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Lexique

Autophagie : mécanisme d'auto-digestion vacuolaire responsable de I'élimination des
organelles cellulaires

Cachexie : amaigrissement et fatigue généralisée

Hépatosplénomégalie : augmentation du volume du foie et de la rate

Hétérozygote : lorsque les deux variants parentaux sont différents

Homozygote : lorsque les deux variants parentaux sont identiques

Hyperhémie : présence d'une plus grande quantité de sang dans un organe ou une partie
d'organe

Hypersplénisme : diminution des globules blancs, rouges et des plaquettes suite a une
splénomégalie

Dosage multiplexe : permettant le dosage simultané de nombreux parametres
(exemple : mesure simultanée de plusieurs activités enzymatiques)

Séquence palindromique : Séquence d'ADN pouvant se lire de la méme facon dans les
deux sens par rapport a un point central soit sur le méme brin (exemple : ATTGC.CGTTA),
soit sur les deux brins (AACGTT et TTGCAA)

Splénomégalie : augmentation du volume de la rate

Stéatorrhée : diarrhée avec selles grasses
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Liste des abréviations

4-MU
4MU-palmitate
A

ABCA1l

ADN
ADP
Ala
ALAT
Arg
ASAT
Asp

ATP

CE

CESD

CLEAR

DBS
DMSO
E8SIM
EIG

FC

GGT
Gln

Gly

4-méthylumbelliférone
4-méthylumbelliféryle palmitate
Adénine

ATP-binding cassette transporter-1 ou Transporteur-1 a
cassette liant I'ATP

Acide désoxyribonucléique
Adénosine Diphosphate
Alanine

Alanine aminotransférase
Arginine

Aspartate aminotransférase
Aspartate

Adénosine Triphosphate
Cytosine

Esters de Cholestérol

Cholesteryl ester storage disease ou maladie de stockage
des esters du cholestérol

Coordinated lysosomal expression and regulation ou
éléments d'expression et de régulation lysosomiques
coordonnées

Dried Blood Spots
Diméthylsulfoxyde

Exon 8 Splice Junction Mutation
Evénements Indésirables Graves
Flow Cell

Guanine

Gamma-Glutamyl Transférase
Glutamine

Glycine
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GTP Guanosine TriPhosphate

His Histidine

HDL High Density Lipoprotein ou lipoprotéines de haute
densité

HL Lipase hépatique

HMG-CoA Hydroxy-Méthyl-Glutaryl-coenzyme A

HSCT Transplantation de cellules souches hématopoiétiques

IDL Intermediate Density Lipoprotein ou lipoprotéine de

densité intermédiaire

KIF Kinesin superfamily protein ou
protéines de superfamille de kinésine

LAL Lipase Acide Lysosomal
LAL-D Déficience en Lipase Acide Lysosomal
LAMP lysosome-associated membrane proteins (LAMP) ou

Les protéines membranaires associées aux lysosomes

LCAT lécithine-cholestérol acyltransférase

LC-MS/MS chromatographie liquide-spectrométrie de masse en
tandem

LDL Low Density Lipoprotein, ou lipoprotéines de faible
densité

Leu Leucine

LPL Lipoprotéine lipase

LXR Liver X receptors ou récepteur nucléaire des oxystérols

M6P Mannoses-6-phosphates

ML Maladies Lysosomales

MiT Microphthalmia-associated transcription ou

transcription de type Microphthalmia (MiT)
MPS Mucopolysaccharidose

NGS Next Generation Sequencing ou séquencage de nouvelle
génération — séquencage haut débit

ORP1L Oxysterol-binding protein-related protein 1L ou
la protéine 1L associée au capteur de cholestérol OSBP
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PCR

Pi
PI(3)P
Pro
RCP

RILP

ROS

Ser

SREBP

Tyr
TES
TFEB

VLDL

VAMP

WD

Polymerase Chain Reaction ou
réaction de polymérisation en chaine

Phosphate inorganique
Phosphatidylinositol-3-Phosphate
Proline

Résumés des Caractéristiques du produit

Rab-interacting lysosomal protein ou
protéine lysosomale qui interagit avec Rab7 (RILP)

Reactive Oxygen Species ou especes réactives de
I'oxygéne

Sérine

Sterol regulatory element-binding protein ou protéines de
liaison a I'élément de régulation des stérols

Thymine

Tyrosine

Traitement Enzymatique Substitutif

Transcription factor EB ou facteur de transcription EB

Very Low Density Lipoprotein ou lipoprotéine de trés
basse densité

Vesicular Associated Membrane Protein ou
Protéines membranaires associées aux vésicules

Wolman Disease ou maladie de Wolman
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Introduction

Les maladies héréditaires du métabolisme correspondent aux affections liées a un
déficit d’origine génétique d’une enzyme ou d’un transporteur sur I'une des nombreuses
voies métaboliques. Ces voies métaboliques permettent la transformation biochimique
d’un composé en un autre et, par conséquent, la dégradation et la synthése de
molécules nécessaires a I'organisme. Ce déficit entraine I'absence d’un composé situé
en aval du déficit et/ou I"'accumulation d’un composé potentiellement toxique situé en
amont du déficit. Les maladies héréditaires du métabolisme peuvent étre classées en 3
groupes par leur physiopathologie : les maladies par intoxication, les maladies par déficit
énergétique, et les maladies des molécules complexes dont font partie les maladies

lysosomales.

La maladie de Wolman et la Maladie de Stockage des Esters du Cholestérol (CESD) font
parties des maladies lysosomales qui sont un sous-groupe des maladies héréditaires du
métabolisme. Leur transmission est autosomique récessive. Elles sont causées par des
variants pathogénes ou probablement pathogénes sur le gene LIPA qui code pour la
lipase acide lysosomal (LAL). Ce déficit en LAL provoque I'accumulation, au sein des
lysosomes, d’esters de cholestérol et de triglycérides responsable d’une atteinte plus ou

moins progressive de nombreux organes (atteintes hépatiques, surrénaliennes, ...).

L'absence compléte d'activité de la LAL cause la maladie de Wolman, forme infantile la
plus rapidement évolutive qui est fatale dans les premiers mois de la vie en I'absence de
traitement. On observe une apparition plus tardive de la CESD du fait que la LAL
conserve une certaine activité résiduelle. La gravité de la maladie est corrélée a la

sévérité du déficit en LAL (Bernstein et al., 2013; Pastores and Hughes, 2020).

La prévalence estimée a partir des études génétiques est d’environ 1/500 000 pour la
maladie de Wolman et de 1/40 000 pour la CESD (Bernstein et al., 2013; Meikle et al., 1999;
Reiner et al., 2014). Cette estimation est en conflit avec le petit nombre de cas de LAL-D
rapportés dans la littérature, indiquant que ces maladies sont considérablement sous-
diagnostiquées. Pourtant le diagnostic précoce conditionne le pronostic compte tenu de

la disponibilité récente d'une nouvelle thérapie.
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En effet, depuis 2015, la sebelipase a (Kanuma®) est commercialisée en Europe. Il s’agit
d’un traitement enzymatique substitutif (TES) produit par génie génétique qui

révolutionne la prise en charge de la LAL-D.

Dans cette thése aprés une revue de la littérature couvrant les aspects cliniques,
physiopathologiques et thérapeutiques de ces maladies, nous discuterons de dix-neuf

patients atteints de LAL-D diagnostiqués au CHU de Rouen entre 2015 et 2019.
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I. Revue générale de la littérature

1. Qu’est ce qu’un lysosome ?
Les lysosomes sont des organites intracellulaires de 0,2 a 0,5 micron présents dans le

cytosol de toutes les cellules eucaryotes a I'exception des érythrocytes.

Les lysosomes peuvent étre représentés comme le systeme digestif de la cellule, servant
a la fois a dégrader les matériaux prélevés a I'extérieur de la cellule par endocytose ou
phagocytose et a digérer les composants obsoletes de la cellule elle-méme par
autophagie. lls sont capables de dégrader un grand nombre de molécules biologiques :

protéine, acide nucléique, polysaccharides et lipides.

La membrane lysosomale est issue des saccules trans-golgiens et contient des protéines
membranaires et des pompes a protons afin de maintenir un pH luminal acide (4,5-5)
nécessaire a |'activité optimale d’une soixantaine d’enzymes appelées hydrolases acides
(protéases, nucléases, lipases, phospholipases, glycosidases, phosphatases, sulfatases).
La membrane comprend également des transporteurs d’ions et des canaux qui régulent
la composition des ions luminaux, plusieurs autres transporteurs qui exportent les
produits de dégradation du cytosol, un ensemble de protéines membranaires associées
aux lysosomes (LAMP) hautement glycosylées qui protégent la membrane de la
dégradation par les hydrolases lysosomales, et des facteurs de liaison et des protéines
SNARE qui favorisent respectivement le contact et la fusion des lysosomes avec d'autres

organites cytoplasmiques (Pu et al., 2016).

0.2-0.5 um

pH~7.2
CYTOSOL

pH~5.0

HYDROLASES ACIDES :
nucleases
proteases

glycosidases
lipases
phosphatases
sulfatases
phospholipases

H+

ATP ADP + P

Figure 1: Lysosome (Alberts et al., 2008)
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La biogenese des lysosomes est contrélée par le facteur de transcription EB (TFEB)
appartenant a la famille des facteurs de transcription de type Microphthalmia (MiT). Les
études des promoteurs des genes lysosomaux ont révélé que de nombreux génes
codant pour les protéines lysosomales partagent une séquence palindromique,
désignée comme « éléments d'expression et de régulation lysosomiques coordonnées »
(CLEAR). Le TFEB se lie a ces séquences et déclenche I'expression de génes lysosomaux,
entrainant une augmentation du nombre de lysosomes et des niveaux plus élevés
d'enzymes lysosomales (Marques and Saftig, 2019). Le lysosome régule sa propre biogenése
en controlant la localisation du TFEB. En condition normale, le TFEB est situé a la fois
dans le cytosol et sur la surface lysosomale ou il interagit et est phosphorylé par
mTORC1. Cela maintient le TFEB inactif par séquestration cytosolique. Cependant dans
des conditions spécifiques, telles que la famine ou la dysfonction lysosomale, mTORC1
devient inactif ce qui induit la translocation nucléaire du TFEB déphosphorylé et permet
la transcription d’un certain nombre de génes codant pour des protéines impliquées

dans des fonctions lysosomales.

nucleus

cytoplasm

lysosome \

7

="

Figure 2: Régulation du TFEB médiée par mTORC1

24



Une signalisation calcique provenant des lysosomes participe aussi a la translocation de
TFEB dans le noyau. La diminution en nutriments induit une libération de calcium via le
canal calcique lysosomal MCOLN1 (aussi appelé mucolipine 1). Cette libération locale de
calcium active la calcineurine qui déphosphoryle TFEB favorisant ainsi sa translocation

nucléaire. (Marques and Saftig, 2019)

Figure 3: Régulation du TFEB médiée par Ca %*(Medina et al., 2015)

Les hydrolases lysosomales sont synthétisées au niveau des ribosomes puis sont
transloquées dans la lumiere du réticulum endoplasmique rugueux ou elles subissent

une N-glycosylation.

Une fois transférées dans I'appareil de Golgi, les hydrolases sont les substrats de deux
enzymes séquentiels qui générent le signal de ciblage lysosomal. La premiere enzyme
est N-acetylglucosamine-1-phosphotransférase. Cette enzyme modifie les chaines
glucidiques des hydrolases en additionnant un N-acetylglucosamine-phosphate en
position 6 d’une ou de plusieurs molécules terminales de mannose. La deuxieme
enzyme (la phosphodiesterase, N-acétylglucosaminidase) hydrolyse la liaison GlcNAc-
phosphate pour donner naissance aux mannoses-6-phosphates (M6P) en position
terminale qui sont les ligands du tri. En effet, I'acquisition du M6P va distinguer les
glycoprotéines adressées au lysosome (M6P+) de celles destinées a étre secrétées

(M6P-).
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A leur arrivée dans le réseau trans-golgien, les résidus mannose-6-phosphate se lient
aux récepteurs du M6P qui reconnaissent donc spécifiquement les hydrolases

lysosomales phosphorylées.

Ces récepteurs, sur lesquels se fixent les hydrolases lysosomales, se lient par leur
domaine cytosolique a des adaptines et se concentrent dans des puits recouverts de
clathrine qui bourgeonnent pour former des vésicules recouvertes. Ces vésicules
perdent ensuite leur enveloppe et fusionnent de fagon spécifique avec un endosome
précoce qui, apres acidification supplémentaire, devient un endosome tardif. La
libération des hydrolases lysosomales dans I'endosome tardif est provoquée par le pH
acide de ce compartiment. En effet, le M6P se fixe sur son récepteur a pH 6,5-6,7 (pH du
compartiment trans) et s'en dissocie a pH 6, pH de I'endosome tardif. Les hydrolases
libérées vont subir une maturation finale (par protéolyse, déphosphorylation,
modification conformationnelle et agrégation) pour former des enzymes matures et
fonctionnelles. Aprés avoir libéré leurs enzymes, les récepteurs sont recyclés vers la
membrane du compartiment trans du Golgi (recyclage membranaire) dans des vésicules
recouvertes de rétromeres et les hydrolases matures peuvent alors réaliser leur fonction

de dégradation avec une spécificité pour leur substrat.
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Figure 4: Transport des hydrolases (Alberts et al., 2008)
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Ces dernieres années, il a été défini que les fonctions du lysosome vont au-dela
de la seule fonction de dégradation. En effet, le lysosome participe a de nombreux
autres processus cellulaires, y compris la destruction des agents pathogénes
intracellulaires, la présentation de I'antigene, la réparation de la membrane plasmique,
I'adhésion et la migration des cellules, I'invasion et les métastases tumorales,
I'apoptose, la signalisation métabolique et la régulation des genes. L'implication des
lysosomes dans ces processus dépend de leur capacité a se déplacer dans le cytoplasme

(Pu et al., 2016).
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killing repair
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Figure 5: Les fonctions multiples des lysosomes (Pu et al., 2016)
En effet, les lysosomes sont des organites hautement dynamiques et se répartissent
dans un pool périnucléaire situé autour du centre d’organisation des microtubules
(MTOC) et un pool a la périphérie cellulaire. Ces populations se distinguent par leur pH
intra-luminal et des activités différentes. Dans des conditions normales, la plupart des
lysosomes sont situés dans le nuage périnucléaire et sont plus acides (pH 4,5 a 5,5) que
les lysosomes périphériques. L’homéostasie a I'échelle de la cellule est maintenue par

deux types de déplacement des lysosomes

(1) Les lysosomes du pool périphérique se déplacent le long des filaments d’actine
(2) Les échanges entre les 2 pools de lysosomes font intervenir des protéines
motrices se déplacant le long des composants du cytosquelette (Marques and Saftig,

2019).
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Figure 6: A. Vue d'ensemble des mécanismes régulant la fonction des lysosomes (Marques and Saftig, 2019)
B. Déplacement des lysosomes périphériques sur les filaments d’actine et échanges entre les pools
périphériques et périnucléaire

Le nuage périnucléaire est controlé par une ligase appelée RNF26 localisée dans le
réticulum endoplasmique (ER). RNF26 se lie a p62/ubiquitine qui interagit ensuite avec
des adaptateurs d'ubiquitine sur les différents ensembles endosomaux pour les arréter
dans la région périnucléaire. Ce nuage périnucléaire semble étre un site de maturation
des endosomes et de métabolisation des substrats. A un moment donné, les endosomes
quittent le nuage, ce qui implique la deubiquitination de p62 par l'enzyme de
deubiquitination USP15, et commencent leur voyage rapide vers la périphérie le long

des microtubules (Cabukusta and Neefjes, 2018).

(C) sTOP GO
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ER dumen

Figure 7: Complexe dictant le positionnement périnucléaire des lysosomes (Cabukusta and Neefjes, 2018)
Les lysosomes se déplacent de maniere bidirectionnelle « stop and go » le long des
microtubules. Le mouvement antérograde, vers la périphérie cellulaire, est régi par les
moteurs de kinésine, tandis que les moteurs de dynéine médient le mouvement

rétrograde vers la région périnucléaire.
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Le génome humain code pour environ 40 protéines de superfamille de kinésine (KIF),
tous les KIF comprennent un domaine moteur globulaire qui se fixe aux microtubules et
un domaine de queue qui interagit avec des adaptateurs ou des cargaisons spécifiques.

L'hydrolyse de I'ATP par le domaine moteur fournit la force motrice.

Le transport antérograde dépend de plusieurs kinésines, y compris la kinésine-1, la

kinésine-2, la kinésine-3 et la kinésine-13 et plusieurs mécanismes ont été identifiés.

L'un de ces mécanismes utilise une GTPase Rab7 qui, lorsqu'elle est activée dans son
état lié au GTP, marque les endosomes. Rab7 activée recrute ensuite une protéine
effectrice FYCO1 qui, en combinaison avec le phosphatidylinositol 3-phosphate (PI(3)P),

recrute le moteur kinésine-1.

Un mécanisme alternatif pour le couplage des endosomes tardifs a la kinésine-1
implique la protrudine ancrée au réticulum endoplasmique, qui se lie simultanément a
Rab7 et au PI(3)P endosomal. Ce contact favorise le chargement de la kinésine-1 sur le

domaine effecteur Rab7/FYCO1.

Un autre mécanisme fait intervenir le complexe lysosomal multiprotéique BORC
pouvant activer la GTPase Arl8 qui recrute ensuite I'effecteur SKIP pour s'engager dans

le transport antérograde via un moteur kinésine (Cabukusta and Neefjes, 2018; Pu et al., 2016).

Concernant le transport rétrograde, une seule protéine de dynéine est impliquée dans
le transport des endosomes. La dynéine est un complexe multimere comprenant deux
chaines lourdes, deux chalnes intermédiaires, deux chaines intermédiaires légéres et
plusieurs chaines légéres. La dynéine interagit avec la dynactine, un autre complexe
multimérique composé de plus de 20 sous-unités correspondant a 11 protéines

différentes. La dynéine s'associe aux lysosomes de maniere dépendante de la dynactine.

Le recrutement de la dynéine — dynactine dépend principalement de Rab7, mais il y a
plusieurs effecteurs en aval. L'un de ces effecteurs est la protéine lysosomale qui
interagit avec Rab7 (RILP), qui relie Rab7 a la dynéine — dynactine. Un effecteur
supplémentaire, la protéine 1L associée au capteur de cholestérol OSBP (ORP1L), forme
un complexe avec Rab7 et RILP, favorisant I'association de la spectrine Blll liée a la

membrane avec la dynéine — dynactine a travers la sous-unité Arp1.
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L'interaction de ces effecteurs avec rab7 entraine I'activation du moteur de la dynéine.
La capacité d'ORP1L a s'engager dans ces interactions dépend des niveaux de
cholestérol. Dans des conditions de faible cholestérol, ORP1L se lie a la protéine VAPA
(protéine A associée aux protéines membranaires associées aux vésicules (VAMP)),
forcant la dissociation de la dynéine — dynactine des lysosomes et provoquant la
dispersion de ces organites a la périphérie cellulaire. En revanche, dans des conditions
de cholestérol élevé, I'ORP1L n'interagit pas avec VAPA, et |'association des lysosomes a

la dynéine — dynactine entraine leur mouvement vers la région périnucléaire.
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Figure 8: Mécanisme de transport des endosomes et des lysosomes tardifs le long des microtubules (Pu et al., 2016)
En plus des moteurs des microtubules, il existe des interactions avec le réseau d'actine
corticale via les moteurs de myosine provoquant une rétention transitoire des

lysosomes a la périphérie cellulaire (Pu et al., 2016).

La distribution spatiale des lysosomes dépend également des interactions avec d’autres
organites tels que le réticulum endoplasmique, le réseau trans-Golgi, les peroxysomes
ou encore la mitochondrie. Ces interactions sont indispensables pour le bon
fonctionnement de ces organites et la fonction cellulaire. Il n’est donc pas surprenant
gue, dans les maladies lysosomales, un dysfonctionnement de ces organites puisse étre

observé (Cabukusta and Neefjes, 2018; Marques and Saftig, 2019; Pu et al., 2016).

30



2. Les maladies lysosomales et leur classification
Les maladies lysosomales (ML) constituent un groupe d’une cinquantaine d’affections
génétiques distinctes de transmission autosomique récessive (Vitner et al., 2010) pour la
majorité d’entre elles (a I'exception de la maladie de Fabry, de Danon et de Hunter ou
MPSII dont la transmission est liée a I’X). Les maladies lysosomales ont une prévalence
globale estimée a 1 cas sur 7700 naissances (Meikle et al., 1999). Toutes les MSL résultent
d’une origine semblable : un variant génétique qui provoque une déficience en enzymes
lysosomales spécifiques, en protéines lysosomales non enzymatiques ou encore en
protéines non lysosomales impliquées dans la biogenése lysosomale. La caractéristique
biochimique commune de ces maladies est I'accumulation intralysosomale de
métabolite de nature endogéene ou exogéne non ou partiellement dégradé, perturbant
le bon fonctionnement cellulaire. Cependant, méme si toutes les MSL ont une cause

similaire, les signes et les symptémes de chacune d’entre elles sont tres variés.

2.1. Classifications des MSL
Il existe deux classifications des MSL (Filocamo and Morrone, 2011). La premieére classification
(annexe 1), trés usuelle, est basée sur la nature du substrat accumulé. Les pathologies
sont respectivement classées en sphingolipidoses, mucopolysaccharidoses (MPS), et
glycoprotéinoses, lorsque les produits accumulés sont des sphingolipides, des

glycosaminogycanes (ou GAG), ou des oligosaccharides.

La deuxieme classification (annexe 2) permet de prendre en compte le défaut

moléculaire.

Dans cette derniére, on distingue les maladies dues a :
e des défauts protéiques lysosomaux non enzymatiques
e des défauts protéiques transmembranaires (transporteurs et protéines
structurales)
e des défauts de protection des enzymes lysosomales
e des défauts de traitement post-traductionnels des enzymes lysosomales;
o des défauts de trafic dans les enzymes lysosomales;

o des défauts de dégradation du polypeptide
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2.2. Mécanismes physiopathologiques des maladies lysosomales (ML)
De nombreuses hypothéses ont été avancées au cours des derniéres années sur les
mécanismes physiopathologiques impliqués dans les ML. L'accumulation de substrats
non métabolisés a pour conséquence I’activation de cascades pathogénes responsables

au final des dégats cellulaires.

2.2.1. Théorie cytotoxique
L’accumulation de substrat au niveau cellulaire induit par simple effet mécanique une

altération de la physiologie puis la mort des cellules.

2.2.2. Altération de I’'homéostasie calcique
L’altération de la signalisation calcique intracellulaire est apparue comme une voie

commune dans les MSL. En effet, le calcium joue un réle essentiel dans la régulation
cellulaire, une altération de I'hnoméostasie calcique conduit a un stress du réticulum
endoplasmique, au stress oxydatif et a la mort cellulaire. Cependant, le mécanisme
conduisant a lI'altération de I'homéostasie calcique est différent selon les maladies (Vitner

et al., 2010) (Boustany, 2013).

2.2.3. Stress oxydatif et radicaux libres
L'augmentation de la production des espéces réactives de I’oxygéne (ROS), semble jouer

un réle central dans la mort cellulaire de nombreuses MSL. Par exemple, dans le MPS
lllb, le stress oxydatif observé va provoquer des effets nocifs, par oxydation des lipides,

des protéines ou de I’ADN (Vitner et al., 2010).

Toutefois, il faut considérer, ce stress comme une réponse cellulaire secondaire a
d’autres processus pathologiques, et non comme un effet direct de I'accumulation du

composé non métabolisé.

2.2.4. Processus inflammatoire
La réaction inflammatoire est un événement précoce dans la physiopathologie de

nombreuses MSL. L’accumulation de substrats non métabolisés entraine une activation
inappropriée du systeme immunitaire générant une inflammation chronique (Vitner et al.,

2010) (Boustany, 2013).
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2.2.5. Altération du processus autophagique
Le lysosome est étroitement lié aux systemes autophagosomiques. La fusion de

I'autophagosome avec le lysosome est une étape cruciale pour la dégradation des

organelles cellulaires et le renouvellement cellulaire.

Deux altérations du processus autophagique sont rapportées : son induction et son

blocage partiel.

En effet, la surcharge primaire induite par les déficits en enzymes lysosomales, pourrait
affecter I'efficacité de la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes, conduisant
a un blocage partiel de I'autophagie et une rétroaction compensatoire entrainant une
induction d’un processus autophagique inefficace. Par conséquent, il y a une
accumulation secondaire de substrats autophagiques, tels que les agrégats protéiques
toxiques et les mitochondries défectueuses. Cette surcharge secondaire favorise la mort
cellulaire. La réponse inflammatoire aux dommages cellulaires contribue également a la

mort cellulaire (Vitner et al., 2010) (Boustany, 2013).

3. Déficit en LAL

3.1. Etude moléculaire : maladie génétique autosomique
La maladie de Wolman et la CESD ont été décrites pour la premiéere fois en 1956 et en
1963, respectivement (Abramov et al., 1956; Bernstein et al., 2013). Ce sont des maladies
héréditaires autosomiques récessives causées par des variants pathogénes ou
probablement pathogénes sur le gene LIPA qui code pour la LAL, enzyme lysosomale

déficiente dans ces maladies.

Ce gene est situé sur le bras long du chromosome 10 en position 23 (10g23.2-g23.3)
(Meikle et al., 1999). Il a une taille d’environ 36kb et comprend 10 exons. Le géne code pour
une protéine de 399 acides aminés ayant une masse de 46kDa (Anderson et al., 1993)

(Bernstein et al., 2013).
A ce jour, plus de 100 variants ont été identifiés (Bernstein et al., 2013).

Dans la maladie de Wolman, la plupart des variants (37%) sont de petites délétions ou

insertions, on trouve également 26% de variants de type non-sens, 10% de variants de
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type faux-sens, 21% de variants au niveau du site d'épissage, et 5% de délétions

importantes.

Dans la CESD, 50% des variants sont de type faux-sens, 25% sont des petites délétions /
insertions, 16% de variants de type non-sens, 6% de variants au niveau du site d'épissage

et 3% de délétions importantes (Bernstein et al., 2013).

Les insertions et délétions entrainent un décalage du cadre de lecture. Les nouveaux
codons sont traduits en une nouvelle séquence d’acides aminés, pouvant conduire a la

production d’une enzyme déficiente.

Le variant de type non-sens est un changement de nucléotide provoquant I'apparition

d’un codon stop a la place d’'un acide aminé. L’enzyme produite est alors tronquée.

Le variant de type faux-sens se traduit par un remplacement d’un nucléotide par un

autre conduisant a un changement d’acide aminé dans la LAL.

Le défaut le plus fréguemment hérité, chez les patients atteints de CESD, est un
variant au niveau du site d'épissage de I’exon 8, ESSIM1¢>A (NM_000235: ¢.894G> A -
p.(GIn298 =)).

Elle correspond a une substitution d’'une guanine en adénine en position -1 du
site donneur d'épissage de I'exon 8. Ce variant n’entraine pas de changement d'acide
aminé (p.GIn298=) en raison de la redondance du code génétique; néanmoins, il
introduit un site d'épissage alternatif au niveau de ’ARNm, et entraine une délétion de
I'exon 8 et une protéine plus courte de 24 acides aminés. Cette enzyme tronquée est
sans activité, mais le défaut d'épissage permet |'expression d’environ 3-5% de LAL
épissée normalement ce qui conduit a une certaine activité enzymatique résiduelle

(Consuelo-Sdnchez et al., 2019; Meikle et al., 1999; Scott et al., 2013).

Un saut du méme exon a également été observé chez des patients atteints de la
maladie de Wolman. Cependant, la substitution de G en A était dans la position +1 du
site donneur d'épissage de l'exon 8 E8SIM*®> A (c.894+1G> A) et affecte I'un des
nucléotides invariables des séquences consensus d'épissage. Un autre variant a été
observé pour la maladie de Wolman : E8SIM3¢T (c.892C> T) qui correspond a une

substitution de C en T en position -3 du site donneur d'épissage de I'exon 8 conduisant
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a un codon non-sens (p.GIn298%*) et a un arrét prématuré de la protéine LAL. Dans les

deux cas, il n’y a pas d’activité résiduelle (Ries et al., 1996; Scott et al., 2013).
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Figure 9: Variant ES8SIM-/*16>A _ Genetic and Biochemical Evidence That CESD and Wolman Disease Are

Distinguished by Residual Lysosomal Acid Lipase Activity

3.2. Mécanisme physiopathologique
La LAL a pour fonction I’hydrolyse intralysosomale dans les hépatocytes des esters de
cholestérol et des triglycérides provenant des LDL en cholestérol libre et acides gras

libres.

La déficience en LAL, entraine une accumulation lysosomale progressive des esters de
cholestérol (CE), et dans une moindre mesure, les triglycérides, principalement dans le
foie, les glandes surrénales, la rate, les intestins, et le systéme cardiovasculaire.
L'implication des tissus est étroitement liée a leur participation relative a I'endocytose
médiée par les récepteurs et a la dégradation lysosomale des lipoprotéines. Cette
incapacité a hydrolyser les esters de cholestérol et les triglycérides altere la production
d’acide gras et de cholestérol libre. La production réduite de cholestérol libre entraine
une activation accrue de la voie SREBP, ce qui augmente la synthése de novo du
cholestérol, et une inhibition de la voie LXR, ce qui diminue I'expression d'ABCA1, I’efflux
du cholestérol libre et altére la formation de HDL (Bowden et al., 2011; Goldstein et al., 1975;

Pritchard et al., 2020).
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Figure 10: Dysrégulation du métabolisme des lipoprotéines liée a un déficit en lipase acide lysosomale

3.3. Phénotype clinique

La WD correspond a la forme la plus sévére du déficit en LAL survenant
généralement dans la période néonatale. L'activité de la LAL est absente ou inférieure a
1%, entrainant une accumulation massive de CE et de triglycérides, principalement dans
le foie, la rate, les surrénales, la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques et
macrophages dans tout le corps, en particulier dans les villosités intestinales. Les
nourrissons atteints présentent des vomissements prolongés, persistants associés a une
distension abdominale, et a une stéatorrhée. Dans certains cas, il y a présence d’ictére
et de fievre. L'examen physique révele une hépatosplénomégalie avec hypertrophie
hépatique prédominante associée a une cholestase et a une fibrose évoluant
rapidement vers une insuffisance hépatique. Environ 50% des patients ont des

calcifications des surrénales.

D’un point de vue biologique, on observe une élévation des transaminases sériques (>
1,5 fois la limite de référence supérieure) : alanine aminotransférase (ALAT) et/ou
I'aspartate aminotransférase (ASAT), une concentration élevée de LDL cholestérol
(N<1,3g/L) et de triglycérides (N<1,33g/L), tandis que le HDL cholestérol (N>0,45g/L) est

diminué. Un hypersplénisme est également observé.
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Les difficultés d'alimentation et la malabsorption conduisent a la malnutrition, au retard

de croissance, a la cachexie, qui contribuent au décés dans les premiers mois de vie.

Le CESD est un sous-type de la maladie de Wolman d'apparition tardive, qui peut
se manifester dans la petite enfance, I'enfance ou I'age adulte, selon I'activité résiduelle
de la LAL généralement comprise entre 1 et 12%. L'accumulation progressive de CE et
de triglycérides lysosomaux entraine une stéatose microvésiculaire, conduisant a la
fibrose, a la cirrhose micronodulaire et finalement a I'insuffisance hépatique. L'élévation
des transaminases sériques et I'hépatomégalie sont des signes précoces d'insuffisance
hépatique. La plupart des patients présentent une dyslipidémie avec des concentrations
en LDL-c et triglycérides élevées, tandis que le HDL-c est diminué (hyperlipoprotéinémie
de type llb) (Bernstein et al., 2013). Cette dyslipidémie chronique conduit a une

athérosclérose précoce.

3.4. Traitement

3.4.1. Enzymothérapie substitutive

3.4.1.1. Principe
Le traitement enzymatique substitutif (TES) consiste a I'administration au patient

d’'une enzyme déficiente pour la pathologie dont il est atteint. Elle consiste donc a
augmenter la concentration de cette enzyme manquante et permettre la dégradation
du substrat accumulé dans les cellules de I'organisme. L'enzymothérapie substitutive
dans les MSL est basée sur le fait que I’'enzyme native posséde un résidu mannose-6-

phosphate permettant un adressage spécifique dans le lysosome (Germain et al., 2010).

3.4.1.2. Kanuma® : expérience internationale
+* Indication :

Kanuma" est indiqué pour le traitement enzymatique substitutif a long terme chez des

patients de tout dge atteints d’un déficit en lipase acide lysosomale.

+* Mécanisme d’action :

La sebelipase alfa se lie aux récepteurs de surface cellulaires par I'intermédiaire des
glycanes exprimés sur les protéines pour étre ensuite internalisée dans les lysosomes.
La sebelipase alfa catalyse I'hydrolyse lysosomale des esters de cholestérol et des
triglycérides en cholestérol libre, glycérol et acides gras libres. Le remplacement de

I'activité enzymatique de la LAL entraine des réductions du contenu hépatique en
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graisse et des transaminases et favorise le métabolisme des esters de cholestérol et des
triglycérides dans le lysosome, ce qui conduit a des réductions du LDL-c, du non-HDL-c
et des triglycérides, ainsi qu’a des augmentations du HDL-c (“Résumé des caractéristiques du

produit - KANUMA 2 mg/ml, solution a diluer pour perfusion - European Medicines Agency,” 2015).

+* Mode de fabrication :

La sebelipase alfa est une LAL humaine recombinante produite dans le blanc d’ceuf issu

de Gallus transgéniques par la technologie de I’ADN recombinant (rADN) (“Résumé des
caractéristiques du produit - KANUMA 2 mg/ml, solution a diluer pour perfusion - European Medicines

Agency,” 2015).

++ Posologie :

Nourrissons (agés de < 6 mois) : La dose initiale recommandée chez les patients
avec une forme de progression rapide est de 1 mg/kg administrée sous forme de
perfusion intraveineuse une fois par semaine a mettre en place le plus rapidement
possible d’ou I'importance de faire le diagnostic précocement. Une augmentation de la
dose a 3 mg/kg une fois par semaine doit étre envisagée en fonction de la réponse

clinique.

Enfants et adultes : La dose recommandée chez les patients ne présentant pas
un déficit en LAL en progression rapide avant I’dge de 6 mois est de 1 mg/kg administrée

sous forme de perfusion intraveineuse une fois toutes les deux semaines.

R/

** Mode d’administration :

Il est recommandé de laisser les flacons de KANUMA® atteindre une température
comprise entre 15 °C et 25 2C avant la reconstitution afin de minimiser les risques de
formation de particules de protéines de sebelipase alfa dans la solution. Les flacons ne
doivent pas étre agités.

KANUMA® 2mg/ml doit étre dilué avec une solution de chlorure de sodium a 9 mg/ml
(0,9 %) dans des conditions stériles. La solution doit étre mélangée délicatement et ne
pas étre agitée. Elle doit étre administrée en environ 2 heures par voie intraveineuse a
I'aide d’un dispositif de perfusion muni d’un filtre de 0,2 um en ligne a faible taux
d’absorption des protéines, ayant si possible, une surface supérieure a 4,5 cm? de fagon

a éviter I'obstruction du filtre.
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Le nombre de flacons a diluer et le volume de perfusion dépendent de la dose prescrite

et doit étre préparé a une concentration finale de sebelipase alfa de 0,1 a 1,5 mg/ml
(“Résumé des caractéristiques du produit - KANUMA 2 mg/ml, solution a diluer pour perfusion - European

Medicines Agency,” 2015) .

1-10 10
11-24 25
25-49 50
50-99 100
100-120 250

Tableau 1: Volumes totaux de perfusion en fonction de I'intervalle de poids (“Résumé des caractéristiques du produit
- KANUMA 2 mg/ml, solution a diluer pour perfusion - European Medicines Agency,” 2015)

+* Mode et durée de conservation :

Les flacons ne doivent pas étre laissés hors du réfrigérateur plus de 24 heures avant la
dilution pour la perfusion. Les flacons ne doivent pas étre congelés, chauffés ou passés

au micro-ondes et doivent étre conservés a I’abri de la lumiére.

+ Efficacité du traitement dans les formes de LAL-D rapidement progressives ayant

débuté chez le nourrisson selon les études cliniques (LAL-CLO3, LAL-CLO5 et LAL-

CLO8)
L'étude LAL-CLO3 et son extension LAL-CLO5 sont des études de phase 2-3

multicentriques ouvertes, d’escalade de doses, menées sur la forme précoce de la
maladie (maladie de Wolman) chez des enfants de moins de 2 ans. Le schéma
d’administration correspondait a une dose croissante de 0.35 a 5mg/kg/semaine en
intraveineuse sur une durée de 208 semaines. 9 patients y ont été inclus. Le critére

principal d’évaluation était le taux de survie a I'age de 12 mois.

Les criteres d’évaluation secondaires étaient la survie a 24 mois, le développement

staturo-pondéral, les paramétres hépatiques et I'innocuité du traitement.

A 12 mois, la survie s’élevait a 67 % (6/9 patients). Un des six nourrissons survivants est
décédé d’une cause cardiaque a I'dge de 15 mois, les 5 patients restants ont survécu
jusqu’a I'age de 24 mois. Aucun des 21 patients non traités de la cohorte historique n’a

survécu au-dela de 8 mois (Jones et al., 2016).
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Les améliorations de la survie se sont accompagnées d’amélioration anthropométriques
(poids, taille), de la fonction hépatique avec une réduction moyenne pour I'ALAT, I’ASAT
et la GGT respectivement de -34,0 U/L, -44,5 U/L et -58.67 U/L de I'inclusion a la semaine

48, de I'hépatosplénomégalie et des symptomes gastro-intestinaux.

Lors de cette étude, les effets sur les concentrations de lipides sériques n’étaient qu’un
objectif exploratoire, et on observe une diminution des LDL-c et de triglycérides et une

augmentation des HDL-c (Jones et al., 2017).

L’étude LAL-CLO8 est une étude de phase 2, ouverte, multicentrique, de dose
répétée chez 10 nourrissons évaluant l'innocuité, la tolérabilité du Kanuma®. Les 10
patients éligibles ont commencé le traitement par une dose de 1mg/kg a raison d’une
perfusion IV une fois par semaine, une augmentation de la dose a 3mg/kg et jusqu'a
5mg/kg (7,5mg/kg pour le Royaume-Uni uniquement) toutes les semaines était

autorisée pour les patients répondant aux critéres définis par le protocole.

A la fin de lI'étude, 8 patients sur 10 étaient en vie. Un patient est décédé d’un
épanchement péricardique, et I'autre d’une septicémie. Leur mort a été évaluée comme
non lié au médicament. Les autres patients ont présenté une amélioration des
paramétres anthropométriques (poids, taille) et de la fonction hépatique avec une

réduction moyenne pour 'ALAT, 'ASAT de -42 U/l et -101 U/l a I’adge de 36 mois. (“Clinical

Study In Infants With Rapidly Progressive Lysosomal Acid Lipase Deficiency - Study Results -

ClinicalTrials.gov,” n.d.)

+ Efficacité du traitement dans les formes de LAL-D ayant débuté plus tardivement

L'étude LAL-CLO1 et son extension LAL-CLO4 sont des études de phase 1/2
multicentriques ouvertes, non randomisées, visant a évaluer l'innocuité, la tolérabilité
et la pharmacocinétique de sebelipase alpha chez des participants adultes présentant
une dysfonction du foie due a une déficience en lipase acide lysosomale.

Les 9 participants ont été répartis en 3 cohortes posologiques séquentielles (0,35, 1 ou
3 milligrammes / kilogramme [mg/kg]) a raison d’une perfusion IV une fois par semaine
pendant 4 semaines. A la fin de LAL-CLO1, les patients étaient éligibles pour participer a
I'essai de prolongation LAL-CLO4. Dans cette étude, les patients ont repris le traitement
avec une perfusion une fois par semaine pendant 4 semaines de sebelipase alfa a la

méme dose que dans I'étude LAL-CLO1 (0,35; 1 ou 3 mg/kg) avant de passer aux
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perfusions toutes les autres semaines (a 1 ou 3 mg/kg). Les patients du schéma
posologique hebdomadaire de 0,35 mg/kg sont passés a 1 mg/kg toutes les deux
semaines. Les patients des cohortes de 1 et 3 mg/kg une fois par semaine sont restés

sous la méme dose, mais |'ont regue toutes les deux semaines.

Lors de ces études, I'amélioration des concentrations sériques de transaminases
s’observe dés les premiéeres semaines de traitement avec une diminution moyenne de

I’ALAT et de I’ASAT par rapport aux valeurs initiales de 46 U/L et 21 U/L, respectivement.

Les patients ont également présenté une augmentation transitoire du cholestérol total
sérique, des LDL-c et des triglycérides apres le début du traitement suivi d’une
diminution moyenne par rapport aux valeurs initiales de 44 mg/dL, 29 mg/dL, 50mg/dL,

respectivement et une augmentation du HDL-c de 5 mg/dL.

L'augmentation transitoire du cholestérol total, des LDL-c et des triglycérides sériques
aprés l'initiation du traitement pourrait étre le résultat d'une augmentation du
cholestérol libre et des acides gras dans le cytoplasme, entrainant une augmentation de

la sécrétion de VLDL et une régulation négative du récepteur des LDL. (Balwani et al., 2013)

L’étude LAL-CLO2 est une étude de phase 3 multicentrique, randomisée, a double
aveugle versus placebo évaluant I'efficacité et I'innocuité de sebelipase alpha chez les
enfants et les adultes agés de plus de 4 ans atteints d’un déficit en LAL.

Le schéma d’administration est une injection en intraveineuse de 1mg/kg toutes les 2
semaines. Les patients ont été randomisés afin de recevoir soit sebelipase Alfa (36
participants) soit un placebo (30 participants) pendant 20 semaines et ensuite par un
traitement ouvert pour tous les patients. Le critére primaire d’évaluation était la
normalisation des ALAT, les critéres secondaires s’intéressaient a la normalisation des
ASAT, I'atteinte hépatique, les triglycérides et le cholestérol ainsi qu’a I'innocuité et les
effets indésirables.

En ce qui concerne les résultats, une normalisation des parametres hépatiques et
lipidiques a été observée.

Versus placebo, on observe des résultats statistiguement significatifs avec une
diminution moyenne d'alanine aminotransférase de 58U/L par rapport au niveau initial

(31% des patients contre 7%) et de - 42U/L pour I'aspartate aminotransférase (42% de
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patients contre 3%). La diminution des concentrations sériques d'aminotransférase
s'accompagnait de réductions significatives de la teneur en graisse hépatique (- 31,98%
contre - 4,21%). Une amélioration des concentrations de lipides et notamment une
réduction du LDL-c (-54 mg/dL contre -14 mg/dL), non-HDL-c (-62 mg/dL contre -18
mg/dL) et TG (-39 mg/dL contre -19 mg/dL) et une augmentation de la concentration en

HDL-c (+6 mg/dL contre 0,1 mg/dL) ont été observées chez les patients traités.

Lors de I'extension de cette étude sur une période ouverte de 16 semaines, des
réductions supplémentaires des concentrations en LDL-c et non-HDL-c ont été
observées aprés 36 semaines de traitement a la sebelipase alfa. Les concentrations
d'alanine aminotransférase et de LDL-c qui étaient persistantes chez les patients du
groupe placebo au cours de la période a double insu ont nettement diminué avec le

passage a la sebelipase alfa (Burton et al., 2015a).

L'étude LAL-CLO6 est une étude ouverte, multicentrique évaluant I'efficacité et
I'innocuité de sebelipase alpha chez les enfants et les adultes agés de plus de 8 mois
atteints d’un déficit en LAL.

Les 31 patients éligibles ont commencé le traitement par une dose de 1,0 mg/kg a raison
d’une perfusion IV toutes les deux semaines, une augmentation de la dose jusqu'a 3,0
mg/kg toutes les deux semaines était autorisée pour les patients répondant aux critéres
définis par le protocole et une réduction de dose pour la tolérabilité était autorisée a
0,35 mg/kg toutes les deux semaines. Le critére primaire d’évaluation concernait les
effets indésirables, les critéres secondaires s’intéressaient a la normalisation des lipides
sériques, des ALAT, des ASAT.

Une amélioration des parametres lipidiques a été observée avec une diminution
moyenne par rapport aux valeurs initiales de 40 mg/dL pour le cholestérol total, de 39
mg/dL pour le LDL-c et de 47 mg/dL pour les triglycérides et une augmentation du HDL-
c de 7 mg/dL.

Ces derniers se sont accompagnés d’amélioration de I'hépatosplénomégalie et de la
fonction hépatique avec une réduction moyenne pour I'ALAT, I'ASAT et le GGT

respectivement de -25,5 U/L, -24,5 U/L et -15,5 U/L de I'inclusion a la semaine 144.

En résumé, lors des essais cliniques, I'administration de sebelipase alfa par voie

intraveineuse a permis d'améliorer la survie au-dela de 1 an chez les nourrissons, le
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profil lipidique sérique, I'hépatomégalie et de normaliser les concentrations en
transaminases. Un tableau récapitulatif de ces différentes études se trouve en annexe

3.

+ Effets indésirables :

Chez les 125 patients traités par Kanuma® dans le cadre d’études cliniques, différents
effets indésirables ont été répertoriés.
Les effets indésirables les plus graves observés dans les études cliniques étaient des
sighes et symptomes caractéristiques de I’anaphylaxie. Ces signes et symptomes
comprenaient: géne thoracique, dyspnée, rash généralisé avec démangeaisons,
hyperhémie, ocedéme palpébral léger, rhinorrhée, détresse respiratoire sévere,

tachycardie, tachypnée et urticaire.

Dans I'étude LAL-CLO1 (Balwani et al., 2013), les neuf patients adultes ont tous
terminé sans événement indésirable grave, sans réactions liées a la perfusion, ni
interruption du traitement, retrait ou réduction de dose liés au traitement. Aucun
anticorps anti-sebelipase alpha n'a été détecté chez aucun sujet.

Sept des neuf patients ont présenté des effets indésirables : des nausées, des maux de
téte et de la diarrhée ont été rapportés chez deux patients ou plus.

Lors de I'extension de cette étude (LAL-CLO4), le profil d'innocuité reste cohérent avec
celui de LAL-CLO1, sans signe de préoccupation clinique. Une seule patiente au cours de
I’étude LAL-CLO4 a présenté une cholécystite aigué classée parmi les effets indésirables
graves et jugée peu probable liée a la sebelipase alfa. Les sept patients sont restés

négatifs pour les anticorps anti-sebelipase alpha.

Dans I’étude LAL-CLO2 (Burton et al., 2015a), la fréquence et la distribution des effets
indésirables étaient similaires dans les deux groupes de I'étude (annexe 4): 86% des
patients du groupe sebelipase et 93% des patients du groupe placebo ont présenté des
effets indésirables.

Les plus fréquents ont été des troubles gastro-intestinaux avec nausée, vomissement,
diarrhée ; des troubles généraux avec maux de téte, fievre et asthénie ; des infections

des voies respiratoires supérieures et des rhinopharyngites.
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Des effets indésirables graves ont été observés chez 3 des 66 patients : 2 patients
du groupe sebelipase (5%) et 1 patients (3%) du groupe placebo. Un seul de ces
événements a été considéré comme étant lié au médicament : une réaction associée a
la perfusion qui était atypique en termes de délai par rapport a la perfusion (8,5 heures
aprés) et en termes de symptomes, la réaction s'est rapidement résorbée apres
I'administration d'une dose unique de diphenhydramine par voie orale.

Un total de 5 des 36 patients du groupe sebelipase alfa ont eu un ou plusieurs
tests positifs d'anticorps anti-médicaments au cours de la période de I'étude de 20
semaines. Les titres étaient généralement bas et non maintenus, et le développement
des anticorps anti-médicaments n’a eu aucun effet sur les variables d’innocuité ou

d’efficacité.

Dans I'étude LAL-CLO3 et son extension d’étude LAL-CLOS (Jones et al., 2017), des
événements indésirables d’intensité légére a modérée ont été observés chez tous les
patients. Les plus fréquents ont été : des diarrhées, des vomissements (67% chacun), de
la fievre, une rhinopharyngite et une rhinite (56% chacun) et une dermatite (44%).

Des réactions associées a la perfusion ont été observées chez 5/9 (56%) des patients.
Les réactions les plus fréquentes ont été : des vomissements, de la fievre, une urticaire
(33% chacun), de la tachycardie et de la paleur (22% chacun). Les réactions associées a
la perfusion ont été gérées avec succés par des modifications de débit de perfusion, un
traitement antipyrétique, antihistaminique et anti-inflammatoire.

Des anticorps anti-sebelipase alfa ont été détectés au cours du traitement chez 4 des 7
nourrissons pour lesquels le test a été réalisé. Deux des quatre patients positifs ont été

positifs pour les anticorps neutralisants.

Dans I’étude LAL-CLO6 (Burton et al., 2019), la sebelipase alfa était généralement
bien tolérée. La plupart des événements indésirables étaient d'intensité légere a
modérée (douleurs abdominales, vomissement, diarrhée, fievre). Trois patients (10%)
ont présenté une réaction a la perfusion légere (1 patient) ou modérée (2 patients). Un
patient a présenté une réaction anaphylactique ; il a subi une désensibilisation et est

resté dans I'étude. Un patient a arrété le traitement en raison d'un événement
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indésirable grave (greffe du foie, sans lien avec le traitement). Deux patients (6%) ont

été testés positifs pour les anticorps anti-médicament.

Dans I'étude LAL-CLO8, 146 événements indésirables graves (EIG), ont été
rapportés chez les 10 patients dont 25 ont été jugés comme liés au traitement. Les
principaux EIG ont été des réactions a la perfusion sans nécessité d’un arrét du
traitement, des diarrhées, des vomissements, de la fieévre, de I'agitation, de l'irritabilité,
de l'urticaire, de la tachycardie ou encore une détresse respiratoire. Un seul patient a
présenté une réaction anaphylactique. A ce jour, 6 patients sur 10 ont développé des
anticorps anti-médicament tous neutralisants, sans qu’il ait été objectivé d’effet sur

Iefficacité de la sebelipase alfa.

Le RCP du Kanuma® mentionne d’autres effets indésirables. Ces derniers sont
relatés dans les tableaux ci-dessous, classés par systéme d’organe et par fréquence. Au
sein de chaque groupe de fréquence, les effets indésirables sont présentés par ordre de

gravité décroissant.
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Affections du systéeme
immunitaire
Affections psychiatriques

Affections du systeme
nerveux
Affections cardiaques

Affections vasculaires

Affections respiratoires,
thoraciques et
médiastinales

Affections gastro-
intestinales

Affections de la peau et du

tissu sous-cutané

Troubles généraux et
anomalies au site
d’administration

Investigations

Tres fréquent

Tres fréquent

Tres fréquent
Tres fréquent

Tres fréquent

Tres fréquent

Tres fréquent

Tres fréquent

Tres fréquent

Tres fréquent

(Edeme palpébral

Agitation?, irritabilité?

Hypotonie

Tachycardie?
Hypertension, paleur?

Détresse respiratoire,
sibilances, toux, rhinite,
congestion nasale,
éternuement

Diarrhée, maladie de
reflux gastrocesophagien,
efforts de vomissement,
vomissement?

Urticaire?, rash?, eczéma?,
prurit, éruption
maculopapuleuse

Frissons, hyperthermie,
fiévre?, cedéme

Augmentation de la
température corporelle,
saturation en oxygene
diminuée, augmentation
de la pression artérielle,
augmentation de la
fréquence cardiaque,
augmentation de la
fréquence respiratoire

Tableau 2: Effets indésirables rapportés chez les nourrissons (Jones et al., 2017; “Résumé des caractéristiques du
produit - KANUMA 2 mg/ml, solution a diluer pour perfusion - European Medicines Agency,” 2015)

1 Trés fréquent = rapporté chez > 1 patient

2 Rapporté chez > 2 patients
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Infections et infestations

Affections du systéeme
immunitaire

Troubles du métabolisme
et de la nutrition

Affections psychiatriques
Affections du systéme
nerveux

Affections cardiaques

Affections vasculaires

Affections respiratoires,
thoraciques et
médiastinales

Affections gastro-
intestinales

Affections de la peau et du
tissu sous-cutané

Affections des organes de
reproduction et du sein

Troubles généraux et
anomalies au site
d’administration

Investigations

Lésions, intoxications et
complications liées aux
procédures

Fréguent

Fréquent

Fréquent

Fréguent
Fréquent
Fréguent

Fréquent

Fréguent

Fréquent

Fréguent

Fréquent

Fréquent

Fréguent

Fréquent

Infection du tractus
urinaire

Réaction anaphylactique,
cedeme palpébral

Hypercholestérolémie
transitoire,
hypertriglycéridémie
transitoire

Anxiété?, insomnie
Sensation vertigineuse

Tachycardie
Hyperhémie?, hypotension

(Edéme laryngé?,
dyspnée? 34

Diarrhée? 3, douleur
abdominale? 3, distension
abdominale, nausées?®3

Urticaire, rash®# (incluant
éruption papuleuse et
rash prurigineux), prurit?,
eczéma?

Ménorragie

Frissons, géne
thoracique??, cedéme,
fatigue, induration au
point de perfusion, fieévre

Augmentation de la
température corporelle3 4
Réaction liée a la
perfusion?

Tableau 3: Effets indésirables rapportés chez les enfants et adultes (Burton et al., 2015a; “Résumé des
caractéristiques du produit - KANUMA 2 mg/ml, solution a diluer pour perfusion - European Medicines Agency,”




1 Tres fréquent = rapporté chez > 1 patient

2 Rapporté chez > 2 patients

3 Rapporté & la méme fréquence chez les patients recevant KANUMA® ou le placebo ou plus fréquemment chez les
patients recevant le placebo pendant la période en double insu de I’étude LAL-CLO2 (Burton et al., 2015a)

4 Rapporté comme faisant partie d’un effet indésirable chez un seul patient recevant KANUMA® dans I'étude LAL-
CLO2 (Burton et al., 2015a)

+* Contre-indication :

Une hypersensibilité menacant le pronostic vital (réaction anaphylactique) au principe

actif, aux ceufs ou a I'un des excipients contre-indique le Kanuma®

X/

«* Colt du traitement :

Le prix d’un flacon de 20 mg est de 6 051,26 € TTC.

Par exemple, pour un homme de 70 kg, le traitement nécessite I'administration de 3,5
flacons par injection, tous les 15 jours. Le colt de revient annuel est d’environ

550 664,66€ TTC.

3.4.2. Transplantation de cellules souches hématopoiétiques (HSCT)
La HSCT permet elle aussi I'apport d’une enzyme active dans un organisme qui en est

dépourvu. Elle est basée sur le fait que la lipase acide exogene pénetre dans les
lysosomes de fibroblastes anormaux. Cette correction croisée a rendu ces fibroblastes
normaux (Kyriakides et al., 1972). Une étude supplémentaire a montré qu’aprés une greffe
de moelle osseuse sur un modele murin malade, une correction de ['activité

enzymatique de la lipase acide sérique a été obtenue (Jyonouchi et al., 1982).

La HSCT consiste a administrer la moelle histocompatible d’un donneur a un patient
préalablement soumis a une myéloablation. Les cellules injectées s'implantent dans la
moelle osseuse et deviennent source de production de la protéine manquante qui est
ensuite délivrée aux différents tissus et organes par le biais du recaptage spécifique aux
enzymes lysosomales. Une fois incorporée dans les lysosomes de la cellule, la lipase
acide catalyse I'hydrolyse des triglycérides et des esters de cholestérol de LDL
intralysosomal. Ces produits de dégradation des LDL, a leur tour, répriment I'expression
des récepteurs aux LDL a la surface cellulaire (réduisant I'afflux de LDL) et inhibent

I'activité de 'THMG-CoA réductase (réduisant la synthése de novo du cholestérol). (Stein

etal., 2007)

La HSCT a été pendant des années le seul traitement potentiel disponible. Bien qu'il y

ait quelques cas rapportés de maladie de Wolman traitée avec succes par HSCT, son
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utilisation est controversée en raison du risque élevé de la morbi-mortalité (Pastores and

Hughes, 2020).

Dans les cas signalés impliquant un total de 8 patients présentant une carence en LAL a
début précoce qui ont recu une HSCT, 3 patients ont survécu et ont obtenu une
normalisation du taux en LAL, une amélioration des parametres lipidiques, une
résolution des symptomes, une régression de I'hépatosplénomégalie et une
ameélioration histologique du foie (Krivit et al., 2000; Stein et al., 2007; Tolar et al., 2009) et quatre
patients sont décédés dans les 8 mois suivant la transplantation et un patient est décédé

environ 6 ans aprés avoir regu la HSCT. (Gramatges et al., 2009; Tolar et al., 2009; Yanir et al.,

2013)

La plupart de ces décées étaient dus soit a la progression de la maladie, soit a des
complications liées a la HSCT telles qu'une septicémie, une maladie du greffon contre
I'hote, une insuffisance hépatique, un syndrome d’obstruction sinusoidale (SOS) et/ou
une défaillance multiviscérale. Ces obstacles ont amené les chercheurs a trouver le

traitement enzymatique substitutif (Gramatges et al., 2009).
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Aprés cette revue de la littérature couvrant tous les aspects cliniques,
physiopathologiques et thérapeutiques de la maladie de Wolman et CESD, nous
rapportons les cas de 19 patients atteints d’un déficit en LAL et suivis dans des centres
de référence. Nous avons recueilli rétrospectivement les données concernant le
diagnostic, I'étude des variants génétiques et les signes cliniques des patients

diagnostiqués entre 2015 et 2019.

Il. Patients et méthodes

1. Patients dépistés
Cette cohorte est basée sur 4174 échantillons de taches de sang séché (DBS) prélevés
sur des individus suspectés d’avoir un déficit en LAL aprés un dépistage clinique et
soumis au laboratoire du CHU de Rouen pour |'évaluation de I'activité de la LAL entre
2015 et 2019.
Les patients sont éligibles au dépistage du déficit en LAL uniquement si certains critéres
cliniques et/ou biologiques sont présents. L'ensemble de ces criteres ont été

hiérarchisés dans un tableau en annexe 5.

La cohorte comprenait 1680 femmes agées de 42,78 ans (+ 22,56 ans) et 2494 hommes
agés de 44,88 ans (+ 20,49 ans). Des consentements éclairés de tous les sujets impliqués
dans I'étude ont été obtenus. Dix-sept consentements éclairés écrits ont été signés pour

I'analyse moléculaire.

Mon-LALD (n=4155]) CESD [n=13) Wolman [n =&}

Female = 1667 : Male=2488 Female=9:Male=4 Female=4:Male=2

W aie 2-

Famale

200 -

I -
. IIIIII||I|I“| II-
o 20 a0 60 80 o

10 20 30 40 S0 0 100 200 300 400
Age (Years) Age (Years) Age (Days)

Figure 11: Description de la cohorte
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2. Dosage de I'activité enzymatique

Toutes les procédures de laboratoire décrites ont été effectuées au service de biochimie

métabolique du CHU de Rouen.

Le déficit en LAL peut étre confirmé biochimiquement en mesurant ['activité
enzymatique de la LAL dans le sang veineux EDTA sur des buvards de sang séché (DBS)
selon la méthode de Halmilton et al. (Hamilton et al., 2012). L'activité LAL est mesurée en
utilisant le substrat fluorimétrique 4-méthylumbelliféryle palmitate et la cardiolipine
activatrice de LAL. D'autres lipases dans le sang total peuvent interférer avec la mesure
de LAL dans les DBS, on utilise donc un inhibiteur hautement spécifique de la LAL :

Lalistat 2 (carbamates de thiadiazole).

L'activité LAL est déterminée en comparant I'activité lipase totale a l'activité lipasique
en présence de Lalistat 2, |la différence entre les deux résultats peut étre attribuée a la

LAL.

2.1. Produits chimiques et réactifs
La cardiolipine, la 4-méthylumbelliférone (4-MU), le diméthylsulfoxyde (DMSO) et le
triton X-100 ont été obtenus aupres de Sigma-Aldrich. L'acétate de sodium provenait de
VWR chemicals. Le 4-méthylumbelliférone palmitate (4MU-palmitate) provenait
d'Apollo Scientific. Le méthanol et I'acide chlorhydrique provenaient de Carlo Erba

reagents. L'eau distillée provenait de Baxter.

2.2. Procédure d'extraction et de dosage des échantillons
Deux spots de 3 mm par patient ont été extraits avec 200ul d'eau distillée en mélangeant
pendant 1 heure a température ambiante. Le test a été réalisé en utilisant des plaques
a 96 puits. Les réactions sans inhibiteurs et avec inhibiteurs ont chacune été réalisées

en double nécessitant 4 puits par échantillon de patient.

40ul d'échantillon ont été ajoutés a chaque puits selon le plan de plaque et 10ul de
Lalistat2 a 30uM ont été ajoutés dans chaque puits pour la réaction avec inhibiteur ou
10ul d'eau distillée pour la réaction sans inhibiteur. Les plaques ont été scellées avec un

film d'aluminium adhésif et pré-incubées pendant 10 minutes a 37°C sous agitation.
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Puis 150ul de tampon substrat contenant du 4MU-palmitate (0,35 mM) et de la
cardiolipine (0,032%) dans un tampon acétate 0,15 M avec 1% de Triton X-100, pH 4,0
ont été ajoutés a tous les puits et les plaques ont été scellées de nouveau. Les plaques
ont été agitées pendant 2 minutes supplémentaires et incubées a 37 °C sous agitation
pendant 3 heures. Apres l'incubation, dix standards de 4-MU dilués en série dans de
I'eau (plage: 0,02 a 11,34 umol) ont été ajoutés a la plaque. Ensuite, 100 uL de tampon
acétate 0,15 M avec 1% de Triton X-100 ont été ajoutés a tous les puits et la fluorescence
a été mesurée en utilisant un fluorimétre Hitachi F-7000 a une longueur d’onde
d’excitation de 320nm et d’émission de 446nm. Les plaques sont lues deux fois avec un
intervalle de 5 minutes entre les lectures. La moyenne des deux fluorescences a été
utilisée pour déterminer les résultats. L'activité LAL a été déterminée en soustrayant
I'activité dans la réaction avec inhibiteur de la réaction sans inhibiteur (lipase totale). La
valeur de référence de I'activité LAL est comprise entre 0,32 et 2,08 nmol/spot/h avec

un seuil fixé a 0,12 nmol/spot/h.

En paralléle un dosage d’une enzyme controle, alpha galactosidase, avec les mémes

échantillons est réalisé afin de vérifier la conformité du buvard.

3. Analyse moléculaire du gene LIPA en Next Generation Sequencing
(NGS)

L'analyse du géne LIPA du patient et I'étude de la ségrégation allélique permettent de
confirmer le diagnostic. Le ou les variants responsables de la maladie vont étre mis en
évidence par un séquencage haut débit (NGS) utilisant la technologie Illumina®avec le
séquenceur Miseq ou Nextseq. Lorsqu’un cas est détecté, une étude du gene LIPA des
parents est nécessaire afin de vérifier la ségrégation allélique. Cette étude permettra de
dépister les porteurs hétérozygotes des variants et d’apporter des informations sur le

caractere pathogene du ou des variants génétiques.

Le laboratoire de biochimie métabolique du CHU de Rouen a mis en place en 2013 un
séquencage ciblé permettant d’analyser un panel de génes, appelé panel LysoGene, afin
d’analyser 51 génes codant pour des protéines rentrant en jeu dans le fonctionnement
du lysosome (annexe 7) ; dont le géne LAL impliqué dans la maladie de Wolman et la

maladie de stockage des esters de cholestérol (CESD).
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Le séquencage haut débit se fait en 3 étapes: préparation des librairies, PCR et
séguencage.
La préparation des librairies correspond a 'ensemble des fragments d’ADN a séquencer
auquel on ajoute trois éléments :
e Des amorces (Rd1 SP et Rd2 SP) permettant d’initier la réplication de ’ADN
e Des index de chaque c6té du fragment permettant d’identifier ’ADN de chaque
patient lors de I'analyse

e Des adapteurs en 3’ et 5’ (P5 et P7) permettant de fixer les fragments a la Flow

cell (FC).
s PS5 DNA Insert ]
o mml _—
—mm —_— 5
\Index _ J Index

Figure 12: Fragment d'ADN avant séquencage (lllumina.com, 2017)

Cette préparation est suivie d’'un bridge PCR c’est-a-dire une amplification en pont des
fragments d’ADN a séquencer sur une surface solide (Flow cell).

La FC est une plaque de verre a la surface de laquelle sont fixés de maniére covalente
des oligonucléotides complémentaires de la séquence des adaptateurs présents aux
extrémités de chaque fragment d’ADN de la librairie. Ces oligonucléotides serviront
d’amorces lors de la PCR.

Déposé sur la FC, chaque fragment d’ADN dénaturé s’hybride par I'une de ses extrémités
avec une amorce de la FC, puis un nouveau brin est synthétisé par une polymérase a
partir de cette amorce. Le brin d’origine est éliminé par dénaturation. L'extrémité
flottante du brin synthétisé se fixe ensuite sur une amorce adjacente et forme un pont
d’ADN simple brin. La polymérase synthétise alors le brin complémentaire pour former
un pont d’ADN double brin. Ce dernier est dénaturé pour former des fragments d’ADN
simple brin qui servent de substrat pour un nouveau cycle d’amplification par pont
(bridge PCR) et ainsi de suite jusqu’a formation d’un groupe d’ADN clonal a la surface de
la FC, appelé cluster. Les clusters monoclonaux permettront une amplification du signal

lors de I’étape de séquencage.

La technologie lllumina® fait appel a une technique de séquencage par synthése utilisant
des nucléotides (A, C, G et T) modifiés par I'ajout de terminateurs réversibles marqués

par des fluorochromes différents. Ce séquencage est un procédé cyclique. Lors du
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premier cycle, les 4 types de nucléotides sont injectés sur la FC. Au niveau de chaque
cluster, un nucléotide modifié complémentaire du fragment d’ADN est incorporé, puis
une mesure des signaux fluorescents émis par les nucléotides incorporés est effectuée,
permettant de déterminer l'identité des nucléotides incorporés; une étape de clivage
du terminateur réversible est nécessaire avant de passer au cycle suivant, car il empéche
I'incorporation d’un nucléotide en aval.

Les cycles sont ensuite répétés, et une image est générée pour chacun d’entre eux.

A Vissue du séquencage, la série d’images produite permettra de déterminer une
séquence de nucléotides incorporés au niveau de chaque cluster: cette séquence est

complémentaire du fragment d’ADN immobilisé au niveau de chaque cluster.
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Figure 13: Amplification par pont (bridge PCR) de la technologie Illumina® (lllumina.com, 2017)
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Figure 14: Principe du séquencage de I’ADN avec la technologie Illumina® (Illumina.com, 2017)
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Ill. Résultats

Nous avons étudié 4174 patients éligibles au dépistage du déficit en LAL selon les
critéres en annexe 5. Les informations cliniques et biologiques ont été fournies par le
médecin des patients et dans tous les cas, 'activité enzymatique de la LAL a été dosée.
La moyenne des activités de la LAL était de 0,98 + 0,59 nmol/spot/h pour les femmes et
de 0,89 + 0,54 nmol/spot/h pour les hommes. Cent cinquante-sept échantillons
provenaient d'enfants de moins de 2 ans (3,8%) dont 73 femmes et 84 hommes. Quatre
mille dix-sept (96,2%) étaient agés de plus de 2 ans et comprenaient 1607 femmes et

2410 hommes.

Un déficit en LAL a été trouvé pour 19 patients. Les données sur les variants du gene
LIPA étaient disponibles chez 17 d’entre eux. Six patients ont été diagnostiqués comme
étant atteints de la maladie de Wolman, tandis que treize patients ont été diagnostiqués
comme atteints de CESD. Les résultats cliniques, biochimiques et moléculaires de tous

les patients sont présentés ci-dessous et résumés dans le tableau en annexe 6.
+ Patiente 1:

Patiente de 4 mois, de parents consanguins, admise pour une fievre prolongée avec une
distension de 'abdomen.
L'analyse en laboratoire a montré une anémie, une élévation de I'ALAT et une

hypertriglycéridémie.

L’échographie abdominale et le scanner ont confirmé une hépatosplénomégalie et une
calcification massive des glandes surrénales. La biopsie hépatique a révélé une stéatose,

une fibrose et une cirrhose hépatique.

L’activité enzymatique de la LAL était de 0,00 nmol/spot/h. L'analyse du géne LIPA a
révélé que la patiente était homozygote pour le variant : c.153 C> A (p. Tyr51*) au niveau
de l'exon 3 (Tinsa et al., 2019), qui a interrompu le cadre de lecture par un codon STOP
prématuré et a confirmé le diagnostic de la maladie de Wolman. Les parents étaient

hétérozygotes pour ce variant.

La patiente a développé une insuffisance hépatique sévere et est décédée 1 mois aprés

I’admission.
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++ Patient 2 :

Patient de 20 ans, présentant une hépatomégalie, une stéatose hépatique et une

hypercholestérolémie.

L’activité enzymatique de la LAL était de 0,00 nmol/spot/h. Le séquengage du géne LIPA
a révélé deux variants précédemment rapportés (Klima et al., 1993; Muntoni et al., 1995; Ruiz-
Andrés et al., 2017; Sadhukhan et al., 2014; Zschenker et al., 2001), le variant bien connu au niveau
du site d'épissage de I'exon 8, c.894G>A (p.GIn298=), et une petite délétion dans I'exon
4 c.398del (p.Ser133*) qui a interrompu le cadre de lecture par un codon STOP

prématuré et a confirmé le diagnostic de CESD.
+ Patient 3 :

Patient de 53 ans présentant une hépatomégalie, une stéatose hépatique avec

hypercholestérolémie et une élévation des ALAT.

L’activité enzymatique de la LAL était de 0,00 nmol/spot/h. Le diagnostic de CESD est
confirmé avec le séquencage du gene LIPA qui a révélé deux variants déja rapportés dans
la littérature (Burton et al., 2015b; Klima et al., 1993; Lohse et al., 2000; Muntoni et al., 1995; Redonnet-
Vernhet et al., 1997), le variant ¢.894G>A (p.GIn298=), et une substitution dans I'exon 3

€.193C>T (p.Arg65*) interrompant le cadre de lecture par un codon STOP prématuré.
+ Patiente 4:

Patiente de 6 jours, issue d’une famille consanguine, connue pour des antécédents de
maladie de Wolman chez son frére ainé (patient 16) et présentant une distension de

I"abdomen, hépatomégalie, vomissement et retard de croissance.
L'analyse en laboratoire a montré une élévation de I'ALAT et une hypertriglycéridémie.

L’activité enzymatique de la LAL était de 0,00 nmol/spot/h. L'analyse de la séquence
génétique du géne LIPA a révélé un variant jamais décrit dans la littérature : la patiente
était homozygote pour le méme variant que son frére au niveau du site de I'épissage de
I'intron 4 : ¢.429-1G>C. Ce variant peut induire un saut d’exon et il est retrouvé chez les

patients présentant une maladie de Wolman. Cette patiente est sous enzymothérapie.
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++ Patiente 5:

Patiente de 45 ans, présentant une hépatomégalie, une stéatose hépatique, une
hypercholestérolémie, une élévation des ALAT et une activité de la LAL a 0,00
nmol/spot/h. L'analyse de la séquence génétique du géne LIPA a révélé le variant
c.894G>A (p.GIn298=) et un nouveau variant faux-sens dans I'exon 4: c.340G>T

(p.Asp114Tyr) confirmant le diagnostic de CESD.

X/

* Patiente 6 :

Patiente de 9 ans, présentant une hépatosplénomégalie, une fibrose hépatique et une
anomalie du systeme cardiaque. Les examens biologiques réveélent une

hypercholestérolémie, une hypertriglycéridémie et une élévation des ALAT.

L’activité enzymatique est de 0,00 nmol/spot/h. Le séquencage du géne LIPA confirme
la CESD en révélant le variant c.894G>A (p.GIn298=) et un nouveau variant délétion-
insertion dans I'exon 4 : ¢.232_243delins (p.Pro76Alafs*5) qui correspond a une délétion
des acides aminés (AA) de 232 a 243 et d’une insertion de 33 AA ce qui entraine un
décalage de lecture. La proline (Pro) est le premier AA changé en alanine (Ala) et un

codon stop se trouve en 5°™¢ position interrompant le cadre de lecture prématurément.
+ Patiente 7 :

Patiente de 11 ans présentant une hépatosplénomégalie sans stéatose hépatique et une
diarrhée. Une élévation des ALAT est retrouvée ainsi qu’une hypercholestérolémie. Elle

ne présente pas de retard de croissance.

L’activité de la LAL est de 0,00 nmol/spot/h. Le diagnostic de CESD est confirmé avec le
séquencage du géne LIPA qui a révélé le variant ¢.894G>A (p.GIn298=) et un nouveau
variant au niveau du site de I'épissage de I'exon 5 : ¢.538+1G>A pouvant potentiellement

causer un saut d’exon.
+* Patiente 8 :

Patiente de 32 ans, présentant une hépatomégalie sans stéatose hépatique. Une

élévation des ALAT est retrouvée ainsi qu’une hypercholestérolémie.

L’activité de la LAL est de 0,00 nmol/spot/h. L’analyse du gene LIPA n’est pas disponible.
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++ Patiente 9:

Patiente de 26 ans présentant une hépatomégalie, une stéatose et une fibrose
hépatique, une élévation des ALAT, une hypercholestérolémie et une

hypertriglycéridémie. Elle ne présente pas de cirrhose, ni de retard de croissance.

L’activité de la LAL est de 0,00 nmol/spot/h. L’analyse du géne LIPA a révélé les mémes
variants que le patient 2 : le variant c.894G>A (p.GIn298=) et le variant délétion c.398del
(p.Ser133*) confirmant le diagnostic de CESD.

+* Patiente 10 :

Patiente de 6 ans présentant une hépatomégalie, une stéatose hépatique, une élévation
des ALAT, une hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie. Elle ne présente pas

de retard de croissance.

L’activité de la LAL est de 0,00 nmol/spot/h. L’analyse du géne LIPA confirme la CESD en
révélant le variant c.894G>A (p.GIn298=) et un nouveau variant non-sens dans I'exon 6 :

€.647T>G (p.Leu216*) interrompant le cadre de lecture par un codon STOP prématuré.
+ Patient 11 :

Patient de 6 ans, présentant une distension de I'abdomen avec hépatomégalie sans
stéatose ni fibrose hépatique. Les examens biologiques montrent une

hypercholestérolémie et une élévation des ALAT.

L’activité enzymatique de la LAL est de 0,01 nmol/spot/h. Le séquencage du géne LIPA
confirme la CESD en révélant le variant c.894G>A (p.GIn298=) et un nouveau variant

faux-sens dans I’exon 6 : ¢.601G>C (p.Gly201Arg).
+ Patiente 12:

Patiente d’un an, issue d’une famille consanguine, sans antécédents familiaux de

maladies héréditaires ou de déces prématurés.

A son admission, elle avait des paramétres anthropométriques normaux. Cependant,
elle était plaintive et asthénique, avec une fieévre élevée. Une hypertrophie du foie et de

la rate sont présentes lors de I'examen abdominal. L'examen radiologique a révélé une
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hépatosplénomégalie marquée et des calcifications des glandes. La biopsie hépatique a

révélé une stéatose et une fibrose hépatique.

Les examens biologiques ont révélé une anémie, une élévation des ALAT, une

hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie.

L'activité enzymatique de la LAL était significativement réduite (0,02 nmol/spot/h).
L'analyse de la séquence génétique du gene LIPA a révélé que la patiente était
homozygote pour le variant (Chabchoub et al., 2020) : c.966G>C qui correspond a une
substitution de G en C au niveau du dernier nucléotide de I'exon 9 supprimant le site
donneur d’épissage (p.GIn322His). Les parents étaient hétérozygotes pour ce variant.

Aprés ces analyses, le diagnostic de maladie de Wolman est posé.

Cette patiente n'a pas recu de sebelipase alfa, car ce traitement n'est pas disponible en

Tunisie. Elle était en attente d'une greffe de moelle osseuse, mais est décédée.
+ Patiente 13:

Patiente de 4 ans, présentant une distension de I'abdomen, une hépatomégalie et une
fibrose hépatique. Elle ne présente pas de retard de croissance ni de cirrhose. Les
examens biologiques montrent une anémie, une élévation des ALAT, une

hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie.

L’activité enzymatique de la LAL est de 0,02 nmol/spot/h. Le séquencage du géne LIPA
confirme la CESD en révélant le variant c.894G>A (p.GIn298=) et un nouveau variant

faux-sens dans I'intron 5 : ¢.538G>A (p.Gly180Ser).
+ Patiente 14 :

Patiente de 5 ans présentant une anémie accompagnée d’une distension de I'abdomen
due a une hépatomégalie, d’un retard de croissance, d’une diarrhée et d’'une anomalie

du systéme cardiovasculaire.

L’activité enzymatique de la LAL est de 0,03 nmol/spot/h. Les résultats du séquencage

du géne LIPA ne sont pas disponibles.
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++ Patient 15 :

Patient de 1 mois, de parents consanguins, admis pour une anémie accompagnée d’une
hépatosplénomégalie, d’un retard de croissance et d’'une diarrhée.
Lors d’examens approfondis, on retrouve une calcification des glandes surrénales et une

anomalie du systéme cardiovasculaire.

L’activité enzymatique de la LAL était de 0,03 nmol/spot/h. L'analyse du gene LIPA a
révélé un variant non-sens homozygote déja rapporté dans la littérature (Aslanidis et al.,
1996; Burton et al., 2015b; Fasano et al., 2012) au niveau de I'exon 7 : ¢.796G>T (p.Gly266*), qui
a interrompu le cadre de lecture par un codon STOP prématuré et a confirmé le

diagnostic de la maladie de Wolman. Le patient est décédé.
+» Patient 16 :

Patient de 3 mois, de parents consanguins, admis pour une hépatosplénomégalie avec

retard de croissance. |l est le grand frere de la patiente 4.

Les examens biologiques montrent une anémie, une élévation des ALAT et une
hypertriglycéridémie. L'examen radiologique a révélé des calcifications des glandes

surrénaliennes.

L’activité enzymatique de la LAL était de 0,05 nmol/spot/h. L'analyse du géne LIPA a
révélé le méme variant homozygote que sa sceur (patient 4) : le variant ¢.429-1G>C

confirmant le diagnostic de maladie de Wolman. Le patient est décédé.
+ Patient 17 :

Patient de 9 ans, de parents consanguins, présentant une hépatomégalie avec stéatose
hépatique. Elle ne présente pas de fibrose hépatique, de cirrhose, ou de retard de

croissance.

Les examens biologiques montrent une élévation des ALAT et une

hypercholestérolémie.

L’activité enzymatique de la LAL était de 0,01 nmol/spot/h. L'analyse du gene LIPA a
révélé qu’elle était homozygote pour le variant bien connu au niveau du site d'épissage

de I’'exon 8, ¢.894G>A (p.GIn298=) confirmant la CESD.
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+* Patiente 18 :

Patiente de 53 ans présentant une hépatomégalie avec stéatose hépatique sans fibrose

ni cirrhose.

Les examens biologiques montrent une élévation des ALAT, une hypercholestérolémie

et une hypertriglycéridémie.

L’activité enzymatique de la LAL était de 0,00 nmol/spot/h. L’analyse du gene LIPA a
révélé les mémes variants que les patients 2 et 9 : le variant ¢.894G>A (p.GIn298=) et le

variant délétion c.398del (p.Ser133*) confirmant le diagnostic de CESD.
++ Patiente 19:

Patiente de 2 mois, de parents consanguins, présentant une distension de I'abdomen,
des vomissements et un retard de croissance.
L'analyse en laboratoire a montré une anémie, une élévation de I'ALAT et une

hypertriglycéridémie.

L’échographie a confirmé une hépatosplénomégalie et une calcification des glandes
surrénales. La biopsie hépatique n’a pas révélé de stéatose, ni fibrose, ni cirrhose

hépatique.

L’activité enzymatique de la LAL est de 0,00 nmol/spot/h. L'analyse de la séquence
génétique du gene LIPA a révélé un variant déja décrit dans la littérature (Valles-Ayoub et
al, 2011) au niveau de I'exon 4 : la patiente était homozygote pour le variant faux-sens :
¢.260G>T (p.GIn87Val). Les parents étaient hétérozygotes pour ce variant. Aprés ces

analyses, le diagnostic de maladie de Wolman est posé.
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Entre 2015 et 2019, 19 patients ont été détectés (figure 11 p.50) avec une activité
inférieure a 0,05 nmol/spot/h. Six patients (4 femmes et 2 hommes) ont regu un
diagnostic de maladie de Wolman sur 157 enfants de moins de 2 ans (3,82%) avec un
age moyen au diagnostic de 0,26 + 0,34 ans. Concernant la CESD, 13 patients (9 femmes
et 4 hommes) ont été identifiés sur 4017 personnes de plus de 2 ans (0,32%) avec un

age moyen au diagnostic de 22,42 £ 18,23 ans (annexe 6).
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Figure 15: Distribution de I'activité enzymatique LAL entre les patients non-LALD, CESD et Wolman.
Le panneau de gauche est un zoom sur les faibles valeurs d'activité

Cliniquement, I’'hépatomégalie était l'anomalie la plus fréquente (n=19; 100%)
accompagnée parfois d’une splénomégalie (n=7; 36,8%), d’'une stéatose hépatique
(n=9; 47,4%) et/ou d’une fibrose hépatique (n=5; 26,3%). Une cirrhose était présente
chez un patient et une calcification des surrénales a été observée chez 5 patients
(26,3%).

Des signes extrahépatiques ont été rapportés comme des diarrhées (n=3; 15,8%), des
vomissements (n=2; 10,5%), une anémie (n=7 ; 36,8%), un retard de croissance (n=5;

26,3%) et des anomalies du systeme cardiaque (n=3 ; 15,8%).

Concernant les anomalies biochimiques, une élévation de I'ALAT était fréquemment
rapportée (n=16; 84,2%), ainsi qu’une hypercholestérolémie (n=13/17 rapporté;

76,5%) et une hypertriglycéridémie (n=10/14 rapporté ; 71,4%).
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Pour les patients CESD, les analyses de laboratoire ont montré une altération du profil
lipidique (annexe 6) : cholestérol a 2,72 + 0,47 g/L (N<2,3), cholestérol HDL a 0,35 + 0,09
g/L (N>0,45), cholestérol LDL a 2,31 + 0,5 g/L (N<1,3), triglycérides a 1,92 + 1,26 g/L
(N<1,33).

Pour les patients Wolman, les analyses de laboratoire ont montré une altération du
profil lipidique : cholestérol a 1,53 + 0,87 g/L, cholestérol HDL a 0,15 + 0,08 g/L,
cholestérol LDL a 1,3 £ 0,92 g/L, triglycérides = 3,26 + 1,42 g/L.

Figure 16: Symptémes présents au moment du diagnostic
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IV. Discussion

L’objectif de cette étude était de faire un dépistage a grande échelle de la carence en
LAL dans une population a risque. Ce screening basé sur la biochimie et sur la génétique

a permis de diagnostiquer 19 patients parmi les 4174 patients identifiés.

Les six patients atteints de maladie de Wolman ont été diagnostiqués entre 6
jours et 1andevie, avec un age moyen au diagnostic de 0,26 + 0,34 ans. Tous les patients
étaient consanguins et la majorité d'entre eux présentaient une anémie (n=5), une
hépatosplénomégalie, une élévation des ALAT (n=5), une hypertriglycéridémie (n=5) et
des calcifications des glandes surrénales (n=5). Certains patients ont présenté un retard
de croissance (n=4), des vomissements (n=2), des diarrhées (n=1), une
hypercholestérolémie (n=1) ou encore une anomalie du systéme cardiovasculaire (n=1).
Deux patients ont présenté une stéatose et une fibrose hépatique dont un au stade
cirrhose.

Au contraire, les treize patients présentant la forme CESD ont été diagnostiqués entre 4
et 53,4 ans de vie, soit 22,42 + 18,23 ans |'dge moyen au moment du diagnostic. Presque
tous ont montré une hépatomégalie (n=13), une élévation des ALAT (n=11) et une
hypercholestérolémie (n=12) comme principaux traits d'affection et certains d'entre eux
ont montré une splénomégalie (n=2), une hypertriglycéridémie (n=5), une fibrose (n=3)
ou une stéatose hépatique (n=7) ou des anomalies du systéme cardiovasculaire (n=2)

(Annexe 6).
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Figure 17: Apergu du phénotype clinique des patients CESD et Wolman

Le diagnostic au CHU de Rouen repose actuellement sur certains criteres

cliniques et/ou biologiques (Annexe 5), puis sur la mesure de I'activité enzymatique de
la LAL sur DBS en utilisant Lalistat 2 selon la méthode de Halmilton et al., suivi d’un
contréle avec un nouveau prélevement du patient et de I'analyse moléculaire du géne
LIPA en NGS le cas échéant.
L’activité enzymatique de la LAL était inférieure a 0,05 nmol/spot/h (seuil a 0,12) pour
les 19 patients et 'analyse génétique du géne LIPA de 17 d’entre eux nous a permis
d'identifier quatorze variants différents dont 6 non-sens, 4 faux-sens, 4 variants au
niveau d’un site d'épissage. Sept variants n’étaient pas signalés auparavant: deux
variants non-sens [c.232_243delins (p.Pro76Alafs*5) ; c.647T>G (p.Leu216*)], trois faux-
sens [c.340G>T (p.Asp114Tyr); c.601G>C (p.Gly201Arg) ; c.538G>A (p.Gly180Ser)], et
deux altérations d’épissage [c.429-1G>C ; c.538+1G>A].

Les variants déja décrits dans la littérature qui ont été identifiés dans notre cohorte
étaient :

- le variant bien connu au niveau du site d'épissage de I'exon 8; c.894G>A
(p.GIN298=) (Klima et al., 1993; Muntoni et al., 1995; Scott et al., 2013): les 12 patients atteints de

CESD avaient au moins une copie de ce variant dont un patient homozygote,
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- le variant au niveau d’un site d'épissage c.966G>C (p.GIn322His) (Chabchoub et al.,
2020)

- la petite délétion non-sens c.398del (p.Ser133*) (Ruiz-Andrés et al., 2017; Sadhukhan et al.,
2014; Zschenker et al., 2001) qui a été retrouvée chez 3 patients atteints de CESD sous la
forme hétérozygote

- les variants non-sens c.193C>T (p.Arg65*) (Burton et al., 2015b; Lohse et al., 2000; Redonnet-
Vernhet et al., 1997) ; ¢.796G>T (p.Gly266*) (Aslanidis et al., 1996; Burton et al., 2015b; Fasano et

al., 2012) ; ¢.153 C>A (p. Tyr51%*) (Tinsa et al., 2019)

- le variant faux-sens ¢.260G>T (p.Gly87Val) (valles-Ayoub et al., 2011)
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Figure 18: Variations moléculaires des dix-sept cas étudiés décrivant sept nouvelles
variantes et sept variantes précédemment rapportées.
Le nombre d'alleles mutés est indiqué dans le cercle.
La taille de la bulle est proportionnelle au nombre d'alléles mutés

4 patients atteints de la maladie de Wolman sont décédés. Ce qui confirme que
la forme infantile est une urgence diagnostique, car sans traitement I’évolution est
rapide et fatale dans les premieres années de vie. |l est donc essentiel d'identifier les
patients affectés le plus tot possible et de mettre en place un traitement avant
I'apparition des symptémes irréversibles surtout que I'enzymothérapie substitutive
(sebelipase alfa) représente une avancée majeure dans le traitement de ces maladies.
Le développement de méthodes a haut débit, notamment basées sur I'utilisation du DBS
qui présente de nombreux avantages comme un petit volume d'échantillon (70 uL de
sang EDTA), une stabilité dans le temps et un transport a température ambiante vers

des laboratoires spécialisés (Hamilton et al, 2012), est nécessaire pour pouvoir
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diagnostiquer le plus précocement ces maladies.

La mesure de I'activité enzymatique de la LAL sur des buvards de sang séché (DBS) selon
la méthode de Halmilton et al donne de bons résultats, elle a une bonne sensibilité et
une bonne spécificité. Elle utilise Lalistat 2, inhibiteur spécifique de la LAL, permettant
d’enlever les interférences des autres lipases présentes dans le sang total. Ainsi la
mesure de l'activité enzymatique de la LAL est possible en mesurant ['activité
enzymatique totale et l'activité en présence de Lalistat 2. Mais cette technique a
également ses limites : le dosage de I'activité enzymatique de la LAL ne prédit pas la
gravité de la maladie, et les résultats du test ne doivent donc pas étre utilisés pour
attribuer un sous-type de maladie. De plus, c’est une technique en grande partie
manuelle et qui ne permet pas des dosages en haut débit.

Masi et al. ont trouvé un nouveau substrat hautement spécifique de la LAL évitant
d'effectuer deux tests en parallele en présence et en l'absence de Lalistat-2 et
permettant un dosage en chromatographie liquide-spectrométrie de masse en tandem
(LC-MS/MS). A I'aide d’une bibliotheque d’analogue du substrat 4-MU palmitate, Masi
et al. se sont apercus que le P-PMHC était le substrat avec la meilleure spécificité pour
la LAL, il s'est révélé étre sélectif a plus de 98% pour la LAL dans le DBS. Le P-PMHC est

un ester entre |'acide palmitique et la 4-propyl-8-méthyl-7-hydroxycoumarine.

Substrate P-PMHC

Figure 19: Structure du substrat P-PMHC (Masi et al., 2018)

Cette découverte est importante, car cette technique de dépistage au LC-MS /
MS va permettre un dosage en haut débit rendant le dépistage néonatal réalisable.
Compte tenu de la rareté de la carence en LAL, le dépistage néonatal de cette enzyme
pourrait étre pratique s'il pouvait étre ajouté de facon multiplexe a un panel de

dépistage néonatal.
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V. Conclusion

La maladie de Wolman et la maladie de stockage des esters de cholestérol (CESD)
sont des maladies héréditaires autosomiques récessives causées par une carence en LAL
due a des variants pathogénes ou probablement pathogénes sur le gene LIPA. Cette
enzyme est essentielle a la dégradation des esters de cholestérol et des triglycérides

dans le lysosome.

Les caractéristiques cliniques comprennent la combinaison d'un dysfonctionnement
hépatique et d'une dyslipidémie, conséquence de I'accumulation d'esters de cholestérol
et/ou de triglycérides principalement dans le foie, la rate, les surrénales.

La maladie de Wolman se manifeste dés les premiéres semaines de la vie par des
vomissements, des stéatorrhées, une distension abdominale secondaire a
I'hépatosplénomégalie, des calcifications des surrénales sont présentes chez environ
50% des patients. Un retard de croissance et une anémie peuvent compléter ce tableau
clinique. L’évolution sans traitement est trés rapide et est fatale dans les premieres
années de vie.

La maladie de stockage des esters de cholestérol est moins sévére et peut ne se
manifester que tardivement dans la vie, méme a I'age adulte, par une hépatomégalie,
une stéatose évoluant vers une fibrose, une cirrhose et finalement vers une insuffisance
hépatique. Une athérosclérose prématurée peut également se développer.

D’un point de vue biologique, on observe dans les 2 maladies une élévation des
transaminases sériques et une dyslipidémie avec une concentration élevée de LDL

cholestérol et de triglycérides, tandis que le HDL cholestérol est diminué.

Le diagnostic repose actuellement sur I’évaluation de I'activité enzymatique de la
LAL selon la méthode de Halmilton et al., suivie de I'étude moléculaire du gene LIPA en
NGS le cas échéant pour confirmer le diagnostic de LAL-D. L'activité de la LAL est absente
ou inférieure a 1% dans la maladie de Wolman tandis qu'une certaine activité résiduelle
de l'ordre de 1 a 12% est présente dans CESD.

L'analyse génétique du gene LIPA des 17 patients nous a permis d’élargir la connaissance
du spectre moléculaire du LAL-D en identifiant sept nouveaux variants : six sous forme

CESD [c.340G>T - p.(Asp114Tyr); c.232_243delins - p.(Pro76Alafs*5); c.538+1G>A -
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p.(?); c.647T>G - p.(Leu216*) ; c.601G>C - p.(Gly201Arg) et c.538G>A - p.(Gly180Ser)] et
un dans la maladie de Wolman: c.429-1G>C - p.(?).

Avant 2015, le seul traitement disponible était la greffe de cellules souches
hématopoiétiques, mais elle a rarement réussi a prolonger la survie et est associée a un
risque élevé de morbi-mortalité. Puis en 2015, le premier traitement enzymatique
substitutif pour le traitement du déficit en LAL est commercialisé sous le nom de
Kanuma (sébelipase alfa). C'est une protéine LAL humaine recombinante dont
I'efficacité et l'innocuité chez les patients atteints de la maladie de Wolman ou de CESD
sont a ce jour prometteurs, mais il est impératif d'évaluer les effets de la sebelipase alfa

sur la progression de la maladie a long terme.

Il existe tout de méme des inconvénients majeurs pour ce traitement. Tout d’abord son
prix élevé, il s’agit d’un médicament orphelin, innovant et cher. Néanmoins, en France
ces maladies ouvrent droit a une prise en charge intégrale de tous les soins par
I’assurance maladie. Ces médicaments ne sont disponibles qu’en pharmacie hospitaliére
ce qui reste une contrainte pour le patient. Il est également important de mettre en
place le traitement le plus rapidement possible avant l'apparition de symptémes
irréversibles d’ou la nécessité d’un diagnostic précoce. Le nouveau substrat (P-PMHC)
découvert par Masi et al. combiné a un dosage haut débit multiplexe en LC-MS/MS
permettraient un dépistage néonatal, une orientation diagnostique plus rapide, et une

mise en place du traitement précocement.
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Annexe 1

Mucopolysaccharidose (MPS)

MPS | / Maladie de Hurler, maladie de

Scheie
MPS Il / Maladie de Hunter

MPS Il A / Maladie de Sanfilippo
MPS Il B / Maladie de Sanfilippo

MPS Il C / Maladie de Sanfilippo

MPS Il D / Maladie de Sanfilippo
MPS IV A / Maladie de Morquio

MPS IV B / Maladie de Morquio

MPS VI / Maladie de Maroteaux-Lamy

MPS VII / Maladie de Sly

MPS IX

a-lduronidase

Iduronate sulfatase
Héparane sulfamidase
Acétyl a-glucosaminidase

Acétyl CoA: a-glucosaminide N-
acétyltransférase

N-acétyl glucosamine-6-sulfatase
Acétyl galactosamine-6-sulfatase
B-galactosidase

Acétyl galactosamine 4-sulfatase
(arylsulfate B)

B-glucuronidase

Hyaluronidase

Glycoprotéinoses

Aspartylglucosaminurie
Fucosidose
a-Mannosidose de type I/II

B-Mannosidose

Mucolipidose | / Sialidose de type I/Il

Maladie de Schindler de type I/1l

Glycosylasparaginase
a-Fucosidase
a-Mannosidase
B-Mannosidase
Neuraminidase

N-acetylgalactosaminidase

Sphingolipidoses

Maladie de Fabry

Lipogranulomatose de Farber / Maladie

de Farber
Maladie de Gauche type I/11/11I

a-Galactosidase A

Ceramidase acide

Glucosylceramidase
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Maladie de Gaucher atypique
GM1 gangliosidose type I/1I/lll

GM2 gangliosidose type | / Maladie de
Tay-Sachs

GM2 gangliosidose type Il / Maladie de
Sandhoff

GM2 gangliosidose type AB

Maladie de Krabbe
Maladie de Krabbe
Leucodystrophie métachromatique
Leucodystrophie métachromatique

Maladie de Niemann-Pick du type A et B

Saposine C
GM1-B-galactosidase

B-Hexosaminidase A
B-Hexosaminidase A + B

GM2 activateur
B-Galactosylceramidase
Saponoside A
Arylsulphatase A
Saponoside B

Sphingomyelinase

Autres lipidoses

Maladie de Niemann-Pick du type C1 et
C2

Maladie de stockage en esters de
cholestérol et maladie de Wolman
Céroide-lipofuscinose neuronale 1,
CLN1 / Maladie de Santavuori
Céroide-lipofuscinose neuronale 2,
CLN2 / Maladie de Jansky-Bielschowsky
Céroide-lipofuscinose neuronale 3,
CLN3 / Maladie de Batten

Céroide-lipofuscinose neuronale 5, CLN5
Céroide-lipofuscinose neuronale 6, CLN6

Céroide-lipofuscinose neuronale 8,
CLN8 / Epilepsie de Northern

Céroide-lipofuscinose neuronale 9, CLN9

NPC1, NPC2

Lipase acide

Palmitoyl protéine thioestérase (PPT1)
Tripeptidyl peptidase 1 (TPP1)

CLN3, protéine transmembranaire
lysosomale

CLN5, protéine lysosomale soluble
CLN®G, protéine transmembranaire de ER

CLNS8, protéine transmembranaire du
réticulum endoplasmique

Protéine régulatrice de dihydrocéramide

synthétase
Céroide-lipofuscinose neuronale 10, Cathepsin D
CLN10
Glycogénoses

Glycogénose type |l / Maladie de Pompe

al,4-glucosidase (maltase acide)
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Annexe 2

Défaut protéique lysosomal non enzymatique

GM2 Gangliosidose, défaut de Protéine activatrice GM2
I'activateur

Leucodystrophie métachromatique Saposine B

Krabbe Saposine A

Gaucher Saposine C

Défaut protéique transmembranaire - Transporteurs

La maladie de stockage de I'acide Sialine

sialique ; forme infantile (ISSD) et forme

adulte

(Salla)

Cystinose Cystinosine

Niemann-Pick Type C1 Niemann-Pick Type C1 (NPC1)
Niemann-Pick Type C2 Niemann-Pick Type C2 (NPC2)

Défaut protéique transmembranaire — Protéines structurelles

Danon Protéine 2 membranaire associée aux
lysosomes
Mucolipidose IV Mucolipine

Défaut de protection de 'enzyme lysosomale

Galactosialidose Protéine protectrice cathepsine A (PPCA)

Défaut de traitement post-traductionnel

Carence multiple en sulfatase Sulfatase multiple

Défauts de trafic dans les enzymes lysosomales

Mucolipidose lla / B, GIcNAc-1-P transférase
Mo /B
Mucolipidose Il y GIcNAc-1-P transférase

Défaut de dégradation du polypeptide

Pycnodysostose Cathepsin K
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Annexe 3

Etudes cliniques Méthodes Résultats de I'efficacité Effets indésirables rapportés

Etudes de phase 1/2 multicentriques - Amélioration des concentrations - Nausée, maux de téte, diarrhée
ouvertes, non randomisées chez des adultes sériques en ALAT et ASAT
présentant une dysfonction du foie due a - Evénement indésirable grave :
une déficience en LAL - Amélioration du profil lipidique avec cholécystite aigué jugée peu
diminution du LDL-c, des triglycérides probablement liée a la sebelipase
PR EE SRS Critére d’évaluation principal : innocuité et et augmentation du HDL-c alfa
LAL-CLO4 tolérabilité
Criteres d’évaluation secondaires : les
parametres hépatiques (ASAT, ALAT), valeur
lipidique
Etude de phase 3 multicentrique, - Taux plus important de patients avec - Nausée, vomissement, diarrhée ;
randomisée, a double aveugle versus ALAT normalisées dans le groupe des troubles généraux avec maux
placebo chez les enfants et les adultes agés sebelipase par rapport au groupe de téte, fievre et asthénie ; des
de plus de 4 ans atteints d’un déficit en LAL placebo (31% vs 7%) infections des voies respiratoires
Apres 52 semaines, 97 % des patients supérieures et des
(fieeire eftcve Weilion orfindie] s mermaliFaen ont obtenu une diminution des ALAT rhinopharyngites
LAL-CLO2 etz BT et 100 % des patients aprés 100

q - Présence d’anticorps anti-
Criteres d’évaluation secondaires : Sl E

médicaments chez 5 patients sans

normalisation des ASAT, réduction des offet sur 'efficacité

concentrations en LDL-c, triglycérides, - Taux plus important de patients avec
augmentation du HDL-c, ASAT normalisées dans le groupe - Evénement indésirable grave :

réduction du pourcentage du contenu réaction associée a la perfusion
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hépatique en lipide, I'innocuité et les effets sebelipase par rapport au groupe
indésirables placebo (42% vs 3%)

- Amélioration du profil lipidique avec
diminution du LDL-c, des triglycérides
et augmentation du HDL-c

- Réductions significatives de la teneur
en graisse hépatique (- 31,98% vs

-4,21%)

Etudes de phase 2-3 multicentriques - 6/9 nourrissons (67%) étaient - Diarrhées, vomissements, fievre,
ouvertes, d’escalade de doses, chez des toujours en vie a 12 mois. rhinopharyngite, rhinite et
enfants de moins de 2 ans dermatite

- 5/9 nourrissons ont survécu jusqu’a
Critére d’évaluation principal : taux de survie I’age de 24 mois. - Présence d’anticorps anti-
al'’age de 12 mois médicaments chez 4 patients

- Amélioration anthropométrique
Critéeres d’évaluation secondaires : survie a - Evénement indésirable grave :

- Amélioration de la fonction hépatique
(réduction des concentrations en
ALAT, ASAT et GGT)

LAL-CLO3 / extension
LAL-CLO5

24 mois, le développement staturo-
pondéral, les parameétres hépatiques et

réaction associée a la perfusion
avec vomissements, fiévre,

I'innocuité du traitement urticaire, tachycardie et paleur

- Amélioration de

I'hépatosplénomégalie

- Amélioration des symptémes gastro-
intestinaux.
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Etude ouverte, multicentrique chez les - Amélioration du profil lipidique avec - Douleurs abdominales,

enfants et les adultes agés de plus de 8 diminution du LDL-c, des triglycérides vomissement, diarrhée, fievre
mois atteints d’un déficit en LAL. et augmentation du HDL-c
- Présence d’anticorps anti-
Critére d’évaluation principal : innocuité et - Amélioration de médicaments chez 2 patients
LAL-CLO6 tolérabilité I'hépatosplénomégalie et de la

fonction hépatique avec réduction des  ~ Evénement indésirable grave :
Critéeres d’évaluation secondaires : R ErE E 7 ALAT. ASAT et EET réaction associée a la perfusion,
normalisation des lipides sériques, des ALAT, réaction anaphylactique
des ASAT. nécessitant une désensibilisation
Etude de phase 2, ouverte, multicentrique, - 9/10 nourrissons (90%) étaient en vie - Vomissement, diarrhée, fiévre,
de dose répétée chez 10 nourrissons a 12 mois. agitation, irritabilité
Critére d’évaluation principal : innocuité et - 8/10 nourrissons (80%) ont survécu - Présence d’anticorps anti-

tolérabilité jusgu’a I'age de 24 mois. médicaments chez 6 patients sans

effet sur I'efficacité
Critéres d’évaluation secondaires : - Amélioration anthropométrique

pourcentage de survivants a 12, 18, 24, le
développement staturo-pondéral, les
parameétres hépatiques

LAL-CLO8

Evénement indésirable grave :
- Amélioration de la fonction hépatique

(réduction des concentrations en
ALAT, ASAT)

réaction associée a la perfusion
avec vomissements, fiévre,
urticaire, tachycardie ou encore
détresse respiratoire ; réaction
anaphylactique
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Annexe 4

Tous les effets secondaires

Mal de téte

Fievre

Asthénie

Diarrhée

Douleur abdominale
Constipation

Nausée

Vomissement

Douleur oropharyngée

Infection des voies
respiratoires supérieures
Epistaxis

Rhinopharyngite
Toux

Evénement indésirable
grave

Evénement indésirable
grave lié au médicament
Evénement indésirable
menant a la mort

31 (86%)
10 (28%)
7 (19%)
3 (8%)
6 (17%)
3 (8%)
3 (8%)
3 (8%)
3 (8%)
6 (17%)
6 (17%)
4 (11%)
4 (11%)
3 (8%)

2 (6%)

1 (3%)

0

28 (93%)
6 (20%)
6 (20%)

1 (3%)
5 (17%)
1 (3%)
1 (3%)
2 (7%)
3 (10%)
1 (3%)
6 (20%)
6 (20%)
3 (10%)
3 (10%)

1 (3%) = accident de
voiture

0
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Annexe 5

Déficit en Lipase Acide Lysosomale (LALD)

Renseignements cliniques

A A

IMPORTANT [f est important de réaliser le bilan biologique lipidique chez tous les patients concernés MPORTANT
afin de pouvoir renseigner les informations dans le pavé bleu.

Un patient est éligible au dépistage du déficit en LAL :
- Si les cases cochées totalisent plus de 4 +
- Et si les critéres sont répartis a minima : soit 1 rouge + 1 bleu,
soit de 3 couleurs différentes.

Toute autre cause clinique, infectieuse ou génétigue, en rapport
avec les critéres ci-dessous devra étre écartée.

Atteinte Hépatique/splénique Présent

Hépatomégalie - Waolman/CESD
ALAT >N +++ Wolman/CESD
ASAT>N +++ Wolman/CESD
Splénomégalie s Woalman/CESD
Stéatose (NAFLD/NASH) ++ CESD
Stéatose microvésiculaire - CESD
Cellules de surcharge 4 CESD
Fibrose/Cirrhose inexpliquée i CESD

Atteinte cardiovasculaire/Dyslipidémie
LDLT (>1,3g/l enfant< 16 ans et > 1,6 g/l adulte) RS Wolman/CESD

( > 3,4 mmol/l enfant < 16 ans et > 4,14 mmol/| adulte)
HDL ! (< 0,45 g/l enfant < 16 ans et < 0,5 g/l adulte) R Waolman/CESD

(< 1,17 mmol/l enfant < 16 ans et < 1,3 mmol/l adulte)

Atteinte gastrointestinale

Diarrhée/Vomissement - Woaolman
Ascite + Wolman

Autres
Altération de I'état général RS Wolman
Anémie + Wolman/CESD
Thrombopénie + Wolman/CESD
Calcification des surrénales o Woaolman
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Annexe 6

) ) . Hyper-
Age au Manifes- A alanine  Choles- Trigly- Hypercho-
, ) E . . Activité . Variant 1, Variant 2, Variant 2, Enzymo- Consan- ) ) LDL , g Y trigly- o .
Patient Genre diagnostic Maladie Variant 1, cDNA ) ) .. .., tations aminotrans- terol cérides s lestérolé-
de la LAL Proteine cDNA Proteine thérapie  guinité .. céridé- )
(an) cliniques ferase (g/1) (g/1) mie mie
HM, SM,
P1 F 0,4t Wolman 0,00 c.153C>A p.Tyr51* c.153C>A p.Tyr51* - 1 AP, CS, A, + 1,80 3,40 + -
SH, FH, C
P2 M 20,10 CESD 0,00 c.398del p.Ser133* c.894G>A p.GIn298= - - HM, SH 2,201 0,32 1,52 +
P3 M 53,40 CESD 0,00 ¢.193C>T p.Arg65* ¢.894G>A p.GIn298= o o HM, SH +
HM, AP,
P4" F 0,00 Wolman 0,00 c.429-1G>C p.? c.429-1G>C p.? + + RC.V + 2,04 1195]027| 1,45 +
P5 F 45,00 CESD 0,00 €.340G>T p.Asp114Tyr ¢.894G>A p.GIn298= - = HM, SH + 2,40 3,001 0,50 1,01 - +
. HM, SM,
P6 F 9,30 CESD 0,00 ¢.232_243delins p.Pro76Alafs*5 c.894G>A p.GIn298= ° - FH. ASCV + 1,99 1,50] 0,31 0,93 + +
P7 F 10,90 CESD 0,00 ¢.538+1G>A p.? c.894G>A p.GIn298= - - HM, SM, D + 2,62 1,75 0,30 2,89 +
P8 F 32,20 CESD 0,00 - HM + 2,52 +
HM, SH,
P9 F 26,40 CESD 0,00 c.398del p.Ser133* c.894G>A p.GIn298= - FH + + +
P10 F 6,30 CESD 0,00 c.647T>G p.Leu216* c.894G>A p.GIn298= - - HM,SH + 3,44 2,77 4,22 +
P11 M 6,60 CESD 0,01 €.601G>C p.Gly201Arg C.894G>A p.GIn298= + - HM, AP + 3,00 | 2,40
HM, SH,
P12 F 1,1t Wolman 0,02 €.966G>C p.GIn322His ¢.966G>C p.GIn322His - + SM, FH, + 2,88 1,69 0,11 3,40 + +
CS, A
HM, AP,
P13 F 3,90 CESD 0,02 c.538G>A p.Gly180Ser c.894G>A p.GIn298= - EHA + 2,63 1,96 | 0,25 2,08 + +
HM, AP,
P14 F 5,20 CESD 0,03 + - RC, A,
ASCV,D
HM, SM,
P15 M 0,1t Wolman 0,03 c.796G>T p.Gly266* c.796G>T p.Gly266* - + RC, ASCV, 0,66 0,25] 0,10 2,04 - -
CS,D,A
. HM, SM,
P16 M 03t Wolman 0,05 ¢.429-1G>C p.? c.429-1G>C p.? + + & A e + 0,74 5,50 + -
P17 M 9,20 CESD 0,01 c.894G>A p.GIn298= c.894G>A p.GIn298= - + HM, SH + 2,99 2,681 0,40 0,79 -
P18 F 53,20 CESD 0,00 c.398del p.Ser133* C.894G>A p.GIn298= - HM, SH + +
HM, SM,
P19 F 0,20 Wolman 0,00 ¢.260G>T p.Gly87Val €.260G>T p.Gly87Val + + AP, CS, + 1,06 0,12 3,75 + -
RC,V, A

Abréviations des manifestations cliniques : HM, hépatomégalie; SH, stéatose hépatique ; FH, fibrose hépatique ; C, cirrhose ; SM, splénomégalie ; AP, abdomen protubérant ; RC, retard de croissance ; CS,
calcification surrénalienne ; ASCV, anomalie du systeme cardiovasculaire ; A, anémie ; V, vomissement ; D, diarrhée ; “ frére et sceur.
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Annexe 7

Maladie lysosomale

Alpha mannosidose MAN2B1
Aspartylglucosaminurie AGA
Béta mannosidose MANBA
Céroide lipofuschinose neuronale 1 PPT1
Céroide lipofuschinose neuronale 2 TPP1
Céroide lipofuschinose neuronale 3 CLN3
Céroide lipofuschinose neuronale 4 DNAJC5
Céroide lipofuschinose neuronale 5 CLN5
Céroide lipofuschinose neuronale 6 CLN6
Céroide lipofuschinose neuronale 7 MFSD8
Céroide lipofuschinose neuronale 8 CLN8
Céroide lipofuschinose neuronale 10 CTSD
Céroide lipofuschinose neuronale 11 GRN
Cystinose CTNS
Déficit multiple en sulfatases SUMF1
Fucosidose FUCA1
Galactosialidose CTSA
Gangliosidose AB GM2A
Leucodystrophie métachromatique ARSA
Lipogranulomatose de Farber ASAH1
Maladie de Danon LAMP2
Maladie de Fabry GLA
Maladie de Gaucher GBA
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Maladie de Krabbe
Maladie de Pompe
Maladie de Salla

Maladie de Wolman

MPS | Hurler
MPS Il Hunter
MPS Il A
MPS Il B
MPS 1l C
MPS Il D
MPS IV A

MPS IV B + gangliosidose GM1
MPS IX

MPS VI

MPS VII Sly
Mucolipidose | sialidose
Mucolipidose II/II1A
Mucolipidose IV
Niemann Pick A et B
Niemann Pick C1
Niemann Pick C2
Ostéopétrose
Psycnodysostose
Sandhoff

Schindler

GALC

GAA

SLC17A5

LIPA

IDUA

IDS

SGSH

NAGLU

HGSNAT

GNS

GALNS

GLB1

HYAL1

ARSB

GUSB

NEU1

GNPTAB

MCOLN1

SMPD1

NPC1

NPC2

OSTM1

CTSK

HEXB

NAGA
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Sialurie GNE
Sphingolipidose complexe PSAP

Tay Sachs HEXA
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RESUME
La maladie de Wolman et la Maladie de Stockage des Esters du Cholestérol (CESD) sont des

maladies lysosomales d’origine génétique. Leur transmission est autosomique récessive. Elles sont
causées par des variants pathogenes ou probablement pathogenes sur le géne LIPA qui code pour
la lipase acide lysosomal (LAL). Ce déficit en LAL provoque I'accumulation, au sein des lysosomes,
d’esters de cholestérol et de triglycérides responsable d’une atteinte plus ou moins progressive de

nombreux organes (atteintes hépatiques, surrénaliennes, ...).

L'absence complete d'activité de la LAL cause la maladie de Wolman, forme infantile la plus
rapidement évolutive qui est fatale dans les premiers mois de la vie en I'absence de traitement.
On observe une apparition plus tardive de la CESD du fait que la LAL conserve une certaine activité

résiduelle.

La prévalence estimée a partir des études génétiques est d’environ 1/500 000 pour la maladie de
Wolman et de 1/40 000 pour la CESD. Cette estimation est en conflit avec le petit nombre de cas
de LAL-D rapportés dans la littérature, indiquant que ces maladies sont considérablement sous-
diagnostiquées. Pourtant le diagnostic précoce conditionne le pronostic compte tenu de la

disponibilité récente d'une nouvelle thérapie.
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