage.

La lecture des bases ou « base calling » correspond a la construction de la séquence suivie par
une étape de comparaison avec une séquence de référence, cette étape est appelée

« alignement ».

L’étape suivante consiste a rechercher les variants, et a les annoter selon la nomenclature
recommandée par la « Human Genome Variant Society ». La liste finale des variants sera utilisée
pour l'interprétation biologique et clinique. La Figure 13 présente le processus général d’un

pipeline bioinformatique utilisé en NGS.

Pour I'analyse des variations nucléotidiques (Single Nucleotide Variants - SNV) deux pipelines
bioinformatiques, CASAVA et BWA-GATK ont été utilisés ; alors que I'analyse des variations du
nombre de copies d’'une séquence donnée (Copy Number Variants - CNV) se fait a 'aide de

I'algorithme CANOE [38].

L'annotation des variants est effectuée a I'aide du logiciel Alamut (Interactive Biosoftware,
Rouen, France). La base de données CanDid [39], développée par les équipes des universités de

Caen et de Rouen, a été utilisée pour la filtration et |la priorisation des variants.

Les critéres de filtration ont été définis comme suit : la fréquence du variant (inférieur a 1%), la
région concernée par la mutation (exonique, 5’ UTR, jonction exon/intron) et la nature du

variant (ClinVar Pathogenic).
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Figure 13. Pipeline bioinformatique pour I'analyse NGS

Pour I'analyse des SNV, deux pipelines bioinformatiques, CASAVA et BWA-GATK ont été utilisés
L'annotation des variants est faite a I'aide du logiciel Alamut (Interactive Biosoftware, Rouen, France).
La base de données CanDid est utilisée pour la filtration et la priorisation des variants. L’analyse des
variations du nombre de copies d’une séquence donnée s’effectue a I'aide de I'algorithme CANOES.
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RESULTATS
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NOMBRES DE PATIENTES INCLUS

Parmi les 102 patientes identifiées dans cette étude, un diagnostic a été posé pour 27 d’entre elles et
nous ne disposions pas de consentement génétique signé pour 38 patientes. Nous avons donc analysé

37 patientes par NGS.

102 patientes
(2005 - 2017)

27 patientes

(avec étiologie)

38 patientes

(absence de consentement)

37 patientes
(NGS AnaFoe)

Figure 14. Schéma représentant les patientes incluses dans I'analyse NGS.

Sur les deux premiers runs de validation, 17 patientes dont le diagnostic d’anasarque d’origine

métabolique avait déja été posé, ont été passées pour valider notre panel.

Les ADN de trente-quatre patientes dont le diagnostic n’était pas connu ont été analysés sur le

NextSeq 500.

Sont référencés dans I’Annexe V tous les résultats des différents runs.
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VALIDATION DE METHODE

VALIDATION DU PANEL LYsoV2

La validation de la méthode NGS pour la caractérisation des SNV a été réalisée selon les
recommandations du Groupe Qualité et NGS - ANPGM (Association Nationale des Praticiens en

Génétique Moléculaire).

Ce panel appelé LysoV2 contenait a la fois les 51 genes de maladies lysosomales qui étaient
initialement dans LysoGene (le premier panel NGS mis en place au laboratoire de Biochimie
Métabolique de Rouen), les 41 genes d’AnaFoe (dont 17 génes codant pour des MLS), plus

guelgues génes qui étaient séquencés par la méthode Sanger au sein du laboratoire.

Deux runs sur MiSeq et un run sur NextSeq ont été analysés dans le cadre de cette validation
de AnaFoe-LysoV2 (deux par une série de 12 patients sur le MiSeq et une série de 90 patients
sur le NextSeq) et 17 patients pour lesquels un séquencage préalable avait permis d’identifier

30 variants pathogenes et 70 variants de signification inconnue ont été inclus.
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CRITERES DE VALIDATION

Les critéres de validation retenus sont listés dans le Tableau 8 ci-dessous

Tableau 8 : Critéres de validation de LysoV2

Critéres de performance

Méthode d'évaluation

Critéres d'acceptabilité

Design de la capture

In silico : vérification des régions cibles

Grande majorité des régions cibles

doivent étre capturées

Validation analytique
Sensibilité et spécificité de

détection des variations

17 témoins positifs de validation
Détection de 100 variations connues

identifiées par Sanger

Concordance : 100%

Reproductibilité

1 témoin positif passé 3 fois
Analyse des données de qualité de
séquencgage

Comparaison des variations détectées

Données de qualité : variation de moins
de 10%
Variations détectées concordance

100% entre les 6 passages

Robustesse

Qualité de ’ADN

Analyse des données de qualité de
séquencage issues d’ADN extraits par
différentes méthodes a partir de

différents tissus

Le % de bases avec une profondeur
>30x ne doit pas différer de plus de 10%

entre ces différentes conditions

Contamination entre

échantillons

Analyse du nombre total de lectures sur

un blanc (sans ADN)

Le nombre de lectures doit étre <5 % du
nombre de lectures obtenu avec un

échantillon d’ADN

Stabilité des réactifs

Suivi du nombre total de variations

détectées en moyenne par patient

Le nombre de variations détectées en
moyenne par patient ne doit pas varier

de + de 10%

Comparaison avec une

méthode de référence

Analyse de 100 variations localisées dans
les genes de la capture LYSOGENE et

identifiées par Sanger ou NGS

Concordance : 100%
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CONFIRMATION DES PERFORMANCES EN PRATIQUE QUOTIDIENNE

Les criteres de performance utilisés pour |’évaluation de la qualité en pratique quotidienne sont

listés ci-dessous dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Critéres de performances de LysoV2

Criteres de performance

Méthode d'évaluation

Criteres d'acceptabilité

Description et suivi des CIQ-1

Vérification de la performance du

séquenceur

Suivi du nombre total de lectures

générées en moyenne par patient

Le nombre de lectures générées en
moyenne par patient ne doit pas varier

de + de 10%

Description et suivi des CIQ-2

Vérification de la stabilité des réactifs

Suivi du nombre total de variations

détectées en moyenne par patient

Le nombre de variations détectées en
moyenne par patient ne doit pas varier

de + de 10%

Description et suivi des CIQ-3
Vérification de I'absence  de

contamination inter-échantillons

Analyse des index antérieurs ou

analyse de SNV homozygotes

Concordance : 100%

EEQ

Inscription a 'EEQ NGS de 'EMQN
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PATIENTES

CAsSN°1 : PATIENTE 20

L'examen autopsique a permis de constater que les parameétres biométriques étaient
compatibles avec un terme de 26-27 SA pour un terme théorique de 26 SA + 5 jours. Il a été
noté une peau seche, de coloration verdatre, avec de nombreuses ecchymoses prédominantes
dans la région abdominale qui était distendue (Figure 15A). L’examen interne a mis en évidence
une splénomégalie ainsi qu’une hépatomégalie dont la surface est irréguliere, avec un début de

nodulation et des lésions punctiformes blanchatres (Figure 15B).

Lors de I'examen macroscopique complémentaire apreés fixation formolée, les poids du foie, et
de la rate étaient augmentés par rapport aux valeurs attendues pour le terme (respectivement
foie : 66,3 g pour un poids attendu a 40+/-11,75 g et rate : 5 g pour un poids attendu a 1, 4+/-

0,6 g). En revanche, il a été retrouvé une hypoplasie thymique.

Histologiquement, le foie était le siege d’une fibrose disséquante en pont, des néo-canalicules
biliaires dans les régions périportales et une perturbation de |'organisation des travées
hépatocytaires formant des structures pseudo-acineuses, sans surcharge biliaire ni ferrique. Au
sein des capillaires sinusoides, on notait la présence de cellules de Kupffer de grande taille, a
cytoplasme d’aspect spumeux. Au niveau de la rate, des Iésions semblables étaient observées,
avec une surcharge massive d’éléments histiocyto-macrophagiques d’aspect clarifié (Figure
15C) contenant de fines granules PAS positives (Figure 15D). Les poumons présentaient des
lésions de maladie des membranes hyalines. L’'examen macroscopique et histologique de

I’encéphale était normal avec des données biométriques conformes a I’dge de I’enfant.

Le NGS avec le panel AnaFoe a permis de mettre en évidence deux variants déléteres dans le
géne NPC1. Le premier variant, localisé dans I’'exon 21 ¢.3182T>C (p./le1061Thr), est prédit
comme étant délétere par les algorithmes SIFT, Mutation Taster et Polyphen. Par ailleurs, ce
variant a été répertorié comme étant délétere dans les bases de données « Human Gene
Mutation Database » et ClinVar, et a déja donné lieu a une publication [40]. Le deuxiéme
variant, retrouvé dans I’exon 6 ¢.724C>G (p.Asp242His) est prédit comme étant délétere par les
algorithmes SIFT, Mutation Taster et Polyphen. Ce variant a été répertorié comme étant

délétére dans la base de données « Human Gene Mutation Database » et a été publié [41].
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Figure 15. Examens macroscopique et histologique du foetus

A. Ictére diffus majeur et abdomen globuleux témoignant d’une volumineuse ascite.

B. Lors de I'ouverture, volumineuse hépatomégalie, et splénomégalie (fléche).

C. Histologie de la rate montrant une surcharge massive en éléments histiocyto-
macrophagiques d’aspect spumeux (grandissement x 50).

D. A plus fort grossissement, ces éléments contiennent de multiples granulations PAS-positives
(fléches) évocatrices d’'une maladie de Niemann-Pick C (grandissement x 400).
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CASN°2 : PATIENTE 14

L'amniocentése ne retrouve ni infection virale ni anomalies chromosomiques, et le bilan

biochimique réalisé ne retrouve aucune maladie lysosomale recherchée.

L’analyse des SNV par le panel AnaFoe n’a pas permis de mettre en évidence de variant
d’intérét. Néanmoins, I'outil CANOES a permis la détection d’'un CNV au niveau du géne HNF1B
qui emporte tous les exons du gene. Cette délétion, répertoriée comme délétere dans la base
de données « Human Gene Mutation Database » a été publiée et a été liée dernierement a un

polyhdramnios [42].

CASN°3 : PATIENTE4

Le caryotype, le bilan virologique étaient négatifs. Le bilan métabolique a permis d’objectiver
des bandes surnuméraires de glycosaminoglycanes au niveau du kératane sulfate (?), de
I'héparane sulfate et du dermatane sulfate (Figure 16) évoquant fortement une
mucopolysaccharidose de type | ou Il. L'étude enzymatique de l'alpha-L-iduronidase et de
I'iduronate-2-sulfatase était strictement normale. Dans le doute la MPS VII a aussi été écartée

par le dosage de I'activité enzymatique de la béta-glucuronidase.

T P2 p
HS
DS

li“ (K:;

Figure 16. Analyse qualitative des GAG du liquide amniotique de la patiente n°4 par électrophorese
monodirectionnelle

(T) Témoin négatif (urine), (P¥?) Liquide amniotique de la patiente dilué au 1/2, (P) Liquide amniotique de la
patiente pur. KS : Kératane Sulfate, CS : Chondroitine sulfate, DS : Dermatane Sulfate, HS : Héparane sulfate.
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L'autopsie de I'’enfant a révélé des mensurations osseuses < -2DS aussi des os longs que les os
des extrémités pieds et mains. L'ensellure nasale est trés marquée avec une pointe du nez
retroussé et des narines antéversées, ainsi que des signes d’anémie foetale. Le placenta est
hydropique, avec une thrombose organisée d’un vaisseau allantochorial témoignant d’une
vasculopathie thrombotique fcetale. L’histologie était difficile a interpréter du fait de la

macération du feetus.

Le NGS avec le panel AnaFoe a permis de mettre en évidence un variant délétére dans le géne
GALNS. Localisé dans I'exon 5 ¢c.499T>G (p.Phe167Val), il est prédit comme délétére par les
algorithmes SIFT, Mutation Taster et Polyphen. Par ailleurs, ce variant a été répertorié comme
mutation délétere dans les bases de données « Human Gene Mutation Database » et ClinVar,
et a déja donné lieu a publication [43]. Enfin, deux autres variants de signification inconnue ont
été retrouvés: c.244+298T>C (p. ?) et c.*2164C>T (p.=), non répertoriés dans la base de
données « Human Gene Mutation Database » et n’ont pas été retrouvés dans la littérature. Le

dosage de I'’enzyme Nacétylgalactosamine-6-sulfatase est en cours.
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DISCUSSION
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APPORT DU NGS DANS LE DIAGNOSTIC ETIOLOGIQUE DE L’ANASARQUE FCETALE

EXEMPLES DE DOSSIER CLINIQUE

CASN°1 : PATIENTE 20

La maladie de Niemann-Pick C est une maladie lysosomale de surcharge lipidique
neuroviscérale caractérisée par un transport intracellulaire anormal du cholestérol endogene,
entrainant une accumulation de cholestérol et de lipides non estérifiés dans le systeme
endosome/lysosome. C'est une pathologie de transmission autosomique récessive causée par
des mutations dans NPC1 ou NPC2. Elle peut aussi bien s’exprimer en période anténatale qu’a

I’age adulte [44].

Le diagnostic biologique peut se faire par un test a la Filipine (peu réalisé en pratique
actuellement), les oxystérols, ou plus récemment le LysoSM-509 sont les biomarqueurs dosés
pour confirmer le diagnostic. La confirmation moléculaire est apportée par le séquencage de

NPC1 et NPC2 [45].

En pratique, la recherche anténatale de la maladie de Niemann-Pick de type C n’est pas faite en

I’'absence de signes cliniques ou d’antécédents familiaux.

Dans une revue de la littérature des cas de NPC prénatals, des antécédents familiaux et une
ascite ont été retrouvés dans la plupart des cas (12/15), associés ou non a une hépatomégalie
(7/15), une splénomégalie (9/15), ou une placentomégalie (5/15), et plus rarement a une
anasarque fecetale, une anomalie rectale, une anémie foetale ou encore des intestins
hyperéchogenes. En post-natal, sur les 12 grossesses poursuivies en dehors des signes
précédemment retrouvés a I’échographie, il pouvait exister une insuffisance respiratoire (5/12),
une atteinte neurologique (3/12), et généralement suivi d’'un déces par insuffisance hépatique
ou défaillance multiviscérale (9/12). Histologiquement des cellules de surcharge ou vacuolées
sont retrouvées chez 8 patients sur 15, I'étude du placenta met en évidence des lésions de
thrombose intervilleuse extensive, et des cellules spumeuses dans le stroma villeux et enfin une

hématopoiése extra médullaire importante [44, 46-51].
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L’examen histologique était en faveur d’'une maladie héréditaire du métabolisme et a la lumiére
des résultats moléculaires, les lames ont été revues, et des vacuoles ont été objectivées au
niveau de la rate notamment (Figure 15). La confirmation de ce diagnostic est en cours par

ségrégation allélique et par le dosage des oxystérols sur le sang de I’enfant.

Il est intéressant d’observer « I’effet miroir » de la NPC sur la maman. En effet, la césarienne en
urgence a été demandée sur la cholestase gravidique sévere associée a une insuffisance
hépatique et une insuffisance rénale. Elle a été régulierement décrite dans les LCHAD [52],

pathologie de la béta oxydation, une fois dans un CDG la, mais jamais dans une NPC [53].

CASN°2 : PATIENTE N°14

HNF1B est un gene qui code pour un facteur de transcription impliqué dans le développement
embryonnaire de nombreux organes comme l'intestin, le pancréas, le foie, les poumons ou bien
le rein et les organes génitaux. Ce rble peut expliquer les atteintes cliniques comme l'utérus

bicorne, les kystes rénaux ou encore le diabéte MODY [42].

En période anténatale, c’est principalement I'atteinte rénale (hyperéchogénicité rénale isolée

ou associée a une néphromégalie) qui prévaut et peut étre associée a un polyhydramnios.

Dans une revue de la littérature récente, 'anomalie du géne HNF1B associée a une découverte
anténatale [42], correspond a la délétion d’une copie du géne dans 6 cas sur 7. Cette délétion

est de novo dans 5 cas sur 7. Cette pathologie est de transmission autosomique dominante.

HNFIB ne faisait pas partie de la liste de 41 pathologies métaboliques causant des anasarques
foetales retenues pour notre étude, mais faisait partie du panel LysoGeneV2 dans un sous-panel
néphropathies. Pour des raisons économiques et d’organisation, tous les sous-panels ont été
regroupés dans un seul et méme panel tel que défini dans Patients & Méthodes. L'analyse de
ce géne a donc été faite a posteriori du fait de I'association de I’'hydramnios et de I'atteinte

rénale.

CAs N°3 : PATIENTE 14

Maladie de Morquio ou Mucopolysaccharidose (MPS) de type IVA est une maladie lysosomale

causée par un déficit en Nacétylgalactosamine-6-sulfatase qui entraine une accumulation
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tissulaire et urinaire de glycosaminoglycanes, et particulierement de la chrondroitine sulfate et
du kératane sulfate. Son diagnostic prénatal est aisé, car le dosage de I'activité enzymatique

peut se faire sur liquide amniotique ou méme des villosités choriales [54].

La MPS IVA peut donner des tableaux anténataux séveres associant une anasarque foetale, une
atteinte hépatique, osseuse voir neurologique. Le placenta aussi peut étre pathologique et
contenir des cellules de Hofbauer. Histologiquement, il est possible de voir des inclusions

intracytoplasmiques dans les cellules de Kupffer [55].

La synthése diagnostique de ce dossier est difficile : la concentration en GAG étant trées forte, il
est tres difficile de les différencier, et le kératane sulfate peut-étre confondu avec la
chondroitine sulfate. De plus, la macération a rendu l'autopsie difficile et I'histologie n’est
malheureusement pas spécifique. Etant donné ce résultat, les autres génes codant pour une
MPS ont été analysés, mais aucun autre variant n’a été mis en évidence. Pour nous permettre
de confirmer ou d’infirmer le diagnostic de maniere certaine, des fibroblastes ont été envoyés

au CHU de Purpan a Toulouse pour le dosage de |'activité enzymatique.

PROPOSITION D’UNE NOUVELLE PRISE EN CHARGE DIAGNOSTIC

Comme il a été vu précédemment, au CHU de Rouen, toute anasarque fcetale donne lieu un
bilan viral et chromosomique puis métabolique regroupant la recherche de 10 maladies

lysosomales

Ce bilan a plusieurs inconvénients. Cette approche réductionniste fait appel a plusieurs
méthodes d’analyses avec des temps techniques longs et un rendement diagnostique trés

faible.

En effet, les différentes techniques nécessitent plusieurs jours pour leur exécution. Plusieurs
analyses sont réalisées sur le surnageant (GAG 5 jours, oligosaccharides 2.5 jours, acide sialique
libre 1 journée, activités enzymatiques 1 a 2 jours). La culture des amniocytes nécessite 3 a 5
semaines et est suivie de dosage enzymatique sur cellules amniotiques. Le bilan biochimique

de base nécessite au moins 6 a 8 semaines.
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De plus, le bilan biochimique de base n’explore que dix maladies lysosomales et de ce fait le
rendement diagnostique est tres faible. Pour exemple, le diagnostic biochimique de la maladie
de Niemann-Pick C, posé par un test a la Filipine (aujourd’hui dosage des oxystérols ou le
LysoSM509), sur du sang foetal ou sur une culture de cellules foetales issue d’un liquide d’ascite
foetal, n’est pas inclus a priori dans le bilan biochimique de base. Dans |’article de Piraud et al
[35], les auteurs proposent d’intégrer a posteriori la recherche de Niemann-Pick C dans leur

future prise en charge.

Comme tout examen biologique, le bilan biochimique de base est soumis a plusieurs risques

liés aux étapes pré-, post- et analytique.

Au niveau pré analytique, I'approche biochimique nécessite un volume important de liquide
amniotique (15ml). La stabilité des enzymes est hétérogene (ex Alpha-D-neuraminidase est
sensible a la congélation et son activité doit étre dosée extemporanément). Les conditions de
prélevements (saignement, méconium, bilirubine, fcetus macérés...) et les délais
d’acheminement des échantillons biologiques doivent étre considérés avec soin compte-tenu

de leurs effets sur les résultats analytiques.

Les GAG n’ont de valeur diagnostique qu’a partir de 16 SA tout comme les oligosaccharides et

leur interprétation demeure tres difficile.

Le dosage des GAG présente des difficultés analytiques entravant I'interprétation biologique :
nombreux faux positifs retrouvés nécessitant des dosages enzymatiques supplémentaires

infirmant I’hypothése diagnostique. Ceci est un surco(t non nécessaire.

L'analyse des oligosaccharides par chromatographie sur couche mince est soumise a de
nombreux faux positifs et faux négatifs et son interprétation reste suggestive. Le dosage des

activités enzymatiques est lourd et ne peut étre exhaustif.

La validation biologique nécessite de connaitre le contexte clinique et les traitements recus par
la maman (les traitements anticoagulants de type héparine administrés parfois aux mamans
pendant leur grossesse peuvent donner une bande d’héparane sulfate et ainsi aboutir a une

fausse orientation vers une mucopolysaccharidose de type Ill).
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Ce nouveau paradigme de prise en charge diagnostique (Figure 17) aurait pour but de
remplacer le bilan des dix pathologies lysosomales par le séquencage de 41 genes codant pour
des maladies métaboliques, apres le bilan échographique, viral et génétique permettant ainsi
d’optimiser I'indication de NGS. Utiliser le panel AnaFoe permet de gagner du temps. En effet,
le laboratoire de Biochimie Métabolique passe un run MiSeq tous les mois permettant un délai

de rendu de résultat de 4-5 semaines.

La cotation a la nomenclature du NGS est de 8170 RIHN soit 2 205,90€ auquel il faut ajouter le
colt de confirmation (ségrégation allélique et test biochimique) lorsqu’un variant délétere
homozygote ou deux variants déléteres hétérozygotes. Le colit du NGS reste a évaluer en regard

de son rendement diagnostique.

APPROCHE CIBLEE APPROCHE GLOBALE
(CONVENTIONNELLE) (PROPOSITION)

ANASARQUE FCETALE

ELIMINATION DES CAUSES FREQUENTES

Bilan biochimique de base NGS ANAFOE
(9 maladies lysosomales) (42 PATHOLOGIES)

ANATOMO-PATHOLOGIE

Bilans complémentaires CONFIRMATION BIOCHIMIQUE

Figure 17. Prise en charge diagnostique de I’anasarque feetale.

Un changement de paradigme pour la prise en charge diagnostique des AFNI est proposé qui consiste a faire une
analyse par NGS en premiére intention et de confirmer le diagnostic le cas échéant par une approche biochimique.
La prise en charge actuelle ne concerne qu’un nombre limité de pathologies et nécessite plusieurs techniques.
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CONCLUSION

Les maladies de surcharge lysosomales représenteraient 1-2% des anasarques foetales non
immunes [24], 25 a 50% des anasarques restent inexpliquées malgré le bilan biochimique de

base.

Les MHM sont largement sous diagnostiquées dans les AFNI. Bellini a relevé que le pourcentage
de MHM dans 13 études allait de 1 a 18%. Un pour cent est une proportion largement sous-
estimée alors que la proportion de 18% pourrait étre liée a un effet centre [56].En effet, les cas
illustrés dans ce travail montrent que le bilan biochimique de base n’est pas exhaustif et conduit
a un sous-diagnostic. Le panel AnaFoe présente un réel avantage en termes d’exhaustivité, de

gain de temps et de fiabilité par rapport au bilan biochimique de base.

Néanmoins, le panel AnaFoe mériterait d’étre complété et d’autres pathologies pourraient y
étre incluses. Une collaboration avec pédiatres, obstétriciens, anatomo-pathologistes, et
généticiens est nécessaire pour élaborer un panel incluant des pathologies génétiques
métaboliques ou non. Pour exemple, tous les CDG pourraient étre susceptibles de provoquer
une anasarque [24], tout comme les pathologies du métabolisme du cholestérol [16]. En
extrapolant et au vu des causes physiopathologiques retrouvées régulierement dans les
anasarques foetales et les maladies héréditaires du métabolisme, il serait intéressant de
discuter l'ajout de toutes les pathologies métaboliques pouvant causer des atteintes
cardiaques, hépatiques, rénales, des chylothorax en période anténatale voir inclure toutes

pathologies de surcharge a risque d’envahir la moelle osseuse et entrainer une anémie feetale.

Des antécédents familiaux de maladie héréditaire du métabolisme ou encore des récidives
d’anasarque au sein d’'une méme famille doivent faire poser la question d'une cause

métabolique a une anasarque foetale et devraient faire discuter I’analyse par un panel AnaFoe.

Les nouvelles technologies avancées de type métabolomique basées notamment sur la
spectrométrie de masse de haute résolution permettent une analyse globale de plusieurs
métabolites simultanément et une analyse intégrée des données obtenues par le NGS et la

métabolomique pourrait permettre une orientation diagnostique rapide [57].
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Annexe | : Bilan diagnostic devant toute anasarque foetale au CHU de Rouen

Examen paraclinique

Information complémentaire

Chez la mere

Bilan hématologique

NFS, RAI, Kleihauer

Sérologies virales

CMV, parvovirus B19, rubéole, toxoplasmose, coxsakies

Glycémie a jeun, HGPO, recherche de LED

Eventuellement

Electrophorése de I'hémoglobine, Dosage de G6PD, recherche

d’un déficit en pryruvate Kinase

En fonction de I’ethnie

Chez I'enfant

Controle échographique spécialisé

Cceur (étude de la contractilité, malformation), médiastin (retour
veineux cave, tumeur, ...), abdomen (rein, foie, tumeur, retour veineux

cave), cerveau.

Radiographie squelette complet

Etude biochimique et cytobactériologique des épanchements

Dosage entre autres des triglycérides, cholestérol, chylomicrons

Bilan hématologique

NFS, test de Coombs

Sérologies virales

CMV, parvovirus B19, rubéole, toxoplasmose, coxsakies

Caryotype

Bilan métabolique

Ammoniémie, lactate, pyruvate, recherche des MLS
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Annexe Il : Bilan biochimique de base pour I’exploration d’une AFNI

Test

Analyse prévue

Techniques avec culture

Liquide amniotique, cultures de villosités choriales

Cultures d’amniocytes

Dosage d'un métabolite isolé par technique spécifique

Tous liquides biologiques, cellules, tissus

Dosage de I'acide sialique libre

Mesure d'une activité enzymatique

Par méthode spectrophotométrique ou spectrofluorométrique

nécessitant une technique spécifique et/ou un substrat colteux

Hexosaminidase A et T, Beta glucuronidase, alpha L
fucosidase,
Beta galactosidase, béta glucosidase, alpha D neuraminidase

et Hexosaminidases A et totales

Analyse quantitative et qualitative des

glycosaminoglycanes

Liquides biologiques

Profil des oligosaccharides

Liquides biologiques
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Annexe lll : Liste des genes par maladies

Anasarque foetale et maladies héréditaires du métabolisme : proposition d’une nouvelle prise en charge diagnostique

Groupe Pathologie Geéne

Maladies Lysosomales MPS VII GUSB
MPS | IDUA
MPS VI ARSB
MPS Iva GALNS
Surcharge en acide sialique libre SLC17A5
galactosialidose CTSA
mucolipidose Il GNPTAB
sialidose Il NEU1
Maladie de Gaucher GBA
Maladie de Wolman LIPA
Maladie de Farber ASAH1
Maladie de Pompe GAA
Nieman Pick A SMPD1
Nieman Pick C NPC1
Nieman Pick C NPC2
Gangliosidose en GM1 GLB1
Déficit multiple en sulfatases SUMF1
Acidurie Mévalonique MVK
CDPX2 EBP

Métabolisme du Cholestérol
Dysplasie de Greenberg LBR
SLO DHCR7
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Groupe Pathologie Geéne
Chondrodysplasie ponctuée rhizomélique PEX7
Syndrome de Zellweger PEX1
Syndrome de Zellweger PEX2
Syndrome de Zellweger PEX5
Syndrome de Zellweger PEX6
Syndrome de Zellweger PEX10
Métabolisme du peroxysome
Syndrome de Zellweger PEX12
Maladies d'intoxication
Syndrome de Zellweger PEX26
Déficit énergétique
Déficit en glutamine synthétase GLUL
Hémochromatose néonatale HFE
Porphyrie érythropoietique congénitale UROS
Déficit en fumarase FH
Déficit primaire carnitine SLC22A5
Syndrome de Barth TAZ
CDG la PMM2
CDG Ig ALG12
Déficit de la glycosylation des protéines
CDG Ih ALG8
CDG Ik ALG1
Glycogenose IV GBE1
Autres
Déficit en transaldolase TALDO1
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Annexe IV : Principe de séquengage par synthese lllumina
(https://www.illumina.com)

| s \ '
ﬂa i l - - N i ‘ /
\ g 0 \ B T
1 g { '
& A ( I ! _‘l 1 1 (AT M t )y r !
% e "||' L~ BAesi 00
- 3 ¥ 1 . !
&7 B : | 1%, L] LLa
. N1 ."1" s
& W 1 g
A- Préparation dos B- Liaison de "ADN a lafiow C. Amplitication ¢n pont
librairies coil

AT | Z 1 B

Nﬁ'i'" 4y t) (s o 1)
\ q S N\ p . / 4 h l l’-)”
“ .,, .'4 Pyt ﬁ \' o S, ] Wt ent

v g 1. L8 Anacte
| ' \ . q \ 11 / '
'\:{T"c o 1M II"I'Q;|'I il AR ) AL
I-. RS P 4 3 { | .‘ ‘ { !
rl‘("'u"" ';'-'/ R & i "’]i"'l;v:l’,/
‘l' l A’- ST ’~. : |l b | : 11
] | | ‘l
1 4
g F- Amplification en clusters E. Dénaturation D-Les 1mn::i: sont doublo

nﬁlh , ':3,1{

AN, /
R352 ® \ ' i
‘ 7 (S— s )y |
: R e 1 e
IRKT ' TR IO i ise |
X il AR TR BN 1|
¥ ' (I
*"lwllg|/ *‘ 2 \"l_/
g e LA
'
- :
G- Incorporation de la 14« H. Détection da la 1*~ base
: — I- Incorporation
fis { e et détection de la 2*"* bas
o——— | ‘ool onde e n
'
GCIOMOIGICOCTCACICTBOTIOD . : |
’ : 1 e | G .
AL ¢ - .
d e b= o e hdlh
-J\ LR ) \ -
Y ) ~ 1' i Sow
o
K- Alignement bicinformatique J- Poursuite sur multiples cycles

80



Anasarque fcetale et maladies héréditaires du métabolisme : proposition d’une nouvelle prise en charge diagnostique

Annexe V : Liste des patientes & résultats

Term Diagnostic Anatomo- Issue de la Sexe Diagnostic
N° DDN Clinique Année
e Biochimique pathologie grossesse feetus
P1  13/10/1984 Inconnu Hydrothorax 2017 Inconnu
Hépatomégalie
P2 25/10/1973 3345 Inconnu Enfant vivant 2013 M Syndrome de Wiedmann Becktwith
Néphromégalie
Omphalocele
Dysmorphie faciale
P3  15/11/1979 29 Inconnu Déces post-natal 2012 M Inconnu
Epiphyses ponctuées
Profil de Binder
Probable
P4  31/08/1985 33 Inconnu Anémie feetale  Anémie feetale Mort in utero 2010 F
Mucopolysaccharidose IVA
Anémie feetale
Non Ascite
P5 12/12/2007 31 Inconnu Déces post-natal 2007 F Inconnu
contributive Hydrothorax modéré
Apoplasie ovarienne
Edeéme diffus
P6 10/04/1985 Inconnu Ascite 2012 M Inconnu
Méga vessie
Hydrothorax
Chylothorax
P7  04/10/1988 36 Inconnu Déces post-natal 2014 F Inconnu

Thrombopénie

Insuffisance rénale
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Term Diagnostic Anatomo- Issue de la Sexe Diagnostic
N° DDN Clinique Année
e Biochimique pathologie grossesse foetus
Hydramnios
RCIU
P8  05/10/1983 38+3 Inconnu Enfant vivant 2016 M Inconnu
Profil de Binder
Epiphyses ponctuées
Suspicion de
Hépatomégalie
maladie de
Hydramnios
P9 27/09/2016  20+3 Inconnu surcharge Mort in utero 2016 M Inconnu
Kystes des plexus
portant sur le
choroides
glycogene
P10 10/10/1977 Inconnu Ventriculomégalie 2015 M Inconnu
Hydronéphrose
P11 08/04/1979 38+4 Inconnu Déces post-natal 2010 F Inconnu
Hydrothorax
Hydramnios
P12 28/04/1984 Inconnu 2016 M Inconnu
Macrosomie
Reins
P13 17/02/1984 31+1 Inconnu Enfant vivant 2013 F Asymétrie des chromosomes X
hyperéchogenes
Néphromégalie
P14 16/02/1980 Inconnu 2015 F Déficit en HNF1B
Corps calleux épais
Insuffisance
P15 02/11/2011 27+3 vasculo- RCIU sévere Mort in utero 2011 M Inconnu
placentaire
Surcharge
Atrésie de I'cesophage
lipidique diffuse
P16 28/07/1980  34+5 Inconnu Anomalies osseuses Décés post-natal 2011 M Inconnu

(notamment

mitochondries)

Arthrogrypose
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DDN

Term Diagnostic Anatomo-

e Biochimique pathologie

Clinique

Issue de la

grossesse

Année

Sexe

foetus

Diagnostic

P17

23/10/1992

34+4 Inconnu

Hydrothorax

Trouble du rythme

Dysmorphie faciale

Enfant vivant

2015

Inconnu

P18

16/02/1970

39+6 Inconnu

Non spécifique

2012

Inconnu

P19

30/07/1986

Non
2945 Inconnu
contributive

Placentomégalie
Hépatomégalie
Cardiomégalie
Agénésie rénale
Microcéphalie
Viscéromégalie

Micropénis

Décés post-natal

2011

Inconnu

P20

19/01/1983

Villite
26 Inconnu**
nécrosante,

Ascite
Hépatomégalie

Placenta épais

Fibrose disséquante

Défaillance

multiviscérale

Déces post-natal

2014

Niemann-Pick C

P21

04/05/1978

23+6 Inconnu

Cardiomyopathie

hypertrophique

Mort in utero

2010

Inconnu

P22

08/05/1985

30+6 Inconnu

Ascite

Enfant vivant

2016

Inconnu

14 Acide sialique libre contrélé négatif sur un second prélévement



Anasarque fcetale et maladies héréditaires du métabolisme : proposition d’une nouvelle prise en charge diagnostique

Term Diagnostic Anatomo- Issue de la Sexe Diagnostic
N° DDN Clinique Année
e Biochimique pathologie grossesse foetus
Malposition des
Hypotrophie
mains et des pieds Interruption
P23 13/04/1986  19+3 Inconnu des fibres 2016 F Inconnu
Estomac non vu médicale
musculaires
Immobilisme feetal
Microcéphalie
Anémie sévéere
vera sans
Malformation OGE
désorganisation Interruption
P24 13/12/1981 34+1 Inconnu Calcifications 2013 M Inconnu
des grandes médicale
surrénaliennes
structures
Micropolygyries
associées
Perforation
colique Interruption
P25 19/08/1975 25+6 Inconnu Non contributive 2012 M Inconnu
probablement médicale
ischémique
Malposition des
P26 15/08/1979 20+4 Inconnu Mort in utero 2008 F Inconnu
mains et des pieds
Péritonite Interruption
P27 28/05/2009 34 Inconnu 2009 F Inconnu
Anémie feetale médicale
Hydrothorax
Hypertrophie
P28 24/06/1984 28 Inconnu Probable CIV auriculo-cardiaque Décés post-natal 2013 F Inconnu

échographique
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Term Diagnostic Anatomo- Issue de la Sexe Diagnostic
N° DDN Clinique Année
e Biochimique pathologie grossesse foetus
Hydrothorax
Splénomégalie
P29 29/05/1983 Inconnu Enfant vivant 2016 F Inconnu
Espaces
péricérébraux visibles
Dysmorphie faciale
P30 31/10/1990 34+6 Inconnu Enfant vivant 2011 M Syndrome de Fracnschetti-Klein
Hydramnios
Ascite
Encéphalite a Interruption
P31 02/05/1986 27 Inconnu Intestin 2015 M cMvV
CcMvV médicale
hyperéchogene
Hydrothorax
P32 16/03/1994 Inconnu 2017 M Inconnu
unilatéral
Cardiomégalie
Fuite valvulaire
Suspicion de Ascite
P33 27/01/2005 36 Inconnu Déces post-natal 2005 M Inconnu
glycogénose Hydrothorax
Insuffisance
cardiaque aigué
Interruption
P34 04/12/1980 24 Inconnu Myocardiopathie 2017 M Inconnu
médicale
Hydrothorax
P35 12/11/1984 Inconnu unilatéral Enfant vivant 2011 M Inconnu
Cardiomyopathie
P36 22/04/1984  34+5 Inconnu Non contributive Enfant vivant 2011 M Inconnu
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Term Diagnostic Anatomo- Issue de la Sexe Diagnostic
N° DDN Clinique Année
e Biochimique pathologie grossesse foetus
Hydrothorax
P37 11/05/1984 38+3 Inconnu Enfant vivant 2016 F Inconnu
Hydramnios
Malformation
Interruption
T1  04/02/2010 26 Inconnu cardiaque 2010 F SLO
médicale
Hypoplasie aortique
T2 16/07/2003 39+6 Inconnu Microcéphalie Enfant vivant 2003 F Déficit en fumarase
RCIU
Agénésie du corps
T3 27/12/1989 39 Inconnu calleux Enfant vivant 2011 M Syndrome de Zellweger
Pieds bots varus
équin
Surcharge
massive en RCIU
T4  02/03/1996 39 Maladie de Pompe Enfant vivant 1996 F Maladie de Pompe
polysaccharides  Myocardiopathie
hyaloblasmique
T5  26/08/2010 30 Sialidose de type Il Hépatosplénomégalie Enfant vivant 2010 F Sialidose de type I
T6 17/12/1982  34+3 Galactosialidose Non contributive Déces post-natal 1982 M Galactosialidose
T7  09/04/1991 Mucolipidose IlI Non contributive Enfant vivant 2014 M Mucolipidose Il
Cardiomyopathie
T8  12/07/2007 38 Inconnu Enfant vivant 2007 M Syndrome de Barth

dilatée
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