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Introduction

Cette these porte sur I’étude d’une dysplasie épiphysaire multiple familiale et
I’identification d’un nouveau variant ¢.773G>A (Val245Met) sur I’exon 2 du géne MATN3.
Une premicre introduction sera consacrée a la description des maladies osseuses
constitutionnelles, en abordant la physiopathologie osseuse, les différentes maladies osseuses
connues et leur classification puis les dysplasies épiphysaires. Une seconde introduction
s’intéressera a la description de la dysplasie familiale, en particulier du cas index et de ses
apparentés. La méthodologie sera ensuite décrite avec, en particulier, les différentes techniques
de séquencage utilisées. L’ensemble des résultats obtenus sur le variant ¢.773G>A (Val245Met)
seront ensuite présentés. Enfin, sera proposé une discussion vis-a-vis de ce travail et de ses

perspectives.
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Maladies Osseuses Constitutionnelles

Les maladies osseuses constitutionnelles sont liées a des anomalies génétiques du
développement ostéo-articulaire. Il s’agit d’un ensemble de maladies rares, dont les dysplasies
épiphysaires multiples. Les maladies osseuses constitutionnelles sont responsables de tableaux
cliniques hétérogénes pouvant se manifester sur une période de temps variable s’étendant du
développement feetal a 1’age adulte. La compréhension de ces maladies est importante pour le
rhumatologue pédiatre et adulte qui peut étre confronté a ces diagnostics. Elle se base sur la
physiopathologie du développement ostéo-articulaire, mais aussi sur la présentation clinique,

radiologique, et génétique.

Chapitre 1 : Physiopathologie osseuse

Un rappel du développement et de la composition du systéme ostéo-articulaire est
nécessaire pour comprendre les maladies osseuses constitutionnelles. Le systéme ostéo-
articulaire posséde plusieurs fonctions importantes, avec un role protecteur vis-a-vis des
organes vitaux, un réle métabolique maintenant un équilibre phosphocalcique, un role
hématopoiétique soutenant la production de I’ensemble des cellules sanguines, ainsi qu’un role
biomécanique permettant d’assurer I’ensemble des fonctions locomotrices et de résister aux

différentes contraintes (Nordin and Frankel, 2001).
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1.1 Développement ostéo-articulaire

Le tissu ostéo articulaire est issu du mésoderme. On distingue d’une part le développement
du tissu cartilagineux et d’autre part le développement du tissu osseux (Me, 1975). Le tissu
cartilagineux se développe a partir de la 5°™ semaine de développement in utero, sous la forme
de cartilage immature proche du cartilage hyalin. La croissance cartilagineuse peut se faire de
deux manieres et on distingue la croissance appositionnelle ou périchondrale, de la croissance
interstitielle. La croissance appositionnelle ou périchondrale est principalement observée
pendant le développement feetal et permet la croissance en largeur des os longs, et se définit par
une prolifération des chondroblastes puis une différentiation en chondrocytes (Stagi et al.,
2016). La croissance interstitielle se réalise pendant le développement feetal mais également
dans I’enfance et I’adolescence au niveau du cartilage de conjugaison et permet par des mitoses
successives de groupes isogoniques de chondrocytes, la croissance axiale du cartilage et des os
longs. Le tissu osseux se développe dés la 7°™ semaine. L’ossification peut se réaliser soit de
maniére directe a partir du mésenchyme (pour les os plats et le tissu osseux périchondral) soit
de maniere indirecte endochondrale a partir d’une matrice cartilagineuse hyaline immature

(cartilage de croissance) en particulier pour les os longs spongieux ou médullaires (Me, 1975)

(Figure 1).
Cartilage élastique
Tissu cartillagineux Cartillage Hyalin Fibrocartilage
! Cartillage de croissance Cartilage hyalin

Endochondral Os endochondral Os spongieux

Chondral (ossification medullaire

indirecte)
Tissu osseux —— Périchondral Os cortical

— Os de membrane
(ossification directe)

Mesenchymateux
Os plat

Figure 1 Développement du tissu osseux et du tissu cartilagineux
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Le développement du tissu osseux peut artificiellement se diviser en trois phases : avec une
ossification primaire, une ossification secondaire et une ossification tertiaire.

o Lossification primaire s’établit a partir d’un modele cartilagineux. Elle comprend deux
¢tapes, avec une hypertrophie et une dégénérescence des chondrocytes suivies d’une
invasion par des vaisseaux sanguins et des cellules du tissu osseux.

o L’ossification secondaire se définit par le remplacement progressif du tissu osseux
fibreux, ou réticulaire, en tissu osseux lamellaire.

o L’ossification tertiaire correspond a la transformation du cartilage de conjugaison en

tissu osseux lors de la croissance des os longs (Pastoureau, 1990).

Le développement ostéoarticulaire se fait par 'intermédiaire de différentes voies de
signalisation telles que Wnt/f3 cathenin, Foxp, Runx, et Shox (Maeda et al., 2013) ainsi que
par différents facteurs de croissance dont le FGF, la PTHrp et le GH et I'IGF-1

(Kozhemyakina et al., 2015; Wu et al., 2016).

1.2 Tissu osseux

D’un point de vue anatomique, on distingue les os plats, les os courts et les os longs.
Les os longs, peuvent étre divisés en plusieurs régions que sont 1’épiphyse, la métaphyse et la

diaphyse (Figure 2).

Epiphyse
+— Os spongieux
Y\
Metaphyse Plaque de croissance
<«—— Os cortical
Diaphyse

Os medullaire

Figure 2 Anatomie et composition d'un os long
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D’un point de vue histologique, il existe deux types de tissus osseux :

o L’os réticulaire est caractérisé par 1I’absence d’orientation ainsi qu’un faible niveau de
calcification et de résistance mécanique. On le retrouve au cours du développement
osseux chez I’enfant, mais également chez I’adulte, en regard des zones d’insertion

tendineuses ou dentaires et au cours du remodelage osseux apres fracture.

o L’os lamellaire est formé¢ de lamelles superposées, avec des fibres de collagéne
organisées de maniere parallele, séparées par des rangées d’ostéocytes. On y distingue
le tissu osseux compact haversien et le tissu osseux spongieux. Le tissu haversien est
compos¢ d’unités fonctionnelles correspondant aux ostéons, centrées par un canal de
Havers permettant la vascularisation et 1’innervation du tissu osseux, et entourées de
systémes circonférentiels internes et externes de canaux de Wolkamn les reliant & une
cavité médullaire centrale (Figure 3). Le tissu osseux spongieux est formé par un réseau
trabéculaire composé de la moelle osseuse hématopoiétique que I’on retrouve au niveau

des os plats mais également en regard de I’épiphyse des os longs (Iwaniec et al., 2008).

Compact bone Spongy bone
Medullary cavity\ Periosteum
O [ ]

Concentric lamellae

Osteon

Circumferential % Lymphatic vessel

lamellae \ Nerve
Periosteal artery. .

3 Blood vessels
Periosteal vein q -/_ Trabeculae
Periosteum: | 174

A\
Quter fibrous layer— P
Inner osteogenic layer—— _
Interstitial lamellae — N

Perforating canal

Lymphatic vessel
Nerve

Compact bone

Figure 3 Histologie et organisation d'un os long
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D’un point de vue cellulaire et moléculaire, I’os se compose a 15 % de cellules et a 85
% de matrice extracellulaire. Parmi les cellules osseuses, on distingue les cellules participant
soit a I’ostéoformation (ostéoblastes, ostéocytes), ainsi que celles participant a 1’ ostéorésorption
(ostéoclastes)et les cellules bordantes (Le et al., 2017) . La matrice extracellulaire peut étre
organique ou minérale. La matrice organique est composée de collagéne de type 1 ainsi que de
différentes glycoprotéines et phosphoprotéines telles que 1’ostéonectine, 1I’ostéocalcine et les
protéoglycanes. La matrice minérale est constituée de cristaux d’hydroxyapatite composés de

calcium et de phosphore, ayant un renouvellement continu et dynamique.

1.3 Tissu cartilagineux

Le cartilage est composé de cellules différenciées, les chondrocytes, ayant un important
role de synthése, ainsi que d’une matrice extracellulaire dont la composition permet de
distinguer trois types de cartilage chez I’adulte. Contrairement au tissu osseux, le tissu
cartilagineux n’est ni vascularisé, ni innervé, il est également peu dynamique avec un taux de

renouvellement trés faible (Martel-Pelletier et al., 2016) (Figure 4).

Articular surface
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L @ 0 0 0 0 0 0 o

@
Trabecular bone : zone

30 (<] (<] (<]}
i ® ® O ®
Fibrous & ® ® Middle
) layer fe ® 6° Voo Y zone
Articular o ® o0 0 ®0 0 o
capsule | Synovial ' ® ® 0 06 0 & o
membrane i ® ® o® 0 o,
' ) 2 ° o ® ® © & |nterterritorial
Joint cavity Qe S ® @ ‘@ . region Deep zone
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synovial fluid) ® ® ® @ Pericellular
: . ® @ S e 9 matrix
Articular cartilage I ) Tidemark
© ! i
Subchondral plate 90,.,0 A LT ) Salcificd
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—F Subchondral bone
— Subchondral bone marrow

Figure 4 Anatomie et histologie du cartilage articulaire a partir de (Martel-Pelletier et al., 2016)
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Il existe trois types de cartilage : le cartilage hyalin, le fibrocartilage et le cartilage élastique.

o Le cartilage hyalin est le plus répandu dans 1’organisme. Il est localisé au niveau des
articulations mobiles, de la trachée et des bronches souches, et est composé de 80 a 90
% de collagene de type II, mais également de collagéne de type 9 et 11, s’organisant en
microfibrilles. Le cartilage est également composé de glycosaminoglycanes (GAG)
formant des protéoglycanes sulfatés, principalement représentés par les aggrécanes. Les
molécules d’aggrécane s’assemblent avec des molécules d’acides hyaluronique,
permettant de former un maillage avec une importante capacité de rétention hydrique.
On retrouve enfin d’autres protéines telles que COMP (Cartilage Oligometric Matrix
Protein), les intégrines et la fibronectine impliquées dans 1’adhérence et la

communication cellulaire (Chen et al., 2006) ( Figure 5)

Link protein

Aggrecan %9
”"—"——Hyaluronan
S % X{X Fibronectin

Biglycan

Decorin
Type IX collagen

Type Il collagen /

Fibromodulin

Figure 5 Composition moléculaire de la matrice extra cellulaire du cartilage
a partir de (Chen et al., 20006)

o Le cartilage fibreux ou fibrocartilage se retrouve au niveau des ménisques, des disques
intervertébraux et de certaines insertions tendineuses comme le tendon calcanéen. Il est

principalement composé de collagene de type 1.
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o Enfin le cartilage élastique, localisé au niveau des os propres du nez, de 1’oreille externe
et de I’épiglotte, est caractérisé par la présence de chondrocytes en abondance et de
fibres ¢lastiques. Lors du développement, le cartilage immature se compose
principalement de chondroblastes et a une composition extracellulaire similaire au
cartilage hyalin a I’exception d’une composition en collagéne de type 9 plus abondante

(Tew et al., 2001).

Chapitre 2 : Maladies osseuses constitutionnelles

Les maladies osseuses constitutionnelles sont liées a des anomalies ostéo-articulaires,
secondaires a une mutation génétique, conduisant principalement a un retard statural, des

déformations et des douleurs articulaires.

2.1 Epidémiologie

La prévalence des maladies osseuses constitutionnelles est d’environ 1/5000 (Orioli et al.,
1986), avec une incidence en augmentation liée a ’amélioration des techniques diagnostiques.
On considere que les maladies osseuses constitutionnelles représentent 5% des anomalies
congénitales (Krakow, 2015) mais également 20% des retards staturo-pondéraux idiopathiques
(Flechtner et al., 2014). 11 existe a ce jour plus de 460 maladies osseuses constitutionnelles
différentes. Les maladies osseuses constitutionnelles les plus fréquentes sont 1’achondroplasie,

I’ostéogénese imparfaite et les maladies des exostoses multiples.
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2.2 Typologie des maladies osseuses constitutionnelles

La présentation clinique des maladies osseuses constitutionnelles est extrémement
hétérogene, a la fois par la symptomatologie, la sévérité, mais également par I’age de diagnostic
qui peut varier du développement embryonnaire a I’age adulte. On retrouve fréquemment un
retard statural (souvent inférieur a 2 DS), des déformations de membres et des douleurs
articulaires. On peut également constater des anomalies de longueur de membres, telles que la
rhizomélie, la mésomélie ou la micromélie, ainsi que des tableaux d’arthrose précoce, des
anomalies densitométriques ou des fractures de fragilité¢ (Krakow and Rimoin, 2010). Sur le
plan radiologique, ’atteinte peut étre épiphysaire, métaphysaire ou diaphysaire, et elle peut

¢galement, dans certains cas, toucher les vertebres (platyspondylie) (Figure 6)

epiphsyeal metaphyseal diaphyseal
normal

abnormality abnormality abnormality
secondary @m secondary secondary
epiphysis epiphysis epiphysis

metaphysis

metaphysis metaphysis

metaphysis

N3
O
‘}:b

o

normal spondylo-
spondylo- abnormality

process
Vertebrae lamin.

Figure 6 Représentation des atteintes radiographiques des maladies
osseuses constitutionnelles (Krakow and Rimoin, 2010)

Le diagnostic se pose sur des critéres cliniques et radiographiques, et est confirmé par la
génétique, qui est a ce jour la méthode de référence pour le diagnostic positif des maladies

osseuses constitutionnelles (Nikkel, 2017).
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2.3 Classification

La classification internationale des maladies osseuses constitutionnelles est moléculaire
repose principalement sur les mutations génétiques. A ce jour, on dénombre 461 maladies
classées dans 42 groupes différents. On identifie également 437 variants pathogéniques

impliquant différents génes représentant 92 % des maladies osseuses constitutionnelles

(Mortier et al., 2019) (Table 1)

Dysplasie spondylo metaphyso- épiphysaire
Maladie de Kniest
Syndrome de Stickler type 1

FGFR3 Dysplasie thanatophore FGF3
Achondroplasie
Hypochondroplasie

Collagéne de Type 2 Dysplasie Spondylo-€piphysaire congénitale COL2A1

Collagéne de type 11

Syndrome de Stickler type 2-3
Syndrome de Marshall
Dysplasie oto-spondylo-méga-épiphysaire

COL11A1 COL11A2

Aggrecan Syndrome de Kimberley ACAN
Ostéochondrite dissécante familiale

TRPV4 » Dysplasie Métatropique TRPV4

Ciliopathies » Short-rib syndrome IFT

Dysplasie épiphysaire multiple

* Pseudoachondroplasie
» Dysplasie épiphysaire mulitple

COMP, COL9A1 COL9A2 COL9A3,
MATN3

Dysplasie métaphysaire

» Dysplasie de Schmid
» Dysplasie de Jansen

COL10A1, PTHR1

Dysplaise acromélique

Dysplasie trichorhinophalangienne

ADAMTS, SHOX, WNT

Chondrodysplasie punctata Chondrodysplasie liée a I'X ARSE
Ostéopétrose Osteopétrose CLCN7
Ostéogénése imparfaite Osteogénese imparfait type 1 a 4 COL1A1
Anomalie de minéralisation Hypophosphatasie familiale ALPL
Anomalie d’organisation squelettique Maladie des exostoses multiples EXT
Syndrome de McCune -Albright GNAS
Dysostose Syndrome de Miller DHODH

Table 1 Classification simplifiée des maladies osseuses constitutionnelles a partir de (Mortier et al., 2019)

L’age de début des symptomes peut également aider au diagnostic. En effet, selon le type
d’atteinte et la sévérité, les maladies osseuses constitutionnelles peuvent se manifester en
anténatal, ou dans la petite enfance (avant I’age de deux ans), dans I’enfance voire a

I’adolescence et au début de I’age adulte. (Laredo et al., 2013) (Figure 7).

26



Dysplasie

spondylo-épiphysaire
Syndrome de Kniest
Syndrome de Stickler . ) ) )
Achondroplasie Hypochond[omasie - v DyspIaSIe p0|y éplphysalre
Short-rib syndrome < > < >
< > Ostéopétrose
Ostéogénese imparfaite _ P o

) in utero ) petite enfance ) enfance ) adolescence ) age adulte )

Figure 7 Age d'apparition des maladies osseuses constitutionnelles

La classification des maladies osseuses constitutionnelles peut également s’appuyer sur des
critéres cliniques et radiographiques pouvant aider au diagnostic. Cette classification peut se
baser sur les différents types d’atteintes radiographiques comme par exemple [ atteinte

vertébrale (platyspondylie), I’atteinte du crane, les atteintes métaphysaire et épiphysaire (Panda,

2014) (Figure 8).
Suspicion de maladie osseuse
constitutionelle
“ -
Fracture osseuses Douleur articulaire
Clinique Syndrome fissuraire Retard statural A(;":z:h pré(;:g'ce
Anomalie densitométriie S ondrite
. /
v A
Radiographie Atteinte Diaphysaire Atteinte métaphysaire Platyspondylie Atteinte épiphysaire
[ Tissu osseux ] [ Developpement - facteur de croissance ] [ Tissu cartilagineux ]
MATN3
Génétique COL1A, CLCN7, ALPL FGFR3, SFRP4, cilliopathies COL2A ACAN | COLSA
COL11A COMP
Osteogenése Imparfaire Achondroplasie Dysplasie -
Diagnositc Ostéopétrose Hypochondroplasie spondylo-epiphysaire Dysplasie
d Hypophosphatasie Short Rib syndrom Pseudoachondroplasie P°'Y‘°'PhY”"_'
congénitale Dysplasie métaphysaire Syndrome de Kniest Aggrécanopathies
 /

Figure 8 Proposition de classification clinique, radiologique et génétique
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2.4 Exemple de maladies osseuses constitutionnelles

Il existe plus de 460 maladies osseuses constitutionnelles, ici sont présentées quelques
atteintes typiques a titre d’exemple, qui sont 1’achondroplasie, les dysplasies associées au
collagéne de type 2 comme le syndrome de Kniest, et I’ostéogénese imparfaite (Laredo et al.,

2013). Les dysplasies épiphysaires multiples seront abordées en détail dans le chapitre 3.

o _Achondroplasie

Il s’agit de la plus fréquente des maladies osseuses constitutionnelles. Elle est secondaire a une
mutation de FGFR 3 sur le chromosome 16 de forme autosomique dominante. Le diagnostic
est anténatal. On retrouve un retard statural important avec une rhizomélie marquée, une
hyperclareté métaphysaire prédominante en regard des métaphyses fémorales et humérales
supérieures ainsi que des épiphyses €épaissies avec un aspect en Erlenmeyer des extrémités. De
plus, les coOtes sont raccourcies. La complication principale de 1’achondroplasie est
I’hydrocéphalie secondaire a une anomalie de la charniére occipitale, posant I’indication a un
contrdle régulier par IRM dans la petite enfance (Campeau and Schlesinger, 2000; Pauli, 2019)

(Figure 9).

Figure 9 Radiographie d'un patient atteint d'achondroplasie (Campeau and
Schlesinger, 2000)
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o Dysplasie spondylo-épiphysaire - Maladie de Kniest

Ces maladies osseuses constitutionnelles sont associées a des mutations de COL2A, geéne
localisé sur le chromosome 12 et codant pour le collagéne de type 2. La transmission est
autosomique dominante. Elle se manifestent principalement par une platyspondylie, une
atteinte épiphysaire sévere et une atteinte métaphysaire variable selon la sévérité du tableau

clinique (Campeau and Schlesinger, 2000; Laredo et al., 2013) (Figure 10).

Figure 10 Radiographie d’un patient atteint de dysplasie spondylo épiphysaire (Campeau and Schlesinger,
2000)

o Ostéogéneése imparfaite, maladie de Lobstein

Il s’agit d’un groupe de maladies osseuses principalement liées a des mutations de COL1A,
codant pour le collagéne de type 1 sur le chromosome 17. La transmission est autosomique
dominante. On distingue plusieurs formes d’ostéogénese imparfaite, selon la sévérité¢ de la
présentation et 1’dge d’apparition des premiers symptdmes. On observe principalement des
fractures de fragilité pouvant survenir spontanément et in utéro dans les formes séveres. Les
ostéogéneses imparfaites peuvent étre associées a des scléres bleutées, un retard statural et a

des anomalies de dentinogénese (van Dijk et al., 2011; Tauer et al., 2019) (Figure 11).
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Figure 11 Radiographie d'un patient atteint d'ostéogéneése imparfaite (Tauer et al., 2019)

2.5 Conduite a tenir devant une maladie osseuse constitutionnelle

Il existe plusieurs moyens d’explorer une maladie osseuse constitutionnelle. In utéro,
I’examen de référence est I’échographie. A partir de la naissance, c’est la radiographie standard
qui est le complément indispensable de I’examen clinique (Offiah and Hall, 2003). En période
néonatale, il est conseillé de réaliser un hémi-squelette appendiculaire de face, un thorax de
face et un rachis en totalité de face et de profil. Durant I’enfance, I’adolescence et 1’age adulte,
les recommandations sont variables et ont été actualisées en 2015 a partir des données de la

littérature (Panuel et al., 2019; Watson et al., 2015). (Table 2)

Il est important de rappeler qu’un bilan radiologique incomplet limite le diagnostic dans
50% des cas (Nemec et al., 2012). Les recommandations francaises des sociétés de radiologie
et de pédiatrie insistent sur I’importance de la radioprotection des organes génitaux chez

I’enfant et de I’intérét de réaliser les clichés du rachis en EOS (Panuel et al., 2019).
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Bilan radiographie maladie osseuse constitutionnelle

Bilan radiographique * Thorax Face

de base Rachis lombaire + bassin Face

Rachis (thoraco) lombaire Profil

Membre supérieur gauche Face (AP)

Coude gauche Profil

si age > 8 ans ou suspicion luxation

Main gauche Face (PA)

» Genou gauche Face dans tous les cas + Profil si &ge > 3 ans

Radiographies complémentaires « Crane Face et Profil selon tableau clinique
+ Si anomalies asymétriques, exploration bilatérale
« Si autres anomalies focales suspectées, clichés dédiés

Table 2 Recommandations explorations radiographies a réaliser devant une suspicion de
maladie osseuse constitutionnelles (Panuel et al., 2019)

Chapitre 3 : Dysplasie épiphysaire

Les dysplasies épiphysaires multiples, ou dysplasies poly-épiphysaires, sont un sous-groupe
de maladies osseuses constitutionnelles et sont caractérisées par une atteinte des épiphyses
pouvant conduire a des douleurs articulaires et un tableau d’arthrose précoce. Elles sont
importantes a connaitre parce qu’elles ne peuvent se révéler qu’a partir de 1’age adulte, et de ce

fait, le rhumatologue peut y étre confronté dans sa pratique.

3.1 Classification

Les dysplasies épiphysaires ont été décrites pour la premiere fois par Fairbank au milieu du
XXeme siecle (Fairbank, 1947). Il n’existe pas de mesure précise de la prévalence des
dysplasies épiphysaires, toutefois, celle-ci est estimée entre 1:10 000 et 1:20 000 (Briggs and
Chapman, 2002; Unger et al., 2008). Les dysplasies épiphysaires multiples sont associées a 5
mutations de génes codants différents composants de la matrice extracellulaire du cartilage. On
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retrouve parmi ces genes, COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein) sur le chromosome 19,
COL9A1, COL9A2, COL9A3 sur le chromosome 13 codant pour le collagene de type 9, ainsi
que MAT N3 sur le chromosome 2 codant pour la matriline (Chapman et al., 2003). La
transmission est autosomique dominante. Il est important de préciser que dans de nombreux cas
de dysplasies épiphysaires multiples le géne muté responsable n’a pas encore été identifié.
Dans les formes avec documentation génétique, on retrouve une association 8 COMP dans 66
% des cas, a MATN3 dans 24 % des cas et a COL9 dans 10 % des cas (Jackson et al., 2012).
Enfin les dysplasies épiphysaires multiples sont référencées dans la classification internationale
des maladies osseuses constitutionnelles. Celle-ci rassemble les dysplasies épiphysaires
multiples avec la pseudo achondroplasie et le syndrome de Stickler 1ié au collagene 9 dans sa

forme récessive (Mortier et al., 2019) (Table 3).

10. Multiple epiphyseal dysplasia and
pseudoachondroplasia group

Pseudoachondroplasia (PSACH) AD COMP 177170 750

Multiple epiphyseal dysplasia (MED) AD COMP 132400 93308 Not all MED (-like) cases seem to
AD COL9A2 600204 166002 have mutations in these genes
AD COL9A3 600969 166002
AD MATN3 607078 93311
AD COL9A1 614135 166002

Stickler syndrome, recessive type AR COL9A1 614134 250984 See also groups 2 and 3
AR COL9A2 614284
AR COL9A3 120270

Table 3 Classification des dysplasies épiphysaires au sein des maladies osseuses constitutionnelles (Mortier et al., 2019)

Le diagnostic est généralement fait dans I’enfance ou 1’adolescence, mais parfois peut étre
posé a I’age adulte. (Anthony et al., 2015). A noter qu’il n’est pas possible de réaliser de
diagnostic anténatal dans la mesure ou les enfants présentent jusqu’a I’age de 2 ans une courbe
de croissance normale, sans disproportion. Il existe encore de nombreux cas de dysplasies
épiphysaires multiples sans mutation identifiable, suggérant qu’il persiste des étiologies

génétiques additives (Jakkula et al., 2005).
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3.2 Présentation clinique

La présentation clinique des dysplasies épiphysaires multiples est hétérogeéne, les
symptomes principaux sont des douleurs articulaires chroniques d’horaire principalement
mécanique. On peut observer également chez le grand enfant et adolescent des ostéonécroses
bilatérales de la téte fémorale (Guille et al., 2002; Unger et al., 2008). On retrouve un retard
statural variable avec un aplatissement de la courbe de croissance a partir de I’age de 5-6 ans,
pour une taille adulte moyenne d’environ 150 cm. Ce retard statural peut s’associer a un
raccourcissement des membres prédominant en distalité aux niveaux des mains et des pieds. Il
existe toutefois plusieurs exemples de dysplasies épiphysaires multiples avec une stature
normale (Haga et al., 1998). Enfin, les dysplasies épiphysaires multiples peuvent conduire a
une arthrose précoce sévere, bilatérale, touchant les genoux, les hanches, les épaules, les doigts,

et les avants pieds.

3.3 Présentation radiologiques

Les atteintes épiphysaires sont symétriques avec un retard d’apparition des noyaux
d’ossification durant la croissance, et des épiphyses a 1’age adulte aplaties, irréguliéres et
fragmentées. On retrouve fréquemment une hypoplasie et une dysplasie des tétes fémorales
avec aspect en coxa vara et une perte de sphéricité (Campeau and Schlesinger, 2000; Guille et
al., 2002; Ingram, 1992). On peut également observer des anomalies au niveau du fémur distal
et du tibia proximal avec une hypoplasie et des contours irréguliers aux niveaux des condyles
avec un aspect en genu varum. Enfin, on peut retrouver une atteinte du tibia distal, du dome
talus et de la téte humérale. La brachydactylie est fréquente et peut étre associée a des
déformations épiphysaires (Laredo et al., 2013; Unger et al., 2008). Les atteintes vertébrales
sont minimes, avec une irrégularité et un aspect feuilleté des plateaux vertébraux associés a de
nodules de Schmorl (Jakkula et al., 2005).
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Figure 12 Radiographie de main a différents dges d'un patient atteint de dysplasie poly épiphysaire
(Unger et al., 2008)

3.3 Présentation génétique et spécificités des dysplasies épiphysaires

La confirmation diagnostique de dysplasie épiphysaire multiple est génétique et se fait par

une méthode de séquengage haut débit : Next Generation Sequencing (NGS).

Il existe certaines spécificités cliniques et radiologiques en fonction des types de mutations
(Unger et al., 2001). Les dysplasies épiphysaires multiples associées a COMP peuvent présenter
une myopathie proximale, des tétes fémorales arrondies, une bradydactylie marquée, une
atteinte acétabulaire fréquente avec des métaphyses ¢élargies (Briggs et al., 1995; Lachman et
al., 2005). Les dysplasies associées a MATN3 présentent également une atteinte principalement
fémorale mais 1’atteinte acétabulaire et la bradydactylie est moins habituelle (Chapman et al.,
2001; Makitie et al., 2004). Enfin, les dysplasies associées a COL9A présentent des atteintes
plus marquées au niveau des genoux avec une épargne fémorale relative (Czarny-Ratajczak et

al., 2001) (Table 4)
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Gene Transmission Fréquence Caractéristiques cliniques Caractéristiques radiologiques

COMP AD 66 % * Bradydactylie * Main/poignet : os carpiens irréguliers et déchiquetés, ossification
* Mpyopathie proximale, retardée des os carpiens, petites épiphyses radiales et/ou ulnaires.
» Laxité articulaire * Fémur proximal : petite épiphyse ronde, métaphyse élargie.

¢ Acétabulum : toit irrégulier et peu profond.

* Genou : épiphyse raccourcie et fragmentée, rotule petite et mince,
évasement métaphysaire.

* Colonne vertébrale : 1égeres irrégularités de la plaque terminale.

* Pied/cheville : épiphyse tibiale irréguli¢re et plate ; os du tarse
irréguliers et déchiquetés.

MATN3 AD 24% * Genu varum/valgum * Main/poignet : retard de I'dge de l'os carpien, taille et contours
 Taille normale normaux du carpe ; petites épiphyses radiales et/ou cubitales.

¢ Fémur proximal : petite épiphyse ronde : métaphyse élargie.

* Acétabulum : toit irrégulier et sclérosé.

* Genou : stries verticales métaphysaires : évasement métaphysaire ;
rotule petite et mince.

¢ Colonne vertébrale : légeres irrégularités de la plaque terminale.

* Pied/cheville : hypoplasie épiphysaire du tibia distal ; stries
verticales métaphysaires

COLYA AD 10 % » Laxité articulaire * Main/poignet : ge normal de 'os carpien.
* Fémur proximal : petite épiphyse aplatie.
* Acétabulum : Iégeres modifications.
* Genou : rotule a double contours
« Colonne vertébrale : scoliose légere.
* Pied/cheville : pied bot

Table 4 Spécificités génétiques des dysplasies poly épiphysaires (Anthony et al., 2015)
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Etude Familiale

Ce travail de these porte sur I’identification d’une dysplasie épiphysaire multiple, a
partir de 1’étude d’une famille avec un cas index et 23 apparenté en 2018. Pour ce travail,
I’ensemble des individus ont été vu dans un premier temps en consultation avec un examen
clinique, biologique et radiologique standardisé, permettant une description exhaustive et

précise des différentes atteintes et la réalisation d’un arbre généalogique.

Chapitre 1 : Cas Index

1.1 Histoire de la Maladie

11 s’agit d’une patiente agée de 60 ans aux antécédents d’hépatite B et de prothése de genou
bilatérale, originaire du Sénégal (ethnie Halpupulaaren / Peul). Elle a consulté initialement pour
des douleurs articulaires diffuses évoluant depuis 1’age de 20 ans. Ces douleurs avaient
initialement débuté aux genoux, puis s’étaient étendues aux chevilles, coudes, poignets, pieds
et mains, d’horaire mixte a prédominance inflammatoire. Un diagnostic initial de polyarthrite
rhumatoide séronégative avait été pos¢ en 1999. Des traitements successifs par anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), colchicine, corticoides, méthotrexate et biothérapies
(anti-TNF, anti-IL1, anti-IL6) ont été¢ administrés sans efficacité. Le facteur rhumatoide (FR)
et les anticorps anti-CCP et anti-nucléaires étaient négatifs. Il n’y avait pas de syndrome
inflammatoire biologique, ni d’anomalie du bilan phosphocalcique ou de la ferritine. Un bilan
infectieux a été réalis¢ ¢éliminant une tuberculose articulaire, une maladie de Lyme et une
maladie de Whipple. Plusieurs diagnostics ont également été proposé€s, en particulier ceux de
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polyarthrose et de chondrocalcinose. En 2014, au décours d’une hospitalisation dans le service
de rhumatologie a I’hopital de la Pitié-Salpétricre a Paris, le diagnostic de dysplasie épiphysaire
a été évoqué, bien que certaines des anomalies observées étaient atypiques par rapport aux
formes déja décrites dans la littérature. Cette suspicion était renforcée de par I’existence de

symptomes similaires dans sa famille et en particulier chez 6 de ses 10 enfants.

1.2 Examen clinique

La patiente présente un tableau de polyarthrite bilatérale et symétrique touchant les
genoux, les coudes, les poignets, les chevilles avec des douleurs d’horaire inflammatoire, des
réveils nocturnes et un dérouillage matinal et gonflement articulaire. L’examen retrouve
¢galement un flessum de genou a 20° a gauche et a 25° & droite ainsi qu’une limitation de la
flexion du genou de 110° a gauche et 125° a droite. Il existe également une limitation de la
rotation interne fémorale gauche, et I’appui monopodal gauche impossible. On retrouve
¢galement des déformations aux niveaux des articulations métacarpo-phalangiennes (MCP) et
inter-phalangiennes proximales (IPP) de maniére bilatérale ainsi que du poignet gauche. La
patiente ne présente pas de retard statural franc avec une taille de 162 cm, ni de
raccourcissement des membres ou de dysmorphie. Par ailleurs il n’y a pas d’hyperlaxité

associée.

1.3 Examen radiologique

Les radiographies des mains mettent en évidence, des irrégularités, un élargissement et un
aplatissement des tétes métacarpiennes, en particuliers en regard des 2°™ et 3°™ rayons, avec
un aspect en hallebarde. Les phalanges proximales ont des épiphyses ¢élargies et ont un aspect
raccourci en particulier au niveau des 2°™ rayons. On retrouve également un pincement diffus
des métacarpo-phalangiennes (MCP) dans leur ensemble, des inter-phalangiennes proximales

(IPP) des 2¢mes 3¢mes et 4°mes rayons et des interphalangiennes distales (IPD) des 2™ rayons.
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On retrouve en regard des MCP et des 2™ et 3°mes [PP, des ostéophytes et des microgéodes
associés On distingue également un aplatissement de I’ulna et du radius avec un styloide ulnaire
fragmentée a droite. Les atteintes sont symétriques. Il n’existe pas d’hypoplasie du carpe, ni de

bradydactylie franche (Figure 13).

Les radiographies des pieds mettent en évidence des tétes métatarsiennes aplaties, élargies,
remaniées, avec un aspect de condensation hétérogene, principalement en regard des 1° rayons
pouvant évoquer un aspect séquellaire d’ostéochondrite. Les tétes métatarsiennes des 2°™ et
3émes rayons sont hétérogénes et irréguliéres. Il existe égaiement un pincement bilatéral des
articulations métatarso-phalangiennes (MTP) des 1°7, 2°mes et 2°MeS rayons ainsi qu’un
pincement au niveau des inter-phalangiennes des 1° rayons au niveau de la téte du métatarse.

Les phalanges proximales semblent raccourcies au niveau des 1 rayons (Figure 13).

Figure 13 Radiographies des mains et des pieds du cas index
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La radiographie de bassin montre une relative épargne fémorale. En effet la téte
fémorale est de taille normale, réguliére et non fragmentée. La sphéricité est conservée. La

couverture par le toit acétabulaire est importante sans coxa vara associée. (Figure 14).

D

DEBOUT

Figure 14 Radiographie de bassin du cas index

Les radiographies de genoux mettent en évidence des protheses de genoux bilatérales.

(Figure 15)

Figure 15 Radiographies de genoux du cas index
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Enfin, les radiographies du rachis lombaire et dorsal, retrouvent une discrete irrégularité
des plateaux vertébraux avec un aspect feuilleté sans platyspondylie ni calcification intra-
discale. On observe également une discopathie aspécifique en L5-S1 et L4-L5 avec une arthrose

articulaire postérieure. (Figure 16)

Figure 16 Radiographie du rachis entier du cas index 40



Chapitre 2 : Arbre génealogique

En retragant I’histoire familiale a partir du cas index, en 2018, nous pouvons reconstituer
un arbre généalogique a partir des critéres cliniques et radiologiques et mettre en évidence une
transmission d’allure autosomique dominante, non liée au chromosome X, dans un contexte
d’union non apparentée. Un tableau similaire au cas index est reporté chez 6 sujets parmi 10
des apparentés au premier degré et 4 sujets parmi 11 des apparentés au deuxieme degré, ces

derniers étant pour la plupart de jeunes enfants (Figure 17).
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Chapitre 3 : Atteinte familiale

1.1 Présentation clinique

Les apparentés du cas index présentent des symptomes similaires, avec une douleur
d’horaire mixte évoluant par poussées inflammatoires, avec la présence de réveils nocturnes et
de dérouillage matinal. On ne constate pas de retentissement statural. Les premiers symptomes
semblent apparaitre vers 1’dge de 5 — 6 ans. L’atteinte semble prédominer initialement aux
genoux puis s’étend secondairement aux poignets, mains, chevilles et pieds. On retrouve
¢galement des antécédents d’ostéochondrite de hanche (maladie de Legg-Calvé-Perthes) a
I’adolescence. On n’objective pas d’anomalie de longueur de membre ou de déformation, ni de
bradydactylie. Il n’existe pas de signe extra-articulaire, en particulier de laxité articulaire, ni de

dysmorphie associée.

1.2 Présentation radiologique

Sur les radiographies réalisées a 1’age adulte, on retrouve des anomalies similaires a celles
observées dans le cas index, avec sur les radiographies des mains, des tétes métacarpiennes
élargies, irréguliéres et hétérogeénes, en particulier sur les 2°™® et 3°™° rayons. Il existe
également un raccourcissement des métacarpes du 3™ rayon. On retrouve un pincement
articulaire en regard de la plupart des MCP, et des IPP des 2°mes, 3¢mes et 4°mes rayons (Figure

18).
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Figure 18 Radiographies des mains du cas apparenté 11 : 4

En analysant les radiographies réalisées dans 1’enfance de certains apparentés, on retrouve
des anomalies supplémentaires. Sur des radiographies réalisées en 2007 chez I’apparenté I1I : 1,
alors 4gé de 8 ans, on observe au niveau des tétes fémorales, un retard d’ossification épiphysaire

minime, et une irrégularité du toit acétabulaire (Figure 19).

Sur les  Figure 19 Radiographie de bassin du cas apparenté I1I : 1 en 2007 radiographies

des pieds, chez le méme apparenté a 1’dge de 8 ans on observe une irrégularité et un
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aplatissement des tétes métatarsiennes. En particulier, sur les 1 rayons, il existe une image
fragmentée, en coup d’ongle, sur les tétes métatarsiennes avec aspect évocateur

d’ostéochondrite (Figure 20).

Figure 20 Radiographie du pied cas apparenté Il : 1 en 2007

On retrouve des 1ésions identiques en 2015 chez le méme apparenté, alors agé de 16 ans,
avec un aspect d’ostéochondrite au niveau du dome du talus, confirmées en IRM avec un hypo

signal en T1 et un hyper signal en T2 (Figure 21).
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Figure 21 IRM talus apparenté Il : 1 2015

1.3 Tableau de synthese

1331774
Oct 31 201
124525 P

Tableau de synthése de I'atteinte familiale

Examen clinique

Douleur d’horaire inflammatoire

Evolution par poussées

Pas de retard statural

Pas de myopathie proximale, pas d’hyperlaxité

Arthrose multiple précoce et symétrique

Examen radiologique

Mains- poignets: Elargissement et aplatissements des tétes
métacarpiennes en particulier des 2émes et 3émes  rayons.
Pincement des MCP. Rétrécissement de certains rayons. Pas
d’hypoplasie du carpes

Pieds: Elargissement, aplatissement, condensations des tétes
métatarsiennes 1¢s et 2émes  rayons avec aspect ostéochondrite
bilatérale et symétrique Pincement diffus en regard des MTP.
Ostéochondrite du ddme du talus

Genoux: Elargissement des condyles fémoraux

Bassin: épargne fémorale

Rachis: pas d’anomalies majeures des plateaux vertébraux

Table 5 Tableau de synthese clinique et radiologique de l'atteinte familiale
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Matériel et Méthodes

Dans les suites de cette étude familiale, ce travail de thése avait pour objectif de
confirmer le diagnostic de maladie osseuse constitutionnelle et d’identifier une potentielle
mutation responsable. Pour cela, ce travail a été réalisé en trois étapes : la présentation du
dossier en centre de référence (filiere OSCAR), la recherche de la mutation par une méthode de
séquencage a haut débit puis la confirmation de cette mutation par une deuxieme méthode de

séquencage et une extension aux apparentés.

Chapitre 1 : Filiere OSCAR

Le diagnostic et la prise en charge initiale des maladies osseuses constitutionnelles sont réalisés

de manicre pluridisciplinaire en centre de référence.
1.1 Définition

La filiere OSCAR est un réseau national dédi¢ a I’étude et la prise en charge des maladies
rares de 1’os, du calcium et du cartilage (https://www.filiere-oscar.fr/). Cette filiere est
constituée de deux centres de référence maladies rares (CRMR). On distingue d’une part le
centre des maladies du métabolisme du calcium et du phosphate (CaP) a ’hopital Bicétre,
coordonné¢ par le Pr Agnés Linglart, et d’autre part le centre des maladies osseuses
constitutionnelles a 1’hopital Necker sous la coordination du Pr Valérie Cormier-Daire. 11 s’agit
d’un réseau pluridisciplinaire mettant en relation des centres de soins, des laboratoires
diagnostiques, des équipes de projet et recherche, des sociétés savantes et des associations de

patients afin d*homogénéiser et améliorer les prises en charges des maladies osseuses rares.

47



Cette filiere a pour vocation de réaliser des recommandations et des avis d’expert pour les
professionnels de santé mais également des tutoriels, des applications et des événements pour
les patients et familles de patients. La filicre OSCAR, représente 84 centres de soins, plus de
450 pathologies, plus de 7000 patients et réunis 25 disciplines différentes, telles que la

génétique, la rhumatologie, la radiologie, la pédiatrie, la bio-informatique.

1.2 Réunion maladie osseuse constitutionnelle

Dans ce contexte, des réunions de concertation pluridisciplinaires hebdomadaires sont
réalisées a I’institut Imagine par le service de génétique de I’hopital Necker. Ces réunions sont
constituées de cliniciens spécialisés, de radiologues, de pédiatres et de généticiens. Les
différents cas sont discutés a partir des demandes soumises sur le site du CRMR

(https://www.lestaff.com/oscar-moc).

Deux journées nationales sont organisées de maniere biannuelle afin d’échanger sur les
différents cas rares rencontrés. Afin d’aider au diagnostic, certaines informations sont
essentielles dans la préparation d’un dossier comme 1’age de début des symptdomes, 1’existence
d’un retard statural, la notion de fracture de fragilité, I’existence de signes extra-articulaires, les
antécédents familiaux, la reconstitution d’un arbre généalogique, les radiographies réalisées a
I’age de la prise en charge mais également dans I’enfance, la prédominance de I’atteinte

épiphysaire, métaphysaire et diaphysaire ou vertébrale, (Table 6).

A partir de cette réunion, une consultation est organisée avec un clinicien spécialisé¢ afin de

discuter de la mise en place d’une recherche génétique, et de mieux cibler les potentiels génes

correspondants.

48



Points essentiels réunion maladies osseuses constitutionnelles

Cas Index *  Age de début des symptomes
* Radiographies enfant/adultes
* Atteinte épiphysaire /métaphysaire/diaphysaire et rachis
* Retard statural
* Douleur inflammatoire/mécanique, limitation, déformations
* Notion de fracture de fragilité
* Signe extra-articulaire: hyperlaxité, myopathie, sclere.

Famille * Antécédent familial connu de maladie osseuses
constitutionnelle
* Arbre généalogique afin d’établir le mode de transmission
* Notion d’union apparenté
* Radiographies famille si possible

Table 6 Points essentiels a présenter en réunion maladies osseuses
constitutionnelles

Chapitre 2 : Indications de s€équencgages

Dans les suites de la réunion pluridisciplinaire en centre de référence et de la consultation

avec le clinicien spécialis¢, une indication a la réalisation d’une étude génétique a été retenue.
2.1 Définition

Le séquengage de I’ADN est une méthode ayant pour objectif de déterminer la succession
linéaire des bases A, C, G et T prenant part a la structure de I’ ADN. On distingue deux méthodes
principales de séquencage, avec d’une part le séquencage conventionnel représenté
principalement par la technique de Sanger, et d’autre part le séquencage haut débit ou Next
Generation Sequencing (NGS). Le NGS peut s’appliquer a certains panels, ou a I’ensemble de
I’exome ou du génome (Slatko et al., 2018). Le génome constituant I’ensemble de I’ADN d’un

individu, et ’exome la partie du codante du génome (exons) (Figure 22).
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Séquengage conventionnel ‘ | Séquengage haut débit

Site unique Geéne unique génes >5 génes > 100 Exome Genome

qPCR + Sanger « NGS .« NGS + NGS + NGS

Sanger séquence sequencage séquengage séfqueng:age
amplicon enrichi exome genome

entier

Figure 22 Différentes techniques de séquencage

2.2 Indication des différentes méthodes de séquengage

Les techniques de séquencage dans le dépistage des maladies osseuses
constitutionnelles varient en fonction des indications. Pour une mutation récurrente ou une
confirmation diagnostique, on privilégiera la technique de Sanger. Pour les génes ou groupe de
genes suspects, on utilisera une méthode de NGS avec un panel spécialisé. En 1’absence de
point d’appel ou de résultats avec les techniques précédentes, le séquencgage de I’exome (Whole
Exome Sequencing ou WES) ou du génome entier (Whole Genome Sequencing ou WGS)

peuvent étre réalisés (Geister and Camper, 2015) (Table 7)

Indications et séquengage génétique

Mutation récurrente » Technique de Sanger
Geéne ou groupes de génes suspectés * Panel NGS

Pas de cadre diagnostique évident: * Exome, Génome

Table 7 Types de séquengage génétique et leurs indications
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Il existe certaines limites a ces techniques, en particulier devant certains mécanismes
moléculaires tels que 1’expansion de triplets, les délétions/duplications exoniques, les mutations
introniques profondes ou d’éléments régulateurs, la disomie uniparentale ou encore les
anomalies de méthylations (Muzzey et al., 2015). Ces limitations peuvent étre contournées par
des techniques complémentaires telles que la PCR quantitative multiplex, la réalisation de
méthylome ou de ChIP-seq, ou encore des techniques récentes comme le séquencage de

troisiéme génération (van Dijk et al., 2018).

Chapitre 3 : Next Generation Sequencing

Dans le cas de cette étude familiale, une méthode de séquencage haut débit sur un panel de

genes spécialisés a été retenue.

3.1 Panel pour I’¢tude des maladies osseuses constitutionnelles

Un panel spécifique au laboratoire de génétique de 1’hopital Necker dédié au dépistage des
maladies osseuses constitutionnelles a été utilisé. 11 s’agit du panel MOC v-3 (Nugen, Agilen
Technologies). Ce panel regroupe 128 genes différents incluant les genes associés aux

dysplasies épiphysaires multiples (Table 8).
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Liste des 128 génes du panel des Maladies Osseuses Constitutionnelles version 3 (397 kb) :

ACAN COL1142 FLNA LTBP2 PLODI SMAD4
ACHE COL2741 FLNB LIBP3 POCI14 SMARCALI
ACPS COL241 FNI MAP3K7 POPI SOX9
ADAMTSI0 COL9AI FZD2 MATN3 PRKARIA SRCAP
ADAMTSI7 COL9A2 GDFS5 MCM9 PRKCE STAT5B
ADAMTSL2 COL943 GNAS MMPI13 PTHIR SULF1
ADAMTSL4 COMP GPC6 MMPY PTHLH SULT1B1
ANKRDI11 CSGALNACTI GPX4 MYH3 QPRT TGDS
B3GALT6 cuL? GZF1 NBAS RAB33B TRAPPC2
B3GAT3 DDR2 HOXDI3 NKX3-2 RMRP TRIM37
B3GNTS DSE HSPG2 NOG ROR2 TRIP11
B4GALT? DVLI IGFIR NPPC RSPRY1 TRPSI
BGN DVL3 IGF2 NPR2 RUNX2 TRPV4
BMP2 DYM IHH OBSLI SBDS UFSP2
BMPRIB EFLI IMPADI PAMI6 SH3PXD2B WAC
CANTI EIF24K3 INPPLI PAPPA2 SHOX WISP3
CCDCs8 EXOC6B KIF22 ’ PAPSS2 SLCI047 WNT5A
CHSTI4 FBNI KYNU PCYTIA SLC2642 XYLTI
CHST3 FGDI LIFR PDE34 SLC35B2

CHSYI FGF9 LMXIB PDE4D SLC35D1

COLI0AI FGFR3 LONPI PGM3 SLC39413

COL11A1 FKBP14 LRP1 PIK3RI SLCO5AI

Table 8 Liste des genes inclus dans le panel (MOC) v-3

3.2 Technique de Next Generation Sequencing

Le NGS est la méthode de référence et de premiere intention dans le diagnostic des
maladies génétiques, en particulier les maladies osseuses constitutionnelles (Linderman et al.,
2015). Cette technique se déroule en cinq étapes, avec la fragmentation puis la constitution
d’une librairie par une hybridation sur sondes, sa capture par aimantation, son amplification
puis le séquencage et enfin I’interprétation apres alignement et appel des variants (Hardwick et
al., 2017) (Figure 23). La fragmentation permet de découper de maniére aléatoire I’ADN
génomique de maniére mécanique avec des techniques de sonification, nébulisation, ou de
maniére enzymatique avec des transposons. Dans un second temps, se déroule une capture par
I’utilisation de sondes nucléotidiques, ici les sondes exoniques du panel (MOC) v-3. Ces sondes
sont associées a des amorces de barres codes spécifiques permettant d’identifier les différents
patients inclus dans un méme lot. Chacune de ces sondes est marquée par des billes magnétiques
couplées a de la streptavidine et de la biotine. Ces sondes vont se fixer sur I’ADN génomique

du patient et permettre de sélectionner les régions d’intérét afin de constituer une librairie
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contenant ici les 128 génes d’intéréts. Les complexes ADN-sondes sont ensuite capturés par un
systtme d’aimantation. A partir de cela, les complexes sont séquencés en utilisant un
séquenceur NextSeq 500 Illumina. Enfin, les séquences sont alignées et analysées par des
méthodes bio-informatiques. L’alignement est réalis¢ a 1’aide du logiciel Burros-Wheeler
Aligner BWA (Stenson et al.,, 2017) qui permet de replacer les séquences dans 1’ordre
correspondant au génome.

Ensuite est réalisé un appel des variants (' ou calling), qui consiste comparer les séquences
observées a celles du génome de référence, ici il s’agit du “Genome Reference Consortium
human built 37 (GRCh37) (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Cet
appel des variants est réalisé a I’aide de différents outils, en particulier “Genome Analysis Tool-
Kit“ (GATK) (McKenna et al., 2010), le “Sequence Alignment/Map Format* Samtools (Li et

al., 2009) et Freebayes (Garrison and Marth, 2012).

ADN PATIENT

v
FRAGMENTATION

~

~. — LIBRAIRIE
\ — o
——— e—
HYDRIDATION AVEC SONDES ALIGNEMENT
SONDE AVEC BILLE
MAGNETIQUE - 8NGO ""'__- BI0-INFORMATIQUE
\ - Alignement des reads sur le génome de référence
\ ——— o - Caling des variants
‘ —
A
GGTCTGGATGC
CAPTURE CGGTCTGGATGC
GCGGTCTGGATG
GCGGTCTGGA
AIMANT N - \ GGCGGTCTGGA u(jz
} GGCGGTCTGGA CGGICT
’ CTATGCGGGCCCCT . > GCGGTIC
» { TCTATGCGGGCCCC GCGGICT
\ ATCTATGOGGGCC GCGGTICT
ATCTATGCGGGC GGCGGC
TATCTATGCOGGG GGCGGTCTY
L CTTATCTATGCGGG
SEQUENCAGE
\y
AMATCG
—_— AAGGGT
——

Figure 23 Représentation des différentes étapes du NGS
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3.3 Controle qualité

Plusieurs controles métriques de qualités permettent d’attester la validité des résultats

obtenus a partir de 1’interface Polydiag (https://www.polyweb.fr) développé par la plateforme

de bio-informatique de I’institut Imagine. Les deux paramétres principaux sont la profondeur

et la couverture. La profondeur correspond au nombre de fois qu’une base nucléotidique (A,C,

G,T) est séquencée, avec une moyenne entre 450 et 600 copies et une limite d’interprétation

pour les copies inférieures a 30. La couverture représente le nombre de bases nucléotidiques

séquencés par rapport au panel, avec une moyenne de 99,5 et 99,8%. En fonction du contexte,

une couverture inférieure a 95 % peut amener a réaliser une nouvelle analyse.

3 |chrl:72,749,753-72,749,958

Go Bt « » @ x ¢

g &

]Hilﬁiull’l" LR R DL TR L TR DL CL RN LR TR TR T LLRR LD EEE TR TR B TR

an l;; l;;] G!; G;!i G!E I!” Q;E !;a Q‘Hi[ 52! 5

206 bp
TL740.950 bp
1

{ DRCTTTRRRT T T T BT URE A [ RR TR T T E LB LR [T DRRET BB TET T

Couverture

Figure 24 Controéle qualité d’un séquencage par NGS

3.4 Bases de données et nomenclature

Profondeur

\ 4

L’ensemble des séquences obtenues sont comparées au génome de référence GRCh37

(International Human Genome Sequencing Consortium, 2001), mais également a différentes

bases de données de mutations et de variants génétiques tels que “Human Gene Mutation
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Database* (HGMD) (Stenson et al., 2017), ClinVar (Landrum et al., 2013), ainsi que des bases

de données de polymorphismes de population tel que “ Genome Aggregation Database

(gnomAD) (Clemens et al., 2018).

La nomenclature utilisée se base sur la nomenclature internationale “ Human Genome

Variant Society “ (HGVYS) actualisée (den Dunnen et al., 2016).

Nomenclature - Protéine

Nomenclature - ADN Faux-sens : p.Arg54Ser
Substitution: Cc.76A>T Non-sens p.Trp24* ou Ter ou X
Délétion : c.183del Silencieuse p.Cys123=ou p.Cys123Cys
¢.183_185del ou ¢.183_185delAGT
c.183_186+48del c.4072-1234_5155-246del Délétion p.Phe508del, p.Phe508_His511del
C.(4071+1_4072-1)_(5154+1_5155-1)del
Duplication p.Asp472_Asp473dup Insertion :
.Val451_Pro452insValProGl
Duplication ¢.52dup, ¢.52_54dup (ou ¢.52_54dupACG) p-Val>_ Trof>dinsvaTrobly
Délétion/insertion p.Gly402_Gly404delinsValCys
. *
Insertion ¢.52_53insT, ¢.52_53insTCGG Frame shift p-Arg4SEGlyfs*17
PP N _
Délétion/Insertion | c.52delinsGGA Codon initiation p.Met1?, p.Metlext-5
Codon stop p.*Glyext25

Figure 25 Nomenclature HGVS génomique et protéique

Il est important de rappeler que les termes de mutation ou de variants seuls ne préjugent
pas de la pathogénicité d’un nucléotide. On distingue le polymorphisme, du variant pathogéne.
Le polymorphisme correspond a une modification non pathogeéne du génome et peut s’exprimer
soit par des mutations mononucléotidiques (single nucleotide polymorphism SNP), soit par la
modification du nombre de copies de segment génomique (copy number variation CNV) ou
encore par des répétitions de motifs nucléotidiques nommeées microsatellites. Lorsqu’une
mutation ou un variant conduit a I’expression ou a la prédisposition a une pathologie, on parle
de variant pathogeéne, pouvant se définir par des substitution, délétion, duplication, insertion et

selon le retentissement protéique, faux sens, non-sens, stop ou silencieux.
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En pratique, les variants sont classés sur une échelle de 1 & 5 de pathogénicité. Cette échelle est
réalisée selon le type de mutation (non-sens, silencieux, faux-sens), le mode de transmission et
le statut hétérozygote ou homozygote, la fréquence dans la base de données, les données de la
littérature, la ségrégation familiale (de novo, notion d’hérédité parentale, hétérozygote

composite), et la cohérence avec le phénotype du patient (Figure 26).

Classification des variants

pathogéne
probablement pathogéne
de signification inconnue

probablement bénin

= N W A~ O

bénin

Figure 26 Classification des variants selon leur pathogénicité

Cette pathogénicité peut étre évaluée par différents logiciels de prédiction tels que
Polyphen-2 (Adzhubei et al., 2013), “Sorting Intolerant from Tolerant “ (SIFT) (Sim et al.,
2012), « Combined Annotation Dependant Depletion » (CADD) (Rentzsch et al., 2019) . Ces

logiciels sont une aide importante a la classification des variants.

Chapitre 4 : Technique de Sanger

Les résultats obtenus a partir du Next Generation Sequencing réalis¢ sur le panel (MOC)

v-3 doivent étre confirmés par une technique de Sanger.

56



4.1 Confirmation diagnostique et ségrégation familiale

Les variants mis en évidence par séquencage haut débit doivent systématiquement étre
confirmés par une méthode de séquencage conventionnel, principalement la technique de
Sanger (Baudhuin et al., 2015). La technique de Sanger va également permettre de réaliser dans
un second temps la ségrégation familiale et permettre de distinguer les sujets présentant ou non

la mutation du cas index.

4.2 Technique de Sanger

La technique de Sanger est une méthode de séquengage conventionnel permettant de
réaliser des séquencages ponctuels sur de petites séquences (Sanger et al., 1977). Le principe
consiste en la réalisation de plusieurs réplications d’une séquence courte entre 500 et 600 paires
de bases a partir d’'une ADN Polymérase de type 1 thermostable dépourvue d’une exonucléase
5’ -3’ (méthode de Klenow), de désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) de
didésoxyribonucléotides marqués par des traceurs fluorescents (ddATP, ddCTP, ddGTP ou
ddTTP) en faible quantité. Ces didésoxyribonucléotides n’ont pas d’extrémité 3’-OH et
empéchent la poursuite de I’¢longation, spécifiquement au niveau du nucléotide correspondant.
De manicre statistique, il en résulte des fragments d’ADN de tailles différentes se terminant par
un des quatre didésoxyribonucléotides, que 1’on peut séparer ensuite par électrophorése
capillaire et fluorescence a I’aide du séquenceur Applied Biosystem 3500 par une technique

capillaire et du logiciel Seqscape v-3.0. (

Figure 27).
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Résultats

A partir des différentes techniques de séquengage, un variant de signification inconnu

a été mis en évidence en regard du géne MATN3.

Chapitre 1 : Identification d’un variant de MATN3

1.1 Mutation par substitution c.773G>A (p.Val245Met) Exon 2 de MATN3

Un variant a été identifié par Next Generation Sequencing dans le géne MATN3 au niveau
de I’exon 2, avec une substitution d’un résidu guanine par une résidu adénosine en position NM
002381.4c.733 chez le cas index. Cette mutation est présente a I’état hétérozygote et sa

transmission est autosomique dominante (Figure 28).

Géne MATN3

chromosomique Chr2(GRCh37):g.20205562C>T

cDNA, protéine NM 002381.4:¢.733G>A, p.(Val245Met)
Statut hétérozygote (471X)

Mode d'hérédité de la maladie associée autosomique dominant

Confirmation Sanger oui

Figure 28 Résultats du NGS du cas index

1.2 Métrique de qualité du NGS

Un contrdle qualité du NGS a été réalisé retrouvant une couverture de 98 %. La profondeur
moyenne est de 540X. Les exons mal couverts (<30X) sont ACAN : exon 12, B3GALT®6 : exon

1, COL9AL1 : exon 13 (ENST00000357250) ; SLC35D1 : exon 5.
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1.3 Confirmation par Technique de Sanger

La présence de ce variant est confirmée par une méthode Sanger et montre le remplacement
a I’état hétérozygote d’un résidu guanine en résidu adénosine sur I’exon 2 en position exonique
733 et en position 258 sur la séquence de Sanger (Figure 29). Cela permet d’affirmer 1’existence

d’un variant chez le cas index.

GGAGCATGTTTWCTAC.TG%AGACCTATGGGGT
244 b53 | 262 271
|
|
|
|

MRt

| — ——

CasIndex|1:1

< — —

AGACCTATGGGGT
265 273

|

|

|

|

|

|
GGAGCATGTTT#CTACGTG
219 257

Génome de
référence

|
|
|
|
|
GRCh37/19 l
|
|

ﬂnnhm il A“lh“h_.

Figure 29 Confirmation d'un variant en c.733 par technique de Sanger chez le cas index

Sur ce séquencage, chaque résidu a wune couleur spécifique correspondant aux
didésoxyribonucléotides associés, les résidus adénosines sont représentés en vert (A), les résidus
cystéines en bleu (C), les résidus guanines en noir (G) et les résidus thymines en vert (T). On
observe chez le cas index qu’en position 258 sur la séquence de Sanger, le signal guanine est
moins fort que dans le génome de référence et qu’il existe un deuxiéme signal apposé
correspondant a I’adénosine, illustrant la présence d’une mutation a 1’état hétérozygote a cette

localisation.
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1.4 Ségrégation Familiale

A nouveau par une technique de Sanger, il est possible de réaliser une ségrégation familiale
et déterminer parmi les apparentés, qui présente la mutation et si celle-ci est spécifiquement
associée au tableau clinique et radiologique. Cela permet non seulement d’étendre le diagnostic
aux apparentés, mais également de le conforter par la présence de la mutation chez les sujets
symptomatiques et son absence chez les sujets sains. En effet, si ce nouveau variant est présent
dans I’ensemble de la famille, il est difficile d’éliminer un polymorphisme. Toutefois s’il est
présent seulement chez les apparentés symptomatiques et absent chez les apparentés
asymptomatiques (ségrégation familiale), cela vient renforcer le role de ce variant dans la
pathologie décrite. On a identifié a ce jour deux apparentés symptomatiques, II:1 et 1I:4,
présentant ce variant (Figure 30). Le génotypage des apparentés non symptomatiques est en

cours.

Variants
ndex

E:muy CCCTAGAGGAGCATGTTTTCTAC GGAGACCTATGGGGT
eference

- CaslIndexI: 1

v Cas apparenté II: 1

Figure 30 Ségrégation familiale par technique de Sanger

Le code couleur est identique a celui de la figure 29. On observe a nouveau ce double signal
guanine et adénosine chez le cas index en faveur d’une atteinte hétérozygote en ¢.733 que I’on

confirme également chez le cas apparenté II : 1.
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Chapitre 2 : MATN3, protéine et voies de signalisation

Dans un second temps, nous avons voulu définir et caractériser le role de MATN3, sa
position et son expression sur le génome, ainsi que le réle de la protéine matriline 3 dans

certaines voies de signalisation.

2.1 MATN3

Les différentes caractéristiques de MATN3 ont été étudiées a partir du Human Genome
Browser de UCSC (http://genome.ucsc.edu). développé par I’université de Californie de Santa

Cruz (Kent et al., 2002) (Figure 31).

MATN3 (Homo Sapiens Matrilin 3) se situe sur le bras court du chromosome 2 en position
p24, et sur le brin anti-sens a la position chr2:20,191,813-20,212,455 dans le génome de
référence (GRCh37/hgl9). 1l s’agit d’un géne de 20 643 paires de bases et posséde 8 exons
(Kent, 2002). MATN3 peut étre exprimé de différentes maniéres, et posséde trois différents
transcrits, MATN3-201, MATN3-202, MATN3-203, respectivement de 2557, 1443 et 793
paires de bases dont deux codant pour des isoformes fonctionnelles de la matriline 3. MATN3
est sous la régulation de plusieurs promoteurs, en particulier AML, ATF6 FACI et NF-1 ainsi

que les proto-oncogénes AREB-6 et c-Myb (Rosenbloom et al., 2012).

MATNS3 est associé¢ a plusieurs pathologies: les dysplasies épiphysaires multiples, les

dysplasies spondylo-épiphysaires, et également des arthroses précoces (Gu et al., 2012).

L’exon 2 semble jouer un réle important dans 1’expression protéique de MATN3. A partir

de modéles d’analyse phylogénétique tels que PhyloP ou PHAST (Phylogene Analysis with
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Space/Time Models) (Ramani et al., 2019), on observe une conservation relativement
importante de MATN3 et particuliérement de I’exon 2 entre les espéces vertébrées. Cette
conservation relative phylogénique renforce 1’hypothése d’un role important de cet exon dans
la fonctionnalité de la protéine matriline 3. Par ailleurs, il n’existe pas de splicing de 1’exon 2

entre les différents transcrits fonctionnels.

A partir des données issues du Genome Tissue Expression (GTEx) Project (Kent, 2005),
on observe que MATN3 s’exprime principalement au niveau du tissu articulaire et du tibia,
mais également au niveau des nerfs périphériques. On retrouve une expression significative au
niveau des poumons, et dans une moindre mesure, dans les noyaux gris centraux du systéme

nerveux central (Figure 32).
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2.2 Matriline 3

MATN3 code pour la synthése de la matriline 3 qui est un composant essentiel de la
matrice extracellulaire du cartilage. D’un point de vue moléculaire, on distingue deux
isoformes, O15232-1 et 015232-2, de 488 et 434 acides aminés. La protéine de référence est

015232-1 d’apres la nomenclature HSVG.

La matriline 3 est composée d’un domaine de facteur A de von Willebrand et de 4
domaines epidermal growth factor (EGF)-like et s’organise de maniére conformationelle en
structure quaternaire avec des sous-unités oligomériques séparées par 4 hélices a et 4 feuillets
B (Paulsson and Wagener, 2018). La matriline 3 appartient a la famille des matrilines, protéines
jouant un rdle trés important dans 1’organisation des réseaux fibrillaires et dans 1’interaction
des molécules de la matrice extra cellulaire du cartilage tels que le collagéne ou les
protéoglycanes. Les matrilines 1 et 3 sont réparties en abondance dans le cartilage hyalin tandis
que les matrilines 2 et 4 sont exprimées de maniere moins spécifique et en plus petite quantité.
La matriline de type 3 peut former des homodiméres (monomeres, dimeéres, trimeres,
tétrameres) et des hétérodimeres par similarité avec la matriline 1. La matriline peut également

interagir avec la protéine COMP (Klatt et al., 2011).

La mutation retrouvée dans le cadre de notre étude familiale entraine une substitution d’acide

aminé avec le remplacement d’une Valine par une Méthionine en position Val245Met.
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MODEL VCKSRPLDLVFIIDSSRSVRPLEFTKVKTFVSRIIDTLDIGPADTRVAVVNYASTVKIEFQLQAY 140

3hs0.3.D S DCESES FT K I R VIYA KI 302
MODEL TDKQSLKQAVGRITP LSTGTMSGLAIQTAMDEAFTVEAGAREPSSNIPKVAIIVTDGRP 199
3hs0.3.D I L GT ALQ E VII TDG 367
MODEL QD QVNEVAARAQ ASGIELYAVGVDR-ADMASLKMMASEPLEE-HVFYNET 247
3hs0.3.D Y GV AS EVCHVF=V 432
MODEL YGVIEKLSSRFQETFCALDPCVL 270
3hs0.3.D E L C 455

Figure 33 Séquence en acids aminé de matriline 3

Des explorations complémentaires a partir des logiciels UniProt et SwissProt ont été réalisées
et ont permis de modéliser la protéine matriline et de localiser la mutation p. Val245Met

(Arnold et al., 2006; Boutet et al., 2007; The UniProt Consortium, 2019) (Figure 34).

N

Figure 34 Représentation 3D de matriline 3 avec mise en évidence de la position du variant
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On observe ainsi, que la position de la mutation est en regard d’une boucle entre deux hélices,

ainsi le variant pourrait créer une modification importante de structure de la protéine.

2.3 MATN3 et voies de signalisation

Une autre maniere de mieux comprendre MATN3 et son role est d’étudier les différentes
voies de signalisation dans lesquelles MATN3 est impliqué et exprimé. L’interface Reactome
(Jassal et al., 2019) est une base de données open-source développée par le National Institute
of Health et le European Molecular Laboratory. Il s’agit d’un outil de bio-informatique
permettant de visualiser, par une approche de biologie des systémes les différentes voies de
signalisations dans lesquelles peuvent étre un impliqué un géne ou une protéine. Reactome se
base sur des données de transduction de signal, de transport, de génomique, de

transcriptomique, de métabolisme et de mécanismes cellulaires.

En appliquant cette approche 8 MATN3 en utilisant I’outil Reactome (Figure 35), on constate
comme attendu que MATN3 joue un role dans la matrice extra cellulaire et dans le transport de
protéines, et est associée a plusieurs maladies, principalement les dysplasies épiphysaires.
D’une maniére encore plus surprenante, on observe que MATN3 a un role dans le métabolisme

protéique et le systéme immunitaire, en particulier dans les voies de I’immunité innée.
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Chapitre 3 : Variant de signification inconnue

Dans un dernier temps, nous avons évalué la pathogénicité du variant en fonction des

données de la littérature.

3.1 Recherche de polymorphismes

L’existence d’un polymorphisme associé a ce variant a été recherché a partir des bases
de données gnomAD. Le variant ¢.733G>A a été décrit principalement dans la population
africaine avec une fréquence estimée a 0.06 %. En effet, on retrouve cette mutation dans 19

génomes, avec 15 parmi ces 19 issus de génomes de la population africaine (Table 9).

Population g:::'net Ntlrl:tI)Zr H::'\r::yegro‘:fes Fr::::fe':cy
» African 15 23574 0 0.0006363

» East Asian 1 19192 0 0.00005211
b E::"n"l‘;ﬁ;‘“ (hon- 5 125568 0 0.00002389
» Latino 0 34738 0 0.000

» Ashkenazi Jewish 0 10184 0 0.000

» European (Finnish) 0 24744 0 0.000

» Other 0 7016 0 0.000

» South Asian 0 29552 0 0.000
Female 11 125374 0 0.00008774
Male 8 149194 0 0.00005362
Total 19 274568 0 0.00006920

Table 9 Répartition des polymorphismes de MATN3 p.Val245Met
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3.2 Description du variant dans la littérature

Une recherche a partir des données de la littérature a été réalisé pour identifier une
description antérieure du variant c.733G>A (p.Val245Met) de MATN3, et sa potentielle
association a une maladie osseuse a été réalisée a partir de la HGMD (Human Gene Mutation
Database) (Stenson et al., 2017). L’ensembles des mutations associé¢es a MATN3 est décrite ci-

dessous (Table 10).

HGVS HVGS Reference
(nucleotide) (protein)
c.209G>A p.R70H Maeda et al., 2005
c.314T>C p.F105S Mabuchi et al., 2004
c.359C>T p.T120M Jackson et al., 2004
c.362G>A p.R121Q Zhang et al., 2015
C.361C>T p.R121W Chapman et al., 2001
c.368C>A p.A123E Mabuchi et al., 2004
c.382G>C p.A128P Moster et al., 2003
c.400G>A p.E134K Jakson et al., 2003
c.4377>G p.L146R Kim et al., 2011
c.477C>T p.G159 Kim et al., 2011
c.518C>A p.A173D Fresquet et al., 2008
c.575T>A p.1192N Jakson et al., 2004
c.575T>C p.1192T Kim et al.; 2011
c.581T>A p.V194D Chapman et al., 2001
c.584C>A p.T195K Cotteril et al., 2005
c.626G>C p.R209P Kim et al., 2011
c.652T>A p.Y218N Cotteril et al., 2005
c.656C>A p.A219D Jackson et al., (2004)
c.659T>C p.V22A Kim et al. , (2011)
c.693G>C p.K231N Fresquet et al., (2008)
c.733G>A p.V245M Jackson et al., 2012
c.910T>A p.C304S Borochowitz et al., 2004

Table 10 Liste des variants pathogénes associée a MATN3
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Le variant ¢.733G>A (p.Val245Met) a été décrit dans la littérature seulement une seule

fois par Jackson et al. en 2012 chez deux individus présentant une dysplasie épiphysaire

associée a une pseudoachondroplasie et une mutation hétérogene p.Gly501Asp et p.GIn756Arg

dans le gene COMP (Jackson et al., 2012) (Table 11).

ESDN 00359 Clinical status COMP screening
Proband MED ¢ 1206T>C
c.1502G>A
.1504G>T
Father of proband Unaffected None detected
Mother of proband Affected ¢ 1206T>C
¢.1502G>A
€.1504G>T
Sister of proband Unknown None detected

ESDN 00594

Clinical status

COL9 screening

MATN?3 screening

COMP screening

Proband

Father of proband

MED

MED or mild PSACH

None detected

n/a

€.733G>A,p.Val245Met

€.733G>A,p.Val245Met

€.1502G>A,p.Gly501 Asp
€.2267A>G,p.GIn756Arg
€2274+1G>C
.1502G>A,p.Gly501Asp
€.2267A>G,p.GIn756Arg
€.2274+1G>C

Table 11 Identification de deux variants p.Val245Met de MATN3 associés a des patients présentant
une mutation hétérozygote de COMP et une pseudoachondroplasie (Jackson et al. 2012)

3.3 Variant de signification inconnue

Ainsi, ce variant est a la fois décrit dans la littérature comme associé a un

polymorphisme dans la base de données gnomAD, mais également a un tableau de dysplasie

épiphysaire mixte avec une mutation de COMP. Il n’a pas été possible de déterminer la

pathogénicité de ce variant. Cette incertitude est renforcée par I’absence de séquencage chez de

sujets asymptomatiques. De ce fait on ne peut déterminer si ce variant de MATN3 est

responsable de ce tableau clinique ou s’il s’agit d’un polymorphisme associé¢ a une autre

mutation non détectée par le NGS et le panel MOC. Ce variant a donc été classé comme étant

de signification inconnue.
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Discussion

Ce travail de thése a permis, a partir d’une collaboration pluridisciplinaire entre
rhumatologues, radiologues et généticien, d’identifier et de confirmer un variant de MATN3 de
signification inconnue chez une famille atteinte de dysplasie épiphysaire multiple. Cette étude
présente plusieurs apports scientifiques ainsi que certaines limitations et ouvre sur différentes

perspectives.

Chapitre 1 : Intérét scientifique

Tout d’abord, a partir de ce travail, nous avons pu poser le diagnostic positif de dysplasie
épiphysaire multiple pour le cas index et deux de ses apparentés, permettant une prise en charge

adaptée et un suivi en centre de référence.

Notre étude propose une description clinique et radiologique complémentaire
des données de la littérature sur les dysplasies associée 8 MATN3. En effet ce variant n’a été
décrit qu’une seule fois chez deux patients en association avec une mutation de COMP
(Jackson et al., 2012) . L’article décrit un tableau clinique et radiologique mixte avec dysplasie
épiphysaire multiple et une pseudo-achondroplasie. On retrouve une atteinte prédominant en
fémorale mais également un retentissement vertébral avec une platyspondylie, une atteinte

métaphysaire et une hypoplasie du carpe avec une ossification précoce. (Figure 36.)
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ESDN-00521 at 6 years of age

ESDN-01040 at 30 years

Figure 36 Radiographies des dysplasies épiphysaires mixtes décrites par Jackson et al., 2012

Notre description clinique est trés différente, 1’atteinte touche principalement les genoux,
puis secondairement le talus, les pieds et les mains. Il existe une relative épargne fémorale, avec
une extrémité du fémur conservée non élargie, et une téte réguliere. Il n’y a pas de
retentissement vertébral et de retard statural. De plus, on retrouve également pendant la
croissance un tableau d’ostéochondrite multiple. Notre étude, retrouve une atteinte isolée de
MATNS3 sans autre mutation associée et notre description a été réalisée de maniére standardisée
sur un large effectif puisque nous avons étudi¢ le cas index mais également ses 23 apparentés.
Ainsi notre travail, propose une description unique permettant de contribuer a une meilleure

compréhension des dysplasies associées 8 MATN3.

Notre travail a également étudié le potentiel role pathogeéne de ce variant de MATN3. Tout

d’abord nous avons montré que I’exon 2 présentait une conservation phylogénique suggérant
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un role fonctionnel important. Mais également, nous avons observé, en réalisant une
modélisation conformationnelle de la matriline 3, que la position p.Val245M et se trouvait au
niveau d’une boucle entre deux hélices alpha. Cette position suggere en cas de modification
d’acide aminé selon la polarité, le point isométrique ou la nature par exemple a chaine ouverte

ou cyclique, un possible encombrement stérique et une dénaturation protéique.

Enfin, d’'une manicre surprenante, notre étude familiale, a mis en évidence une évolution
par poussée inflammatoire, avec la présence de réveils nocturnes et de dérouillage matinal.
Cette observation est renforcée par le role de MATN3 dans I’immunité innée mis en évidence
par I’analyses des différentes voies de signalisation par I’interface Réactome, dans lesquelles

MATN3 est impliqué.

Plusieurs données de la littérature, renforcent par ailleurs ce réle. En effet certaines études
montrent que la matriline 3 joue un réle important dans la limitation de la réponse inflammatoire
au niveau du cartilage (Li et al., 2007). Des études in vitro ont également montré le réle de la
matriline 3 dans la diminution de I’inflammation liée a ’IL-1p (Yang et al., 2018). Par ailleurs,
des modeles d’invalidation génique par knock-out chez la souris ont montré comment la
matriline 3 augmentait la production d’IL-Ra (interleukin receptor antagonist) et limitait
I’expression d’enzymes de dégradation pro-inflammatoire de la matrice extra-cartilagineuse,
telles que les protéines ADAMSTS4 et TS5 et la métalloprotéinase 13 (MMP13) (Jayasuriya et

al., 2012; Valdes and Spector, 2008).
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Chapitre 2 : Limites

Notre travail présente plusieurs limites. Tout d’abord, la limite principale est
I’absence de séquencgage aux apparentés non symptomatiques. En effet, pour affirmer la
pathogénicité du variant identifié, il est nécessaire de la mettre en évidence chez les sujets

symptomatiques sans qu’il soit présent chez les apparentés asymptomatiques.
ymp q q p pp ymp q

Une deuxiéme limite est la difficulté a définir justement les sujets symptomatiques et
asymptomatiques. Il existe une importante hétérogénéité dans la présentation clinique et un age
d’apparition des premiers symptomes tardif, rendant le diagnostic difficile, et pouvant conduire

a considérer faussement un sujet asymptomatique et rend le diagnostic clinique difficile.

Par ailleurs, le variant de MATN3 a été associ¢ a un polymorphisme dans 0.06 % de la
population africaine, dans la base de données HGMD. Toutefois, cette base de données retrouve
ce polymorphisme seulement chez 19 patients, dont 15 parmi ces patients issus de la population
africaine. L’existence de ce polymorphisme, renforce la nécessité de séquencer les sujets
asymptomatiques. L’étude que nous avons réalisée met cependant en évidence la difficulté et
le possible retard diagnostique dans ces dysplasies épiphysaires, qui peuvent présenter des
symptomes a 1’adolescence ou a 1’dge adulte. Une hypothéese est I’existence d’une possible
mutation non diagnostiquée prédominante dans cette population a laquelle appartiennent les cas

index et apparentés puisqu’étant d’ethnie Halpupulaaren / Peul.

D’un point de vue génétique, lors du séquencage a haut débit par NGS, certains exons
codant pour des génes associés aux dysplasies épiphysaires ont eu une couverture faible

(<30X), en particuliers les ACAN : exon 12 et COL9AIl : exon 13. Ces exons sont
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particulierement difficiles a séquencer et une éventuelle mutation associée aurait pu ainsi ne

pas avoir été détectée.

Enfin, il est possible que la mutation responsable de notre tableau clinique ne soit pas intégrée
dans le panel des maladies osseuses constitutionnelles, et non répertoriée dans la littérature. La
documentation génétique est présente seulement dans 50 % des cas de dysplasies épiphysaires

multiples en moyenne (Jakkula et al., 2005)

Chapitre 3 : Perspectives

Ce travail de thése ouvre sur plusieurs perspectives. La premicre est le séquengage par
technique de Sanger de 1’ensemble de 21 apparentés restants et en particulier des apparentés
asymptomatiques afin confirmer la pathogénicité du variant. L’extension du séquengage a
I’ensemble de la famille permettra également d’estimer la pénétrance du variant et déterminer
si celle-ci est complete ou incomplete. Par ailleurs 1’extension de ce séquencage permettra aux
sujets portant le variant d’avoir un suivi spécialisé et possiblement de bénéficier d’un conseil

génétique en cas de désir d’enfants.

Nous pourrons renforcer le role de ce variant en poursuivant de maniere plus approfondie
les analyses phylogéniques et déterminer de manicre précise le coefficient d’homologie.
Parallélement, des modélisations conformationnelles de la matriline 3 pourront étre réalisées
afin d’identifier les modifications stériques liées a la substitution de I’acide aminé Valine par
un Méthionine. Des simulations conformationnelles de la mutation et des analyses

fonctionnelles pourraient étre réalisées.
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En cas de confirmation de la pathogénicité du variant avec le séquencage a I’ensemble des
apparentés, ce travail permettrait de proposer une publication scientifique. En effet, notre
description clinique et radiologique se démarque des différentes données de la littérature. Notre

étude se réalise par ailleurs sur un effectif important, sans autre mutation associée.

Par ailleurs cette étude pourrait éventuellement, en affirmant la pathogénicité, permettre de

ne plus classer ce variant comme un éventuel polymorphisme.

Ce travail, pourrait également mettre en perspective 1’importance du rdle pro-
inflammatoire de MATN3 dans les dysplasies épiphysaires multiples, en particulier avec

I’évolution par poussées inflammatoires, non décrite dans la littérature.

Enfin, pourrait étre discutée, pour mieux comprendre la pathogénicité de ce variant, une
étude in vitro. Cette étude, permettrait de mieux comprendre la physiopathologie de MATN3
et son rdle dans la dégradation du cartilage et dans I’instauration d’une arthrose précoce. Par
ailleurs, cette étude permettrait également d’étudier les mécanismes inflammatoires associés a
MATNS3, et le role de MATN3 dans I’immunité innée.

Une meilleure compréhension de ces mécanismes et de ces voies de signalisation de
I’immunité innée pourrait permettre de mieux appréhender la physiopathologie de ces
dysplasies, mais également de développer de possibles cibles thérapeutiques pour limiter la

progression de la destruction articulaire chez ces patients.
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Conclusion

Cette thése de médecine a permis I’étude d’une famille, a d’un cas index et

de ses 23 apparentés atteinte d’une dysplasie épiphysaire multiple.

Ce travail propose une description clinique et radiologique compléte et
originale de dysplasie épiphysaire ainsi qu’une vue d’ensemble sur la
physiopathologie, la définition et la classification des maladies osseuses
constitutionnelles. Ce travail a également permis d’identifier, par une
technique de séquencage a haut débit, un variant de signification inconnue
¢.733G>A p. Val245Met de I’exon 2 du géne MATN3 codant pour la
matriline 3, une protéine de la matrice extracellulaire associée a cette famille.
La présence de ce variant a été confirmée par une technique de Sanger, chez

le cas index et de deux ces apparentés symptomatiques.

Ce travail ouvre sur plusieurs perspectives, en particulier I’extension du
séquencage a I’ensemble des apparentés, et la réalisation d’étude

fonctionnelles pour confirmer la pathogénicité de ce variant.
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Identification du variant ¢.773G>A (Val245Met) dans I’exon 2 de MATN3 a partir d’une
famille atteinte de dysplasie
¢épiphysaire multiple

Résumé :

Une étude familiale a partir d’un cas index et de 23 apparentés, ayant une présentation clinique
et radiographique évocatrice de dysplasie épiphysaire multiple, a permis I’identification d’un
variant de signification inconnue ¢.733G>A p. Val245Met de I’exon 2 de MATN3 par une
technique de Next Generation Sequencing et de Sanger. Ce variant a été mis en évidence chez

le cas index et deux apparentés symptomatiques.

Mots clés : maladie osseuses constitutionnelles, dysplasie épiphysaire multiple, MATN3,

Identification of a ¢.773G>A (Val245Met) variant on exon 2 of MATN3 from familial multiple
ephyseal dysplasia
Abstract :
A family study based on an index case and its 23 relatives, with a clinical and radiographic
presentation suggestive of polyepiphyseal dysplasia allowed the identification of a variant of
unknown significance ¢.733G>A p. Val245M and exon 2 of MATN3 by a Next Generation
Sequencing and Sanger technique. This variant was found in the index case and two

symptomatic relatives.

Keywords: skeletal dysplasia, Multiple epihyseal dysplasia, MATN3
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