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1 INTRODUCTION

Les neurodegénérescences avec accumulation intracerébrale de fer, ou NBIA
(neurodegeneration with brain iron accumulation) sont un groupe de pathologies héréditaires,
ayant pour dénominateur commun une accumulation anormale de fer dans les ganglions de la
base du cerveau (1).

Les NBIA font partie des maladies extrémement rares, avec une prévalence estimée a 1 individu
sur 1 000 000 atteint (2).

Ce groupe de pathologies est hétérogéne, avec des présentations cliniques variables, des ages
de début allant de la petite enfance a I’age adulte. Les manifestations cliniques sont également
variées, avec principalement une dystonie, une dysarthrie, une spasticité, des troubles
neuropsychiatriques, une atrophie optique et une dégénérescence rétinienne.

L’évolution de ces pathologies est également trés variable, pouvant conduire rapidement au
déces ou étre d’évolution lente avec des périodes de stabilité.

Aujourd’hui, quinze génes sont connus pour étre responsables de NBIA, avec des modes de
transmission variés, principalement autosomiques récessifs, mais également autosomiques
dominants et liés a I’X (PANK2, PLA2G6, C190rfl2, WDR45, FA2H, COASY, ATP13A2,
DCAF17, FTL, CP, SCP2, GTPBP2, AP4M1, REPS1 et CRAT) (3).

Cependant, il existe de nombreux patients présentant des signes cliniques et radiologiques de
NBIA, sans variant identifié dans ces quinze génes. La proportion de ces patients varie d’une
¢tude a 1’autre, en raison des critéres plus ou moins stricts des laboratoires pour réaliser
I’analyse de ces génes (4).

Cette these se décompose en deux parties. La premiere consiste en une revue de la littérature se
voulant la plus exhaustive possible, incluant les différents projets de recherche en cours a
I’échelle internationale. La deuxieme partie a pour but de réaliser une description clinique,
radiologique et génétique précise des patients atteints de NBIA, grace a la série établie au
laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Bordeaux depuis plus de dix ans, et de dégager
de nouvelles causes génétiques d’accumulation du fer, via un séquengage d’exome en trio chez

des patients avec des caracteéristiques de NBIA, sans variant identifié dans les génes connus.
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Revue de la littérature

2.1.1 Sélection des articles

La stratégie de recherche bibliographique s’est basée sur la base de données PubMed. Les
articles ont d’abord été sélectionnés par mots clés (NBIA, nom de chaque géne et de chaque
maladie). Les articles hors sujets, les liens vers GeneReview présents dans PubMed et les
articles en doublons ont été exclus. Un total de 1007 articles a été obtenu grace a ces critéres.
La recherche bibliographique a inclus les articles référencés depuis 1974 jusqu’au 31 janvier
2021,

Une sélection plus précise a ensuite été réaliseée, pour chaque sous type de NBIA, et également
des revues plus générales sur les critéres diagnostiques, d’imagerie et des articles de recherche
portant sur des mécanismes physiopathologiques pouvant étre communs aux différentes NBIA.
Une attention particuliére a été apportée lors de la sélection des articles au niveau de preuve de
la publication, au journal éditeur, aux qualités intrinséques de I’article (article de revue complet,
case report présentant de nouvelles données, ...) et a la langue de publication (anglais ou
frangais). Cent quatre-vingt-un articles ont été retenus a la suite de cette sélection.

2.1.2 Sélection des conférences

Les données présentées lors du 7¢™ symposium international sur les NBIA et maladies
apparentées ont ¢galement été utilisées dans cette thése, tout d’abord pour identifier les équipes
travaillant sur les NBIA, mais également pour la qualité des données présentées et leur caractere
récent. Ce symposium a lieu de fagon annuelle et s’est tenu en visioconférence en octobre 2020,

réunissant plus de 160 participants de 26 pays.
2.2 Base de patients

2.2.1 Recueil des données des patients

Les patients inclus ont été adressés par des généticiens cliniciens, des neurologues ou des
pédiatres au laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Bordeaux, au Dr Fergelot, en
charge du panel NBIA. Les renseignements cliniques ont été collectés grace a une fiche de
renseignements spécifiques (Figure 1). Cette fiche de renseignements, ainsi que le CD-Rom de
I’IRM cérébrale du patient et le prélévement sanguin ont été¢ adressés au laboratoire de biologie
moléculaire ou 1’ensemble du dossier a été validé afin de confirmer le diagnostic clinico-
radiologique de NBIA. La réalisation du panel NBIA a ensuite ét¢ mise en ceuvre une fois le

dossier validé.
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Fiche Individuelle de Renseignements
Recherche de mutation par NGS ciblé dans les génes de neurodégénérescence avec accumulation intracérébrale de fer (NBIA)

Nom : Prénom :

Nom et adresse du prescripteur :

Date de naissance :

/ Sexe: F/M

Date de la demande :

Antécédents familiaux (arbre généalogique obligatoire)
Déficit intellectuel
Démence
Tremblements
Ataxie cérébelleuse
Dystonie

* S oo

oui 0 /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPO
oui O /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPQ
oui O /non Q/NSPQ

o Si oui, précisez I"ige de survenue des différents signes:

Antécédents personnels
Age de début de la maladie
Signes de début

.
*

Retard des acquisitions motrices
Déficit intellectuel
Déclin cognitif
Tremblement postural
Tremblement de repos
Tremblement mixte
Dysarthrie

Ataxie  la marche
Mouvements choréiques
Dystonie

Troubles psychiatriques

Examen clinique

4 Examen neurologique

Réflexes Ostéo-Tendineux :

Vitamines liposolubles (ADEK)

IRM cérébrale (fournir les clichés) :

Dépdts sur les noyaux gris centraux :

Dépdts dans la fosse postérieure :

Anomalies de la substance blanche :

Autres :

oui O /non Q/NSPQ

oui O /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPQ
oui O /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPO
oui O /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPQ
oui O /non O/NSPQ
oui O /non Q/NSPQ

normaux O / vifs O

oui J/non Q/NSP O
oui O /non Q/NSP O
oui O /non Q/NSP O

¢ Hypertonie pyramidale /spasticité
*  Signe de Babinski

¢ Signe de Hoffmann

*  Hypertonie extrapyramidale

*  Akinésie

*  Syndrome cérébelleux statique
*  Syndrome cérébelleux cinétique
*  Dysarthrie cérébelleuse

*  Dystonie de la face

¢ Dystonie des membres

*  Dystonie laryngée avec dysphonie
*  Myoclonies du palais

¢ Déficit intellectuel

oui O /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPQ
oui O /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPQO
oui J/non Q/NSPQ
oui O /non Q/NSPQ
oui @ /nonQ/NSPO
oui O /non Q/NSPQ
oui 0 /non Q/NSPQ
oui @ /non Q/NSPQ
oui d/non Q/NSPQ
oui d/non Q/NSPQO
oui @ /non Q/NSPO

Si QI connu précisez :
*  Altération cognitive progressive

oui @ /non Q/NSPO

Si oui précisez :
¢ Autres:

Examens complémentaires (fournir la copie des comptes-rendus)

Biologie :

¢ Fer sérique

*  Ferritinémie : (Normales = )

*  Coefficient de saturation de la Transferrine _____(Normales
¢ Céruléosplasminémie :

*  Hémoglobine : (Normales = )

¢ Cholestérolémie :

Génes de NBIA analysés par NGS

ATPI3A2,CP,DCAF17,FA2H, FTL, C190rf12, PANK2, PLA2G6, WDR45

[ Eléments a fournir :

Arbre généalogique

Copie des clichés d"IRM cérébrale+++ (prévoir des clichés

en FLAIR, T2* et des clichés en diffusion)

Consentement signé

Ordonnance précisant le nom du géne si orientation ou

« panel NBIA »

2 tubes EDTA de 5 ml ou 7 mL ou ADN
Facturation : RIHN, N351, BHN5570

A envoyer i I’adresse suivante :

Accueil de biologie centralisé (ABC) Tripode 2¢me étage

A I'attention du Dr Patricia Fergelot

Laboratoire de Génétique Moléculaire, PTBM

Hopital Pellegrin,
Place Amélie Raba-Léon 33076 Bordeaux Cedex

Figure 1 :

feuille de renseignements cliniques et paracliniques réalisée par le laboratoire de biologie moléculaire bordelais
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2.2.2 Recueil du consentement, déclarations légales

Chaque patient ou les titulaires de 1’autorité parentale ont signé un consentement écrit, libre et
éclairé, conformément aux lois francaises relatives a la prescription et réalisation d’examens
des caractéristiques génetiques d’une personne (Art. R1131-4 — Code de la Santé Publique).
2.2.3 Constitution de la base de patients

Les patients ayant bénéficié du panel NBIA au CHU de Bordeaux ont été inclus dans ce travail
de these. Les patients pour lesquels un diagnostic génétique a été posé a I’issu du panel NBIA
ont vu les données de leur dossier extraites et analysées. Pour les patients sans diagnostic
génétique a I’issue du panel NBIA, les prescripteurs ont été recontactés pour qu’ils puissent
proposer a leurs patients une analyse d’exome en trio dans un cadre diagnostique. Pour les
patients et leurs familles ayant accepté ce séquencage d’exome en trio, cette analyse a été
réalisée. Les données cliniques et paracliniques des patients sans diagnostic génétique a I’issue
du panel NBIA, ainsi que les résultats des séquencages d’exome sont présentés dans la partie

« résultats » de cette these.
2.3 Analyses génétiques

2.3.1 Prélévements

Les etudes moléculaires ont été réalisées sur I’ADN génomique des patients, extrait a partir des
lymphocytes du sang périphérique aprés prise de sang sur tube EDTA selon les différentes
techniques utilisées par I’ensemble des centres nous adressant des prélévements.

2.3.2 Panel NBIA

Le panel NBIA est réalisé dans un cadre diagnostique depuis 2014 par le Dr Fergelot et le Pr
Goizet au CHU de Bordeaux. Il y avait antérieurement a ce panel un séquencage des exons 3 et
4 du gene FTL, et de PANK2 qui était réalisé via la méthode du séquencage Sanger.

La détection des variants est désormais réalisée par séquencage a haut débit. Cette méthode
permet le séquencage simultané des 9 genes inclus sur le panel NBIA bordelais (ATP13A2, CP,
DCAF17, FA2H, FTL, C190rf12, PANK2, PLA2G6 et WDR45).

Pour couvrir I’ensemble des exons des neuf genes, la stratégie utilisée a été celle de la PCR
AmpliSeq (technologie lon Torrent™, Thermo Fischer Scientific).

Le séquencage est ensuite effectué ensuite sur les séquenceurs lon PGM ou lon S5™ XL, par
réactions cycliques de séquencage avec obtention d’un signal électrique pour chaque variation
de pH, permettant ainsi d’obtenir la séquence des fragments d’intérét.

Le traitement bio-informatique des données est ensuite effectué grace au logiciel Torrent

Suite™ (Thermo Fischer Scientific) qui permet d’obtenir un fichier VCF (Variant Calling
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Format). Chaque variant est annoté selon sa localisation genomique, sa nomenclature protéique,
le type de variant, sa fréquence dans les bases de données a partir d’un fichier BAM aligné sur
le génome de référence (version hgl9). L’annotation est réalisée grace au logiciel Alamut
Batch.

En fonction du type de variant détecté, la pathogénicité peut étre simple a déterminer (variant
déja rapporté dans la littérature, critéres de pathogénicité forts, etc.) ou nécessiter différents
logiciels de prédiction in silico quand la pathogeénicité est plus difficile a établir. Les variants
faux-sens sont ainsi classés en 5 catégories grace aux bases de données (HGMD et dbSNP), et
aux outils de prédiction in silico que sont SIFT, Polyphen et MutationTaster. Les variants
d’épissage sont analysés sur MaxEnt Scan et Human Splicing Finder.

Les variants identifiés et considérés pathogénes sont validés par une seconde méthode de
confirmation. La méthode de référence est le séquencage de type Sanger.

En fonction des données de sequencage haut débit, une puce custom peut étre realisee, via une

méthode enzymatique Agilent.
2.3.3 Exome en trio pour les patients sans diagnostic moléculaire a I’issue du panel

2.3.3.1 Réalisation du séquencage d ’exome en trio

Quatre patients ont été sélectionnés, ils présentaient des caractéristiques cliniques et
radiologiques typiques de NBIA, qui sont décrites dans la partie résultats. Le panel NBIA du
CHU de Bordeaux a été réalisé pour chacun d’entre eux et n’a pas permis de retrouver de variant
expliquant leur phénotype.

Les prélevements sanguins des parents de ces patients étaient également disponibles au
laboratoire de biologie moléculaire, permettant de réaliser un séquencage d’exome en trio
(patient + les deux parents).

L’ADN génomique a été extrait a partir des lymphocytes des patients, extraits de leur prise de
sang veineux périphérique. Une fragmentation enzymatique de I’ADN a ensuite été réalisée
grace au kit KAPA HyperPlus.

Les librairies d’ADN ont été préparées, amplifiées et purifiées en suivant les étapes du protocole
KAPA HyperCap V3.0 avec les sondes KAPA HyperExome permettant de cibler 1’exome. Le
séquencage de 1’exome s’est ensuite effectue sur le séquenceur Illumina NextSeq 550 Dx en
mode RUO.
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2.3.3.2 Pipeline bioinformatique

Le pipeline d’analyse a été construit par le laboratoire de biologie moléculaire du CHU de
Bordeaux. L’objectif d’un pipeline d’analyse est, a partir des données fournies grace au
séquencage, d’aboutir au diagnostic.

Le pipeline a permis de détecter des variants ponctuels (SNV, INDEL). Il n’y a pas eu de
détection des variants structuraux (CNV) avec le pipeline realisé.

Les grandes étapes du pipeline de détection sont regroupeées sur la Figure 2:

\_fn Démultiplexage Pré-traitement

BAM

Filtration Détection

des variants des variants

Figure 2 : étapes permettant d’obtenir les variants d’intérét, en partant du séquengage d’exome en trio

Le démultiplexage est réalisé par la serveur adossé au séquenceur. Les données récupérées sont
sous format FastQ. Le prétraitement consiste a « nettoyer » les données obtenues et a les aligner
sur le génome de référence. Le contréle qualité a lieu aux différentes étapes. Un contr6le qualité
des fichiers FastQ a tout d’abord lieu pour contrdler la qualité des brins de lecture (ou reads).
Un trimming est ensuite réalisé pour retirer les bases de mauvaises qualités. Un contrble qualité
est de nouveau réalisé apres le trimming. Les reads sont ensuite alignés sur le génome de
référence, dans sa version hg38. Un fichier BAM est alors obtenu. Les reads dupliquées,
multialignés sont marqués puis supprimés par MarkDuplicates.

La détection des variants, ou appel de bases variantes a pour but de détecter les différences par
rapport au génome de référence, et permet d’obtenir le fichier VCF.

Enfin, la derniére étape consiste en une filtration des variants. Cette étape permet, a partir du
fichier VCF obtenu, d’annoter et de filtrer les variants. Les variants appelés, pour étre retenus,
doivent étre couverts par plus de 5 reads, leur fraction allélique doit étre supérieure a 20%, le
score de qualité Phred doit étre supérieur a 30. Chaque variant est ensuite annoté, avec entre
autres sa zygocité, sa présence chez I’un ou I’autre ou les deux parents. Un filtre est réalisé sur
sa fréquence dans GnomAD, son statut DM ou DM ? (disease causing mutation ou likely
disease causing mutation) dans la base de données HGMD. Plusieurs fichiers sont genérés, un

fichier « clinical exome » qui regroupe les variants DM ou DM ? dans HGMD, un fichier
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« research exome » avec I’ensemble des autres variants, ayant subis les autres filtres préalables.

Les différentes étapes sont regroupées sur la Figure 3.

1-id_filterParents.vcf 2-id_filterPertinent.vcf

T Annotation Occurrence dans Variant pertinent selon
allélique >20% zygocité pere, la base de sa zygocité ou soumis a
meére et enfant données de I’empreinte
parents < 3
Filtre de Annotation avec les
pathogénicite : I DM & DM ? I bases de données :
clinical exome et HGMD. ClinVar

research exome

GnomAD, caractére
4-id_filterHGMD.vcf hétérozygote
5-id_filter.vcf composite ?

3-id_annotated.vcf

Figure 3 : pipe-line bioinformatique de filtration des variants a partir du fichier id.vcf

Les variants analysés étaient d’abord ceux de I’exome clinique, dans le fichier 5-id_filter.vcf,
puis si aucun variant d’intérét n’était retrouvé, ceux de I’exome recherche du méme fichier.
Dans un second temps, une analyse du fichier 3-id_annotated.vcf, situé plus haut dans le
pipeline était réalisee, avec les filtres suivants :

1) Recherche de variants dans les 15 génes connus pour étre responsables de NBIA, afin
de ne pas méconnaitre des variants qui auraient eté filtré et seraient absents des fichiers
5-id_filter.vcf (AP4M1, ATP13A2, C190rfl2, COASY, CP CRAT, DCAF17, FA2H,
FTL, GTPBP2, PANK2, PLA2G6, REPS1, SCP2 et WDR45)

2) Recherche de variants dans les 7 génes susceptibles d’étre responsables de NBIA, et
présents sur le panel NBIA recherche du laboratoire MRGM (Maladies Rares :
Genétique et Métabolisme, Inserm U1211), panel construit par Christophe Hubert et le
Dr Fergelot (AP4B1, AP4EL, AP4S1, KMT2B, MANEAL, SQSTM1 et TBCE)

3) Analyse par approche géne candidat grace a 1’outil Endeavour. L’application Endeavour
est une approche bioinformatique de priorisation des genes sur la base de leur fonction

biologique. Elle permet de déterminer si un géne candidat a un profil proche des genes
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déja connus pour étre responsable d’une pathologie d’intérét, en se basant sur une
intégration de différents paramétres, entre autres des données d’expression génique,
d’annotation fonctionnelle, de littérature... Un score est attribué a chaque gene candidat,
permettant de quantifier sa proximité avec les génes déja connus (5). L’ensemble des
genes retrouvés dans le fichier 5-id_filter.vcf a été trié grace a cet outil, en les comparant
aux 15 genes de NBIA. Les genes présentés dans les résultats sont ceux avec un score
élevé (p-value < 0,01). Pour chaque géne candidat identifié grace a cette application, les
variants étaient recherchés dans le fichier 3-id_annotated.vcf, et analysés manuellement
4) Approche grace a la base de données GTEX (gene tissue expression) (6). La base de
données GTEX regroupe des données d’expression et de régulation génique dans 54
types de tissus différents, prélevés chez 1000 individus sains. Les geénes les plus
exprimés dans les putamen, la substance noire, les noyaux caudés, le noyau accumbens
et le cervelet ont été récupéres grace a cette base (liste disponible en annexe), et les
variants dans ces genes ont ensuite isolés du fichier 3-id_annotated.vcf et analysés.
Les variants d’interét ont été analysés en réalisant tout d’abord une étude bibliographique de
chaque géne (bases de données OMIM, PubMed et HGMD), puis du variant lui-méme si le
gene se révélait étre un gene d’intérét (logiciel Alamut, regroupant les logiciels de prédiction
SIFT, MutationTaster, Polyphen-2, et les bases de données ClinVar, GnomAD, et dbSNp entre
autres). La présence de chaque variant d’intérét était ensuite confirmée en le recherchant dans
le fichier BAM, afin d’éliminer les variants artéfactuels, ainsi que de connaitre la fréquence
allélique.
Les variants ont été classes selon les critéres de 1I’American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG). Si un variant était classé en « likely pathogenic » ou pathogenic », un
séquencage par la méthode Sanger était réalisé afin de confirmer sa présence chez le patient
grace a une technique indépendante du NGS (next generation sequencing).
La Figure 4 récapitule les différentes étapes depuis le prélévement du patient jusqu’au résultat

complet du séquencage d’exome.
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Extraction d’ADN génomique du cas index et de ses parents a partir d’un prélévement de

sang veineux périphérique

Fragmentation de I’ADN, préparation des librairies (capture des exons) et séquencage de

I’ensemble des exons sur le séquenceur Illumina NextSeq 550 Dx

Figure 4 : Différentes étapes depuis [’arrivée du prélévement du patient jusqu’a la production du résultat génétique
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3 REVUE DE LA LITTERATURE

3.1 Histoire des NBIA

La premiére description de NBIA remonte a 1917, par James Ramsay Hunt, un médecin new-
yorkais. Il rapporte, dans le journal Brain, quatre patients présentant une « paralysis agitans »,
qu’il décrit comme des mouvements involontaires, a type de tremblements, a la fois a 1’action
et au repos (7). Le premier cas qu’il décrit, WH, est un jeune homme new-yorkais, qui a
développé a I’age de 15 ans des tremblements, une raideur, une faiblesse du bras et de la jambe
gauche suivis d’une dysarthrie et de troubles de la déglutition (Figure 5). Il était surnommé
avant son hospitalisation « faux-visage » en raison du manque d’expression sur son Vvisage. Il

décéde a I’age de 40 ans.

(Y

Figure 5 : photographie du premier patient atteint de NBIA décrit dans la littérature

Il soutient que cette « paralysis agitans » est liée a une atrophie progressive du globus pallidus,
en se basant sur les travaux de Cécile Vogt Mugnier (neuropathologiste francaise, qui a décrit
« I’état marbré » du striatum) et de Samuel Wilson (neurologue britannique, ayant décrit la
dégenérescence hépatolenticulaire ou maladie de Wilson).

Il réalise, avec ses confréres pathologistes de 1’hopital de Montefiore, une analyse
anatomopathologique du cerveau de son patient WH. lls ne mettent pas en évidence
d’anomalies macroscopiques, mais retrouvent des pigments jaunes dans le globus pallidus, une

réduction du nombre de cellules nerveuses, ainsi que des corps irréguliers devenant bleus aprés

19



coloration a I’hématoxyline (Figure 6). Ces données anatomopathologiques viennent donc
soutenir sa théorie initiale: « I therefore regard this affection as a progressive atrophy of the
motor cells of globus pallidus mechanism, and this mechanism is the essential motor or

projection system of the corpus striatum ».

ML EE

g

. ':"

A

Figure 6 : coupe du globus pallidus du patient WH colorée a I’hématoxyline. Les ronds noirs correspondent au fer.

Quelques années plus tard, en 1922, Julius Hallervorden et Hugo Spatz rapportent une fratrie
avec cinq sceurs présentant une coloration brune du globus pallidus.

Hallervorden et Spatz sont deux neuropathologistes allemands, ayant participeé au programme
nazi « Aktion T4 », ou campagne d’extermination d’adultes handicapés moteurs et/ou
déficients intellectuels (8). Ce programme a fait environ 80000 morts entre 1939 et 1941. Les
données cliniques puis anatomopathologiques rapportées proviennent des patients ayant été
victimes de ce programme nazi. Hallervorden a participé de fagon active a ce programme, en
incitant les nazis a lui fournir le plus grand nombre de cerveaux possibles (« The more the
better », étant la réponse qu’il fournissait quand on lui demandait combien de cerveaux lui
étaient nécessaires). Spatz était quant a lui le directeur de I’institut ou travaillait Hallervorden,
le Kaiser Whilhelm Institute for Brain Research.

Le nom d’Hallervorden-Spatz a ensuite été utilisé jusqu’a trés récemment pour nommer les
différentes neurodégénérescences avec accumulation intracérébrale de fer, et plus
particulierement la NBIA de type 1, ou neurodégénérescence par déficit en pantothénate kinase.
Hallervorden et Spatz sont respectivement décédés en 1969 et 1965, sans étre inquiétés de leurs
activités durant la periode nazis. Il a fallu attendre les années 90 pour que plusieurs medecins
soulévent la question des maladies éponymes, notamment le généticien anglais Peter Harper,
ainsi que le neuropédiatre canadien Michael Shevell, en prenant I’exemple du syndrome

d’Hallervorden-Spatz (9,10).
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3.2 Critéres diagnostiques

Ce chapitre se veut construit comme une marche a suivre orientant la démarche diagnostique
pour un patient suspect de présenter une NBIA. Les différents types de NBIA sont détaillés
dans la partie suivante. La marche a suivre devant un patient présentant des symptomes
évoquant une NBIA est tout d’abord clinique, avec un interrogatoire et un examen clinique
rigoureux, puis les examens orientés sont prescrits, comprenant de fagon systématique une IRM
cérébrale et un bilan biologique, au minimum, et enfin I’analyse génétique est réalisée, a la

lumiére des différentes informations recueillies lors des étapes précédentes.

3.2.1 Clinique

Les NBIA constituent un groupe hétérogéne de maladies, caractérisées cliniqguement par un
syndrome extrapyramidal progressif et un dépot excessif de fer dans le cerveau, qui touche
principalement les noyaux gris centraux (le globus pallidus en particulier). Les NBIA font partie
des hypothéeses diagnostiques importantes pour les retards psychomoteurs, et surtout les
régressions psychomotrices chez I’enfant, les syndromes extrapyramidaux survenant a tout age
et les dystonies, cervico-faciales isolées ou associées a un syndrome extrapyramidal.

Quand le patient arrive a la consultation, que ce soit dans un cadre pédiatrique ou neurologique
adulte, il est tout d’abord crucial de retracer I’histoire de la maladie, en essayant de déterminer
les premiers symptomes et leur age de survenue, des éventuels retards dans le développement
psychomoteur.

Les autres ¢éléments clés pour le diagnostic sont la recherche d’une rétinite pigmentaire, d’une
atrophie optique, d’une neuropathie périphérique, de convulsions, de troubles cognitifs,
d’anomalies endocriniennes. Certains de ces éléments nécessitent des examens biologiques et
paracliniques adéquats afin d’étre mis en évidence.

L’IRM est en général I’examen clé, qui met sur la piste diagnostique.

En pratique, le bilan biologique doit comprendre : une numération formule sanguine avec
recherche d’acanthocytes, un dosage du cuivre sérique et urinaire, une céruléoplasminémie, une
ferritinémie, un dosage du fer sérique, une ferritinémie, un bilan phosphocalcique et une
glycémie a jeun, au minimum. L’¢électromyogramme permet de caractériser une neuropathie
suspectée a I’examen clinique (peut orienter vers le PLAN, ou le MPAN). Des analyses
somnographiques peuvent rechercher des apnées du sommeil, ou un REM-sleep-disorder, ou
trouble de la phase paradoxale du sommeil, orientant vers le BPAN. Un
électroencéphalogramme est également utile quand des crises convulsives sont suspectées,
notamment dans le PLAN, le FAHN, le BPAN et le syndrome de Woodhouse-Sakati.
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3.2.2 Imagerie

La qualité des imageries cérébrales réalisées, en particulier la puissance du champ magnétique
des IRM et I’épaisseur des coupes, permet d’identifier avec précision les dépdts pathologiques
de fer dans le cerveau.

Le fer apparait isointense en séquence T1 et hypointense en T2, de méme que le calcium.
Cependant les tomodensitométries permettent de différencier le calcium du fer, le premier
apparaissant hyperdense et le deuxiéme isodense.

Les séquences IRM sensibles au fer, telles que le SWI (susceptibility weighted images), et
I’écho de gradient comme le T2*, doivent étre les séquences réalisées pour permettre de poser
le diagnostic de NBIA (11). La surcharge en fer peut étre quantifiée grace au T2* mapping et
aux sequences quantitatives QSM (quantitative susceptibility mapping).

Ces séquences montrent des dépdts de fer relativement symétriques dans les globi pallidi pour
quasiment 1’ensemble des NBIA. Les autres noyaux gris centraux sont touchés de fagon
variable, avec une prédominance pour la substance noire, le noyau rouge, le noyau dentelé et le
striatum (Figure 7 reprenant les différents noyaux gris centraux (12)). Une atrophie
cérébelleuse, cérébrale, du corps calleux et des changements de signal de la substance blanche

peuvent Etre associés, et s’aggravent au fur et a mesure de I’évolution de la maladie.

Basal Ganglia

Caudate Nucleus
Tegmentum

Globus Pallidus
Red Nucleus

Substantia Nigra

Nucleus Accumbens

Amygdaloid Complex

Figure 7 : répresentation schématique (coupe coronale et axiale) des différents noyaux gris centraux

Les séquences « plus classiques » telles que T1, T2 et FLAIR gardent toute leur place. Les
séquences T2 et FLAIR permettent d’évaluer les changements de la substance blanche, la
gliose, la cavitation. Les séquences T1 permettent de visualiser I’anatomie cérébrale et donc
I’atrophie. Les séquences T1 permettent également de visualiser les dépdts métalliques (cuivre,
fer, qui se lient a la neuromélanine et forment des complexes paramagnétiques hyperintenses
en T1) (13). Les spécificités de I’imagerie pour chaque sous type de NBIA sont détaillées dans

le chapitre suivant.
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3.2.3 Géneétique

A ce jour, 15 génes sont associés aux différents sous types de NBIA (PANK2, COASY, PLA2G6,
C19orfl2, FA2H, WDR45, ATP13A2, FTL, CP, DCAF17, SCP2, GTPBP2, REPS1, CRAT et
AP4M1) (3).

Cependant, de nombreux patients présentant des symptomes cliniques et radiologiques de
NBIA ne présentent pas de variants pathogénes dans les genes sus-cités. Les chiffres sont

variables en fonction des études, allant de 20% a un peu plus de 50% (14,15).

La fonction des génes dans 1’accumulation intracérébrale de fer est également surprenante au
premier abord, car seuls deux génes sont directement impliqués dans le métabolisme du fer,
FTL (codant pour la chaine Iégere de la ferritine) et CP (gene de la céruléoplasmine). La Figure
8 regroupe les roles connus ou supposés des différents genes impliqués dans les NBIA. La
fonction de chaque gene est ensuite détaillée dans chaque sous partie correspondante, dans la
partie « sous types de NBIA ».

ATPI3A2 Autophagosome

® ‘.\ Ribosome
WDR45
Lysosome I Réticulum GTPBP2

/ doplasmique
FA2H

ol

Endolysosome

PLA2G6 Clrf12
ie
PANKZ  cousy

Coenzyme A. Noyau

Figure 8 : Représentation schématique du réle des génes impliqués dans les NBIA a [’échelle d’'une cellule
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Iy a actuellement plusieurs facons de faire le diagnostic génétique de NBIA en France :
- Lapremiere consiste a realiser un panel de genes de NBIA

o Bordeaux : PANK2, PLA2G6, WDR45, FTL, C190rf12, FA2H, CP, DCAF17,
ATP13A2

o Lille: PANK2, PLA2G6, WDR45, FTL, C19orfl2, FA2H, CP, DCAF17,
ATP13A2, COASY, SCP2

- Plusieurs panels de genes ciblant les mouvements anormaux, ou la déficience

intellectuelle, comprennent des génes de NBIA

- Des examens pangénomiques (séquencage d’exome ou de génome) permettent

également de retrouver des variants dans des genes de NBIA.

3.2.4 Proposition d’une conduite a tenir diagnostique

La conduite a tenir diagnostique sur le plan génétique, pour un patient présentant des signes
cliniques et d’imagerie pouvant faire évoquer une NBIA est la suivante, a la lumicre des
analyses disponibles en France en 2021.

Avec le plan France Médecine Génomique 2025, les critéres permettant d’accéder a un
séquencage a tres haut débit ont été fixés par des médecins experts et est disponible sur le site
aviesan.fr.

Les premiers critéres fixés pour suspecter une NBIA reprennent les éléments détaillés plus haut,
a savoir un examen clinique et une enquéte familiale évocatrice, et une IRM cérébrale avec des
clichés T2* ou écho de gradient, avec des dépots de fer dans les noyaux gris centraux. Le bilan
paraclinique doit comporter un dosage de la ferritine, une recherche d’acanthocytes, un bilan
du cuivre et un bilan phosphocalcique.

Pour I’ensemble de ces patients, quelle que soit I’histoire familiale, le panel NBIA est
recommandé en premicre intention, avec d’accéder au séquengage a trés haut débit (exome ou
génome) si le panel se révele négatif. Il a été décidé, au vu de la faible rentabilité, de ne pas
proposer de séquencage a tres haut débit pour les patients avec une suspicion de NBIA ayant
débuté apres 60 ans. Le séquencage a trés haut débit est accessible apres une réunion de
concertation pluridisciplinaire (RCP) avec des médecins experts validant I’indication. Les
meédecins experts en RCP peuvent demander un complément de bilan en fonction du dossier du
patient, par exemple un examen ophtalmologique, une audiométrie, un électromyogramme, une

mesure de la glycémie et un bilan hormonal a la recherche d’un hypogonadisme. Le scanner
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cérébral peut également étre demandé en complément si un doute sur des dépo6ts calciques est

présent.

Pour la réalisation du séquencage a tres haut débit, il faut disposer au minimum du prélevement

du cas index associé au prélévement d’un autre membre de la famille atteint si ¢’est le cas, et/ou

d’un apparenté sain au minimum, de préférence les parents. Les prélévements en solo, ¢’est-a-

dire avec seulement le cas index, sont autorisés de fagcon exceptionnelle, si la maladie a debuté

avant 20 ans, et/ou si le cadre familial permet de suspecter fortement une cause génétique (plus

de 2 atteints dans la famille, consanguinité). La Figure 9 résume la marche a suivre pour le

diagnostic et I’acces au séquencage a tres haut débit.

Examen clinique, enquéte
familiale, IRM cérébrale avec
clichés T2* ou FFE
Début >60 ans : pas de STHD

SPORADIQUE,
DOMINANT RECESSIF, lié X

Bilan du fer incluant ferritinémie,

recherche acanthocytes
bilan du cuivre et bilan
phosphocalcique
Signe de I'ceil de tigre typique et/ou Acanthocytes,
signes cliniques idaux Ou hypoferritinémie
avant |'dge de 10 ans sans autre cause identifiée
Ou hyperferritinémie et
l caeruloplasminémie effondrée
Panel NBIA en 1ére intention ! i Panel NBIA en 1ére intention
(PANK2 +++) ' : (PANK2, FTL, CP ++4+)

: Selon phénotype : OPH, ]
| audiométrie, EMG, glycémie, bilan :
¢ hormonal pour hypogonadisme

Figure 9 : résumé des étapes diagnostiques et des critéres pour bénéficier d’'une analyse génétique par séquengage a trés haut

débit
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3.2.5 Prise en charge commune

La prise en charge des patients atteints de NBIA est globale et multidisciplinaire. Elle repose
sur une cooperation entre les différents acteurs du soin, et est coordonnée si possible par 1'un
des médecins du centre de référence ou de compétence dans lequel le patient est suivi ainsi que

le médecin traitant.

Il n’y a pas de traitement curatif de ces maladies mais des traitements symptomatiques sont
disponibles. La prise en charge des patients repose sur des traitements pharmacologiques,
rééducatifs et sur la mise en place d’un cadre médicosocial approprié. L’objectif de cette prise
en charge, pluridisciplinaire, est de préserver le plus longtemps possible 1’autonomie du patient,

la qualit¢ de vie, I’harmonie familiale et les ressources financiéres.

Les prises en charge ont été divisées en fonction du symptéme et du cadre de prise en charge

dans cette partie.

3.25.1 Symptdmes moteurs

3.25.1.1 Ladystonie

Le retentissement fonctionnel de la dystonie peut étre important sur les actes de la vie
quotidienne (troubles de la mastication et de la déglutition pour les dystonies de la face ;
déformations articulaires au niveau des membres lorsqu’une hypertonie est associée, dystonie
axiale rendant la position assise et la marche complexes). Une prise en charge en kinésithérapie
active et passive est recommandée a tous les stades d’évolution de la maladie, afin de maintenir
les amplitudes articulaires, de limiter les déformations et de prévenir 1’apparition de rétractions

tendineuses.

L'indication de toxine botulique en cas de dystonie focale (par exemple dystonie cervicale,
flessum de genou, position du pied en équin, dystonie de la machoire) doit étre posée par un

expert dans la prise en charge des mouvements anormaux.

La stimulation cérébrale profonde peut également étre utilisée dans le traitement de la dystonie,

apres avoir tenté les traitements nommes ci-dessus.

L’utilisation de matériels adaptés, en particulier de fauteuils sur mesure, peut permettre une

installation optimisée.
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3.2.5.1.2 Lachorée

Les mouvements choréiques sont des mouvements anormaux, involontaires, brusques,

explosifs, imprévisibles, irréguliers et de courte duree.

Le syndrome choréique doit faire envisager une prise en charge médicamenteuse en cas de géne
ou d'inconfort du patient. La tétrabénazine a montré un effet bénéfique sur les mouvements
choréiques. Les neuroleptiques atypiques constituent le premier choix de traitement lorsque le
patient présente en plus de la chorée, des troubles du caractere, du comportement, une
dépression active ou des troubles psychotiques. Ils n’ont cependant pas d’AMM pour

I’indication « mouvements choréiques ».
3.2.5.1.3 Larigidité

La lévodopa peut permettre d’améliorer les symptomes akinétorigides. Le traitement par
lévodopa doit &tre débuté progressivement. La réponse est en général variable en fonction du
type de NBIA (en général mauvaise chez les patients atteints de PKAN, et bonne chez les
patients atteints de PLAN, MPAN, BPAN, Kufor Rakeb). Il existe souvent dans un second
temps 1’apparition de dyskinésies. Les agonistes dopaminergiques sont peu utilisés pour traiter
les syndromes extrapyramidaux, en raison du risque d’aggravation des troubles

neuropsychiatriques.

Une prise en charge rééducative (kinésithérapie, ergothérapie, psychomotricité et relaxation)

est également importante dans le traitement de la rigidité.
3.2.5.1.4 Les troubles de la déglutition

Les troubles de la déglutition peuvent étre d’origines variées chez les patients atteints de NBIA,
il est nécessaire de les évaluer et de les prévenir précocement. Leur prise en charge repose sur
la rééducation orthophonique qui doit associer : des conseils de posture et d'installation lors des
repas, des conseils de texture des aliments, le travail des praxies et 1’éviction des distractions

lors du repas.

Les troubles de la déglutition séveres peuvent faire discuter le recours a une gastrostomie.

L'alimentation par la gastrostomie n'exclut pas la possibilité d'une alimentation orale associée.
3.2.5.1.5 Les troubles de la marche et de I'équilibre

Les troubles de la marche et de 1’équilibre sont en général d’apparition progressive. Leur prise

en charge repose sur des mesures rééducatives (kinésithérapie et psychomotricité). La
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prescription d'aides techniques adaptées (relater, canne, fauteuil roulant) et/ou de protections

doit étre envisagée pour réduire le risque et les complications des chutes.

L’ergothérapeute est un interlocuteur privilégié pour aider au choix des aides techniques, et le
kinésithérapeute quant a lui optimise [’'utilisation des aides en les intégrant lors des

entrainements.

3.2.5.2 Déficit intellectuel, troubles cognitifs et psychiatriques

3.2.5.2.1 Déficit intellectuel

Le repérage d’un retard dans les acquisitions psychomotrices doit amener le médecin de I’enfant
a proposer une prise en charge précoce aupres du professionnel adapté (ex : orthophoniste pour
les retards de langage ; psychomotricien pour les retards psychomoteurs globaux...). Il s’agit

principalement des formes précoces de NBIA.

La mise en évidence de difficultés dans les apprentissages doit conduire a proposer des

rééducations ciblées a partir des données du bilan neuropsychologique.

Les enfants de moins de 6 ans peuvent étre orienté vers un CAMSP, qui organisera les séances
de kinésithérapie, et de psychomotricité entre autres. Un accompagnement pédopsychiatrique
peut étre proposé au CMP (Centre Médico-Psychologique) du secteur. Vers 5 ans, un bilan
neuropsychologique et psychométrique est souhaitable, avant ’entrée en école primaire, pour
¢valuer les prérequis aux apprentissages scolaires, ajuster I’orientation et demander

éventuellement une aide humaine (auxiliaire de vie scolaire (AVS)).

Une évaluation dans un Centre de Ressource Autisme (CRA) peut étre indiquée si les troubles
de la communication sont présents. Le diagnostic d’autisme repose sur des batteries de tests
spécifiques. Le recours aux méthodes de communication facilitée (PECS, Makaton...) doit étre

mis en ceuvre avec 1’orthophoniste en cas de retard de langage persistant apres 3 ans.

3.2.5.2.2 Troubles cognitifs

Les symptdmes de régression cognitive, ou de démence peuvent se manifester a tout age. Dans
les 4ges pédiatriques, la prise en charge est similaire a celle d’un enfant présentant un déficit
intellectuel.

Pour les troubles cognitifs évolutifs de 1’adulte, il n’existe pas de prise en charge spécifique, la
prise en charge doit étre adaptée a chaque patient et a I’évolution de sa maladie. Dans les stades
précoces, la dépression peut étre fréquente. On peut proposer une psychothérapie de soutien,

un antidépresseur peut étre donné. Il n’y a pas d’étude ni d’AMM concernant 1’utilisation de
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traitements anticholinestérasiques ou de la mémantine pour les troubles cognitifs dans les
NBIA.

3.2.5.2.3 Troubles psychiatriques
3.2.5.2.3.1 Ladépression

Il convient de se méfier de la sévérité d’un syndrome dépressif en particulier au début de la
maladie ou au moment de I’apparition de symptomes ayant un impact négatif sur la vie
quotidienne. Cependant les syndromes dépressifs peuvent apparaitre tout au long de 1’évolution
de la maladie.

Un antidépresseur doit étre proposé au patient, son choix repose sur les interactions
médicamenteuses éventuelles et la tolérance. Il est recommandé d’utiliser un inhibiteur sélectif
de la recapture de la sérotonine (ISRS) ou un inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la
noradrénaline (IRSN) en premiere intention. La prise en charge psychologique fait également
partie du traitement de la dépression, elle est recommandée lorsque les patients peuvent y

adhérer.

3.2.5.2.3.2 L'anxiété

La prise en charge de I’anxiété repose sur la recherche de facteurs déclenchants et sur des
mesures d’apaisement et de réassurance. Une prise en charge psychologique est souvent
nécessaire. Quand cette prise en charge est insuffisante pour soulager ces symptomes, la
prescription ponctuelle d’un anxiolytique peut se discuter (principalement pour les situations
aigues ou subaigu€s d’anxiété, afin d’éviter une pharmacodépendance), ou d’un traitement

antidépresseur type ISRS ou IRSN.
3.2.5.2.3.3 L'agitation

L’agitation peut étre liée a une cause somatique (douleur ou inconfort chez un patient en
incapacité de le verbaliser) ou une cause psychiatrique (anxiété, irritabilité, hallucinations,

etc...).

Il faut rechercher en priorité un facteur déclenchant somatique (globe vésical, fécalome,
douleur...) afin de le traiter. En cas d’agitation associée a un trouble anxieux, une
benzodiazépine peut étre prescrite de facon ponctuelle. Les agitations séveres / persistantes
peuvent nécessiter la prescription d’un neuroleptique, il faut dans ce cas privilégier les

neuroleptiques de seconde génération.
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3.2.5.2.4 Troubles du sommeil

Les troubles du sommeil sont fréquents et peuvent étre de différents types: insomnie,
somnolence diurne, décalage de phase. Les étiologies sont variées : dépression, anxiété,
mouvements involontaires a I’endormissement ou survenant au cours du sommeil et provoquant

des réveils.

Les mesures hygiéno-diététiques constituent le premier traitement. Il faut essayer de se coucher
et de se lever a heure fixe, d’arréter les excitants le soir, et de réaliser des siestes courtes. 1l faut
rechercher et traiter une éventuelle dépression ou anxiété sous-jacente. En cas d'inefficacité des
regles hygiéno-diététiques, un hypnotique peut étre prescrit, en recherchant la dose minimale
efficace et la durée de prescription la plus courte possible. La mélatonine en préparation

magistrale peut également étre utile.

3.2.5.3 Pathologies somatiques

3.2.5.3.1 Douleur

Chez les patients atteints de NBIA, 1’évaluation de la douleur est parfois difficile en raison des
troubles de la communication, la plainte douloureuse pouvant alors s'exprimer par une

modification du comportement ou une exacerbation des mouvements anormaux.

Le traitement de la douleur repose sur la recherche et le traitement de son étiologie associé si

besoin a I’utilisation d’antalgiques selon les recommandations de I’OMS.
3.2.5.3.2 Pathologies dentaires

L’état buccodentaire peut étre fragilisé par les troubles du mouvement, la prise de médicaments
agissant sur la sécrétion salivaire et la fréquence des traumatismes dentaires. Les troubles du
mouvement peuvent également rendre difficiles les soins dentaires, qui peuvent étre réalisés

sous sédation légére ou sous anesthésie générale en milieu hospitalier.

Le suivi buccodentaire doit étre régulier, avec un détartrage annuel. En cas de traumatismes

récurrents par morsure, on peut proposer la prescription gouttieres protectrices.

3.2.5.3.3 Etat nutritionnel et troubles digestifs

Le suivi de 1’état nutritionnel des patients est primordial. La douleur, comme les nombreuses
difficultés alimentaires ou digestives potentielles, peut provoquer un refus alimentaire chez une
personne qui déja présente souvent un état nutritionnel précaire. Les mouvements anormaux

accroissent également la dépense énergétique, augmentant le risque de dénutrition. Devant un
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risque de dénutrition, une stratégie d’aide nutritionnelle doit étre proposée, en commencant par
un enrichissement de 1’alimentation. Les compléments nutritionnels oraux peuvent également
étre d’une grande aide, ainsi qu’une consultation avec un diététicien. En cas de besoin, la pose
d’une gastrostomie compensera par une alimentation entérale I’insuffisance des apports oraux.
Les troubles digestifs sont également fréquents chez les patients atteints de NBIA, tels que des
épisodes diarrhéiques, une constipation ou des vomissements. Ces symptdmes, en particulier
lorsqu’ils se manifestent sur un mode aigu, doivent toujours faire rechercher une cause digestive
a traiter. En 1’absence d’étiologie digestive retrouvée, et si les symptdmes deviennent
chroniques, les étiologies suivantes peuvent étre évoquées :
- Constipation liée a la sédentarité, a une dysautonomie, a certains traitements
pharmacologiques (neuroleptiques, antidépresseurs).
- Diarrhées ou alternance de diarrhées et de constipation souvent d’origine
dysautonomique (apres s’étre assuré de 1’absence de fécalome).
- Vomissements liés aux mouvements anormaux, aux troubles de la déglutition, a certains
traitements pharmacologiques, a une possible gastroparésie.
Les traitements sont principalement symptomatiques, accompagnés de mesures hygiéno-
diététiques (fractionnement des repas pour les vomissements par exemple, ainsi qu’adaptation
de la posture au cours du repas).
Il faut garder a I’esprit que la présence d’un fécalome peut étre responsable de diarrhées («
fausses diarrhées ») et/ou de vomissements, ce qui explique que le traitement d’un fécalome
ainsi qu’une prévention efficace de la constipation puisse parfois résoudre des épisodes

récurrents de diarrhées et/ou de vomissements.

3.2.5.3.4 Hypersialorrhée

L’hypersialorrhée est définie comme une sécrétion salivaire excessive. Elle peut étre provoquée
par une mauvaise occlusion buccale, ou un défaut de déglutition et augmente le risque de fausse

route liée a un défaut de déglutition de la salive.

Des mesures médicamenteuses peuvent étre envisagées pour réduire la sécrétion salivaire : la
scopolamine percutanée, latropine per os ou dautres médicaments avec un effet
anticholinergique (amitriptyline) en se prenant garde au risque iatrogéne, en particulier au
syndrome confusionnel, a la constipation et a la rétention aigue d’urine.
Des injections de toxine botulique dans les glandes salivaires peuvent étre envisagées en cas

d'inefficacité des mesures ci-dessus.
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3.2.5.4 Retentissement personnel et familial, aides sociales

Un soutien psychologique du patient et de sa famille peut étre proposé au moment de 1’annonce
du diagnostic ou lors du suivi. L’impact des symptdmes moteurs, des troubles de
I’apprentissage et/ou de la concentration, du caractére genétique et transmissible a la
descendance, et de 1’imprévisibilité de 1’évolution peuvent étre générateurs de souffrance
psychique. Elle est souvent peu exprimée par les patients ou leur entourage, il est important de
rechercher lors de chaque consultation des signes de souffrance psychique et de proposer un

suivi si tel est le cas.

Les centres de référence et de compétence ont une mission d’information sur les maladies rares
prises en charge dans leurs centres, en partenariat avec les associations de malades. La
présentation objective de données médicales récentes peut permettre d’atténuer la connotation
péjorative attachée a une histoire familiale douloureuse ou a la lecture d’ informations obsolétes,

partielles ou alarmistes disponibles sur Internet.

Ces centres ont également une mission de conseil génétique, et précisent a la famille du patient
les membres a risque ainsi que le risque de récidive en cas de mise en route d’une nouvelle
grossesse. Les NBIA peuvent faire 1’objet, aprés validation par le Comité Pluridisciplinaire de
Diagnostic Prénatal, d’un diagnostic prénatal ou préimplantatoire s’il existe un risque de
transmission. Pour les adultes apparentés, étant a risque de NBIA, ils peuvent solliciter une
consultation de diagnostic présymptomatique, qui est une consultation pluridisciplinaire
spécialisée, dont les modalités de fonctionnement sont déclarées aupres de 1’Agence de la
Biomeédecine dans le respect des régles du Code de la Santé Publique (articles L1131-1 a
L1131-3 et R1131-5). Les NBIA étant a I’heure actuelle des maladies incurables et sans moyen
de prévention au moment du diagnostic, il n’est pas possible de réaliser de diagnostic
présymptomatique chez I’enfant mineur a risque (article R145-15-5 du code de la santé
publique).

3.2.5.5 Aides sociales

Une prise en charge sociale peut étre proposée au patient et a sa famille afin de les conseiller,
de les orienter et de les accompagner dans les différents domaines d’intervention sociale : le
handicap, la régularisation des droits, la précarité, I’insertion professionnelle, le maintien au

domicile, la scolarité...

32



Une prise en charge des soins en ALD (affection de longue durée) peut étre demandée par le
médecin référent ou le médecin traitant. Grace a I’ALD, les soins et traitements en rapport avec
I’affection sont pris en charge a 100% apres validation par le médecin conseil de I’ Assurance

Maladie.

Un dossier spécifique de demande d’aides sociales peut également étre réalisé, et sera complété
par le patient/ sa famille puis le médecin traitant et les médecins spécialistes en charge du
patient, et sera a retourner a la Maison Départementale des Personnes Handicapées (MDPH).
Plusieurs prestations peuvent étre sollicitées, le détail des démarches est accessible sur le site

dédié au handicap du gouvernement (handicap.gouv.fr) :

- L’allocation aux adultes handicapés (AAH), qui est une allocation de solidarité destinée
a assurer aux personnes handicapées un minimum de ressources. La majoration pour la

vie autonome peut venir s’ajouter a I’AAH.

- L’allocation d’éducation de I’enfant handicapé est une prestation familiale versée par
les caisses d’allocations familiales. Cette allocation a pour but d’aider les familles a
faire face aux frais supplémentaires qu’entraine le handicap d’un enfant a charge de

moins de 20 ans.

- La carte mobilité inclusion peut également étre sollicitée. En fonction de la situation et
des besoins de la personne, cette carte peut porter une ou plusieurs des mentions
suivantes : « invalidité », « priorité pour personnes handicapées » et « stationnement
pour personnes handicapées ». L’adaptation du véhicule et aides aux transports peut
également étre sollicitée, le financement provient de I’association de gestion des fonds
pour I’insertion professionnelle des personnes handicapées, qui peut aider a I’achat d’un

vehicule adapté.

- La prestation de compensation du handicap s’adresse a toute personne handicapée et a
pour but de venir prendre en charge les dépenses correspondant a des besoins de

compensation au regard du projet de vie du patient.

- Les salariés qui se trouvent dans I’incapacité totale ou partielle de travailler peuvent
prétendre a une pension d’invalidité. A partir de I’age 1égal de la retraite (62 ans), elle
est remplacée, lorsque le titulaire n’exerce pas d’activité professionnelle, par une

pension de vieillesse.
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- L’allocation journaliére du proche aidant permet d’indemniser a hauteur de 66 jours le

congé de proche aidant

- Pour les enfants atteints de NBIA nécessitant une adaptation scolaire, les demandes
d’aménagement passent également par la MDPH, avec notamment la demande de temps

additionnel pour les examens, et/ ou I’utilisation d’outils informatiques
3.2.5.6 Associations de patients

Un cadre associatif dédié est souvent utile, en particulier pour aider certains malades ou aidants
a sortir de leur isolement. Les patients et leur famille doivent étre informés de I’existence
d’associations de patients par le centre de référence ou les centres de compétence, qui peuvent
transmettre leurs coordonnées. Ces associations contribuent a une meilleure prise en charge

globale de la maladie en favorisant la coopération entre les patients et les soignants.

Les associations francaises sont Autour du BPAN, AIDNAI, et BPAN France. De nombreuses

actions sont réalisées chaque année pour promouvoir les liens entre familles et chercheurs.
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3.3 Sous types de NBIA : description clinique, paraclinique, thérapeutiques et
perspectives

3.3.1 Répartition des sous types de NBIA

Quatre types de NBIA prédominent, comme le montre la Figure 10 réalisée a partir de ’article
d’Hogarth et al., réalisée a partir d’une base de données de patients nord-americains : la
neurodégénérescence par deficit en pantothénate kinase (PKAN), la neurodégénérescence
associée a la phospholipase A2 (PLAN), la neurodégénérescence associée a la protéine de
membrane mitochondriale (MPAN), et la neurodégénérescence associée a une protéine béta-
propeller (BPAN). Cette répartition peut légerement varier en fonction des séries, notamment
sur les plus récentes, avec une augmentation de la part de patients atteints de BPAN (1).

Idiopathique
10%

Causes rares de NBIA
3%

BPAN
7%

MPAN
10%

PKAN
50%

20%

Figure 10 : pourcentage des types de NBIA dans la population nord-américaine

35



3.3.2 Neurodégénérescence par déficit en pantothénate kinase (OMIM #606157)

3.3.2.1 Généralités

La plupart des cas rapportés dans la littérature au milieu du vingtiéme siecle comme "maladie
de Hallervorden-Spatz" étaient probablement des PKAN (8), mais comprenaient presque

certainement d'autres formes de NBIA.

La decouverte du géne PANK2 date de 2001, a été faite par 1’équipe de Susan Hayflick a
Portland (16).

La découverte de ce géne a permis d’établir une convention d’appellation pour les NBIA, et a

surtout été un accélérateur pour abandonner 1’éponyme d’Hallervorden et Spatz (17).

Le PKAN représente la forme la plus répandue de NBIA, représentant environ la moitié des

patients des différentes cohortes.

3.3.2.2 Clinique

Les neurodegénérescences par déficit en pantothénate kinase ont traditionnellement été divisées
en une forme "classique"”, a apparition précoce et a progression rapide, et en une forme
"atypique”, de début plus tardif et a progression plus lente, bien qu’il existe des formes
frontiéres (18).

Dans le PKAN classique, la maladie survient avant 1I’age de six ans, avec comme symptome
initial un trouble de la marche associé a des chutes, souvent sur fond de retard de développement

modéré.

L’examen clinique met en évidence des attitudes dystoniques, principalement aux membres
inférieurs, avec une accentuation a la marche. Une spasticité est également présente, avec un
signe de Babinsky fréquemment retrouvé. Les premiers symptdmes peuvent également étre

d’ordre visuels, avec une héméralopie.
b

L’examen ophtalmologique révele souvent une rétinopathie, avec un électrorétinogramme

perturbé, des anomalies de la poursuite (poursuite saccadique principalement) (19).

La progression du PKAN classique n'est pas linéaire, mais plutdt en marches d’escalier, avec
des périodes de déclin rapide, sans facteur déclenchant net identifié. L’enfant peut présenter des
postures dystoniques du tronc, allant parfois jusqu’a 1’opisthotonos. Les attitudes dystoniques
peuvent étre asymétriques, malgré une répartition symétrique des Iésions pallidales a ’IRM. La
dystonie oromandibulaire est fréquente, accompagnée du « praying mantis sign », ou signe de

la mante religieuse, qui correspond a une attitude du patient qui se touche le menton avec ses
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deux poings fermes, ses coudes étant fléchis. L’altération de la marche et les troubles de
I’équilibre sont constants, et la plupart des enfants atteints se déplacent en fauteuil roulant avant
I’age de I’adolescence. Il existe également une dysarthrie et des troubles de la déglutition, avec

des risques de pneumopathies d’inhalation subséquents.

Lorsque le PKAN se déclenche plus tard dans la vie, en général dans la deuxieme ou troisieme
décennie, les symptdémes sont beaucoup plus variés. L'adolescent ou le jeune adulte atteint de
PKAN atypique peut présenter initialement des troubles de I’¢locution, se manifestant par un
bégaiement, une palilalie ou une hypophonie de type syndrome parkinsonien, une dysphonie
spasmodique ou une dysarthrie due a une dystonie oropharyngée. Les symptomes d’ordre
psychiatriques sont également fréquents, avec une labilité émotionnelle, une impulsivité, des
caractéristiques obsessionnelles-compulsives et des changements de comportements non
spécifiques qui peuvent parfois étre mis sur le compte des changements lié a I'adolescence,
jusqu'a ce que d'autres signes neurologiques apparaissent. Les signes moteurs typiques de la
maladie peuvent n'apparaitre que plus tard dans la maladie, la plupart des patients présentant
une dystonie, un syndrome parkinsonien et une spasticité d’intensité variable. Les symptomes
moteurs extrapyramidaux dans le PK AN atypique sont corrélés a I’age de début, les adolescents
présentant plus de symptdmes dystoniques que de syndrome parkinsonien, tandis que le schéma
inverse est observé chez les patients débutant la maladie aprés 20 ans. Les dystonies induites
par I'action sont fréquemment observées dans les cas de PKAN atypiques, et peuvent étre un
élément clé pour poser le diagnostic. La rétinopathie pigmentaire est rare dans le PKAN
atypique, tandis que les anomalies des saccades et de la poursuite sont fréquentes. La
progression du PKAN atypique est beaucoup plus lente que celle de la forme classique, et de
nombreux individus ont une espérance de vie quasi normale. Il y a en général un déclin rapide

au début de la maladie puis une stabilisation des symptomes.

Les fonctions intellectuelles peuvent étre perturbées dans le PKAN, mais les troubles cognitifs

ne sont pas constants.

Les déficits intellectuels sont plus fréquents dans les formes de début précoce, et leur sevérité

est d’autant plus importante que 1’dge de début de la maladie est précoce (20).

3.3.2.3 Imagerie
Les IRM dans le PKAN sont en genéral quasi pathognomoniques. Les séquences T2 centrées
sur les noyaux gris centraux montrent des globi pallidi hypointenses, avec une région

d'hyperintensité centrale et antérieure, réalisant le signe dit de "I’ceil du tigre", représenté sur la
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Figure 11 (1). La région centrale d’hyperintensité peut précéder la zone périphérique

hypointense.

La substance noire peut également étre Iégérement hypointense sur les séquences T2, et de

facon plus rare, les noyaux dentelés et les noyaux sous thalamiques (21).

Bien que ces images IRM chez un individu présentant des signes caractéristiques de NBIA a
I'examen clinique soient hautement prédictives de variants pathogénes dans PANK2, I’eil de
tigre n’est ni parfaitement sensible ou spécifique. Il existe de rares cas de patients atteints de
PKAN sans signe de I’ceil de tigre a I'IRM (22). Inversement, des imitations de 1"'ceil du tigre"
peuvent étre observées dans le MPAN, chez les personnes ayant été intoxiquees au monoxyde

de carbone, et dans de rares cas d'atrophie multisystématisée (23,24).

De facon plus rare mais non exceptionnelle, des patients présentant des calcifications

bipallidales ont été décrits, faisant porter initialement a tort le diagnostic de maladie de Fahr
(25).

Figure 11 : Coupes d’IRM cérébrales d’un patient de 43 ans atteint de PKAN. (a) : coupe coronale en FLAIR, (b) : coupe
axiale en FLAIR, (c) : coupe axiale en T1, (d) : couple axiale en T2. Hyperintensité centrale (fleches blanches) des globi pallidi,
entourée d’une couronne hypointense sur les séquences pondérées FLAIR et T2, réalisant le classique il de tigre. En T1 (c),
hypointensité centrale entourée d’une hyperintensiteé.

3.3.2.4 Génétique

Le PKAN est une maladie récessive, liée a au géne PANK2, ce sont donc des variants
bialléliques homozygotes ou hétérozygotes composites de PANK2 qui sont a 1’origine du
PKAN.

Le gene PANK2 est situé sur le chromosome 20. La prévalence du PKAN est estimée a 1
individu sur 1 000 000. La fréquence est plus élevée en République Dominicaine, dans la ville

de Cabral, avec un variant unique retrouve, reflétant un effet fondateur.
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La plupart des variants décrits sont des faux-sens, mais des petites délétions, duplications, ainsi
que des variants d’épissage ont également été décrits. Les variants les plus communs sont les
faux-sens suivants : ¢.1231G>A et ¢.1253C>T. les autres variants sont principalement privés,

a I’instar du variant fondateur de République Dominicaine, ¢.680A>G.

Le gene PANK2 code pour la pantothénate kinase de type 2, qui phosphoryle la vitamine B5, la
N-pantothénail cystéine et la pantéthéine dans la premiere étape clé de régulation de la
biosynthése du coenzyme A (CoA), et est donc essentiel pour le métabolisme des acides gras

et de ses intermédiaires. La voie de synthése du CoA est illustrée sur la Figure 12 (26).

PANK?2 fait partie du groupe des quatre enzymes pantothénate kinase humaines. Cette enzyme
est située dans l'espace intermembranaire mitochondrial, alors que les autres enzymes PANK
sont situées dans le cytosol (27). L’enzyme PANK?2 fonctionne en homodimeres, elle catalyse
la conversion du pantothénate (vitamine B5) en 40-phosphopantothénate. Cette réaction est
dépendante de ’ATP, et est la premicre étape limitante de la biosynthése mitochondriale du
CoA (28). Une série d’autres réactions enzymatiques permet ensuite d’aboutir a la synthése du
CoA, qui est un des cofacteurs majeurs du corps humain, permettant la réalisation de nombreux
processus biologiques tels que la croissance et la mort cellulaire, la production d’énergie,

’acétylation des protéines, ... (29).

Le géne PANK2 est ubiquitaire, mais son expression la plus importante est dans le cerveau, au

niveau des hémispheres cérébraux et cérébelleux, ainsi que les noyaux gris centraux (30).
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3.3.2.5 Physiopathologie

Les mécanismes exacts d’accumulation de fer dans le PKAN sont encore inconnus. Une des
premicres hypotheses formulées était basée sur I’augmentation du taux de cystéine chez certains
patients atteints du PKAN, et postulait qu’il y aurait des agrégats fer-cystéine intracérébraux,
conduisant a un stress oxydatif neurotoxique (31). Cependant, cette hypothese a été infirmée
par la suite, des nombreux patients atteints de PK AN n’ayant pas d’augmentation de leurs taux
de cystéine. Les hypothéses actuelles font le lien entre le fer, le CoA, et le métabolisme des

lipides dans les mitochondries.

Il a été observé dans les cellules ou PANK2 est inactivé de fagon biallélique qu’il y a plus

d’ARNm de ferroportine, plus de récepteurs de la transferrine de type 1 (Trfl) et moins de

ferritine (32).

Les fibroblastes de patients atteints de PKAN présentent une altération de I’homéostasie du fer
mitochondrial, des anomalies du potentiel membranaire mitochondrial, et une accumulation de
radicaux libres (33). Des anomalies du métabolisme des acides gras, a la fois au niveau

plasmatique et dans les fibroblastes ont également été mise en évidence (34).

De plus, dans environ 10 % des cas de PKAN, des acanthocytes sont détectés au frottis sanguin
(35). Cette forme particuliere des globules rouges pourrait étre liées a une altération des
phospholipides membranaires, conduisant a une perte de sa fluidité, et une modification des

interactions entre les protéines transmembranaires et celles du cytosquelette (36).

Les zones cérébrales avec accumulation de fer sont trés circonscrites dans le PKAN, avec une
atteinte preférentielle des globi pallidi. Sur les coupes macroscopiques de globi pallidi, on
retrouve une décoloration rouillée, qui atteste la présence de fer dans les globi pallidi. En vision
microscopique, on visualise une zone centrale de déplétion neuronale, qui correspond a la zone
centrale de I’ceil de tigre vu en IRM (37).

3.3.2.6 Thérapeutiques spécifiques
Actuellement, le traitement des PKAN est symptomatique, méme s’il existe actuellement

plusieurs pistes thérapeutiques a I’essai.

Les symptdmes tels que la dystonie et la spasticité sont traités avec des anticholinergiques ou
des antispasmodiques. Les injections focalisées de toxine botulique peuvent également étre

réalisées.
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La prise en charge est pluridisciplinaire, impliquant les médecins neurologues, généticiens, de
rééducation, des ergothérapeutes, kinésithérapeutes et orthophonistes, afin de retarder les

complications de la maladie.

Chez les enfants atteintes de forme classique de PKAN, il peut exister des périodes de « tempéte
dystonique ». Ces exacerbations gravissimes peuvent mettre en danger la vie de ’enfant. Il
convient de rechercher une épine irritative telle qu’une infection, un fécalome, une douleur,
notamment une fracture qui peut passer inapercue. Si aucun facteur déclenchant n’est retrouve,
ou que le traitement étiologique n’est pas suffisant, le traitement de ces crises dystoniques
consiste en 1’administration de traitements anti-dystoniques, accompagnés d’une sédation plus
ou moins profonde. L’administration intrathécale de bacloféne ou la stimulation cérébrale

profonde peuvent également étre envisagees si les mesures précedents sont insuffisantes (38).

La défériprone, molécule chélatrice du fer, a été testée chez des patients atteints de PKAN de
facon randomisée contre placebo, pendant 18 mois (TIRCON2021V1). L’objectif primaire était
de mesurer la quantité intracérébrale de fer et de ralentir la progression de la maladie. Les
analyses n’ont pas permis de mettre en évidence de ralentissement significatif de la progression
de la maladie a 18 mois (critére primaire), mais ont permis de montrer une baisse dans la
quantité de fer dans les globi pallidi sur les IRM, de fagon comparative par rapport au groupe
placebo. De plus, une diminution de 1’aggravation du handicap a ét¢ démontrée dans le groupe
traité pendant 36 mois par rapport au groupe traité uniquement pendant les 18 derniers mois.
La tolérance du médicament était satisfaisante (39,40). Les patients inclus dans 1’é¢tude peuvent

actuellement continuer a recevoir de la défériprone a titre compassionnel.

Une autre molécule, le fosmetpantoténate, a également été testée pendant 6 mois, de facon
randomisée contre placebo. L’objectif était de réaliser une thérapeutique de remplacement de
la pantothénate kinase déficiente chez les patients atteints de PKAN. L’essai clinique n’a pas

permis de mettre en évidence une supériorité du fosmetpantoténate par rapport au placebo (41).

3.3.2.7 Recherche en cours

La cohorte TIRCON est une cohorte de patients existant depuis 2013, qui a pour but de suivre
I’évolution naturelle de la maladie (PKAN en particulier, mais également les autres sous types
de NBIA) et de préparer les différents essais cliniques. Elle est menée de fagon internationale,

avec une coordination par le Professeur Thomas Klopstock a Munich (42).

Il n’existe pas de biomarqueur connu dans le sang ou dans le cerveau a ce jour. Les modéles

animaux ont donc toute leur place, mais sont difficile a interpréter.
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Il existe plusieurs projets de recherche en cours, a des stades différents, présentés ci-dessous.

Le groupe d’Ody Sibon (chercheuse a Groningen, Pays-Bas) a identifié que la 4’-
phosphopantethéine est une source pour la synthese de CoA (43). Il y a une baisse dans COASY
dans les cerveaux des souris, les fibroblastes des patients et dans le sang des patients et des
souris. Son équipe a réalisé un essai clinique d’administration de CoA-Z pendant 14 jours, elle
met en évidence une augmentation significative d’ARNm de COASY dans le sang. Ces résultats
sont encore préliminaires et non confirmés, il convient donc d’étre prudent avant d’affirmer une

efficacité clinique.

Une étude récente, trés prometteuse, travaille sur la 4’-phosphopantetheine, qui corrigerait les
anomalies du CoA et du fer chez un modele de souris PKAN. L’équipe de Susan Hayflick a
travaillé sur des souris KO PKAN et a tout d’abord montré, sur des prélévements cérébraux
ciblés sur les globi pallidi, des anomalies du métabolisme du CoA, de I’homéostasie du fer, du
métabolisme de la dopamine et de la fonction mitochondriale. 1ls ont choisi la protéine COASY
comme biomarqueur crucial pour juger de I’efficacité¢ de leur traitement, COASY étant le

dernier intermédiaire avant la synthese de CoA (Figure 12) (43).

L’équipe du Dr Suzanne Jackowski & Memphis travaille sur les pantazines, qui sont de petites
molécules qui se lient aux protéines PANK, les activent et stimulent la synthése de CoA. Elles
bloquent les protéines PANK dans des conformations actives, les rendant insensibles a
I’inhibition par les acylcoA. Ce sont des molécules disponibles per 0s qui traversent la barriere
hématoencéphalique. Son équipe a montré que la pantazine PZ-2891 augmente la survie chez
les souris double KO PANK1 et 2 (44).

Enfin, I’équipe du Dr Hayflick a Portland travaille sur I’injection de PANK2 via un plasmide
viral (AAV) en ciblant seulement les globi pallidi de souris double KO. Les résultats ne sont

pas encore disponibles.
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3.3.3 Dystrophie neuroaxonale infantile, ou neurodégénérescence associée a la
phospholipase de type A2, (OMIM #256600 et OMIM #610217)

3.3.3.1 Généraliteés

Le PLAN, lorsqu’il débute dans la petite enfance, est appelé dystrophie neuroaxonale infantile
ou INAD (infantile neuroaxonal dystrophy). L appellation dystrophie neuroaxonale infantile
vient des données anatomopathologiques, qui mettent en évidence des axones dystrophiques

sur les biopsies nerveuses.

3.3.3.2 Clinique

La forme classique de PLAN atteint les enfants en bas age, entre 6 mois de vie et 3 ans, avec
une régression psychomotrice globale. L hypotonie axiale associée a une aréflexie peuvent étre
les premiers symptdmes, ce qui peut conduire au diagnostic erroné d’amyotrophie spinale
infantile. L’atteinte oculaire est fréquente, avec un strabisme, un nystagmus et une atrophie
optique conduisant une baisse d’acuité visuelle sévere. L’évolution se fait ensuite vers une
tétraparésie spastique. Sur le plan des examens complémentaires, les électroencéphalogrammes
enregistrent des rythmes rapides principalement en région frontale, avec parfois d’authentiques
crises convulsives (45). Le pronostic est effroyable puisque la majorité des enfants décede avant
I’age de 10 ans.

Lorsque le début de PLAN est plus tardif dans I'enfance, la présentation de la maladie est plus
variable et sa progression plus lente. Ces enfants sont dits atteints de "dystrophie neuroaxonale
infantile atypique” ou ANAD (atypical neuroaxonal dystrophy). Les symptomes cérébelleux
sont au premier plan avec une ataxie, une dysarthrie, ainsi qu’une hypotonie et une aréflexie.
On observe, a I'inverse de la forme classique, peu d’enfants avec une spasticité. Les troubles
cognitifs apparaissent également assez précocement apres le début de la maladie, et peuvent
parfois étre un des premiers symptomes. L’évolution se fait en général vers I’apparition d’un
syndrome pyramidal et extrapyramidal (46,47).

La généralisation des examens pangénomiques ont également permis de découvrir une forme
adulte de PLAN, avec des patients présentant des éléments dystoniques et extrapyramidaux,
ainsi que des troubles cognitifs et/ ou psychiatriques (48). Les patients décrits présentaient une
atrophie cérébelleuse sur I'IRM cérébrale, sans dépots de fer dans les noyaux gris centraux.
3.3.3.3 Imagerie

On retrouve de fagon quasi systématique une atrophie cérébelleuse chez les patients atteints de
PLAN, ce quel que soit ’age de début, touchant a la fois le vermis et les hémisphéres

cérébelleux.
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On observe également des hypersignaux du cortex cérébelleux sur les séquences FLAIR et un
corps calleux aminci. Au fur et a mesure que la maladie progresse, on observe des hypersignaux
de la substance blanche sus tentorielle, pouvant étre associés a une atrophie cérébrale.

Les dépbts de fer ne sont pas forcément présents des les premiers signes cliniques, et sont
parfois discrets, méme au stade avance de la maladie. Ils se situent en général dans les globi
pallidi, la substance noire et les noyaux dentelés, et ne sont pas présents de fagon systématique
chez tous les patients.

La Figure 13 montre deux coupes d’IRM d’une patiente de 9 ans, avec une atrophie cérébelleuse

ainsi que des dépots de fer dans les globi pallidi (49).

Figure 13 : La coupe axiale en 4 est pondérée T2 et la fleche désigne I’hyposignal du globus pallidus. La coupe sagittale
pondérée T1 en B montre [’atrophie cérébelleuse.

3.3.3.4 Génétique

Le géne PLA2G6, code pour la phospholipase indépendante du calcium de type A2, du groupe
VI, aussi connue sous le nom de iPLA2p. Cette phospholipase est connue pour jouer un role
essentiel dans 1’homéostasie des lipides membranaires. La transmission est autosomique
récessive.

Il existe plus de 20 protéines de type phospholipase A2, cependant, la PLA2G6 est responsable
de plus de 70% de I’activité totale des PLA2 au niveau cérébral (50). PLA2G6 est ubiquitaire,
de localisation a la fois cytosolique et mitochondriale. Elle fonctionne en tétrameres, et est
composeée d'un domaine ankyrine impliqué dans I'interaction avec les protéines, un motif lipase
GXSXG, un motif de liaison a I'ATP et un domaine de liaison a la calmoduline (51).

PLA2G6 catalyse I'nydrolyse des glycérophospholipides pour produire des lysophospholipides

et des acides gras libres polyinsaturés, tels que l'acide arachidonique. Cette enzyme est
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impliquée dans 1’homéostasie membranaire, en régulant la composition en acides gras et
phospholipides de la membrane. Elle serait également impliquée dans d’autres processus
cellulaires tels que la transduction de signaux, la prolifération cellulaire et I'apoptose (52).

Les variants pathogenes bialléliques dans PLA2G6 causent une quasi-absence de I’enzyme
PLA2G6 (53).

Des variants faux sens ainsi que des non-sens sont retrouves. Des formes plus sévéres et plus

précoces de la maladie sont associées aux variants tronquants (54,55).

3.3.3.5 Physiopathologie

La caractéristique présentée par la quasi-totalité des patients au niveau neuropathologique est
la présence de corps sphéroides axonaux, présents de facon diffuse dans le systéme nerveux
central. L atrophie cérébelleuse est également quasi constante (56). On retrouve également des
corps de Lewy et des dépots de protéine tau (57).

Les souris KO PLA2G6 ainsi que les patients présentent des anomalies structurelles de leurs
mitochondries dans 1’ensemble du systéme nerveux central (58).

Les modeles souris mettent en évidence une atrophie cérébelleuse lente, une accumulation de
corps sphéroides dans le systeme nerveux, une dégénérescence de la membrane mitochondriale
interne, et une dégénérescence axonale. Ces anomalies seraient expliquées par les altérations
membranaires, qui entraineraient une altération puis une dégénérescence axonale. Les
mitochondries touchées pourraient également libérer des radicaux libres oxydatifs pro-
apoptotiques, conduisant & une altération des membranes et a des gonflements axonaux.
L’atteinte de la membrane mitochondriale interne réduirait également le taux d’absorption du
calcium et la capacité de rétention de calcium intra-mitochondrial dans le cerveau, faisant le
lien entre le rdle connu de PLA2G6 et la neurodégénérescence observée (59).

Les analyses microscopiques de localisation intraneuronale, réalisés par I’équipe de Kotzbauer,
montrent que 1’enzyme PLA2G6 est située dans les dendrites et les parties distales des axones
en conditions wild-type. Chez les souris KO, il y a une anomalie de distribution avec une
présence d’agrégats de PLA2G6 dans les soma neuronaux (53). L’hypothese faite par cette
équipe est que les variants pathogenes dans PLA2G6 entrainent une perte de 1’activité
catalytique de PLA2G6, et donc un déficit en acides gras dans les axones et les dendrites,
associés a des accumulations neuroaxonales de phospholipides membranaires, créant des corps

sphéroides.
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3.3.3.6 Recherche en cours

Le suivi de I’histoire naturelle de la maladie est réalisé a la fois via TIRCON et via PLAN ready,
étude menée par Allison Gregory a Portland, qui utilise la base RedCap ainsi que des échelles
de qualité de vie remplie par les familles et les médecins.

Différentes équipes travaillent sur des projets thérapeutiques décrits ci-dessous.

L’équipe américaine de Paul Kotzbauer, a mis en évidence que les variants pathogénes dans
PLA2G6 modifient en général seulement un acide aminé de la protéine. Les changements d’un
acide aminé seul ont un effet déstabilisant, et empéchent la protéine PLA2G6 d’obtenir sa
conformation normale et nécessaire a son role d’enzyme. Un des buts thérapeutiques est de
trouver des petites molécules chaperones qui stabiliseraient la protéine PLA2G6. Son équipe a
montré que I’activité de I’enzyme PLA2G6 est partiellement restaurée en présence d’ATP, dans
des conditions in vitro (53).

L’équipe d’Ahad Rahim a I’'UCL, travaille actuellement sur un modéle de thérapie génique, via
un vecteur viral de type AAV9. Il travaille sur un modéle murin PLAN, qui a des problemes de
coordination et des troubles du mouvement dés 14 semaines de vie, conduisant a une paralysie
des pattes inférieures. Les corps sphéroides retrouvés dans le cerveau humain sont également
retrouvés chez les souris. La thérapie génique permet a la souris de vivre plus longtemps, et
accroit sa mobilité (mesurée par des open field tracking), et ce grace a une injection du vecteur
viral (AAV9). La thérapie génique ralentit également la perte neuronale dans le cerveau et la
moelle épiniere. La thérapie génique est donnée dés la naissance des souris, avant I’apparition
des symptdmes. Ces résultats ne sont pas encore publiés.

Enfin, I’équipe d’Alex Fay a San Francisco, travaille sur le RT0O01, un inhibiteur de la
peroxydation lipidique localisée a la membrane. Les acides gras polyinsaturés n’étant pas
recyclés dans le PLAN, par déficit en phospholipase, il a montré que RT001 permet d’éviter la
peroxydation lipidique, qui est une réaction produisant des radicaux libres qui ont un effet
toxique cellulaire. RTOO1 est un acide linoléique stabilisé, de la famille des Omega 6. Des
études précliniques sur des fibroblastes ont été faites : les fibroblastes de patients ont un des
niveaux éleves de peroxydation lipidique, qui sont réduits apres incubation avec le RT001 (60).
Leur étude clinique a porté sur la forme classique d’INAD, ils ont inclus 19 patients, entre 2 et
7 ans. lls ont associé a leur étude un régime pauvre en graisses. Les résultats ne sont pas encore

disponibles, 1’étude étant actuellement en cours.
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3.3.4 Neurodégenérescence associée a la protéine de membrane mitochondriale (MPAN,

mitochondrial membrane protein associated neurodegeneration) (OMIM #624298)

3.3.4.1 Généralités

La neurodégénérescence associée a la protéine de la membrane mitochondriale est causee par
des variants pathogéniques dans C19orf12, protéine ayant un réle dans I'énergie cellulaire et le
métabolisme des acides gras.

3.3.4.2 Clinique

Le MPAN se déclare généralement au cours de la premiére décennie, mais il existe également
des débuts adultes. Les premiers symptdmes peuvent étre des troubles de la marche avec une
démarche cérébello-spastique. Les symptomes fréquents sont des difficultés d’apprentissage,
des troubles psychiatriques qui peuvent étre présents des la petite enfance, une dysarthrie, une
atrophie optique quasi constante avec une baisse d’acuité visuelle, une dystonie habituellement
limitée aux pieds et aux mains. Dans les formes a début adulte, les premiers symptémes sont
souvent plutét d’ordre cognitifs ou comportementaux, puis s’installe un syndrome
extrapyramidal avec des troubles de la marche (61). On retrouve également des signes d’atteinte
du motoneurone, avec une abolition des réflexes ostéo-tendineux, une faiblesse musculaire (62).
La progression de la maladie est lente, sur plusieurs décennies, méme si on retrouve
fréguemment une aggravation rapide sur les dernieres annees de vie. Les patients sont
quasiment tous en fauteuil roulant a I’age de 18 ans.

3.3.4.3 Imagerie

On retrouve des dép6ts de fer bipallidaux et dans la substance noire sur I’'IRM, avec parfois une
hyperintensité centrale des globi pallidi, qui mime I’ceil de tigre du PKAN. Une atrophie
corticale et cérébelleuse peut également étre observée (61).

On peut également observer la lamina interne médullaire, qui correspond a une bande

d’hyperintensité du globus pallidus, chez la majorité des patients, comme représenté par la téte

de fleche sur la Figure 14 (63).
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Figure 14 : coupe axiale d’IRM pondérée en T2*, la téte de fleche indique la lamina interne médullaire et la fleche
I’hypointensité du noyau caudeé

La revue de Stéphane Lehéricy et al. apporte un cas détaillé d’imagerie pour une patiente
atteinte de MPAN de 26 ans, avec une atrophie cérébelleuse, une hypointensité des globi pallidi
et de la substance noire, avec également la lamina médullaire interne bien visible, sur les coupes

présentées sur la Figure 15 (11).

Figure 15 : Coupes axiales d’IRM au niveau cérébelleux (a) pondérée T1, de la substance noire en T1 (b), T2* (¢) et ADC (d).
Coupe coronale T1 (e) et coupes axiales T1(f), T2* (g) et ADC (h) au niveau du noyau lenticulaire. Les coupes a fort
grossissement en T1 montrent ’élargissement de la substance noire et du noyau lenticulaire. La fleche de la figure (a) montre
[’atrophie cérébelleuse. La substance noire et le globus pallidus sont hypointenses sur les coupes T2*, avec une hypointensité
centrale entourée d’une couronne hyperintense en T1, et une augmentation du coefficient ADC, probablement a cause de la

gliose (fleches blanches). On voit nettement la lamina interne médullaire sur la figure (g), avec la fleche.
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3.3.4.4 Génétique
La MPAN a deux modes de transmission, autosomique récessif (le plus fréquent et le plus
anciennement décrit), et également dominant, de découverte plus récente. Elle est liée a des

variants pathogénes dans C19orf12.

C19orfl2 est un géne nucléaire, qui code pour une protéine située sur la membrane

mitochondriale externe, impliquée dans le métabolisme des lipides (64).

Il est important de noter que des variants homozygotes ou hétérozygotes composites dans

C190rf12 sont également associés a la paraplégie spastique de type 43 (SPG43) (65).

C190rf12 est une glissiere transmembranaire a la glycine, contenant une protéine avec deux
isoformes différents (les codons start étant différents). L'isoforme le plus long est localisé dans
les mitochondries et dans le réticulum endoplasmique. 1l existe également une petite fraction
dans la MAM, ou membrane associée a la mitochondrie , qui correspond a zone de jonction
entre les mitochondries et le réticulum endosplamique, cruciale pour le transport des
phospholipides (66).

C190rf12 s'exprime de fagon ubiquitaire, avec un niveau d'expression plus élevé dans le cerveau
et les adipocytes (30). Des analyses transcriptionnelles ont montré une co-régulation de ce géne
avec des géenes impliqués dans la biosynthése des acides gras, indiquant un lien avec le CoA et
le métabolisme des lipides.

Des patients avec des variants hétérozygotes dans C190rf12 ont également été décrits dans les
dernieres années, dont I’équipe de neurogénétique bordelaise, suggérant qu’il existe des formes
dominantes de MPAN. L’age de début dans les formes dominantes se situe dans ’enfance
comme a I’age adulte. Les variants sont tous des non-sens situés dans 1’exon 3, qui est le dernier
exon de C190rf12, ces variants échappent donc au non-mediated decay (67). Le mécanisme est
un effet dominant négatif, la protéine mutée se multimérisant avec la protéine stable.

3.3.4.5 Physiopathologie

Le MPAN est une synucléinopathie, avec une accumulation des corps de Lewy dans les noyaux
gris centraux, mais également corticaux. Les dép6ts de fer sont visibles dans les globi pallidi
et, dans une moindre mesure, dans la substance noire, mais en revanche ils sont quasi absents
du cortex. En outre, certains patients présentent également une atrophie corticale et/ou
cérébelleuse (64).

3.3.4.6 Thérapeutiques spécifiques

Comme pour toutes les NBIA, le traitement est symptomatique, et adaptable en fonction des

symptdomes du patient (spasticité, syndrome extra pyramidal...). Les agonistes
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dopaminergiques sont a utiliser avec prudence du fait du risque de décompensation
psychiatrique chez ces patients. Les patients avec des tableaux psychiatriques au premier plan
peuvent bénéficier de traitements neuroleptiques.

3.3.4.7 Recherche en cours

Une échelle de cotation est en cours de mise au point par I’équipe de Marta Skowronska en
Pologne, intégrant les symptdomes extrapyramidaux, dystoniques, la démence et la baisse
d’acuité visuelle, ainsi que des échelles de qualité de vie.

11 existe plusieurs projets de recherche en cours, dont un essai de thérapie génique par I’équipe
de Miguel Esteves dans le Massachusetts, qui travaille sur des AAV (adéno-associated virus)
recombinants, qui sont des vecteurs portant un géne flanqué de deux régions non codantes ITR
(inverted terminal repeat elements). Ces AAV ne s’intégrent pas dans le génome mais
permettent une expression de leur géne sur le long terme, quinze ans selon des modeles
expérimentaux. Il souhaiterait réaliser des injections intracraniennes, intrastriatales. Son autre
axe de recherche serait la production de micro-ARN ciblant principalement les ARNm de
C190rf12 mutés. Ces projets précliniques n’ont pas donné lieu a la publication de résultats dans

la littérature scientifique.
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3.3.5 Neurodégénérescence associée a la protéine beta-propeller (OMIM #300894)

3.3.5.1 Généralités

La neurodégénérescence associée a la protéine béta-propeller ou BPAN (beta-propeller
associated neurodegeneration) est unique parmi les NBIA par son mode d'hérédité, sa
physiopathologie présumée, son profil clinique et ses caractéristiques d'imagerie distinctives.
Le BPAN est une maladie liée a I’X, touchant quasiment exclusivement des filles (68).

Le BPAN semble évoluer en deux phases, avec initialement un retard global de développement
psychomoteur et une épilepsie, des signes d’irritation pyramidale et des troubles du sommeil,
puis a I’age adulte le développement d’un syndrome extrapyramidal, des éléments dystoniques
et des troubles cognitifs (69).

Avant la découverte du gene WDR45, responsable du BPAN, responsable, le BPAN était décrit
comme une "encéphalopathie statique de 1’enfant avec neurodégénérescence".

Le gene WDR45 code pour une protéine béta-propeller, impliquée dans 1’autophagie (paralléles
avec les modeles levures) (69).

La plupart des patients atteints de BPAN sont des femmes, porteuses de variants pathogenes de
novo dans le géne WDR45. L’inactivation du chromosome X pourrait expliquer la variabilité
du phénotype observe, et notamment des formes plus «légéres » de BPAN (70).

Les hommes présentant une seule copie du chromosome X, il était prédit que le BPAN était
létal chez les garcons, a moins que le variant pathogene soit post-zygotique et présent en
mosaique. Cependant, avec la généralisation du séquencage d’exome, des jeunes garcons
présentant des variants pathogénes dans WDR45 ont été mis en évidence ; avec des phénotypes
variables, principalement des déficiences intellectuelles associées a de 1’épilepsie (71,72). Les
symptdmes sont similaires dans les deux sexes, avec initialement un retard de développement
psychomoteur, suivi a 1’age adulte d’une neurodégénérescence avec déclin cognitif, apparition
de symptémes dystoniques et extrapyramidaux. L’accumulation intracérébrale de fer est trés

rare chez les garcons atteints de BPAN.

3.3.5.2 Clinique

L’enfant présente rapidement un retard de développement psychomoteur. L’acquisition de la
marche est retardee, et est faite de facon pathologique, avec souvent une démarche ataxique.
Le développement du langage est aussi altéré, avec une acquisition d’un vocabulaire réduit
comparativement aux autres enfants. Les crises convulsives sont fréquentes, et apparaissent
¢galement précocement dans 1’enfance, méme si leur fréquence et caractéristiques varient

beaucoup d’un enfant a 1’autre.

o1



Les troubles du sommeil sont fréguents, avec une hyper ou hyposomnie, des anomalies des
mouvements oculaires rapides (Rapid Eye Movement disorder) (73).

En résumé, le développement psychomoteur des enfants atteints de BPAN est retardé et
incomplet dans I’enfance. Les symptdmes extrapyramidaux arrivent généralement en fin
d’adolescence ou a 1’age adulte, avec une réponse initiale au traitement dopaminergique
correcte, puis surviennent rapidement des dyskinésies. De fagon paralléle, des troubles cognitifs
apparaissent de facon progressive, et conduisent a une perte d’autonomie globale de ces
patients.

3.3.5.3 Imagerie

Les premieres IRM réalisées dans la petite enfance sont classiquement normales. Lorsque les
premiers symptomes extrapyramidaux apparaissent, I’IRM montre en général une hypointensité
T2 sur les globi pallidi, la substance noire et les pédoncules cérébraux, comme présenté sur la
Figure 16. Ces images sont en rapport avec I’accumulation de fer dans ces structures, qui peut

étre visualisée plus précocement sur les séquences SWI et T2* (73). Plus tardivement dans la

vie de ces patients, ’IRM montre une atrophie prédominant sur le cervelet et le corps calleux

(69).

Figure 16 : Coupes axiales d’IRM pondérées T2 (A et E) montrant des globi pallidi hypointenses, ainsi que sur les coupes
FLAIR (B) et T2* (F). La substance noire apparait également hypointense sur les coupes pondéerées T2 (C et G), FLAIR (D) et
T2* (H).
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Il est a noter que les IRM puissantes peuvent montrer t6t dans I’enfance un dépot linéaire au
niveau des bords du putamen (putaminal pencil lining), qui correspond a des images précoces
de dépot de fer, que I’on retrouve sur la Figure 17 (74).

WDRA4S patient (6 years) WDRA4S patient (7 years)

Healthy control (6 years) Healthy control (7 years)

Figure 17 : coupes axiales d’IRM pondérées SWI d’une patiente atteinte de BPAN comparées a celle d’un enfant sain, les
fleches indiquent les liserés de fer putaminaux

3.3.5.4 Génétique
Le géne WDR45 est situé sur le chromosome X. Le mode de transmission du BPAN est
atypique, puisque la maladie est chez I’immense majorité des patients sporadique, liées a des

variants de novo, et touche quasi exclusivement des filles.

Un article fait état d’une petite délétion de WDR45 retrouvée dans une fratrie, le frére atteint
présentant une déficience intellectuelle sévére associée a des crises convulsives. Sa sceur,
également atteinte avait un phénotype plus léger, avec une déficience intellectuelle modérée.
L’analyse de ségrégation a montré que la mere était porteuse saine de la délétion en mosaique
(75). Avec la généralisation du séquencage d’exome dans la stratégie diagnostique de la
déficience intellectuelle, plusieurs patients de sexe masculin ont été décrit, présentant une
déficience intellectuelle sévere & profonde, associée de facon quasi constante a des crises
convulsives, et en général sans accumulation de fer intracérébral. Leur phénotype serait donc

plus sévére et plus précoce (76).
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3.3.5.5 Physiopathologie
La protéine WDRA45 est I’une des membres de la famille des protéines d'échafaudage de type
WD40, qui sont impliquées dans les interactions protéine-protéine, et a un réle dans

I'autophagie.

Pour rappel, I’autophagie est un mecanisme physiologique de protection et de recyclage
d'éléments cellulaires. Il y a tout d’abord la formation du phagophore, qui est une double
membrane phospholipidique, qui va séquestrer avec des protéines, des lipides, des organelles,
des débris de membranes, etc., qui devient ensuite I’autophagosome, qui va fusionner avec un
lysosome pour étre 1’autolysosome, et enfin étre dégradé.

La levure Atgl8, qui est I’orthologue du WDR45 humain, a été bien étudiée pour son rdle
essentiel dans la formation des autophagosomes. L'Atg18 se lie a la membrane du réticulum
endoplasmique via un motif de liaison phosphatidylinositide-3-phosphate, et facilitent la
formation de complexes protéiques en aval (77). Les fibroblastes de patients atteints de BPAN
présentent une réduction de 1’activité autophagique et une accumulation de structures

autophagiques aberrantes a un stade précoce (69).

Il a récemment été démontré que des souris KO-WDRA45 présentaient un gonflement axonal,
une altération du flux autophagique, avec une accumulation d’agrégats dans I'hippocampe et le
noyau caudeé, sans surcharge en fer retrouvée (78). Le lien entre ’altération de I’autophagie et
la surcharge intracérébrale en fer reste inconnue, méme si une étude a mis en évidence dans des
fibroblastes de patients atteints de BPAN une up-régulation du transporteur du fer ferreux et
une down-regulation du récepteur de la transferrine, avec une augmentation du fer

intracellulaire apres une période de privation alimentaire (79).

Ces données suggerent que les I’altération de I'autophagie chez les patients atteints de BPAN
pourrait affecter I'élimination des protéines, comme le transporteur de fer ferreux, augmentant

la surcharge en fer.

Sur le plan neuropathologique, on observe des enchevétrements neurofibrillaires tau positifs
dans le cortex, le putamen, I'hippocampe et I'hypothalamus. Les corps sphéroides axonaux sont
facilement visibles dans la substance noire et le globus pallidus (73).

3.3.5.6 Thérapeutiques spécifiques

Les traitements sont pour 1’instant essentiellement symptomatiques, avec des traitements anti
épileptiques dans I’enfance, adaptés au type et a la sévérité des crises convulsives. A 1’age

adulte, le syndrome extrapyramidal est fréquemment traité par une supplémentation
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dopaminergique, bien que les fluctuations motrices et les dyskinésies apparaissent de facon

assez précoce et posent des soucis d’adaptation thérapeutique (80).

3.3.5.7 Recherche en cours

Le projet BPAN ready, coordonné par 1’équipe de Susan Hayflick a Portland, a pour but de
mieux comprendre 1’histoire naturelle de BPAN et d’identifier des marqueurs de la maladie qui
pourraient étre utilisés dans de futurs essais cliniques. La base de données RedCap est utilisée
pour collecter les données. Les créateurs de cette base ont dégagé les symptomes suivants, qui
leur semblent cruciaux pour le suivi de la maladie : les crises convulsives, les troubles moteurs,
les troubles du langage, les troubles du comportement du spectre de 1’autisme, et les troubles
du sommeil.

L’équipe chinoise de Hong Zhang travaille sur des modéles murins BPAN. Les souris KO
naissent normales puis des troubles moteurs apparaissent, ainsi que des troubles
d’apprentissage. Les neurones des souris KO sont également gonflés, ce qui est un signe

d’anomalie neuronale. WDR45 est donc crucial pour la fusion autophagosome-lysosome (81).
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3.3.6 Neurodégenérescence associee a FA2H (FAHN, fatty acid hydroxylase-associated
neurodegeneration), (OMIM #612319)

3.3.6.1 Généralités

Le gene FA2H est responsable de I'hydroxylation des acides gras, et joue un role clé dans la
synthese de la myéline. Ce géne jouerait également un réle clé dans la régulation du cycle
cellulaire (82).

Des variants pathogéniques de ce gene ont été associé a la paraplégie spastique héréditaire de
type 35 (SPG35), et a une leucodystrophie avec paraparéesie spastique (83). Des études de
liaison ont permis de mettre en évidence le réle de FA2H chez des patients avec une tétraparésie
spastique, une ataxie et des ¢léments dystoniques débutant dans I’enfance, avec sur I’imagerie
cerébrale des depdts de fer bipallidaux, amenant a définir un nouveau type de NBIA associé au
géne FA2H (84).

3.3.6.2 Clinique

La présentation clinique classique est un enfant qui chute et présente des troubles de la marche
dans sa premiere décennie. Une spasticité progressive, une dystonie et des éléments cérébelleux
conduisent a une perte de la marche, ainsi qu’une dysarthrie et une dysphagie associées. La
baisse d’acuité visuelle liée a une atrophie optique est également fréquente. Les enfants
présentent également un déclin cognitif. Le spectre phénotypique est assez proche des enfants
PLAN.

3.3.6.3 Imagerie

L’imagerie cérébrale retrouve une accumulation de fer dans les globi pallidi, une atrophie du
corps calleux, ainsi qu’une atrophie du cervelet, du pont et de la partie haute de la moelle
épiniére.

Les séquences pondérées en T2 et FLAIR montrent des hypersignaux de la substance blanche.
Un acronyme a été propos¢ pour regrouper ces différentes données d’imagerie : WHAT pour
White matter changes, Hypointensity of the globus pallidus, pontocerebellar Atrophy and Thin
corpus callosum (85). La Figure 18 illustre cet acronyme, et correspond aux coupes d’IRM d’un

patient de 29 ans.
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Figure 18 : Coupes IRM d’un patient de 29 ans de sexe masculin, atteint du syndrome FAHN. (a) est une coupe sagittale
pondeérée T1, I'astérisque montre I’atrophie cérébelleuse, et la fleche le corps calleux fin. Les coupes (b) et (c) sont deS coupes
axiales pondérées SWI montrant des dép6ts de fer dans la substance noire (fleches en (b)), et sur les globi pallidi (fleches en

(c)). La coupe (d) est une coupe axiale pondérée T2 montrant avec les fleches des hypersignaux dans la substance blanche.

3.3.6.4 Génétique

FAHN est une maladie de transmission autosomique récessive, liée au géne FA2H. FA2H code
pour une mono-oxygénase dépendante du NADPH, également appelée hydroxylase des acides
gras de type 2, localisée dans le réticulum endoplasmique (84).Cette enzyme catalyse
I'nydroxylation des acides gras, produisant un précurseur des céramides, qui sont des eléments
essentiels pour la constitution de la gaine de myéline (86).

De plus, FA2H est la seule enzyme de type hydroxylase de type 2 présente dans les cellules de
Schwann et les oligodendrocytes, corroborant 1’hypothése que les variants pathogénes dans
FA2H perturbent la synthese de myéline (87). Le dernier argument de pathogeénicité fait le
parallele avec la maladie de Parkinson, ou une anomalie de la synthése des céramides a eté
tenue pour responsable de la formation de corps de Lewy et d’apoptose cellulaire (88).

3.3.6.5 Physiopathologie

Les souris n’ayant pas de gene FA2H fonctionnel montrent un développement global normal,
mais présentent de fagon tres prématurée une dégénérescence de la myéline, principalement au
niveau du nerf sciatique (89). Ces données montrent qu’une myéline normale a la fois de vue
structurel et fonctionnel peut étre mise en place en I’absence d’enzyme fonctionnelle, mais que

le maintien de la stabilité de la myéline sur le long terme est perturbe.
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3.3.7 Neurodégenérescence associée a la protéine COASY (OMIM #615643)
3.3.7.1 Généralités

La neurodégénérescence associée a la protéine COASY (CoPAN) rejoint le PKAN comme
deuxieme erreur innée du métabolisme de la CoA.

Cette maladie est extrémement rare, puisqu’on retrouve seulement 9 patients dans la littérature
(90-93).

3.3.7.2 Clinique

Le CoPAN se manifeste dans la premiére décennie avec des troubles de la marche et une
déficience intellectuelle l1égere. Une dystonie oro-mandibulaire, un syndrome extrapyramidal
ainsi qu’une dysarthrie, une spasticité progressive et une neuropathie axonale apparaissent au
cours de I’évolution de la maladie.

L’¢évolution se fait vers une perte de la marche autour de I’adolescence. Il n’y a pas de troubles
visuels rapportés.

Des patients avec un phénotype congénital ont été rapportés, il s’agit de deux enfants d’une
méme fratrie présentant un retard psychomoteur sévére, une ataxie, une microcéphalie et une
petite taille. L’IRM mettait en évidence des hyperintensités striatales, un corps calleux court

des anomalies de la substance blanche fronto-temporo-pariétales sans dépdts ferriques (92).

Un phénotype prénatal a également été décrit, avec un feetus présent une microcéphalie, une

hypoplasie cérébelleuse sévere et une arthrogrypose. (93).

3.3.7.3 Imagerie
L'IRM montre une hypointensité bipallidale avec une région centrale d'hyperintensité rappelant
le signe de I'eeil du tigre observé dans le PKAN (90).

On retrouve également des hyperintensités striatales et thalamiques, correspondant a un
gonflement de ces régions, qui sont présentent dans la petite enfance puis régressent, avant que
les dépots de fer dans les globi pallidi et la substance noire apparaissent. La Figure 19 reprend

ces différentes données (90).
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Figure 19 : IRM d’une patiente a l’dge de 9 ans (e, f) et a I'dge de 19 ans (g, h). Les coupes axiales T2 en (e) et (f) montrent
des hypointensités pallidales. Les noyaux caudés et les putamen sont gonflés et hyperintenses. On note également une
hyperintensité dans les thalami médians et postérieurs (fleches blanches). La coupe axiale en (g) montre I’hypointensité
pallidale bilatérale. La coupe coronale FLAIR en (h) montre un hyposignal bipallidal et dans la portion médiane de la

substance noire (tétes de fleches).

3.3.7.4 Génétique
Le CoPAN est une maladie de transmission autosomique récessive, lié a des variants dans le

géne COASY. Les variants retrouvés sont des faux sens.

Ce gene code pour la 40-phosphopantethéine adénylyltransférase/déphospho-CoA kinase
(PPAT/DPCK), plus connue sous le nom de CoA synthase, qui catalyse les deux derniéres
étapes de la synthese du CoA (Figure 12). Pour rappel, le CoA est une molécule mitochondriale,
principalement située dans la matrice mitochondriale, et également en petite partie a la

membrane mitochondriale externe (90,94).
Le gene COASY a trois transcrits, dont deux seulement, COASY -a et COASY-b deviennent des
protéines (95).

3.3.7.5 Physiopathologie

La physiopathologie du CoPAN est mise en paralléle avec le PKAN, les deux maladies étant
liées a des anomalies de la synthese du CoA, suggérant les roles cruciaux du CoA et de la
mitochondrie dans la physiopathologie des NBIA.

59



L’analyse de fibroblastes COPAN a montré une réduction significative de la synthése de COA,
mais pas une abolition totale, suggérant I’existence d’une voie alternative de synthése du CoA,

ou que le géne COASY muté puisse conserver une fonction résiduelle.

3.3.7.6 Recherche en cours

L’équipe italienne d’Ivano Di Meo travaille sur un modé¢le murin. La perte de COASY n’est pas
compatible avec la vie, les patients ont une réduction de COASY mais pas une absence
compléte. La souris a une durée de vie plus courte, avec des troubles moteurs, une incapacité a
se mouvoir correctement et des mouvements pseudo-dystoniques.

Dans le cerveau des souris, son équipe ne retrouve pas de signes de neurodégéenérescence, et
I’explique par la courte durée de vie des souris (durée de vie médiane = 13 jours) et donc
I’absence de temps nécessaire pour que la neurodégénérescence intervienne. Son équipe
retrouve également des taux normaux de CoA et d’acétyl-CoA, une expression normale des
genes de la famille PANK. Cependant, ils ont trouvé des altérations de protéines impliquées
dans le métabolisme de fer : augmentation de la chaine légére du ferritine, qui s’accumule dans
les neurones du cortex, du noyau sous thalamique principalement, dans des neurones
GABAergiques, sous la forme de granules cytoplasmiques. De la spectrométrie ionique de
masse montre une accumulation de fer, de calcium et de magnesium localisée. |1y a également
une down-regulation du cholestérol dans la substance blanche. Au niveau mitochondrial, les
activités des complexes respiratoires sont normales, mais il y a une altération de la morphologie
mitochondriale, et une altération de la respiration globale si on prend des mitochondries isolées.

Les résultats ne sont pas encore publiés.
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3.3.8 Neuroferritinopathie (OMIM #606159)
3.3.8.1 Généralités

Les variants pathogenes hétérozygotes dans le géne de la chaine légere de la ferritine sont
responsables de la neuroferritinopathie.

3.3.8.2 Clinique

Les principales caractéristiques cliniques sont des éléments choréodystoniques, un syndrome
extrapyramidal et des troubles cognitifs, qui apparaissent généralement a 1’age adulte. D’un
point de vue biologique, la ferritine sérique est abaissee.

La majorité des cas décrits dans la littérature sont regroupés géographiquement dans le comté
de Cumbria, au nord-ouest de I’ Angleterre, avec un variant unique (460insA), reflétant un effet
fondateur.

La neuroferritinopathie se distingue de la maladie de Huntington par sa dystonie orofaciale
induite par le mouvement, une présentation asymétrique, un déclin cognitif tardif et surtout par
la présence d'une accumulation anormale de fer dans le noyau caudé, le putamen, le thalamus,
le globus pallidus, la substance noire et le noyau rouge (96).

3.3.8.3 Imagerie

On retrouve sur I’IRM des dépots de fer dans les noyaux gris centraux et dans le cervelet. On
peut également noter une atrophie corticale et cérébelleuse modérée, et une cavitation
putaminale (97). La cavitation putaminale est visible sur les séquences T2/ FLAIR, comme des

zones d’hyperintensités confluentes impliquant le globus pallidus et le putamen.

Du fer cortical est également présent et se visualise sous la forme d’un liseré appelé « cortical
pencil lining », signe également retrouvé dans 1’acéruléoplasminémie et aussi de fagon

physiologique chez les sujets de plus de 50 ans (98).

La Figure 20 montre les images IRM d’un patient de 62 ans, atteint de neuroferritinopathie

depuis ses 50 ans, qui reprend I’ensemble des éléments décrits ci-dessus (11).
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Figure 20 : Coupe sagittale T1 en (e) montrant I atrophie cérébelleuse et du mésencéphale (fleches). Les coupes axiales T2 de
(f) a (h) montrent des aires d’hypointensités correspondant a dépots de fer dans la substance noire (f), les globi pallidi, les
noyaux caudés, les thalami et les putamen (g), avec une hyperintensité centrale dans le putamen montrant de la cavitation

(fleche), et des hyperintensités de la substance blanche en (h), montrées par la téte de fléche.

Le signe de I’ceil de tigre a déja été rapporté, comme présenté sur la Figure 21, qui représente

une coupe axiale en écho de gradient T2 d’une femme 45 atteinte de neuroferritinopathie (99).

Figure 21: coupe axiale d’IRM montrant une image en il de tigre au niveau des globi pallidi

3.3.8.4 Génétique

La neuroferritinopathie est une maladie de transmission autosomique dominante, liée au gene
FTL, qui code pour la chaine légére de la ferritine. La ferritine est la principale protéine de
stockage intracellulaire du fer, elle se compose de 24 sous unités de deux types, les chaines
Iégeres et lourdes, assemblées dans des proportions différentes pour former une structure

sphérique avec une cavité hydrophobique, qui accueille plusieurs milliers d’atomes de fer (100).

3.3.8.5 Physiopathologie

La protéine FTL mutée perturbe la structure de la ferritine ainsi que sa capacité de transport du
fer, entrainant un dép6t anormal de fer dans le cerveau, qui conduit a de la gliose et de la perte
neuronale (101). Il a été montré que I’instabilité de la ferritine liée a des variants pathogenes
dans FTL conduisait & une baisse de l’incorporation de fer dans la transferrine et une
accumulation d’agrégats de FTL et d’ubiquitine (102). Les modéles murins montrent des
agrégats cytoplasmiques de ferritine, une accumulation de fer intracérébral et un phénotype

neurodégénératif d’apparition progressive ainsi qu’une espérance de vie réduite (103).
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3.3.9 Acéruléoplasminémie (OMIM #604290)
3.3.9.1 Clinique

L'acéruléoplasminémie apparait a I'age adulte et se caractérise par des mouvements anormaux
(dystonie faciale, chorée, tremblements, rigidité extrapyramidale, ataxie), un déeclin cognitif,
I’apparition d’un diabete et des anomalies rétiniennes, correspond & la triade classique de
I’acéruléoplasminémie (les mouvements anormaux et les troubles cognitifs étant regroupés
dans les symptdmes neurologiques) (104).

On retrouve également une anémie microcytaire, un taux de céruléoplasmine sérique faible ou
nul, un taux de ferritine élevé, un faible taux de fer et de cuivre sérique, avec un cuivre urinaire
normal.

3.3.9.2 Imagerie

L’IRM met en évidence une surcharge en fer diffuse, impliquant tous les ganglions de la base
(striatum, globus pallidus, substance noire), les noyaux rouges, les noyaux dentelés, les thalami,

les corps mamillaires, I’hippocampe et le cortex (11,104).

La Figure 22 illustre un cas d’acéruléoplasminémie, chez une femme de 60 ans ayant eu ses

premiers symptoémes au début de la cinquieme décennie (11). Les images montrent les dépots

de fer dans la quasi-totalité des structures anatomiques sus-citées.

Figure 22 : Les coupes axiales T2 montrent de larges plages d’hyposignaux du fait des dépéts de fer, dans les noyaux dentelés
(a), I’hippocampe avec la téte de fleche en (b), le noyau rouge avec l'astérisque en (b), la substance noire avec la fleche en
(b), le noyau caudé (fleche), le putamen (double fleche) et le cortex (téte de fleche) en (c), et le cortex (téte de fleche) et le
noyau caudé (fleche) en (d).

3.3.9.3 Génétique

L’acéruléoplasminémie est une maladie de transmission autosomique récessive, liée a des
variants dans le gene CP. On retrouve un effet fondateur au Japon. Les variants pathogénes

dans CP causent I’instabilité ou la non-fonctionnalité de la céruléoplasmine.

63



Le gene CP code pour une glycoprotéine membranaire qui contient des atomes de cuivre, et qui
fonctionne comme une ferroxidase, en facilitant I’export de fer médié par la ferroportine. CP
est la seule ferroxidase exprimée par les astrocytes. L’absence de céruléoplasmine empéche les
astrocytes d’oxyder le fer qui entre dans le systéme nerveux central, et il en résulte une entrée
non contrélée de fer par des voies indépendantes de la transferrine dans les astrocytes (105).
Les analyses in vitro ont montré que la protéine CP mutée est bloquée dans le réticulum

endoplasmique (97).

3.3.9.4 Physiopathologie

A T’instar de la neuroferritinopathie, il s'agit d'un trouble du métabolisme du fer : les variants
pathogéniques du gene CP entrainent une absence ou une réduction du taux de la protéine
ceruléoplasmine, qui est un transporteur du cuivre. 1l en résulte un transport anormal de fer et
des dépdts ferriques dans tout I'organisme, y compris dans le systéme nerveux central.

Les analyses neuropathologiques montrent une neurodégénérescence séveres dans les noyaux
gris centraux et les noyaux dentelés, associée a des dépdts de fer dans le cortex cérébral et
cérébelleux, dans la rétine, le foie, le pancréas et le myocarde (106).

3.3.9.5 Thérapeutiques spécifiques

La chélation du fer est couramment utilisée, sans amélioration clinique nette (107). Les
différents agents chélateurs du fer sont la desferrioxamine, en injection intraveineuse, le
deferasirox et la défériprone, se prenant tous les deux par voie orale.

3.3.9.6 Recherche en cours

Il existe plusieurs modéles murins, développés selon différents procédés. Une souris CP knock-
out a montré une surcharge en fer et une augmentation de la peroxydation lipidique dans le
cerveau, avec également des troubles moteurs, et au niveau neuropathologique une perte de

neurones dopaminergiques (108).
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3.3.10 Le syndrome de Woodhouse-Sakati (OMIM #241080)
3.3.10.1 Clinique

Les symptomes fréquemment retrouvés sont d’ordre neurologiques, tels qu’un syndrome
extrapyramidal, un déclin cognitif, et des symptdémes d’ordre endocriniens qui se traduisent par
un diabéte et un hypogonadisme (109,110). Une alopécie est également fréquemment rapportée.

L’age de début se situe en général autour de 1’adolescence.

3.3.10.2 Imagerie

L’IRM montre des hypointensités dans les globi pallidi ainsi que des hypersignaux de la
substance blanche. La

reprend les données IRM classiques (11).

Au fur et a mesure que la maladie avance, on voit également des dépots de fer dans la substance

noire et dans le noyau rouge. On peut également trouver des dépdts de fer dans la glande

pituitaire, des espaces péri-vasculaires élargis, comme représenté sur la Figure 23 (111).

Figure 23 : Patient présentant un syndrome de Woodhouse Sakati. Les coupes axiales T2 (e) et T2* (f-h) montrent des espaces
péri-vasculaires élargis dans la zone de la substance noire (fleche en (e)) et des hyposignaux de la substance noire (fleche en
() et dans les globi pallidi (fleches en (g) et (h)).

3.3.10.3 Génétique

DCAF17 ou C20rf37 est un gene qui code pour une protéine impliquée dans la régulation
transcriptionnelle. La transmission est autosomique récessive.

La plupart des patients décrits sont originaires d’Arabie Saoudite, probable reflet d’un effet
fondateur, bien qu’il y ait des patients d’autres ethnies (112).

Le syndrome de Woodhouse-Sakati reste tres rare, et il y a peu de données physiopathologiques

ou d’équipes menant des travaux de recherche a plein temps sur cette NBIA.
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3.3.11 Le syndrome de Kufor-Rakeb (OMIM #606693)
3.3.11.1 Clinique

Le syndrome de Kufor-Rakeb a comme caractéristiques 1’apparition précoce chez le jeune
adulte enfant d’un syndrome extrapyramidal, associ¢ a de la spasticité et un déclin cognitif. La
premiére description a été faite dans une famille jordanienne dans les années 1990 (113). On
retrouve également une paralysie supra-nucléaire et des myoclonies. L’autre nom du syndrome
est PARKO.

3.3.11.2 Imagerie

L’atrophie cérébrale est constante, et visualisée des les premiers symptémes, alors que les
dépbts ferriques dans les noyaux gris centraux peuvent apparaitre plus tardivement avec
I’évolution de la maladie, principalement dans les noyaux caudés et lenticulaires. La Figure 24
montre I’IRM d’un patient de de 40 ans, avec une atrophie cérébrale majeure, et des

hypointensités des putamen et des noyaux caudés (114).

Figure 24 : IRM d’un patient atteint du syndrome de Kufor-Rakeb. Coupe sagittale pondérée T1 sur I’'image de gauche, avec
une atrophie sus et sous tentorielle. Coupe axiale pondérée T2* sur la droite, la fleche indique les dépots de fer dans les

putamen et les noyaux caudés

3.3.11.3 Génétique
Ce syndrome est lié a des variants pathogenes dans le gene ATP13A2, qui code pour une ATPase

lysosomale (115). La transmission est de type autosomique récessive.

Cette protéine est une pompe a cations, qui est située sur les membranes lysosomales, ainsi que
sur les membranes synaptiques et mitochondriales (116). Le role de cette protéine n’est pas

parfaitement établi, il semblerait qu’elle joue un réle dans la formation des autophagosomes.

3.3.11.4 Physiopathologie
Les fibroblastes de patients atteints du syndrome de Kufor-Rakeb ont des anomalies

lysosomales qui se traduisent par des anomalies de la dégradation de substrats cellulaires, une
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baisse de la clairance des autophagosomes et une augmentation des ions intracellulaires tels que
le manganese et le zinc (117). Les réseaux mitochondriaux sont également fragmentés, avec
des altérations de I’ADN mitochondrial, un potentiel membranaire réduit et une baisse de la
production d’ATP (118). Le role des lysosomes et des endosomes est connu pour étre crucial
pour I’homéostasie du fer, corroborant le lien entre cette ATP-ase et I’accumulation

intracérébrale de fer.

3.3.11.5 Recherche en cours
Les modeéles souris knock-out montrent une accumulation d’agrégats d’a-synucléine, une

accumulation de protéines ubiquitinées, de la gliose et des troubles moteurs (119).
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3.3.12 Nouveaux genes

3.3.12.1 SCP2 (OMIM*184755)

Il'y a dans la littérature deux patients décrits ayant des variants dans SCP2, attribués comme
pathogénes. Les tableaux cliniques sont une neuropathie motrice, une ataxie et une dystonie
cervicale chez des patients agés d’environ 50 ans, avec un tableau clinique évoluant depuis la
deuxiéme décade. Pour le premier patient, I’IRM retrouve une leuco-encéphalopathie, associée
a des hyperintensités du pont et des thalami, alors que pour le deuxiéme patient, des dépots
intracérebraux de fer sont retrouvés, sans leuco-encéphalopathie (120,121).

La transmission est de type autosomique récessive. SCP2 code pour deux protéines SCPx et
SCP2 en fonction des exons transcrits, qui sont des protéines de transport des stérols. Ce sont
des enzymes peroxisomales, avec une activité thiolase qui permet de casser les acides gras. Le
mécanisme physiopathologique présumé est celui d’un métabolisme des acides gras et d’acyl

CoA anormal (122).

3.3.12.2 GTPBP2 (OMIM*607434)

Une famille de 4 individus a initialement été rapportée, ils présentaient une deficience
intellectuelle, une ataxie et de la dystonie, ainsi qu’une dysfonction rétinienne. L’IRM cérébrale
a mis en évidence des hypointensités bipallidales et de la substance noire évoquant de dépdts
de fer (123). Un deuxi¢me article paru plus récemment confirme 1’implication de ce géne dans
les troubles du développement séveres associés a une accumulation intracérébrale de fer, en
décrivant trois familles distinctes (124)

Le mode de transmission serait autosomique récessif. Le gene GTPBP2 code pour une protéine
de liaison au GTP, dont la fonction n’est pas parfaitement connue. Cette protéine aurait un réle
possible dans 1’élongation des chaines durant la synthése protéique. Un modéle murin GTPBP2

KO a montré son role dans la maintenance du ribosome (125).

3.3.12.3 REPS1 (OMIM#617916)

Les patients décrits présentent un retard psychomoteur, une ataxie progressive, un syndrome
pyramidal, une atrophie cérébrale et cérébelleuse. L’ imagerie montre une accumulation de fer
dans les globi pallidi et les pédoncules cérébraux. Le gene REPS1est impliqué dans
I’endocytose. Ce sont des complexes de RALBP1 et REPS1 qui se fixent sur les vésicules
recouvertes de clathrine apres leur endocytose. Ces complexes vont ensuite se fixer aux
endosomes, permettant le recyclage des récepteurs de transferrine qui ont été internalisés via

I’endocytose dépendante de la clathrine (126,127).
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3.3.12.4 CRAT (OMIM#617917)

L’ équipe du Dr Rétig a rapporté une enfant née de parents turques consanguins, qui a présenté
un retard de langage, puis une ataxie cérébelleuse progressive a partir de 1’dge de 3 ans. Son
état clinique s’est ensuite dégradé, avec ’apparition d’un syndrome cérébelleux statique et
cinétique, une hyper-réflexie, des mouvements dystoniques et choréo-athétosiques. L’IRM
cérébrale a mis en évidence une atrophie cérébelleuse ainsi que des hyperintensités dans les
globi pallidi et la substance noire (126).

La transmission est autosomique récessive. Ce géne est une carnitine acyltransférase, impliqué
dans 1’oxydation et le métabolisme lipidique. Il se situe dans la mitochondrie. Le déficit en
CRAT augmente les niveaux d’acétyl-CoA et I’acétylation des résidus lysine, qui est une
modification post traductionnelle des protéines, qui intervient principalement pour les protéines

mitochondriales, et qui a été reliée a une dysfonction métabolique (128).

3.3.12.5 Déficit en AP4 (AP4M1, OMIM*602296)

Trois patients d’'une méme famille ont été rapportés par I’équipe du Pr Roubertie. Ils
présentaient un retard global de développement sévére et précoce, une tétraparésie. L’IRM
retrouvait des hyposignaux sur les séquences pondérées SWI dans les globi pallidi, ce qui
suggere une accumulation en fer. Dans cette fratrie, un variant non-sens a été identifié a 1’état
homozygote chez les trois individus atteints, issus d’une grande famille marocaine avec des
parents consanguins, cousins germains. AP4M1 était déja connu pour étre responsable de
paraplégie spastique complexe, avec une microcéphalie, une déficience intellectuelle, une
spasticité progressive, et des traits dysmorphiques, sans accumulation intracérébrale de fer

(129). Ce géne aurait un rdle dans I’autophagie, et se localiserait dans 1I’endosome.

3.3.12.6 KMT2B (OMIM#617284)

Le gene KMT2B est responsable de la dystonie type 28, de transmission autosomique
dominante, qui est caractérisée par l'apparition d'une dystonie progressive dans la premiere
décennie. Elle commence généralement au niveau des membres inférieurs, ce qui entraine des
difficultés a la marche, puis s’étend aux membres supérieurs, au cou et a la région oro-faciale.
La sévérité est variable, et certains patients ont besoin d’un fauteuil roulant pour se déplacer.
De nombreux patients présentent également des traits morphologiques particuliers, avec
notamment un visage allongé et un nez bulbeux. La moitié des patients présente un retard de
développement ou un déficit intellectuel 1éger, et un quart d’entre eux présente des anomalies

de signal au niveau des globi pallidi, suggérant une accumulation de fer (130,131).
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3.3.12.7 MANEAL

Le géne MANEAL a été décrit chez un enfant originaire d’Arabie Saoudite, né de parents
consanguins, qui présentait une encéphalopathie sévere, associée a des dépots de fer dans les
globi pallidi, les corps mamillaires et les pédoncules cérébraux, ainsi qu’une atrophie cérébrale
globale. Un séquengage d’exome a identifié¢ chez lui 2 variants homozygotes dans OSTM1, un
gene d’ostéopétrose maligne et MANEAL, non connu en pathologie humaine jusqu’alors.
L’équipe suggere que MANEAL est un gene candidat dans les neurodégénérescences avec

accumulation intracérébrale de fer (132).
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3.4 Fer, du métabolisme normal a son accumulation
3.4.1 Métabolisme du fer
3.4.1.1 Généralités

Le fer est un métal essentiel a la vie. Le corps humain contient entre 3 et 5g de fer a I’age adulte.
80% du fer est situé dans 1’hémoglobine des globules rouges. Le fer non stocké catalyse les
réactions oxydatives. Un exceés ou un manque de fer sont pathologiques, de ce fait ’homéostasie
du fer est trés précisément régulée, a la fois au niveau de 1’entrée, du stockage et de la sortie du
fer (133).

3.4.1.2 Absorption du fer

L’absorption du fer se fait en plusieurs étapes, résumées sur la Figure 25. La premiére étape de
I’absorption intestinale du fer alimentaire intervient au pole apical des entérocytes du duodénum
et de la partie haute du jéjunum. 1l existe un mécanisme d’absorption adapté pour les différents
types de fer présents dans les aliments (fer divalent, fer trivalent, ou fer héminique), a savoir
HCP-1 (pour le fer héminique), Dcytb qui est une ferriréductase qui permet a DMT1 d’absorber
le fer réduit. L’absorption de fer ne se termine que lorsqu’il est excrété dans la circulation
sanguine via la ferroportine a travers la membrane baso-latérale.

Comme le fer n’est pas excrété activement par le corps, 1’absorption via la ferroportine est
strictement régulée par I’hepcidine, I’hormone principale de régulation de I’absorption du fer,
qui limite I’absorption du fer.

De maniére générale, seule une faible proportion du fer alimentaire est absorbée. L’absorption
du fer peut augmenter en cas de besoin accru en fer, et dépasse rarement 3-5 mg par jour. En
cas de carence en fer, I’expression des transporteurs augmente. Au contraire, lorsque la quantité
de fer est suffisante ou trop importante (inflammation par exemple), la ferroportine est inhibee
par I’hepcidine, de sorte que le fer présent dans les entérocytes est a nouveau éliminé dans les
selles lors du renouvellement de la muqueuse gastrique. Il n’existe donc pas de mécanisme actif

d’excrétion du fer (133).

71



O \O\’ O -
er
Fe' @ ©,. 0 Gréminique

Ferriréductase
~»Deytb m @

Figure 25 : Schéma de I'absorption intestinale du fer, a I'échelle d'un entérocyte
3.4.1.3 Transport du fer

Le fer rentre dans le sang via la ferroportine, située a la membrane baso-latérale de I’entérocyte.
Il est sous forme bivalente, et va étre oxydé par 1’héphaestine. Une fois sous forme trivalente,
le fer est lie a la transferrine. Chaque molécule de transferrine peut lier deux atomes de fer.
Lorsque la transferrine n’est pas chargée, on parle d’apotransferrine. La transferrine transporte
le fer entre les compartiments fonctionnels et de stockage. Elle a une affinité forte pour le fer
ferrique Fe3*, garantissant ainsi ’absence de fer libre dans la circulation sanguine, qui est
hautement réactif et participe au stress oxydatif.

Le fer lié a la transferrine va ensuite rentrer dans les cellules, via le récepteur de la transferrine
(TfR, transferrin receptor). La majeure partie des cellules expriment des récepteurs a la
transferrine, qui ont une affinité tres forte pour les complexes de transferrine. Le complexe
transferrine ferrique/récepteur de la transferrine est ensuite internalisé par endocytose

dépendante de la clathrine. Le fer est dissocié de la transferrine dans le milieu acide et réducteur
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de I’endosome (entrée d’ions hydrogeénes qui vont acidifier la vésicule, réduisant 1’affinité du
fer pour la transferrine, et permettant la sortie du fer de la vésicule par le transporteur DMT1).
L’apotransferrine issue de ce mécanisme est ensuite a nouveau libérée dans la circulation
sanguine, et le récepteur a la transferrine retourne a la membrane plasmatique. Le fer peut
également rentrer par une voie indépendante de la transferrine, via des transporteurs
membranaires (DMT1, ZIP14, ZIP8 entre autres). Les voies d’entrée du fer dans la cellule sont

résumeées sur la Figure 26.
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Figure 26 : représentation schématique des voies d’entrée et de sortie du fer dans une cellule

3.4.1.4 Utilisation intracellulaire du fer

Le fer libre peut étre utilisé pour différentes réactions intracellulaires, comme la synthése de
I’hémoglobine, la création des clusters fer-soufre, ou est stocké gréce a la ferritine cytosolique
et mitochondriale.

L’hémoglobine est une protéine avec une structure quaternaire, composée de quatre hemes qui
abritent chacune un atome de fer. La synthése de I’héme a lieu principalement dans les lignées
érythroides pour synthétiser 1’hémoglobine, mais également dans d’autres types cellulaires,

pour synthétiser d’autre hémoprotéines, comme les cytochromes de la chaine respiratoire.
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Le fer est un cofacteur essentiel pour les complexes | a IV de la chaine respiratoire
mitochondriale. 11 y est utilisé sous la forme de clusters Fer-Soufre ou de fer héminique, et
permet le transport des électrons tout au long de la production de I’ATP.
Le fer contribue également aux réactions oxydatives, en réagissant avec le peroxyde
d’hydrogeéne. Ce dernier est généré dans la mitochondrie, aprés dismutation de 1’anion
superoxyde rejeté par la chaine respiratoire mitochondriale. Le peroxyde d’hydrogéne va réagir
avec le fer divalent et étre converti en radicaux hydroxylés via la réaction de Fenton, détaillee
ci-apres (les radicaux hydroxylés étant OHs) :

Fe?* + H202 — Fe®* + OH + OHe
Les radicaux hydroxylés sont extrémement réactifs et il n’y a pas de mécanisme cellulaire
permettant de les neutraliser. Ils vont, quand ils sont dans des concentrations élevées, provoquer
des dommages cellulaires irréversibles pouvant conduire a la nécrose cellulaire (134).
3.4.1.5 Stockage du fer
Le fer est stocké dans trois endroits différents dans le corps humain. Le premier compartiment
est fonctionnel, il correspond au fer présent dans 1’hémoglobine, la myoglobine et certains
cytochromes. Ce compartiment rassemble les trois quarts du fer présent dans 1’organisme.
Le deuxiéme compartiment de stockage est hépatique, dans les hépatocytes et macrophages
hépatiques. Il s’agit d’un compartiment facilement mobilisable.

Enfin, le reste du fer est situé sur la molécule de transport qu’est la transferrine.

3.4.1.6 Régulation du métabolisme du fer

Les protéines régulatrices du fer (IRP, iron regulatory protein), également appelées IRE-BP
pour Iron Responsive Element Binding Protein sont des protéines capables de se fixer sur une
partie spécifique de I'ARN messager nommé élément de réponse au fer ou IRE (iron responsive
element). Il existe deux formes distinctes d'IRP : IRP1 et IRP2. Ces protéines sont un des
acteurs principaux dans la régulation du metabolisme du fer (135).

IRP1 est une protéine bifonctionnelle. En présence de fer, elle se complexe avec un cluster fer-
soufre (FesS4) et devient 1’aconitase de type 1 (ACO1). Quand la concentration en fer est trop
basse, ’IRP1 peut se fixer aux IRE grace au site laissé vacant par le cluster (Figure 28).

IRP2 est une protéine qui se fixe aux IRE dans un contexte de carence en fer. En présence de
fer, elle est stabilisée par FBXL5, une ligase qui se lie aux clusters fer-soufre, puis ubiquitinée
et dégradée, empéchant sa liaison aux IRE.

Les IRE, quant a eux, sont des motifs de nucléotides sur I’ARNm, situés en région 5’UTR ou

3’UTR, contenant la séquence de nucléotides CAGUGN, et peuvent former des structures en
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épingle a cheveux (Figure 27). Ils sont entre autres présents sur les ARNm codant pour des
protéines impliquées dans la régulation de la concentration intracellulaire du fer : la ferritine, la
ferroportine, le récepteur de la transferrine TfR1, le transporteur du fer DMTI1, ’enzyme

ALAS?2, I’aconitase ACO?2 et I’enzyme CDCI14A.

<ZTC<XR
AARPEPWN

=<

$0,.5077
ccO<=gn

..-(

Figure 27 : structure d’un IRE, comprenant le motif CAGUGN

Les IRP modulent I’expression de certaines protéines sus citées en se liant aux IRE, et en
inhibant ou favorisant la traduction de ces ARN messagers.

Ces séquences sont situées dans la région 5’-UTR des ARNm des chaines lourdes et 1égéres de
la ferritine, et de la ferroportine, qui permettent respectivement le stockage et la sortie du fer de
la cellule. Pour le récepteur a la transferrine et DMT1, ces séquences sont situées dans leur
région 3°-UTR.

Dans les cellules carencées en fer, IRP1 et IRP2 sont actifs. La liaison des IRP aux IRE situés
en 3’UTR des ARNm de TfR1 et DMT1 les protege la dégradation et permet d’augmenter leur
traduction, augmentant I’entrée du fer dans la cellule. A I’inverse, I’interaction entre les IRP et
les motifs IRE en S’UTR des ARNm de la ferroportine, et des chaines de la ferritine empéche
leur traduction, et permet donc d’éviter la sortie du fer de la cellule et son stockage.

En cas d’excés de fer, celui-ci va se lier aux IRPs. IRP1 liera un complexe fer soufre et ne
pourra aller se lier aux IRE. IRP2 quant a elle va se complexer avec FBXL5 et un cluster fer-
soufre, et étre dégradée par le protéasome.

Les ARN messagers avec des motifs IRE en 3’UTR vont étre dégradés par des RNase, il n’y
aura donc pas de traduction de récepteur a la transferrine et de DMT1. A I’inverse, les ARNm
avec des motifs IRE en 5’UTR vont étre traduits, augmentant les protéines de stockage et

d’export du fer (Figure 28).
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Figure 28 : Role des interactions IRE-IRP sur la traduction des ARNm en fonction de la quantité de fer intracellulaire. (A) :
situation de carence en fer. (B) : situation d’excés de fer.

Les interactions IRE-IRP sont donc des mécanismes actifs a la fois en situation de carence et
d’excés de fer, permettant une régulation post transcriptionnelle des protéines d’import, de
stockage et d’export du fer. Une dérégulation de ce mécanisme IRE-IRP est une des hypothéses
pouvant expliquer 1’accumulation de fer pathologique, chez des cellules qui contiennent déja

du fer en excés (136).
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3.4.2 Feretcerveau

Le fer est un métal essentiel au cerveau, qui contient en conditions physiologiques entre 30 et
40mg de fer, ce qui en fait le métal cérébral le plus abondant. Le niveau de fer intracérébral
n’est pas corrélé au niveau systémique de fer (137).

Le fer a de nombreux réles dans le cerveau, entre autres la synthése de la myéline, le
métabolisme de neurotransmetteurs, le développement de synapses en réagissant avec des

protéines dépendantes du fer, etc.

3.4.2.1 Entrée du fer dans le cerveau

L’entrée du fer dans le cerveau est limitée par la barriére hématoencéphalique, faite de jonctions
serrées entre les cellules endothéliales des vaisseaux. Il existe des récepteurs a la transferrine
dans la lumiere des vaisseaux, qui viennent capturer les complexes fer-transferrine. Ils sont

ensuite endocytosés et permettent I’entrée de fer dans le cerveau.

3.4.2.2 Répartition du fer dans le cerveau

Les pieds des astrocytes sont proches de la barriere hématoencéphalique, ces cellules ont des
capacités de stockage et probablement de redistribution du fer aux différents compartiments du
cerveau. Le fer est trés peu stocké dans les neurones, ou il est utilisé dans le transport axonal et
dendritique en faibles quantités, des quantités élevées étant toxiques et conduisant a une mort
neuronale et une degénérescence axonale. Le fer est principalement localisé dans les
oligodendrocytes, sous forme de ferritine. Les oligodendrocytes sont également les cellules
impliquées dans la synthese de la myéline, et les carences séveres en fer ont éte associees a des

hypo-myélinisation, confortant le r6le du fer dans la synthése de la myéline (138).
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3.4.3 Derégulation du métabolisme du fer : exemples pathologiques

3.4.3.1 Carence en fer

La carence en fer, ou carence martiale, est la premiére cause d’anémie (baisse du nombre de
globules rouges). Le bilan sanguin d’un patient en carence martiale est caractéristique, la
ferritine est abaissée, le fer sérique diminué, la transferrine et la capacité totale de fixation de
la transferrine sont augmentées.

Les étiologies de la carence martiales sont nombreuses, les plus fréquentes étant les carences
d’apport, et les exces de perte, par saignements digestifs ou gynécologiques. Elles peuvent
également étre liées a des défauts d’absorption. Le traitement est étiologique, associé a une
supplémentation en fer par voie orale ou systémique.

Les maladies chroniques avec inflammation peuvent également conduire a des carences en fer.
La voie IL6/STATS, stimulée en conditions pro-inflammatoires, augmente la production
d’hepcidine, qui va promouvoir la rétention de fer dans les macrophages et baisser I’absorption
du fer alimentaire (139).

3.4.3.2 Surcharge en fer
3.4.3.2.1 Surcharge systémique

Les surcharges en fer systémiques sont regroupées dans deux groupes de pathologies, celles
liées a la voie hepcidine/ ferroportine, avec le grand groupe des hémochromatoses, et celles non
liées a cette voie, de causes variées. On peut notamment citer dans les causes exogénes les
transfusions itératives qui conduisent a des surcharges en fer, ou les hépatites virales,
alcooliques et métaboliques.

Les hémochromatoses héréditaires sont un groupe de maladies liées a des anomalies génétiques
dans la voie de synthése de I’hepcidine, conduisant une absence d’inhibition de I’absorption de
fer. L’expression clinique est variée, principalement hépatique et cardiaque avec des signes de
surcharge ferrique, mais peut également étre endocrinienne, neurologique ou articulaire (139).
L’acéruléoplasminémie, détaillée précédemment, est une NBIA avec une accumulation
systémique de fer, notamment dans le foie et le pancréas.

L’autre exemple particulierement intéressant de surcharge systémique en fer avec également
une atteinte neurologique est 1’ataxie de Friedreich. C’est une maladie génétique, de
transmission autosomique récessive, qui est caractérisée par une ataxie cérébelleuse
progressive, une aréflexie, une hypertrophie myocardique et un diabéte, dont 1’age de début se
situe autour de I’adolescence. Le mécanisme physiopathologique est un défaut de la protéine

frataxine, qui est une protéine mitochondriale impliquée dans la formation des clusters fer-
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souffre. Les patients présentant une ataxie de Friedreich ont une accumulation de fer a la fois
dans le cytosol et dans la mitochondrie, du fait d’'une mauvaise régulation de I’entrée du fer li¢
a la transferrine et non lié a la transferrine (voies d’entrées TBI et NTBI dérégulées).
L’accumulation de fer se fait dans le myocarde, et le cerveau notamment. Des avancées tres
récentes sur le plan de la compréhension du mécanisme d’accumulation du fer dans I’ataxie de
Friedreich ont été détaillées dans I’article de Petit et al., avec des perspectives de parallélismes
avec les NBIA (140). Les mécanismes de régulation du fer dans la maladie de Friedreich sont
dérégulés a plusieurs niveaux, résultant en une incapacité a limiter I’entrée de fer dans la cellule,
par une augmentation des récepteurs a la transferrine et des transporteurs NTBI, et également
une incapacité a stocker le fer et a le faire sortir de la cellule, via une baisse de la ferritine et de
la ferroportine.

3.4.3.2.2 Surcharge localisée au systéme nerveux central

On retrouve dans de nombreuses pathologies neurodégénératives des exces de fer pathologiques
dans le cerveau, notamment dans la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer, la sclérose
latérale amyotrophique, la maladie de Huntington, les NBIA, entre autres. Les accidents
vasculaires cérébraux ischémiques et hémorragiques conduisent également a des accumulations
de fer intracérébral. La surcharge en fer intracérébrale augmente le stress oxydatif et
contribuerait a la perte neuronale présente dans ces pathologies (141).

Le fer s’accumule également de facon physiologique dans le cerveau avec 1’age. Cette
accumulation serait en partie liée a 1’augmentation de la perméabilité de la barricre
hématoencephalique.

Pour la maladie de Parkinson, il a ét¢ montré que le fer s’accumule dans les noyaux gris
centraux et la substance noire, et que ces niveaux trop élevés de fer conduisent a la formation
de radicaux hydroxylés, qui altérent les mitochondries et I’ADN, et catalysent I’oxydation de
la dopamine (142). Le fer en exces augmenterait également le nombre d’agrégats d’o-

synucléine, et stimulerait la production du peptide p-amyloide (143).
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4 RESULTATS

4.1 Patients avec un diagnostic génétique a I’issue du panel

4.1.1 Généralités

Depuis la mise en du séquencage des exons 3 et 4 de FTL en 2004, et de PANK2 en 2011, puis
du panel NBIA a Bordeaux en 2014, 232 patients ont pu bénéficier d’analyses génétiques
ciblées sur des geénes de NBIA. Le recueil de données s’arréte au 7 mai 2021, et n’inclut donc
pas les patients ayant bénéficié d’une analyse aprés cette date. Cinquante-sept ont eu un
séquencage des exons 3 et 4 de FTL et/ou de PANK2 dans son intégralité, 175 ont eu un
séquencage a haut débit de 9 principaux génes de NBIA, complété d’un séquengage Sanger des
exons et des jonctions intron-exon de 1’exon 2 de PANK2, de I’exon 4 de PLA2G6, de 1’exon 1
de FA2H, de I’exon 9 de CP, et des exons 1, 7,9, 10 et 21 d’ATP13A42. Les analyses ont pu, en
fonction des données retrouvées en NGS, étre complétées par une CGH-array ciblée
sur PANK2.

Parmi ces 232 patients, le diagnostic moléculaire de NBIA a pu étre établi pour 63 (27%). La

répartition en fonction du gene est résumeée sur la Figure 29.
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Figure 29 : pourcentage de patients en fonction du géne dans la série bordelaise

80



4.1.2 Caractéristiques cliniques, paracliniques et génétiques

4.1.2.1 Gene ATP13A2

Une patiente était présente dans notre série. L’age des premiers symptomes était de 6 ans, avec
une deéficience intellectuelle, puis a 12 ans de I’apparition de troubles moteurs, avec une ataxie
et une hypertonie pyramidale. L’IRM mettait en évidence des dépots dans les noyaux gris
centraux, ainsi qu’une atrophie cortico-sous-corticale diffuse sus et sous tentorielle. Le variant
retrouvé est une délétion d’une base a I’état homozygote, entrainant un décalage du cadre de

lecture et un codon stop prémature.

4.1.2.2 Gene C190rfl12

Sept patients étaient présents dans la série. L’age de début moyen était de 12 ans, avec deux
catégories de patients, ceux débutant autour de 10 ans (n=4) et ceux a I’age adulte (n=3).

Les données génétiques étaient intéressantes, puisque 4 familles de cette cohorte (regroupant 8
patients, dont 5 analysés dans le laboratoire du CHU de Bordeaux), présentaient des variants a
I’état hétérozygote dans le géne C190rfl2, géne jusqu’alors connu pour étre de transmission
récessive.

Pour les patients avec des variants présents a 1’état homozygote, 1’age de début de la maladie
¢tait dans 1’enfance, autour de 10 ans. Les symptomes initiaux étaient des troubles moteurs, a
type de dystonie, associés ou non a une hypertonie pyramidale puis des troubles cognitifs. Les
IRM cérébrales de ces patients retrouvaient des hyposignaux T2 bipallidaux, associés a une
atrophie cérébelleuse pour un des patients, qui présentait entre autres comme symptomes une
ataxie. Une atrophie des nerfs optiques était également notée. Les variants identifiés étaient un
faux-sens, et des non-sens créant 1I’apparition d’un codon stop prématuré, dans I’exon 3 (gene
de 3 exons).

Pour les patients avec des variants dans C19orfl2 a 1’état hétérozygote, les présentations
cliniques étaient plus variables, avec des ages de début tardifs pour certains patients, une
présentation de type atteinte du premier motoneurone / démence frontotemporale, et des
atteintes plus neurodéveloppementales et motrices chez les patients débutant leur maladie dans
I’enfance. Les variants retrouvés étaient principalement des non-sens dans 1’exon 3, ou, pour
un patient, une délétion avec décalage du cadre de lecture et apparition d’un codon stop dans
I’exon 3. Ces variants créent dont tous I’apparition d’un codon stop prématuré, échappant
probablement au mécanisme de « non-mediated decay ». Pour une des patientes, le variant était
présent a 1’état mosaique, dans 44% de ses lymphocytes sanguins. Son atteinte clinique était

plus modérée, avec des troubles de 1la marche ayant débuté a 1’age de 40 ans.

81



Une analyse neuropathologique du cerveau d’un des patients a été réalisée. Il s’agissait d’un
patient ayant débuté une démence frontotemporale a I’age de 40 ans, avec des signes d’atteinte
chronique du motoneurone a 1’électromyogramme. Son IRM mettait en évidence une atrophie
diffuse. L’analyse post mortem de son cerveau a retrouvé I’atrophie globale au niveau de
I’analyse macroscopique, ainsi qu’une paleur de la substance noire et du locus ceruleus.
L’analyse microscopique a retrouvé une perte neuronale diffuse, des corps de Lewy et des
axones sphéroides dans les putamen, les noyaux caudés, les thalami, la substance noire et le
locus ceruleus (Figure 30). Une coloration au bleu de Prusse a retrouvé du fer dans les globi

pallidi.
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Figure 30 : Coloration a /°’hématoxyline et a [’éosine de la substance noire. La fleche longue indique un corps de Lewy et les
fleches courtes des axones sphéroides.

4.1.2.3 GeneCP

Deux patientes étaient présentes dans la série. La premiére patiente a présenté ses premiers
symptdmes autour de 50 ans, avec une ataxie a la marche, un diabete et une anémie. Son IRM
cérébrale retrouvait des hypersignaux T2* des noyaux dentelés, des globi pallidi et des noyaux
sous-thalamiques. Le bilan sanguin retrouvait une céruléoplasminémie effondrée a 0,02g/L
(normes : 0,22-0,6g/L), de méme que le cuivre sérique libre, qui était & 0,8umol/L (normes :
12-25umol/L). Le variant identifié dans CP était un non-sens. Les renseignements clinico-
biologiques n’étaient pas disponibles pour la deuxiéme patiente, adressée pour un diagnostic
prénatal, suite & la découverte en exome d’un variant pathogéne dans CP.

4.1.2.4 Gene DCAF17

Un patient était rapporté dans la série, il s’agissait d’'un homme ayant eu un retard psychomoteur

noté a I’age de 3 ans, et qui a développé par la suite des mouvements anormaux de type dystonie,
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une ataxie, et une hypertonie pyramidale. Il était également diabétique. Son IRM cérébrale
retrouvait des dépdts dans les noyaux lenticulaires ainsi que des anomalies de la substance
blanche a type d’hypersignaux péri-ventriculaires. Le variant retrouvé a I’état homozygote dans

DCAF17 était une délétion d’une base entrainant I’apparition d’un codon stop prématuré.

4.1.25 Geéne FA2H

Une patiente était rapportée dans la série, ses premiers symptémes ont débuté a 1’age de 5 ans,
avec un déclin cognitif, des mouvements dystoniques et des crises convulsives. L’examen
clinique mettait également en évidence une hypertonie pyramidale et extrapyramidale. L’IRM
cérébrale réalisée retrouvait une leucodystrophie et une atrophie du tronc cérébral. Deux
variants faux-sens ont été identifiés dans le gene FA2H, présents a 1’état hétérozygote
composite.

4.1.2.6 Gene FTL

Quatre patients étaient rapportés dans la série, dont un pére et son fils. L’age de début était entre
30 et 55 ans, avec comme symptdmes initiaux des mouvements dystoniques, un syndrome
cérébelleux statique et cinétique, et des difficultés exécutives et attentionnelles survenant dans
un second temps. La ferritine était rapportée pour deux patients, elle était a 19 et 49ug/L
(normes 20-200ug/L). L’IRM cérébrale était disponible pour un patient et montrait des
hyposignaux des globi pallidi, de la substance noire, des noyaux rouges, des noyaux dentelés et
également des depdts de fer rolandiques. Les variants retrouvés étaient des duplications d’une
ou deux bases, entrainant des décalages du cadres de lecture et des codons stop en aval du codon
stop du transcrit classique.

Le pére et son fils faisaient partie d’une famille avec 11 individus atteints, sur 4 générations
différentes. Dans cette famille, un tremblement postural des membres supérieurs était le premier
symptdéme pour 4 patients, dont le pére et son fils, et une dysarthrie associée a une ataxie
cérébelleuse était le premier symptéme pour 3 patients. Les dépots de fer visibles a I’imagerie
étaient situés dans les noyaux gris centraux, mais également dans le cervelet et le cortex cérébral
pour le fils.

Un patient de la série avait une présentation atypique de neuroferritinopathie, avec un début
focal des symptomes et des dépdts de fer asymétriques sur ’IRM. Ses premiers symptomes sont
apparus a 1’age de 27 ans avec une dystonie permanente du pied droit. Les symptdmes se sont
ensuite complétés avec un antérocollis lié & une dystonie du tronc, une dystonie du membre
supérieur droit a la marche, une rétraction des orteils droits et une hyper-extension intermittente

de I’hallux droit entre autres. Ses symptoémes sont restés trés stables pendant plus de 10 ans, et
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sa seule plainte était sa dystonie du pied droit. A 1’dge de 40 ans, sa dystonie axiale s’est
aggravée, une dysarthrie et dysphagies sont apparues, avec des symptdmes dystoniques et
choréiques, plus prononcés a la marche. Une dégradation cognitive a cet age a également mis
en évidence une dysfonction exécutive modérée, avec une lenteur, et des difficultés
attentionnelles. Son IRM cérébrale, présentée sur la Figure 31, montre des dép6ts dans les globi
pallidi, plus prononcés a gauche, s’aggravant au fil de du temps, avec une cavitation macro et
microkystique des noyaux caudés, ainsi que 1I’apparition de dépdts au niveau des noyaux rouges
et de la substance noire, cette fois symétriques. Une atrophie corticale et sous corticale modérée
a également été notée sur les IRM de suivi. Il présentait sur les examens biologiques une
hypoferritinémie a 49ug/L (norme basse du laboratoire a 80). Le séquencage de I’exon 4 de
FTL a retrouvé une duplication d’une base (NM_000146.3 : ¢.468dup, p.Glyl57TrpfsX24),

entrainant un transcrit plus long que celui de référence.

Figure 31 : coupes axiales d’IRM a l’dge de 35 ans (A, B, C) et de 42 ans (D, E, F). Séquences pondérées FLAIR en (A), (B),
(D) et T2* (C), (E), (F).
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4.1.2.7 Gene PANK2

Vingt-six patients étaient présents dans la cohorte. L’age de début moyen était de 11,4 ans, avec
une médiane a 6 ans (un cas tardif avec un age de début a 45 ans). Des mouvements dystoniques
étaient les symptdmes initiaux les plus fréquemment rapportés, chez 15 patients. Les autres
symptdémes fréquents dans 1’évolution de la maladie €étaient un déclin cognitif (n=10), une
hypertonie pyramidale (n=12) et extrapyramidale (n=17). On retrouvait également de maniere
un peu plus rare une ataxie (n=9), et plus fréquemment une dysarthrie (n=13), pouvant aller
jusqu’a I’anarthrie. L’IRM cérébrale retrouvait une image en ceil de tigre pour 17 de ces
patients, et des hyposignaux bipallidaux pour les autres. Six patients avaient un stimulateur
bipallidal au moment de la réalisation du panel, du fait des mouvements dystoniques
invalidants.

Plusieurs types de variants ont été identifiés, principalement des faux sens a I’état homozygote
ou hétérozygote composite. Quelques variants non-sens (n= 7) ont été retrouvés, en trans d’un
faux sens, ou a 1’état homozygote chez deux sceurs. Une délétion de 21kb emportant le premier
exon du gene PANK2 (géne de 7 exons), présente a 1’état homozygote, a été rapportée. Deux
variants d’épissage ont également été retrouves.

4.1.2.8 Gene PLA2G6

Six patients étaient rapportés dans la série bordelaise, avec moyenne de 8,5 ans pour I’age des
premiers symptomes, et une médiane a 5 (il y avait un cas atypique ayant débuté a 31 ans,
I’ensemble des autres patients ayant débuté leur maladie avant 6 ans). Les symptomes retrouvés
étaient un retard des acquisitions ou un déclin cognitif précoce, associes a des symptdémes
cérébelleux (dysarthrie et ataxie). Des troubles visuels ont été retrouvés chez un patient.

Les IRM cérébrales retrouvaient des hyposignaux T2 des globi pallidi et de la substance noire,
ainsi qu’une atrophie cérébelleuse, et ce chez I’ensemble des patients pour qui I'IRM était
disponible (n=4). Une image en ceil de tigre était présente chez un des patients.

Les variants identifiés étaient des faux sens a I’état homozygote ou hétérozygote composite,
ainsi qu’un variant d’épissage identifié chez un des patients, en trans d’un variant faux sens,
pour le patient ayant débuté sa maladie a ’dge de 31 ans. Ce patient avait une forme trés
atypique du fait de cette présentation clinique tardive, avec des symptomes cérébelleux (ataxie,
tremblement postural, dysarthrie débutant a 31 ans), et également des mouvements dystoniques
et une hypertonie extrapyramidale notés a ’examen clinique. L’IRM, présentée sur la Figure
32, retrouve des hyposignaux T2 des globi pallidi et de la substance noire, ainsi qu’une atrophie
cérébelleuse, difficile a évaluer sur les coupes présentées mais bien notée. Un séquencage de

I’ARN messager de PLA2G6 chez ce patient va étre réalisé.
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Figure 32 : coupes axiales T2 (A et B) et T1 (C), montrant les dépbts dans les globi pallidi (A), la substance noire (B) et
l'atrophie cérébelleuse (C)

4.1.2.9 Gene WDR45

Quinze patients étaient rapportés dans la série bordelaise, avec 11 femmes et 4 hommes. L’age

de début moyen était de 2,6 ans. Les symptdmes initiaux étaient généralement un retard des
acquisitions psychomotrices. L’examen clinique au moment du diagnostic était anormal, avec
une hypertonie pyramidale et extrapyramidale (n=6, les renseignements cliniques étant
disponibles pour 8 patients). Un déclin cognitif et des troubles psychiatriques étaient renseignés
pour respectivement 3 et 5 patients. L’évolution en deux temps de la maladie n’était donc pas
rapportée pour toutes les patientes, du fait de leur jeune age lors de la réalisation du panel.

Les IRM cérébrales étaient disponibles pour 5 patients, 3 femmes et 2 hommes. Pour une des
patientes, une premiére IRM avait été réalisée a 1’age de 10 ans et ¢tait normale, puis une
seconde, réalisée a 1’age de 18 ans, a retrouvé des hyposignaux des globi pallidi et de la
substance noire. Pour les deux autres patientes, ’IRM mettait en évidence des hyposignaux T2
des globi pallidi et de la substance noire. L’age a la réalisation de I’'IRM n’était pas renseigné.
Pour les deux patients masculins ou I’IRM était disponible, celle du premier patient retrouvait
un hyposignal T2 des globi pallidi et de la substance noire (Figure 33), et pour le deuxiéme une
atrophie cortico-sous-corticale, des hypersignaux de la substance blanche, et une atrophie du
corps calleux (la présence de fer dans les noyaux gris centraux n’était pas renseignée pour ce

patient).
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Figure 33 : coupes axiales pondérées écho de gradient, montrant des dépots dans les globi pallidi (A) et la substance noire (B)

Plusieurs types de variants ont été identifiés. Chez les femmes, on retrouvait :

- 2 variants faux-sens

- 4 variants non-sens

- Svariants d’épissage, prédits pour abolir des sites donneurs ou accepteurs d’épissage
Ces variants étaient présents de novo quand la ségrégation avait pu étre réalisée. Un biais
d’inactivation de I’X était également constant quand il était recherché (n=8).
Chez les hommes de la série, on retrouvait 1 variant affectant le premier nucléotide chez deux
patients (c.1A>G, p. ?), un variant faux-sens, et une délétion de deux paires de bases dans
I’intron 8 a I’état de mosaique, présente chez 2 fréres jumeaux, avec seulement 1’'un des deux
atteint au moment du diagnostic (mosaique a 79% de ses lymphocytes sanguins, versus 56%
pour son frere non atteint).
Des variants atypiques ont également été identifiés par le panel chez une patiente, il s’agissait
d’une femme avec une déficience intellectuelle sévere, n’ayant pas acquis le langage, qui
présentait une ataxie, une hypertonie pyramidale et des mouvements dystoniques. L’IRM
mettait en évidence une image en ceil de tigre a I’age de 31 ans. Elle avait 45 ans au moment
du diagnostic génétique. Celui-ci a mis en évidence un variant d’épissage dans WDR45,
entrainant un décalage du cadre de lecture, et un saut de I'exon 11 (vérifié par séquencage ARN),
associ¢ a un biais d’inactivation de I’X évalué a 87%, ainsi qu’un variant faux sens dans
PLA2G6, présent a 1’état hétérozygote, déja rapporté comme pathogeéne a deux reprises sur

ClinVar (RCV000853336.1 et RCVV000255821.1).
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4.1.2.10 Résumé des données de la série bordelaise

Géne ATP13A2 C19orf12 CP DCAF17 FA2H FTL PANK2 PLA2G6 WDR45
Nombre de patients | 1 (2%) 7 (11%) | 2 (3%) 1 (2%) 1 (2%) 4 (6%) (1 cas | 26 (40%) 6 (11%) (1|15 (23%) (11
dans la série (dont 5 cas atypique) cas atypique | femmes dont 1
bordelaise (%0) atypiques exclu) cas atypique et 4
exclus) hommes)
Age moyen aux | 6 10 50 3 5 39 11 (médiane a | 5 2,6
premiers symptomes 6, 1 cas tardif a
45 ans)

Symptdmes initiaux | Déficience Dystonie et | Ataxie, Retard des | Déclin Mouvements Mouvements Retard des | Retard des
les plus fréquents intellectuelle, | troubles diabéte et | acquisitions | cognitif, dystoniques, dystoniques acquisitions | acquisitions

puis troubles | moteurs anémie puis mouvements | syndrome + syndrome

moteurs dans | autres, puis mouvements | dystoniques | cérébelleux cérébelleux

un second | déclin anormaux et crises

temps cognitif convulsives
Localisation des | Noyaux gris | Globi pallidi | Globi pallidi, | Globi pallidi | Non Globi pallidi, | (Eil de tigre | Globi pallidi | Globi pallidi et
dépots de fer a PIRM | centraux sans noyaux et putamen renseigné substance pour 17 | et substance | substance noire
cérébrale précisions denteleés, noire, noyaux | patients noire

supplémen- noyaux sous rouges et

taires thalamiques noyaux

dentelés
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Autres données de | Atrophie / / Hyper- Leuco- / / 1 patient | 1 patiente avec
I’IRM cérébrale diffuse signaux de la | dystrophie et avec une | une image en ceil
substance atrophie du image en ceil | de tigre
blanche péri- | tronc de tigre
ventriculaire | cérébral
Variants retrouvés | Délétion d’une | Variants Non-sens Délétion Faux-sens Duplication Faux  sens | Faux sens Non-sens et
dans la série base faux sens et d’une base d’une ou deux | principale- épissages
duplication bases ment, 7 non- principalement,
d’une base sens, 1 et 2 faux sens
délétion d’un
exon, 2
variants
d’épissage
Autres données / / Céruléo- Diabétique / Hypoferritiné | Stimulateur |/ 4 hommes, avec
plasminémie mie bipallidal dépbts de fer
effondrée chez 6 bipallidaux et de
patients la substance
noire pour 1 des
patients
Nombre  d’articles | 50 (6,9%) 50 (6,9%) 37 (5%) 27 (3,8%) 17 (2,4%) 72 (10%) 229 (32%) | 155 (22%) | 80 (11%)

dans la littérature (%)

Tableau 1 : données cliniques et paracliniques des patients de la série bordelaise avec un diagnostic moléculaire de NBIA
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4.2 Patients sans diagnostic génétique a I’issue du panel

4.2.1 Généralités

Parmi les 232 patients de la série, le diagnostic moléculaire n’a pas pu étre établi pour 169
(73%). Les caractéristiques de ces 169 patients sont présentées dans les paragraphes suivants.
4.2.2 Caractéristiques cliniques

L’age des premiers symptomes est connu pour 137 patients de la cohorte. L’age moyen des
premiers symptomes est de 40,9 ans (n=137).

La repartition des ages des patients lors des premiers symptomes est présentée dans la Figure

34, I’age étant indiqué en abscisses et le nombre de patients en ordonnées.

Age aux premiers symptomes

80 76
70
60
50
40
30
20
20 o - 15
10 \
0
<6 16-15] 115-30] 130-60] >60

Figure 34 : répartition des ages des patients lors de la réalisation du panel NBIA

Il'y a une légére prédominance d’hommes dans la cohorte de patients sans diagnostic
moléculaire, avec 92 hommes (54%) et 77 femmes.
Il y avait d’autres cas familiaux chez 30 patients, soit dans 18% des familles. L’autre ou les
autres membres de la famille atteints étaient :

- Un membre de la fratrie chez 7 patients

- Un parent atteint chez 8 patients

- Un parent atteint + un ou plusieurs membres de la fratrie atteint chez 9 patients

- Un parent + un enfant chez un patient

- Un membre de la fratrie + un parent et un grand parent chez un patient

- Un parent, un oncle et un enfant chez un patient

- Un cousin atteint chez un patient

- Non renseigné chez 2 patients
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Vingt-sept patients (16%) ont présenté un retard des acquisitions et/ou une déficience
intellectuelle. Parmi eux, 8 ont présenté une déficience intellectuelle sans retard psychomoteur
initial, et deux patients ont un décalage dans leurs acquisitions sans déficience intellectuelle.
Cent vingt-deux patients n’avaient ni retard des acquisitions, ni déficience intellectuelle.
Soixante-sept patients (40%) ont présenté un déclin cognitif, avec de facon fréquente un
syndrome frontal (n=33).
Des troubles psychiatriques étaient également rapportés, avec une fréquence de 12% (n=21).
Sur le plan des symptémes neurologiques, un syndrome extrapyramidal était fréqguemment
retrouvé, avec une hypertonie extrapyramidale chez 36% des patients (n=61), une akinésie chez
32% d’entre eux (n=54) et un tremblement de repos pour 17% des patients de la cohorte (n=29).
Un syndrome cérébelleux a été retrouvé chez de nombreux patients, 33% (n=56) d’entre cux
présentant un syndrome cérébelleux statique et 24% (n=41) un syndrome cérébelleux cinétique.
L’ataxie était un symptome fréquent au sein de la cohorte avec 46% des patients atteints(n=77),
suivi de pres par la dysarthrie (44%, n=75).
Les mouvements anormaux étaient fréquents, avec :

- Des mouvements dystoniques pour 33% des patients (n=56), prédominants sur les

membres (n=51) et la face (n=38), et trés rarement au niveau laryngé (n=5)
- Des mouvements choréiques étaient présents chez 25% des patients (n=42) sans
précision sur leur localisation

De facon un peu moins fréquente était retrouvée une hypertonie pyramidale, chez 22% (n=37)
des patients, et des réflexes vifs isolés ou associés a cette hypertonie chez 31% (n=51) des
patients. L’absence de réflexes ostéo-tendineux était rare, présente chez 5,3% des patients
(n=9).

Les symptomes retrouvés de facon fréquente sont regroupés dans la Figure 35.
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Prevalence des symptémes neurologiques

40%
36%

35% 33% 33%
30%
25%
25%
22%

20%
15%
10%

5%

0%

Syndrome Syndrome cérébelleux Mouvements Mouvements Syndrome pyramidal
extrapyramidal dystoniques choréiques

Figure 35 : Symptomes neurologiques retrouvés chez les patients de la cohorte, exprimés en pourcentage par rapport au
nombre total de patients dans la cohorte (n=132)

4.2.3 Caractéristiques paracliniques

4.2.3.1 Examens biologiques

Le dosage du fer sérique a été réalisé chez 22% des patients (n=38). Il était normal pour 82%
de ces patients (n=31). Il était légérement diminué pour trois patients et Iégerement augmenté
chez trois patients.

La ferritine a été dosée chez 48% des patients (n=81). Elle était normale chez 70% de ces
patients (n=57), diminuée chez 5 patients et augmentée chez 19 patients, de facon modérée pour
la plupart (1 seul patient présentait une ferritinémie trés augmentée a 1556 ug/L, il s’agissait
d’un patient porteur d’un variant dans le géne HFE, géne d’hémochromatose).

Le coefficient de saturation de la transferrine a été dosé chez 24% des patients (n=41). 1l était
normal chez 68% de ces patients (n=28), Iégerement abaissé pour 3 patients, et augmenté chez
10 patients.

La céruléoplasmine a été dosée chez 23% des patients (n=39). Elle était normale chez 37
patients, et tres légérement abaissée chez 2 patients, dont un qui présentait également un cuivre
sérique bas (11,2 umol/L, normes : 14-21).

L’hémoglobinémie était rapportée pour 42% des patients (n=71), elle était abaissée pour 12
patients (6 femmes et 6 hommes), et augmentée chez 5 patients de sexe masculin, de fagon

modérée.
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Le taux de cholestérol était rapporté chez 18% des patients (n=30), il était augmenté chez 7
d’entre eux.

Le dosage des vitamines liposolubles n’était rapporté que chez un patient et était normal.

4.2.3.2 Imagerie cérébrale

Les données de I’IRM étaient disponibles pour 146 patients (86%). L’age de I’IRM était connu
pour 69 patients, il était en moyenne de 47,3 ans (seulement 8 patients ont eu une IRM alors
qu’ils étaient mineurs).

La présence de fer dans les noyaux gris centraux était quasi systématique, et présente chez 88%
des patients dont on disposait les résultats d’IRM (n=129). Les patients ne présentant pas de fer
dans les noyaux gris centraux (n=17) avaient des anomalies de signal IRM dans d’autres zones

cérébrales ou cérébelleuses. Les données sont regroupées dans le Tableau 2 et la Figure 36.

Anomalie IRM Nombre de Pourcentage
patients
Dépots bipallidaux 129 88%
Dép6ts putaminaux 14 9,6%
Dépobts dans les noyaux caudés 10 6,8%
Image en ceil de tigre 8 5,5%
Dépots dans les noyaux sous thalamiques 2 1,4%
Dépdts dans la substance noire 19 13%
Dépobts dans les noyaux rouges 6 4,1%
Dépobts des noyaux dentelés 23 15%
Atrophie corticale 10 6,8%
Atrophie cérébelleuse 25 17,1%
Atrophie du tronc cérébral 3 2,1%
Atrophie du corps calleux 5 3,4%
Leucopathie périventriculaire 40 27%
Poche de Rathke 2 1,4%
Hypersignaux hors des noyaux gris centraux 3 2,1%

(hippocampe et insula, médullaires)
Tableau 2 : anomalies IRM retrouvées chez les différents patients
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Localisation des dép6ts ferriques
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Figure 36 : localisation cérébrale des dépots de fer

4.2.4 Caractéristiques génétiques

Trente patients avaient eu d’autres analyses génétiques avant la réalisation du panel. Celles-Ci

sont regroupées dans le Tableau 3 ci-dessous.

Maladie genétique recherchée / gene analysé

Nombre de patients (n)

Maladie de Huntington (HTT)

SCAL, 2,3,6,7,17, DRPLA

X fragile / FXTAS (FMR1)

Séquengage de I’ADN mitochondrial

Ataxie de Friedreich (FXN)

Panel des principaux génes d’hémochromatose

CGH-array

Panel des principaux genes de paraparésies spastiques

Caryotype standard

94



Panel des principaux génes de leuco-encéphalopathies | 2
vasculaires
Huntington-like (JPH3)

Panel des principaux genes de leucodystrophies

Analyse de la méthylation du chromosome 15

Sclérose latérale amyotrophique liée a C9orf72

Analyse du gene MECP2 (syndrome de Rett)

Panel des principaux genes de calcifications cérébrales

Panel des principaux génes de dystonies

Séquencage du gene ATP7B (maladie de Wilson)

PR R R R R R RN

Séquencage du gene CHCHD10

Tableau 3 : analyses génétiques réalisées avant le panel NBIA

Des diagnostics ont été redressés apres réalisation du panel NBIA, et ce pour 8 patients (4,7%) :
- Pour deux patients, le diagnostic de NBIA a été infirmé apres la réalisation de scanners
cérébraux et de nouvelles IRM, mettant en évidence la présence de calcifications et non
de dépdts ferriques dans les noyaux gris centraux
- 2 patients ont eu un diagnostic d’AMS posé lors de I’évolution de leurs symptémes
- 1 patient a eu un diagnostic de connectivite
- 1 patient avait une maladie de Krabbe, diagnostiquée par séquencage d’exome
- 1 patient avait une maladie d’Alexander, diagnostiquée également par séquencage
d’exome
- 1 patient a eu un diagnostic de leucodystrophie hypo-myélinisante de type 7 liée au géne
POLRS3A, posé apres séquengage d’exome
A I’issue du panel NBIA, des variants de signification indéterminés, ou des variants pathogénes
présents a I’état hétérozygote pour des maladies de transmission récessive ont été identifiés
chez vingt-trois patients de la cohorte. Ils sont détaillés dans le Tableau 4 (version GRCh37).
Le génotype AT du polymorphisme D544E dans CP correspond au variant NM_000096.3 :
€.1632T>A, p.Asp544Glu, a I’état hétérozygote, et le génotype TT a ce méme variant a 1’état
homozygote. Une analyse de ce variant, présent a 1’état hétérozygote chez 6 patients de cette
cohorte, et a 1’état homozygote chez 7 patients de la cohorte, est réalisée dans la partie

discussion.
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Identification | Variant n°1 Variant n°2
du patient
P3 Geéne : CP %)
Geénotype TT du polymorphisme
D544E
P4 Gene : PANK2 %)
NM_153638.3, c.1585A>G,
p.lle529Val,
Hétérozygote
CGHe-array ciblée sur PANK2
normale Classé probablement
pathogene sur ClinVar a 1’état
homozygote
P5 Geéne : CP %)
Génotype AT du polymorphisme
D544E
P12 Gene : CP Gene : CP
Génotype TT du polymorphisme | NM_000096.3: ¢.2378G>A,
D544E p.Arg793His
Hétérozygote
Classeé bénin sur ClinVar a 2 reprises
P16 Geéne : CP Gene : ATP13A2
NM_000096.3 : ¢.1632T>A, NM_022089.2 : ¢.840+42C>T
p.Asp544Glu Hétérozygote
Hétérozygote Variant intronique non décrit, faible
Correspond a un alléle mineur effet sur I’épissage
avec une fréquence a 14%
P23 Geéne : CP %)
Génotype TT du polymorphisme
D544E
P27 Geéne : CP %)

Génotype AT du polymorphisme
D544E
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P32

Gene : CP
Génotype TT du polymorphisme
D544E

P35

Géne : ATP13A2
NM_022089.2 : ¢.881G>A,
p.Arg294Gin

Hétérozygote, classé bénin a 5

reprises sur ClinVar

Gene : FA2H:
NM_024306.4 : ¢.229C>T, p.Leu77=
Hétérozygote
Polymorphisme fréquent, fréquence a

25% dans la population générale

P40

Géne : PLA2G6

NM_003560.2 : ¢.1381C>T,
p.Arg461Trp

Hétérozygote

Classé variant de signification
indéterminée sur ClinVar,
rapporté a 42 reprises a I’état
hétérozygote sur GnomAD, 0 fois

a I’état homozygote

%)

P41

Géne : CP

NM_000096.3, ¢.2664G>C,
p.(Gly895Ala)

Hétérozygote

Effet possible sur 1’épissage de

P’intron 15

P50

Gene : CP
Génotype AT du polymorphisme
D544E

P55

Géne : CP
Génotype AT du polymorphisme
D544E

P56

Gene : CP
Génotype TT du polymorphisme
D544E

Gene : CP
NM_000096.3 : ¢.1430C>T,
p.Prod77Leu
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Hétérozygote

Classe en classe 2 et classe 3 sur
ClinVar, 680 hétérozygotes sur
GnomAD et 2 homozygotes

P63

Gene : CP
Génotype AT du polymorphisme
D544E

%)

P83

Geéne : CP
Génotype TT du polymorphisme
D544E

P96

Geéne : CP

NM_000096.3, ¢.2771A>C,
p.Asp924Ala

Hétérozygote

Variant non présent dans les bases

de données

P99

Geéne : FTL

NM_000146.3 : c.24T>A,
p.Asn8Lys

Non rapporté dans les bases de
données de patients, logiciels de
prédiction le classifient en
polymorphisme, 1 hétérozygote
sur gnomAD, distance de
Grantham a 94

Variant rendu bénin au patient car

hérité d’une mere indemne

P104

Géne : CP
Génotype AT du polymorphisme
D544E

P107

Gene : CP
Génotype TT du polymorphisme
D544E

Gene : CP
NM_000096.3 : ¢.1430C>T,
p.(Pro477Leu)
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Hétérozygote

Classe en classe 2 et classe 3 sur
ClinVar, 680 hétérozygotes sur
GnomAD et 2 homozygotes

P111

Géne : ATP13A2

€.881G>A, p.Arg254Gin,
Hétérozygote

Variant classé bénin a 5 reprises

sur ClinVar

%)

P119

Gene: FA2H

NM_024306.4: c.202A>G
p.Arg68Gly,

Hétérozygote

Classé variant de signification
indéterminée a 1 reprise sur
ClinVar, 13 hétérozygotes et 0

homozygotes sur GhomAD

P130

Gene: PANK2

NM_153638.3, c.1561G>A,
p.Gly521Arg

Classé pathogene sur ClinVar a 4
reprises a 1’état homozygote

Hétérozygote

P136

Géne: CP

NM_000096.3

€.938C>T, p.Thr313lle
Hétérozygote

Classé variant de signification
indéterminée sur ClinVar, 111
hétérozygotes sur GnomAD (pas

d’homozygotes)

P141

Geéne : PLA2G6
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NM_003560.4 : c.1117G>A,
p.Gly373Arg

Hétérozygote

Classé pathogéne a 2 reprises et
probablement pathogéne a 1
reprise sur ClinVar (a I’état

homozygote)

Tableau 4 : variants identifiés par le panel 9 genes, ou le séquencage de FTL / PANK2, non retenus en raison de leur zygocité
ou de leurs caractéristiques. Le sigle O signifie qu’il n’y a pas de deuxiéme variant d’intérét identifié¢ chez le patient
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4.3 Patients ayant bénéficié d’exome en trio

4.3.1 Patiente n°1

4.3.1.1 Caractéristiques cliniques et paracliniques

La patiente n°1 est actuellement 4gée de 14 ans. Elle a un frére ainé en bonne santé, il n’y a pas
d’antécédents familiaux notables, ni de consanguinité.

Les premiéres inquiétudes remontent a la petite enfance, la patiente ayant présenté un retard
modéré des acquisitions psychomotrices, et une crise épileptique partielle d’allure
hémisphérique gauche a 1’age de 8 ans, motivant la réalisation d’une IRM cérébrale, dont les
coupes sont présentées sur la Figure 37.

Celle-ci met en évidence des cavités ventriculaires élargies, témoignant d’une atrophie
cerébrale. Les globi pallidi et la substance noire apparaissent hypointenses de fagcon bilatérale.
On note également un hypersignal insulaire gauche, avec une mauvaise différentiation entre le
cortex et la substance blanche, pouvant faire suspecter un aspect de dysplasie, et un hypersignal

de I’hippocampe droit, pouvant correspondre a une sclérose mésiale.

Figure 37 : coupes axiales (4, B, C, D) et coronales (E, F) d’IRM cérébrale de la patiente n°l. La coupe A pondérée T2 montre
des dépbts de fer dans les globi pallidi, la coupe B dans la substance noire. La coupe C pondérée en diffusion montre les dépots
pallidaux. La coupe D pondérée FLAIR montre [’élargisssement des cavités ventriculaires ainsi que [’hypersignal insulaire
gauche. Les coupes E et F pondérées FLAIR montrent [’hypersignal hippocampique droit.

101



L’examen clinique réalisé par un neuropédiatre expert a permis de mettre en évidence une
hypertonie pyramidale, ainsi qu’un syndrome frontal, sans autres anomalies de 1’examen
neurologique et extra-neurologique.

L’hémoglobinémie était normale a 13,1g/dL. Le panel NBIA bordelais a été réalisé en mai
2017, et n’a pas mis en évidence de variant pathogeéne dans les neuf génes analysés par
séquencage a haut débit. Un séquencage Sanger des exons et des jonctions intron exon de I’exon
2 de PANK2, de I’exon 4 de PLA2G6, de I’exon 1 de FA2H, de I’exon 9 de CP, et des exons 1,
7,9, 10, 21 d’ATP13A42 a également été realisé (complément systématique du séquencage a
haut débit des 9 genes) et était normal.

4.3.1.2 Données du séquencage d’exome en trio

4.3.1.2.1 Analyse du fichier 5-id_filter.vcf

Le fichier « exome clinique » regroupait 156 variants dans 111 génes différents. Parmi ces
génes, 8 ont été retenus : TACC2, DTX4, PRR12, PNPLAG6, DLGAP4, ODC1, AARS2 et AP5Z1,
car ils pouvaient potentiellement étre impliqués dans le tableau clinique de la patiente n°1.

L’analyse des variants associés est détaillée dans le Tableau 5.

Geéne Phénotype associé Variant Classification du
au gene variant

TACC2 Sclérose 9.122195109A>C Non retenu, car Phred
hippocampique et score faible, variant non
épilepsie mésiale rapporté et gene non

OMIM morbid (c’est-a-
dire associé a une ou
plusieurs maladies sur
la base de données
OMIM).

DTX4 Décrit comme associé | ¢.124 125insCCGGCG Non retenu car artefact
a la neurologie CGGGGG dans zone riche en GC
pédiatrique sur
HGMD. Pas de
patients decrits avec
des variants dans ce
gene.
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PRR12

Associé sur HGMD
avec la déficience
intellectuelle et des
troubles

ophtalmologiques

Délétion
9.49596680_49596683del

Non retenu car variant
artéfactuel, zone mal
couverte avec

seulement 6 reads

g.4784204_4784205insG
et 9.4784213del

PNPLAG Syndrome de Boucher | Variant d’épissage Non retenu car
Neuhadiser, SPG de hétérozygote maladies de
type 39 g.7539913A>C transmission récessive

DLGAP4 Associé dans un Délétion Non retenu car Phred
article a une forme g.36432518del score faible, et variant
d’ataxie complexe, non présent sur les
liée & une fichiers BAM
translocation coupant
ce géne

ODC1 Syndrome de Variant d’épissage Non retenu car
Bachmann-Bupp, homozygote pathologie dominante
déficience 0.10445267G>A
intellectuelle avec
dysmorphie de
transmission
dominante

AARS2 Leucoencéphalopathie | 2 faux-sens Non retenus car classés

g.44303068C>T et bénins sur ClinVar
0.44304645C>T
AP5Z1 SPG48 1 insertion et 1 délétion Non retenu car il

s’agissait d’un artefact,
les variants identifiés
n’étant pas présents

dans les fichiers BAM

Tableau 5 : variants identifiés par ’analyse « exome clinique » et leur interprétation

Le fichier « exome recherche » regroupait 173 variants dans 130 genes différents. Parmi ces
genes, 4 ont été retenus : PLCB3, ACIN1, MEX3B et CCDC180. L’analyse des variants associés
est détaillée dans le Tableau 6.
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de Behcet et aux
hétérotopies nodulaires

péri-ventriculaires

0.97330686_97330687insGAGGAG

Geéne Phénotype associé Type de variant Classification
du variant
PLCB3 Associé a la déficience | Délétion de 10 bases hétérozygote Non retenu car
intellectuelle, 0.64265034_64265044del maladie
dystrophie cornéenne et récessive  sur
dysplasie OMIM
spondylométaphysaire
ACIN1 Association aux troubles | Insertion de 6 nucléotides Non retenu car
du spectre de I’autisme | 9.23079574_23079575insGAACGT | fréquence
et aux hétérotopies allélique a
périventriculaires 38%, et gene
nodulaires  pour 1 non OMIM
patient rapporté morbid
MEX3B | Une association aux | Insertion de 3 nucléotides Non retenu car
hétérotopies péri- | g.82045645 82045646insGCC gene non
ventriculaires OMIM
nodulaires morbid, et
présent a 482
reprises a |’ état
hétérozygote
sur GhomAD
CCDC180 | Association a la maladie | Insertion de 6 nucléotides Non retenu car

fréquence
allélique a
40%

Tableau 6 : variants identifiés par I’analyse « exome recherche » et leur interprétation

4.3.1.2.2 Analyse du fichier 3-id_annotated.vcf

L’analyse du fichier 3-id_annotated.vcf a été réalisée, étant donné qu’aucun variant n’a permis

d’expliquer le phénotype de la patiente n°1 a I’issue de ’analyse du fichier 5-id_filter.vcf. Cing

mille quatre cent soixante-quinze variants sont présents dans ce fichier, rendant impossible

I’analyse variant par variant.
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4.3.1.2.2.1 Filtre sur les principaux génes de NBIA

Pour la patiente n°1, 6 variants ont été retrouvés, dans 6 des géenes suivants : AP4M1, CP,
TBCE, SQSTM1, KMT2B, DCAF17, et sont interprétés dans le Tableau 7.

Géne

Variant

Interprétation du variant

AP4M1

9.100105219_
100105220del

Variant non retenu car fréquent en population générale
(25 hétérozygotes sur GnomAD). De plus, variant
hétérozygote pour une pathologie de transmission

récessive.

TBCE

9.235432930del

Variant hétérozygote non retenu, intronique profond,
fréquent en population générale, 2470 hétérozygotes et
24 homozygotes dans GhomAD

SQSTM1

g.179825184A>G

Variant hétérozygote faux sens non retenu car classé
bénin sur ClinVar, et fréquence trop élevée en
population générale (752 hétérozygotes et 8

homozygotes)

KMT2B

9.35732302C>T

Variant faux sens hétérozygote, qui active de fagon
faible un site cryptique d’épissage. Absent de
GnomAD. Données d’évolution qui montrent un acide
aminé moyennement conserve. Classé VSI selon la
classification de ’ACMG (PM2, PP3).

Non retenu car hérité du pere qui est asymptomatique.
La Figure 38 montre 1’alignement des fichiers BAM a

cette position.

DCAF17

9.171448667_
171448668insT

Variant hétérozygote intronique non retenu, fréquent en
population générale (46946 hétérozygotes et 5344
homozygotes), classé bénin sur ClinVar

CP

0.149182034T>C

Variant hétérozygote faux sens non retenu, classé bénin

sur ClinVar, présent en population générale (355

hétérozygotes, 5 homozygotes), et hérité du pere

Tableau 7 : variants identifiés dans les genes de NBIA et leur interprétation
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KMT28 - Lysine (K}specific methyltransferase 28 | GRChIS (Chr 19)

@ M 3

slm siemm

7 SOPHIA

Figure 38 : représentation du variant dans le gene KMT2B gréce au logiciel Alamut, les fichiers BAM de la patiente sont
alignés dans le bas de ['image

4.3.1.2.2.2 Filtre sur Endeavour

L’analyse par approche de génes candidats grace a I’outil Endeavour a permis d’identifier 18

genes associés aux géenes de NBIA avec une p-value< 0,01. Parmi ces 18 génes, 11 ont retenu

notre attention de par leur réle et leur spectre phénotypique associé. L’analyse de chaque géne

et du variant correspondant est présentée dans le Tableau 8.

Geéne p-value | Phénotype associé | Variant Interprétation du variant
au gene
MVK 0.0051 Dystrophie g.109591303 | Classé bénin sur ClinVar
rétinienne, retard | C>T (variant synonyme)
psychomoteur global
SLC40A1 | 0.0054 Surcharge en fer | 9.189572906 | Classé bénin sur ClinVar
globale, G>A et | (variant synonyme) et
hémochromatose de | g.189580769 | duplication intronique
type 4 _189580770i | profonde fréquente sur
nsCCG GnomAD
SNCA 0.0057 Maladie de | 9.89725318 | Répétition dans un track de
Parkinson 89725319ins | T
AAAA
ACOX1 0.006 Déficit en acyl-CoA | g.75945788 | Répétition dans un track de
oxydase 75945789ins | T artéfactuelle
peroxysomale, avec | A
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phénotype

neurodéveloppement

I’autisme et
encéphalopathie

épileptique

T>C

al

PNPLA2 | 0.0067 Trouble du spectre de | g.825341C>T | Variant en 3'UTR, classé
I’autisme et probablement bénin sur
myopathie Clinvar

FASN 0.007 Trouble du spectre de | g.82092679 | Variant intronique fréquent
I’autisme et épilepsie | 82092681del | en population genérale

NCOR1 0.0073 Apraxie et trouble du | g.16029260T | Variant en 3'UTR, fréquent
spectre de I'autisme | >C en population générale

MAPT 0.0079 Démence 0.45983441G | Variant intronique profond
frontotemporale >A

PRKCG 0.0085 Ataxie 0.53904700C | Classé bénin sur ClinVar
spinocérebelleuse de | >T (variant synonyme)
type 14

PARKY7 0.0088 Maladie de g.7977638A> | Classé bénin sur ClinVar
Parkinson G (variant intronique)

AP2M1 0.0094 Trouble du spectre de | g.184182941 | Variant intronique fréquent

en population générale

Tableau 8 : variants identifiés avec le filtre endeavour et leur interprétation

4.3.1.2.2.3 Filtre sur GTEX

176 génes ont éte sélectionnés grace a la base de données GTEX. Il s’agit des geénes les plus

exprimeés dans les régions cérébrales suivantes : le putamen, la substance noire, les noyaux

caudés, le nucleus accumbens et le cervelet. La présence de variants dans ces génes a ensuite

été recherchée chez notre patiente, et a permis de retrouver des variants présents dans 17 génes,

dont 4 ont attiré notre attention, ils sont présentés dans le Tableau 9.
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Geéne

Phénotype associé

Variant

Interprétation du variant

PRRT?2

Dyskinésie paroxystique
kinésigénique et

épilepsie infantile

g.29812235
29812236del et
0.29812238T>A

Delins non décrite dans la
littérature, en 5°UTR, sans
effet prédit sur I’épissage.

Delins bien présente sur les
fichiers BAM, présentés sur la
Figure 39, mais la couverture
de cette région est faible. Un
séguencage Sanger de cette
région a été réalisé, et a
infirmé la présence de ce

variant (Figure 40).

PKM

Impliqué  dans la

stabilité protéique

0.72203016C>A et
0.72209713G>A

Variant n°1 dans I’intron 10,
avec effet moderé prédit sur
un site accepteur d’épissage,
et variant n°2 synonyme,
fréquent a 1’état hétérozygote,
pas  d’homozygotes  sur
GnomAD

Non retenus car géne non
impligué  en  pathologie

humaine a ce jour.

PLP1

Maladie de Pelizaeus-
Merzbacher, paraparésie
spastique de type 2

0.103776603T>C

Variant en 5’UTR, non
rapporté, sans effet prédit sur
I’épissage.  Non  retenu,
d’autant plus que maladie li¢e

a I’X, touchant les garcons

YWHAE

Troubles

neurodéveloppementaux

9.1361318_
1361319del

Délétion hétérozygote,
11372

individus sains dans GhomAD

rapportée chez
a 1’état hétérozygote, variant
non retenu car trop fréquent en

population genérale

Tableau 9 : variants identifiés par le filtre GTEX et leur interprétation
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Figure 39 : représentation du variant dans le géne PRRT2 grace au logiciel alamut, les fichiers BAM de la patiente sont alignés
dans le bas de I'image
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Figure 40 : électrophorégramme de la séquence PRRT2. Les données de la patiente sont encadrées, la double fleche noire

indique la position ou le variant avait été identifié sur le séquencage d’exome. La séquence de référence n’est pas encadrée,
et les données sont identiques a celles de la patiente.
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4.3.2 Patientn°2

4.3.2.1 Caracteéristiques cliniques et paracliniques
Le patient n°2 est décédeé il y a deux ans, a I’age de 49 ans. Il avait une sceur ainée en bonne
sante. Sur le plan des antécédents familiaux, sa mére a un lupus érythémateux disséminé, et a
eu un cancer de I’ovaire. Son pere est insuffisant rénal chronique, et a été greffé. Ses parents ne
sont pas apparentés. On note une schizophrénie ayant débuté a 1’adolescence chez une cousine
de sa mere, et un trouble du spectre de 1’autisme chez un cousin paternel.
Les premiéres inqui¢tudes sont apparues dans 1’enfance, avec un retard léger des acquisitions
psychomotrices (marche a 18 mois, premiers mots a 3 ans). 1l a ensuite pu suivre une scolarité
classique, et a atteint le niveau 4°™ 3 ’Age de 16 ans (redoublements). A I’age de 17 ans, il a
présenté une bouffée délirante aigue, au cours d’un camp de vacances. Il a par la suite présenté
des épisodes de décompensations thymiques réguliers, nécessitant des hospitalisations en
secteur psychiatrique. Il n’a pas repris de scolarité classique. Lors des périodes intercritiques,
la récupération était partielle sur le plan cognitif, avec des troubles de la mémoire rétrograde et
des difficultés a reconnaitre son entourage. Il a eu de nombreux traitements de facon
séquentielle :

- Neuroleptiques : rispéridone, loxapine, tiapride, halopéridone, zuclopenthixol,

cyamémazine, olanzapine, prométhazine

- Thymorégulateurs : valproate de sodium

- Antidépresseurs : citalopram

- Benzodiazépines : diazépam, clorazépate, midazolam, oxazépam, clonazépam,
A I’4ge de 42 ans, il a présenté des troubles de I’équilibre, des mouvements anormaux de type
choréiformes, et une dysarthrie marquée. L’examen clinique mettait en évidence une ataxie
statique, une dysarthrie, des mouvements choréiques et une hypertonie extrapyramidale. Une
IRM cerébrale a alors été réalisée, et a mis en évidence des globi pallidi hypointenses (Figure
41).

Figure 41 : coupes axiales d’IRM cérébrale, pondérées SWI en (A) et (C), et en diffusion en (B)
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Une fenétre thérapeutique a été réalisée, afin de trancher sur I’imputabilité des neuroleptiques
dans ses symptomes neurologiques. Il était alors sous prométhazine, hydroxyzine et citalopram.
La fenétre thérapeutique a démasqué un syndrome catatonique, et a permis une réduction des
mouvements choréiques seulement.

Un bilan étiologique large a été réalisé a I’age de 46 ans. Sur le plan des analyses métaboliques,
une chromatographie des acides aminés sanguins, une chromatographie des acides organiques
urinaires, le dosage de 1’acide phytanique et de 1’acide pristanique, ainsi que des acides gras a
trés longue chaines étaient normaux. Il n’y avait pas d’anticorps antineuronaux dans le sérum,
ni dans le LCR. La ponction lombaire était normale, avec un dosage de la vitamine B9, des
lactates et de la sérotonine. Le bilan ferrique retrouvait un fer sérique a 200mmol/L (normes du
laboratoire : 6-34), une ferritine a 102ug/L, un coefficient de saturation de la transferrine a 2
(2-3,6), une céruléoplasmine a 0,332g/L (0,2-0,4). L’hémoglobinémie était a 13,9g/dL et la
cholestérolemie totale a 7,4mmol/L. Une deuxiéme IRM a été réalisée, et était stable
comparativement a celle réalisée a I’age de 42 ans.

Le diagnostic d’encéphalite a été evoqué, devant la fluctuation des symptdmes et la présence
d’un hyposignal frontal au TEP-scan (Figure 42). Des cures de cyclophosphamide ont été
débutées, permettant la encore une amélioration modérée des symptdmes, sans régression
totale. Le diagnostic formel d’encéphalite n’a pas été posé, devant I’absence d’anticorps anti
neuronaux retrouvés, et 1’hyposignal frontal pouvant également s’inscrire dans ses troubles

cognitifs.

Figure 42 : coupe axiale de scanner (A), de TEP (B), et superposition (C)
Les analyses génétiques suivantes ont été realisées : CGH-array, séquencage de MECP2,
recherche d’amplification de CGG dans FMR1, recherche d’anomalie de la méthylation du
chromosome 15, panel des 9 genes de NBIA et CGH-array ciblée sur PANK2. L’ensemble des

résultats étaient négatifs.
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4.3.2.2 Données du séquencage d’exome en trio

4.3.2.2.1 Analyse du fichier 5-id_filter.vcf
Le fichier « exome clinique » regroupait 154 variants dans 107 genes différents. Parmi ces
genes, 5 ont été retenus : PKMYT1, LONP1, KCNN3, CHD5 et CACNALB, car ils pouvaient

potentiellement étre impliqués dans le tableau clinique du patient n°2.

L’analyse des variants associés est détaillée dans le Tableau 10.

Géne Phénotype Variant Classification du variant
associe
PKMYT1 Parkinson de Deux délétions Non retenu car gene non
début précoce hétérozygotes OMIM morbid, et variants
g.2977020_2977022del décrits dans la littérature
9.2977024del sont hétérozygotes et de
novo. De plus, variants
artéfactuels non présents
sur les fichiers BAM.
LONP1 Syndrome de Insertion de 8 nucléotides | Non retenu car artefact de
CODAS 0.5720051 séquencage et maladie de
(cerebral, ocular, | 5720052insGGGGGGGG | transmission autosomique
dental, auricular, récessive
and skeletal
anomalies
syndrome)
KCNN3 Syndrome de Insertion de 12 Non retenu, le phénotype
Zimmermann nucléotides décrit dans la littérature est
Laband 0.154869723 plus sévére avec une
154869724insGCTGCT | atteinte neuro-
GCTGCT développementale précoce
CHD5 AssocCié sur Délétion Délétion non retenue car
HGMD aux 0.6112143del absente des fichiers BAM
hétéropies péri-
ventriculaires
nodulaires
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CACNA1B

Déficience
intellectuelle et
troubles du
mouvements,
transmission
autosomique

récessive

Insertion
g.138023625
138023626insGC

Non retenu car maladie
récessive et variant

hétérozygote

Tableau 10 : variants identifiés par ['analyse « exome clinique » et leur interprétation

Le fichier « exome recherche » regroupait 158 variants dans 127 génes différents. Parmi ces

génes, 2 ont été retenus. L analyse des variants est détaillée dans le Tableau 11.

Geéne

Phénotype associé

Variant

Classification du

variant

HMOX2

Décrit comme associé a la
maladie de Parkinson et a
des niveaux bas

d'hémoglobine

Insertion
g.4506940 _
4506941insCCCC

Variant initialement
considéré
intéressant, car
associé a une
accumulation de fer
dans les poumons
de souris, mais non
retenu car absent
des fichiers BAM.

SKOR2

Associé a 1’ataxie

cérébelleuse

Délétion de 2 nucléotides
9.47247079_47247081del

Non retenu car
décrit de
transmission
récessive dans la
littérature, et avec
un phénotype

d’ataxie congénitale

Tableau 11 : variants identifiés par ’analyse « exome recherche » et leur interprétation

4.3.2.2.2 Analyse du fichier 3-id_annotated.vcf

4.3.2.2.2.1 Filtre sur les principaux génes de NBIA

La recherche d’un ou plusieurs variants dans les 22 geénes responsables ou susceptibles d’étre

responsables de NBIA a été réalisée, et a mis en évidence 6 variants (Tableau 12).
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Geéne

Variant

Interprétation du variant

ATP13A2

0.16986078T>G

Variant hétérozygote en 3 UTR, jamais rapporté.
Non retenu car hétérozygote pour une pathologie

récessive.

C19orf12

0.29702275G>C

Variant homozygote en 3°UTR, fréquent en
population générale (69917 hétérozygotes et 17706

homozygotes), classé bénin sur ClinVar, non retenu

COASY

0.42564837T>G

Variant hétérozygote faux sens synonyme. Non
retenu car synonyme, et maladie de transmission

récessive

CP

9.149183609del

Variant hétérozygote intronique, présent a 1’état
hétérozygote chez 4288 individus en population
générale, non retenu car pathologie récessive et trop

fréquent.

SQSTM1

g.179833601G>A

Variant hétérozygote synonyme, bénin sur ClinVar,
trop fréquent en population genérale (1259

hétérozygotes et 6 homozygotes). Non retenu.

WDR45

9.49075972T>G

Variant hémizygote intronique, sans effet sur
I’épissage selon les sites de prédiction, classé VSI
sur ClinVar. Non retenu, d’autant plus que le patient

est un homme agé.

Tableau 12 : variants identifiés dans les génes de NBIA et leur interprétation

4.3.2.2.2.2 Filtre sur Endeavour

L’analyse par approche de genes candidats grace a I’outil Endeavour a permis d’identifier 9

genes associés aux genes de NBIA avec une p-value< 0,01. Parmi ces 9 genes, 5 ont retenu

notre attention de par leur réle et leur spectre phénotypique associé. L analyse de chaque géne

et du variant correspondant est présentée dans le Tableau 13.

Geéne p- Phénotype associé au | Variant Interprétation du variant
value | gene
HADHB | 0.0069 | Maladie mitochondriale, | 9.26254259 | Non retenu, duplication

association a la maladie | 26254261dup | classée bénigne sur

de Charcot-Marie-Tooth ClinVar et fréquente en

population générale
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I’autisme et épilepsie

>T

SNCA 0.0078 | Maladie de Parkinson 0.89725318 | Non retenu car duplication
89725319ins | en 3'UTR fréquente en
AAA population générale
ACOX1 |0.0082 | Déficit en acyl-CoA | g.75942876C | Variant en 3°’UTR classé
oxydase peroxysomale, | >T bénin sur ClinVar
avec phénotype
neurodéveloppemental
PNPLA2 | 0.009 | Trouble du spectre de | g.823729C>T | Variant classé bénin sur
I’autisme et myopathie ClinVar
FASN 0.0098 | Trouble du spectre de | 9.82081634G | Variant synonyme avec 1

hétérozygote sur
GnomAD, classé
probablement bénin sur
ClinVar et hérité de la

mére. Non retenu.

Tableau 13 : variants identifiés par le filtre endeavour et leur interprétation

4.3.2.2.2.3 Filtre sur GTEX

La présence de variants dans les 176 génes les plus exprimés dans les zones cérébrales d’intérét

a été recherchée chez notre patient, et a permis de retrouver des variants présents dans 11 genes,

dont 4 ont suscité notre attention, ils sont présentés dans le Tableau 14 ci-dessous.

épilepsie myoclonique

progressive

0.6936728_6936729
insCAGCAGC
AGCAGCAG

Geéne Phénotype associé Variant Interprétation du variant
TUBA1A | Associé a des | 9.49186485del et | Variants introniques, les deux
tubulinopathies et des | g.49186506G>A sont fréquemment rapportés a
cas de lissencéphalie I’état hétérozygote dans la
population générale. Non
retenus car maladie
dominante.
ATN1 Ataxie (DRPLA) et | g.6936178C>T et | Variant n°1 faux sens rapporté

chez 11 témoins a [I’état
hétérozygote, prédictions
contradictoires  par les

logiciels in silico (prédit bénin
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sur Varsome). Présent sur les
fichiers BAM. Non retenu car
ne correspond pas aux
variants pathogenes retrouvés
dans ATNL.

L’insertion (variant n°2) est

artéfactuelle.

LDHB Déficit en lactate | 9.21641935 Variant intronique fréquent en
déshydrogénase 21641936insT population générale
APP Maladie d’Alzheimer | ¢.25880931 Variant artéfactuel
25880932
insCGGGGGGGG

Tableau 14 : variants identifiés par le filtre GTEX et leur interprétation
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4.3.3 Patient n°3

4.3.3.1 Caracteéristiques cliniques et paracliniques

Le patient n°3 a actuellement 59 ans. 1l est fils unique. Ses parents ne sont pas apparentés. Sa
mere est diabétique et a eu un cancer colique, son pere est dialysé pour une insuffisance rénale
chronique depuis 2014.

I a comme antécédents une hépatomégalie d’origine indéterminée, associée a une
hyperferritinémie a 2 fois la normale, stable.

Les premiers symptomes d’ordre neurologique remontent a I’age de 50 ans, avec des sensations
de raideur des membres inférieurs prédominant le matin, majorées par I’immobilité et
régressant partiellement avec 1’activité physique. L’examen clinique met en évidence une
hypertonie extrapyramidale associée a une dystonie des membres inférieurs. Le reste de
I’examen clinique était normal, il n’y a de déclin cognitif ou de troubles psychiatriques.
L’IRM cérébrale réalisée dans ce contexte retrouve des dépdts des globi pallidi et de la
substance noire visualisables sur les coupes ci-dessous (Figure 43).

Le bilan ferrique retrouve un fer sérique a 18,1umol/L (normes du laboratoire : 5,8-34,5), une
ferritine a 547ug/L (22-322), un CST normal a 0,27 (0,15-0,35), une céruléoplasmine abaissee
a 0,20 g/L (0,22-0,48). L’hémoglobinémie était a 15,8g/dL, la cholestérolémie est a
6,09mmol/L.

Le panel de 9 genes de NBIA a mis en évidence le genotype TT du polymorphisme D544E
rs707153 de la céruléoplasmine.

A |

Study Date i
Study Time 0
MRN: 2000

Figure 43 : Coupes axiales de I'IRM du patient n°3, mettant en évidence des hypointensités des globi pallidi sur la coupe de
gauche (séquence SWI) et de la substance noire sur la coupe de droite (séquence injectée).
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4.3.3.2 Données du séquencage d’exome en trio

4.3.3.2.1 Analyse du fichier 5-id_filter.vcf

Le fichier « exome clinique » regroupait 136 variants dans 95 génes différents. Parmi ces génes,
4 ont été retenus : SIRT1, SMDP1, MECR et PCDH12, car ils pouvaient potentiellement étre

impliqués dans le tableau clinique du patient n°3. L’analyse des variants associés est détaillée

dans le Tableau 15.

Géne Phénotype associé Variant Classification du variant

SIRT1 Décrit sur HGMD comme 9.67884765_678 | Non retenu car gene non
associé a : 6 infarctus du 84770del et OMIM morbid, et zone
myocarde, 4 malformations g.67884780_678 | complexe mal couverte
ventriculaires, 3 maladies de 84785del chez I’ensemble des
Parkinson, 2 hernies inguinales patients séquencés en

exome.

SMPD1 | Maladie de Niemann Pick de 0.6390736_6390 | Non retenu car maladie
type B, 5 associations a la 741del récessive et délétion
maladie de Parkinson sur fréquente en population
HGMD générale

MECR Atrophie optique, dystonie 0.29230858del Non retenus car variants
débutant dans I'enfance et et 9.29230864 | non présents sur les
anomalie de signal dans les 29230865insT fichiers BAM,
noyaux gris centraux, 8 correspondent en réalité a
variants rapportés. des variants soft-clipped
Transmission autosomicque
récessive. Décrit comme un
nouveau sous-type de NBIA
par Ody Sibon, le MePAN

PCDH12 | Calcifications cerébrales 9.141945390 Non retenu car variant

141945391 classe bénin sur ClinVar
insCTGCTGCT
G

Tableau 15 : variants identifiés par ['analyse « exome clinique » et leur interprétation
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Le fichier « exome recherche » regroupait 143 variants dans 116 génes différents. Parmi ces

génes, 2 ont été retenus : KCNN2 et ACIN1. L’analyse des variants associés est détaillée dans

le Tableau 16.
Gene Phénotype Variant Classification du variant
associé
ACIN1 | Association aux | g.23079574 Artefact fréquent, non présent sur les

troubles du
spectre de
I’autisme et aux
hétérotopies

périventriculaires
nodulaires pour 1

patient rapporté

23079575insGAAC | fichiers BAM donc non retenu.

GT

KCNN2

Associé aux
myoclonies et

dystonie

9.114362946_
114362948dup

Non retenu car gene non OMIM
morbid, phénotype souris: « souris
frissonnante », mais pour variants
homozygotes seulement, et variant

fréquent en population générale

Tableau 16 : variants identifiés par ’analyse « exome recherche » et leur interprétation

4.3.3.2.2 Analyse du fichier 3-id_annotated.vcf

4.3.3.2.2.1 Filtre sur les principaux genes de NBIA

La recherche d’un ou plusieurs variants dans les 22 geénes responsables ou susceptibles d’étre

responsables de NBIA a été réalisée, et a mis en évidence 5 variants (Tableau 17).

Geéne

Variant

Interprétation du variant

DCAF17

9.171448665_171448666insT
et g.171481302T>A

Variant hétérozygote intronique ayant un effet
sur I’épissage, mais non retenu car présent en
population générale a 1’état hétérozygote chez
37048 individus.

Variant hétérozygote en 3’UTR, non retenu car
classé bénin sur ClinVar, et présent chez 3216
individus a I’état hétérozygote en population

générale.
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KMT2B 9.35733302T>C Variant hétérozygote, présent chez 1 individu
a I’état hétérozygote en population générale et
aucun homozygote, faux sens moyennement
conservé, hérité du pere. Logiciels de
prédiction discordants. Variant non retenu car
non présent sur les fichiers BAM (Figure 44,
probablement appelé car situé dans une région
mal couverte).

MANEAL | g.37794252A>T Variant  faux-sens  hétérozygote, 158

hétérozygotes en population générale, classé

bénin par les logiciels de prédiction.
Pathologie supposée de transmission récessive,

donc variant non retenu.

TBCE g.235401575A>T Variant faux-sens hétérozygote, site cryptique
accepteur d’épissage activé, acide aminé tres
conservé, hérité de la mere. Non retenu car

maladie de transmission récessive.

Tableau 17 : variants identifiés dans les génes de NBIA et leur interprétation

KIT28 - Lysine (K)-specific methyltransferase 28 | GRCH3S (Che 19) P

- | — ia = = s isms 8 samin ais s us -*II IR B RRY

- SOPHIA™

Figure 44 : représentation du variant identifié dans le gene KMT2B, non identifié sur les fichiers BAM

4.3.3.2.2.2 Filtre sur endeavour

L’analyse par approche de genes candidats grace a I’outil Endeavour a permis d’identifier 9
genes associés aux genes de NBIA avec une p-value< 0,01. Parmi ces 9 génes, 2 ont retenu

notre attention, leur analyse est présentée dans le Tableau 18.
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Geéne p- Phénotype Variant Interprétation du variant

value | associé

HADHB 0.0067 | Maladie 0.26279979T>G et | Variants non retenus car
mitochondriale, | 9.26279980C>A absents des fichiers BAM

association a la
maladie de

Charcot-Marie-

Tooth

SLC40A1 | 0.0076 | Surcharge en fer | g.189580769 Variant non retenu car
globale, 189580770insCCG | fréquent  en  population
hémochromatose geneérale (fréequence allélique
de type 4 a 41%)

Tableau 18 : variants identifiés avec le filtre endeavour et leur interprétation

4.3.3.2.2.3 Filtre sur GTEX
La présence de variants dans les 176 genes les plus exprimés dans les zones cérébrales d’intérét
a été recherchée chez notre patient, et a permis de retrouver des variants présents dans 17 genes,

dont 2 ont retenu notre attention, ils sont présentés dans le Tableau 19 ci-dessous.

Géne Phénotype associé Variant Interprétation du variant

TUBB4A | Dystonie, 0.6496425C>T | Variant intronique, non retenu car
hypomyélinisation, fréquent en population génerale,
atrophie des noyaux gris et présent sur seulement 3 reads
centraux (sur un nombre total de 35 reads)

KIF5A Paraparésie spastique 0.57583220C>T | Variant intronique, non retenu car
fréquent en population générale et
classé bénin a 2 reprises sur
Clinvar

Tableau 19 : variants identifiés par le filtre GTEX et leur interprétation
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4.3.4 Patient n°4

4.3.4.1 Caracteéristiques cliniques et paracliniques

Le patient n°4 a actuellement 20 ans. Il est fils unique. Sur le plan des antécédents familiaux,
sa mere a une stéatose hépatique, et son pere présente des tics moteurs, une polypose colique,
une hernie hiatale, une coxarthrose et a eu une tumeur testiculaire bénigne. On note également
une démence non caractérisee du grand-pere paternel, et une déficience intellectuelle chez un
des grands oncles. Les parents du patients n°4 ne sont pas apparentes.

Il n’a pas présenté de retard des acquisitions et a pu suivre une scolarité classique jusqu’a la
classe de 1¢¢. Il rapporte des épisodes réguliers de contractures musculaires douloureuses des
membres inférieurs depuis I’enfance, ainsi que des troubles des praxies. Pour exemple, il n’a
jamais su réaliser ses lacets de facon autonome. 1l a comme autres antécédents médicaux une
rectocolite hémorragique depuis ’adolescence, et un daltonisme.

Les premicres inqui¢tudes sont apparues a 13 ans, avec 1’apparition de troubles de la marche,
de chutes a répétition, de dystonies paroxystiques des membres inférieurs aggravées en contexte
anxieux. Une IRM cérébrale a été réalisée et a mis en évidence des hyposignaux bilatéraux des
globi pallidi. Un scanner cérébral a également été réalisé, retrouvant des calcifications
bipallidales, plus petites que les hyposignaux retrouvés en IRM.

L’état clinique du patient n°4 s’est aggravé au fil des mois, et a I’age de 18 ans, il présente un
syndrome extrapyramidal, une dystonie des membres inférieurs, supérieurs et laryngée, une
hypertonie pyramidale avec des réflexes vifs. Il se déplace principalement en fauteuil. 1l a
également des troubles du sommeil avec des spasmes en flexion notés par ses parents. Sur le
plan cognitif, son efficience cognitive est normale, mais il présente des difficultés
attentionnelles et des troubles exécutifs modérés. Un électromyogramme a été réalisé et ne
retrouve pas d’activité de repos, ni d’autres éléments pathologiques. Un

électroencéphalogramme de veille et de sommeil a également éte fait et était sans particularités.
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Un bilan ophtalmologique a été réalisé, le fond d’ceil était normal, les potentiels évoqués visuels
et I’électrorétinogramme ont montré une neuropathie optique bilatérale de type axonale, avec
une diminution de 1’électrogenése rétinienne globale modérée. L’IRM a été réalisée a nouveau

en février 2020, et était superposable a celle réalisée quasiment 5 ans plus tot, pour les dépots

retrouvés dans les globi pallidi (Figure 45).

Figure 45 : coupes axiales de I'IRM du patient n°4 a [’dge de 18 ans, de gauche a droite : séquence T1, SWI et 3D FLAIR

Sur le plan des explorations biologiques, le bilan phosphocalcique était normal, la ferritine a
44ug/L, le CST a 12%, I’hémoglobine a 14g/dL et le dosage du cuivre et de la céruléoplasmine
normaux. Le panel de calcifications cérébrales de Rouen a été réalisé et n’a pas mis en évidence
de variant pathogéne dans les genes suivants : SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPR1 et MYORG,
ni d’anomalie de dosage génique de SLC20A2 et PDGFB. Le panel des 9 genes de NBIA a mis
en évidence un variant faux-sens présent a 1’état hétérozygote dans PANK2, NM_153638.2 :
€.1585A>G, p.lle529Val, classé comme probablement pathogene. Une CGH-array ciblée sur
PANK2 n’a pas mis en évidence d’anomalie de dosage génique, en particulier pas de délétion
pouvant affirmer I’imputabilité de ce variant a I’état hétérozygote.

4.3.4.2 Données du séquengage d’exome en trio

4.3.4.2.1 Analyse du fichier 5-id_filter.vcf

Le fichier « exome clinique » regroupait 165 variants dans 117 génes différents. Parmi ces
génes, 8 ont été retenus : SETD1B, EP400, DDHD1, GALC, TRAP1, CACNALG, LONPL, et
MAD1L1, car ils pouvaient potentiellement étre impliqués dans le tableau clinique du patient

n°4. L’analyse des variants associés est détaillée dans le Tableau 20.

123



Geéne Phénotype Variant Classification du variant
associé
SETD1B Déficience 0.121823076 _ Phénotype de la maladie
intellectuelle 121823091del et trop severe par rapport au
sévere, avec 0.121823077_ patient, variants non
épilepsie, débutant | 121823078del retenus
dans I’enfance,
variants toujours
de novo
EP400 Association aux 0.132053386_ Non retenus car géne non
troubles du spectre | 132053387del, OMIM morbid, variants
de I’autisme et a g.132053401 _ fréquents en population
I’épilepsie 132053402del, générale a I’état
9.132053405 hétérozygote, et variants
132053408del artéfactuels.
DDHD1 Paraparésie g.53062957A>T Variant non-sens
spastique de type hétérozygote non retenu
28 car maladie de
transmission autosomique
récessive
GALC Maladie de 0.87993097G>C Variant faux sens non
Krabbe retenu car maladie de
transmission récessive et
variant hétérozygote
TRAP1 CAKUT, 1 0.3664266T>G, Variants rapprochés dans
association a la 9.3664268A>C, I’intron 13 avec faible effet
maladie de 0.3664272A>C sur I’épissage, non retenus

Parkinson tardive

car géne non OMIM
morbid, et que son
implication comme facteur
de risque dans la maladie

de Parkinson est débattue
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troubles du spectre
de Pautisme et a la
maladie de

Parkinson précoce

CACNALG | Ataxie 0.50609875C>G Variant présent dans
spinocérébelleuse I’intron 25, présent sur
de type 42 23% des reads. Non retenu
car ne correspond pas au
phénotype, et effet faible
de ce variant sur I’épissage
LONP1 Syndrome de g.5713132A>C Non retenu car maladie de
CODAS (cerebral, transmission récessive
ocular, dental,
auricular, and
skeletal anomalies
syndrome)
MADI1L1 | Associé aux 0.2219326G>C Effet modéré sur

I’épissage de ’intron 6,
mais variant non retenu car
absent des fichiers BAM.

Tableau 20 : variants identifiés par I'analyse « exome clinique » et leur interprétation

Le fichier « exome recherche » regroupait 155 variants dans 117 génes différents. Parmi ces

génes, 1 a été retenu, SKOR2. L’analyse des variants présents dans ce géne est détaillée dans le

Tableau 21.

Geéne Phénotype associé Variant Classification  du
variant

SKOR2 Associé a I’ataxie cérébelleuse | 9.47246672_ Non retenus car

g.47248067_
47248068insG

47246673insCCC et

phénotype d’ataxie
congeénitale dans la
littérature, et
variants absent des
fichiers BAM.

Tableau 21 : variants identifiés par [’analyse « exome recherche » et leur interprétation
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4.3.4.2.2 Analyse du fichier 3-id_annotated.vcf

4.3.4.2.2.1 Filtre sur les principaux genes de NBIA

La recherche d’un ou plusieurs variants dans les 22 geénes responsables ou susceptibles d’étre

responsables de NBIA a été réalisée, et a mis en évidence 6 variants (Tableau 22).

Geéne

Variant

Interprétation du variant

C190rf12

0.29702275G>C

Variant hétérozygote en 3’UTR, class¢ bénin sur
ClinVar, présent en population générale chez 69917

individus sains a I’état hétérozygote

CP

g.149183608_
149183609insA
§.149212715G>C

et

Variant 1 : a I’état hétérozygote intronique avec effet
faible sur 1’épissage, non rapporté dans la littérature.
Duplication située dans un track de T, probable artefact,
présente sur peu de brins sur les fichiers BAM (Figure
46)

Variant 2 : a I’état hétérozygote, intronique avec effet
faible sur 1’épissage, classé sur ClinVar en variant de
signification indéterminée, rapporté chez 2760
individus a I’état hétérozygote et 3 individus a 1’état
homozygote. Possible biais de brin car présent
uniquement sur les brins forward sur les fichiers BAM
(Figure 47).

Variants non retenus du fait de ces arguments.

DCAF17

9.171481302T>A

Variant hétérozygote en 3’ UTR, rapporté chez 3216
individus sains a I’état hétérozygote, rapporté bénin sur

ClinVar, non retenu

KMT2B

9.35727139C>T

Variant hétérozygote intronique, non retenu car présent

chez 448 individus sains a I’état hétérozygote

PANK?2

0.3918719A>G

Variant retrouvé sur le panel NBIA, a [Détat

hétérozygote (Figure 48)

Tableau 22 : variants identifiés dans les génes de NBIA et leur interprétation
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Figure 46 : représentation du variant n°1 identifié dans le géne CP par le séquencage d’exome, non retrouvé sur les fichiers
BAM (visualisation avec le logiciel Alamut)
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Figure 47 : représentation du variant n°2 identifié dans le géne CP par le séquengage d’exome, non retrouvé sur les fichiers
BAM (visualisation avec le logiciel Alamut)
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Figure 48 : représentation du variant identifié dans le géne PANK?2 par le séquencage d’exome, non retrouvé sur les fichiers
BAM (visualisation avec le logiciel Alamut)
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4.3.4.2.2.2 Filtre sur Endeavour

L’analyse par approche de génes candidats grace a 1’outil Endeavour a permis d’identifier 8

genes associés aux genes de NBIA avec une p-value< 0,01. Parmi ces 8 génes, 4 ont retenu

notre attention de par leur role et leur spectre phénotypique associé. L’analyse de chaque géne

et du variant correspondant est présentée dans le Tableau 23.

Geéne p- Phénotype Variant Interprétation du variant
value | associé
TF 0,007 | Associé a | 9.133754502G>A Variant synonyme classé
I’hypo- probablement bénin  sur
transferrinémie ClinVar, non retenu
SNCA 0,008 | Maladie de | g.89725318 _ Duplication dans un track de
3 Parkinson 89725319insAAAA | T fréquente, non retenue
FASN 0,009 | Associé aux | g.82087802T>G Variant faux sens non décrit,
1 troubles du prédit bénin par les logiciels
spectre de de prédictions, distance de
I’autisme et aux Grantham faible a 38. Non
encéphalopathi retenu.
es épileptiques
SLC11A2 | 0,01 | Associé a | 9.51000345T>C Variant synonyme fréquent
I’anémie en population générale,
microcytaire et décrit bénin sur ClinVar, non
I’hémochromat retenu
ose

Tableau 23 : variants identifiés avec le filtre GTEX et leur interprétation

4.3.4.2.2.3 Filtre sur GTEX

La présence de variants dans les 176 génes les plus exprimés dans les zones cérébrales d’intérét

a été recherchée chez notre patient, et a permis de retrouver des variants présents dans 14 genes,

dont 4 ont retenu notre attention, ils sont présentés dans le Tableau 24.
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transferrinémie

Geéne Phénotype Variant Interprétation du variant
associé
GFAP Maladie 0.44907331C>T | Variant en 3’UTR non retenu car
d’Alexander fréquent en population genérale et classé
probablement bénin a deux reprises sur
Clinvar
FTH1 Associé a des | 9.61967630_ Insertion en 5°UTR, non retenu car
accumulations | 61967631 artefact.
de fer et a la | InSTCTCATC
maladie de | AGAGACTCT
Parkinson
KIF5A Paraparésie g.57567626G>A | Variant intronique, non retenu car
spastique fréguent en population générale et classé
a 3 reprises probablement bénin sur
ClinVar
TF Associé a | 9.133754502G>A | Variant synonyme, classé sur ClinVar
I’hypo- bénin / probablement bénin, et présent

chez 614 individus a I’état hétérozygote

donc non retenu

Tableau 24 : variants identifiés dans les génes avec le filtre GTEX et leur interprétation
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4.4 Rentabilité du panel

On constante donc, a la lumiére des données présentées précédemment, que le profil des patients
pour lequel un ou des variants pathogénes sont mis en évidence par le panel NBIA différe des
patients sans diagnostic. Le point principal de différence est 1’age, avec un age au début de la
maladie significativement plus élevé pour les patients sans diagnostic (p=1,99.108, test
unilatéral de Student).

On constate également que le rendement diagnostique différe en fonction de I’age des premiers
symptdmes, avec un rendement diagnostique a 71% quand les premiers symptomes débutent
avant 1’age de 6 ans, puis ce rendement diminue, en se situant autour de 40% quand les
symptomes débutent entre 6 et 30 ans, et chute a 7% pour la classe d’age 30-60 ans
(pourcentages représentés sur la Figure 49). Le patient le plus 4gé de la série ayant eu un

diagnostic moléculaire grace au panel avait 55 ans lors de ses premiers symptémes.

100%
90%
80%
70% 12 15
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0% |6 |

S <6 16-15] 115-30] 130-60] >60

ONégatifs 14 12 15 76 20

B Positifs 35 7 11 6 0

Age aux premiers symptomes

76 20

ourcentage de positivité du panel

Figure 49 : pourcentage de rentabilité du panel (en ordonnées) en fonction de I'age des premiers symptomes (en abcisses)
On constate également que la rentabilité du panel varie avec les années de réalisation, avec un
rendement diagnostique atteignant les 50% entre 2015 et 2019 (Figure 50). Le rendement
diagnostique diminue sur les 3 dernieres années, mais le nombre total de patients analysés
augmente fortement (100 patients analysés entre 2019 et 2021 contre 29 entre 2017 et 2019),

pouvant expliquer cette baisse de rentabilité.
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Rendement diagnostique par année de réalisation
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Figure 50 : Rendement diagnostique du panel (en ordonnées) en fonction de I’année de réalisation (en abcisses)
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5 DISCUSSION ET CONCLUSION

5.1 Patients du laboratoire bordelais avec panel NBIA positif
La mise en place du panel NBIA a permis de poser un diagnostic moléculaire pour 63 patients,
pour un nombre total de 232 analyses réalisées. Un conseil génétique adéquat a pu étre fourni

pour ces familles.

5.1.1 Concordance avec les données de la littérature

Les données de ce panel permettent, au sein de chaque sous-type de NBIA, de confirmer celles
de la littérature. Il parait difficile de tirer des conclusions statistiques sur des petits effectifs,
néanmoins la plupart des patients analysés présentaient des phénotypes et des données
génétiques similaires a ceux rapportés, et présentés dans la partie revue de la littérature de cette
these. Les données résumées de notre série sont regroupées dans le Tableau 1. La comparaison

des données des cas atypiques avec la littérature est présentée dans la section suivante.

5.1.2 Présentations atypiques et apport du panel

Des cas atypiques ont été diagnostiqués grace au panel, il s’agissait notamment de patients avec
présentation clinique et paraclinique typique de NBIA, dont le résultat génétique n’était pas
attendu, donnant toute sa place au panel et a I’analyse simultanée des 9 geénes. Cette situation a

été retrouveée a plusieurs reprises.

5.1.2.1 Neuroferritinopathie de début focal et dépdts de fer asymeétriques

Le premier cas atypique diagnostiqué par le laboratoire de biologie moléculaire était celui d’un
patient avec un début focal de neuroferritinopathie (seulement le pied droit) et asymétrique a
I’IRM, avec une prédominance des dépots de fer sur le globus pallidus gauche. Les symptomes
de ce patient sont restés stables pendant plus de 10 ans, permet de prouver que des symptémes
neurologiques focaux permanents peuvent étre une présentation initiale de neuroferritinopathie
(144).

Dans la littérature, on retrouve des symptdmes asymetriques pour quasiment la moitié des
patients atteints de neuroferritinopathie (63% des patients d’une série de 41 patients porteurs
de la duplication la plus fréquente, ¢.460dup (145)). Des dépdts de fer asymetriques a I’TRM
cerébrale ont également été decrits chez 2 patients, avec une corrélation entre la localisation des
symptdmes focaux et les dépdts intracérébraux de fer (101,146).

5.1.2.2 Un nouveau mode de transmission de MPAN

Un nouveau mode de transmission de MPAN a été identifié grace au panel, avec des variants a
I’état hétérozygote dans le géne C190rfl2. La premiere description dans la littérature d’une

forme hétérozygote remonte a 2018, par une équipe milanaise, qui rapportait une enfant
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présentant un décalage léger dans ses acquisitions, puis des troubles de 1’équilibre des I’age de
5 ans et une dystonie, s’aggravant a la fin de ’adolescence. Son IRM cérébrale retrouvait des
hypointensités dans la substance noire et les globi pallidi, ainsi que la lamina interne médullaire,
et des dép6ts dans les noyaux sous thalamiques. Les analyses génétiques ont mis en évidence
un variant non-sens de novo dans I’exon 3 de C190rf12, échappant au non sense mediated decay
(pas de diminution de la quantit¢t d’ARNm par RT-PCR) (147). Plusieurs cas avaient
précédemment été décrits, mais étaient présentés comme des patients ou le second variant dans
C190rfl2 n’avait pas été identifié (148,149). Ces données ont été confirmées par 1’équipe de
Susan Hayflick a Portland, dans deux grandes familles, avec au total 7 patients présentant des
formes hétérozygotes de MPAN, ainsi que 2 patients isolés avec des variants de novo dans
C190rfl2. L’ensemble des variants identifiés étaient des non-sens, dans 1’exon 3. Les
présentations cliniques décrites étaient similaires aux formes homozygotes (67).

Pour les patients identifiés par le panel bordelais, les présentations cliniques étaient variées et
différaient des formes homozygotes chez certains patients. Il y avait deux grands types de
présentations, la forme classique, ressemblant en tous points a la forme homozygote, et la forme
tardive, avec une présentation de type démence frontotemporale/ atteinte du premier
motoneurone. Les variants étaient également des non-sens dans 1’exon 3. Deux des patients
était porteurs du variant a 1’état de mosaique (44% des lymphocytes sanguins pour une des
patientes ; 20% des cellules cérébrales, prélevées au niveau du cortex et des noyaux gris
centraux pour I’autre patient). Leurs symptomes étaient tardifs. Des études fonctionnelles sont
actuellement en cours sur les fibroblastes de ces patients, en comparaison a des fibroblastes
témoins et a des fibroblastes de patients atteints de MPAN classique avec des variants

homozygotes.

5.1.2.3 BPAN atypique

Des variants atypiques ont été identifiés par le panel chez une patiente, il s’agit d’'une femme
avec une déficience intellectuelle sévere, n’ayant pas acquis le langage, qui présentait une
ataxie, une hypertonie pyramidale et des mouvements dystoniques. L’ IRM mettait en évidence
une image en ceil de tigre a I’age de 31 ans. Elle avait 45 ans au moment du diagnostic génétique.
Celui-ci a mis en évidence un variant d’épissage dans WDRA45, ainsi qu’un variant faux sens
présent a I’ état hétérozygote dans PLA2G6.

Le variant dans WDR45 entraine un décalage du cadre de lecture, et un saut de I'exon 11 (vérifié
par séquencage de I’ARNmM), introduisant un codon stop prématuré dans le dernier exon,
expliquant 1’échappement du transcrit au systéme de nonsense mediated decay. Ce variant est

associ¢ a un biais d’inactivation de 1’X évalué a 87%. Le variant dans PLA2G6 a déja été
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rapporté comme pathogene a deux reprises sur Clinvar (RCV000853336.1 et
RCV000255821.1). La question soulevée est celle de I’imputabilité de ces deux variants dans
son phénotype tardif de BPAN. Les analyses fonctionnelles ont montré une imputabilité du
variant dans WDR45, cependant, le r6le du variant présent dans PLA2G6 pourrait étre un
élément expliquant la séveérité du phénotype. Il faudrait réaliser des analyses fonctionnelles afin
d’avoir plus d’arguments en ce sens.

Enfin, pour les patients de sexe masculin décrits dans notre série (n=4), les IRM étaient
anormales, avec des dépdts de fer dans les noyaux gris centraux, alors que dans la littérature les
IRM des patients de sexe masculin montrent le plus souvent une atrophie globale, un retard de
myélinisation et de fagon inconstante des dépbts de fer touchant les globi pallidi et la substance
noire (150). Cependant, le biais majeur est que la porte d’entrée dans notre panel est le
diagnostic de NBIA, nécessitant d’avoir dépots de fer visibles a ’'TRM cérébrale. Dans ’article
de Takano et al.(150), qui réalise une revue de la littérature des hommes atteints de BPAN, 6
patients sur 11 ont des dép6ts de fer dans les noyaux gris centraux. Les ages de réalisation des
IRM sont cependant précoces (avant 10 ans pour la plupart des patients). On peut émettre
I’hypothese que les hommes atteints de BPAN, a I’instar des femmes, ne présentent des dépots
intracérébraux de fer que tardivement au cours de 1’évolution de leur maladie. Les hommes
diagnostiqués BPAN via une porte d’entrée déficience intellectuelle / encéphalopathie
épileptique ont le plus souvent bénéficié d’un séquencage d’exome ou d’un panel axé sur la
déficience intellectuelle / 1’épilepsie, et ce précocement dans leur maladie. Les variants
identifiés chez les hommes de la série étaient un variant affectant le premier nucléotide, un
faux-sens, et une délétion de deux paires de bases dans I’intron 8 a I’état de mosaique. Les
données de ségrégation n’étaient malheureusement pas disponibles pour ces patients. Les
données de la littérature indiquent que les variants sont principalement de novo, ou rarement
hérités de la mere, et sont constamment des variants entrainant un codon stop ou un décalage
du cadre de lecture (150).

5.1.2.4 Une forme extrémement tardive de PLAN

Un patient présentant une forme trés tardive de PLAN a été identifié. Ses premiers symptémes
ont débuté a ’age de 31 ans, contrastant avec les formes classiqguement décrites, debutant dans
la petite enfance. Son atteinte était dominée par des symptdmes cérébelleux, associés a une
atrophie cérébelleuse marquée a I’'IRM. Une des pistes pouvant expliquer cette forme tardive
réside dans les variants identifiés lors du panel. Le premier variant est un faux-sens, déja décrit
a 4 reprises dans la littérature comme associé a des formes classiques de PLAN de début

infantile (47,151,152). Le second variant identifié chez ce patient est un variant d’épissage,
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associé selon les logiciels de prédiction a un saut de I’exon 7. Ce variant est absent des bases
de données de patients et de témoins. Le laboratoire de biologie moléculaire est en attente de
nouveaux prélévements chez ce patient afin de pouvoir réaliser un séquengage de ’ARNm de
PLA2GS6, afin de pouvoir confirmer ou non le saut de ’exon 7 prédit. Il est probable que ce
variant joue un réle « hypomorphe » et soit responsable du phénotype tardif de NBIA chez ce
patient, mais il convient d’attendre les résultats du séquencage avant de I’affirmer.

Ces différentes présentations de patients, qui représentent un pourcentage important du panel
(14%, n=9), mettent en lumicre le role de 1’analyse simultanée de plusieurs génes dans
les NBIA. Ces présentations atypiques permettent d’élargir le spectre phénotypique pour
chaque type de NBIA, et également de nuancer la pénétrance et I’expressivité des variants
identifies dans les familles.

5.1.3 Rentabilité du panel et hypothéses

L’analyse des données obtenues grace a ce panel permet de souligner I’importance de critéres
d’¢ligibilité stricts pour la réalisation de ce panel. La rentabilité en fonction de 1’age aux
premiers symptdmes permet effectivement de mettre en évidence une rentabilité nulle du panel
aprés 55 ans, et ce malgré 36 patients analysés. Pour ces patients-1a, il existe plusieurs

explications possibles, détaillées dans la partie 5.3.
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5.2 Patients du laboratoire bordelais avec panel NBIA neégatif

5.2.1 Analyse des données des patients

Pour les patients sans diagnostic moléculaire a 1’issue de la réalisation du panel, le critére
principal permettant de les distinguer des patients avec un diagnostic semble étre I’age aux
premiers symptdémes. Il est en moyenne de 40,9 pour les patients sans diagnostic génétique,
avec un écart type de 20, versus de 12,4 ans, avec un écart type de 13 pour les patients ayant un
diagnostic a I’issue du panel. Ces chiffres sont significativement différents (p=1,99.10%8, test
unilatéral de Student).

La comparaison de ces deux groupes de patients reste néanmoins compliquée du fait de la
variabilité des présentations des NBIA en fonction du géene impliqué.

Il apparait cependant crucial que les patients soient examinés et interrogés par des cliniciens
experts, afin de retracer en détail I’histoire clinique, qui peut étre d’un seul tenant ou évoluer
en plusieurs phases. L’examen clinique doit également étre complet, a la fois sur le plan
neurologique, mais également sur le plan général, avec la recherche de critéres dysmorphiques
mineurs pouvant orienter vers d’autres diagnostics. Les IRM cérébrales doivent étre réalisées
et/ou relues par des neuroradiologues experts, ayant ’habitude de 1’analyse des dépots
intracérébraux de fer, afin de réaliser les séquences adéquates et de ne pas confondre le fer avec
un autre métal, ou avec une accumulation physiologique de fer liée a 1’age.

Le réle des centres de compétences / centres de références de maladies neurogénétiques prend
alors toute sa place pour aider les cliniciens a réaliser les analyses génétiques adéquates. La
liste et les coordonnées de ces centres peuvent étre retrouvées sur le site internet de la Filiere
BrainTeam, qui fait partie d’une des 23 filieres de Santé Maladies Rares, et qui coordonne les
actions des différents centres de référence prenant en charge les maladies rares du systeme
nerveux central.

5.2.2 Familles passées en exome : pistes dégagees

A I’issue de I’analyse des 4 exomes en trio, il n’y a pas eu de piste monogénique forte identifiée,
soit dans un géne connu de NBIA, soit dans un nouveau géne non impliqué a ce jour dans les
NBIA. Cependant, plusieurs pistes de recherche ont été dégagées pour ces familles.

5.2.2.1 Patiente n°1l

A I’issue de I’analyse de I’exome de la patiente n°1, une hypothése a été soulevée grace au filtre
GTEX (qui sélectionne les variants dans les genes fortement exprimés dans les noyaux gris
centraux entre autres). Il s’agit du géne PRRT2, qui est un gene connu pour donner des

dyskinésies paroxystiques kinésigéniques, ainsi que des mouvements choréoathétosiques de
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I’enfant. Des crises convulsives de ’enfant ont également été décrites. Ce géne a été identifié
par une équipe francaise en 2012, qui rapportait que la grande majorité des cas étaient liés a un
variant récurrent, une duplication d’une base entrainant un décalage du cadre de lecture et un
codon stop prématuré (NM_145239, ¢.649dupC, p.Arg271ProfsX8) (153). Ce gene code pour
la protéine Prrt2, qui est impliquée dans la formation axonale a partir du corps neuronal. Cette
protéine est fortement exprimée dans le cervelet et le cortex cérébral, et plus faiblement dans
les noyaux gris centraux. Ces données ont été complétées au cours du temps, et aucun variant
dans la zone 5’UTR n’a été rapporté comme pathogene, ni de dép6ts intracérébraux de fer (154).
Le variant retrouvé par I’exome chez la patiente n°l est quant a lui un variant en 5’UTR, une
délétion-insertion d’une base, non décrite dans la littérature.

L’analyse de ce variant a ét¢ complétée d’un séquencage Sanger, étant donné la faible
profondeur de lecture dans cette région de I’exome (seulement 6 reads), ainsi que la nécessité
de confirmer ce variant par une méthode de séquencage indépendante. Le sequencage Sanger
n’a pas retrouvé ce variant, infirmant donc sa présence. Il paraissait cependant difficile de relier
I’accumulation intracérébrale de fer de cette patiente avec ce variant, au vu de 1I’absence de tels
phénotypes décrits dans les bases de données et dans la littérature, ainsi qu’au vu de la fonction
de ce gene. Cette situation illustre donc I’importance d’une profondeur de lecture importante
lors de la réalisation d’un séquencage a trés haut débit, ainsi que la réalisation d’un séquengage
indépendant devant tout variant d’intérét.

5.2.2.2 Patient n°2

L’histoire clinique du patient n°2 évolue en plusieurs phases, avec initialement un retard léger
des acquisitions, puis des symptomes psychiatriques dans la 2¢™ décennie et des symptomes
moteurs dans la 4™ décennie. La question de 1’imputabilité des neuroleptiques dans ses
symptdmes moteurs a evidemment été soulevée, mais ceux-ci persistaient lors des fenétres
thérapeutiques et leur intensité était disproportionnée par rapport aux symptéomes neurologiques
couramment observés chez les patients sous neuroleptiques au long cours. Enfin, une suspicion
d’encéphalite auto-immune a été posée suite a la réalisation d’un TEP-scanner cérébral mettant
en évidence un hypométabolisme frontal. Des cures de cyclophosphamide ont été débutées,
permettant une amélioration clinique, particlle également. Il n’y a pas eu d’anticorps anti-
neuronaux retrouvés dans le sang ou le liquide céphalo-rachidien.

Au total, I’évolution clinique de ce patient n’oriente pas vers un type précis de NBIA, mais ce
patient reste dans ce cadre, les diagnostics suspectés d’encéphalite ou de mouvements
anormaux liés aux neuroleptiques n’expliquant pas les dépots marqués de fer sur les IRM

cérébrales réalisées. Le séquencage d’exome n’a pas mis en évidence de variant d’intérét, ou
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de piste de recherche. Il conviendra de réaliser des relectures réguliéres de cet exome, et de

proposer a ses parents le séquencage de génome en trio (le patient étant décéde).

5.2.2.3 Patientn°3

Concernant le patient n°3, I’histoire clinique débute tardivement, avec des mouvements
anormaux survenant dans la cinquiéme décennie. Des éléments clinico-biologiques importants
sont ¢galement la présence d’une hépatomégalie et d’une hyperferritinémie a 2 fois la normale
et stable, avec un CST normal, permettant d’exclure le diagnostic d’hémochromatose. La cause
de son hépatomégalie est a ce jour indéterminée. Le séquengage d’exome n’a pas permis de
retrouver de variant expliquant ses symptomes, ou de piste de recherche. Cependant, comme
précise dans la description clinicobiologique de ce patient, le polymorphisme TT du gene CP a
été identifié chez lui grace au panel NBIA. Le role de ce polymorphisme dans I’accumulation

intracérébrale de fer est discuté dans la partie 5.3.7.

5.2.2.4 Patientn°4

Le patient n°4 a une présentation plus précoce de NBIA, avec un début moteur léger dans la
petite enfance, s’aggravant rapidement a 1’adolescence. Une des atypies de sa présentation est
la présence de calcifications au scanner cérébral, plus petites que les dép6ts de fer identifiés sur
son IRM cérébrale. L’analyse de I’exome n’a pas permis de mettre en évidence de variant
d’intérét, hormis le variant dans PANK2 précédemment identifié, mais a 1’état hétérozygote
seulement, et hérité de son pere. Ce variant a été rapporté chez un patient dans la littérature, a
I”¢état hétérozygote composite, en trans d’un autre variant faux sens fréquemment impliqué chez
les patients atteints de PKAN. Le patient présentait une forme atypique et tardive de PKAN,
avec un tremblement des membres supérieurs étant apparu a 1’dge de 25 ans, puis des
mouvements dystoniques et une dysarthrie a ’age de 50 ans. Il avait le signe de I’ceil de tigre a
I’IRM cérébrale. L’équipe prenant en charge ce patient a montré que ce variant n’avait pas
d’impact sur I’activité catalytique de la protéine PANK2 (155). La base de données GnomAD
rapporte 5 individus sains porteurs de ce variant a 1’état hétérozygote (et aucun a I’état
homozygote). La question de I’imputabilité de ce variant dans le phénotype du patient n°4 reste
donc en suspens, du fait de I’absence de second variant détecté et de preuve fonctionnelle de la
pathogénicité de ce variant. Une des hypotheses peut étre un effet hypomorphe de ce variant,

combiné a d’autres facteurs de susceptibilité non identifiés par I’exome réalisé.
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5.3 Quelles sont les hypotheses pour les patients sans diagnostic apres le sequencage
d’exome ?
Il existe plusieurs hypothéses permettant d’expliquer 1’absence de diagnostic moléculaire a
I’issue du séquencage d’exome.
5.3.1 Erreurs diagnostiques
La premicére est celle de I’erreur diagnostique, ou du diagnostic redressé par 1’évolution de la
maladie. Les anomalies IRM peuvent étre discrétes au début et se compléter d’autres anomalies
au cours du temps, et le tableau clinique peut se modifier. Il arrive donc que le diagnostic de
NBIA initialement posé soit infirmé par la suite. Cela a été le cas pour 8 patients de la série
(4,7%).
Il existe plusieurs diagnostics differentiels aux NBIA, qui se différencient principalement sur
I’imagerie cérébrale.
Les calcifications des noyaux gris centraux (maladie de Fahr) peuvent étre prises a tort pour des
NBIA. Le calcium apparait hypointense en T2, et se différencie du fer au scanner, ou il apparait
hyperdense. La réalisation systématique d’un scanner cérébral pour les patients avec une
suspicion de NBIA permet d’écarter ce diagnostic.
La maladie de Wilson est une maladie génétique résultant d’un désordre du métabolisme du
cuivre. L’IRM cérébrale peut ressembler a celle d’un patient atteint de NBIA, on retrouve sur
celle-ci des hyperintensités en pondération T2 au niveau des noyaux gris centraux, en particulier
le striatum, le tronc cérébral et le cervelet. Une atrophie sous-corticale est souvent visible. Les
hyperintensités T2 au niveau du mésencéphale, présentes sur les coupes axiales, sont hautement
spécifiques de la maladie de Wilson. Le bilan du cuivre montre un cuivre libre sérique
augmentée, une cuprurie augmentée, et une céruléoplasminémie abaissée. Une analyse de
I’IRM cérébrale par un neuroradiologue expert ainsi qu’un bilan biologique large permettent
d’écarter ce diagnostic.
Les anomalies de transport du manganese peuvent également étre responsables de dépdts dans
les noyaux gris centraux. lls sont hyperintenses en T1 et isointenses en T2, et se différencient
donc par leur caractére isointense en T2 des NBIA (156).
Enfin, les cytopathies mitochondriales telles que le syndrome de Leigh peuvent donner des
anomalies de signal au niveau des noyaux gris centraux. Ce sont principalement des
hyperintensités T2, qui dépassent les putamen. L’atteinte des colliculi est hautement spécifique
des maladies mitochondriales. Enfin, des leucodystrophies sus et/ou sous tentorielles sont

fréguemment associées. La spectro-IRM retrouve fréquemment un pic de lactates (157).
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5.3.2 Connaissances insuffisantes des maladies ultra-rares

La deuxieme hypothése est une connaissance incompléte de ces maladies ultra-rares, avec peu
de cas décrits dans la littérature médicale. On sait que pour poser un diagnostic de certitude, il
faut qu’il y ait d’autres patients rapportés dans les bases de données ou la littérature avec un
variant dans le méme géne et un phénotype similaire, ce qui peut étre compliqué a identifier
quand la maladie est ultra rare, et potentiellement hétérogene sur le plan phénotypique. Ce
probléme tend a se résoudre avec I’utilisation fréquente du séquencage a haut débit (panel,
séquencage d’exome, de génome) et les initiatives internationales de « matching », comme la
plateforme GeneMatcher entre autres.

De ce fait, la connaissance des pathologies monogéniques reste incompléte, et il existe encore
de nouveaux genes, pour I’instant non impliqués en pathologie humaine, ou impliqués dans
d’autres pathologies, qui seront probablement reliés dans les années a venir a des maladies ultra
rares. L’exemple du géne MECR est parlant et a été évoqué dans 1’analyse de I’exome du patient
n°3. Il s’agit d’un géne impliqué dans le recyclage du CoA, dont la dysfonction entraine une
réduction de la lipoylation de protéines ciblees. Le phenotype associé a ce jour est une dystonie
progressive, avec une surcharge en fer dans les noyaux gris centraux. Au moment de la
réalisation de I’exome du patient n°3, le géne MECR n’était pas encore reconnu comme un gene
responsable de NBIA, mais seulement suspecté d’étre associé aux NBIA. Un article paru au
cours de ’année 2021 a rapporté un nouveau patient présentant un phénotype similaire et un
variant faux sens a 1’état homozygote dans ce gene, permettant de le classer comme géne
responsable de NBIA (OMIM#617282), et d’acter le nom de MePAN pour Mitochondrial enoyl
CoA reductase Protein Associated Neurodegeneration (158).

Il est donc important de réaliser des relectures réguliéres des exomes initialement négatifs, a un
rythme annuel, ou bisannuel, afin de pouvoir trouver des variants d’intérét dans des geénes
nouvellement impliqués en pathologie humaine.

5.3.3 Hérédité complexe

Une troisieme hypotheése est celle d’un mode de transmission atypique. L’hypothése d’un
digénisme, ou de variants hypomorphes augmentant la susceptibilit¢ a 1’accumulation
intracérebrale de fer, est également une des pistes pour ces patients sans diagnostic. Dans
certaines maladies récessives, des variants avec une fréquence modérée en population générale
peuvent €tre responsables d’un phénotype plus léger quand ils sont associ€s a un autre variant
pathogene. On peut notamment citer I’exemple de 1’albinisme oculocutané de type 1, 1ié a des

variants dans le géne TYR. Un variant, présent chez environ 26% de la population caucasienne,
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est associ¢ a des formes modérées d’albinisme oculocutané quand il est situé¢ en trans d’un
variant pathogene (159).

5.3.4 Limitations techniques du séquengage d’exome

La couverture de I’exome n’est pas parfaitement uniforme, et il existe des exons, ou parties
d’exons non couverts ou tres peu couverts. Le sequengage du génome, plus uniforme, est une
possibilité pour pallier ce probléme.

Les variants dans des zones non codantes, ou introniques avec effet codant, des variants sur des
genes d’ARN, des variants dans des régions régulatrices, ou des zones soumises a I’empreinte,
des éléments mobiles et rétrotransposons ne sont pas bien visibles sur 1’analyse d’exome car
peu ou non capturés lors de la préparation des librairies. Le séquencage de génome permet
¢galement de pallier ce défaut, méme si I’analyse de ces variants reste compliquée a ce jour, du
fait de la faible quantité de données d’interprétation disponibles. Enfin, il existe des variants
exoniques non retrouvés, ou avec un risque d’artefact important sur les exomes, il s’agit des
expansions et des contractions, et des variants somatiques. Les variants structuraux sont
également difficilement retrouvés en exome. Le séquencage de génome en « long reads » peut
aider a identifier les variants structuraux, et le séquencage avec une profondeur de lecture tres
importante identifie mieux les variants en mosaique.

Enfin, le séquengage d’exome en trio ne permet pas de réaliser une analyse précise de ’ADN
mitochondrial, capturé partiellement lors de 1’étape de la préparation des libraires, et en général
exclu lors de I’étape de filtration des variants. Les maladies mitochondriales font partie des
diagnostics différentiels cités ci-dessus, et de nombreuses fonctions mitochondriales sont
altérées dans les NBIA. On peut donc imaginer que des altérations de I’ADN mitochondrial
puissent étre responsables de NBIA, et qu’un séquengage de I’ADN mitochondrial soit réalisé
en complément du séquencage d’exome. Une optimisation bioinformatique a la suite du
séquencage de génome peut pallier ces défauts techniques.

5.3.5 Preuves fonctionnelles manquantes pour les génes candidats

Enfin, quand un géne candidat est identifié par les techniques de séquencage a haut débit, il
peut étre compliqué de prouver son implication dans le phénotype du patient. Commence alors
la recherche de preuves fonctionnelles, pour montrer que ’altération de ce géne est en lien avec
le phénotype. Les approches sont différentes en fonction du réle présumé du géne, et peuvent
consister en une quantification de la protéine, un séquencage de I’ARN messager, entre autres.

Les « -omiques » regroupent différentes méthodes d’analyse permettant de faire le lien entre la
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séquence ADN d’un géne et le phénotype associé, en analysant par exemple I’ARN messager
(transcriptomique), les protéines (protéomique), etc.
5.3.6 Accumulation intracérébrale de fer liée a I’age
Il'y a une perturbation de I’homéostasie du fer en lien avec le vieillissement physiologique, et
qui entraine une augmentation des niveaux intracérébraux de fer, conduisant a une ferroptose.
Plusieurs études ont eté réalisées afin de quantifier cette accumulation de fer physiologique, et
de pouvoir la distinguer des accumulations pathologiques retrouvées dans de nombreuses
maladies neurodegénératives. Une étude chinoise datant de 2008 a réalisé une cartographie
quantitative de susceptibilité au fer du cerveau, in vivo, en réalisant des IRM cérébrales sur des
sujets sains d’age variable, allant de 22 a 78 ans. Ils ont mis en évidence une accumulation de
fer liée au vieillissement dans les zones suivantes : les putamen, les noyaux rouges et la
substance blanche frontale (160). De nombreuses études similaires ont été réalisées depuis,
confirmant I’accumulation intracérébrale de fer physiologique liée a I’age dans ces zones
cérébrales. Une étude plus récente nuance 1’accumulation de fer dans les globi pallidi
comparativement aux autres structures anatomiques cérébrales, et émet 1’hypothése d’une
accumulation physiologique de fer dans les globi pallidi jusqu’a environ 40 ans, puis une
stabilité de la quantité de fer dans cette zone (161). Cette accumulation de fer est progressive,
et peut étre visualisée avec des IRM de puissance 1,5 Tesla dés I’age de 3 ans sur les séquences
SWI (11).
Une des questions clés est la capacité a réaliser la distinction entre une accumulation
physiologique et pathologique de fer chez les sujets ageés. On retrouve en effet des sujets
nettement plus agés dans la série bordelaise sans diagnostic moléculaire. La part d’une
accumulation physiologique de fer est donc certainement importante chez ces patients
développant de fagon tardive des symptdmes neurologiques. Il n’apparait a I’heure actuelle pas
possible de déterminer le poids de cette accumulation physiologique, et celle de I’accumulation
pathologique, entrainant des symptomes neurologiques chez des patients ageés.
5.3.7 Susceptibilité génétique a I’accumulation intracérébrale de fer, et le role suspecté de
variants hypomorphes
Un variant dans CP a attiré notre attention puisqu’il est retrouvé fréquemment chez les patients
sans diagnostic moléculaire a I’issue du panel. Il s’agit du variant NM_ 000096.3; ¢.1632A>T,
p.Asp544Glu, présent a 1’état hétérozygote (génotype A/T) ou homozygote (génotype T/T). Ce
variant est un faux sens situé dans I’exon 9 du géne CP, et concerne un acide aminé tres

conservé. L’écart physicochimique entre 1’asparagine et la glutamine est peu important
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(distance de Grantham calculée a 45). Ce variant a été décrit comme associé a la maladie de
Parkinson et a des niveaux élevés de fer dans la substance noire en 2004 (162).

La fréquence du genotype A/T dans la population générale est estimée a 23,4%, et celle du
génotype T/T a 4,4% selon la base de données ESP_Cohort_Population. Des chiffres similaires
sont retrouvés dans les autres bases de données (ExAc, 1000Genomes).

Dans la cohorte de patients sans diagnostic, le génotype A/T est retrouvé avec une fréquence
de : 6/169 = 3,5% et le génotype T/T avec une fréquence de : 7/169 = 4,1%. Ces chiffres ne
sont donc pas plus élevés que dans la population générale.

En conclusion, les génotypes A/T et T/T du variant D544E de la céruléoplasmine ne semblent
pas étre plus fréquents dans notre série qu’en population générale, cependant on ne peut exclure
le fait que ce variant soit un facilitateur de I’accumulation de fer intracérébrale. En effet, la
présence du géenotype A/T chez des patients atteints de maladie de Parkinson serait associé a
une diminution légere du taux de céruléoplasmine, et a une diminution nette de I’activité
ferroxydasique de la céruléoplasmine, et représenterait un facteur de vulnérabilité au stress
oxydatif induit par le fer (163). L’équipe lilloise du Pr Devos a montré I’efficacité de la
défériprone chez les patients atteints de maladie de Parkinson, avec une plus grande efficacité
chez les patients porteurs du génotype A/T. La défériprone, administrée pendant 12 ou 18 mois
chez 40 patients, a permis de réduire les niveaux de fer dans la substance noire, ainsi que le
score moteur UPDRS (Unified Parkinson Disease Rating Scale) (164).
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5.4 L’accumulation intracérébrale de fer : un dénominateur commun a de nombreuses
maladies neurodégénératives

De nombreuses maladies neurodégénératives sont liées a des accumulations intracérébrales de
fer. On peut citer en premier lieu I’ataxie de Friedreich, une maladie génétique de transmission
autosomique recessive, liée a une expansion de triplets dans le gene de la frataxine (FXN). Au
niveau clinique, I’ataxie de Friedreich se caractérise par une ataxie progressive, une abolition
des réflexes ostéo-tendineux des membres inférieurs, ainsi qu’une irritation pyramidale, une
cardiomyopathie hypertrophique, et de facon inconstante un diabéte. Les premiers symptomes
surviennent en général au début de I’adolescence. Sur le plan physiopathologique, le déficit en
frataxine, qui est une protéine impliquée dans 1’assemblage des centres fer-soufre, conduit a
une accumulation intracellulaire de fer majeure. Les anomalies cellulaires conduisant a
I’accumulation de fer semblent étre proches des NBIA, et principalement liées a des anomalies
de palmitoylation du récepteur a la transferrine, conduisant a une entrée massive de fer dans
des cellules qui contiennent déja du fer en exces. Le systeme de régulation post
transcriptionnelle de ’homéostasie de fer, IRE-IRP, semble également étre dérégulé dans
I’ataxie de Friedreich, IRP2 se liant a une protéine a centre fer -soufre (165). A I’'IRM cérébrale,
on ne retrouve pas d’accumulation de fer aussi marquée que dans les NBIA, mais il a été¢ montré
qu’il y avait plus de fer dans les noyaux dentelés et les noyaux rouges que chez des controles
(166).

Un autre paralléle intéressant a faire est celui de la maladie de Parkinson, une maladie
neurodégénérative fréquente conduisant a des troubles moteurs tels qu’une rigidité et une
bradykinésie, et non moteurs, avec une anosmie, une constipation, des troubles cognitifs
progressifs entre autres. Au niveau physiopathologique, on retrouve au niveau de la substance
noire une mort des neurones dopaminergiques, des dépots d’a-synucléine, une accumulation de
fer intracellulaire, une peroxydation lipidique et un niveau de stress oxydatif élevé. On retrouve
de nombreux liens entre le métabolisme du fer, des lipides, et I’agrégation d’a-synucléine.
L’accumulation intracellulaire de fer peut conduire a la ferroptose, une voie de mort cellulaire
régulée, qui implique une accumulation létale de peroxydes lipidiques. Des essais sur des
modeles animaux ont montré 1’effet neuroprotecteur de molécules anti-ferroptotiques. Une
molécule chélatrice du fer, la défériprone (également essayée dans le cadre de 1’essai TIRCON
pour le PKAN), a ralenti la progression de la maladie et amélioré la fonction motrice dans des

essais cliniques (167).

144



D’autres maladies neurodégénératives sont également associées a une dérégulation de
I’homéostasie du fer, notamment la maladie de Huntington, la maladie d’Alzheimer et la
sclérose latérale amyotrophique. Cependant, les NBIA sont les seules maladies
neurodégénératives avec des dépdts de fer visualisables de fagon aussi nette a I'IRM cérébrale.
Les causes genétiques des NBIA sont multiples et ne semblent pas liées directement, cependant
les différents mécanismes physiopathologiques semblent étre liés a des anomalies métaboliques
au sens large dans les cellules nerveuses (fonction mitochondriale, métabolisme des lipides,
autophagie, homéostasie du fer, ...), comme représenté sur la Figure 8 (28).

Une équipe londonienne a réalisé de la whole transcriptome gene expression data, afin
d’essayer de mieux caractériser les interactions entre les différents génes de NBIA, et les voies
de signalisation intracellulaires dérégulées. Leur méthode a consisté a utiliser les donnees de
101 cerveaux de sujets sains, en étudiant 10 régions cérebrales différentes, et en séquencant les
transcrits obtenus de ces regions. lls ont ensuite réalisé une méthode appelée weighed gene co-
expression network analysis, pour regrouper les genes de NBIA de fagon non supervisée. Cette
méthode permet d’identifier des groupes de génes co-exprimes et co-régulés, et peut également
aider a trouver des signatures moléculaires spécifiques de cellules (168). Ils ont identifié que
dans les noyaux gris centraux, il y avait un enrichissement en génes responsables de NBIA
(169). Ces réseaux de genes NBIA sont enrichis en génes de métabolisme du fer, et sont
impliqués dans le fonctionnement des synapses et le métabolisme des lipides. Leurs données
suggerent que lorsqu’il y a une surcharge en fer, ces réseaux sont altérés. Ils ont également
montré que pour les génes de NBIA associés a des hypersignaux de la substance blanche (FTL,
FA2H, DCAF17, CP, and PLA2G®6), il y avait une expression tres haute de ces génes dans la
substance blanche, ce qui n’était pas le cas pour PANK2, qui n’est pas associé a des anomalies
de la substance blanche, faisant ainsi une corrélation pathologique. Le putamen est une des
zones ou I’enrichissement en geénes de NBIA est le plus important. 1l y a également une sur-
représentation des genes du métabolisme du fer. Les génes de NBIA et du fer sont donc
interconnectés dans les noyaux gris centraux. Des modéles murins, combinés a leurs analyses
d’enrichissement, leur font émettre I’hypothése que 1’exces intracérébral de fer dérégle les
connexions entre génes de NBIA dans les noyaux gris centraux, méme en 1’absence de variants
pathogénes dans les genes de NBIA. Ils dégagent également deux génes candidats de NBIA,
RAB39B et UBQLNZ2 (169). Aucun variant dans ces génes n’a été identifié suite a la réalisation

des séquencages d’exome en trio chez les 4 patients décrits dans la section résultats.

145



Les NBIA sont donc bien un groupe de maladies, qui partagent de nombreux points communs
physiopathologiques, et il parait donc important de considérer ce groupe de maladies dans son
ensemble a la fois sur le plan diagnostique et thérapeutique, tout en gardant en téte les
specificités propres a chaque géne. Il existe également des paralléles forts avec des maladies

neurodégénératives plus fréquentes, notamment sur le plan des perspectives thérapeutiques.
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5.5 Perspectives bordelaises dans le domaine des NBIA

5.5.1 Perspectives diagnostiques
Il existe plusieurs perspectives diagnostiques dans les NBIA. La premicre est 1’ouverture, pour
I’instant en « pré-indication », du séquengage d’exome ou de génome pour les patients sans
diagnostic génétique a ’issue du panel 9 genes, via les plateformes de séquencage a trés haut
débit Auragen et SeqOIA. Ce séquencage a trés haut débit n’est pas accessible aux patients
ayant débuté leur maladie aprés 60 ans.
Il existe également des initiatives européennes pour les patients sans diagnostic génétique a
I’issue d’un séquencgage a trés haut débit. Solve-RD, pour « solving the unsolved rare diseases »
est un projet de recherche visant a résoudre 1I’odyssée diagnostique dans les maladies rares, pour
les patients atteints de maladies rares dont la cause moléculaire n'est pas encore connue. Solve-
RD a plusieurs axes de travail. Le deuxiéme axe, intitulé « nouvelles causes moléculaires », a
pour but d’utiliser plusieurs approches pour identifier de nouvelles causes moléculaires a des
pathologies connues :

- Laré-analyse d’exomes et de génomes, avec des pipelines bioinformatiques congus et

validés par le groupe Solve-RD
- Des approches fonctionnelles utilisant les multi-omiques, pour valider des genes
candidats, via plusieurs méthodes.

Une des perspectives dans le domaine des NBIA est de participer a ce projet pour : 1/ ré-
analyser des exomes et génomes de patients atteints de NBIA d’autres équipes européennes, 2/
fournir les données de séquencage a tres haut débit des patients sans diagnostic moléculaire afin
que d’autres équipes expertes puissent les analyser, aprés avoir obtenu le consentement du
patient et/ou de sa famille.
Un panel comprenant 22 génes responsables ou suspectés d’étre responsables de NBIA a été
développé au sein du laboratoire de recherche MRGM, par le Dr Fergelot et Christophe Hubert.
Quelques dizaines de patients ayant initialement bénéficié du panel 9 genes ont été analysés
avec ce panel de 22 génes, qui n’a pas permis de réaliser de nouveau diagnostic a ce jour.
5.5.2 Projets d’études fonctionnelles
Dans le domaine des NBIA, il y a plusieurs projets d’études fonctionnelles au sein du groupe
de neurogénétique du laboratoire MRGM, qui seront renforcés dans 1’avenir. Parmi ces projets,
on retrouve :

- Un modele levure permettant de valider les variants faux-sens dans PANK2
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- Un travail sur le géne WDR45 et sur son role dans ’autophagie, via des mod¢les
cellulaires et un modele levure
- Un travail sur le géne C190rf12, sur des fibroblastes de patients, avec une étude de la
mitochondrie, de I’autophagie et du métabolisme du fer
Plusieurs perspectives sont envisagées a ces travaux de recherche, notamment de développer
un modele neurone, soit via des cellules souches pluripotentes induites, ou des modeles
organoides. Enfin, sur le plan de la validation des variants identifies dans le futur par des

séquencages d’exome / de génome, des analyses fonctionnelles adaptées pourront étre réalisées.
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5.6 Perspectives thérapeutiques
Il n’existe pas de traitement curatif des NBIA a I’heure actuelle. Cependant, plusieurs pistes
sérieuses sont actuellement a 1’étude, soit dans le cadre d’essais cliniques, soit a I’état de
recherche.
5.6.1 Chélation du fer
Une piste trés prometteuse est la chélation conservatrice du fer. En effet, la nécessité de baisser
le niveau intracellulaire de fer, sans induire une déplétion systémique, reste un défi majeur. Les
traitements chélateurs du fer dits « classiques », comme la déféroxamine ou le déférasirox,
piégent le fer intracellulaire, et conduisent donc a une déplétion globale en fer, qui est nécessaire
pour les processus cellulaires essentiels, et conduit a une mauvaise tolérance clinique du
traitement. Le but de la chélation conservatrice du fer est de diminuer le contenu en fer dans les
cellules qui en contiennent en exces, pour le redistribuer dans d’autres zones de I’organisme
afin d’éviter les carences liées au traitement (170). La défériprone est un chélateur conservateur
du fer qui, a des faibles posologies, peut rentrer dans les cellules, diminuer le contenu en fer en
le capturant et le transférer vers la transferrine extracellulaire. Son faible poids moléculaire,
ainsi que son coefficient de partage octanol/eau et ses propriétés lipophiliques lui permettent de
traverser aisément la barriere hémato-encéphalique. Ce traitement a été essayé dans la sclérose
latérale amyotrophique, et permet une augmentation de la survie et une diminution de la
quantité de fer mesurée dans le systétme moteur a I’'IRM (171). Des résultats également
encourageants ont été retrouvés chez les patients atteints de maladie de Parkinson, avec une
amélioration du score moteur des patients, et une diminution du contenu en fer dans la substance
noire a I’'IRM cérébrale (164,170). Le profil de sécurité de la défériprone est bon, avec un risque
rare de neutropénie/ agranulocytose. Dans les NBIA, plusieurs essais cliniques ont été réalisés
pour les patients atteints de PKAN, et ont montré une diminution de la quantité de fer dans les
noyaux gris centraux, ainsi qu’une tendance au ralentissement de la progression de la maladie,
inconstante selon les études (39,171,172).
Il n’y a pas eu d’essai clinique utilisant la défériprone pour d’autres sous-types de NBIA,
cependant il existe des données d’utilisation de la défériprone chez quelques patients non
PKAN :

- Deux patients atteints de BPAN traités a la défériprone ont été rapportés. Ils ont été

traités pendant 4 et 12 mois. Il n’y a pas eu d’amélioration clinique, et 1’analyse de

I’évolution des dépdts de fer a I’'IRM n’a pas été réalisée (173,174)
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- Deux patients atteints de MPAN sont rapportés, avec une amélioration sur la quantité
de fer dans la substance noire mais sans amélioration clinique pour un des patients. Le
traitement a été rapidement stoppé pour le deuxieme patient du fait d’effets indésirables
gastro-intestinaux (176,177)

- Un patient atteint de neuroferritinopathie traité pendant 2 mois a été rapporté, sans
amélioration clinique notée (177)

- Dans I’acéruléoplasminémie, une cinquantaine de cas ont été rapportés dans la
littérature. La surcharge en fer est systémique dans ce sous type de NBIA, permettant
d’essayer des chélateurs du fer traditionnels. Cependant, I’effet clinique de ces thérapies
chélatrices est variable en fonction des patients, avec une tendance a un effet
neuroprotecteur quand elles sont administrées précocement chez les patients (178)

Autotal, la défériprone a été utilisée dans le cadre d’essais cliniques seulement chez des patients
atteints de PKAN, mais des données isolées font état d’une potentielle efficacité dans les autres
types de NBIA. Une donnée physiopathologique supportant cette idée est la peroxydation
lipidique majeure retrouvée dans toutes les NBIA, qui conduit a la ferroptose. La ferroptose
étant particulierement améliorée par les chélateurs de fer, cela ouvrirait donc la possibilité
d’essayer la chélation conservative du fer dans les différents sous-types de NBIA (141). La
question de la temporalit¢ de I’introduction de ce traitement se pose, et il pourrait étre
intéressant d’essayer ce traitement dans les formes dites « en deux temps » de NBIA comme le
BPAN, avec une introduction du traitement dans I’enfance, avant 1’apparition du syndrome
extrapyramidal et des dépots de fer sur I’'IRM.

Une autre piste de chélation conservatrice du fer est portée par les analogues de la sérotonine,
des recherches sur les caractéristiques et les effets de ces analogues sont actuellement en cours
et pour I’instant non publiées.

L’artésunate est également une molécule prometteuse pour diminuer le contenu intracellulaire
en fer, et va prochainement étre administré aux patients atteints d’ataxie de Friedreich dans le
cadre d’un essai clinique coordonné par le Pr Munnich et I’Inserm. L’artésunate est un dérivé
semi-synthétique de I’artémisine, et est déja utilisé en pratique hospitaliére dans le traitement
des formes graves de paludisme. Il a été montré que cette molécule permettait de diminuer le
contenu intracellulaire en fer, par une diminution de la quantité de récepteurs a la transferrine
présents a la membrane cellulaire, en augmentant leur palmitoylation (179). Ces effets ont été
confirmés sur des fibroblastes de patients atteints d’ataxie de Friedreich, en ajoutant de
I’artésunate dans le milieu de culture cellulaire. Le niveau intracellulaire de fer des lymphocytes

sanguins diminuait également aprés culture avec de 1’artésunate (165). Le projet ARTEMIS
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(NCT04921930) vise a évaluer I’effet de I’artésunate chez des patients atteints d’ataxie de
Friedreich, il s’agit d’une étude interventionnelle de phase I-1l. L’étude doit débuter dans le
courant de 1’été 2021, et a pour but d’étudier la tolérance, ainsi que de déterminer la dose
efficace d’artésunate permettant de diminuer la quantité intracellulaire de fer et de récepteur de
la transferrine présent a la membrane des lymphocytes sanguins. L’artésunate sera administré
par voie orale, a des doses croissantes. Cette étude va inclure des hommes de 16 a 65 ans atteints
d’ataxie de Friedreich. La date de fin d’étude prévue est le 30 juin 2022.

Il a également été montré sur des fibroblastes de patients atteints de NBIA que I’artésunate
augmentait la palmitoylation du récepteur a la transferrine, et permettait diminuer le contenu de
ferritine intracellulaire, reflet du contenu intracellulaire en fer total (126). Les résultats de
I’¢tude ARTEMIS seront donc observés de fagon réguliére et précise, du fait de I’application
potentielle aux NBIA, les mécanismes physiopathologiques visés entre ces deux maladies étant

similaires.

5.6.2 Traitements specifiques & un sous-type de NBIA

En fonction du sous-type de NBIA, des traitements spécifiques visant les voies métaboliques
ou les enzymes atteintes ont été développés, avec pour but de fournir un substrat alternatif, ou
I’enzyme déficiente par exemple. Les thérapies géniques sont encore a des stades de
développement précliniques. Une équipe allemande a détaillé dans un article I’ensemble des
projets de recherche en cours dans les NBIA (180).

Dans le cadre du PKAN, plusieurs molécules ont été développées. Le but est de restaurer une
synthese correcte du CoA. Une approche directe, par supplémentation en CoA, a montré son
efficacité dans des études précliniques, mais n’a pas encore été testée chez ’homme. Un des
freins majeurs est I’instabilit¢ majeure du CoA et sa difficulté a passer les membranes
cellulaires. Des substances intermédiaires ont également été testées chez I’homme, le
fosmetpantoténate et la 4’- phosphopantéthéine. Le fosmetpantoténate n’a pas montré de
bénéfice par rapport au placebo. Le 4’-phosphopantetheine a montré des résultats prometteurs
dans des modeles animaux, et une étude clinique est actuellement en cours (NCT04182763).
Une autre approche détaillée dans la partie revue de la littérature est 1’utilisation de petites
molécules que sont les pantazines (PZ-2891), qui vont aller activer PANKS3. Les études chez la
souris ont montré une efficacité sur la survie, la prise de poids, et I’activité locomotrice. Il n’y
a pas encore d’étude clinique. Enfin, un projet de thérapie génique, via un AAV de type 9, est
en cours dans I’équipe d’Hayflick. L’AAV, contenant ’ensemble du géne PANK2, a été

construit et en cours d’administration chez des souris.
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Dans le PLAN, des acides gras polyinsaturés auraient un effet bénéfique sur la peroxydation
lipidique, sur des fibroblastes de patients et sur un modéle drosophile (181). Une étude clinique
sur des enfants atteints de dystrophie neuroaxonale infantile est en cours aux Etats-Unis
(NCT03570931). La desipramine a été étudiée en 2019 aux Etats-Unis, pour ses propriétés
permettant de bloquer 1’accumulation des céramides (NCT03726996). L’étude a
malheureusement été interrompue prématurément du fait d’'un déménagement de I’investigateur
principal. Un projet de thérapie génique avec un AAV de type 9 est en cours chez des souris.
Les premiers résultats ont montré une augmentation de la survie et une prévention de
I’apparition des symptdbmes moteurs quand la thérapie est administrée au stade
présymptomatique. Enfin, des travaux précliniques sont menés sur la recherche de protéines
chaperonnes, qui viseraient a stabiliser la protéine PLA2G6 mutée. Le but actuel est d’identifier
ces protéines, via un screening de molécules.

Pour le BPAN, deux grandes stratégies sont en cours d’étude : 1’activation de I’autophagie et
I’inhibition du stress du réticulum endoplasmique. La rapamycine, qui augmente I’autophagie,
est actuellement a I’essai sur un modéle murin. De 1’acide tauro-urso-déoxycholique est etudié
sur des souris BPAN, par une équipe chinoise, pour son role d’inhibition du stress du réticulum
endoplasmique (81).

Dans le cadre de 1’acéruléoplasminémie, un essai d’administration intrapéritonéale de
céruléoplasmine sur des souris a permis de montrer une efficacité sur la coordination motrice,
et sur la restauration de 1’activité ferroxidase de la céruléoplasmine (182). Il n’y a pas encore

d’essais réalisés chez des patients.

5.6.3 Modification de I’homéostasie du fer

Enfin, il existe d’autres perspectives thérapeutiques, qui seront disponibles en pratique courante
dans des délais probablement plus lointains que les chélateurs du fer et I’artésunate. On peut
notamment citer les inhibiteurs des IRE. Pour rappel, I'hnoméostasie du fer est permise grace aux
protéines régulatrices du fer (IRP1 et IRP2), qui vont se lier aux éléments IRE, qui sont des
structures en boucle dans les régions 3” ou 5’-UTR d’ARN messagers cibles (ARNm de la
ferroportine, de transporteurs du fer, entre autres). Le fer peut se lier aux IRP (via des centres
fer-soufre ou via la protéine FBXL5), ce qui entraine la dissociation des IRP de I'IRE et la
modification de la traduction des transcrits cibles. Récemment, un motif IRE a été trouvé dans
la région 5’-UTR des transcrits de la protéine précurseur de l'amyloide (APP) et de l'a-
synucléine. Les niveaux d'a-synucléine, d'APP et de peptide B-amyloide ainsi que I'agrégation
des protéines peuvent donc étre régulés a la baisse par les IRE, et sont régulés a la hausse en

présence d'une accumulation de fer. Cette découverte a ouvert la recherche de médicaments
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inhibiteurs des IRE. Un screening extensif de milliers de molécules a mis en évidence plusieurs
molécules permettant de moduler spécifiquement la traduction de ’ARNm de I’ a-synucléine
et d’APP (183). Le but de cette étude était de trouver des traitements potentiels pour la maladie
de Parkinson et la maladie d’Alzheimer, et n’est donc pas ciblé sur 1’accumulation
intracérébrale de fer uniqguement. Un autre frein est la nécessité de passage de la barriere
hémato-encéphalique pour les molécules identifiees, et leur efficacité et bonne tolérance, qui
n’est pas encore démontrée. Cependant, on peut imaginer que 1I’administration d’inhibiteurs des
IRE ait un effet sur la régulation du métabolisme du fer a 1’échelle cellulaire chez les patients

atteints de NBIA, et permette une stabilisation clinique.
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5.7 Conclusion

Les NBIA sont un groupe de maladies hétérogénes, de par leur presentation clinique, les
localisations des dépots de fer a I’imagerie, et les causes génétiques sous-jacentes. 1l semble
néanmoins se dégager des voies physiopathologiques d’accumulation de fer communes au sein
de ce groupe de maladies. L’expertise de notre centre de référence dans la connaissance
des NBIA a travers le recrutement d’une des plus grandes cohortes frangaises nous permet
d’affiner le spectre phénotypique et génotypique propre & chaque sous-type de NBIA.
Cependant, le diagnostic moléculaire n’est pas établi pour une majorité de patients atteints de
NBIA aI’issue de la réalisation du panel 9 génes, et la question de la poursuite des explorations
génétiques se pose. Des exomes ont pu étre réalisés pour 4 patients analysés dans le laboratoire
bordelais, et des séquencages a trés haut débit (exome ou génome) vont étre réalisés pour un
plus grand nombre de patients prochainement, grace aux plateformes Auragen et SeqOIA.
L’analyse des exomes pour les 4 patients n’a pas permis de dégager de piste diagnostique,
cependant les données de la littérature montrent qu’il existe de nouvelles causes monogéniques
de NBIA, soutenant donc la nécessité de réaliser des séquencages a tres haut débit chez les
patients sans diagnostic a I’issue du panel. La diversité des tests fonctionnels développés
permettront trés certainement de caractériser précisément le réle des futurs genes identifies
comme responsables de NBIA. D’un point de vue thérapeutique, il existe de nombreuses pistes,
soit ciblées sur un sous-type de NBIA, soit sur I’ensemble des NBIA. A I’heure actuelle, il
n’existe pas de traitement curatif valide, mais nombre de ces pistes sont encore a des stades de
recherche précliniques, ou a des stades cliniques précoces. La difficulté, dans ce groupe de
maladies neurodégénératives rares, sera d’administrer les traitements au moment opportun, et
chez un nombre de patients suffisant afin de pouvoir prouver leur efficacité. L’effort de
recherche est international et coordonné, notamment via le réseau TIRCON (treat iron-related
childhood-onset neurodegeneration), avec une mise en commun des connaissances annuelle,
permettant de nourrir I’espoir d’un traitement dans un futur proche. Le défi des prochaines
années est donc double : a la fois diagnostique, afin de pouvoir fournir un diagnostic et
pronostic précis a chaque patient, et thérapeutique précoce, grace aux nouveaux traitements en

cours de développement.
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6 ANNEXES

6.1 Liste des genes par filtre GTEX

MTATP6P1 CBLN3 GDI1 ALDOA FTH1
CKB APOE RPL5 ENO1 PLP1
SNAP25 CALM3 RPL21 LENGS8 FBXL16
LINC00599 ATP5B ACAP3 VAMP2 RPS27
ACTB EIF4A2 ATP6VOC PKM CTXN1
RPL13A CBLN1 ACTG1 RPL19 CST3
GAPDH STMN2 NDRG4 HNRNPA2B1 ITM2C
ENO2 CPE PDIA2 TSPYL2 ATP1A2
CLU TMEMS59L GFAP PKD1 NCDN
PEBP1 EEF1A1 HSP90AAl S100B RPLP1
FTL RPS25 ATP1B2 COX8A GNG7
RPS11 PTMS RPS16 ATN1 COX6A1
CALM2 RPL17 MT3 TLE2 SYNDIGI1L
ALDOC PHYHIP PRDX5 LDHB SLC1A2
EEF2 ATP6V1G2 CADM3 PAGR1 MBP
CALM1 SNCB NPDC1 PEA15 TSPAN7
EEF1A2 HSPA8 TMEM178A MTATP6P1 NDUFS5
TUBB4A PVALB CPLX2 NRGN YWHAE
RPL9 EEF1G SLC17A7 PPP1R1B UCHL1
RPS18 RPL10 RPS3A TMSB10 PCSKIN
RPL3 NDRG2 SLC22A17 SPARCL1 RPL35
PSAP RPL24 RPS13 HPCA PLEKHB1
MTND2P28 PRDX2 TUBA1A PCP4 FAM107A
PTGDS OAZ1 GABRD TMSB4X BEX3
HSP90AB1 PRRT2 DDX17 RPS2 RPLP2
AES CAl11 CHGB SPARC RPSA
SNRNP70 RPL8 RPL4 FKBP8 BSG
RPS12 RPS27A SEPT4 RPL34 RPS6
BEX1 BCAS1 MTURN APOD B2M
KIF5A MRFAP1 NNAT PAQRG HBB
GLUL RHOB PFDN5 CRYAB MARCKSL1
SELENOW RPS7 FAM127A TP53INP2 MOBP
HTRAL SERINC1 RPL7A SPP1 QDPR
DKK3 HLA-B APP MT2A PRDX1
SCD RPS28 NDUFA1 TF CSRP1
RPL38

Tableau 25 : ensemble des genes les plus exprimés dans les putamen, la substance noire, les noyaux caudés, le nucleus

accumbens et le cervelet, grace a la base de données GTEX
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Neurodégénérescences avec accumulation intracérébrale de fer : état des lieux, perspectives
diagnostiques et thérapeutiques

Résumeé : Les neurodégénérescences avec accumulation intracérébrale de fer, ou NBIA, sont un groupe
de maladies rares, dont le point commun est une accumulation cérébrale de fer dans les noyaux gris
centraux, principalement dans les globi pallidi et la substance noire, associée a des troubles
neurologiques variés. La prévalence est ultra-rare, avec des présentations cliniques hétérogénes dans
I’age de début et 1’évolution. Il existe actuellement 15 génes responsables de NBIA. Le laboratoire de
biologie moléculaire du CHU de Bordeaux réalise depuis 2014 le séquencage de 9 de ces génes, et a
permis d’établir un diagnostic moléculaire chez 63 patients, permettant donc d’affiner et de compléter
les phénotypes associés a chaque géne décrits dans la littérature. Cependant, 169 patients restent sans
diagnostic moléculaire a I’issue de ce séquengage. Il ressort de I’analyse de ces données que la principale
différence porte sur I’age de début de la maladie, avec un age nettement plus tardif pour les patients sans
diagnostic a I’issue du panel. Nous avons réalisé un séquencage d’exome en trio pour 4 de ces patients.
L’analyse de ces exomes n’a pas permis de dégager de piste diagnostique ; cependant, le séquencage
d’exome présente de nombreuses limites, et une analyse non concluante a ce jour n’exclut pas la
possibilité de réaliser dans le futur un diagnostic moléculaire pour ces patients. Enfin, la prise en charge
des NBIA reste pour l’instant exclusivement symptomatique. Il existe de nombreuses pistes
thérapeutiques actuellement en cours d’essai et de validation, une des plus sérieuses étant représentée
par la chélation conservatrice du fer administrée a un stade précoce de la maladie, permettant de nourrir
I’espoir d’un traitement dans un futur proche.

Mots clés : Neurodégénérescence avec accumulation intracérébrale de fer (NBIA), fer, noyaux gris
centraux, séquencage a tres haut débit, chélation conservatrice du fer

Neurodegeneration with brain iron accumulation: review of the literature, diagnostic and
therapeutic perspectives

Abstract : Neurodegeneration with brain iron accumulation, or NBIA, is a group of rare diseases, which
have in common a cerebral accumulation of iron in the basal ganglia, mainly in the globi pallidi and
substantia nigra, associated with various neurological symptoms. The prevalence is ultra-rare, with
heterogeneous clinical presentations in age of onset and evolution. There are currently 15 genes
responsible for NBIA. The laboratory of molecular biology of Bordeaux University Hospital has been
sequencing 9 of these genes since 2014 and has made it possible to make a diagnosis in 63 patients, thus
refining and completing the phenotypes associated with each gene described in the literature. However,
169 patients remain without a molecular diagnosis after this sequencing. The analysis of the data of
these patients shows that the main difference is the age of onset of the disease, with a significantly later
age for patients without a diagnosis at the end of the panel. We performed trio exome sequencing for 4
of these patients. The analysis of these exomes did not identify a single-gene diagnostic; however,
exome sequencing has many limitations, and does not exclude the possibility of performing a molecular
diagnosis for these patients in the future. Finally, the management of NBIA remains symptomatic. There
are many treatments currently being tested and validated, one of the most serious being conservative
iron chelation, delivered at early stages of the disease, which gives hope of a treatment in the near future
for these patients.

Keywords: Neurodegeneration with brain iron accumulation (NBIA), iron, basal ganglia, very high
throughput sequencing, conservative iron chelation

Discipline : Génétique médicale
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