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INTRODUCTION

Le syndrome de Fryns (SF) est un syndrome polymalformatif rare dont les points
d’appel principaux sont une hernie diaphragmatique congénitale (HDC), une
hypoplasie des phalanges distales ou des ongles, une hypoplasie pulmonaire et une
dysmorphie faciale caractéristique (hypertélorisme, traits épais, philtrum long,
macrostomie, lévre supérieure éversée, micrognathie, oreilles dysplasiques et bas
implantées). Les autres signes cliniques fréquemment associés regroupent :
polyhydramnios, fente orofaciale (palatine et/ou labiale), malformations cérébrales
(ventriculomégalie, agénésie du corps calleux, malformation de Dandy-Walker),
malformations  cardiovasculaires  (communication interventriculaire et/ou
interauriculaire, malformations cono-troncales ou aortiques), malformations gastro-
intestinales (omphalocele, malrotation intestinale, malformation anale), dysplasie
rénale, malformations génitales et oculaires (opacité cornéenne ou microphtalmie).
(1-5)

Le mode de transmission est autosomique récessif. La prévalence est estimée,
sur un seul article francgais, a 7 pour 100000 naissances vivantes (6). Dans la
majorité des cas, le SF est Iétal en période prénatale (fausse-couche ou mort fcetale
in utero) ou néonatale précoce, en lien avec une insuffisance respiratoire secondaire
a une hypoplasie pulmonaire et/ou hernie diaphragmatique. Le pronostic des rares

patients survivants reste sombre, avec une atteinte neurologique sévere.

Jusqu’'a récemment, aucune cause génétique n’était identifiée dans le SF. Le
diagnostic était clinique, basé sur les critéres diagnostics proposés par Lin et al. (7):
1) une malformation diaphragmatique (incluant hernie, hypoplasie, agénésie ou
éventration diaphragmatique), 2) une dysmorphie faciale caractéristique, 3) une
hypoplasie digitale affectant les ongles ou les phalanges, 4) une hypoplasie
pulmonaire, 5) la présence d’au moins un autre symptéme fréquemment associé
(polyhydramnios, atteinte ophtalmologique, fente orofaciale, malformation cérébrale,
cardiaque, gastro-intestinale, rénale, ou génitale) et 6) un autre membre de la fratrie
atteint ou une consanguinité parentale. La présence de 4 critéres sur 6 correspond a
la définition stricte du SF alors que la présence de 3 criteres répond a la définition

large, aprés élimination de microremaniements chromosomiques par analyse



chromosomique sur puce a ADN (ACPA). En effet les syndromes microdélétionnels
et duplicationnels constituent des diagnostics différentiels importants du SF,
particulierement les délétions 15026.2 et 8p23.1 (8), et la trisomie 1q en mosaique
(9). D’autres syndromes polymalformatifs ont des présentations parfois
chevauchantes avec le SF, tels que la tétrasomie 12p en mosaique (syndrome de
Pallister-Killian, associant HDC, hypoplasie pulmonaire, traits €pais, cardiopathie,
malformations anales et génitales), des syndromes monogeéniques tels que les
syndromes de Simpson-Golabi-Behmel, de DOOR (surdité, onycho-ostéodystrophie,

déficience intellectuelle) ou de Donnai-Barrow.

En 2014, Brady et al. (10) décrivent pour la premiére fois un patient atteint d’'un SF
pour lequel le séquencage d’exome permet l'identification d’'une mutation perte de
fonction homozygote du gene PIGN (phosphatidyl Inositol Glycan Anchor
Biosynthesis, Class N). En 2016, ce lien est confirmé par Mclnerney-Leo et al., qui
rapportent 3 nouveaux patients (11).

Les mutations bialléligues du gene PIGN ont d’abord été décrites dans le Multiple
Congenital Anomalies-Hypotonia-Seizures syndrome 1 (MCAHS1) (OMIM #614080),
caractérisé par une hypotonie, un retard de développement souvent sévere, des
convulsions, et un syndrome malformatif. Les mutations rapportées dans ce
syndrome sont soit des mutations faux sens bialléliques, soit une mutation faux-sens
associée a une mutation perte de fonction, suggérant une activité de PIGN résiduelle
(12).

Le géne PIGN code pour une glycosylphosphatidylinositol (GPI) -éthanolamine
phosphate transférase qui ajoute une phosphoéthanolamine au premier mannose du
GPI. Le GPI a un réle d’'ancrage a la surface des cellules pour plus de 150 protéines
impliquées dans les interactions cellulaires, la transduction des signaux, 'adhésion
cellulaire et la défense cellulaire (présentation d’antigénes). Prés de 20 autres genes
sont impliqués dans la biosynthése du GPIl. Des mutations de ces genes sont
rapportées dans des pathologies neuro-développementales associées ou non a une

épilepsie et a des malformations congénitales.

Depuis la publication de Brady et al. en 2014, des mutations bialléliques de PIGN

ont été rapportées dans la littérature chez 9 autres patients présentant un SF, 3



foetus issus de deux familles différentes (11) et 6 enfants issus de 4 familles
différentes (4). Dans cette derniere publication, 4 des patients, issus de 3 familles,
sont originaires des iles de l'océan Indien (lle de La Réunion et Mayotte) et
présentent une délétion homozygote de 5.07 kb, emportant les exons 5 a 7 du géne
PIGN, laissant suspecter un effet fondateur (4,13). Les autres mutations rapportées
dans le SF sont soit des mutations du site d’épissage, soit des mutations avec

décalage du cadre de lecture (4).

L’objectif de notre étude consiste a décrire la cohorte réunionnaise et
mahoraise des patients atteints d’un syndrome de Fryns sur le plan clinique et
moléculaire avec, prioritairement, la recherche de la délétion des exons 5 & 7 du
géne PIGN. Dans un deuxieme temps, la recherche de la délétion récurrente de
PIGN est étendue d’'une part au sein d’'un échantillon de la population générale
réunionnaise afin de déterminer la fréquence des hétérozygotes et d’autre part chez

les patients présentant une hernie diaphragmatique congeénitale.

PATIENTS ET METHODES

1- Patients atteints d’un SF

Les patients sont recrutés a partir : 1) du Registre de Malformations Congénitales
de La Réunion (REMACOR) entre 2002 et 2019, 2) des données des services de
Médecine Néonatale du CHU de La Reéunion, 3) du Centre Pluridisciplinaire de
Diagnostic Prénatal (CPDPN) de La Réunion et des patients de Mayotte adressés a
I'équipe de génétique du CHU de La Réunion pour avis. Tous les patients avec un
diagnostic cliniqgue de SF sont inclus.

Les données cliniques sont recueillies a partir du dossier médical informatisé
commun de I'hdpital et des dossiers papier du service de Génétique.

Les données phénotypiques rapportées dans les courriers et comptes rendus
médicaux sont collectées. Une malformation ou un symptébme clinigue sont
considérés comme absent lorsqu’il est clairement mentionné comme non présent ou
exlcu par un examen complémentaire normal (autopsie, imagerie, EEG). Lorsqu’une

autopsie est réalisée, les malformations non rapportées dans le compte-rendu sont



considérées comme absentes, exceptées pour les atteintes oculaires et les
malformations cérébrales dont I'absence doit étre explicitement mentionnée. Les
signes clinigues ne remplissant pas ces conditions sont rapportés comme « non

connus » (NC).

2- Cohorte de la population réunionnaise, « DIVERSITE »

Afin d’estimer la fréquence des hétérozygotes dans Ila population
réunionnaise, la recherche de la délétion récurrente de PIGN est réalisée chez des
individus de la collection « DIVERSITE ». Cette cohorte comprend 587 individus
masculins sains, résidant sur I'lle de La Réunion, avec une généalogie tracable sur
au moins 2 générations. Les ADN extraits a partir d’'un frottis buccal et anonymisés,
sont conservés au Centre de Ressources Biologiques du CHU de La Réunion. Le
recrutement sur la base du volontariat a nécessité le recueil d’'un consentement écrit

pour chaque individu.

3- Cohorte hernie diaphragmatique congénitale, REMACOR

La cohorte des patients présentant une HDC a été réalisée a partir des
données du registre de Malformations Congénitales de La Réunion (REMACOR)
entre 2002 et 2017. Le REMACOR enregistre I'ensemble des malformations
congénitales et des anomalies chromosomiques chez les enfants nés vivants jusqu’a
'age de 1 an, les morts feetales in utero (MFIU) aprés 22 semaines d’aménorrhée
(SA) et toutes les interruptions médicales de grossesses (IMG), quel que soit le
terme. Cinquante patients présentant une HDC, syndromique ou non (hors SF), sans
anomalie diagnostic étiologique ont été recueillis pour lesquels 24 ADN étaient
disponibles dans la DNAthéque du laboratoire de Génétique du CHU Félix Guyon,

avec un consentement écrit pour I'utilisation du prélévement a des fins de recherche.



4- PCR HRM (Polymerase Chain Reaction High Resolution Melt)

L’ADN du proposant est extrait a partir :
- des prélevements de liquide amniotique (extraction au phénolchloroforme)
ou des leucocytes (kit d’extraction Flexigen Qiagen) chez les patients atteints
d’'un SF et ceux de la cohorte HDC
- dun frottis buccal chez les individus de la collection DIVERSITE.
Idéalement, I'extraction d’ADN des parents des patients est réalisée a partir d’un

prélevement sanguin.

La recherche de la délétion intragénigue des exons 5 a 7 de PIGN
(hg1l9/GRCH37 : chrl8: 59819870 — 59824934) est réalisée au sein du laboratoire
du Service de Génétique du CHU de La Réunion, par PCR HRM en deux étapes :
une PCR avec amplification de 'ADN en présence d’'un agent fluorescent intercalant
(SYBR Green), suivie d’'une étape de dénaturation (augmentation progressive de la
température jusqu’a dénaturation des doubles brins d’ADN), appelée processus de
fusion. Lors de ce processus, la fluorescence du SYBR Green diminue générant la
courbe de fusion. La température de fusion, Tm ou temperature melting,
correspondant au point d’inflexion de la courbe (point sur lequel la dérivée s’annule),
varie en fonction de la longueur du brin d’ADN et de sa composition en nucléotides
GC.

Les coordonnées génomiques de la délétion récurrente des exons 5 a 7,
chrl8:59819870-59824934 (hgl9/GRCH37), sont issues de la publication de
Alessandri et al. (4). A partir de ces données, les amorces sont choisies afin d’obtenir
d’'une part des fragments d’ADN de longueur différente en fonction de la présence ou
de I'absence de la délétion des exons 5 a 7 et d’autre part un écart de 2°C des Tm
entre les deux amplicons (figure 1D). L’évaluation in silico des Tm a été réalisée a
partir du logiciel uMelt (dna-utah.org) (14). La position des 3 amorces est présentée

sur la figure 1.

10



Exon 31

B L e 1L R )

gromenees Délétion des exons 5-7

B ASF MUTF
. i = ]
mum Exon5 e ExonG 4 on T _i——
¥ ¥ 7
3
PIGNR
C.
En présence de la mutation En absence de la mutation
MUTF ASF
rrrrrrrd
)
PIGNR PIGNR
Fragment amplifié de 178 pb_ Fragment amplifié de 312 pb_
D.
01.2 105,85
B6 8BS 100.8
825 575
78.15 o
738 856
6045 806
651 7555 :
60.7 05 |
= 6545 |
T 604 :
5 5535 I
2 w3 :
g |
L 4525 |
= !
T 402 |
) |
|
|
2 |
16 2 ¢
- . l
L |
129 1.1:“,. !
8.55 24 !
42 485 |
015 0.2 |
68 70 75 w81.5 s %0 % & 0 noo W 83.5% w
|l?"1:£'.‘[:!|.][f.' °C) emperature (L)

Figure 1 : Délétion des exons 5a 7 du gene PIGN.

A : Schéma du géne PIGN qui comprend 31 exons dont les 3 premiers sont non
codants.

B-C : Localisation des amorces utilisées pour la PCR HRM. Chez un sujet
homozygote non muté, I'amplification s’effectue entre les amorces « PIGN-R » et
« AS-F » (Alléle sauvage). Si la mutation est présente, 'amplification s’effectue entre
les amorces « PIGN-R » et « MUT-F ». La partie hachurée rouge représente la zone
déletee, la partie hachurée bleue représente la partie non délétée de l'intron 7.

D : Prédiction in silico a partir du logiciel uMelt des dérivées des courbes de fusion
du fragment avec la délétion (a droite) avec un Tm=83,5°C et en l'absence (a
gauche) de la délétion avec un Tm=81,5°C.
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En I'absence de délétion, 'amplification s’effectue entre les amorces « PIGN-
R » et « AS-F » et concerne un fragment de 312 paires de bases (pb). En cas de
délétion, 'amplification a lieu entre les amorces « PIGN-R » et « MUT-F », générant
un fragment de 178 pb.

Les séquences de ces amorces sont:

PIGN-R: 5-GGTCATGTAGCTCTGATAGCTGG-3’,
AS-F: 5-TGAACTTTCAAGAGTAATATCTAGGAAAA-3’,
MUT-F:. 5-GGGGAGAGGTGCTTAGAATTTTAT-3".

Le programme de PCR HRM est défini aprés plusieurs essais, faisant varier la
concentration des amorces, la concentration d’ADN et la température d’hybridation
des amorces.

Ainsi, la PCR finale est effectuée dans un volume total de 10uL comprenant :
les 3 amorces a 10uM, du Light Cycler 480 SYBR green | Master et 10ng/uL d’ADN.
La PCR et la fusion a haute résolution sont réalisées a partir du Quant Studio 3
(Applied biosystem). Les courbes de fusion sont analysées a l'aide des logiciels

Quanstudio™ Design et Analysis Software (figure 2).

80000.0

Délétion ) 8 5
o \ { Absence de
‘ = \ délétion

000 homozygote

82000.0
Délétion
50000.0 hétérozygote

40000.0

Derivative Reporter (-Rn’)

30000.0

20000.0

120000

9000.0

Temperature (°C)

Figure 2: Profil des courbes de fusion de la PCR HRM chez un patient
hétérozygote (courbe bleue) pour la délétion des exons 5 a 7 de PIGN, homozygote
pour la délétion (courbe rouge) et sans délétion (courbe verte).
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5- Séquencage Sanger des parties codantes du géne PIGN.

Le séquencage Sanger des séquences codantes de PIGN est réalisé chez les
patients atteints d’'un SF en seconde intention dans deux situations : aucune délétion

des exons 5 a 7 mise en évidence ou une seule présente a I'état hétérozygote.

Les amorces utilisées pour le séquencage des exons 4 a 31 sont issues de la
publication de Maydan et al. (12). Les différentes étapes de séquencage
comportent : 1- Amplification par PCR multiplex (Qiagen multiplex) ; 2- Contréle sur
systéme d’électrophoréese capillaire Qsep ; 3- Purification et élimination des amorces
et des dNTP non incorporés en fin de PCR par la méthode EXoSAP-IT
(thermoFisher) ; 4- Réaction de séquence avec kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (ThermoFisher) ; 5- Purification a I'aide du kit XTerminator; 6-
Séquencage sur ABI3130XL PRISM Genetic Analyser (ThermoFischer) ; 7- Analyse
des séquences sur le logiciel Segscape (ThermoFisher).

6- Revue de la littérature

Les données phénotypiques des patients publiés présentant des mutations avec
perte de fonction bialléliques de PIGN sont recueillies. La recherche bibliographique
est conduite a partir du moteur de recherche pubmed, avec les mots clés « PIGN »

et « Fryns syndrome ».

RESULTATS

1- Ensemble des patients atteints d’un SF clinique rapportés dans la zone

Océan Indien

Vingt-quatre patients, nés entre 1993 et 2019, sont inclus, répartis en 16
naissances vivantes et 7 feetus (informations non disponibles chez 1 enfant), issus
de 14 familles différentes. Tous, exceptés 2 patients pour qui les informations ne
sont pas disponibles, sont originaires des fles de I'Océan Indien, comprenant La

Réunion, Madagascar, Mayotte et les Comores. (Tableau 1)
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a. Recherche de la délétion des exons 5 a 7 par PCR HRM

L’ADN est disponible pour 14 patients. La délétion des exons 5 a 7 de PIGN,
recherchée par PCR HRM, est identifiée a I'état homozygote chez 11 des 14 patients
et a I'état hétérozygote chez 2 patients d’'une méme fratrie (patients Al et A2).

L’analyse parentale est réalisée dans 6 familles : les parents du patient P3
(famille 2) et des patients P1 et P2 (famille 1) sont hétérozygotes pour la délétion
récurrente. Pour les familles A, B et G seul 'ADN de la mére est disponible. La
délétion hétérozygote est retrouvée chez les meres des familles A et B. La mére de
'enfant G1, pour lequel ’'ADN n’est pas disponible, n’est pas porteuse de la délétion.

b. Séquencage Sanger de PIGN

Une seconde mutation de PIGN est recherchée chez les 2 patients de la famille A
dans I'hypothése d’'une hétérozygotie composite avec la délétion récurrente.

Le séquencage Sanger des exons codants de PIGN permet d’identifier chez eux
le variant faux-sens NM_176787.5 ¢.2354G>A, p.(Arg785His). L’analyse maternelle
révéle qu’elle est porteuse de la délétion récurrente, mais pas du variant c.2354G>A
; 'hypothése est ainsi ce dernier soit hérité du pére.

Il s’agit d’'un variant rare, dont la fréquence est estimée a 0,00614% (13/211866)
dans GenomAD (Genome Aggregation Database, https://gnomad.broadinstitute.org),
base de données de séquencage d’exomes et de génomes d’individus indemnes de
pathologie pédiatrique. Aucun sujet homozygote pour ce variant n’est rapporté.

Ce variant est localisé dans un domaine fonctionnel de la protéine PIGN (GPI
éthanolamine phosphatase transférase 1 C terminale) et se situe dans une zone de
la séquence protéique hautement conservée parmi plusieurs especes. L'impact de la
substitution de I'arginine en histidine sur la structure de la protéine est prédit comme
probablement délétére par les logiciels Polyphen2, MutationTaster et SHIFT (Sorting
Intolerant From Tolerant). Ces logiciels s’appuient sur I'homologie de séquence et
des propriétés physiques des acides aminés pour évaluer les conséquences
possibles d'une substitution d’'un acide aminé sur la structure et la fonction de la

protéine. Le logiciel CADD (Combined Annotation Dependent Depletion,

14


https://varsome.com/variant/hg19/NM_176787.5:c.2354G%253EA

https://cadd.gs.washington.edu) prédit également un effet pathogéne, avec un score
a 32 (variant prédit pathogene si score >15).

Selon les criteres de I'American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (15), ce variant peut étre classé comme probablement pathogene, puisque
deux arguments modérés sont en faveur d’'une pathogénicité (PM2 : fréquence tres
faible chez les contrbles ; PM3 : variant en trans d’un variant pathogéne dans une
pathologie récessive) et que trois arguments rendent compte d’'une pathogénicité
(PP1 : co-ségrégation chez plusieurs patients atteints dans la famille ; PP3 : effet
délétere prédit par les logiciels informatiques ; PP4 : phénotype et histoire familiale
spécifique de la pathologie associée au géne). Cependant, 'analyse paternelle reste
requise afin de s’assurer que ce variant est hérité du pére et de confirmer sa position

en trans avec la délétion des exons 5a 7.
Le séquencage Sanger des exons 4 a 31 de PIGN reéalisé chez le patient F1 et

chez la mere du patient G1 (ADN du patient non disponible) n’a pas retrouvé de

mutation.
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c. Description clinique des patients de la zone Océan Indien avec
mutation PIGN

i. Patients déja décrits

La description clinique et les résultats de I'analyse moléculaire des patients P1 a
P4 (des familles F1, F2 et F3, tableau 1), est publiée (4). La mise en évidence de la
délétion hétérozygote de PIGN chez les parents des patients P1 et P2 leur permet
lors d’'une nouvelle grossesse de réaliser un diagnostic prénatal (DPN) : le foetus
n’est pas atteint et le couple donne naissance a un garcon bien portant. Les parents
du patient P3 réalisent également un DPN : le foetus étant indemne, la grossesse est
menée a terme, avec naissance d”’un enfant en bonne santé.

La famille A est décrite, par Alessandri et al. (13) (patients 5 et 6).
ii. Patients jamais rapportés

o Famille B

Le patient B1 nait d’un couple originaire de La Réunion, sans antécédent
notable. Un hygroma kystique au 1°' trimestre de la grossesse conduit a la réalisation
d’'une amniocentése pour caryotype feetal et FISH au locus 22q11.2, analyses toutes
deux normales. Le suivi échographique révele une anasarque foetale, un
hydramnios, des pieds bots et une malformation cardiaque associant une CIV et une
hypoplasie du ventricule gauche et de I'aorte. Le pronostic sévere de la malformation
cardiague est expliqué au couple, qui choisit de poursuivre la grossesse. Le patient
B1 nait & 30 SA, avec un poids de 1650 g (82°™ percentile), une taille de 43 cm
(89°™® percentile) et un périmétre cranien (PC) de 31 cm (95°™ percentile).
L’examen clinique visualise une macrostomie avec des levres fines, un philtrum
court, une racine du nez étalée, une pointe du nez déprimée et une columelle haute,
une malposition des pieds, une syndactylie partielle bilatérale des 2 et 3%MeS orteils,
une hypoplasie des phalanges distales et des ongles, un pli palmaire transverse
unigue (PPTU) bilatéral, un micropénis et un hypospadias. L’enfant décéde au 1*
jour de vie. L’examen foetopathologique objective un épanchement des séreuses,

une hernie diaphragmatique droite avec hypoplasie pulmonaire, une hypoplasie du
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ventricule gauche et une hépatomégalie. L’ensemble de ces éléments conduit a
poser le diagnostic de SF.

La grossesse suivante, marquée par la découverte d’'une hyperclarté nucale
au premier trimestre (caryotype sur LA normal), aboutit a la naissance a un enfant
mort-né a 29 SA (patient B2). Le fcetus, de sexe féminin, présente une hernie
diaphragmatique unilatérale.

La troisieme grossesse du couple (patient B3) est interrompue a 17 SA apres
la découverte chez le feetus d’'une récidive de I'hyperclarté nucale, d’'une hernie
diaphragmatique unilatérale et d’une cardiopathie. Le caryotype, réalisé a partir
d’'une biopsie de trophoblaste (BT), est également normal (46, XY).

La délétion récurrente homozygote des exons 5 a 7 de PIGN est retrouvée
chez les 3 patients. L’analyse moléculaire chez la mere met en évidence la délétion a

I'état hétérozygote.

o Famille C

L’histoire obstétricale de la famille C, originaire de La Réunion, est marquée
par une fausse-couche spontanée (sans cause précisée) puis une MFIU lors de la
seconde grossesse (patient C1). Le feetus présente une hernie diaphragmatique, une
brachydactylie, et une dysmorphie faciale (macrostomie, lévre supérieure fine,
hypertélorisme, narines antéversées) faisant évoquant un SF.

Lors de la grossesse suivante, le couple demande une IMG en raison de la
récidive du syndrome malformatif foetal (patiente C2). Le caryotype, réalisé sur PLA,
est normal. A l'autopsie, le foetus, de sexe féminin, présente, a 'examen externe,
une dysmorphie faciale (associant traits épais, ensellure nasale proéminente, aréte
nasale courte, narines antéversées, léevres fines, macrostomie, oreilles grandes et
dysplasiques), un pterygium coli bilatéral, une hypoplasie des phalanges distales et
des ongles des mains, un brachydactylie des orteils, des pieds plats et en piolet, et, a
I'autopsie, une hernie diaphragmatique bilatérale, totale a gauche et partielle a droite,
un non-accolement du colon droit, une transposition des gros vaisseaux et une CIV
haute.

Le 3°™ feetus atteint du couple, le patient C3, présente une clarté nucale augmentée
(3,9 mm) a 12 SA, puis, a 16 SA, une dilatation et une hyperéchogénicité rénale et

une hernie diaphragmatique. La quantité de liquide amniotigue est normale. Les
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extrémités foetales sont sans particularité. Le caryotype, réalisé a partir d’'un
prélevement de liquide amniotique, est normal. Le couple demande une IMG,
réalisée a 18 SA. Le fcetus, de sexe masculin, présente une dysmorphie avec une
antéversion narinaire, une pointe nasale déprimée, des ailes du nez étalées, des
oreilles basses, un cou large et court. L'autopsie objective une hernie
diaphragmatique bilatérale, une transposition des gros vaisseaux, une dilatation
pyélocalicielle droite, des testicules intra-abdominaux, un appendice médian et une
anomalie de la segmentation pulmonaire avec 4 lobes a droite et 3 lobes a gauche.
Seul 'ADN du feetus C3 est disponible. La délétion récurrente de PIGN est
mise en évidence chez le feetus a I'état homozygote. L’ADN des parents n’est pas

disponible.

o Famille D

Les patients D1 et D2 naissent d’un couple originaire des Comores et de Mayotte.
L’histoire familiale est marquée par le déces de deux enfants nés a Mayotte, le
premier décédé en période néonatale d’'une étiologie inconnue, et le second décédé
le premier jour de vie dans un contexte d’hydramnios, d’atrésie de I'oesophage et de
hernie diaphragmatique.

La grossesse du patient D1 est marquée par une suspicion d’atrésie de
'cesophage avec hydramnios majeur, nécessitant une ponction évacuatrice de
liquide amniotique. Le caryotype réalisé sur la PLA, est normal (46,XY).
L’accouchement a lieu a La Réunion, a 36 SA +5 jours, avec un poids de naissance
a 2195 g (2°™ percentile). Le patient D1 présente une détresse respiratoire post-
natale immeédiate nécessitant un transfert en réanimation pédiatrique. Une
dysmorphie est notée, avec des traits épais, une absence de philtrum et des oreilles
bas implantées. L’examen clinique objective une fente palatine postérieure, des
mamelons écartés, une cryptorchidie, des orteils et des doigts courts et fléchis. La
radiographie du thorax visualise une hernie diaphragmatique droite et I'échographie
cardiaque une CIA large et une dysplasie valvulaire aortique pulmonaire et mitrale.

Un électroencéphalogramme (EEG), réalisé le premier jour de vie, enregistre un
tracé discontinu pathologique avec des pointes positives rolandiques droites, sans
éléments physiologiques. Le patient D1 présente des mouvements convulsifs a J2,

traités par phénobarbital. L’échographie trans-fontanellaire objective des sillons
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corticaux marqués et les radiographies des extrémités confirment I'’hypoplasie des
phalanges distales des doigts et des orteils (figure 3). L’examen ophtalmologique
réveéle une cataracte ainsi que des hémorragies rétiniennes. Le diagnostic de SF est
ainsi posé. Un retour a Mayotte est organisé a J9. L’enfant décede a une date non
précisée.

La grossesse suivante (patiente D2), découverte a 24 SA, est marquée par une
récidive de I'hydramnios avec suspicion d’atrésie de I'cesophage et de hernie
diaphragmatique évoquant de nouveau un SF. Le caryotype réalisé sur PLA est
normal, 46, XX. L’accouchement est spontané a 34 SA+5 jours, d’'une enfant mort-
née, présentant une dysmorphie compatible avec un SF.

L’analyse moléculaire réalisée a posteriori chez ces deux patients identifie la
délétion des exons 5 a 7 de PIGN a I'état homozygote. L’analyse parentale n’est pas

réalisée.

Figure 3 : Radiographie de I’enfant D1.

Aplasie ungueale du 5% doigt, brachytéléphalangie et aplasie de la phalange distale
du 5°™°doigt.

o Famille E

Les patients E1 et E2 naissent d’'un couple originaire de Mayotte, ayant 2 enfants
bien portants et un antécédent de fausse couche spontanée. Durant la grossesse du
patient E1, un hygroma kystiqgue et un cedéme abdominal sont rapportés a 13 SA,
régressant spontanément. A 17 SA les reins sont hyperéchogénes. L’échographie a
22 SA retrouve un feetus de sexe féminin (infirmé a la naissance), une dysmorphie
avec une téte ronde, un profil plat, des narines antéversées et des petites oreilles,
une dextrocardie, une hernie diaphragmatique, une dilatation pyélocalicielle et des

anomalies des extrémités avec des orteils courts et une suspicion de polydactylie. La
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quantité de liquide amniotique est normale. Le caryotype sur LA élimine une
tétrasomie 12p et 'ADN est conservé pour ACPA et étude moléculaire de PIGN. Le
pronostic péjoratif des malformations et la forte suspicion de SF sont expliqués au
couple, finalement demandeur de poursuivre la grossesse. Le patient nait a 25 SA et
décéde le jour méme. Il présente une dysmorphie faciale, un poids au 94°™
percentile, une hépatosplénomégalie majeure, une polydactylie postaxiale de la main
droite, un pouce droit adductus bilatéral et un pied en piolet. L’analyse moléculaire
de PIGN confirme le diagnostic de SF avec délétion des exons 5 a 7 a l'état
homozygote.

Au cours de la grossesse suivante, la récidive d’'un SF est suspectée devant
I'association d’'une hyperclarté nucale (4,4mm a 13SA), d’'une dysmorphie (narines
antéversées, facies plat, petites oreilles mal ourlées), d’'une hyperéchogénicité rénale
avec dilatation pyélique et urétérale, d’'un pied bot, d’'une macrosomie (estimation du
~eme

poids feetal au 9 percentile), d’'une CIV et d’une dilatation des cornes antérieures

des ventricules latéraux. Une PLA est proposée afin de confirmer le diagnostic,
refusée par le couple. La patiente E2 nait & 30 SA, avec un poids a 1750 g (93°™
percentile) et décede le jour méme. Aucun prélévement d’ADN n’est réalisé chez

cette enfant.
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2- Revue de la littérature

Neuf patients sont rapportés dans la littérature, présentant a la fois une mutation
bialléliqgue perte de fonction de PIGN et des manifestations cliniques évocatrices du
SF. Le premier patient est décrit par Brady et al. en 2014, puis I'équipe de
Mclnerney-Leo rapporte 3 foetus chez qui les mutations sont identifiées par
séquengage d’exome. Enfin, Alessandri et al., rapporte, en 2018, une série de 6
patients, dont 4 originaires des iles de 'Océan Indien (tableau 1). (4,10,11)

Nous avons également inclus le patient 4 décrit par Fleming et al. (16), bien que
considéré comme atteint dun MCAHS1. Les éléments suivants militent en ce sens :
1) les deux mutations de PIGN identifiées sont des mutations perte de fonction : une
mutation entrainant un décalage du cadre de lecture, c.548 549+6del, p.(Leul83fs*),
héritée de la meére, et la seconde correspond & une délétion des exons 5 & 7 (chrl8:
59821582-59824939, hgl9/CRCh37), dont les coordonnées s’approchent de la
délétion décrite dans notre cohorte, héritée du pére d’origine afro-américaine ; 2) la
description cliniqgue souscrit aux criteres diagnostiques larges du SF, avec une
dysmorphie caractéristique, une hypoplasie des phalanges distales et des ongles et
des malformations associées (cardiopathie, dysplasie rénale, anomalies cérébrales
et gastro-intestinales et opacité cornéenne).

Enfin, nous avons inclus un patient atteint d'un SF avec mutation non-sens
homozygote décrit dans un poster présenté par Hua Wang et al. a TACMG de 2017
(17).

La description clinique des 12 patients de la littérature est détaillée dans les

tableaux annexes 6A, 7A et 8A.

3- Description phénotypique de I’ensemble des patients présentant un
syndrome de Fryns, pour lesquels une mutation biallélique de PIGN est

identifiée (littérature et cohorte de I’Océan Indien)

Une perte de fonction biallélique de PIGN est rapportée dans la littérature
chez 12 patients présentant un SF. Dans notre cohorte, nous avons retrouvé une
mutation de PIGN chez 9 autres patients, dont 7 jamais décrits (tableaux annexes
6B, 7B et 8B).
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Parmi ces 21 patients, 11 sont des garcons et 10 des filles. Les issues de
grossesse se répartissent en 12 naissances vivantes et 9 arréts de grossesse,
soit par IMG (6/9) soit par MFIU spontanée (3/9). Pour la majorité des naissances
vivantes (10/12), 'accouchement est survenu avant 37 SA. La médiane de survie
chez ces enfants est de 8 jours (1% et 3°™ quartiles : 0 et 21 jours). Chez 3
d’entre eux, la date précise du décés n’est pas mentionnée (Patient du poster de
Hua Wang et al., patient D1 ayant quitté notre centre a J9 et patient rapporté par
Fleming et al. (16), vivant & 4 mois).

4 patients sur 21 ne remplissent pas les criteres diagnostiques stricts du SF
proposés par Lin et al.,, dont 1 (B2) ne répondant qu’a deux criteres (fratrie
atteinte et HDC). Cependant, I'histoire familiale et la récidive de la HDC suffisent
chez lui a porter ce diagnostic, confirmé par I'analyse moléculaire.

Au total 13 patients (/20) sont originaires des iles de I'Océan Idien, tous sont
issus de notre cohorte et 4 avaient déja été rapportés (4). Une consanguinité
parentale est rapportée chez 3 patients, issus de deux familles distinctes et est
suspectée chez 1 patient dont les parents étaient issus de la méme communauté
(17).

Tous les patients ont au moins une investigation génétique avant I'analyse
moléculaire de PIGN, avec la réalisation d’'un caryotype ou d’'une ACPA dans la
majorité des cas. Les autres analyses réalisées regroupent une recherche de
tétrasomie 12p, une FISH aux loci 22g11.2, 1g41 et 15026 et un séquencage du
gene TBC1D24, impliqgué dans le syndrome DOOR. Ces analyses sont toutes
normales. Enfin, un séquencage d’exome est réalisé chez 6 patients, permettant

d’identifier les mutations de PIGN et ne révélant aucune autre anomalie.
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Les signes cliniques constants chez les patients avec une mutation de PIGN
sont : la dysmorphie (17/17), les malformations cardio-vasculaires (14/14) et les
anomalies de 'EEG (6/6). (Tableau 3)

Nous ne disposons pas dinformations précises sur la description
morphologique chez 4 patients : 2 feetus rapportés Mclnerney-Leo et al. (11), pour
lesquels I'autopsie a été refusée, et 2 patients de notre cohorte (B2 et B3), dont les
informations de I'examen postnatal ne sont pas disponibles. Les éléments
dysmorphiques les plus frequemment rapportés sont : des oreilles dysplasiques et/ou
bas implantées (14/16), un hypertélorisme et une racine du nez déprimée (8/16), une
macrostomie (7/16), des narines antéversées et des traits épais (6/16), une anomalie
du philtrum (long chez 4 patients et court chez 2 patients) et une levre supérieure
fine (4/16). D’autres signes sont décrits, comme un cou court et large (chez 3
patients), un front bombé, une dolichocéphalie, une étroitesse bitemporale, une
proptose oculaire, des fentes palpébrales étroites, un épicanthus, une hypoplasie de
'étage moyen, un retrait de la columelle, une pointe nasale déprimée, une
macroglossie et une micrognathie.

Une anomalie cardio-vasculaire est objectivée chez tous les patients ayant eu
une échographie cardiaque ou une autopsie (15/15). Les anomalies les plus
fréeguemment rapportées sont: une CIV, une CIA, et une hypertension artérielle
pulmonaire (HTAP). Les autres malformations décrites sont : une tétralogie de Fallot,
des anomalies des vaisseaux de la gerbe aortique (artére sous-claviére droite et
rétro-cesophagienne aberrantes), une hypoplasie ventriculaire, une persistance du
canal artériel, des anomalies valvulaires (sténose de la valve pulmonaire, une
dysplasie de la valve pulmonaire, aortique et mitrale) et une transposition des gros
vaisseaux.

Une anomalie de 'EEG, associée ou non a des mouvements anormaux, est
rapportée chez tous les patients ayant bénéficié de cet examen, soit 6 patients
(parmi 12 naissances vivantes). Les 6 autres enfants nés vivants n’ayant pas eu
d’EEG sont décédés entre JO et J2.

Les autres symptomes, rapportés dans plus de la moitié des cas,
comprennent, par ordre de fréquence : 1) une hypoplasie des ongles et/ou des
phalanges chez 93,7% des patients ayant été examinés par un généticien apres la

naissance (15/16); 2) une anomalie gastro-intestinale, chez 83,3% des patients
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ayant eu une échographie ou une autopsie (10/12), comprenant omphaloceéle,
hépatomégalie, calcification hépatique, malrotation, reflux rétro-cesophagien séveére,
distension abdominale ou sténose du gréle ; 3) une dysplasie rénale chez 80% des
patients ayant eu une échographie rénale ou une autopsie (dilatation pyélocalicielle :
12/15) ; 4) une fente oro-faciale chez 10/13 (76.9%) des patients, dont une fente
palatine isolée chez 6 patients, labiale isolée chez 2 patients et labio-palatine chez 2
patients ; 5) une hernie diaphragmatique, uni ou bilatérale (71,4%, 15/21) ; 6) une
malformation cérébrale (hypoplasie/agénésie du corps calleux et des bulbes olfactifs,
dilatation ventriculaire, hypoplasie cérébelleuse, atrophie cérébrale), chez 70% (7/10)
des patients ayant eu une imagerie cérébrale (ETF ou IRM) ou une autopsie avec
analyse cérébrale mentionnée ; 7) une atteinte oculaire chez 66.7% (4/6) des
patients ayant eu un examen ophtalmologique (opacité cornéenne, cataracte,
hémorragies rétiniennes paravasculaires, nystagmus); 8) des anomalies des
extrémités autres que I'hypoplasie des phalanges et des ongles est retrouvée chez
10 des 16 patients examinés par un généticien : ces anomalies regroupent un pli
palmaire transverse unique (PPTU), des pieds bots, une arthrogrypose, une
polydactylie, une oligodactylie, un pouce adductus, une syndactylie, un « sandal
gap » et un pouce triphalangé.

Des anomalies des organes génitaux externes sont notées chez 6 patients sur
15 (40%), uniguement des garcons (6/8 soit 75% des patients masculins ayant eu un
examen clinigue post mortem) a type d’hypospadias, de cryptorchidie et/ou
micropénis.

Une hypoplasie pulmonaire est rapportée chez 4 sur 9 patients (44,4%) et une
anomalie de lobulation pulmonaire chez 3 sur 7 patients.

Enfin, une macrosomie (poids supérieur au 95°™ percentile) est présentée
chez 5 patients sur 16 (31,2%), une taille supérieure au 95°™ percentile chez 1/11
geme

patient et un PC supérieur au 9 percentile chez 3/11 patients. L'un des patients

présente une taille et un PC inférieurs au géme percentile (P6), et un autre présente

un poids inférieur au 2°™ percentile (patient D1).
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Les signes d’appel échographiques les plus frequemment rapportés chez les
patients ayant bénéficié d’une échographie de référence en période prénatale sont :
un hydramnios (70,6%), une dilatation pyélocalicielle ou une hyperéchogénicité
rénale (58,8%), une augmentation de la clarté nucale au 1°* trimestre (57,1%) et une
hernie diaphragmatique (55,6%). Des anomalies gastro-intestinales sont rapportées
chez un peu moins de la moitié de patients, comprenant notamment une suspicion
d’atrésie de I'cesophage chez 3 patients, mais infirmée a la naissance. Enfin, les
autres anomalies régulierement signalées comprennent des malformations cardio-
vasculaires (chez 35,3% des foetus), des fentes orofaciales (35,3%), une anasarque
(22,2%), une hypoplasie pulmonaire (2/7, 28,6%), des anomalies des extrémités
(incluant pieds bots, anomalies des doigts et des orteils) chez 5 patients sur
17(29%). (Tableau 4)

Chez 4 patients, il est mentionné qu’'un SF avait été évoqué avant la naissance :
chez deux foetus, issus d’'une méme fratrie, décrits par Mclnerney-Leo (11),
présentant une HDC, chez le patient Al, en 'absence de HDC en anténatale, mais
suite a la découverte d’'un syndrome polymalformatif avec un antécédent de fratrie
atteinte, et chez I'enfant E1 en raison de I'antécédent familial.

Pour le patient P3, un syndrome de CHARGE avait été suspecté en période
néonatale sur I'association d’une tétralogie de Fallot, de pieds bots, d’'une fente

palatine, et d’'une pyélectasie bilatérale.
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4- Délétion au sein de la collection « DIVERSITE »

Sur les 587 échantillons d’ADN de la collection DIVERSITE génotypés, 4
hétérozygotes pour la délétion des exons 5 a 7 de PIGN sont identifiés en PCR
HRM. Les résultats s’averent ininterprétables chez 43 individus, en raison d’'une
quantité insuffisante d’ADN. La fréquence des hétérozygotes est calculée est de
0,735%, avec un intervalle de confiance a 95% (IC95) compris entre 0,2 et 1,9%.

A partir de ces résultats, I'estimation de la fréquence des homozygotes mutés, en
appliquant la loi de Hardy-Weinberg (g2=(1-p)?, avec g2= fréquence des homozygotes
pour la délétion et p2= fréquence des homozygotes sains, soit 540/544), est de
0.0014% (IC95 = 0,000 - 0,0232%) (18). Ainsi, le nombre de patients atteints d’'un SF
lié a la délétion homozygote des exons 5 & 7 de PIGN a La Réunion peut étre estimé
a 1,4/100 000.

5- Délétion au sein de la cohorte des patients de l'ile de La Réunion

présentant une HDC hors syndrome de Fryns

Un génotypage afin de rechercher la délétion intragénique des exons 5 a 7 du
gene PIGN est réalisé chez 24 des 50 patients présentant une HDC ne s’intégrant
pas dans un SF ni dans une autre étiologie identifiée, et recensés a partir des
données du Registre de Malformations Congénitales de I'lle de La Réunion entre
2002 et 2007 : la délétion n’est identifiée chez aucun de ces patients, ni a I'état
homozygote, ni a I'état hétérozygote. Parmi ces 24 patients, une HDC est isolée
chez 21, avec un caryotype normal chez 15 d’entre eux. Trois enfants présentent

une HDC syndromique, tous les 3 ont un caryotype normal.
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DISCUSSION

1- Fréquence de la délétion récurrente de PIGN chez les patients atteints de
SF et chez les témoins sains.

Apres analyse de PIGN, ciblée dans un 1* temps sur la délétion des exons 5 a 7
par PCR HRM, chez 10 nouveaux patients de la cohorte réunionnaise du SF, nous
avons identifié cette délétion a I'état homozygote chez 7 patients, et a I'état
hétérozygote chez 2 enfants d’'une méme fratrie. Chez ces 2 patients, le séquencage
Sanger des parties codantes de PIGN retrouve un second variant, hétérozygote,
probablement pathogene. Nous rapportons ainsi 9 nouveaux patients, tous
originaires des iles de I'Océan Indien (La Réunion, Mayotte, Comores), présentant
un SF lié a des mutations bialléliques de PIGN.

Au total, parmi les 14 patients de notre cohorte (incluant les patients décrits par
Alessandri et al.) pour lesquels 'ADN est disponible, le diagnostic clinique est
confirmé par la recherche de la délétion des exons 5 a 7 de PIGN seule chez 11
d’entre eux (78,6%) et via une analyse élargie par séquencage Sanger chez 2
d’entre eux (14,3%) (tableau 1).

Nos résultats démontrent I'implication majeure de ce gene, et plus
précisément de cette délétion, dans la démarche diagnostique des patients

atteints d’un SF au sein de notre population.

Chez un patient (F1, tableau 1), l'analyse de PIGN par PCR HRM et par
séquencage Sanger ne retrouve aucune mutation. Ce patient, né a 30 SA, présente
une dysmorphie faciale clairement évocatrice du SF (traits épais, hypertélorisme,
macrostomie, oreilles dysplasiques) associée a une hypoplasie/aplasie des
phalanges distales, une opacité cornéenne bilatérale, une fente palatine, un
elargissement des fissures inter hémisphériques et sylviennes, une malposition des
pieds, des clavicules larges sur les radiographies et des anomalies a 'EEG. Un
hydramnios avait été rapporté au cours de la grossesse. Ce patient décéde a 4 jours
de vie. L’autopsie est refusée. Aucune HDC n’était visualisée sur la radiographie
pulmonaire. Les parents, d’origine mahoraise et comorienne ne se connaissent pas

de lien de parenté et I'histoire familiale est sans particularité.
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L’absence de mutation identifiée dans PIGN peut étre expliquée soit par une
hétérogénéité génétique du SF, soit par un diagnostic différentiel chez ce

patient qui remplit les critéres diagnostiques larges du SF (selon Lin et al.).

Afin d’évaluer le nombre d’hétérozygotes pour la délétion récurrente de PIGN
dans la population générale réunionnaise, I'analyse par PCR HRM est réalisée chez
des individus sains, originaires de La Réunion, retrouvant une fréquence de 0,735%
(4/544, 1C95 : 0,2-1,9%) de porteurs hétérozygotes. Comme attendu, il n’est retrouvé
aucun homozygote. La fréquence du SF liée a la délétion a La Réunion est donc
estimée, par la loi de Hardy-Weinberg, a 1,4/100 000.

La fréquence du SF, calculée a partir des patients atteints a La Réunion
rapportés dans le REMACOR (entre 2002 et 2018), soit 11 patients, est de
4,5/100000 (11/245588, avec 245588 naissances vivantes a La Réunion entre 2002
et 2018). La différence entre I'estimation de la fréquence des patients atteints d’'un
SF lié a la délétion récurrente a partir des porteurs hétérozygotes et celle des
patients atteints calculée a partir des données du REMACOR peut étre expliquée
par : 1) La fréquence des hétérozygotes, calculée a partir d’'un échantillon de 544
individus, peut manquer de puissance, 2) Certains SF a La Réunion sont liés a des
mutations de PIGN autres que la délétion récurrente, 3) Il existe une possible
hétérogénéité génétique avec l'implication d’autres génes non connus a I'heure
actuelle responsables du SF, 4) Parmi les 11 patients rapportés dans le REMACOR
atteints d’'un SF, il est possible que certains soient atteints d’'un diagnostic

différentiel.

Un effet fondateur de cette mutation dans I'Océan Indien est suspecté par
I'identification de la méme délétion dans 8 familles distinctes (incluant les familles
rapportées par Alessandri et al.), originaires des iles de I'Océan Indien, sans
consanguinité parentale connue, exceptée pour une famille et pourrait expliquer la
fréquence élevée du SF dans I'Océan Indien. Afin de confirmer cette hypothése, une
étude des microsatellites et des single nucleotide polymorphism (SNP) dans la
région du chromosome 18 encadrant PIGN est nécessaire et permettrait la datation

de la survenue de cette délétion.
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Ainsi, apres le diagnostic d’un SF chez un patient originaire de cette zone
géographique, P'analyse indiquée en 1%® intention serait la recherche de la
délétion récurrente des exons 5 a 7 de PIGN, puis, si cette analyse se révélait

normale, le séquencage complet du gene.

2- Description clinique

Les critéres diagnostiques majeurs proposés par Lin et al., comprenant la HDC,
I'hypoplasie des ongles et/ou des phalanges distales, I'hypoplasie pulmonaire et la
dysmorphie, correspondent aux symptémes les plus fréquemment rapportés dans les
séries de patients atteints de SF (tableau 3). Cependant, dans ces précédentes
études, exceptée celle décrite par Alessandri et al. regroupant 10 patients (4), le
diagnostic moléculaire de SF n’était pas objectivé. Il est difficile d’affirmer le SF dans
ces séries, d’autant que dans la majorité des cas, les investigations génétiques
réalisées limitées a un caryotype ou une ACPA, n’écartaient pas les nombreux
diagnostics différentiels possibles. De plus, certaines études, considérant 'absence
de HDC comme critere d’exclusion, présentent un biais de sélection (3). Or, ce
symptoéme est inconstant, comme nous I'avons démontré.

Nous décrivons ici 21 patients, issus de notre cohorte ainsi que les patients déja
publiés, avec un SF documenté d'un point de vue moléculaire par mutation de PIGN
et précisons leur présentation clinique. Ainsi, bien que persiste un biais de
recrutement, lié au fait que ce syndrome est le plus souvent évoqué devant la
présence d’'une HDC, la confirmation moléculaire permet de décrire le phénotype en

excluant les patients avec un diagnostic différentiel.

Nous rapportons une fréquence de HDC élevée (70% des patients), mais
inférieure a celle rapportée dans la plupart des études (3,5,7), au sein desquelles elle
pouvait atteindre 100%. Ce résultat peut expliquer une deuxiéme constatation, a
savoir que I'hypoplasie pulmonaire, possiblement primitive, mais également
fréequemment secondaire a 'HDC suite a I'ascension intra-thoracique des visceres
abdominaux est retrouvée chez moins de la moitié des patients (44%) ayant eu une

autopsie, alors que sa fréquence était estimée entre 65 et 69% (3-5,7) dans les
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études antérieures. Par ailleurs des anomalies de la lobulation pulmonaire ont été

rapportées, avec une fréquence similaire a I'hypoplasie (3/7 patients).

Ainsi, en accord avec la derniére publication d’Alessandri et al., hous confirmons
que la HDC n’est pas la malformation la plus fréquente du SF. En effet, la
dysmorphie, les malformations cardiaques, I'hnypoplasie des ongles et des phalanges
et les anomalies abdominales sont plus souvent présentes chez les patients décrits
ici (tableau 3). Cependant, constituant un signe d’appel discriminant en prénatal et
engageant le pronostic vital des patients dés la période néonatale, 'HDC reste

I'élément le plus évocateur du SF.

Les HDC constituent a elles seules un facteur de mauvais pronostic, avec une
survie estimée a 45-60% en cas d’HDC isolée et qui chute a 6% en cas de
malformations associées. Parmi les malformations fréquemment associées aux
HDC, on retrouve les malrotations intestinales, I'hypoplasie pulmonaire et les
cardiopathies (persistance du canal artériel et du foramen ovale, HTAP) (19). Si les
deux dernieres anomalies peuvent étre directement causées par la HDC interférant
avec le développement embryologique normal des poumons, certains patients
présentent une HTAP ou une persistance du canal artériel sans HDC associee
(annexe 7). A linverse Fryns et al. ont suggéré que la présence d’'une HDC serait
secondaire a I'hypoplasie pulmonaire qui semble étre présente tét au cours du
développement embryonnaire, avant méme la formation et la fermeture du
diaphragme : cette hypothése semble étre contredite chez plusieurs de nos patients

porteurs d’'une HDC, mais sans hypoplasie pulmonaire (annexe 7).

A partir des données de notre série, les critéres diagnostiques du SF
proposés par Lin et al. pourraient étre modulés, avec, comme criteres
diagnostics principaux : une dysmorphie évocatrice, une hypoplasie unguéale
ou brachytéléphalangie, une hernie diaphragmatique, une malformation
cardiovasculaire et, chez les patients nés vivants, une anomalie de 'EEG et/ou
des convulsions. Les critéres associés comprendraient : une fente orofaciale,
une malformation pulmonaire (hypoplasie ou anomalie de la lobulation), des
malformations cérébrales, rénales, gastro-intestinales, oculaires ou des OGE,
une macrosomie, des malformations des extrémités (dont pieds bots) et un

polyhydramnios.
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3- Diagnostic anténatal

Le SF est une pathologie sévere avec un risque de récidive au sein d’une
méme fratrie (25%), pour laquelle le conseil génétique occupe une place majeure.
L’'implication récente du géne PIGN dans ce syndrome, du moins dans la zone
Océan Indien, ouvre la possibilité aux couples parentaux ayant eu un enfant atteint,
d’accéder au diagnostic prénatal (DPN) ou préimplantatoire (DPI) en cas de désir de
grossesse. Grace a l'analyse moléculaire du géne PIGN, notre centre rapporte les
premiers DPN moléculaires de SF (Familles 1 et 2 (4)).

En l'absence de diagnostic moléculaire, la récidive lors d’'une nouvelle
grossesse ne sera suspectée qu’a laide d’un suivi échographique orienté,
recherchant des signes évocateurs. Cependant, les signes d’appels prénatals sont

inconstants, y compris la HDC, et peuvent étre de découverte tardive.

En 'absence de cas index dans la fratrie, le diagnostic prénatal est difficile a
établir sur les seuls points d‘appels échographiques. En effet, les signes les plus
frequemment rapportés en période prénatale (augmentation de la clarté nucale,
polyhydramnios, dysplasie ou hyperéchogénicité rénale, tableau 4) sont des signes
aspécifigues et rarement tous présents (annexe 8) (20). De méme, les malformations
cardiaques, abdominales ou cérébrales, peu spécifiqgues du SF (omphalocéle, CIV...)
peuvent évoquer en premier lieu d’autres étiologies.

Chez les 21 patients rapportés, le diagnostic de SF a été porté en période
prénatale chez 4 patients, parmi lesquels seulement 2 en I'absence d’antécédents
dans la fratrie. Chez ces deux patients, une HDC était observée a I'’échographie,
associée a d’autres malformations (patients NSCG7.3, rapporté par Mc Inerney-Leo
etal., et E1).

Les signes cliniques les plus retrouvés aprés la naissance, comprenant la
dysmorphie, les malformations cardio-vasculaires et I'hypoplasie des ongles et des
phalanges, sont trés peu rapportées en période prénatale. En effet, une dysmorphie
est décrite chez un seul patient, non spécifigue du SF, avec un profil plat, une téte
ronde, des narines antéversées et des petites oreilles (patient E1). L’hypoplasie des
phalanges et des ongles n’est jamais rapportée, exceptée chez un patient chez qui

des orteils courts avaient été repérés avant la naissance. Seules les malformations
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cardiaques sont fréquemment diagnostiquées par les échographies (7/17), mais sont
treés peu spécifiques.

Ainsi, la HDC, méme rapportée chez 55,6% des patients pendant la grossesse
semble, semble étre I'élément le plus évocateur et discriminant en prénatal. Son
diagnostic n'est cependant pas systématique, puisque nous rapportons 6 patients
chez qui une HDC a été objectivée aprés la naissance, mais non retrouvée lors des

échographies obstétricales.

4- HDC et SF

a. Etiologies des HDC

Les HDC affectent 1 sur 2000 a 3000 naissances vivantes (3) et sont isolées dans
30 a 50% des cas (13,21). Les HDC syndromiques présentent une grande
hétérogénéité génétique et une étiologie est retenue chez 30% des patients. Les
causes chromosomiques représenteraient 6-15% des étiologies (principalement les
délétions 15026 et 8p23.1, la tétrasomie 12p en mosaique, la monosomie 4p et les
trisomies 18 et 13). Moins de 10% des HDC seraient liées a des mutations géniques
(19,22). Quant au SF, il concernerait 1,3% des patients présentant une HDC a la
naissance (3,23).

Peron et al. proposent, en présence d’'une HDC, d’éliminer en premier lieu une
anomalie chromosomique, puis, en cas d’association a une autre malformation
majeure, d’évoquer un SF. Cependant, la recherche de la délétion récurrente de
PIGN, réalisée chez 24 patients réunionnais avec une HDC hors diagnostic clinique
de SF, n’a pas été contributive. Cependant, I'échantillon disponible pour réaliser
cette étude était réduit, incitant a la prudence. Il serait intéressant de poursuivre cette

étude sur un nombre plus important de patients présentant une HDC.

b. Diagnostics différentiels du SF

Les HDC étant le symptdome le plus discriminant dans le SF, les principaux
diagnostics différentiels, présentés le tableau 5, regroupant des syndromes avec une
HDC, sont a considérer (3,24).
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Les anomalies chromosomiques sont tres représentées. Toutefois, en pratique,
elles ne peuvent pas toujours étre diagnostiqguées par caryotype ou ACPA a partir
d’ADN leucocytaire. Les mosaiques de trisomie 1q peuvent ne pas étre repérées du
fait du mosaicisme mais sont généralement mises en évidence sur les amniocytes
(9). De facon similaire, le diagnostic du syndrome de Pallister-Killian (OMIM
#601803), basé sur lidentification d'un isochromosome 12p surnuméraire, est
facilement identifié sur les cellules trophoblastiques, les amniocytes ou les
fibroblastes d’origine cutanée, mais généralement non retrouvé sur les lymphocytes.
Le syndrome de Pallister-Killian est caractérisé par des malformations congénitales
multiples (avec une fréquence élevée de HDC), une épilepsie, un retard global de
développement sévere, une macrosomie, une dysmorphie (incluant un philtrum long,
des traits épais, des narines antéversées, une alopécie temporale) et des anomalies
de pigmentation cutanée. Il représente I'un des principaux diagnostics différentiels du
SF. (25)

Ainsi, le diagnostic de SF ne peut étre retenu qu’aprés I’élimination d’une
anomalie chromosomique par ACPA ; en cas d’ACPA normale, le préléevement
d’un second tissu afin d’éliminer une mosaique 1q ou une tétrasomie 12p peut
également étre envisagé, selon la présentation cliniqgue et le résultat de

I’analyse moléculaire de PIGN.

c. Cas particulier du diagnostic anténatal

Comme décrit précédemment, il est difficile de poser le diagnostic de SF avant la
naissance en l'absence d’antécédent dans la fratrie. Bien qu'une HDC ne soit pas
présente chez tous les patients, elle reste le signe cardinal de ce syndrome,
particulierement en période anténatale ou les symptémes les plus fréquents sont soit
non retrouvés aux échographies (dysmorphie, anomalies des extrémités), soit
aspécifigues (cardiopathies, atteinte rénale et digestive).

Ainsi, en pratique clinique, devant la découverte anténatale d’une HDC
lorsque les parents sont originaires de I’Océan Indien, la recherche de la
délétion réecurrente de PIGN doit étre proposée, toujours associée a une
analyse chromosomique (ACPA et caryotype avec hybridation avec une sonde
spécifique du chromosome 12 afin d’éliminer un syndrome de Pallister-Killian)

a partir d’'une amniocentése.
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Principales caractéristiques cliniques S
&0 &
Hypoplasie Traits g 5
Syndromes ypop Q <@
HDC Malformations phalangiennes dysmorphiques  Epilepsie Autres ,zg"' N
et/ou unguéales communs au SF S <
Etiologies Chromosomiques
. - J . . Shetty etal.,
Délétion 15026.1926.2 + (90% Cardiaques, génitales, extrémités, Hypoplasies . Retard de croissance, AD Klaassens et
(OMIM #612626) (90%) hypoplasies pulmonaires phalangiennes microcpéhalie, DI al
N L o Shetty etal .,
Délétion 8p23.1 * (8- Cardiaques, génito-urinaires, - + p Retard de croissance, DI AD Slavotinek et
22%) hypoplasies pulmonaires al
Syndrome de Pallister Ogul.alres, c'ardlaques, dlgestlves, )
o . 3 +(10- génitales, rénales, squelettiques, Anomalies de la Karaman et
Killian (tétrasomie 12p) 50%) extrémités, hypoplasies ° * * pigmentation cutanée AD al
(OMIM #601803) . p ; :
pulmonaires, fentes palatines
. - o - ) sme
Trisomie 1q, mosaique N Renalgs,_d!gesnves, cereprales, Hypop!ames ~ Croissance _>50 AD Bone etal.
extrémités, fentes palatines unguéales percentile
Délétion 1g41-q42 (OMIM N Génitales, extrémités, fentes R N . Microcéphalie, retard de AD Slavotinek et
#612530) palatines, hypoplasies pulmonaires croissance al.
Etiologies géniques
. Cardiaques, pulmonaires, .
Ségg;ligii:?gfnoen- . squelettiques, cérébrales, ph:I};aZFi);SnI:z et . . Avance staturale, Lice & I'X Sajorda et
GPC3, OMIM #312870) dlges}lvx?;. génitales, ren_ales, unguéales macrocéphalie, DI al.
extrémités, fentes palatines
. . éme
Syndrome de Donnai- +(40- Cardiaques, oculaires, cérébrales, Porldsnl;li?lsi?ncre 5,0-?17” Longoni et
Barrow (géne LRP2, 50%) digestives, hypoplasies - + +- fgit:zell:énﬁcr'gcfglaa: Z' AR %I
OMIM #222448) pulmonaires, génitales € anterieure large, :
surdité, protéinurie
Syndrome de Schinzel- Cardiaques, squelettiques, Hypoplasies des fonient:Irlisdlea?oelssstirr::l;rs Leh::an et
Giedion (géne SETBP1, génitales, rénales, cérébrales, h;:aanp es distales + + h ertr'chosegst'}lose des' AD Ho'sch-én et
OMIM #269150) extrémités phalanges di yperti » Stel i
choanes, DI al.
Syndrome de DOOR Oculaires, cérébrales, extrémités Brachydactylies, Microcéphalie, surdité,
(géne TBC1D24, OMIM 'd.e ol | ' hypoplasies + + neuropathie périphérique, AR James etal.
#220500) cardiaques, renales unguéales RGD/DI
Syndrome de Denys- .
Drash (géne WT1, OMIM + Génitales, rénales - - s anL:?rizgsnie m?i‘]es AD
#194080) 4 phrotiq
Anomalies cutanées,
MCAHS2 ou SGBS2 (géne Cérébrales, digestives, cardiaques, Hypoplasies . . fontanelle large, anomalies Lice a1I'X Bayatetal.,
PIGA, OMIM #300868) rénales unguéales dentaires, hypercroissance, leea Fauth etal.
élévation des PAL, DI
Brachytélé-
Syndrome de Mabry ou X .
HPMRS (géne PIGV*, 2 Cardiaques, digestives, rénales Ehal']a’l‘g',e:' + . D",T¥p:l'_‘;h°;ephgt:5'e- AR Rey”;’l'ds et
OMIM #239300) ypopiasies clevation des :
unguéales
Syndrome de Tonne- . - . Hypoplasies .
Kalscheuer (géne RLIM, | + (50%) Cardlaqfne]zhgae_}rr:;alees{rhr);]plqglasws unguéales, + +- m'c?oef'lrdhi?gglls(saanrcivns) LiéealX | Frintsetal.
OMIM #300978) pu res, extremite brachydactylies icrocephalie, Dl (gare
Syr?drome {je cardio- Cardla.que; genl‘tales‘, voies Fibrose thyroidienne, Pinz etal.,
urogénital (géne MYRF, + respiratoires, digestives, - involution thymique, +/- DI AD Qietal
OMIM #618280) hypoplasies pulmonaires ymique, :
Retard de croissance, cutis
Syndrome de cutis laxa lié . . . . laxa, faiblesse musculaire,
au géne LTBP4 (OMIM Carquues, \{0|es resplrgto!rgs, - + sténose des artéres AR Callewaert
digestives, rénales, extrémités I N etal.
#613177) pulmonaires, enphyséme
pulmonaire
Oculai dentai et Retard de croissance,
Syndrome de Goltz (géne . ;IU :Isrtie\/sés en' ::tr:lzssqcu,? 'ebrlglue:& Hypoplasies microcéphalie, surdité, Lice 31X Bostwick et
PORCN, OMIM #305600) 9 P ge » cere’ ! phalangiennes aymétrie faciale, anomalies cea al.
extrémités, fentes palatines A
cutanées
Dysplasie cranio-fronto- Squelettiques, génitales, Craniosténose,
nasale (géne EFNBL1, + cérébrales, extrémités, fentes Brachydactylies + microcéphalie, asymétrie Liéeal’X |Hogue etal.
OMIM #304110) palatines faciale
Microphtalmie Oculaires, cardiaques, digestives, .
syndromique (géne ;ﬁf) génitales, rénales, extrémités, - + Retard de croissance, DI AR Ch:f:img
STRA6, OMIM #601186) o hypoplasies pulmonaires .
Autre
Exposition in utero Oculaires, cardiaques, digestives, Anomalies des . NA Parisi etal .,
mycophénolate (CellCept) cérébrales phalanges CRAT

Tableau 5: Principaux diagnostics différentiels du SF et leur présentation
clinique (liste non exhaustive). Références : (8,9,21,23,25-42)

Syndrome DOOR : Déficience intellectuelle, Surdité, Onycho-Ostéodytrophie ;
syndrome PAGO : syndrome d’hypoplasie pulmonaire, agonadisme, dextrocardie,
hernie diaphragmatique ; HPMRS : syndrome d’hyperphosphatasie avec retard
mental et épilepsie; CRAT: Centre de Référence des Agents Tératogénes
(https://lecrat.fr/), AD : autosomique dominant; AR : autosomique récessif; DI :
déficience intellectuelle ; RGD : retard global de développement, PAL : Phosphatases
alcalines; SGBS2: Syndrome de Simpson-Golabi-Behmel de type 2. Les
malformations des extrémités regroupent I'ensemble des malformations des mains et
des pieds, autres que les hypoplasies unguéales et phalangiennes.

*Le syndrome de Mabry est associé au gene PIGV, PIGO, PGAP2, PGAP3, PIGW et

PIGY. 38


https://lecrat.fr/

5- Limite de notre étude

La principale limite de notre étude est lI'analyse rétrospective des données
cliniques pré et post natales. Les résultats obtenus ne peuvent pas étre
systématiquement calculés sur 'ensemble des 21 patients. Nous avons considéré
que pour qu’'un symptdbme soit absent, il devait étre clairement précisé dans le
dossier médical qu’il avait été recherché ou qu’une autopsie avait été réalisée. Sur
les 15 patients de la cohorte réunionnaise, un rapport d’autopsie était disponible pour
seulement 5 d’entre eux. Il est donc possible que les données relatives des
malformations soient surestimées. De méme, les anomalies observées en prénatal
étaient considérées comme absentes si leur recherche était clairement mentionnée
ou que I'échographie prénatale avait été réalisée dans un centre de référence de

diagnostic prénatal, dans le cas contraire, elles n’étaient pas prises en compte.

6- Corrélation génotype/phénotype : le SF et le MCAHSL1 : une seule entité

avec un spectre phénotypique différent ?

Des mutations de PIGN ont été identifiees en 2011, avant que ce géne ne soit
impliqué dans le SF, chez des patients présentant un MCAHS1 (Multiple Congenital
Anomalies Hypotonia Seizure syndrome 1) (12). Ce syndrome associe épilepsie,
hypotonie, retard global de développement souvent sévere, signes morphologiques
mineurs (étroitesse bitemporale, racine du nez déprimée, palais haut, micrognathie),
malformations congénitales des extrémités (pouces larges, plis plantaires profonds,
doigts effilés, oligodactylie), cardiaques, gastro-intestinales, urinaires et cérébrales
(16). Certains symptédmes présents dans ce syndrome sont chevauchants avec le
SF, a savoir le polyhydramnios, I'avance staturale prénatale, la brachyphalangie,
I'hypoplasie unguéale, certains signes morphologiques (traits grossiers, racine du
nez déprimée, oreilles dysplasiques) et les malformations viscérales. A la différence
du SF, aucune HDC n’est rapportée chez ces patients. Bien que la présentation
clinique soit moins sévere que le SF, le pronostic neurologique reste sombre et le
décés survient souvent dans I'enfance. En comparaison avec le SF, la survie a la
période néonatale pourrait étre liée, en partie, a I'absence de HDC.

Plusieurs études suggerent une corrélation entre le génotype et le phénotype des

mutations de PIGN : les mutations rendant compte d’'une activité résiduelle de PIGN

39



seraient impliquées dans le MCAHS1, avec ou sans malformation congénitale, tandis
que les pertes de fonction bialléliques, seraient impliquées dans le SF, avec une
létalité plus élevée et plus précoce, dans un contexte malformatif pouvant inclure une
HDC (10,16,44). En effet, dans le MCAHS1, les mutations rapportées sont soit 2
mutations faux-sens, soit une mutation faux-sens associée a une mutation perte de

fonction (codon STOP prématuré ou mutation d’épissage) (16).

Cependant la distinction entre le SF et le MCAHS1 peut parfois étre subtile a
établir. Chez deux patients de notre cohorte, issus d'une méme famille (Al et A2), la
délétion hétérozygote des exons 5 a 7 des PIGN est en trans (associée sur le
chromosome homologue) avec le variant faux-sens c¢.2354G>A, p.(Arg785His),
rapporté comme probablement pathogéne selon les criteres de 'ACMG. Cette
mutation, contrairement a celles habituellement rapportées dans le SF, n’est pas une
mutation tronquante de PIGN et une activité résiduelle de la protéine pourrait étre
conservée. Des études fonctionnelles afin de déterminer son impact sur la protéine
PIGN permettraient de le vérifier.

Bien que, pour ces deux enfants, la présentation clinique réponde a la définition
stricte des critéres diagnostics du SF, I'analyse moléculaire orienterait le résultat vers
un MCAHS1. De plus, aucun d’entre eux n’a présenté de HDC et I'ainé (Al), est
décédé a 39 jours, ce qui est une survie supérieure a celle habituellement décrite
(médiane de survie a 8 jours dans notre étude). Il présentait également une épilepsie

sévere, ce qui entre dans le spectre du MCAHS1.

Nous avons considéré que la patiente 4 décrite par Fleming et al. (16) était atteinte
d'un SF. Une perte de fonction bialléliqgue de PIGN a été identifiée chez elle,
associant une mutation tronquante par décalage du cadre de lecture, et une délétion
des exons 5 a 7. Elle souscrivait aux criteres larges de la définition du SF selon Lin
et al. : en effet sont rapportées chez elle, une dysmorphie, pouvant correspondre a la
fois au SF et au MCAHSL1, avec des traits épais, une racine nez déprimée et des
oreilles basses en rotation postérieure et dysplasiques, une aplasie des phalanges
distales des 5°™° doigts et une hypoplasie unguéale, une macrosomie et des
malformations multiples : malformation cérébrale, hydronéphrose bilatérale et opacité

bilatérale des cornées. Dans la publication initiale, il était considéré que cette
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patiente était atteinte d'un MCAHS1. En faveur de ce diagnostic, nous retrouvons
une épilepsie précoce, une absence de HDC et une survie supérieure a 4 mois.

Dans cette méme publication, les patients 1 et 2, issus du méme couple parental,
présentent une mutation d’épissage, c.1434+5G>A, associée a une mutation non-
sens p.(Tyr780X). Ces deux patients présentent une dysmorphie, avec une
étroitesse bitemporale, une racine du nez déprimée, une levre supérieure fine, une
micrognathie, un palais haut (patient 1), des narines antéversées (patient 2), mais ni
malformation majeure ni anomalies des extrémités. Le tableau clinique décrit est
avant tout neurologique, avec une épilepsie, une hypotonie axiale et une hypertonie
périphérique, un nystagmus et un retard global de développement sévere. Ces deux
patients ne remplissent donc pas les criteres diagnostiques du SF. Fleming et al.
avancent que la mutation d’épissage assure une activité résiduelle de PIGN, ce qui
serait a confirmer par des données fonctionnelles sur I'impact réel de cette mutation
(16).

Dans le MCAHS1, la symptomatologie neurologique est souvent au premier plan,
associant épilepsie, hypotonie et retard global de développement. Ces trois
principaux symptémes ne font pas partie des critéres diagnostiques du SF selon Lin
et al. Cependant, comme nous I'avons montré et en accord avec la littérature, une
épilepsie est rapportée chez tous les patients survivants atteints d’'un SF ayant eu un
EEG (6/6, tableau 3). L’hypotonie et le retard global de développement sont
également rapportés chez 4 des enfants survivants dans notre étude. Chez les
patients décédés en quelques jours, la présentation neurologique est rarement
détaillée dans les comptes-rendus médicaux, probablement en lien avec [I'état
critigue des enfants, rendant 'examen neurologique difficile. De plus, dans cette
situation, différencier I'atteinte neurologique primaire de l'altération de I'état général

chez ces enfants polymalformés est difficile.

Une autre distinction entre le MCAHSL1 et le SF est la présence ou non d’une
HDC. En effet, parmi les patients atteints d’'un MCAHS1, aucun ne présente de HDC,
contrairement au SF au sein duquel sa fréquence est élevée. La présence d'une
perte de fonction biallélique de PIGN pourrait étre directement associée aux HDC
(11). Cependant, nous observons qu’au sein d’'une méme fratrie dans la famille F1

(patients 1 et 2) rapportée par Alessandri et al., la patiente 2 présente une HDC,
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pourtant non retrouvée chez son frére (patient 1), malgré le génotype similaire de
PIGN.

Une corrélation génotype-phénotype au sein méme du syndrome MCAHS1 (avec
ou sans malformations associées) a été proposée. La sévérité clinique des cas déja
reportés semblerait corrélée avec la séverité fonctionnelle prédite des mutations de
PIGN. Jiao et al. ont rapporté un patient (patient 4) chez qui 3 mutations sont
prédites pathogenes. Ce patient présente un retard global de développement sévere,
des malformations cérébrales, un hypertélorisme et une augmentation des
phosphatases alcalines (PAL) ; les auteurs suggerent que la présentation
phénotypique sévére de ce patient soit en lien avec I'association de ces 3 mutations,

phénomene jamais rapporté auparavant (44).

Ainsi, bien gu’il semble exister une corrélation génotype-phénotype entre le
MCAHSL1 et le SF, la distinction peut étre difficile & établir, tant sur le plan
moléculaire que clinique et le phénotype des deux syndromes est chevauchant
chez certains patients. Au final, il a été suggéré que le SF et le MCAHS1 soient
une méme entité, avec une sévérité variable, en partie liée a la sévérité de

I’impact fonctionnel de la mutation de PIGN.

7- Autres pathologies liées aux genes impliqués dans la synthese du GPI

Au total de 19 geénes impliqués dans la synthése du GPI sont répertoriés en
pathologie humaine (PIGA, PIGL, PIGV, PIGM, PIGN, PIGT, PGAP2, PIGO, PIGW,
PIGY, PGAP3...). Certaines particularités phénotypiques communes du SF et du
MCAHS1 sont rapportées dans ces pathologies, telles qu’une épilepsie précoce, des
malformations congénitales, une dysmorphie et des hypoplasies phalangiennes et
unguéales. (16,34).

Les mutations faux-sens de PIGA (transmission liée a I'’X) et PIGT (transmission
autosomique récessive) sont respectivement impliquées dans les Multiple Congenital
Anomalies-Hypotonia-Seizures syndromes 2 et 3 (MCAHS2 et 3), dont les points
d’appels sont similaires au MCAHS1, avec une épilepsie précoce au 1% plan et une

hypotonie. Les malformations congénitales semblent moins fréquentes que dans le
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SF, mais sont parfois rapportées, a savoir des malformations cérébrales (corps
calleux fin, dysplasie du vermis cérébelleux, espaces sous-arachnoidien élargis...),
des malformations digestives (meégacolon), ou une dysmorphie pouvant étre
similaire. Par exemple, Jiao et al. décrivent un hypertélorisme, une racine du nez
déprimée, un palais haut et des oreilles dysplasiques chez des enfants avec des
mutations de PIGA et de PIGT. Des brachytéléphalangies et hypoplasies des ongles
ont également été rapportées (10,44).

Récemment, Reynolds et al. ont rapporté 2 patients d’'une méme fratrie présentant
tous les deux des traits épais, une macrostomie, des oreilles dysplasiques, une
hypoplasie unguéale et des phalanges et des malformations congénitales ayant fait
initialement évoquer un SF. Deux mutations hétérozygotes composites de PIGV ont
été identifieces chez l'un des enfants, présentant un hyperphosphatasie, des
malformations cérébrales, digestives, cardiaques, anorectales, génitales, une fente
palatine, une épilepsie et une hypotonie. Sa sceur, chez qui I'analyse moléculaire n’a
pas été réalisée, présentait une HDC, suggérant que les mutations de PIGV puissent
également étre impliquées dans cette malformation. Les mutations de ce gene sont
habituellement décrites dans le syndrome de Mabry, ou d’hyperphosphatasie avec
retard mental et épilepsie (HPMRS). D’autres génes sont associés ce syndrome
(tous impligués dans le métabolisme du GPI: PIGO, PGAP2, PGAP3, PIGW et
PIGY) qui constitue un diagnostic différentiel du SF (tableau 5). (34,45)

Une élévation des PAL est caractéristique du syndrome de Mabry. Cette
particularité a également été rapportée dans les mutations de PIGN, chez le patient 4
de Jiao et al., qui présente 3 mutations de PIGN, et chez le patient 4 rapporté par
Fleming et al. Elle est également décrite chez les patients atteints de MCAHS2 (par
mutations de PIGA) (33). A l'inverse, une diminution des PAL est rapportée dans le
MCAHS3 (géne PIGT).

Dans notre cohorte, cette donnée n’est pas disponible, exceptée chez le patient P4
(4), pour qui le dosage des PAL s’était révelé normal (annexe 7A).

Jiao et al. suggerent que dans une démarche étiologique, I'élévation des PAL
pourrait étre un argument supplémentaire pour rechercher une mutation des genes
de la voie des GPI. (44)
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CONCLUSION

Le syndrome de Fryns doit étre évoqué devant une dysmorphie caractéristique,
une hypoplasie des phalanges distales et/ou unguéale, un syndrome polymalformatif,
comprenant ou non une HDC, et une épilepsie précoce.

En cas de phénotype évocateur, 'analyse du géne PIGN est indiquée, apres avoir
éliminé une cause chromosomique. Chez un patient originaire de I'Océan Indien,
cette analyse sera initiée par la recherche de la délétion des exons 5 & 7, du fait d’'un
probable effet fondateur de la délétion ; puis, si celle-ci se révele négative, le
séquencage complet du gene est a discuter selon la présentation clinique.

En anténatal, toute découverte d’'une HDC isolée ou syndromique doit conduire a
proposer, outre I'analyse chromosomique, la recherche systématique de la délétion
récurrente de PIGN au sein de cette population.

Les mutations de PIGN sont impliquées a la fois dans le SF et dans le MCAHSL1.
Bien qu’une corrélation génotype-phénotype semble exister, la limite entre ces deux
syndromes est parfois difficile a déterminer chez les patients présentant des
mutations biallélique de PIGN.

Des traits communs sont retrouvés dans les pathologies liées aux genes de la voie
du GPI, comprenant notamment la dysmorphie, certaines malformations, le tableau
neurologique et les hypoplasies unguéales et phalangiennes. Certaines de ces
pathologies constituent des diagnostics différentiels du SF (Syndrome de Mabry,
mutations de PIGA). Il est donc important de les évoquer lorsque 'analyse de PIGN
s’est révélée normale chez un patient atteint d'un SF. Dans, la démarche
diagnostique actuelle, devant une épilepsie précoce, un panel des géenes impliqués
dans les épilepsies est indiqué en France, aprés élimination des anomalies
chromosomiques par ACPA. Ces panels comprennent, dans la majorité des cas, les
genes de la voie GPI. Lorsque le phénotype comprend une hypoplasie des ongles
et/ou des phalanges, une dysmorphie, associ€é ou non a des malformations,
I'orientation vers les génes de cette voie pourrait faciliter l'interprétation des variants

trouvés.
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Implication des mutations de PIGN dans le syndrome de Fryns, description de la
cohorte réunionnaise et revue de la littérature.

Résumeé
Introduction : Le syndrome de Fryns (SF) est un syndrome autosomique récessif,
polymalformatif rare, létal. Le symptbme principal de ce syndrome est la hernie
diaphragmatique congénitale (HDC). Le géne PIGN constitue le géne d’intérét dont la
délétion récurrente des exons 5 a 7 suggeére un effet fondateur dans ’Océan Indien (Ol).
Méthode : La recherche de la délétion récurrente de PIGN est réalisée par PCR HRM chez
10 patients atteints d’'un SF, originaires de I'Ol, puis complétée par un séquencage Sanger.
Pour déterminer la fréquence des hétérozygotes, la délétion est recherchée dans un
échantillon représentatif de la population générale réunionnaise, et chez des patients
présentant une HDC. Nous décrivons ensuite le phénotype des patients de la littérature et de
notre cohorte avec mutation biallélique de PIGN.
Résultats : Sept patients atteints d’'un SF ont la délétion récurrente a I'état homozygote, deux
patients d’'une méme fratrie ont la délétion a I'état hétérozygote et une mutation faux-sens.
La fréquence des hétérozygotes pour cette délétion est estimée dans la population
réunionnaise a 0,735%. Les 24 patients présentant une HDC hors SF ne sont pas porteurs
de la délétion recherchée. La présentation clinique la plus fréquente du SF avec perte de
fonction bialléligue de PIGN est la dysmorphie, I'hypoplasie des phalanges distales et/ou
unguéale, I'épilepsie précoce et les malformations congénitales. En anténatal, les signes
échographiques sont peu spécifiques, en dehors de la HDC.
Conclusion : La recherche de la délétion récurrente de PIGN est indiquée, dans I'Ol, chez les
patients présentant un tableau évocateur d’'un SF. En anténatal, elle peut étre proposée
devant la seule mise en évidence échographique d’'une hernie diaphragmatique.

Discipline : génétique médicale
Mots clés: Syndrome de Fryns, PIGN, hernie diaphragmatique congénitale, Océan Indien,
lle de La Réunion

Involvement of PIGN mutations in Fryns syndrome, description of La Reunion cohort
and review of the literature.

Abstract
Background: Fryns syndrome (FS) is an autosomal recessive, rare polymalformative, lethal
syndrome. One of the main symptoms is congenital diaphragmatic hernia (CDH). PIGN is a
gene of interest whose recurrent deletion of exons 5 to 7 suggests a founder effect in Indian
Ocean (lO).
Method: Analysis of the recurrent deletion of PIGN by HRM PCR is performed in 10 patients
with FS, native from 10, then completed by Sanger sequencing. To determine heterozygous
frequency, deletion is sought in a representative sample of general population of La Reunion
Island, and in patients with CDH. We describe phenotype of previously published patients
and from our cohort with biallelic PIGN mutation.
Results: Seven patients with FS are homozygous for the recurrent deletion, two patients from
the same sibling are heterozygous for the deletion and for a missense mutation. Frequency
of heterozygous is estimated at 0.735%. None of the 24 patients with CDH carry the deletion.
Most frequent clinical presentation of FS with biallelic loss of function of PIGN are
dysmorphia, hypoplasia of the distal phalanges and/or nails, early epilepsy and congenital
malformations. Antenatally, ultrasound signs are non-specific, except CDH.
Conclusion: Analyze of recurrent PIGN deletion is indicated in patients, native from Ol, with
suggestive FS. In antenatal, it can be proposed in case of ultrasound evidence of CDH.

Discipline: medical genetics

Key words: Fryns Syndrome, PIGN, congenital diaphragmatic hernia, Indian Ocean,
Reunion Island
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