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Préambule

« Quel est le point commun entre un nouveau-né en coma hyperammoniémique deux
jJours apres sa naissance, un nourrisson d’un mois ayant une anémie megaloblastique
profonde avec une hypertension pulmonaire sévére, un enfant de 4 ans sans
antécédent avec une perte des acquisitions et une atrophie cérébrale et un homme de
40 ans ayant une thrombose veineuse profonde récidivante ? » A priori pas grand-
chose, I'age des patients est différent, les manifestations cliniques touchent des
organes différents également, il ne semble pas y avoir de lien étiopathogénique
commun. Et pourtant, les quatre patients souffrent d'une anomalie du métabolisme
intracellulaire de la vitamine Bi2.

Dés la fin du XIXe siécle, les conséquences d’'une carence en vitamine B12 sont
documentées avec la description de I'anémie dite « pernicieuse » par Addison et
Biermer (1). Le premier patient décrit comme ayant un déficit du métabolisme
intracellulaire date de 1969. Ce jeune patient présentait un tableau neurologique
sévére associé a une hyperhomocystéinémie et une acidémie méthylmalonique
responsable d’'un décés a 8 semaines de vie (2). En prés de 150 ans, aprés 5 prix
Nobel, la vitamine B12 et les pathologies liées a un défaut de son métabolisme sont
loin d’avoir livré tous leurs secrets. En effet, plusieurs questions restent sans réponse :
1) Comment expliquer une telle variation du phénotype clinique entre les 4 patients
décrits en amont pour un méme groupe d’altération métabolique, a fortiori s’il s’agit de
la méme altération enzymatique a l'origine de ces troubles ; 2) Comment expliquer la
différence des expressions phénotypiques selon I'age du patient ? 3) Existe-t-il un
substratum moléculaire a I'échelle génomique et/ou post-génomique a l'origine de la
variabilité de I'expression phénotypique chez les patients atteints d’une erreur innée
du métabolisme de la vitamine B12 ?

Depuis la fin des années 1990, les maladies rares sont devenues un enjeu de
santé publique en France, aboutissant a la création de différents plans nationaux avec
un slogan désormais emblématique, repris par la presse généralise : « Les maladies
sont rares, mais comme elles sont plus de 7 000, les malades sont nombreux!
». Par définition, une maladie est considérée comme rare lorsqu’elle concerne moins
de 1/2 000 personnes. Toutes maladies rares confondues, on estime que 263 a 446

millions de personnes sont touchées dans le monde, ce qui correspond a une
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prévalence dans la population mondiale de 3,5 a 5,9 % (3). En France, ces patients
seraient au nombre de 3 millions. Prés de 80 % des maladies rares sont d’origine
geéneétique, et plus de 70 % d’entre elles ont une expression clinique dées I'enfance, ce
qui fait des pédiatres les premiers praticiens a étre confronté a ces maladies (4). Un
patient sur 2 reste encore de nos jours sans diagnostic précis, et seulement 10%
d’entre eux peuvent accéder a un traitement curatif.

Les erreurs innées du métabolisme de la vitamine B2 sont un groupe de
maladies rares. Les patients présentent une grande variabilité de signes cliniques,
différents selon I'age d’apparition et le géne responsable de la maladie. En effet plus
d’'une dizaine de protéines sont impliquées dans l'internalisation de la vitamine B12 et
ses transports intracellulaire, cytoplasmique et mitochondrial, aboutissant a la
synthése des deux isoformes actives de la vitamine B4 : la méthylcobalamine et
'adénosylcobalamine qui interviennent respectivement dans les processus de
méthylation et le métabolisme énergétique.

L’objet de ce travail de thése, réalisé au sein de l'unité INSERM UMR_S 1256
NGERE (Nutrition Génétique et Exposition aux Risques Environnementaux), est de
décrire et définir les phénotypes cliniques présentés par les patients ayant un déficit
du métabolisme intracellulaire de la vitamine B12, en fonction des variants géniques et
de I'dge d’apparition des symptébmes, et de les mettre en lien avec les
pathomécanismes secondaires a I'altération du métabolisme de la B12.

Le présent manuscrit rapporte les résultats de mon travail de thése d’université
intitulé : « Etude comparative des aspects cliniques et physiopathologiques des
erreurs innées du métabolisme de la vitamine B12 en fonction de I’dge ».

La premiére partie du manuscrit reprend les connaissances actuelles relatives
au métabolisme de la vitamine B12 et de fagon plus globale celui des monocarbones
dans lequel il s’imbrique avec une description des mécanismes meétaboliques
intracellulaire. avant de décrire les maladies connues en lien avec un déficit du

métabolisme intracellulaire de vitamine B12 pour conclure par les objectifs de la thése.

La deuxiéme partie de ce travail est la réalisation d’'une méta-analyse sur
données individuelles de 'ensemble des cas de patients rapportés dans la littérature,
ayant un déficit du métabolisme de la vitamine B12 génétiquement documenté. Ce
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travail exhaustif permettra une description générale de ces maladies et une
catégorisation de leur expression clinique.

La troisieme partie, comprend une breve description initiale des principes de
fonctionnement des techniques de séquencgage a haut débit, puis rapporte la rentabilité
diagnostique d’'un exome clinique au sein d’'une population pédiatrique consultant
aupres d’un centre de référence des erreurs innées du métabolisme.

Dans la quatriéeme partie, nous rapporterons dans un premier temps les
connaissances actuelles sur les altérations moléculaires et cellulaires induites par un
déficit de la vitamine B42. Puis dans un second temps, nous étudierons par une
approche d’analyse bio-informatique, les données du transcriptome, du protéome, du
métabolome et des modifications post-traductionnelles issues de fibroblastes de
patients pour la maladie la plus fréquente : le déficit en methylmalonic aciduria and
homocystinuria type C (MMACHC, correspondant au groupe de complémentation
cblC). Nous nous intéresserons plus particulierement aux altérations sur des enzymes
d’autres voies métaboliques, qui lors d’'un déficit sont responsables de manifestations
cliniques similaires a celle observées dans les erreurs innées du métabolisme de la

vitamine B1s.

L’ensemble de ce travail permettra de mieux définir les manifestations cliniques
observées dans le cadre de pathologies dues a une anomalie du métabolisme de la
vitamine B2, et de les mettre en lien avec des mécanismes physiopathologiques
génomiques et post-génomique éclairant ces manifestations sous un ceil nouveau.
Une meilleure connaissance de ces maladies permettra d’avancer vers une prise en

charge thérapeutique novatrice.






1 Partie 1 : Introduction.






1.1 Monocarbones, folates et vitamine B12

1.1.1 Généralités

Les radicaux monocarbonés sont un ensemble de molécules défini sur un plan
biochimique par un unique atome de carbone dans un état d’oxydation variable (5).
Les groupements monocarbonés ont vocation a étre transportés d'un substrat
chimique vers un autre via une réaction enzymatique. On peut citer les groupements
méthyle -CHs ; hydroxyméthyle -CH20H ; formyle -CHO et carboxyle -COOH (Table
1).

Table 1. Différents radicaux monocarbonés.
Représentation graphique selon la nomenclature internationale.

H
Méthyle \C_g
- CHs H4
H
Hydroxyméthyle H H
Formyle O
-CHO ‘%‘)LH
/o
Carboxyle
y 7
-COOH \
OH

1.1.2 Méthylation
La méthylation est un processus « simple » permettant le passage d’'un groupement
meéthyle d’'une molécule a l'autre. Il s’agit d’'un processus indispensable a la vie

humaine. Il est en effet nécessaire a la modulation de I'expression des génes, la
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modification de la conformation tridimensionnelle d’une protéine ou la synthése de
neurotransmetteurs par exemple.

Ce processus de méthylation serait impossible sans un acide aminé essentiel :
la méthionine, qui porte un groupe méthyle. La méthionine interagit avec une molécule
d’ATP (Adénosine-Triphosphate) pour former la S-adénosyl-L-méthionine (SAM).
Cette réaction, catalysée par la SAM synthétase (SAMS), est une réaction de

substitution nucléophile au niveau de I'atome de souffre de la méthionine (Figure 1).

methionine L
Sadenosylmethionine (SAM)

C
i |
'-LNY\/S NH,
\ N

CO N
2 | <, | N
0 0 0 | N/)

Il Il W ./ *HaN
) =P =) =D () D )
| :(): I = . k %

NH.

o O O 3 i CO,
reaction
N (
OH OH OH OH
adenosine triphosphate (ATP) O O O
1l Il 1]
0—R—0—H-0—F—0
o O O

Figure 1. Synthése de SAM. Transfert d'une méthionine sur une molécule d’ATP,
permettant la synthése de SAM et d’atome de Pi. Réaction catalysée par la SAMS.

La SAM ainsi formée est le principal donneur de groupe méthyle pour
'organisme. Environ 4/5° des processus de méthylation sont impliqués dans la
synthése de créatine et de phosphatidylcholine, molécules indispensables a I'activité
cérébrale. Les 20% restant sont dévolus aux nombreuses réactions de méthylation

dans le corps humain.

Une fois le groupement méthyle transmis a une autre molécule, la SAM devient
une molécule de SAH (S-adénosine-L-Homocystéine), qui est dégradée en
homocystéine, un autre acide aminé. La resynthése de méthionine a partir de
I'homocystéine est une réaction chimique consistant a « réimplanter » un groupement
méthyle sur cette molécule d’homocystéine. Cette réaction est possible via deux voies
métaboliques, dont la principale est dépendante du métabolisme des folates et de la

vitamine B1a.
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1.1.3 Métabolisme énergétique

Le métabolisme énergétique correspond aux différentes réactions permettant la
production d’énergie. On parle de phosphorylation oxydative. Au cours de ces
réactions, les électrons a haut potentiel énergétique libérés par différentes réactions
d’oxydation sont transférés a des atomes d’oxygéne tout en produisant de I'énergie.
Cette énergie est utilisée pour synthétiser des molécules d’ATP. Au sein des cellules
du corps humain, ces différentes étapes sont réalisées par la chaine respiratoire
mitochondriale (6) (Figure 2). La chaine respiratoire est constituée de plusieurs
protéines localisées au sein de la membrane interne des mitochondries. Grace a des
co-enzymes sous forme réduite, tel que le NADH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide)
et le FADH: (Flavine Adénine Dinucléotide), il est créé un gradient de concentration
de protons de part et d’autre de la membrane interne de la mitochondrie. La différence
de concentration qui en résulte, constitue une force motrice électro-chimique

permettant la phosphorylation de 'ADP en ATP grace a ’ATP synthase (complexe V).
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Figure 2. Principe de fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale.
Dans les cellules eucaryotes, la chaine respiratoire est constituée de 4 ensembles
protéiques au niveau de la membrane interne de la mitochondrie. Elle crée un gradient
électro-chimique de protons entre la matrice et I'espace intermembranaire, qui sert de
moteur a I'’ATP synthase (complexe V), permettant la synthése d’ATP.



La chaine respiratoire nécessite une intégrité protéique pour fonctionner, mais
également I'apport de cofacteurs (NADH et FADH2) dans leur forme réduite. Le couple
NAD*/NADH est réduit via les différentes réactions chimiques du cycle de Krebs, ou
cycle de I'acide citrique (Figure 3). Le cycle de Krebs permet d’oxyder les groupes
acétyles issus de la dégradation des glucides, protéines ou lipides. Ainsi, a partir d’'une
molécule d’acétate, le cycle de Krebs va réduire 3 molécules de NAD. La 8° enzyme
du cycle, la succinate déshydrogénase (EC 1.3.5.1), a la particularité de faire partie de
la chaine respiratoire et du cycle de Krebs. Le FAD est quant a lui réduit sous forme
FADH:2 grace a la béta-oxydation des acides gras.
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Figure 3. Cycle de Krebs, ou cycle de I’acide citrique.
Le cycle de Krebs comprend I'ensemble des 10 étapes catalysé par 8 enzymes
différentes qui permettent de libérer I'énergie via le métabolisme de I'acétyl-CoA.
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Le métabolisme de la vitamine B4z interagit indirectement avec le cycle de
Krebs. En effet, la voie métabolique intra-mitochondriale de la vitamine B12 permet la
synthése d’adénosylcobalamine, un cofacteur nécessaire a la conversion du L-
méthylmalonyl-CoA (issu de la dégradation des acides aminés ramifiés, des acides
gras a chaine latérale a nombre impair d’atomes de carbone) en succinyl-CoA,

intermédiaire du cycle de Krebs (Figure 4).

Amino acids (~50%) |r Minor pathways of catabolism :
L
Odd-chained fatty acids (~30%)

Propionate (gut-flora derived) (~20%)
Propionyl-Camitine
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_.-v Energy

“" mmemen » Amino acids

Krebs (TCA) Cyclefe:i i

v * Glucose
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Figure 4. Voie métabolique intra-mitochondriale du propionyl-CoA jusqu’a son
entrée dans le cycle de Krebs. (D’aprés Venditti, Gene review. 2005).

Voie de conversion du propionyl-CoA issu de la dégradation des acides aminées et
des acyl-CoA, en succinyl-CoA via 3 étapes et 3 enzymes, permettant la synthese de
succinyl-CoA, intermédiaire du cycle de Krebs.
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1.1.4 Folates

1.1.4.1 Structure chimique

L’acide folique (vitamine Bg) est une vitamine hydrosoluble, également appelée acide
ptéroylglutamique. Il est composé d’'une molécule d’acide glutamique, d’un acide para-
aminobenzoique et d’'un noyau ptérine (Figure 5). Il est synthétisé par les bactéries,
levures ou plantes, et ne I'est pas par les animaux, les rendant de facto dépendants
des apports alimentaires. Il est présent principalement dans les légumes a feuilles
vertes ou dans les abats et existe majoritairement sous la forme de polyglutamate,

c’est-a-dire un enchainement de plusieurs acides glutamiques.

Tetrahydrofolate (THF)

L) OH
| H H 9 ‘ . |l \\C/
p " /»N 2 A, 10 (, \Q\\ | |
N j R G s
2 .‘ . ‘l"\' 7,1// 5
HN NTESN CH, G
| |
,C—+N=C=H
0’ LAY
CH;
|
= - CH;
n-1 (|3
O/’ “OH
" - J N _ o\ - J
2-amino-4-hydroxy-pteridine p-amino-benzoic acid  poly-y-glutamate

(pternn

Figure 5. Structure chimique des folates (7). Les folates sont constitués autour
d’une structure chimique commune constituée de 3 entités : un noyau ptéridine, un
acide para-aminobenzoique (p-ABA) et un ou plusieurs acides glutamiques. Les
différentes formes de folates different selon I'état d’oxydation du cycle ptéridine, la
nature des radicaux sur les azotes en position 5 et en position 10 ainsi que le nombre
d’acide glutamique.

L’acide folique, qui correspond a la forme oxydée, n'est pas la forme
physiologiquement active de la vitamine Bo. Les formes actives sont des formes
réduites : dihydrofolates (DHF) ou tétrahydrofolates (THF) et leurs dérivés méthylés

ou formylés (Table 2).
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Table 2. Structure chimique de
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du N5,10-méthylénetétrahydrofolate et du

N5-méthyltétrahydrofolate (modifié d’aprés (8)).
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1.1.4.2 Histoire

Au début des années 30, Lucy Wills, hématologue britannique rapporte des cas
d’anémie sévére au sein d’'une population de femmes indiennes, dont une grande
proportion était enceinte (9). Cette anémie était caractérisée par la grande taille des
globules rouges, appelés megaloblastes, la différenciant ainsi d’autres anémies
tropicales. Les patients s’amélioraient biologiquement aprés administration d’extraits
de foie ou de marmite, une pate a tartiner industrielle a base d’extraits de levure de
biere (10). Quelques années plus tard, la « vitamine M » (pour Monkey) est décrite
comme prévenant I'apparition d’'une anémie chez les singes ayant une alimentation
carencée (11). Au début des années 40, il est observé que I'administration d’un facteur
nutritionnel présent dans les extraits de foie permet de corriger les anémies
mégaloblastiques (12, 13). En 1941, le nom d’acide folique est donné a partir de sa
mise en évidence dans des feuilles d’épinard (14). L’effet des folates comme facteur
de croissance est rapidement décrit, permettant d’aboutir a la synthese d’un
antagoniste, I'aminoptérine (suivi par le méthotrexate). Son utilisation en pratique
clinique chez un enfant traité pour une leucémie lymphoblastique est le premier effet
médicamenteux rapporté sur le métabolisme des folates (15).

Le cycle métabolique des folates, ses interactions avec la méthionine et
I'homocystéine, sont décrits durant les 20 années suivantes (16). Les premiéres
recommandations de santé publique nord-américaine de supplémentation en acide
folique pendant la grossesse datent de 1992 (17), notamment grace aux travaux
mettant en évidence leur role protecteur sur la non fermeture du tube neural pendant
'embryogénése (18). Cela en fait un des 100 médicaments les plus prescrits aux
Etats-Unis sur la période actuelle (19).

1.1.4.3 Nutrition et apport

Les folates ne peuvent étre synthétisés par 'organisme humain. Notre statut en folate
dépend donc de nos apports alimentaires. Les folates se trouvent principalement dans
les légumes a feuilles vert foncé, les haricots, les germes de blé, les betteraves, mais
aussi dans les abats (foie), le jaune d‘ceuf, le lait et les produits laitiers. La cuisson ou
la congélation diminuent la teneur en vitamine des aliments. A la fin des années 2010,

le statut en folate au sein de la population nord-américaine estime que 10 a 20% de la
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population a un apport en folates insuffisant, plus de 20 ans aprés l'instauration de la
supplémentation (Pfeiffer et al. 2019).

Les dernieres recommandations francaises datent de 2021 (20) (Table 3). Elles
définissent les apports journaliers recommandés selon I'age et le sexe de l'individu. Si
les besoins en vitamine Bg ne sont pas couverts, une carence peut apparaitre et
entrainer I'apparition de probléemes de santé, notamment chez les populations a risque
(femme enceinte, personne alcoolique chronique). A l'inverse, un apport important en
vitamine B9 peut entrainer I'apparition de troubles neurologiques notamment chez le

patient carencé en vitamine B12.

Table 3. Références nutritionnelles pour la vitamine By en pg (Equivalent Folate
Alimentaire /j) d’aprés les recommandations frangaises actualisées (mars 2021).

Groupe de population BNM | RNP | AS | LSS
Nourrisson de moins de 6 mois - - 65 -
Nourrisson de 6 mois et plus - - 80 -
Enfantde 1 a 3 ans 90 120 - 200
Enfant de 4 a 6 ans 110 | 140 - 300
Enfantde 7 a 10 ans 160 | 200 - 400
Adolescent de 11 a 14 ans 210 | 270 - 600
Adolescent de 15 a 17 ans 250 | 330 - 800
Homme et femme de 18 ans et plus 250 | 330 - 1000
Femme susceptible de devenir enceinte et femme - - 600* | 1000
enceinte

Femme allaitante 380 | 500 - 1000

Note : BNM : besoin nutritionnel moyen ; RNP : référence nutritionnelle pour la
population ; AS : apport satisfaisant ; LSS : limite supérieure de sécurité.

* . Valeur possiblement surestimée pour le 2¢ et 3° trimestre de grossesse mais en
deca de la LSS
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1.1.4.4 Réles des folates

Les folates jouent plusieurs rdles essentiels dans le bon fonctionnement de
I'organisme, notamment sous la forme des dérivés THF, co-enzymes dans différentes
réactions de transfert de groupement méthyle (7). Parmi ces différentes réactions,
Nnous pouvons rapporter :

A. Lasynthése de déoxythymidine monophosphate (dTMP). Il s’agit d’'une base
pyrimidique produite a partir de deoxyuridine monophosphate (dUMP), dont
la réaction est catalysée par la thymidylate synthase (TYMS) avec comme
enzyme le 5,10-Me-THF-dependent (21). Cette réaction est nécessaire a la
synthése d’ADN, et la cible de traitements antitumoraux comme le 5-
fluorouracil.

B. Le 5,10-Me-THF est le cofacteur de la serine hydroxyméthyltransferase
(SHMT) qui permet la conversion de glycine et serine, ou inversement (22).

C. Le 5-Me-THF, synthétisé a partir du 5,10-Me-THF grace a la méthyléne
tétrahydrofolate réductase (MTHFR), va permettre la reméthylation de
I'homocystéine en méthionine. Cette étape est indispensable au cycle de la
méthionine (5).

D. Le 10-formyl-THF est nécessaire a la synthése de novo des bases puriques
(adénine ou guanine) constituant les brins d’ADN et d’ARN, via un complexe
enzymatique, le purinosome (23). Il est également utilisé pour la formylation
des protéines (24).
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1.1.5 Vitamine B12

1.1.5.1 Structure chimique
La vitamine B42, ou cobalamine, est une vitamine hydrosoluble, requise comme co-
enzyme pour différentes réactions de I'organisme. Sur le plan moléculaire, il s’agit
d’'une macromolécule organométallique constituée d’un cycle corrine (composé de
quatre molécules de pyrole liant en leur centre un atome de cobalt) et d’'un ligand
inférieur de type diméthylbenzimidazole (DMB), molécule complexe constituée par
I'association d’un sucre, d’un phosphate et d'une pseudo-base azotée (Figure 6).
L’atome de cobalt a un état d’oxydation, allant de +| (cob(l)alamine) a +llI
(cob(lll)alamine), et peut fixer de quatre a six ligands (25). A I'état d’oxydation +lll, cinqg
des six ligands de I'atome central de cobalt sont endogénes (cycle corrine et DMB).
Un groupement variable R se trouve en position axiale supérieure (position 8). Selon
le groupement fixé en position S, les propriétés de la vitamine, et donc ses fonctions,
sont différentes. Ce composé détermine également le nom de la vitamine : -CN pour
cyanocobalamine (forme circulante), -OH pour hydroxocobalamine (forme circulante),
-CHs pour méthylcobalamine (cofacteur de la MS) et adénosyl- pour 5'-

désoxyadénosylcobalamine (cofacteur de la MCM).

WS A BT ,
/(,:°\ \ Ligand supérieur (R)
‘ . '.' _‘(\ Groupe CN, OH, CH3 ou
A R ,\\‘: A, §'-déoxyadénosine

Groupement
pseudo-nucléotidique

Figure 6. Structure chimique de la vitamine B12

La vitamine B12 est composée d’un atome de cobalt au centre d’'un cycle corrine (4
molécules de pyrole). L'atome de cobalt crée une liaison avec le DMB en position
inférieure, jouant le réle de ligand inférieur. Il existe des pseudocobalamines produites
par des cyanobactéries avec un autre ligand inférieur, I'adénine. Le ligand supérieur
confére des propriétés différentes a la vitamine B2 selon qu’il s’agisse d’'un composé
cyano, méthyle, adénosyle ou hydroxo.
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La forme cob(ll)alamine n’a généralement pas de ligand en position axiale (3,
correspondant habituellement a une étape de décyanation. L’atome de cobalt a alors
5 liaisons covalentes. C’est un intermédiaire indispensable a la synthése des formes
actives de la vitamine B+2. Enfin, la forme cob(l)alamine n’a pas de groupement en
position axiale. |l s’agit d’'une molécule trés réactive avec un fort potentiel réducteur,
pouvant entrainer la formation de radicaux libres et exposant donc son environnement

immédiat au risque de Iésions moléculaires.

1.1.5.2 Histoire

Durant la 2¢ partie du XlXe siécle, Thomas Addison a décrit un type d’anémie chez
I'Homme, caractérisée par Anton Biermer en 1872 comme « anémie pernicieuse » car
elle était « durable, fatale et de cause inconnue ». En 1877, Georges Hayem détecte
des cellules sanguines de grande taille, pauvres en hémoglobine. Observation
confirmée en 1880 par Paul Ehrich décrivant alors les mégaloblastes. Dans les années
1880, William Osler et William Gardner ont rapporté un cas de neuropathie associé a
cette anémie. Les fondements séméiologiques de la carence d’apport en vitamine B12
étaient décrits. Il faut attendre les années 1920 pour voir George Whipple, George
Minot et William Murphy démontrer que des extraits de foie peuvent corriger 'anémie
pernicieuse (26). lls obtiendront le prix Nobel en 1934.

William Castle démontra I'existence d’un « facteur intrinseque » présent dans
les sécrétions gastriques permettant I'absorption de la vitamine B12. En 1948, Mary
Shorb en collaboration avec Karl Folkers, ont extrait le « facteur extrinséque » a partir
d’extraits de foie, en se basant sur des travaux issus de I'industrie agroalimentaire et
de la fabrication du yaourt. Ce « facteur extrinseque » nouvellement isolé devient la
vitamine B12, dont la structure sera décrite en 1954 par Todd (27). Elle sera décrite en
cristallographie par Dorothy Hodgkin (28). lls obtiendront le prix Nobel de chimie
respectivement en 1957 et en 1964 pour leurs travaux.

Les 10 années suivantes sont marquées par la mise au point du process
industriel permettant la synthése totale de la vitamine Bi2, par fermentation
bactérienne, publié par R.B. Woodward en partenariat avec A. Eschenmoser (29).
Restait a comprendre la synthése du DMB, indispensable au bon fonctionnement de
la vitamine B12 (30). Cette étape a été observée en 2007, plus de 150 ans aprés les
premiéres descriptions cliniques de carence, par I'équipe de Graham Walker du MIT.
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lls ont découvert chez le Sinorhizobium meliloti, une bactérie vivant en symbiose avec
une plante, le réle du géne bluB, qui utilise la vitamine B2 pour permettre la synthése

du DMB. Le processus de synthese de la vitamine B2 était alors complétement décrit.

1.1.5.3 Apports journaliers recommandés

Tout comme pour les folates, I'étre humain est dépendant des apports alimentaires en
vitamine B+2. La cobalamine est principalement présente dans les aliments d'origine
animale comme le foie (de boeuf, mouton, veau), les rognons, la viande cuite, les
volailles, le jaune d’ceuf, les poissons et les crustacés (palourde, pieuvre, moule). Un
régime européen sans éviction particuliére apporte 5 a 30 ug de vitamine B1
quotidiennement, soit nettement plus que les apports recommandés (31). Les
carences d’apport sont donc rares chez I'adulte européen en bonne santé avec une
alimentation diversifiée, mais plus fréquentes chez les sujets ayant une alimentation
végétalienne stricte sans supplémentation (32).

Les derniéres recommandations frangaises de 2021 (20) (Table 4) décrivent les
apports journaliers recommandés selon I'age et le sexe de l'individu. |l n’existe pas de
dose toxique pour la vitamine B+2. Vitamine hydrosoluble, I'organisme élimine par voie
urinaire I'excédent d’apport inutilisé. La carence d’apport est en revanche considérée
comme un probléme de santé publique par TOMS. Elle est estimée a 10-30% de la
population agée occidentale et 50%, voire 75%, de la population dans les pays en voie
de développement (33, 34).

De nombreuses pathologies digestives et diverses situations responsables de
malabsorption peuvent étre a l'origine d’'une carence en vitamine B2, comme les
gastrectomies (totales ou partielles), l'insuffisance pancréatique exocrine, la maladie
de Crohn, les lymphomes et 'anémie de Biermer.
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Table 4. Apports journaliers recommandés pour la vitamine B12 en pg/j d’aprés
les recommandations francaises actualisées (mars 2021).

Groupe de population AS
Nourrisson de moins de 6 mois 0,4
Nourrisson de 6 mois et plus 1,5
Enfantde 1 a 3 ans 1,5
Enfant de 4 a 6 ans 1,5
Enfantde 7 a 10 ans 1,5
Adolescent de 11 a 17 ans 2,5
Homme et femme de 18 ans et plus 4

Femme enceinte 4,5
Femme allaitante 5

Note : AS : apport satisfaisant.

1.1.5.4 Réles de la vitamine B12
Le métabolisme de la vitamine B2 permet la synthése de 2 formes actives a partir de
la forme ingérée :

A. La premiére est la méthylcobalamine (MeCbl). Cette forme de la cobalamine
est utilisée par la méthionine synthase, ou 5-méthyltétrahydrofolate-
homocystéine méthyltransférase, (MS, EC 2.1.1.13), codée par le géne
MTR. Elle apporte des groupements méthyles pour les différentes réactions
de méthylation de I'organisme (35).

B. La deuxiéme est I'adénosylcobalamine (AdoCbl) (36). Il s’agit du cofacteur
de la méthylmalonyl-CoA mutase (MCM, E.C. 5.4.99.2), codé par le géne
MMUT (37) derniére étape dans la dégradation du propionyl-CoA en
succinyl-CoA, intermédiaire indispensable du cycle de Krebs.
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1.2 Métabolisme des monocarbones

1.2.1 Métabolisme des folates

1.2.1.1 Absorption

Les folates sont ingérés sous la forme de polyglutamates présents dans les aliments.

lls sont digérés dans la lumiére intestinale grace a une enzyme de la bordure en brosse

des entérocytes, la folylpolyglutamate carboxypeptidase (FGCP) ou y-glutamyl
hydrolase (GH), qui permet leur déconjugaison en monoglutamate (38). lls sont

ensuite absorbés au niveau du jéjunum et du duodénum, notamment via 2

transporteurs spécifiques (Figure 7) (39-41) :

e Le PCFT1 (Proton-Coupled Folate Transporter, codé par le géne SLC46A17), dont
le fonctionnement est optimal a pH acide, avec une affinité plus importante pour
I'acide folique.

e Le SLC19A1 ou RFC (Reduced Folate Carrier, codé par le géne RFC). |l s’agit d’'un
transporteur de 591 acides aminés et 12 domaines transmembranaires, ayant une
grande affinité pour les formes réduites (5-methylITHF et 5-formylTHF) et pour les

antifolates tel que le méthotrexate.

Les monoglutamates sont réduits et méthylés en THF et 5-MeTHF dans les

entérocytes avant de passer dans la circulation sanguine portale (40).
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Figure 7. Absorption et transport des folates vers le foie et les tissus
périphériques (d’aprés Guéant and al. 2013).

1.2.1.2 Transport

Les monoglutamates circulent dans le sang principalement sous forme 5-MeTHF, qui

sont soit liés & I'albumine (ligand de faible affinité), soit au « Folate Binding Proteins

Solubles » (S-FBP) (ligand de forte affinité). lls sont acheminés aux tissus

périphériques, par lesquels ils sont captés grace a 3 types de récepteur (40) :

e Les récepteurs des folates (FR). La famille des FR comprend le FRa, FRb et FRg,
codés par trois genes distincts. FRa et FRb sont liés aux membranes cellulaires
par une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI), alors que FRg est un récepteur
soluble. Cette ancre permet [linternalisation des folates par endocytose.
L’expression de FRa est plus importante chez I'adulte, et prédominante dans
I'entrée des folates au niveau cérébral.

e Le RFC, dont l'expression est ubiquitaire, avec un échange anionique
bidirectionnel.

e PCTF1 exprimé dans de nombreux tissus, notamment le foie et les glandes
surrénales. Il joue également un réle important dans la réabsorption des folates au

niveau rénal.
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1.2.1.3 Stockage et élimination

Le foie va stocker la moitié des réserves en folate de I'organisme (10 a 15 mg),
principalement sous forme 5-MeTHF. Les hépatocytes assimilent 10 a 20% des folates
circulants, le reste étant distribué aux autres tissus. Les globules rouges sont
également une réserve importante de folates. Les réserves de l'organisme sont
suffisantes pour couvrir les besoins en folate en I'absence d’apports pendant environ
4 mois. Les cellules séquestrent ces monoglutamates par polyglutamylation via la
folylpoly-y-glutamate synthétase (FPGS) par I'ajout de 4 a 8 résidus glutamates (40).
Cette réaction est réversible. Les résidus glutamates en position terminale peuvent
étre hydrolysés par la y-glutamyl hydrolase (GH). Les folates sont éliminés par voie
biliaire et voie urinaire, la quantité éliminée correspondant a seulement 0,3 a 0,8% du

pool de folates de 'organisme (42).

1.2.2 Métabolisme de la vitamine B12

1.2.2.1 Absorption
L’absorption de la cobalamine est un processus physiologique complexe nécessitant
l'intégrité de nombreuses molécules (Figure 8) (43, 44).

La premiére étape se fait dés la mastication. Les cobalamines sont ingérées,
principalement liées a des protéines d'origine animale. Les molécules de cobalamines
libres sont fixées par des haptocorrines salivaires. Le milieu acide de I'estomac di aux
secrétions d’acide chlorhydrique permet la lyse protéique. Les cobalamines sont alors
fixées par I’haptocorrine et ainsi protégées de la dégradation, permettant de continuer
leur progression vers le duodénum (45). Dans ce milieu alcalin, les haptocorrines sont
dégradées par les sucs pancréatiques (46), la cobalamine libre est alors liée au facteur
intrinséque (FIl), secrété par les cellules pariétales de I'estomac (47, 48). Au niveau de
I'iléon terminal, le complexe Cbl-Fl se fixe a un récepteur spécifique de la bordure en
brosse des cellules épithéliales : le complexe Cubam. Il s’agit d’'un hétérodimére formé
par I'association de la cubiline (codée par le gene CUBN) et de la protéine amnionless
(codée par le géne AMN) (49-51). Le complexe est internalisé dans la cellule par
endocytose et le Fl est dégradé du fait de I'acidification de 'endosome. La vitamine
B12 est exportée de la cellule via une protéine basolatérale « multidrug resistance
protein 1 » (MRP1) (52) et d’autres voies non spécifiques (53).
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hépatique de la vitamine B12 (Guéant and al. 2022)

1.2.2.2 Transport

Dans le sang, la plus grande proportion de cobalamine est liée a I'haptocorrine
plasmatique (ou transcobalamine |, TCI), alors que son affinité est plus importante pour
la transcobalamine Il (TCIl) (53, 54). Selon la protéine a laquelle elle est liée,
'adressage de la vitamine B12 est différent. La vitamine B12 fixée a I’haptocorrine est
principalement adressée aux hépatocytes, via un récepteur non exprimé sur les autres

cellules, notamment pour y étre stockée. Le complexe Cbl/TCll se fixe sur des

récepteurs spécifiques, ubiquitaires, mais différents selon les tissus.

Au niveau rénal il est reconnu par le récepteur mégalin, exprimé par le péle
apical de I'épithélium tubulaire du tubule proximal, jouant un réle important dans le
stockage et I'élimination de la vitamine B+2 (55). Dans les autres tissus de I'organisme,
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le complexe Cbl-TCII se fixe sur le récepteur CD320 (56, 57). Le complexe pénétre
dans la cellule par endocytose, le lysosome est alors la premiére étape du

métabolisme intracellulaire.

1.2.2.3 Métabolisme intracellulaire

Le métabolisme intracellulaire de la vitamine B12 correspond a la succession des
différentes étapes qui aboutissent a la synthése des 2 formes bioactives de la vitamine
B12 : la méthylcobalamine et 'adénosylcobalamine. Cette voie métabolique est d’abord
commune, avant de se séparer en une voie cytosolique jusqu’a la synthese de MeCbl,
et une voie mitochondriale aboutissant a la synthése d’AdoCbl (Figure 9).

Une fois entrée dans la cellule, la premiére étape de ce métabolisme est la
séparation du complexe CbI-TCIl. A [lintérieur de la vésicule d’endocytose,
I'acidification progressive permet la dégradation de TCIl. La cobalamine sort du
lysosome grace a deux transporteurs : LMBD1 (lipocalin-1-interacting membrane
receptor domain-containing-1) (58) et ABCD4 (adenosine triphosphate-
bindingcassette subfamily D member) (59). Dans le cytosol, la cobalamine se lie a la
protéine MMACHC (methylmalonic aciduria cblC type with homocystinuria) (60). Cette
protéine permet de catalyser la réaction de désalkyltion (61) des alkylcobalamines
(AdoCbl et MeCbl) mais également la réaction de décyanation (62) de la
cyanocobalamine (CNCbl). Elle permet donc de soustraire le groupement situé en
position supérieure du noyau corrine. La vitamine B12, sous sa forme réduite
cob(ll)alamin, associée a MMACHC, interagit avec la protéine MMADHC
(methylmalonicaciduria cbID type with homocystinuria) (63), permettant son adressage
a la mitochondrie via la séquence N-terminale, la partie C-terminale étant elle associée

a la voie intra-cytosolique (64-66).
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Figure 9. Métabolisme intracellulaire de la vitamine B1, et groupes fonctionnels de
génes. Les quatre groupes sont définis en fonction des conséquences métaboliques des
genes impliqués dans les troubles héréditaires du métabolisme de la vitamine B12. Le groupe
« Biodisponibilité de la B12 » comprend les défauts des génes impliqués dans I'absorption, le
transport sanguin et 'absorption cellulaire de la B2, avec un niveau anormal attendu de
vitamine B12 sanguine et/ou de protéines de transport ainsi qu’'une augmentation combinée de
I'nomocystéine et de l'acide méthylmalonique. Il convient de noter que les anomalies
génétiques dans l'exportation des lysosomes peuvent également entrainer un déficit en
vitamine Bi2 par le biais d'une altération de l'absorption de la vitamine Bi2. Le groupe «
Transport cytoplasmique » comprend les anomalies génétiques du transport cytoplasmique
avec un taux sanguin normal de vitamine Bi, et/ou de protéines de transport ainsi qu’'une
augmentation combinée de I'hnomocystéine et de l'acide méthylmalonique. Le groupe
« Reméthylation » comprend des défauts génétiques de la voie de reméthylation de
I'nomocystéine avec un taux sanguin normal attendu de vitamine B12 et/ou de protéines de
transport et d'acide méthylmalonique et un taux accru d'homocystéine. Le groupe «
Mitochondrie » comprend des défauts de génes impliqués dans le traitement de la B2 par la
mitochondrie et la conversion du L-méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA. Les groupes de
complémentation correspondant aux défauts du métabolisme de la vitamine B2 sont indiqués
en caractéres bleus. Figure publiée dans l'article 1.

- 26 -



Les mécanismes d’entrée du complexe cobalamine-protéine au travers de la
membrane mitochondriale ne sont aujourd’hui pas élucidés. Des travaux récents sur
une population de Caenorhabditis elegans a permis de décrire le rdle potentiel de
transporteur de type ATP-binding cassette type G (ABCG) dans ce process (67). Dans
la mitochondrie, la cobalamine interagit avec la protéine MMAB (methylmalonic
aciduria cblIB type), permettant la synthése d’AdoCbl, réaction ATP-dépendante (68).
L’AdoCbl est le cofacteur de la MUT. Le transfert de ’AdoCbl entre MMAB et MUT se
fait directement par association des deux protéines (69). Ce transfert nécessite une 3°
protéine, la methylmalonic aciduria cblA type (MMAA). Cette derniére a un role critique
puisqu’elle protége I'’AdoCbl d’'une réaction d’oxydation (70). La protéine MUT peut
alors catalyser la transformation de L-méthylmalonyl-CoA en Succinyl-CoA, étape
importante du catabolisme du propionate et nécessaire au bon fonctionnement du
cycle de Krebs

La voie cytoplasmique permet la formation de MeCbl, cofacteur de la MS gréce
aux interactions entre le complexe Cbl-MMACHC-MMADHC avec MS (71). La Cbl
sous sa forme cob(l)alamin, associée a MS, va fixer un groupement méthyle provenant
d’'une molécule de 5Me-THF, puis le transférer sur une homocystéine, produisant une
méthionine et un tétrahydrofolate (THF). La MS utilisée, sera réactivée grace a la
méthionine synthase reductase (MSR) (72). La méthionine, via le cycle de la
méthionine, sert de base a de nombreuses réactions de méthylation.

1.2.2.4 Stockage et élimination

Les réserves en vitamine B12 sont principalement hépatiques pour 50% (73), mais
aussi cardiaques et spléniques. Elles sont estimées entre 2 et 4 mg, Hors situation de
grossesse ou d’allaitement, les besoins quotidiens d’un adulte sont estimés a 4 ug/j,
L’organisme dispose donc de réserves pour plusieurs années. La cobalamine non

utilisée est excrétée par voie biliaire ou par voie urinaire (74, 75).
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1.2.3 Le cycle de la méthionine

La méthionine est un acide aminé protéinogénique (Figure 10A), c’est-a-dire qu’elle
est incorporée dans les protéines lors de la traduction de ’TARNm par les ribosomes.
Elle est caractérisée par une fonction thioéther. Elle est synthétisée dans I'organisme
a partir d'une homocystéine (Hcy), via une réaction impliquant la MS et la MeCbl.
L'homocystéine est un acide aminé non protéinogénique soufré (Figure 10B). L'Hcy
peut étre synthétisée par toutes les cellules de l'organisme, puis méthylée en
méthionine ou convertie en cystéine. Chez un adulte, 'homocystéine plasmatique
normale est comprise entre 5 et 15 ymol/L. Une augmentation de cette concentration
au-dessus des valeurs normales définie une hyperhomocystéinémie (HHcy). Selon le
niveau plasmatique, on distingue trois catégories d’HHcy: modérée (16 a 30 ymol/L),
intermédiaire (31 - 100 ymol/L) et sévére (> 100 ymol/L) (76).

A B

O O
Hsc/S\/\‘)J\OH HS\/\'/LKOH
NH; NH,

Figure 10. Représentation graphique de la méthionine (A) et de 'homocystéine (B).

1.2.3.1 Cycle SAM/SAH

Dans le cytosol, via le cycle de la méthionine (Figure 11), la cellule synthétise du SAM,
a partir d’ATP et de méthionine, gréace a la Méthionine Adénosyltransférase (MAT). Il
existe deux formes de MAT : une dont I'expression est spécifique au foie (MAT1A) et
une forme d’expression ubiquitaire (MAT2A) dont I'activité est régulée par une sous-
unité associée (MAT2B). Le SAM est le principal donneur de méthyle de I'organisme,
servant de substrat pour les nombreuses méthyltransférases (représentant environ 1%
des génes codeés) (77) et permetant les réactions de méthylation des métabolites, de
I’ADN, de 'ARN mais aussi des histones (78-80).
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Figure 11. Interactions entre le cycle des folates et le cycle de la méthionine
(d’aprés Y. Shulpekova and al. 2021). La vitamine B12 est le cofacteur de la MS. Elles
sont a l'interface entre le cycle des folates, qui apportent un groupement méthyle et le
cycle de la méthionine. Via la réaction catalysée par MS, une homocystéine est
transformée en une méthionine, précurseur de la S-adénosyl méthionine (SAM),
utilisée pour diverses réactions de méthylation.

Notes : DHF : Dihydro-folate ; MTHFR : 5,10-Méthylenetétrahydrofolate réductase ;
THF : tetrahydro-folate. Les noms des enzymes a l'interface des cycles sont notés en
rouge.

Une fois le groupement transféré, le SAM devient un SAH, qui va lui-méme étre
dégradé par l'organisme en homocystéine et en adénosine grace a l'adénosyl-
homocystéine-hydrolase (AHCY) (81). Le cycle est alors bouclé, avec la reformation
d’'une homocystéine qui pourra a nouveau étre méthylée en méthionine, et ainsi de
suite. Le ratio SAM/SAH est un marqueur de la capacité de méthylation de la cellule.
En effet, une accumulation de SAM est responsable d’une inhibition d’activité de
MTHFR, et donc une diminution de reméthylation de 'homocystéine en méthionine.
Elle est aussi responsable d’'une augmentation de l'activité de la cystathionine beta-
synthase (CBS), permettant la dégradation de 'homocystéine (82).
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1.2.3.2 Métabolisme de ’homocystéine - Transsulfuration

L’accumulation d’homocystéine a un effet toxique pour I'organisme. Cet acide aminé
peut étre catabolisé de maniére irréversible via la voie de la transsulfuration. Une
homocystéine est associée a une sérine pour forme une cystathionine grace a la
cystathionine B-synthase (CBS) (83). Puis la cystathionine est réduite en cystéine et
en o-cétobutyrate via une réaction catalysée par la y-cystathionase. Ces deux
enzymes utilisent la forme active de la vitamine Bs, le pyridoxal 5-phosphate comme
cofacteur. La cystéine est utilisée entre autres pour synthétiser du glutathion (GSH),
jouant un réle important pour la cellule dans sa capacité de réponse au stress oxydatif
(84). Cette voie est donc primordiale dans les cellules ayant une forte consommation

en glutathion tel que les hépatocytes et les neurones (85).
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1.3 Erreurs innées du métabolisme de la vitamine B12

Les erreurs innées du métabolisme de la vitamine Bi2 sont un défaut de
fonctionnement d’une enzyme, celle-ci permettant la synthése d’'une ou des deux
isoformes actives de la vitamine B12, la MeCbl ou ’AdoCbl. La carence d’apport est,

quant a elle, responsable d’'un défaut de synthese par défaut de substrat.

1.3.1 La carence en vitamine B12

Nous avons déja évoqué que la carence en vitamine B4 est considérée comme un
probléme majeur de santé publique par TOMS. En effet, si les carences sont plutt
rares chez un adulte en bonne santé dans les pays occidentaux, du fait d’'une
alimentation variée, elle est retrouvée en cas de régimes veégétaliens non
supplémentés ou dans des régions du monde ou l'alimentation d’origine animale est

insuffisante.

1.3.2 Troubles de I’absorption

Toute situation responsable d’'une amputation partielle ou totale du tube digestif peut
étre responsable d’une malabsorption de la vitamine B12. C'est notamment le cas des
gastrectomies partielles ou totales. D’autres pathologies, responsables d’un tableau
clinique de malabsorption (maladie de Crohn, colite ulcéreuse, maladie cceliaque),
sont associées a une carence en vitamine B12 (86, 87). Dans I'anémie de Biermer, une
maladie auto-immune, il est observé une production d’auto-anticorps dirigés contre les
cellules pariétales gastriques (62% des patients) et/ou contre le facteur intrinséque (FI)
(87,5% des patients). La pathologie est responsable d’'une insuffisance de disponibilité

du FI, la vitamine B12 n'est plus absorbee (88).

1.3.3 Conséquence physiopathologique d’une carence en vitamine B2

La carence en vitamine B2 est responsable d’'une augmentation des taux d’acide
meéthylmalonique (MMA) et d'homocystéine (Hcy) dans le sang et I'urine par diminution
de l'activité de la MS et MUT (89).

Une carence en vitamine B12 est responsable d’une diminution de synthése de
méthionine et donc de SAM. Ceci a un impact sur le cycle des folates, puisque le SAM
est un effecteur allostérique de MTHFR. La diminution en SAM entraine une diminution
de l'inactivation — donc une activation — de MTHFR (90); le N5,10-MeTHF, métabolite
actif, est donc trop converti en N5-MeTHF, un métabolite inactif (Figure 12). De plus,
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comme la MS est moins active par défaut de substrat, moins de groupements méthyles
issus du N5-MeTHF sont transférés sur des molécules d’homocystéine. Les folates
sont moins regénérés et donc bloqués sous la forme N5-MeTHF. Ce défaut de
fonctionnement du cycle, avec une diminution du N5,10-MeTHF, inhibe la conversion
de dUMP en dTMP et favorise l'incorporation de dUMP dans '’ADN qui devient plus
instable, favorisant les cassures de brins d’ADN.

Sur des modéles cellulaires, la carence en vitamine B12 est associée a une
réduction de la prolifération cellulaire et une augmentation de I'apoptose des cellules
du tissu neurologique (91, 92), mais aussi dans des modéles non neuronaux (93, 94).
Sur le plan clinique, les patients présentent des troubles neurologiques (polynévrites
sensitives, ataxie, sclérose combinée de la moelle), hématologiques (macrocytose,
anémie mégaloblastique) et digestifs (glossite de Hunter) (95). Il a été observé dans
des modéles animaux ayant un régime alimentaire carencé en méthionine, choline,
folates et cobalamine, une diminution du ratio SAM/SAH. Celui-ci était associé a des
méthylations anormales (96) et a une accélération du processus de
neurodégenérescence (97).
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Figure 12. Métabolisme des folates et réle central de MTHFR (d’aprés Guéant and
al. Trends Endocrinol Metab 2013). Le métabolisme des folates et celui de la
méthionine sont reliés au niveau du 5-méthylTHF synthétisé grace a l'action de
MTHFR.
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1.3.4 Généralités sur les erreurs innées du métabolisme

Les maladies héréditaires du métabolisme (MHM) sont un groupe de maladies rares
qui résultent le plus souvent d’un déficit de fonctionnement d’'une enzyme sur I'une des
nombreuses voies métaboliques du corps (98). Ce déficit enzymatique est
responsable du déficit de synthése d’un produit et/ou de I'accumulation d’'un composé
en amont, pouvant avoir un effet toxique direct, ou indirect via un métabolite
secondaire (Figure 13). Un désordre du métabolisme peut toucher tous les organes,
et peut survenir a tout &ge de la vie. En effet, si une révélation néonatale est
caricaturale, une révélation durant 'enfance ou I'dge adulte est fréquente et souvent

associée a un déficit enzymatique partiel.
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Figure 13. Physiopathologie des erreurs innées du métabolisme s’exprimant sur
un mode de transmission monogénique autosomique dominant ou récessif
(d’aprés Wiedemann Réalité Pédiatrique 2023). Dans cet exemple, le déficit touche
'enzyme qui transforme le substrat B en produit C. Il va y’avoir une accumulation du
substrat B et de ses dérivés pouvant avoir un effet toxique sur 'organisme. Il y a
également un défaut de production du produit C et de ses dérivés, responsable d’un
déficit pour I'organisme. Selon que le mécanisme soit toxique ou au contraire lié a un
déficit, de nombreux symptémes peuvent s’observer chez les patients.
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Il existe plus de 1500 maladies réparties dans 24 groupes de pathologies. Parmi
celles-ci, on trouve les aciduries organiques dont fait partie I'acidurie méthylmalonique
(99), un désordre du métabolisme intermédiaire. Les déficits enzymatiques sur la voie
du métabolisme de la vitamine B4z, depuis son internalisation par les récepteurs
cellulaires jusqu’'a la synthése des formes actives de cobalamines regroupent les
erreurs innées du métabolisme de la vitamine B12 (Figure 14) (37).
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Figure 14. Métabolisme intracellulaire de la vitamine B12. (Forny and al. JIMD
2021).
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Historiquement, pour définir le déficit enzymatique, il était réalisé des analyses
par complémentation (100). Les fibroblastes prélevés sur le patient suspect d’avoir une
erreur innée du métabolisme de la vitamine B+ sont fusionnés avec des fibroblastes
de patients pour lequel le déficit est connu et caractérisé. La cellule créée est appelée
un hétérocaryon. Deux situations sont alors possibles :

- Premiére situation, les deux mutations touchent des protéines distinctes sur
la voie métabolique de la vitamine B12. Les deux anomalies sont différentes,
chaque noyau peut pallier le déficit de I'autre cellule. L’activité enzymatique
globale dans I'hétérocaryon est restaurée permettant l'utilisation de la
vitamine B12. On conclut que les deux cellules sont complémentaires pour
la voie métabolique considérée. On dit qu’il y a complémentation.

- Deuxieme situation, l'activité enzymatique n’est pas restaurée dans
I'hétérocaryon, les deux cellules présentent un déficit sur la méme protéine.
L’information génétique de l'une ne peut compenser 'autre au sein de
I'hétérocaryon.

De cette maniere, il est possible de définir des groupes de complémentation
caractéristiques des différentes étapes du métabolisme de la vitamine Bio.
L’évaluation se fait par dosage biochimique des intermédiaires issus du métabolisme
du "propionate. En 2022, 19 génes ont été rapportés comme associés a une anomalie
du métabolisme de la vitamine B+2 (Table 5) (101).
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Table 5. Listes des 19 génes associés a une erreur innée du métabolisme de la

vitamine B12 (d’aprés Watkins et Rosenblatt, 2022).

: Phénotype 5 Localisation | Numéro
EINEEgD OMIM Gz du géne du géne
Déficit du facteur intrinséque 261000 CBLIF 11912.1 609342
Syndrome d’Imerslund-Grasbeck de type 1 261100 CUBN 10p13 602997
Syndrome d’Imerslund-Grasbeck de type 2 218882 AMN 14932.32 605799
Déficit en transcobalamine 275350 TCN2 22q12.2 613441
Déficit en haptocorrine 193090 TCN1 11912.1 189905
Déficit du récepteur de la transcobalamine 613646 CD320 19p13.2 606475
Acidurie méthylmalonique de type cblA 251100 MMAA 4p31.21 607481
Acidurie méthylmalonique de type cb/B 251110 MMAB 12924.11 607568
Acidurie méthylmalonique et homocystinurie 277400 MMACHC 1p34.1 609831
de type cbIC
Acidurie methylmalonlque et homocystinurie 277400 PRDX1 1p34.1 176763
de type « Epi-cbIC »
Acidurie méthylmalonique et homocystinurie 277410 MMADHC 2q23.2 611935
de type cbID
Déficit en méthylcobalamine type cblE 236270 MTRR 5p15.31 602568
Acidurie méthylmalonique et homocystinurie 277380 L MBRD1 6913 612625
de type cblF
Déficit en méthylcobalamine type cblG 250940 MTR 1943 156570
Acidurie méthylmalonique et homocystinurie 614857 ABCD4 140243 603214
de type cblJ
Acidurie méthylmalonique et homocystinurie 309541 HCFC1 Xq28 300019
de type cbIX
Déficit en THAP11 / THAP11 16922.1 609119
Déficit en ZNF143 / ZNF143 11p15.4 603433
Acidurie méthylmalonique, type MUT 251000 MMUT 6p12.3 609058
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1.3.5 Défauts génétiques de I’absorption intestinale de la vitamine B12
Les premiéres étapes de la voie métabolique correspondent a la dissociation de la
cobalamine des protéines animales, de sa protection dans le milieu gastrique acide

par le facteur intrinséque, puis de son absorption via le récepteur cubam.

1.3.5.1 Déficit du facteur intrinséque

Le déficit en facteur intrinséque (FI) est une pathologie rare correspondant a I'absence
de synthése ou de sécrétion du facteur intrinséque. Elle s’exprime sur un mode
autosomique recessif. Le Fl, codé par le gene GIF, est une protéine de 417 acides
aminés (102, 103). Une mutation sur le géne peut étre associée a une diminution de
synthése, une diminution de l'affinité pour la cobalamine ou une augmentation de sa
sensibilité a la protéolyse gastrique (104). Une vingtaine de variants pathogénes ont
été rapporté jusqu’ici, pour une centaine de cas décrits dans la littérature (101).

Les premiéres descriptions datent des années 1960 et rapportent le cas
d’enfants avec une anémie pernicieuse, sans anomalie de la muqueuse gastrique, une
absence de facteur intrinseque dans le liquide gastrique, et 'absence de mise en
évidence d’anticorps (105, 106). L’anémie pernicieuse juvénile « congénitale » est
décrite I'année suivante (107). Il n'existe pas de protéinurie dans ce syndrome,
I'atteinte est due a une malabsorption sélective de la vitamine B+2 au niveau digestif.
Les signes cliniques surviennent généralement dans la petite enfance, une fois les
réserves constituées in-utéro épuisées. Il s’agit d’'une anémie mégaloblastique,
responsable d’asthénie, avec une atteinte du systéme nerveux périphérique
(paresthésie, neuropathie périphérique, ataxie) (108). Le traitement repose sur

l'injection intramusculaire hebdomadaire ou mensuel d’hydroxocobalamine.
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1.3.5.2 Syndrome d’Imerslund-Grasbeck

Le syndrome d’'Imerslund-Grasbeck est une pathologie autosomique récessive due a
une mutation du complexe AMN/CUBN, formant le récepteur cubam au niveau de la
membrane iléale (109). Il a été décrit initialement dans les pays scandinaves, ou sa
prévalence est de 1/200.000 naissances. Il se manifeste aprés les premiers mois de
vie par une anémie macrocytaire associée a des troubles de la croissance, des
infections et une protéinurie (110). Des troubles neurologiques ont également été
rapportés (111). Il a été observé plusieurs malformations associées des voies urinaires
(112).

La pathologie est soit due a une mutation du géne CUBN, situé sur le
chromosome 10p12.1, soit une mutation du gene AMN, situé sur le chromosome
14p32 (113). Il est intéressant de souligner qu’il n’a pas été observé de malformation
urinaire en cas de mutation du géne CUBN, mais uniquement en cas de mutation
d’AMN, soulignant le réle important de la protéine au moment de la gastrulation (110).
Une mutation d’'une de ces deux protéines est responsable d’'une diminution de
I'affinité du récepteur pour le complexe IF-Bi2 et donc une diminution de son
absorption. Le traitement repose sur I'administration de vitamine B12 par voie intra-
musculaire, au rythme d’une injection par mois durant toute la vie du patient. En cas
de supplémentation, le pronostic est excellent, seul persiste la protéinurie sans

conséquence sur la fonction rénale (110).

1.3.6 Défaut du transport de la vitamine B2

Dans le sang, la cobalamine circule pour 10 a 20% liée a la transcobalamine (TCII),
qui peut étre internalisée par la totalité des cellules exprimant le CD320. Le reste de
la cobalamine est fixée a I'’haptocorrine reconnue uniquement par les cellules

hépatiques.

1.3.6.1 Déficit en haptocorrine

L’haptocorrine, anciennement appelée transcobalamine |, est une protéine de 433
acides aminés, codée par le géne TCN1, situé sur le chromosome 11. La
symptomatologie en cas de déficit reste discutée. Une cinquantaine de patients ont
été rapportés, souvent diagnostiqués de maniére fortuite dans les suites de la
découverte d’un taux plasmatique de vitamine B12 bas (114).
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La premiére description dans la littérature rapporte I'histoire de 2 fréres, qui a
'age adulte présentait un taux plasmatique de vitamine B12 abaissé, en lien avec
I'absence d’haptocorrine dans le sérum, la salive, le liquide cérébro-spinal et le liquide
gastrique (115). Ce déficit n’avait alors pas de répercussion clinique. Néanmoins
quelques années plus tard, il a été décrit chez un des fréres une dégradation
neurologique progressive a type de paraparésie spastique et de démence, sans autre
étiologie retrouvée. Elle était non améliorée par linjection de cobalamine et non
présent chez les autres membres de sa famille (116). L'impact du déficit en
haptocorrine sur le développement d’'une symptomatologie neurologique reste donc
discutable.

1.3.6.2 Déficit en transcobalamine

Le déficit en transcobalamine, également appelé déficit en TCIl (Figure 15), est une
pathologie autosomique récessive qui se révele classiquement durant les premiers
mois de vie. La transcobalamine est une protéine de 43 kDa codée par le gene TCN2,
situé sur le bras long du chromosome 22 (22911.1) (117).

Les signes cliniques regroupent perte de poids, retard de croissance staturo-
pondérale, diarrhées, vomissements, |éthargie, irritabilité, paleur et ulcéres de la
muqueuse buccale. Des infections séveres (notamment a Pneumocystis carinii ou
meéningites a Streptococcus Pneumoniae et Escherichia coli) sont rapportées au cours
de la premiere année de vie (118, 119). Ces infections sont dues a un déficit
immunitaire par hypogammaglobulinémie (120). Sur le plan biologique, il est noté une
accumulation d’homocystéine et d’acide méthylmalonique tandis que la concentration
en méthionine peut étre diminuée. Les patients présentent un taux de cobalamine
sérique et totale abaissé.

Le traitement a pour objectif de maintenir un taux de cobalamine sérique élevé
(1000 — 10000 pg/ml) preferentiellement par I'injection hebdomadaire de CNCbl ou
d’OHCDbl par voie intramusculaire (Figure 16). Le déficit en TC est une maladie sévere
dont le pronostic est favorable grace au traitement (118).
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1.3.6.3 Déficit du récepteur de la transcobalamine (CD320).

Le déficit du récepteur de la transcobalamine est une pathologie autosomique

récessive rare due a une mutation sur le récepteur de la TC. Le récepteur de la TC est

une glycoprotéine de 282 acides aminés, codé par le géne CD320 (121), situé sur le

chromosome 19 (19p13.2). Les patients rapportés présentent sur le plan biologique

une excrétion d’acide méthylmalonique modérément augmentée avec un taux

d’homocystéine normal ou élevé. Sur le plan clinique, les patients rapportés sont le

plus souvent asymptomatiques malgré les anomalies biologiques. Néanmoins des cas

d’altération sévere de la vision par occlusion de l'artére de la rétine, secondaire a

I'hyperhomocystéinémie ont été décrit (122).
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Figure 15. Groupes de complémentation des déficits intracellulaires de la
vitamine B4z (d’apres Wattkins and Rosenblatt, Vitamins and Hormones 2022). Génes
impliqués dans le métabolisme intracellulaire de la vitamine B> avec groupe de
complémentation associé (en rouge) en cas de mutation du géne décrit.
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1.3.7 Déficit du métabolisme intracellulaire affectant la voie de synthése de la
méthylcobalamine et de I'adénosylcobalamine

Une fois internalisée dans la cellule, la cobalamine transite d’abord via le lysosome

avant plusieurs réactions chimiques intracytoplasmiques permettant la suppression du

radical en position supérieure. Une fois ces étapes réalisées, la cellule synthétisera

les formes AdoCbl ou MetCbl, biologiquement actives.

1.3.7.1 Anomalies de la sortie du lysosome

Les premieres étapes du métabolisme intracellulaire correspondent a la sortie de la
cobalamine du lysosome. Deux protéines, découvertes via deux groupes de
complémentation différents, sont impliquées dans cette étape : la protéine LMBD1,
codée par le géne LMBD1, correspondant au groupe de complémentation cblF (58) et
la protéine ABCD4, codée par le gene ABCD4, correspondant au groupe de

complémentation cblJ (59) (Figure 15).

1.3.7.1.1 Mutation de LMBD1 - Groupe de complémentation cblF

Il s’agit d’'une pathologique de transmission autosomique réecessive tres rare. En effet,
moins de 20 cas ont été rapportés dans la littérature. En cas de mutation sur la protéine
LMBD1, la cellule est incapable de transférer la cobalamine libérée dans les
lysosomes vers le cytosol. La cobalamine s’accumulant dans les lysosomes, elle ne
peut étre convertie en AdoCbl ou MeCbl, les activités enzymatiques de MS et MMUT
sont donc fortement diminuées. La protéine LMBD1, codée par le géne LMBD1,
présent sur le chromosome 6, possede 9 domaines transmembranaires (58).

Les signes cliniques rapportés chez les patients sont trés variables : retard de
développement, troubles digestifs, anémie mégaloblastique (paleur, fatigue, anorexie),
hypotonie, stomatite et rashs cutanés. Les premiers signes cliniques apparaissent
entre les premiers mois de vie jusqu’a leur premiére décennie (58, 123-125). Sur le
plan biologique, du fait de 'anomalie de fonctionnement des enzymes MS et MMUT,
les patients présentent une anémie meégaloblastique ainsi  qu’une
hyperhomocystéinémie, une acidémie et une acidurie méthylmalonique. Le taux de

méthionine est normal ou abaissé.
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Le traitement repose sur I'administration intramusculaire de cobalamine, ainsi
gu’une supplémentation orale en bétaine. Il semble stabiliser voire améliorer le

pronostic neurocognitif des patients traités (126) (Figure 16).

1.3.7.1.2 Mutation de ABCD4 - Groupe de complémentation cblJ
ABCD4 est une protéine de 68.6 kDA, membre de la famille D des transporteurs ATP
binding cassette (ABC), codée par le gene ABCD4, situé sur le chromosome 14q24.3
(59). Il s’agit d’'une pathologie a transmission autosomique récessive. Trés peu de
patients ont été décrit dans la littérature (59, 127-130). Cliniquement les patients
rapportent principalement des troubles neurologiques (hypotonie, Iéthargie), des
difficultés alimentaires, des anomalies cardiovasculaires congénitales, une
hyperpigmentation ou une anémie macrocytaire.

Biologiquement, du fait de la séquestration de la cobalamine dans le lysosome,
les activités de MS et de la mutase sont trées fortement abaissées. Les patients
présentent logiqguement une hyperhomocystéinémie, une hypomeéthioninémie et un

taux élevé de méthylmalonate dans le sang et les urines.

Clinical presentation compatible with Elevated plasma total homocysteine Positive Neonatal Screening
remethylation disorder (tHey)

Obtain complete diagnostic sample set:
serum VitB12 and folate; plasma tHcy and methionine (Met);
acylcarnitine pattern, plasma or urinary methylmalonate (MMA)
Start parenteral hydroxocobalamin (OHCbI) (1 mg/d)

¥

Plasma tHcy elevated; plasma Met normal or decreased

]

Seek expert advice!
Continue parenteral OHCbI
Consider oral betaine, folinic acid/methylfolinate, L-methionine

I I |

VitB12N, Folate N, VitB12J, Folate N, VitB12N, Folate |, VitB12N, Folate N, VitB12N, Folate N,
tHecyN, MMAN tHey M- 1, MMA 1 tHey ™, MMAN tHey M- ™ 1, MMAN tHey - 1 1, MMA
No remethylation Perturbation of VitB12 Perturbation of folate MTHFR cblD-HC, CbIC,cbID-MMA/HC, cblF,
defect supply/transport supply/transport deficiency cblE, cbIG cblJ or TC deficiency
Initiate further diagnostic steps Initiat further diagnostic steps Stop parenteral OHCbl Continue parenteral OHCbl;
Consider MTHFD1 deficiency Supplement VitB12/folate as required Continue/start oral betaine Continue/start oral betaine
Stop parenteral OHCbl treatment Continue/consider Continue/consider
folinic acid/methylfolate L-methionine and/or
and/or L-methionine folinic acid/methylfolate
supplementation supplementation

Figure 16. Algorithme de prises en charge thérapeutiques des erreurs innées du
métabolisme intracellulaire de la vitamine B42 (d’aprées Huemer and al., J Inherit
Metab Dis 2016). Recommandations de prise en charge diagnostique et
thérapeutique, avant et aprés dosage biochimique spécifique.
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1.3.7.2 MMACHC - groupe de complémentation cbIC

Dans le spectre des erreurs innées du métabolisme de la vitamine B4, la pathologie
la plus fréequemment rapportée est [l'acidurie méthylmalonique avec
hyperhomocystéinémie due a une mutation du gene MMACHC, avec plus de 1200
patients rapportés en 2022 (101). Le géne MMACHUC, localisé sur le chromosome 1
(locus 1p34.1) permet de coder la proteéine MMACHC (131) qui joue un réle de
chaperon dans ['utilisation de la vitamine B+2 par la cellule (71). De nombreux variants
geéneétiques ont été rapportés dans la littérature, avec des variations de fréquence selon
I'origine ethnique des patients. La mutation c.271dupA est la plus fréquente dans les
populations européennes par exemple, alors que la c.609G>A est plus fréquente dans
la population chinoise (132).

MMACHC intervenant dés la sortie de la vitamine B12 du lysosome, les deux
voies de synthése celle de 'AdoCbl et celle de la MeCbl sont donc impactées. Une
diminution d’'activité de la méthylmalonyl-CoA mutase et de la méthionine synthase est
observée dans les fibroblastes de patients (101). Mais a la différence des déficits cblF
et cblJ, en cas de mutations du géne MMACHC, le taux de cobalamine intracellulaire
est tres abaissé. Le groupe de complémentation lié a un déficit en MMACHC est le
groupe cb/C (Figure 15).

L’expression clinique d’un déficit de la protéine MMACHC est trés variable. Elle
est schématiquement séparée en early-onset, lors d’une expression clinique dés la
premiére année de vie et en late-onset, lors d’'une expression clinique plus tardive
(126, 133-136). Dans les formes infantiles, il est frequemment rapporté des anémies
meégaloblastiques, des retards de croissance, des difficultés alimentaires et une
somnolence. L’atteinte neurologique se manifeste par une épilepsie, associée a un
retard du développement psychomoteur, voire une régression, une microcéphalie ainsi
gu’une atrophie cérébrale et/ou cérébelleuse avec une atteinte de la substance
blanche. Une atteinte ophtalmologique est également fréquemment rapportée avec
une atrophie du nerf optique, un strabisme, un nystagmus, une rétinopathie poivre et
sel ainsi qu’une maculopathie (137). Dans les formes late-onset, les atteintes
neurologiques sont au premier plan avec une régression psychomotrice, des troubles
de la marche, une épilepsie, mais également des troubles psychiatriques comme des

démences ou des psychoses.
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Dans les deux formes il a été rapporté des processus de type microangiopathie
thrombotique responsables de syndrome hémolytique et urémique atypique,
possiblement secondaire a I’hyperhomocystéinémie, associé ou non a des tableaux
d’hypertension artérielle pulmonaire pouvant causer le décés du patient (138). Des cas
de cardiopathies congénitales ont également été rapporté (139).

Le traitement de cette pathologie repose sur I'administration parentérale de
fortes doses d’hydroxocobalamine, la forme cyano- semblant moins efficace (140). Un
traitement par bétaine, permettant la conversion d’homocystéine en méthionine via la
betaine-homocysteine méthyltransférase, est également recommandé (Figure 16).
Des cas d’amélioration clinique apres supplémentation en méthionine ont été
rapportés (141). Des supplémentations en L-carnitine, acide folique ou acide
carglumique sont parfois réalisées sans démonstration d’un effet clinique évident
(101). Un régime limité en protéine n'est pas nécessaire (142, 143). Malgré un
traitement métabolique bien conduit, il persiste une symptomatologie neurologique
et/ou ophtalmologique (101, 126). Des résultats prometteurs de traitement durant la
période anténatale ont été rapporté (144).
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1.3.7.3 Epimutation du géne MMACHC - Epi-cbIC
Plusieurs patients diagnostiqués comme ayant un déficit de type cb/C n’ont pas eu de
réponse génétique avec une absence de mutation identifiee sur le géne MMACHC. ||
a été rapporté une forme épi-cb/C, due a une épimutation du gene PRDX1 (145). La
découverte de cette mutation est une grande avancée dans le diagnostic des maladies
rares, puisqu’elle a permis de mettre en exergue la possibilité d’épimutation comme
responsable de phénotype autosomique récessif, avec une transmission mendélienne.
Sur le plan physiologique, cette mutation a notamment été découverte grace a
I'absence de mutation sur le gene MMACHC, chez une patiente décédée d’'une forme
seévére de cblC, chez qui n'avait été mis en évidence qu’une mutation hétérozygote
sur le géne de transmission maternelle (c.271dupA). Aucun autre ARNm que celui
résultant de cette mutation n'a été observé dans les fibroblastes de la patiente,
notamment le transcrit non-muté de transmission paternelle. Une analyse de la
meéthylation du géne MMACHC a permis de mettre en évidence, une hyperméthylation
d’'ilots CpG au niveau du promoteur et du premier exon du gene MMACHC
(Chr1:45,965,587-45,966,049). Cette hyperméthylation de transmission paternelle a
été retrouvé au niveau sanguin, mais aussi dans les gamétes paternels. Un traitement
des fibroblastes par 5-azacytidine (5-AZA), qui permet [linhibition des DNA
méthyltransférases, a permis d'observer le transcrit MMACHC non muté dans ces
fibroblastes. Cela a permis de confirmer I'hyperméthylation comme responsable de
I'absence de synthése de l'allele non-muté de transmission paternelle (Figure 17).
Cette épimutation est due a une mutation du géne PRDX1, dont la transcription
se fait de maniére antisens. La mutation est responsable d’'une anomalie d’épissage
de I'exon 6 du gene PRDX1 et d’'une transcription polyA terminale. Ce transcrit entraine
I'hyperméthylation du promoteur du géne MMACHC et donc de son absence de
transcription par la cellule. Sur le plan clinique les patients porteurs d’'une pathologie
de type épi-cblC présentent le spectre clinique des patients ayant un déficit de type
cblC, mais avec une forme plus sévére, qui pourrait s’expliquer par I'absence complet
de synthése de la protéine MMACHC (145, 146).
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Figure 17. Description du cas CHU-12122 d’épi-cbIC hétérozygote composite
pour une mutation codante et une épimutation de MMACHC détectée dans 3
générations (d’aprés Guéant and al., Clin Epigenetics 2021). A. Arbre généalogique
du cas CHU-12122; la barre rouge représentation la mutation c.270dupA
(p-Arg91LysfsTer14) mis en évidence chez le patient, sa mére et le grand-pére
maternel ; le cercle vert correspond a I'épimutation au niveau du promoteur / exon 1
du géne MMACHC retrouvé dans le cas index. B. Cartographie du géne MMACHC
avec détails des nombreux ilots CpG couvrant le promoteur et 'exon 1. Les sites CpG
sont numérotés en fonction de leur position en amont et en aval d’ATG. Les
astérisques indiquent les sites CpG de I'llot CpG qui ont été identifiés par la puce
HM450K lllumina. C. Epigrammes de la méthylation de MMACHC analysée par
amplification par PCR/clonage/ séquencage Sanger de I'’ADN traité par bisulfite. Des
épimutations ont été détectées chez le cas index, son pére et son grand-pere paternel.
D. Résultats de RT-PCR issu des fibroblastes du cas CHU-12122 avant et aprés
traitement par 10 uM de 5-azacytidine (5-AZA). L'absence d’expression de l'alléle
saine due a I'épimutation est réversée apreés traitement (expression bi-allélique aprés
traitement).
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1.3.7.4 Anomalies de régulation du géne MMACHC — cbIX/cbIK

Les investigations sur les patients du groupe de complémentation cblC sans mutation
sur MMACHC et pour lesquels les transcrits sont bien observés en RT-PCR, ont
permis de décrire la premiére pathologie par aberration de régulation d’'un gene (101).
Les premiers patients rapportés ont une mutation sur le géne HCFC1, codant pour la
protéine host factor 1 (HF1), localisé sur le chromosome X, d’ou le nom de cblX pour
les définir (Figure 15) (147-149).

HF1 est un co-régulateur qui interagit avec des protéines comme THAP11 et
ZNF143, qui elles se lient a ’ADN. Une mutation sur le géne HCFC1 peut donc avoir
un effet sur 'expression de nombreux autres genes, selon I'endroit de la mutation. Une
mutation dans le motif Kelch est associée a une diminution de transcription de
MMACHC et d'une symptomatologie de type cb/C. Sur le plan biochimique, les
anomalies sont moins marquées, alors que sur le plan clinique, il est noté des tableaux
d’encéphalopathie épileptique trés sévere, associés a une microcéphalie et un profond
retard du développement. Cette atteinte clinique est également observée en cas
d’absence d’altération du métabolisme de la cobalamine (150-152).

Un patient ayant une mutation homozygote sur le géne THAP11 a été rapporté
dans la littérature comme ayant une diminution d’expression du géne MMACHC (153).
Un déficit sur la protéine THAP11 est associé a une diminution de synthése de
MMACHC, par une diminution d’affinitt de THAP11 pour le promoteur du géne
MMACHC (154). Le patient rapporté avait une augmentation du taux d’acide
méthylmalonique sans hyperhomocystéinémie. Il a présenté une encéphalopathie
épileptique sévere responsable de son déces.

Un patient a été rapporté avec une mutation hétérozygote composite sur le géne
ZNF143 (155), codant pour une protéine de type DNA-binding protein, interagissant
avec la protéine HCFC1. Le tableau clinique décrit est sévére avec une
encéphalopathie épileptique, une surdité, une cécité, une communication inter-
ventriculaire. L’enfant est décédé a I'age de 2 ans d'une détresse respiratoire
secondaire a son état général et ses comorbidités. Ce déficit est a l'origine d’'un
nouveau groupe de complémentation appelé cblK (Figure 15). En plus d'une
augmentation de I'acide méthylmalonique et de 'homocystéine, il a été observé dans
les fibroblastes une accumulation de complexe TC-Cbl, suggérant un déficit plus

précoce dés le lysosome (101).
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1.3.7.5 MMADHC - groupe de complémentation cbID-MMA/HC

Un déficit de la protéine MMADHC est associé au groupe de complémentation cb/D
(Figure 15). Ce groupe de complémentation est hétérogéne sur sa présentation
clinique et biochimique, en raison de la fonction de MMADHC et du type de mutation.
En effet, MMADHC va étre responsable de I'adressage de la cobalamine soit a la
mitochondrie pour la synthése d’AdoCbl, soit au cytosol pour la synthese de MeCbl.

MMADHC est codée par le géne MMADHC, situé sur le chromosome 2q23.2. Il
s’agit d’une protéine de 296 acides aminés et d’un poids moléculaire de 32.9 kDa (66).
MMADHC est constituée de plusieurs domaines fonctionnels (65). La portion N-
terminale, correspondant aux 118 premiers acides aminés, contient la séquence de
ciblage mitochondriale nécessaire a la synthése d’AdoCbl (156). Les 180 acides
aminés de I'extrémité C-terminale de MMADHC sont impliqués dans les deux voies
(mitochondriale et cytoplasmique). Deux régions sont impliquées plus spécifiquement
dans la voie cytosolique : les résidus 197 a 226 et ceux de 246-259 (63).

Ce code génétique responsable des différents groupements fonctionnels sur
MMADHC explique la complexité de ce groupe de complémentation. En effet, les
premiers patients rapportés avaient un tableau similaire au groupe de
complémentation cblC, avec une augmentation de l'acide méthylmalonique et de
I'hnomocystéine (157). Dans les années qui ont suivi, des patients du groupe de
complémentation cblID ont été décrit avec soit une acidémie méthylmalonique isolée,
soit une hyperhomocystéinémie isolée (158). 3 sous-groupes ont été créé : cblD-
MMA/HC, cbID-MMA et cbID-HC, selon l'atteinte décrite par les patients. MMADHC
joue donc un rdle prépondérant dans les interactions avec les autres enzymes du
meétabolisme intracellulaire de la vitamine Bi2, formant des macrocomplexes

nécessaire a la bonne utilisation de la cobalamine par la cellule (71, 159) (Figure 18).
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Figure 18. Interactome MMACHC-MMADHC (d’apres Bassila and al., BBA 2017).
Modele proposé d’interactions protéine-protéine nécessaire pour la bonne utilisation
de la cobalamine par la cellule. Le métabolisme commence par la sortie active du
lysosome médié par les protéines LMBD1 et ABCD4. Ces deux protéines vont interagir
avec MMACHC qui a notamment un réle chaperon pour la cobalamine, en plus de
permettre la déalkylation et la décyanuration de la cobalamine. L’interaction
MMACHC-MMADHC est nécessaire pour 'adressage et la poursuite du métabolisme
intracellulaire de la cobalamine. Un interactome avec méthionine synthase et/ou
méthionine synthase réductase est possible.

En 2022, un déficit responsable d’une pathologie de type cbID a été identifié au
sein de 37 familles : 10 familles avec la présentation classique cb/ID-MMA/HC, 9 avec
le phénotype cbID-MMA et 8 cbID-HC (101). Ces manifestations cliniques étaient en
lien avec la localisation de la mutation par rapport au domaines fonctionnels
précédemment décrits (Figure 19).

Les manifestations clinques varient considérablement entre les patients cblD.
Les patients cb/ID-MMA/HC présentent un retard de développement, une hypotonie,
une léthargie ainsi qu'une anémie mégaloblastique (66, 126). Sur le plan
thérapeutique, les recommandations de prise en charge sont les mémes que pour les
déficits de type cb/C (Figure 16).
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Figure 19. Cartographie et mutations du géne MMADHC (Methylmalonic
Aciduria, cbID Type, and Homocystinuria) (d’aprés Coelho and al. NEJM 2008). Le
géne est constitué de 8 exons. Le schéma représente le cDNA du géne MMADHC et
localise les mutations selon le phénotype présenté par les patients cbID. Les exons
sont représentés par des rectangles numérotés et le nombre sous les boites indique
la position du dernier nucléotide de chaque exon. Le phénotype induit est indiqué selon
la position identifié de la mutation.
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1.3.8 Déficit du métabolisme intracellulaire affectant sélectivement la voie de

synthése de la méthylcobalamine

1.3.8.1 Méthionine synthase et Méthionine synthase réductase — groupes de
complémentation cblG et cblE

Les déficits des enzymes méthionine synthase et méthionine synthase réductase sont

connus depuis la fin des années 1980. lIs ont donc permis la définition de deux groupes

de complémentation, respectivement cblG et cblE (160). Sur le plan clinique ces deux

déficits sont indissociables.

Méthionine synthase, ou 5-méthyltétrahydrofolate-homocystéine
méthyltransférase, est une protéine de 1265 acides aminés et 140 kDa, codée par le
géne MTR (161, 162). Le géne MTR est situé sur le chromosome 1g43 et est composé
de 33 exons (163), codant pour le transcrit MTR-001. L’épissage alternatif du géne
MTR donne lieu a une diversité de transcrits dont cinq (MTR-001, MTR-002, MTR-201,
MTR-202 et MTR-203) codent pour la synthése d’une protéine alors que les deux
autres transcrits (MTR-003 et MTR-004) ne sont pas codants (159).

Méthionine synthase réductase est une protéine impliquée dans la réactivation
par reméthylation réductrice de la MS via la SAM comme donneur de groupement
méthyle (164). Il s’agit d’'une protéine de 698 acides aminés, pour un poids moléculaire
de 77.7 kDa, codée par le géne MTRR localisé sur le chromosome 5p15.2-15.3 (165,
166).

Environ 50 patients ont été rapportés comme appartenant au groupe de
complémentation ¢blG pour 44 variants de MTR connus comme pathologiques.
Certains patients sont décrits comme étant cb/G* en cas d’activit¢ MTR nulle (167).
Pour le groupe cblE, environ 35 patients ont été décrits, pour 31 variants pathologiques
de MTRR (101).

Comme exposé préecédemment, méthionine synthase catalyse le transfert d’'un
groupe méthyle du 5-MTHFR vers une homocystéine, permettant la régénération de
la méthionine. Cette réaction est possible grace a la MeCbl. En effet, le groupement
méthyle est initialement transféré depuis 5-MTHFR sur une molécule de cob(l)alamine,
permettant la synthése de metylcob(lll)alamine. Le groupement méthyle est alors
transféré sur une molécule d’homocystéine, permettant de restaurer une méthionine
et une cob(l)alamine (Figure 20). Dans environ 1 réaction sur 2000, cette réaction

aboutit a la synthese d’'une cob(ll)alamine. Cette forme est réduite grace a une réaction
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catalysée par la méthionine synthase réductase (MTRR), permettant de regénérer la

forme cob(l)alamine, interagissant avec MTR (168).

Hcy Met
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AdoHc '
AdoMet ﬂ e~

+e~ 1}
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Salvage pathway (MSR)

Figure 20. Schéma simplifié de I’action de MTR et MTRR. (d’apres Guéant and al.
Crit Rev Bioch Mol Biol 2022). Méthionine synthase utilise de la cob(l)alamine pour
fixer le groupe méthyle issu du SMTHFR et régénérer de la méthionine a partir
d’homocystéine. Dans la majorité des cas, aprés la réaction la metylcob(lll)alamine
revient sous la forme cob(l)alamine. Néanmoins dans une réaction sur 2000, elle
s’oxyde sous la forme cob(ll)alamine. Dans ce cas, MTRR va permettre de la réduire
sous forme cob(l)alamine pour réalimenter le cycle de la méthionine.
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Un déficit d'une de ces 2 enzymes aboutit @ une augmentation du taux
d’homocystéine, plasmatique ou urinaire. Les manifestations cliniques sont similaires
et surviennent principalement durant la premiére année de vie, méme si des cas
adultes ont été rapportés. Les patients présentent principalement une anémie
meégaloblastique ainsi qu’une thrombopénie et une neutropénie. Les troubles
neurologiques rapportés sont essentiellement des retards de développement, des
épilepsies, des atrophies cérébrales avec microcéphalies, des tableaux d’hypotonie et
d’ataxie, de rares cas de syndrome hémolytique et urémique ont été rapporté (101,
169). Les recommandations de prise en charge proposent des injections
d’hydroxocobalamine associées a une prise de citrate de bétaine pour limiter les taux
d’homocystéine (Figure 16). Le traitement semble améliorer les paramétres
biologiques, mais n’a que peu d’effets sur les manifestations neurologiques (126).

1.3.8.2 MMADHC - groupe de complémentation cbID-HC

Comme expliqué précédemment, certaines mutations du géne MMADHC peuvent étre
associées a une augmentation isolée de 'homocystéine (Figure 18). Dans ce cas, la
mutation n'impacte pas la zone responsable de I'adressage a la mitochondrie. Les
patients ayant un déficit de type cbID-HC présentent un retard de développement, une
ataxie et une anémie mégaloblastique (66).
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1.3.9 Déficit du métabolisme intracellulaire affectant sélectivement la voie de

synthése de I’adénosylcobalamine

1.3.9.1 Acidurie méthylmalonique isolée par mutations des génes MMUT, MMAA

ou MMAB - groupe de complémentation respectif : mut, cblA et cbIiB

Sur le plan clinique, ces 3 déficits sont trés proches et caractérisés par une

augmentation de l'acide méthylmalonique dans le sang et les urines. lls sont

consécutifs a une mutation aboutissant a un défaut de synthése isolé d’AdoChl,

nécessaire a I'isomérisation intra-mitochondriale du méthylmalonyl-CoA en succinyl-

CoA, intermédiaire du cycle de Krebs (Figure 21). La synthése puis ['utilisation

d’AdoCbl nécessite le fonctionnement de trois enzymes successives :

Le groupe de complémentation cb/B est di a une mutation sur le géne MMAB
(methylmalonic aciduria type B) situé sur chromosome 12924. Il code pour une
protéine, la cobalamine adénosyltransférase (MMAB ou ATR), protéine de 37.4
kDa (170). Elle catalyse le transfert d'un groupement adénosyle d’'une molécule
d’ATP vers la cob(l)alamine, derniere étape dans la formation d’AdoCbl. (68,
171, 172).

La protéine MMAA, pour methylmalonic aciduria type A, est codée par le géne
MMAA situé sur le chromosome 4q31.1-2 (173). MMAA est une protéine de 39
kDa avec une activité GTPase (174). Elle joue un réle de protéine chaperonne
et est donc indispensable a la stabilisation du complexe mutase-AdoCbl. Elle
permet le transfert de ’AdoCDbl de la cobalamine adénosyltransférase (MMAB)
vers la méthylmalonyl-CoA-mutase.

La méthylmalonyl-CoA mutase, codée par le géne MMUT, situé sur le
chromosome 6p21. Ce groupe a été divisé en mut0 en cas d’absence compléete
d’activité mutase, et en mut- en cas d’activité résiduelle par un variant (101,
175).

En 2022, plus de 400 mutations différentes du gene MMUT ont été rapportées,

pour plus de 1000 patients. Pour le géne MMAA environ 200 patients sont répertoriés

pour 80 mutations. Concernant MMAB, une centaine de patients sont connus pour 35

mutations différentes.
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Figure 21. Voie métabolique intra-mitochondriale du propionyl-CoA jusqu’a son
entrée dans le cycle de Krebs (d’aprés Forny and al. JIMD 2021). Le propionyl-CoA
est métabolisé dans la mitochondrie par des enzymes spécifiques. Une mutation sur
les génes MMUT, MMAA, MMAB or MMADHC est associée a une acidémie
meéthylmalonique isolée, alors qu'une mutation sur les génes PCCA ou PCCB est
responsable d’'une acidémie propionique. Le propionyl-CoA en excés sera métabolisé
en différents produits dans le 3-OH-propionate et le 3-méthylcitrate signant la maladie.

Dans le cas de I'accumulation de méthylmalonyl-CoA il sera hydrolysé en acide
méthylmalonique signant la maladie.
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La majorité des patients présentent une symptomatologie clinique durant le
premier mois de vie, voire les premiers jours ou heures. Néanmoins des formes plus
tardives ont été rapportées (37, 176, 177). La pathologie se manifeste par une acidose
métabolique associée a une hyperammoniémie par défaut de fonctionnement du cycle
de l'urée. L'évolution sans traitement va vers une défaillance neurologique puis multi-
viscérale mettant en jeu le pronostic vital du patient. Les autres manifestations
regroupement des retards de croissance, des retards psychomoteurs, des atteintes
rénales jusqu’au stade d’insuffisance rénale terminale. Des atteintes hépatiques allant
jusqu’au développement de cancers hépatiques ont également été rapportées (178,
179). Les déficits de type mutO et cb/B semblent d’expression clinique plus sévére
(180-182), excepté pour des atteintes de type accidents neurologiques aigués qui
s’expriment de maniére similaire dans tous les déficits (183).

La prise en charge thérapeutique repose, en premier lieu, sur un régime limité
en protéine, permettant de contrdler I'apport en acides aminés ramifiés, dont le
métabolisme est la premiére source de méthylmalonyl-CoA. L’'acide carglumique
permet de compenser le déficit fonctionnel du cycle de l'urée en corrigeant le défaut
de disponibilité d’acétyl-CoA (184). L’administration intramusculaire de cobalamine est
également proposée. Une supplémentation en carnitine permet d’améliorer la
détoxification des dérivés issus du methylmalonyl-CoA sous leurs formes acyl-
carnitines, tout en restaurant le pool de carnitine (176). Enfin, la transplantation
hépatique a montré son efficacité sur la diminution de fréquence des acces
métaboliques aigus, méme si cela ne corrige pas complétement le taux d’acide
méthylmalonique ainsi que la survenue de complications neurologiques et rénales a
long terme (185-187).
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1.3.9.2 MMADHC - groupe de complémentation cbID-MMA

Comme expliqué précédemment, certaines mutations du géne MMADHC sont
associées a une acidémie méthylmalonique isolée (101). Dans ce cas de figure, la
mutation est située sur une portion de la protéine responsable de I'adressage a la
mitochondrie (Figure 18). Il persiste la portion permettant 'adressage cytosolique,
permettant de maintenir la synthése de MeCbl, et donc le bon fonctionnement de la
méthionine synthase.

Sur le plan clinique, les patients du groupe cbID-MMA présentent une
symptomatologie similaire a celle observée dans les autres aciduries organiques de
type MMA, a savoir une décompensation métabolique associée a une détresse
respiratoire, une hypotonie musculaire, un retard de croissance, une hémorragie
cérébrale et un électroencéphalogramme anormal, sans aucun signe d’anémie

meégaloblastique (66).
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1.4 Objectifs de la thése

La connaissance des manifestations cliniques présentées par les patients ayant des
erreurs innées du métabolisme de la vitamine Bi2 est parcellaire. Elle est
majoritairement le fruit de registres réalisés sur des cohortes de patients pédiatriques
cherchant a évaluer un nombre d’items limités. Cette méconnaissance induit un biais
dans la connaissance de ces pathologies et donc dans la compréhension des
mécanismes physiopathologiques qui en sont responsables. L’accessibilité a un
diagnostic moléculaire est un prérequis important dans la bonne prise en charge de
ces patients, mais également dans l'optique d’'une meilleure compréhension de ces
pathologies. Une bonne caractérisation des manifestations cliniques permettra
d’analyser les différentes manifestations cliniques selon I'dge d’apparition des
patients.

Une altération de la vitamine B+2 est associée a de nombreuses altérations au
sein de la cellule, tant sur le plan génomique que post-génomique. La variabilité sur le
plan clinique pourrait notamment s’expliquer par un impact de [laltération du
meétabolisme intracellulaire de la vitamine B12 sur d’autres voies métaboliques.

Notre travail consiste a étudier l'influence de I'age et du géne muté sur les
manifestations cliniques observées dans le cadre des erreurs innées du métabolisme
de la vitamine B12. Nous avons également évalué l'intérét de réalisation d’'un exome
clinique par séquengage génétique de nouvelle génération dans le cadre de suspicion
de pathologies génétiques comme les erreurs innées du métabolisme de la vitamine
B12. Dans des fibroblastes de patients, nous avons analysé l'effet d’'un déficit du
meétabolisme de la vitamine B+2 sur d’autres voies métaboliques impliquées dans des

pathologies ayant des manifestations cliniques similaires.

Le travail de thése est divisé en trois études :

Etude N°1
Nous avons réalisé une méta-analyse sur les données individuelles issues de
'ensemble des cas publiés dans la littérature. Nous avons répertorié et classé les
manifestations cliniques selon I'dge d’apparition des symptomes et la conséquence
fonctionnelle du géne muté. Nous avons pu esquisser des portraits selon I'age et
I'atteinte génétique devant faire discuter la recherche d’'une anomalie du métabolisme

intracellulaire de la vitamine B».
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Etude N°2
Nous avons analysé les résultats obtenus par la réalisation d’'un exome clinique sur
une cohorte de 128 patients pédiatriques consécutifs ayant consulté au sein du Centre
de Référence des Erreurs Innées du Métabolisme du CHRU de Nancy. Nous avons
analysé les éléments associés a une meilleure rentabilité diagnostique selon le groupe
de pathologies explorées.

Etude N°3
Nous avons exploré les modifications génomiques et post-génomiques dans des
fibroblastes de patients diagnostiqués avec un déficit de type cb/C. Nous avons
analysé les modifications au niveau du transcriptome, du protéome, du métabolome
ainsi que les modifications post-transcriptionnelles des enzymes impliquées dans
d’autres voies métaboliques et associées a des pathologies présentant des
manifestations cliniques et biologiques également observées dans le cadre des

erreurs innées du métabolisme de la vitamine B1a.
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2 Partie 2: Méta-analyse sur données individuelles —
Description clinique, phénotypique et génétique de 824
patients rapportés dans la littérature avec un déficit du
métabolisme intracellulaire de Ila vitamine B2

génétiquement documenté.
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2.1 Introduction

La vitamine Bi2, aussi connue sous le nom de cobalamine, est une vitamine
hydrophile. Elle joue wun rble clé dans différentes fonctions biochimiques
fondamentales de I'organisme, telle que la synthése d’ADN, sa méthylation ou celle
des protéines, mais également le métabolisme énergétique mitochondrial. Ces actions
sont possibles par I'intermédiaire de ses deux formes actives : la méthylcobalamine —
cofacteur de la méthionine synthase (MS) cytosolique — et 'adénosylcobalamine —
cofacteur de la méthylmalonyl-CoA mutase (MUT) mitochondriale (188-190). La
vitamine B12 n’est pas synthétisée par 'organisme et doit donc étre apportée par
I'alimentation, notamment d’origine animale (191). L’absorption et le métabolisme de
la vitamine B2 est un processus complexe nécessitant de nombreuses étapes,
détaillées dans la premiére partie de ce travail.

De maniére succincte, suite a son ingestion, la vitamine B12 est dissociée des
protéines animales avant de se lier a 'haptocorrine au niveau de I'estomac. Elle est
transférée sur le facteur intrinséque (Fl) dans l'intestin gréle, ou I’haptocorrine va étre
dégradé. Le complexe FI-B12 est absorbé au niveau de l'iléon distal grace a un
récepteur composé des protéines amnionless (codée par le géne AMN) et cubiline
(codée par le géne CUBN). Dans le sang, la vitamine B1> est transportée par
I'haptocorrine et la transcobalamine (TCII). Le complexe B12-TCIl se lie au récepteur
TcbIR/CD320, permettant 'endocytose du complexe et I'entrée de la vitamine B12 dans
la cellule. La transcobalamine est alors dégradée dans le lysosome et la vitamine B2
est exportée dans le cytosol via les protéines LMBD1 et ABCD4. Dans le cytosol, les
protéines chaperonnes, MMACHC et MMADHC, orientent la vitamine B12 vers les
voies de synthése de la MeCbl (dans le cytosol) ou de ’AdoCbl (dans la mitochondrie).
Au niveau du cytosol, la MeCbl est nécessaire a la reméthylation de I'homocystéine
en méthionine par la MS, grace a un groupement méthyle issu du
méthyltetrahydrofolate (188, 192) La méthionine est le précurseur immédiat de la S-
adénosylméthionine, donneur de méthyle universel pour les réactions de méthylation
de 'ADN, des histones, et autres protéines et petites molécules (188, 191-193). Au
niveau mitochondrial, 'AdoCDbl est le cofacteur de la méthylmalonyl-CoA mutase,
permettant la conversion de L-méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA, derniére étape de
la reconstitution anaplérotique du cycle de Krebs par le catabolisme des acides aminés

ramifiés, des acides gras a chaine latérale a nombre impair de carbone ou de la chaine
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latérale du cholestérol (194). Le role essentiel et crucial de la vitamine B12 est mis en
lumiére par le large spectre des manifestations cliniques observées dans le cadre des
erreurs innées du meétabolisme de la vitamine B12. Ces pathologies sont dues a une
grande variété de génes impliqués dans I'absorption, le transport et le métabolisme
intracellulaire de la vitamine Bi2.

En 2022, la connaissance de ces pathologies reste parcellaire, notamment au
vu de la grande hétérogénéité des manifestations cliniques, biologiques, ou
électrophysiologiques. En particulier, il n’existe ni classification ni comparaison des
manifestations rapportées selon I'age des patients ou selon le déficit par une approche
fonctionnelle. Pour répondre a cette problématique, nous avons défini 4 clusters
fonctionnels de génes selon leurs fonctions et les conséquences métaboliques en cas
de déficit. Ces 4 clusters sont dénommeés selon la fonction qu’ils remplissent dans le
métabolisme de la vitamine B12, a savoir « Biodisponibilité de la B12 », « Transport
cytoplasmique », « Reméthylation » et « Mitochondrie » (Figure 9). Nous avons
réalisé une revue systématique de la littérature avec une stratégie de recherche trés
sensible afin de recenser 'ensemble des patients décrits avec une anomalie du
métabolisme de la vitamine B12 documentée sur le plan génétique. Nous avons réalisé
une méta-analyse pour évaluer les manifestations cliniques, biologiques, et les
résultats d’imageries et d’analyse électrophysiologique dans la population étudiée
selon 3 catégories d’age : < 1 an, 1-15 ans et > 15 ans. Nous avons réalisé des études
d’association pour évaluer les prédicteurs associés aux catégories d’age, aux clusters
fonctionnels et au risque de décés. Nous avons mis en évidence des manifestations
spécifiques selon ces différentes catégories, ce qui permettra de mieux comprendre
les mécanismes physiopathologiques associés aux 2 voies métaboliques
dépendantes de la vitamine B12. Une meilleure appréhension de ces mécanismes
permettra de mieux orienter le diagnostic et la prise en charge de ce groupe complexe

de troubles métaboliques héréditaires.

2.2 Matériels et méthodes

2.2.1 Requéte électronique de recherche systématique
Nous avons réalisé une recherche parmi la littérature indexée sur MEDLINE®, a I'aide
du moteur de recherche PubMed du National Center for Biotechnology Information
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(www.pubmed.gov) (Janvier 1966 a Aolt 2019) pour recenser I'ensemble des cas
rapportés de patients ayant une anomalie du métabolisme de la vitamine Bi2
documentée sur le plan génétique. Nous avons mis au point une requéte électronique
trés sensible, utilisant des mots-clés référencés MeSH (Medical Subject Headings), le
thésaurus de référence dans le domaine biomédical, ainsi que des mots de textes
libres (par exemple les noms de génes, groupes de complémentation, nom de
maladies métaboliques, enzymes) afin d’élaborer trois panels constituant la recherche
électronique. Le panel #1 comprend I'ensemble des termes en lien avec la vitamine
B12, le métabolisme des monocarbones, I'hyperhomocystéinémie ou [l'acidurie
méthylmalonique. Le panel #2 regroupe I'ensemble des concepts liés aux maladies
geéneétiques. Le panel #3 collige quant a lui I'intégralité des termes associés aux erreurs
innées du métabolisme. Nous avons construit notre requéte afin de recenser
'ensemble des articles associant un mot-clé du Panel#1 a un mot-clé issu du Panel#2
ou du Panel#3, dans le but d’identifier toutes les publications rapportant un patient
avec un désordre du métabolisme intracellulaire de la vitamine B12. Les panels sont
détaillés dans la Table 6. Des articles supplémentaires ont été analysé en cas de
présence dans les références des articles sélectionnés par la revue systématique.
EndNote X7.8 a été utilisé comme logiciel de gestion bibliographique (Reuters 2013).
La revue systématique a été réalisé selon les recommandations MOOSE (Meta-
analysis Of Observational Studies in Epidemiology) (195).
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Table 6. Electronic search query

1. Panel #1: Vitamin B12 / OCM / Hyperhomocysteinemia / Methylmalonic acidemia

(“Vitamin B12” OR (Vitamin B 12) OR (B 12, Vitamin) OR (Vitamin B12) OR (B12, Vitamin)
OR (Cyanocobalamin) OR (Cobalamins) OR(Cobalamin) OR (Vitamin B-12) OR
(Homocysteine) OR (Methylmalonic Acid) OR (Acid, Methylmalonic) OR Methylmalonate OR
(Hyperhomocysteinemia) OR (Hyperhomocysteinemias) OR (Methylmalonic acidemia with
homocystinuria) OR (Vitamin B 12 Deficiency) OR (Vitamin B12 Deficiency) OR (Deficiency,
Vitamin B12) OR (Deficiencies, Vitamin B12) OR (Vitamin B12 Deficiencies) OR (Deficiency,
Vitamin B 12) OR (Methylmalonic aciduria cbIB type) OR (Methylmalonic acidemia cblIB type)
OR (Methylmalonic Aciduria, cblB Type) OR (Methylmalonic Acidemia, cblB Type) OR
(Methylmalonic aciduria cblA type) OR (Methylmalonic Acidemia, cblA Type) OR
(Methylmalonic acidemia cblA type) OR (Methylmalonic Aciduria, cblA Type) OR
(Methylmalonic Aciduria due to Methylmalonyl-CoA Mutase Deficiency) OR (Methylmalonic
Aciduria, MUT Type) OR (MMA due to MCM Deficiency) OR (Methylmalonic Acidemia due to
Methylmalonyl-CoA Mutase Deficiency) OR (Methylmalonic Aciduria, mut(0) Type) OR
(Methylmalonic Aciduria, mut(-) Type) OR (Methylmalonic Aciduria and Homocystinuria, CbIF
Type) OR (Cobalamin, Defect in Lysosomal Release of) OR (Vitamin B12 Storage Disease)
OR (Methylmalonic Aciduria due to Vitamin B12-Release Defect) OR (Vitamin B12 Lysosomal
Release Defect) OR (Cobalamin F Disease) OR (Methylmalonic Acidemia and
Homocystinuria, CblF Type) OR (Methylmalonic Aciduria and Homocystinuria, CbID Type)
OR (Methylmalonic Acidemia and Homocystinuria, CbID Type) OR (Methylmalonic Aciduria,
CbID Type, Variant 2) OR (Homocystinuria, CbID Type, Variant 1) OR "Methylmalonic
Aciduria and Homocystinuria, CblE Type" OR "One-carbon metabolism" OR "Onecarbon
metabolism" OR (cblA OR cblA[title]) OR (cbIB OR cbiB[title]) OR (cblC OR cbICf[title]) OR
(cbID OR cblID[title]) OR (cblE OR cblE[title]) OR (cblF OR cblF(title]) OR (cblG OR cblGltitle])
OR (cblJ OU cblJ[title]) OR (MUT OR MUT [title]) OR (MMUT OR MMUT [title]) OR (ABCD4)
OR (AMN) OR (CD320) OR (CUBN) OR (FUT2) OR (FUT6) OR (GIF) OR (LMBD1) OR
(LMBRD1) OR (LRP2) OR (MMAB) OR (MMACHC) OR (MMADHC) OR (MTR) OR (MTRR)
OR (MUT) OR (TCN1) OR (TCN2) OR (MMAA) OR (ABCC1) OR "imerslund-grasbeck" OR
"methionine synthase" OR "methionine synthase reductase" OR "methylmalonyl co-a
mutase" OR "cubilin" OR "amnionless" OR "intrinsic factor" OR "transcobalamin" OR "intrinsic
factor receptor")

2. Panel #2: Genetic Diseases

((Genetic Diseases, Inborn) OR (Disease, Inborn Genetic) OR (Diseases, Inborn Genetic)
OR (Genetic Disease, Inborn) OR (Inborn Genetic Disease) OR (Inborn Genetic Diseases)
OR (Hereditary Diseases) OR (Hereditary Disease) OR (Disease, Hereditary) OR (Diseases,
Hereditary) OR (Genetic Disorders) OR (Disorder, Genetic) OR (Disorders, Genetic) OR
(Genetic Disorder) OR (Genetic Diseases) OR (Disease, Genetic) OR (Diseases, Genetic)
OR (Genetic Disease) OR (Single-Gene Defects) OR (Defect, Single-Gene) OR (Defects,
Single-Gene) OR (Single Gene Defects) OR (Single-Gene Defect))

3. Panel #3: Inborn Errors Metabolism

((Metabolism, Inborn Errors) OR (Errors Metabolism, Inborn) OR (Errors Metabolisms,
Inborn) OR (Inborn Errors Metabolism) OR (Inborn Errors Metabolisms) OR (Metabolisms,
Inborn Errors) OR (Metabolism Errors, Inborn) OR (Error, Inborn Metabolism) OR (Errors,
Inborn Metabolism) OR (Inborn Metabolism Error) OR (Inborn Metabolism Errors) OR
(Metabolism Error, Inborn) OR (Inborn Errors of Metabolism) OR (Metabolism Inborn Error)
OR (Metabolism Inborn Errors))

- 66 -



2.2.2 Sélection des articles

Parmi les articles référencés par la requéte, nous avons retenu les articles décrivant
de maniére individuelle un élément clinique, biologique, électrophysiologique ou une
imagerie pour un patient ayant un diagnostic moléculaire d’erreur innée du
métabolisme de la vitamine B12. Nous avons exclu : i) les articles non publiés en langue
anglaise ; ii) les éditoriaux, revues de la littérature ou résumes de présentation en
congres ; iii) les études rapportant des données agrégées sans données a I'échelle
individuelle ; iv) les cas cliniques sans mutations génétiques documentées ; v) les
études d’association génétique sur géne candidats ou panel de génes associés a un
déficit de la vitamine B42 ou au métabolisme des monocarbones ; vi) les études sur

modéle animal.

2.2.3 Extraction des données
Tous les titres et résumés extraits par la requéte ont été analysés par deux
investigateurs indépendants, afin de sélection ceux répondant aux critéres d’inclusion.
Dans un second temps, 10 investigateurs indépendants ont analysé les articles
sélectionnés sur lecture de I'abstract. Parmi les articles conserveés, toutes les données
relatives a la description des manifestations présentées par les patients ont été
extraites. Les données extraites ont été associées a 10 domaines d’analyse :
e Domaine #1. Les caractéristiques de la publication (Auteur, année de
publication et pays)
e Domaine #2. L les caractéristiques démographiques du patient (Age, genre)
e Domaine #3. Les manifestations cliniques rapportées, binarisées selon
qgu’elles soient décrites comme présentes ou absentes (Groupe 1 : retard de
croissance intra-utérin, microcéphalie ; Groupe 2 : cardiomyopathie, thrombose
; Groupe 3 : difficultés alimentaires ; Groupe 4 : décompensation métabolique
aigue ; Groupe 5 : maculopathie, rétinopathie, nystagmus ; Groupe 6 :
hypotonie, syndrome pyramidal, syndrome extrapyramidal, troubles de la
marche, neuropathie périphérique, convulsion, retard du développement ;
Groupe 7 : hypertension artérielle, insuffisance rénale aigue, syndrome
hémolytique et urémique, insuffisance rénale chronique; Groupe 8 : anomalie
cutanée ; Groupe 9 : goutte).
e Domaine #4. Les résultats des explorations de laboratoire : numération

formule sanguine ; vitamine B12 (pmol/L) ; méthionine (umol/L) ; homocystéine
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(Mmol/L) ; acide méthylmalonique plasmatique (umol/L) ; C3-carnitine (umol/L)
; ammoniémie (pmol/L) ; acide méthylmalonique urinaire (mmol/mol de
créatine)].

Domaine #5. Diagnostic génétique selon la nomenclature « Human Genome
Variation Society » (HGVS) permettant la description des variants au niveau de
'ADN et des protéines, faisant référence au chromosome selon Ia
nommenclature GRCh37 et la base de données RefSeqGene (Reference
Sequence Gene) du National Center for Biotechnology Information (NCBI). La
pathogénicité de chaque variant a été annotée par deux investigateurs
indépendants selon les recommandations de I’American College of Medical
Genetics and Genomics (196) grace aux logiciels VarSome (197) et ClinVar
(198). Nous avons utiliseé gnomAD Exomes database (Version : 2.1.1) (199)
pour rapporter les fréquences des alléles mutées par rapport a la population
générale.

Domaine #6. Evaluation électrophysiologique, exprimée en variable binaire
(anomalie électroencéphalographique, anomalie électromyographique).
Domaine #7. Imagerie par résonnance magnétique, exprimée en variable
binaire (description d’atrophie cérébrale, hypersignal T2 de la substance
blanche).

Domaine #8. Thérapeutique et évolution du patient, rapportées selon une
variable binaire (supplémentation en vitamine B2, transplantation hépatique,

transplantation rénale, décés).

2.2.4 Objectifs de I’étude
Les objectifs de I'étude étaient :

1.

Evaluer I'ensemble des variants géniques, des manifestations cliniques,
biologiques, des anomalies d’'imageries et électrophysiologiques chez
'ensemble des patients rapportés dans la littérature comme ayant une erreur
innée du métabolisme de la vitamine B2, selon les catégories d’age (< 1 an, 1-
15 ans, > 15 ans) (200-202) et les clusters fonctionnels de genes.

. Rechercher les prédicteurs cliniques, biologiques, électrophysiologiques et

d’'imagerie significativement associés avec un cluster fonctionnel de géne ou le

décés du patient.
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2.2.5 Données analysées

Le résultat principal de la revue est de rapporter la fréquence des éléments cliniques,
de laboratoire, d’électrophysiologie et d'IRM chez les patients atteints d’'une anomalie
du métabolisme de la vitamine Bi2. Les principales variables analysées sont des
variables cliniques (retard de  croissance intra-utérin,  microcéphalie,
cardiomyopathie, thrombose, difficultés alimentaires, décompensation métabolique
aigue, maculopathie, rétinopathie, nystagmus, hypotonie, syndrome pyramidal,
syndrome extrapyramidal, difficultés a la marche, neuropathie périphérique,
convulsion, retard de développement, hypertension artérielle, insuffisance rénale
aigue, syndrome hémolytique et urémique, insuffisance rénale chronique, anomalie
cutanée et goutte), des variables biologiques (vitamine Bi2, méthionine,
homocystéine, C3-carnitine, ammoniémie, acide méthylmalonique plasmatique et
urinaire, mutation génétique), des évaluations électrophysiologiques (anomalie
électroencéphalographique et anomalie électromyographique), des conclusions
d'imagerie par résonnance magnétique (atrophie cérébrale, hypersignal T2 de la
substance blanche), le traitement et 'évolution de patients (supplémentation en
vitamine B12, transplantation hépatique, transplantation rénale, déces).

2.2.6 Sélection des génes pour former les clusters fonctionnels

Nous avons classé les patients au sein de 4 clusters fonctionnels, selon le géne
responsable de leur pathologie. Le groupe « Biodisponibilité B12 » comprend les
patients ayant une mutation sur les génes CBLIF (alias GIF), CUBN, AMN, TCN2,
LMBRD1, CD320 ou ABCDA4. Le groupe « Transport cytoplasmique » regroupe les
patients ayant des variants sur les genes MMACHC et MMADHC dont les variants sont
associés a une atteinte combinée des voies mitochondriales et de la reméthylation (63,
64, 156). Le cluster « Reméthylation » regroupe les patients ayant des variants sur les
génes MTR, MTRR, et MMADHC dont les variants sont associés a une atteinte isolée
de la voie de la reméthylation (63, 64, 156). Le cluster « Mitochondrie » regroupe les
patients avec des variants sur les génes MMAA, MMAB ou MUT et ceux ayant des
variants sur MMADHC responsable d’une atteinte isolée de la voie mitochondriale (63,
64, 156).
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2.2.7 Synthéses et analyses des datas

Les variables qualitatives sont exprimées en fréquence et en pourcentage avec leur
intervalle de confiance a 95% (95% CI). Les variables quantitatives sont exprimées
sous la forme de médiane et d’interquartile (IQR, 25°¢ et 75¢ percentile). Nous avons
etudié l'influence de I'age sur les manifestations rapportées, en utilisant le test de
Cochran-Armitage. Nous avons réalisé une régression logistique univariée avec
correction de Bonferroni pour évaluer les manifestations cliniques, biologiques,
d’'imageries et d’électrophysiologies significativement prédictives du clusters de gene
« Biodisponibilité B12 » versus les autres clusters fonctionnels, du cluster de géne
« Mitochondrie » versus les autres clusters fonctionnels, du cluster « Transport
cytoplasmique » versus les autres clusters fonctionnels, du cluster « Remethylation »
versus les autres clusters fonctionnels et du cluster « Transport cytoplasmique »
versus le cluster « Biodisponibilité B12 ». Pour chaque élément, nous avons reporté le
coefficient béta, I'erreur standard et 'odd ratio (OR) avec leur intervalle de confiance
a 95% (95% ClI). Nous avons également défini les prédicteurs significativement
associés avec le risque de décés. Toutes les statistiques ont été réalisé avec le logiciel
MedCalc, version 19.5.3 (MedCalc Software, Ostend, Belgium) et SVS (v8.8.1; Golden
Helix, Inc., Bozeman, MT, USA).
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2.3 Résultats

2.3.1 Revue de la littérature

Comme rapporté dans le diagramme de flux PRISMA (Figure 22), la requéte a généré
12’614 citations, parmi lesquelles 678 références ont été retenues sur lecture du titre
et du résumé. Apreés lecture des articles, 515 références ont été exclus sur la base des
criteres d’exclusion, dont 156 en raison de I'absence de diagnostic génétique. Cent
soixante-trois articles ont été retenus, permettant de recueillir les données individuelles
de 824 patients avec un diagnostic d’erreur innée du métabolisme de la vitamine B2

documentée sur le plan génétique.

2.3.2 Description des 824 patients rapportés avec une erreur innée du
métabolisme de la vitamine B1..

Parmi les 824 patients inclus dans la revue systématique, 53% sont de sexe masculin.
L’dge médian est de 0,2 année (IQR 0-2,0; ages extrémes 0-59,0) (Table 7).
Soixante-et-onze pourcent des patients ont moins de 1 an et 10.3% plus de 15 ans.
Une mutation du gene MMACHC est le plus fréquemment responsable d’'une erreur
innée du métabolisme de la vitamine B12 (49,6%, 409/824), suivi des genes MMUT
(32.6%, 269/824), MMAA (6.1%, 50/824) et MMAB (3,5% 29/824) (Table 7). Les
variants génétiques ont été annotés selon la nomenclature HGVS : variants de
séquence d’ADN, des séquences protéiques, ainsi que la prédiction de pathogénicité
selon la classification ACMG (Table 8-11). Les manifestations neurologiques sont les
plus fréquemment rapportées, incluant le retard de développement (38,2%, 315/824),
I'hypotonie (17,7% 146/824) et les convulsions (10,6% 87/824). Les manifestations
digestives sont les deuxiemes plus fréequemment observées. Elles sont rapportées
chez 24,9% des patients (205/824). Les décompensations métaboliques aigues sont
observées dans 13,2% des cas rapportés (109/824). Le déces survient dans 13,1%
des cas (108/824).
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Figure 22. Diagramme de flux PRISMA
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Table 7. Manifestations cliniques, biologiques et résultats d’imageries et

d’électrophysiologies rapportées chez les 824 patients inclus.

Données démographique

Age (années) — n, médiane (IQR; min-max) 716 3.7 (0.2-2; 0-59)
Age, 0a 1an-n/N, % (95% CI) 509/716 71.1 (67.8-74.4)
Age, 1 a14 ans inclus — n/N, % (95% CI) 133/716 18.6 (15.7-21.4)
Age, 15 ans et plus — n/N, % (95% CI) 74/716 10.3 (8.1-12.6)
Sexe masculin — n/N, % (95% CI) 328/620 52.9 (49.0-56.8)
Gene - n/N, % (95% CI)
MMACHC 409/824 49.6 (46.2-53.1)
MMUT 269/824 32.6 (29.4-35.9)
MMAA 50/824 6.1 (4.4-7.7)
MMAB 29/824 3.5(2.3-4.8)
MTRR 16/824 2.0 (1.0-2.9)
MMADHC 15/824 1.8 (0.9-2.7)
TCN2 13/824 1.6 (0.7-2.4)
AMN 6/824 0.7 (0.1-1.3)
ABCD4 4/824 0.5 (0.0-0.9)
CBLIF (alias, GIF) 3/824 0.4 (0.0-0.8)
LMRD1 3/824 0.4 (0.0-0.8)
MTR 3/824 0.4 (0.0-0.8)
CUBN 2/824 0.2 (0.0-0.6)
CD320 1/824 0.1 (0.0-0.4)
ZF143 1/824 0.1 (0.0-0.4)
Clusters de génes* — n/N, % (95% ClI)
Transport cytoplasmiquet 416/823 50.5 (47.1-54.0)
Mitochondriet 353/823 42.9 (39.5-46.3)
Biodisponibilité de la B12| 32/823 3.9 (2.6-5.2)
Reméthylation§ 22/823 2.7 (1.6-3.8)
Signes cliniques
Manifestations neurologiques — n/N, % (95% Cl)
Retard de développement 315/824 38.2 (34.9-41.6)
Hypotonie 146/824 17.7 (15.1-20.3)
Convulsions 87/824 10.6 (8.5-12.6)
Troubles de la marche 66/824 8.0 (6.2-9.9)
Neuropathie périphérique 64/824 7.8 (5.9-9.6)
Syndrome pyramidal 36/824 4.4 (3.0-5.8)
Syndrome extrapyramidal 30/824 3.6 (2.4-4.9)
Microcéphalie 24/824 2.9 (1.84.1)
Manifestations digestive — n/N, % (95% CI)
Difficultés alimentaires 205/824 24.9 (21.9-27.8)
Défaillance d’organe — n/N, % (95% CI)
Décompensation métabolique aigue 109/824 13.2 (10.9-15.5)
Décés 108/824 13.1 (10.8-15.4)
Manifestations ophtalmologique — n/N, % (95% CI)
Nystagmus 74/824 9.0 (7.0-10.9)
Maculopathie ou rétinopathie 67/824 8.1 (6.3-10.0)
Strabisme 26/824 3.2(2.1-4.4)
Manifestations rénales — n/N, % (95% CI)
Pathologies rénales chroniques 58/824 7.0 (5.3-8.8)
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Insuffisance rénale aigue ou SHU 37/824 4.5 (3.1-5.9)

Manifestations psychiatrique — n/N, % (95% CI)

Psychose 52/824 6.3 (4.7-8.0)
Troubles du comportement 24/824 2.9(1.84.1)
Manifestations cardiovasculaires — n/N, % (95% CI)
Cardiomyopathie 27/824 3.3 (2.1-4.5)
Hypertension artérielle 21/824 2.6 (1.5-3.6)
Hypertension artérielle pulmonaire 16/824 1.9 (1.0-2.9)
Thromboses 13/824 1.6 (0.7-2.4)
Autres manifestations — n/N, % (95% CI)
Retard de croissance intra-utérin 15/824 1.8 (0.9-2.7)
Manifestations dermatologiques 7/824 0.8 (0.2-1.5)
Goutte 5/824 0.6 (0.0-1.1)
Grossesse rapportée chez la patiente 4/824 0.5 (0.0-1.0)

Signes biologiques

Hématologie

Anémie — n/N, % (95% CI) 108/824 13.1 (10.8-15.4)

Cytopénie — n/N, % (95% ClI) 45/824 5.5 (3.9-7.0)

Hémoglobine (g/dL) — n, médiane (IQR) 80 7.8 (6.8-10.4)

Plaguettes (G/L) — n, médian (IQR) 37 158 (83-276)

Globules blancs (G/L) — n, médiane (IQR) 30 5.615 (4.500-7.900)
Biochimie, sang — n, médiane (IQR)

Homocystéine (umol/L) 288 92 (54-141)

Méthionine (umol/L) 136 13.0 (7.1-21.5)

C3 (umol/L) 105 9.9 (6.9-14.2)

MMA (umol/L) 94 19 (4-53)

B12 (pmol/L) 52 389 (171-601)

Ammoniémie (umol/L) 42 174 (123-350)

Biochimie, urine — n, médiane (IQR)
MMA (mM/mol créatine) 213 1056 (272-3607)
Imagerie et explorations électrophysiologiques — n/N, % (95% Cl)

IRM cérébrale 175/824 21.2 (19.8-22.7)
Anomalie de signal 89/175 50.1 (43.2-58.5)
Atrophie cérébrale 52/175 29.7 (23.1-37.1)
IRM sans anomalies rapportées 46/175 26.3 (19.9-33.5)

Anomalies EMG 23/824 2.8 (1.7-3.9)

Anomalies EEG (hors crises) 17/824 2.1 (1.1=3.0)

Traitement — n/N, % (95% CI)

Supplémentation en vitamine B12 316/824 38.3 (35.0-41.7)

Transplantation hépatique 16/824 1.9 (1.0-2.9)

Transplantation rénale 14/824 1.7 (0.8-2.6)

Note. MMACHC : Metabolism of cobalamin associated C ; MMA : acide
méthylmalonique ; SHU : syndrome hémolytique et urémique ; IRM : imagerie par
résonnance magnétique ; EEG : électro-encéphalogramme ; EMG
électromyogramme ; IQR : interquartile ; Ref : valeurs de référence.

* Un patient a deux mutations sur le géne ZNF143 qui n’appartient a aucun groupe
fonctionnel de génes.

T Le cluster de géne « Biodisponibilité B12 » regroupe tous les patients avec des
variants sur les genes CBLIF (alias, GIF), CUBN, AMN, TCN2, LMBRD1, CD320, ou
ABCDA4.
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T Le cluster de géne « Transport cytoplasmique » regroupe tous les patients avec des
variants sur les génes MMACHC ou MMADHC responsables d'une acidurie
méthylmalonique avec hyperhomocystéinémie.

§ Le cluster de géne « Reméthylation » regroupe tous les patients avec des variants
sur les génes MTR, MTRR ou MMADHC responsables d’'une hyperhomocystéinémie
isolée.

|| Le cluster de géne « Mitochondrie » regroupe tous les patients avec des variants sur
les genes MMAA, MMAB, MMUT ou MMADHC responsables d'une acidurie
méthylmalonique isolée.

il Tracé EEG de fond pathologique hors événement critique.
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Table 8. Description des 70 variants du génes MMACHC selon les catégories d’age, parmi les 409 patients diagnostiqués
avec une acidurie méthylmalonique de type cbIC.

Variant c. Variant p.
€.270_271insA p.Arg91LysfsTer
c.609G>A p.Trp203Ter
c.482G>A p.Arg161GIn
c.394C>T p.Arg132Ter
c.331C>T p.Arg111Ter
c.656_658del p.Lys220del
c.344T>C p.lle115Thr

c.328_331delAACC p.Asn110AspfsTer

c.567dupT p.lle190TyrfsTer
c.666C>A p.Tyr222Ter
c.452A>G p.His151Arg
c.457C>T p.Arg153Ter
c.80A>G p.GIn27Arg
c.10_13delAAAG p.Lys4SerfsTer
c.1A>G p.Met1Val
c.276G>T p.Glu92Asp
c.388_390delTAC p.Tyr130del
c.3G>A p.Met1lle
c.565C>A p.Arg189Ser

c.547_548delGT p.Val183ThrfsTer

Classification
ACMG

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Nombre

d’occurrence
de l’alléle —

274
98
82
58
29

ONNNNNN®O®©
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Age,0a1
an
- n (%)

208 (76%)
41 (42%)
20 (24%)
19 (33%)
26 (90%)
8 (31%)
14 (78%)
9 (75%)
5 (42%)
10 (83%)
6 (75%
3 (38%
3 (43%
2 (29%
7 (100%)
3 (43%)
4 (57%)
5 (83%)

)
)
)
)

Age,1a
14 ans
- n (%)

23 (8%)
20 (20%)
21 (26%)
24 (41%)
3 (10%)
4 (15%)
1(8%)
3 (25%)
2 (17%)

Age, 15

ans et plus

- n (%)

20 (7%)
19 (19%)
38 (46%)
11 (19%)
9 (35%)
1 (8%)
2 (17%)
4 (44%)
1(13%)
1(13%)
2 (29%)
3 (43%)
2 (29%)

Absence
de
donnée
sur I’age
- n (%)
23 (8%)
18 (18%)
3 (4%)
4 (7%)
5 (19%)
4 (22%)
1(8%)
2 (17%)
1(11%)
1 (13%)



c.440G>A
c.445_446del
c.481C>T
c.615C>G
C.276G>A
c.365A>G
c.389A>G
c.484G>T
c.569dupT
c.217C>T
c.347T>C
c.352delC
c.354G>C
c.445_446insA
c.570_571insT
c.608G>A
c.81+1G>A
c.158T>C
c.202C>G

c.218G>T

c.285dupA
c.343A>G

c.388T>C
c.392_394delAAC

p.Gly147Asp
p.Cys149HisfsTer
p.Arg161Ter
p.Tyr205Ter
p.Glu92=
p.His122Arg
p.Tyr130Cys
p.Gly162Trp
p.Ala191ArgfsTer
p.Arg73Ter
p.Leu116Pro
p.GIn118ArgfsTer
p.GIn118His
p.Cys149Ter
p.Ala191CysfsTer
p.Trp203Ter
/
p.Leu53Pro
p.GIn68GIu

p.Arg73Leu

p.Glu96ArgfsTer
p.lle115Val

p.Tyr130His
p.GIn131del

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Uncertain
Significance
Uncertain
Significance
Pathogenic
Uncertain
Significance
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
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NDNWWWWWWWLWWPrrDErPErPA,PDooooum

5 (100%)
1(20%)
4 (80%)
4 (80%)
2 (50%)
1(25%)
2 (50%)
2 (50%)
1(33%)
1 (33%)
2 (67%)
3 (100%)
2 (67%)

2 (100%)

1 (50%)
2 (100%)

1(20%)
1(20%)
2 (50%)
1(25%)
2 (50%)
2 (67%)
1(33%)

3 (100%)

3 (100%)

1 (50%)

3 (60%)
1(20%)
3 (75%)
3 (75%)
1(33%)
1(33%)
1(33%)
1 (50%)

1 (50%)
2 (100%)



c.427C>T p.GIn143Ter
c.440G>C p.Gly147Ala
c.442_444delinsA p.Val148MetfsTer
c.463G>C p.Gly155Arg
c.464G>A p.Gly155Glu
c.544T>C p.Cys182Arg
c.615C>A p.Tyr205Ter
c.616C>T p.Arg206Trp
c.14_24del p.Val5GlufsTer
c.217C>A p.Arg73=
c.228 231delTGAC p.Asp77GInfsTer
C.272G>A p.Arg91Lys
c.292C>G p.GIn98GIu
c.315C>G p.Tyr105Ter
c.430-2A>G /
c.455_457delCCC p.Pro152del
c.467G>A p.Gly156Asp
c.468_469delCT p.Trp157ValfsTer
c.468_470delCTG p.Trp157del

c.500delC
c.515C>G

c.566G>A
c.600G>A
€.619dupG

p.Pro167GInfsTer
p.Pro172Arg

p.Arg189His
p.Trp200Ter
p.Asp207GlyfsTer

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Uncertain
Significance
Uncertain
Significance
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Uncertain
Significance
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
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2 2 A A NDNDNDNDNDNDDNDDN

_ e A A A A

1 (50%)
2 (100%)
2 (100%)
1(100%)
1 (100%)
1(100%)

1 (100%)

1(100%)
1 (100%)

1(100%)
1 (100%)

1(100%)
1 (100%)
1(100%)

1 (50%)

2 (100%)

2 (100%)

2 (100%)

1 (100%)

1 (50%)
1 (50%)

1 (50%)

1(100%)

1 (50%)



€.626dupT p.Thr210AspfsTer Pathogenic 1 - 1 (100%) - -
c.800G>A p.Arg267GIn Uncertain 1 1 (100%) - - -
Significance
No variant found* / 5 4 (80%) 1(20%) - -
Note: ACMG: American College of Medical Genetics; N: nombre de variant dans la population total in the whole population; n: nombre
de variant dans le sous groupe d’age
* En cas d’absence de variants identifies, le patient est hétérozygote composite avec un second variant pathologique non connu.
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Table 9. Description des 1900 variants du génes MMUT selon les catégories d’age, parmi les 269 patients diagnostiqués
avec une acidurie méthylmalonique de type MUT.

c.572C>A
C.655A>T
c.1843C>A
c.729_730insTT
c.682C>T
c.1106G>A
c.1531C>T
c.2125-3C>G
c.2179C>T
c.671_678dupAATT
TATG
c.2080C>T
c.1595G>A
c.1943G>A
c.322C>T
c.323G>A
c.1025C>A
c.1399C>T

p.Ala191Glu
p.Asn219Tyr
p.Pro615Thr
p.Asp244LeufsTer
p.Arg228Ter
p.Arg369His
p.Args11Ter
/
p.Arg727Ter
p.Val227AsnfsTer

p.Arg694Trp
p.Arg532His
p.Gly648Asp
p.Arg108Cys
p.Arg108His
p.Ser342Ter
p.Arg467Ter

Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Uncertain Significance
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Benign
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
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oo NNN~N®

17 (63%)
13 (62%)
18 (100%)
9 (60%)
12 (86%)
9 (82%)
7 (64%)
2 (20%)
10 (100%)
10 (100%)

6 (75%)
6 (86%)
1(14%)
5 (71%)
6 (86%)
3 (50%)
6 (100%)

1 (5%)
3 (20%)
2 (18%)

1 (9%)
4 (40%)

1 (13%)
1 (14%)
1 (14%)

2 (13%)

4 (57%)

10 (37%)
7 (33%)
1(7%)
2 (14%)
3 (27%)
4 (40%)

1 (13%)
2 (29%)
2 (29%)

3 (50%)



c.1630_1631delGGi
nsTA

c.454C>T

c.983T>A
c.1038_1040delTCT
c.1420C>T
c.1808G>A
c.1867G>A
c.278G>A
c.607G>A
c.1280G>A
c.1741C>T
c.1876_1888del
c.2197G>A
c.418_419delCTinsT
A

c.970G>A
c.1105C>T
c.1181T>C
c.1482_1501del
c.1671G>A
c.1677-1G>A
c.257C>T
c.482G>T
Cc.759G>A

c.91C>T

c.925T>G

p.Gly544Ter

p.Arg152Ter
p.Leu328Pro
p.Leu347del
p.Arg474Ter
p.Arg603Lys
p.Gly623Arg
p.Arg93His
p.Asp203Asn
p.Gly427Asp
p.Argb81Ter
p.Gly626GlufsTer
p.Val733lle
p.Leu140Ter

p.Val324lle
p.Arg369Cys
p.Leu394Ser

p.Glu495SerfsTer

p.Arg557=
/
p.Pro86Leu
p.Gly161Val
p.Met253lle
p.Arg31Ter
p.Trp309Gly

Pathogenic

Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic

Pathogenic
Likely Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Uncertain Significance

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Uncertain Significance
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Uncertain Significance
Likely Pathogenic
Pathogenic

81 -
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W WWWWwwwwwwdhs

4 (67%)

6 (100%)
6 (100%)
5 (100%)
4 (80%)
4 (80%)
3 (60%)
4 (80%)
3 (60%)
3 (75%)
4 (100%)

4 (100%)

4 (100%)
2 (67%)
3 (100%)
2 (67%)
2 (67%)
3 (100%)
3 (100%)
3 (100%)
3 (100%)
3 (100%)

2 (33%)

2 (50%)
4 (100%)

1(33%)
3 (100%)

1(33%)



c.1011T>G

c.1022_1023dupAC

c.1029delA
c.1031C>A
c.1112delC
c.1126G>T

c.1149G>C
c.1160C>T

c.1361G>A
c.1514T>C

c.1540C>A
c.15G>A

c.16_18delAATinsT

AA
c.160A>T
c.1615G>T
c.1640A>C
c.165C>A
c.1660G>T
c.1672G>A
c.167C>T
c.1790T>G
c.1825_1826insT
c.1825G>T
c.1844C>T
c.1846C>T
c.1850T>G

p.Phe337Leu

p.Ser342ThrfsTer
p.Lys343AsnfsTer

p.Ser344Tyr

p.Ala371GlufsTer

p.Ala376Ser
p.GIn383His
p.Thr387lle
p.Gly454Glu
p.1le505Thr
p.GIn514Lys
p.Lys5=
p.Asn6Ter

p.Lys54Ter

p.Glu539Ter
p.Asn547Thr
p.Asn55Lys

p.Asp554Tyr
p.Ala558Thr
p.Pro56Leu

p.l1e597Arg

p.Glu609ValfsTer

p.Glu609Ter
p.Pro615Leu
p.Arg616Cys
p.Leu617Arg

Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Likely Pathogenic
Pathogenic

Likely Pathogenic
Pathogenic

Likely Pathogenic

Likely Pathogenic

Likely Pathogenic

Likely Pathogenic

Likely Benign

Likely Pathogenic

Pathogenic
Likely Pathogenic
Uncertain Significance
Uncertain Significance
Uncertain Significance
Uncertain Significance
Uncertain Significance
Uncertain Significance
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
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N DNDNDNDNDNDDNNDNDNMNDNDNDNDDN

N DNDNDNDNDDNDNDNDNNNDNNDNDNDDN

2 (7%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)

2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)

1 (50%)
2 (100%)



c.1874A>T
c.1880A>G
c.1924G>C
c.1940T7>C

c.1957-2A>G

c.1957delA

€.1960_1962delCCT

insTAA
c.1980G>C
c.2002G>C
c.2020C>T
c.2037A>C
c.2087A>G
Cc.2099T>A
c.2106delA
c.2116C>A

c.2124+1G>A
c.2128_2129insCTC

c.2130T>G
c.2191G>A
c.281G>T
c.326A>G
c.357C>A
¢.360dupT

c.385+46delC

c.394C>T
c.410C>G

p.D625V
p.His627Arg
p.Gly642Arg
p.lle647Thr
/
p.Thre53LeufsTer
p.Pro654Ter

p.GIn660His
p.Ala668Pro
p.Leu674Phe
p.Lys679Asn
p.Asp696Gly
p.Met700Lys
p.Val704Ter
p.Pro706Thr
/

p.Tyr710delinsSerHis

p.Tyr710Ter
p.Ala731Thr
p.Gly94Val
p.GIn109Arg
p.Ser119Arg
p.Lys121Ter
/
p.GIn132Ter
p.Ala137Gly

Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic

Uncertain Significance

Pathogenic
Likely Pathogenic
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N NDMNDNDNDNDNDDNDDND

N NDNDNDNDDNDNDNDNDNDNNDNDNDNDNDNDNDNDDNDDN

2 (100%)
2 (100%)
1 (50%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)

1 (50%)
2 (100%)
2 (100%)
1 (50%)
1 (50%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)

1 (50%)
2 (100%)



c.419T7>C
c.421G>A
c.424A>G
c.433C>T
c.436dupT
c.473G>T
c.497delC
c.581C>T
c.599T>C
c.643G>A
c.662delT
c.689C>T
c.694dupA
c.770dupA
c.810_811dupGG
c.914T7>C
c.103C>T
c.1046_1058delCAC
ACTGTCAGAC
c.1048delC
c.1054C>T
c.1061C>T
c.1073T>C
c.1233_1235delCAT
c.1237C>T
c.1240G>T
c.1283C>T

p.Leu140Pro
p.Ala141Thr
p.Thr142Ala
p.Arg145Ter
p.Tyr146LeufsTer
p.Gly158Val
p.Thr166MetfsTer
p.Pro194Leu
p.lle200Thr
p.Gly215Ser
p.lle221AsnfsTer
p.Thr230lle
p.lle232AsnfsTer
p.Asn257LysfsTer
p.Ala271GlyfsTer
p.Leu305Ser
p.GIn35Ter
p.Ala349AspfsTer

p.His350ThrfsTer
p.GIn352Ter
p.Ser354Phe
p.Leu358Pro
p.lle412del
p.GIn413Ter
p.Glu414Ter
p.Ser428Phe

Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Uncertain Significance
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Uncertain Significance
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
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2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)
2 (100%)

2 (100%)
2 (100%)
1 (100%)
1 (100%)

1 (100%)
1 (100%)
1 (100%)
1(100%)
1(100%)
1 (100%)
1 (100%)



c.1295A>C
c.1333-8delC

c.1426C>T
c.1475A>T
c.1481T>A
c.1495G>A
c.1540C>G
c.1571G>A
c.1630G>T
c.1642delA
c.1646T>C
c.1655delC
c.1658T>G
c.1675_1676delAGi
nsCC
c.1690G>T
cA777G>T
c.1889G>A
c.1891G>A
c.1919C>A
c.1922T7>C
c.1968A>C
c.1970T>A
c.1974C>G
c.2011_2012delATin
sTA

p.Glu432Ala
/

p.GIn476Ter
p.Tyr4d92Phe
p.Leud94Ter
p.Ala499Thr
p.GIn514Glu
p.Ser524Asn
p.Gly544Ter

p.lle548SerfsTer

p.Leu549Pro

p.Ala552GlufsTer

p.Val553Gly
p.Arg559Pro

p.Glu564Ter
p.Glu593Ter
p.Gly630Glu
p.Ala631Thr
p.Asp640Ala
p.Leu641Pro
p.Glu656Asp
p.Val657Glu
p.Ala658=
p.lle671Ter

Likely Pathogenic
Uncertain Significance

Pathogenic
Uncertain Significance
Pathogenic
Benign
Likely Pathogenic
Uncertain Significance
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Uncertain Significance
Uncertain Significance

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Benign
Pathogenic
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1 (1(50%)
1 (1(50%)
1 (100%)
1 (160%)
1 (160%)
1 (1(50%)

1 (100%)
1(100%)
1(100%)
1 (100%)
1 (100%)
1 (100%)
1 (100%)



c.2011A>G
c.2014delA
¢.2053dupC
C.205A>G
€.2062_2063insGA
c.2062G>T
c.2086G>T
c.2107G>A
c.2159_2160delAT
€.2200C>T
c.2216T>C
c.2218G>A
c.349G>T
c.377dupA
c.383_384delAGins
TA

c.385+9T>C
c.39delT
c.410C>T
c.433G>A
c.441T>A
c.481G>A
c.482G>A
c.484G>T
c.494A>G
c.554C>T
c.567T>G

p.lle671Val
p.Ser672AlafsTer
p.Leu685ProfsTer
p.lle69Val
p.Glu688GlyfsTer
p.Glu688Ter
p.Asp696Tyr
p.Gly703Arg
p.Asn720SerfsTer
p.GIn734Ter
p.lle739Thr
p.Glu740Lys
p.Glu117Ter
p.Asn126LysfsTer
p.Lys128lle

/
p.His14llefsTer
p.Ala137Val
p.Gly145Ser
p.Asp147Glu
p.Gly161Arg
p.Arg161GIn
p.Val162Phe
p.Asp165Gly
p.Ser185Phe
p.Asn189Lys

Benign
Pathogenic
Pathogenic

Uncertain Significance
Pathogenic
Pathogenic

Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Uncertain Significance

Uncertain Significance
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic

Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
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1 (100%)
1(100%)
1 (100%)
1(100%)
1(100%)
1 (100%)
1 (100%)
1(100%)
1 (100%)

1(100%)
1 (100%)
1 (100%)
1 (100%)
1 (100%)
1(100%)
1 (100%)
1 (100%)



c.623delT
€.626dupC
c.643G>T
c.648C>A
c.655A>G
c.655A>G
c.683G>A
c.68C>G
€.699delT
Cc.731A>T
c.753_753+1insT
c.754-1G>A
C.755dupA
C.765A>T
c.788G>T
c.7delA

c.809_812dupGGG

C

c.862T>C
c.972delT
c.982C>T

No variant found*

p.Val208AspfsTer
p.Lys210Ter
p.Gly215Cys
p.Thr216=
p.Asn219Asp
p.Asn219Asp
p.Arg228GIn
p.Ser23Ter
p.Pro234LeufsTer
p.Asp244Val
p.His252SerfsTer
/
p.His252GInfsTer
p.Lys255Asn
p.Gly263Val
p.Arg3GlufsTer
p.Asp272GlyfsTer

p.Ser288Pro
p.Gly325ValfsTer
p.Leu328Phe
/

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Benign
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Uncertain Significance
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic

RS N, N S N .\ U .\ N\ (S U U (. U (N W N

1

1

1
23

1 (100%)
1(100%)
1(100%)
1(100%)
1(100%)
1 (100%)
1(100%)
1 (100%)
1 (100%)

1 (100%)

1(100%)
1 (100%)

16 (70%)

4 (17%)

1(100%)
3 (13%)

* En cas d’absence de variants identifies, le patient est hétérozygote composite avec un second variant pathologique non connu.
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Table 10. Description des 31 variants du géenes MMAA selon les catégories d’age, parmi les 50 patients diagnostiqués avec
une acidurie méthylmalonique de type cblA.

Nombre Age,0a Age,1a14 :?‘es, ;ts ':::ﬁg:esﬂf
Variant c. Variant p. Classification ACMG d’oc,:cu‘rrence 1an ans e Page

de l'allele— N —n (%) - n (%) —n (%) ~n (%)
c.433C>T p.Arg145Ter Pathogenic 20 16 (80%) 2 (10%) - 2 (10%)
c.586C>T p.Arg196X Pathogenic 6 1(17%) 2 (33%) 2 (33%) 1(17%)
c.397C>T p.GIn133Ter Pathogenic 5 5 (100%) - - -
¢.593_596delCTGA p.Thr198SerfsTer6 Pathogenic 5 2 (40%) 2 (40%) - 1 (20%)
c.64C>T p.Arg22X Pathogenic 5 3 (60%) - - 2 (40%)
c.594dupT p.Glu199Ter Pathogenic 4 4 (100%) - - -
c.662_664delCAA  p.Thr221del Likely Pathogenic 4 2 (50%) - - 2 (50%)
c.828A>T p.Lys276Asn Likely Pathogenic 4 2 (50%) - - 2 (50%)
delexon2-3-4 / NR 4 - - - 4 (100%)
c.674delA p.Asn225MetfsTer Pathogenic 3 2 (67%) - - 1 (33%)
c.733G>A p.Gly245Ser Likely Pathogenic 3 2 (67%) - - 1(33%)
c.220C>T p.His74Tyr Uncertain Significance 2 2 (100%) - - -
C.292A>G p.Arg98Gly Likely Pathogenic 2 2 (100%) - - -
c.329C>G p.Ser110Ter Pathogenic 2 2 (100%) - - -
c.358C>T p.GIn120Ter Pathogenic 2 2 (100%) - - -
c.365A>T p.His122Leu Uncertain Significance 2 - 2 (100%) - -
c.365T>C p.Leu122Pro Uncertain Significance 2 - 2 (100%) - -
¢.450dupG p.Pro151AlafsTer Pathogenic 2 2 (100%) - - -
c.556A>T p.Ser186Cys Uncertain Significance 2 2 (100%) - - -
c.562+1_562+2insT / Uncertain Significance 2 2 (100%) - - -

- 88 -



c.562G>C
c.72C>A
c.812_813dupAG
c.19C>T

c.445_448delTCTG

c.450_451InsG
c.594 598del
c.607G>A
c.655G>T
Cc.691T>A
c.970G>A

No variant found*

p.Gly188Arg
p.Tyr24Ter
p.Leu272SerfsTer
p.His7Tyr
p.Ser149GlyfsTer
p.Pro151AlafsTer
p.Glu199llefsTer
p.Asp203Asn
p.Gly219Cys
p.Cys231Ser
p.Val324lle

/

Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Uncertain Significance
Pathogenic
Pathogenic

Likely Pathogenic

Likely Pathogenic

Likely Pathogenic

Uncertain Significance
Uncertain Significance

S A A A A A a NN

2

2 (100%)
2 (100%)
1(100%)
1(100%)
1(100%)

2 (100%)

1 (100%)
1 (100%)

1 (100%)

* En cas d’absence de variants identifies, le patient est hétérozygote composite avec un second variant pathologique non connu.
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Table 11. Description des 20 variants du génes MMAB selon les catégories d’age, parmi les 29 patients diagnostiqués avec

une acidurie méthylmalonique de type cbiB.

Variant c.

c.571C>T
c.454G>T
c.291-1G>A
c.287T>C
c.682delG
¢.563_577dup
c.572G>A
c.23delG
c.334G>T
c.548A>T
¢.568_570dup
c.584G>A
c.585-1G>A
c.227_236delGACCCAAAGA
c.290G>A
c.349-1G>C
c.398C>T

c.435delC
c.556C>T

Variant p.

p.Arg191Trp
p.Glu152Ter

/

p.lle96Thr
p.Ala228ProfsTer
p.Val188_Ala192dup
p.Arg191GIn
p.Ser8ThrfsTer
p.Glu112Ter
p.His183Leu
p.Arg191dup
p.Arg195His

/
p.Arg76MetfsTer
p.Gly97Glu

/

p.Ser133Phe

p.Phe145LeufsTer
p.Arg186Trp

Classification
ACMG

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely Pathogenic
Likely Pathogenic
Pathogenic
Uncertain
Significance
Likely Pathogenic
Pathogenic
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Nombre

d’occurrence
de l’alléle —

=) A2 a2 A NDNDMNDNDDNDNDNDNWWPRS OO O

Age, 0 a
1an
- N (o/o)

9 (100%)
8 (100%)
4 (67%)
4 (80%)

Age, 15 Absence de

ﬁie;:: ans et donnée sur
s plus I'age
N _ns)  —n (%)
- - 2 (33%)
1(20%) - -
- ; 1 (50%)
- - 1 (50%)
1 (50%) - -
- - 1 (100%)



c.568C>T p.Arg190Cys Pathogenic 1 - - -
c.571C>T p.Arg191Trp Pathogenic 9 9 (100%) - -
No variant found* / 1 1(100%) - -

* En cas d’absence de variants identifies, le patient est hétérozygote composite avec un second variant pathologique non connu
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2.3.3 Description phénotypique des maladies héréditaires du métabolisme de
la vitamine B12 et marqueurs prédictifs associés.

Le pourcentage de patients décrits ayant moins de 1 an lors des premiéres
manifestations est de 71,1% (509/824). Parmi eux, les mutations sur MMACHC
représentent 44,4% des cas (226/509). Pour le géne MMUT, cela représente 37,7%
(192/509) des cas. Dans ce groupe d’age, les manifestations neurologiques sont les
plus fréquemment observées, regroupant le retard de développement (40,5% ;
206/590), I'nypotonie (21,0% ; 107/509) et les convulsions (9,4% ; 48/509). Les
difficultés alimentaires sont rapportées chez 30,6% des patients (156/509). Le décés
est rapporté dans 17,1% des cas (87/509) (Table 12)

Les patients dont les premieres manifestations cliniques apparaissent entre 1
et 14 ans sont au nombre de 133 (age médian : 4,0 ans, IQR 2,0-9,0). Dans cette
catégorie d’age, une mutation du géne MMACHC est rapportée dans 57.1% des cas
(76/133), une mutation du géne MMUT dans 20.3% des cas (27/133). Les
manifestations neurologiques sont également les plus fréquentes, en premier lieu
desquelles on retrouve le retard de développement (39,1%, 52/133) et les
neuropathies périphériques (15,8%, 21/133). Les manifestations cardio-vasculaires
sont relativement fréquentes : I'hypertension artérielle et I'hypertension artérielle
pulmonaire concernent 8,3% des cas (11/133) et les cardiomyopathies 5,3% (7/133).

Soixante-quatorze individus ont plus de 15 ans au moment des premiers signes,
(dge meédian 20,0 ans, IQR 18,0-29,0). Dans cette catégorie d’age, une mutation du
géne MMACHC est rapportée dans 91,9% des cas (68/74). Les manifestations
neurologiques sont les plus souvent rapportées, avec en premier lieu des difficultés a
la marche dans 37,8% (28/74), un retard du développement dans 32,4% (24/74) et
une neuropathie périphérique dans 29,7% (22/74). Les troubles psychiatriques et
I'hypertension artérielle ont été rapportés dans 33,8% (25/74) et 12,2% (9/74) des cas
respectivement.

Nous avons évalué l'effet de I'age sur les manifestations cliniques observées
(Figure 23). Nous avons observé une augmentation significative des manifestations
neurologiques selon les catégories d’dge, notamment en ce qui concerne la
neuropathie périphérique, le syndrome pyramidal, et de fagon moins marquée le
syndrome extra-pyramidal. Nous avons également observé une influence significative
de I'age sur la fréquence d'observation de I'atrophie cérébrale, sur les anomalies
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électrophysiologiques et sur les manifestations psychiatriques. Au contraire, les
manifestations ophtalmologiques (nystagmus et strabisme) sont principalement
rapportées durant la premiére année de vie. Les manifestations cardiovasculaires,
incluant les thromboses et I'’hypertension artérielle augmentent significativement avec
I'age. L'augmentation de la tension artérielle n’est pas associée a la survenue d'une

insuffisance rénale, celle-ci n’étant pas significativement associée a I'dge (Figure 23).
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Table 12. Manifestations cliniques, biologiques et résultats d’imageries et d’électrophysiologies rapportées chez les 824

patients inclus selon les catégories d’age.

Patients de moins d’un an

Patients entre 1 and 14 ans

Patients de plus de 15 ans

Données démographiques

Age (ans) — n; médiane (IQR)
Masculin — n/N; % (95% CI)

509; 0.0 (0.0-0.3)
212/383; 55.4 (50.4—60.4)

133; 4.0 (2.0-9.0)
52/119; 43.7 (34.7-52.7)

74:20.0 (18.0-29.0)
32/65; 49.2 (36.7-61.7)

Génes — n/N; % (95% CI)

MMACHC 226/509; 44.4 (40.1-48.7) 76/133; 57.1 (48.6-65.7) 68/74; 91.9 (85.5-98.3)
MMUT 192/509; 37.7 (33.5-41.9) 27/133; 20.3 (13.4-27.2) 4/74; 5.4 (1.3-10.7)
MMAA 31/509; 6.1 (4.0-8.2) 8/133; 6.0 (1.9-10.1) 1/74; 1.4 (0.0-4.0)
MMAB 25/509; 4.0 (3.0-6.8) 1/133; 0.8 (0.0-2.2) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)
TCN2 12/509; 2.4 (1.0-3.7) 1/133; 0.8 (0.0-2.2) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)
MMADHC 10/509; 2.0 (7.6-3.2) 4/133; 3.0 (0.0-0.6) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)
MTRR 4/509; 0.8 (0.0—1.6) 3/133; 2.3 (0.0-4.8) 1/74: 1.4 (0.0-4.0)
MTR 3/509; 0.6 (0.0-1.3) 0/133; 0.0 (0.0-0.0) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)
ABCD4 2/509; 0.4 (0.0-0.1) 2/133; 1.5 (0.0-3.6) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)
LMRD1 2/509; 0.4 (0.0-0.1) 0/133; 0.0 (0.0-0.0) 0/74; 0.0 (0.0~0.0)
CD320 1/509; 0.2 (0.0-0.0) 0/133; 0.0 (0.0-0.0) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)
ZF143 1/509; 0.2 (0.0-0.0) 0/133; 0.0 (0.0-0.0) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)
AMN 0/509; 0.0 (0.0-0.0) 6/133: 4.5 (0.9-8.1) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)
CBLIF (alias, GIF) 0/509; 0.0 (0.0-0.0) 3/133; 2.3 (0.0-4.8) 0/74; 0.0 (0.0~0.0)
CUBN 0/509; 0.0 (0.0-0.0) 2/133; 1.5 (0.0-3.6) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)

Clusters de génes* — n/N; % (95% CI)

Mitochondriet

Transport cytoplasmique§
Biodisponibilité B12 T
Reméthylation||

251/508; 49.4 (45.0-53.8)
232/508; 45.7 (41.3-50.0)
17/508; 3.4 (1.8-4.9)
8/508; 1.6 (0.5-2.7)

37/133; 27.8 (20.1-35.5)

77/133; 57.9 (49.4-66.4)

14/133; 10.5 (5.2—15.8)
5/133; 3.8 (0.5-7.1)

5/74; 6.8 (0.9-12.6)
68/74; 91.9 (85.5-98.3)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
1/74; 1.4 (0.0-4.0)
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Signes cliniques

Manifestations neurologiques — n/N; % (95% CI)

Retard de développement
Hypotonie

Convulsions
Microcephalie

Troubles de la marche
Neuropathie périphérique
Syndrome extrapyramidal
Syndrome pyramidal

40.5; (36.2—44.7)

107/509; 21.0 (17.5-24.6)

48/509; 9.4 (6.9-12.0)
21/509; 4.1 (2.4-5.9)
16/509; 3.1 (1.6-4.7)
16/509; 3.1 (1.6-4.7)
14/509; 2.8 (1.3-4.2)
10/509; 2.0 (0.9-3.2)

52/133; 39.1 (30.7-47.5)
16/133; 12.0 (6.4—1.8)
20/133; 15.0 (8.9-21.2)
1/133; 0.8 (0.0-2.2)
20/133; 15.0 (8.9-21.2)
21/133; 15.8 (9.6-22.1)
6/133; 4.5 (0.9-8.1)
6/133; 4.5 (0.9-8.1)

24]74; 32.4 (21.5-43.4)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
11/74; 14.9 (6.6-23.2)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
28/74; 37.8 (26.5-49.2)
22/74; 29.7 (19.1-40.4)
8/74; 10.8 (3.6-18.1)
19/74; 25.7 (15.5-35.9)

Manifestations digestives— n/N; % (95% CI)

Intolérance alimentaire

156/509; 30.6 (26.6—34.7) |

33/133; 24.8 (17.4-32.2)

3/74; 4.1 (0.0-8.7)

Défaillance d’organes — n/N; % (95% Cl)

Déces
Accés métabolique aigu

87/509; 17.1 (13.8-20.4)
82/509; 16.1 (12.9-19.3)

10/133; 7.5 (5.2-9.8)
12/133; 9.0 (4.1-14.0)

4/74;5.4 (1.3—
1.3

10.7)
4/74; 5.4 (1.3-10

7)

Manifestations ophtalmologiques — n/N; % (95% CI)

Nystagmus
Maculopathie ou rétinopathie
Strabisme

55/509; 10.8 (8.1—13.5)
52/509; 10.2 (7.6-12.9)
23/509; 4.5 (2.7-6.3)

6/133; 4.5 (0.9-8.1)
5/133; 3.8 (0.5-7.0)
1/133; 0.8 (0.0-2.2)

2/74; 2.7 (0.0-6.5)
5/74; 6.8 (0.9-12.6)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)

Manifestations rénales — n/N; % (95% CI)

Maladies rénales chroniques
Insuffisance rénale aigue ou
SHU

37/509; 7.3 (5.0-9.5)
21/509; 4.1 (2.4-5.9)

12/133; 9.0 (4.1-14.0)
14/133; 10.5 (5.3-15.8)

7/74; 9.5 (2.6-16.3)
2/74; 2.7 (0.0-6.5)

Manifestations cardiovasculaires — n/N; % (95% CI)

Cardiomyopathie 17/509; 3.3 (1.8—-4.9) 7/133; 5.3 (1.4-9.1) 2/74; 2.7 (0.0-6.5)
Hypertension pulmonaire 4/509; 0.8 (0.0-1.6) 11/133; 8.3 (3.5-13.0) 1/74; 1.4 (0.0-4.0)
Thromboses 3/509; 0.6 (0.0-1.3) 5/133; 3.8 (0.5-7.0) 5/74; 6.8 (0.9-12.6)
Hypertension artérielle 2/509; 0.4 (0.0-0.9) 9/133; 6.8 (2.4-11.1) 9/74; 12.2 (4.5-19.8)

Manifestations psychiatriques — n/N; % (95% CI)

Troubles du comportement
Psychose

11/509; 2.2 (0.9-3.4)
8/509; 1.6 (0.5-2.7)

8/133; 6.0 (1.9-10.1)
18/133; 13.5 (7.6-19.4)

4/74; 5.4 (1.3-10.7)
25/74; 33.8 (22.8-44.8)
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Autres manifestations — n/N; % (95% CI)

Retard de croissance intra-
utérin

Goutte

Manifestations cutanées

Grossesse

8/509; 1.6 (0.5-2.7)

5/509; 1.0 (0.1-1.8)
1/509; 0.2 (0.0-0.6)
0/509; 0.0 (0.0-0.0)

3/133; 2.7 (0.0-4.8)

0/133; 0.0 (0.0-0.0)
4/133; 3.0 (0.0-6.0)
2/133; 1.5 (0.0-3.6)

1/74; 1.4 (0.0-4.0)

0/74; 0.0 (0.0-0.0)
1/74: 1.4 (0.0-4.0)
2/74; 2.7 (0.0-6.5)

Signes biologiques

Hématologie

Anémie — n/N; % (95% CI)
Cytopénie — n/N; % (95% CI)
Hb (g/dL) — n; médiane (IQR)

42/509; 8.3 (5.9-10.6)
23/509; 4.5 (2.7-6.3)
25: 7.3 (6.5-10.0)

47/133; 35.3 (27.1-43.6)
18/133; 13.5 (7.6-19.4)
36; 7.9 (7.0-10.3)

11/74; 14.9 (6.6-23.2)
3/74; 4.1 (0.0-8.7)
9; 8.9 (7.8-11.6)

GB (G/L) — n; médiane (IQR) 16; 4.995 (3.693-7.025) 13; 7.000 (4.900-10.200) 0; —
Plaquettes (G/L) — n; médiane 15; 83 (21.5-263.5) 20; 199 2;128.5
(IQR) (122-292.5) (82-175)
Biochimie, sang — n, médiane (IQR)
Homocystéine (umol/L) 137; 92 (50-157) 64; 90 (59-123) 60; 99 (67-117)
Méthionine (umol/L) 77,11 (7-14) 22; 19 (12-25) 15; 9 (8-16)
C3-Carnitine (umol/L) 69; 10.4 (6.5-14.1) 17, 7.9 (7.1-11.2) 7;11.2 (7.8-15.5)
MMA (umol/L) 66; 20 (4-93) 9; 29 (6-14) 9; 22 (8-70)
Ammoniémie (umol/L) 31; 198 (141-402) 3; 206 (113-232) 6; 32 (15-54)
B12 (pmol/L) 21; 362 (181-573) 22; 396 (112—611) 7;428 (380-738)

Biochimie, urine — n, médiane (IQR)

MMA (mM/mol créatine)

131; 1940 (550-4663)

44; 950 (173-2801)

22; 486 (244-1009)

Imagerie et explorations électrophysiologiques — n/N, % (95% CI)

IRM cérébrale

Anomalie de signal

Sans particularité

Atrophie cérébrale

Anomalies EEG (hors crises) q
Anomalies EMG

61/509; 12.0 (9.2—14.8)
39/61; 64.0 (51.9-76.0)
20/61; 32.8 (21.0-44.6)
8/61; 13.1 (4.6-21.6)
61/509; 12.0 (9.2-14.8)
39/61; 64.0 (51.9-76.0)

41/133; 30.8 (22.9-38.8)
17/41; 41.5 (26.4-56.5)
5/41; 12.2 (2.2-22.2)
22/41; 53.7 (38.4-68.9)
6/133; 4.5 (0.9-8.1)
7/133; 5.3 (1.4-9.1)

35/74; 47.3 (35.7-58.9)
9/35; 25.7 (11.2-40.2)
7/35;: 20.0 (6.7-33.2)

21/35; 60.0 (43.8-76.2)

2/74; 2.7 (0.0-6.5)
14/74; 18.9 (9.8-28.1)
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Traitement — n/N, % (95% ClI)

Supplémentation en B12 156/509; 30.6 (26.6-34.7) 66/133; 49.6 (45.3-54.0) 56/74; 75.7 (65.7-85.7)
Transplantation rénale 13/509; 2.6 (1.2-3.9) 0/133; 0.0 (0.0-0.0) 1/74; 1.4 (0.0-4.0)
Transplantation hépatique 15/509; 3.0 (1.5-4.4) 0/133; 0.0 (0.0-0.0) 0/74; 0.0 (0.0-0.0)
Note. MMACHC : Metabolism of cobalamin associated C ; MMA : acide méthylmalonique ; SHU : syndrome hémolytique et urémique
; Hb : hémoglobine ; GB : Globules blancs ; IRM : imagerie par résonnance magnétique ;

EEG : électroencéphalogramme ; EMG : électromyogramme ; IQR : écart interquartile ; Ref : valeurs de référence.

* Un patient a deux mutations sur le géne ZNF 143 qui n’appartient a aucun groupe fonctionnel de genes.

T Le cluster de géne « Biodisponibilité B12 » regroupe tous les patients avec des variants sur les génes CBLIF (alias, GIF), CUBN,
AMN, TCN2, LMBRD1, CD320, ou ABCDA4.

§ Le cluster de gene « Transport cytoplasmique » regroupe tous les patients avec des variants sur les géenes MMACHC ou MMADHC
responsables d’une acidurie méthylmalonique avec hyperhomocystéinémie.

T Le cluster de géne « Mitochondrie » regroupe tous les patients avec des variants sur les genes MMAA, MMAB, MMUT ou MMADHC
responsables d’une acidurie méthylmalonique isolée.

|| Le cluster de géne « Reméthylation » regroupe tous les patients avec des variants sur les genes MTR, MTRR ou MMADHC
responsables d’'une hyperhomocystéinémie isolée.

il Tracé EEG de fond pathologique hors événement critique.
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Figure 23. Influence de I'dge sur les manifestations rapportées, "0a 1 an","1 a 14

ans" et "plus de 15 ans".

(A) Les manifestations neuropsychiatriques comprennent I'hypotonie, les anomalies
de tracé de fond sur I'EEG, les crises d'épilepsie, la neuropathie périphérique, le
syndrome extrapyramidal, le syndrome pyramidal, les troubles de la marche et
I'atrophie cérébrale rapportée par I'lRM.
(B) Les manifestations ophtalmologiques comprennent le nystagmus et le strabisme.
(C) Les manifestations cardiovasculaires et rénales comprennent la thrombose,
I'hypertension artérielle et la maladie rénale chronique.
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2.3.4 Phénotypes des troubles héréditaires du métabolisme de la vitamine B12
selon les groupes fonctionnels de génes et marqueurs prédictifs associés

2.3.4.1 Cluster de génes « Transport cytoplasmique »

Nous avons recensé 416 patients dans ce groupe de génes. L’age médian des patients
au début des symptémes est de 0,3 ans (IQR 0-10,3) (Table 13). 61,5% des patients
ont moins de 1 an (232/377), 20,4% ont entre 1 et 14 ans inclus (77/377) et 18,0%
(68/377) ont plus de 15 ans. Parmi les manifestations neurologiques les plus
fréequemment rapportées, on note le retard de développement dans 35,3% (147/416),
puis I'hypotonie dans 15,4% (64/416) et les convulsions dans 14,2% (59/416). Les
manifestations ophtalmologiques sont frequemment rapportées, incluant le nystagmus
pour 16,8% des patients (70/416) ou la maculopathie et/ou rétinopathie pour 15,1%
(63/416). Des troubles psychiatriques sont observés chez 11,8% des patients
(49/416), la cardiomyopathie chez 5,1% des patients (21/416). Soixante-dix variants
du géne MMACHC ont été rapportés (Table 8). Les variants les plus fréquemment
observés sont le variant ¢.270_271dupA (274 cas, plus fréquemment observé dans le
groupe d’age « 0 a 1 an », 76% des cas soit 208/274), puis le variant c.609G>A (98
occurrences) et le variant c.482G>A (82 occurrences, plus frequemment observé dans
le groupe d’age « 15 ans et plus », 46% des cas (38/82)).

L’analyse par régression logistique avec correction de Bonferroni a permis
d’identifier les marqueurs suivants, classés par valeurs décroissantes d’odd ratio (OR),
comme étant associés a une mutation d’'un géne du cluster fonctionnel « Transport
cytoplasmique » en comparaison aux autres clusters de génes: Nystagmus
(OR: 27,24 ; 95% CI : 8,50-87,30) ; maculopathie ou rétinopathie (OR: 17,98 ;
95% CI : 6,48-49,90); manifestations psychiatriques (OR: 17,98; 95% CI : 5,56—
58,18) ; catégorie d’age « 15 ans et plus » (OR : 12,18; 95% ClI : 5,21-28,46) ; troubles
du comportement (OR : 11,31 ; 95% CI : 2,64—-48,41) ; hypertension artérielle (OR :
9,69 ; 95% CI : 2,24-41,88); anomalie a I'électromyogramme (OR : 6.80; 95% CI :
2,01-23,07); neuropathie périphérique (OR : 3,49 ; 95% CI : 1,92-6,33) ; convulsions
(OR: 2,33; 95% CI : 1,44-3,75); et hyperhomocystéinémie (augmentation pour
chaque palier de 10 ymol/L) (OR : 1,14 ; 95% CI : 1,07-1,22) (Figure 24A).

Par comparaison avec le cluster de génes « Biodisponibilité B12 » les éléments
suivants sont significativement associés a une mutation d’'un géne du cluster

« Transport cytoplasmique » : Vitamine B4z plasmatique (pour chaque pallier de 100
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pmol/L) (OR : 2,58 ; 95% CI : 1,44—4,63), et homocystéine (pour chaque pallier de 10
pumol/L) (OR : 1,30 ; 95% CI : 1,14-1,49) (Table 14).

2.3.4.2 Cluster fonctionnel de génes « Mitochondrie »

Nous avons recensé 353 patients dans le groupe fonctionnel « Mitochondrie ». L’age
médian est de 0,1 ans (IQR: 0,0-0,7). 85,7% des patients ont moins de 1 an
(251/293), 12,6% ont entre 1 et 14 ans inclus (37/293) et 1,7% ont plus de 15 ans
(5/293) (Table 13). Le retard de développement (40,2% ; 142/353) et I'hypotonie
(21,2% 75/353) sont les manifestations les plus frequemment rapportées. Les
décompensations métaboliques sont rapportées dans 26,3% des cas. 27,5% des
patients ont des manifestations digestives (97/353). Le décés est rapporté dans 21,0%
des cas (74/353). De rares manifestations ophtalmologiques et cardiologiques sont
rapportées. A I'IRM, une atrophie cérébrale n’est rapportée que dans 6,4% des cas
(4/62), alors qu’une anomalie de signal est rapportée dans 58,0% des cas (36/62).
Une transplantation hépatique a été réalisé dans 4,5% des cas (16/353).

190 variants du géne MMUT ont été rapportés. Le variant c.572C>A est le plus
fréequemment observé (27 occurrences), puis le variant c.655A>T (21 occurrences)
(Table 9). Le variant c.433C>T est le variant le plus frequemment rapporté (27 fois)
parmi les 31 variants du géene MMAA (Table 10). Pour le gene MMAB, les variants
sont souvent associés avec une manifestation dans les premiers mois de vie (Table
11).

La régression logistique avec correction de Bonferroni a permis d’identifier
différentes manifestations associées a une mutation d'un géne du cluster
« Mitochondrie » comparé aux autres clusters de genes. Ces éléments sont classés
par OR décroissants,: la survenue d’'une décompensation meétabolique aigue (OR:
10,15 ; 95% CI : 5,84-17,63) ; la catégorie d’age “0a 1 an” (OR : 3,83 ; 95% Cl : 2,62—
5,62) ; le décés (OR: 3,51 ; 95% ClI : 2,27-5,44) ; une augmentation de C3-carnitine
(OR: 1,24 ; 95% CI : 1,12—-1,38) ; une augmentation du MMA urinaire (pour chaque
palier de 500 mmol/mol créatinine) (OR: 1,17 ; 95% CI : 1,09-1,25) ; et une
augmentation du MMA plasmatique (pour chaque palier de 10 ymol/L) (OR: 1,14 ;
95% Cl : 1,07-1,23) (Figure 24B et Table 14).
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Table 13. Manifestations cliniques, biologiques et résultats d’imageries et d’électrophysiologies rapportées chez les 824
patients inclus selon les clusters fonctionnels de génes.

Transport
cytoplasmique

Mitochondrie

B12 biodisponibilité||

Reméthylation§

Données démographiques

Age (Ans) — n, médiane (IQR)
Age,0a1-n/N, % (95% ClI)

Age, 1 a 14 ans inclus — n/N, % (95% CI)
Age, 15 ans et plus — n/N, % (95% CI)
Masculin — n/N, % (95% ClI)

377; 0.3 (0.0-10.3)

232/377; 61.5 (56.6—66.5)

77/377; 20.4 (16.3—24.5)
68/377; 18.0 (14.1-21.9)

196/361; 54.3 (49.1-59.5)

293; 0.1 (0.0-0.7)

251/293; 85.7 (81.6-89.7)

37/293; 12.6 (8.8—16.5)
5/293; 1.7 (0.2-3.2)

116/214; 54.2 (47.5-60.9)

31; 0.3 (0.2-2.1)
17/31; 54.8 (36.3-73.4)
14/31; 45.2 (26.6-63.7)

0/31; 0.0 (0.0-0.0)
11/31; 35.5 (17.6-53.3)

o~ A~ A~ ~

14; 0.3 (0.1-5.0)
8/14; 57.1 (56.5-79.5)
5/14; 35.7 (7.0-64.4)
1/14; 7.1 (0.0-22.6)
5/14; 35.7 (7.0-64.4)

Signes cliniques

Manifestations neurologiques — n/N, % (95%

Cl)

Retard de développement
Hypotonie

Convulsions

Neuropathie périphérique
Troubles de la marche
Syndrome pyramidal
Microcéphalie

Syndrome extrapyramidal

147/416; 35.3 (30.7-39.9)

64/416; 15.4 (11.9-18.9)
59/416; 14.2 (10.8-17.5)
49/416; 11.8 (8.7-14.9)
46/416; 11.1 (8.0-14.1)
25/416; 6.0 (3.7-8.3)
18/416; 4.3 (2.4-6.3)
12/416; 2.9 (1.3-4.5)

142/353; 40.2 (35.1-45.4)

75/353; 21.2 (17.0-25.5)
22/353; 6.2 (3.7-8.8)
3/353; 0.9 (0.0-1.8)
8/353; 2.3 (0.7-3.8)
9/353; 2.6 (0.9-4.2)
2/353; 0.6 (0.0—1.4)
15/353; 4.3 (2.1-6.4)

.~~~ o~

15/32; 46.9 (28.6-65.2)
2/32; 6.3 (0.0-15.1)
1/32; 3.1 (0.0-9.5)
4/32; 12.5 (0.4-24.6)
9/32; 28.1 (11.7-44.6)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)
1/32; 3.1 (0.0-9.5)
1/32; 3.1 (0.0-9.5)

10/22; 45.5 (22.9-68.1)
4/22; 18.2 (0.7-35.7)
4/22; 18.2 (0.7-35.7)
8/22; 36.4 (14.5-58.2)
3/22; 13.6 (0.0-29.2)

2/22; 9.1 (0.0-22.1)
2/22; 9.1 (0.0-22.1)
2/22; 9.1 (0.0-22.1)

Manifestations digestives — n/N, % (95% CI)

Intolérance alimentaire

| 85/416; 20.4 (16.5-24.3) | 97/353;27.5 (22.8-32.2) | 19/32;59.4 (41.4-77.4) | 3/22;13.6 (0.0-29.2)

Manifestations ophtalmologiques — n/N, % (95% CI)

Nystagmus 70/416; 16.8 (13.2-20.4) 0/353; 0.0 (0.0-0.0) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 3/22; 13.6 (0.0-29.2)
Maculopathie or rétinopathie 63/416; 15.1 (11.7-18.6) 4/353; 1.1 (0.0-2.2) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)

Strabisme 26/416; 6.3 (3.9-8.6) 0/353; 0.0 (0.0-0.0) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)

Manifestations psychiatriques — n/N, % (95% Cl)

Psychose 49/416; 11.8 (8.7-14.9) 2/353; 0.6 (0.0-1.4) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 1/22; 4.6 (0.0-14.0)

Troubles du comportement

22/416; 5.3 (3.1-7.5)

1/353; 0.3 (0.0-0.8)

0/32; 0.0 (0.0-0.0)

1/22; 4.6 (0.0-14.0)
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Défaillance d’organe — n/N, % (95% CI)

Déceés
Décompensation métabolique aigue

31/416; 7.5 (4.9-10.0)
13/416; 3.2 (1.5-4.8)

74/353; 21.0 (16.7-25.2)
93/353; 26.3 (21.7-31.0)

0/32; 0.0 (0.0-0.0)
2/32; 6.3 (0.0-15.1)

2/22; 9.1 (0.0-22.1)
1/22; 4.6 (0.0-14.0)

Manifestations cardiovasculaires — n/N, % (95% CI)

Cardiomyopathie 21/416; 5.1 (2.9-7.2) 4/353; 1.1 (0.0-2.2) 1/32; 3.1 (0.0-9.5) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)
Hypertension artérielle 19/416; 4.6 (2.6-6.6) 2/353; 0.6 (0.0—1.4) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)
Hypertension pulmonaire 13/416; 3.2 (1.5-4.8) 3/353; 0.9 (0.0-1.8) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)
Thrombose 10/416; 2.4 (0.9-3.9) 1/353; 0.3 (0.0-0.8) 1/32; 3.1 (0.0-9.5) 1/22; 4.6 (0.0-14.0)

Manifestations rénales — n/N, % (95% Cl)

Insuffisance rénale aigue or SHU
Maladies rénales chroniques

24/416; 5.8 (3.5-8.0)
16/416; 3.9 (0.0-8.8)

12/353; 3.4 (1.5-5.3)
36/353; 10.2 (7.0-13.4)

1/32; 3.1 (0.0-9.5)
6/32; 18.8 (4.5-33.0)

1/22; 4.6 (0.0-14.0)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)

Autres manifestations — n/N, % (95% Cl)

Retard de croissance intra-utérin 9/416; 2.2 (0.8-3.6) 2/353; 0.6 (0.0-1.4) 3/32; 9.4 (0.0-20.1) 1/22; 4.6 (0.0-14.0)
Grossesse 3/416; 0.7 (0.0-1.5) 1/353; 0.3 (0.0-0.8) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)
Manifestations cutanées 2/416; 0.5 (0.0-1.2) 1/353; 0.3 (0.0-0.8) 4/32; 12.5 (0.4-24.6) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)
Goutte 0/416; 0.0 (0.0-0.0) 5/353; 1.4 (0.2-2.7) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)

Manifestations biologiques

Hématologie

Anémie — n/N; % (95% CI)
Cytopénie — n/N; % (95% CI)
Hémoglobine (g/dL) — n; médiane (IQR)

52/416; 12.5 (9.3-15.7)
23/416; 5.5 (3.3-7.7)
37: 8.4 (7.1-10.4)

16/353; 4.5 (2.4-6.7)
8/353; 2.3 (0.7-3.8)
7:9.2 (7.6-10.2)

25/32; 78.1 (63.0-93.3)
11/32; 34.4 (17.0-51.8)
18; 7.4 (5.4-11.2)

15/22; 68.2 (47.0-89.3)
3/22; 13.6 (0.0-29.2)
18; 7.5 (6.3-8.5)

Globules blancs (G/L) — n; médiane (IQR) 8; 3.945 6; 8.870 (5.250-16.800) | 15; 5.980 (4.600-7.300) 1; 7.900 (—)
(2.520-6.295)

Plaquettes (G/L) — n; médiane (IQR) 15; 144 6; 313 14 ;103 2; 165 (—)

(87-231) (276-419) (55-198)

Biochimie, sang — n, médiane (IQR)

Homocystéine (umol/L) 237; 99 (65-146) 11; 6.0 (5.1-9.3) 22; 47 (26-60) 18; 93 (71-136)

Méthionine (umol/L) 105; 12 (7-21) 5; 25 (14-33) 9; 19 (15-21) 17; 12 (5-21)

MMA (umol/L) 72; 10 (3-25) 20; 270 (136—-1040) 2; 14 (8-17) 0; -
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C3-carnitine (umol/L) 58; 7.8 (5.8-11.2) 43:13.0 (9.8-19.1) 3; 5.7 (4.2-8.8) 0; -

Vitamine B12 (pmol/L) 24; 501 (399-767) 6; 348 (216-750) 17; 149 (82-375) 5; 151 (105-240)
Ammoniémie (umol/L) 7; 54 (26-108) 35; 199 (141-367) 0; - 0; -
Biochimie, urine — n, médiane (IQR)

MMA (mM/mol créatine) | 109; 710 (216-2045) | 95; 2903 (603-5699) | 9; 154 (70-804) | 0; -

Imagerie et explorations électrophysiologiques — n/N, % (95% CI)

IRM cérébrale 100/416; 24.0 (19.9-28.2) | 62/353; 17.6 (13.6-21.6) 4/32; 12.5 (0.4-24.6) 8/22; 26.5 (11.5-41.4)
Anomalie de signal 47/100; 47.0 (37.2-56.8) 36/62; 58.0 (46.7-71.3) 1/4; 25.0 (0.0-67.4) 4/8; 50.0 (15.4-84.6)
Atrophie cérébrale 42/100; 42.0 (32.3-51.7) 4/62; 6.4 (0.3-12.8) 2/4; 50.0 (1.0-99.0) 4/8; 50.0 (15.4-84.6)
Sans particularité 17/100; 17.0 (9.6—24.4) 25/62; 40.3 (28.6-53.3) 1/4; 25.0 (0.0-67.4) 2/8; 25.0 (0.0-55.0)

Anomalies EMG 20/416; 4.8 (2.7-6.9) 0/353; 0.0 (0.0-0.0) 1/32; 3.1 (0.0-20.8) 2/22; 9.1 (0.0-22.1)

Anomalies EEG (hors crise)T 14/416; 3.4 (1.6-5.1) 1/353; 0.3 (0.0-0.8) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 2/22; 9.1 (0.0-22.1)

Traitement — n/N, % (95% ClI)

Supplémentation en vitamine B2 191/416; 45.9 (41.1-50.7) | 73/353; 20.4 (15.6-25.2) | 30/32; 93.8 (84.9-100.0) 21/22;

95.5 (86.0-100.0)

Transplantation hépatique 0/416; 0.0 (0.0-0.0) 16/353; 4.5 (2.4-6.7) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)

Transplantation rénale 0/416; 0.0 (0.0-0.0) 14/353; 4.0 (1.9-6.0) 0/32; 0.0 (0.0-0.0) 0/22; 0.0 (0.0-0.0)

Note. MMACHC : methylmalonic Aciduria and Homocystinuria type C protein ; MMA : acide méthylmalonique ; SHU : syndrome
hémolytique et urémique ; IRM : imagerie par resonance magnétique ; EEG : électroencéphalogramme ; EMG : électromyogramme.
* Un patient a deux mutations sur le géne ZNF 143 qui n’appartient a aucun groupe fonctionnel de genes.

T Le cluster de gene « Transport cytoplasmique » regroupe tous les patients avec des variants sur les géenes MMACHC ou MMADHC
responsables d’une acidurie méthylmalonique avec hyperhomocystéinémie.

T Le cluster de géne « Mitochondrie » regroupe tous les patients avec des variants sur les genes MMAA, MMAB, MMUT ou MMADHC
responsables d’une acidurie méthylmalonique isolée.

§ Le cluster de géne « Reméthylation » regroupe tous les patients avec des variants sur les génes MTR, MTRR ou MMADHC
responsables d’'une hyperhomocystéinémie isolée

|| Le cluster de géne « Biodisponibilité B12 » regroupe tous les patients avec des variants sur les génes CBLIF (alias, GIF), CUBN,
AMN, TCN2, LMBRD1, CD320, ou ABCDA4.

il Tracé EEG de fond pathologique hors événement critique
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Table

Prédicteurs

cliniques,

biologiques,

d'imagerie et

électrophysiologiques significativement associés aux groupes de génes
fonctionnels parmi les 824 patients atteints d'un trouble héréditaire du
métabolisme de la vitamine B1..

Prédicteur

Cluster de genes “Biodisponibilité B12”’f vs. autres clusters de génes

Anémie

Cytopénie

Troubles de la marche
Difficultés alimentaires
Catégorie d’age “1 a 14 ans”
Vitamine B12 (per 100 pmol/L)
Cluster de génes “Mitochondrie”t vs. autres clusters de génes
Décompensation métabolique aigue
Catégorie d’age “0 a 1 an”

Déceées

C3-carntine (umol/L)
MMA, urine (par

créatinine)

MMA, sang (per 10 umol/L)
Homocystéine (per 10 umol/L)
Catégorie d’age “1 a 14 ans”

Convulsion
Cytopénie
Anémie

Troubles de la marche
Hypertension artérielle

Microcéphalie

Cateégorie d’age “15 ans et plus”

Anomalies EEG §

Maculopathie ou rétinopathie
Neuropathie périphérique
Troubles du comportement

Psychose

500 mmol/mol

Cluster de génes “Transport cytoplasmique”|| vs. autres clusters de génes

Nystagmus

Maculopathie ou rétinopathie

Psychose

P-value* Bonferroni Beta (SE)
P-value

4.72x10°'®  1.93x10-'6  3.42 (0.44)
1.68x10~7  5.38x10° 2.46 (0.41)
5.40x10™4 1.73x1072 1.62 (0.42)
2.18x10°  6.99x10~* 1.57 (0.37)
5.12x1074 1.64x1072 1.36 (0.37)
9.36x10°  3.65x102  -0.57 (0.19)
7.41x1072%  3.48x102'" 2.32(0.28)
1.33x10°"%  6.23x10°'2  1.34 (0.19)
4.08x107° 1.92x1077 1.26 (0.22)
521x10®  2.45x10°° 0.22 (0.05)
6.29x10°  2.96x1077 0.15 (0.03)
2.00x10™%  9.40x10°3 0.13 (0.04)
4.00x10* 1.88x102  -0.43 (0.12)
4.92x10*  2.31x102  -0.71 (0.21)
4.36x10*  2.05x102  -0.86 (0.26)
2.33x10™ 1.09x102  -1.30 (0.40)
2.21x107""  1.08x10°  -1.63 (0.28)
1.55x108  7.28x107  -1.80 (0.38)
6.20x10*  2.91x102  -2.00 (0.75)
2.21x1074 1.04x102  -2.11(0.74)
2.33x1072  1.09x10°10  -2.42 (0.47)
4.74x10*  2.23x102  -2.52(1.03)
1.29x1072  6.07x10~""  -2.60 (0.52)
451x10°% 2.12x10-""  -2.86 (0.60)
9.60x10%  451x10* -2.90 (1.02)
2.38x107""  1.12x10°  -3.04 (0.72)
2.81x107"%  1.41x10~"7  3.30 (0.59)
5.02x10°'®  2.51x10~"*  2.89 (0.52)
1.01x10-'2  5.05x10-""  2.89 (0.60)
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OR (95% IC)

30.46
(12.78-72.60)
11.66 (5.21-26.12)
5.04 (2.23-11.40)
4.79 (2.32-9.88)
3.91 (1.88-8.15)
0.57 (0.39-0.82)

10.15 (5.84—17.63)
3.83 (2.62-5.62)
3.51 (2.27-5.44)
1.24 (1.12-1.38)
1.17 (1.09-1.25)

1.14 (1.07-1.23)
0.65 (0.51-0.83)
0.49 (0.32-0.74)
0.42 (0.25-0.70)
0.27 (0.12-0.59)
0.20 (0.11-0.34)
0.16 (0.08-0.35)
0.14 (0.03-0.58)
0.12 (0.03-0.52)
0.09 (0.04-0.22)
0.08 (0.01-0.61)
0.07 (0.03-0.21)
0.06 (0.02-0.18)
0.06 (0.01-0.41)
0.05 (0.01-0.20)

27.24 (8.50-87.30)
17.98 (6.48-49.90)
17.98 (5.56-58.18)



Cateégorie d’age “15 ans et plus” 1.14x10~"* 5.71x10""®  2.50(0.43) 12.18 (5.21-28.46)
Troubles du comportement 9.77x10°6 4.88x10 243 (0.74) 11.31 (2.64-48.41)
Hypertension artérielle 6.73x10°  3.37x1073 2.27 (0.75)  9.69 (2.24-41.88)
Anomalies EMG 1.78x10*  8.88x1073 1.92 (0.62) 6.80 (2.01-23.07)
Neuropathie périphérique 8.82x10°6 4.41x10™ 1.25 (0.30) 3.49 (1.92-6.33)
Convulsions 3.43x10™ 1.72x107? 0.84 (0.24) 2.33 (1.44-3.75)
Homocystéine (par 10 umol/L) 1.00x10*  5.00x1073 0.13 (0.03) 1.14 (1.07-1.22)
MMA, sang (per 10 umol/L) 3.00x10™4 1.50x102  -0.12(0.03) 0.89 (0.83-0.95)
MMA, wurine (par 500 mmol/mol 1.00x10#*  5.00x102  -0.13(0.03) 0.88 (0.83-0.94)
creatinine)

C3-Carnitine (umol/L) 8.36x107  4.18x10>  -0.18 (0.05) 0.83 (0.75-0.92)
Catégorie d’age “0 a 1 an” 2.05x107° 1.03x107 -1.02 (0.18) 0.36 (0.25-0.51)
Déces 1.25x10%  6.23x10%  -1.05(0.23) 0.35(0.23-0.55)
Maladie rénale chronique 2.28x10~* 1.14x102  -1.06 (0.30) 0.35(0.19-0.63)
Décompensation métabolique aigue 7.32x102°  3.66x10°'® -2.26 (0.31) 0.10 (0.06-0.19)

Cluster de génes “Reméthylation” || vs. autres clusters de génes

Anémie
Neuropathie périphérique

1.16x107°
1.07x10™

4.64x1078
4.08x1073

2.79 (0.47)
2.03 (0.46)

16.31 (6.48-41.05)

7.60 (3.06-18.89)

Cluster de génes “Transport cytoplasmique”|| vs. “Biodisponibilité B12”1 (reference)

Vitamine B2 (per 100 pmol/L) 1.00x106  4.50x105  0.95(0.30)  2.58 (1.44—4.63)
Homocystéine (per 10 umol/L) 1.00x104  4.20x102  0.26 (0.07)  1.30 (1.14—1.49)
Difficultés alimentaires 4.61x10  1.94x104 -1.74 (0.38)  0.18 (0.08-0.37)
Cytopénie 3.33x106  1.40x10~* -2.19(0.43)  0.11 (0.05-0.26)
Anémie 1.22x10-5  5.38x10-4 -3.22 (0.45)  0.04 (0.02-0.10)

Note. SE : erreur standard ; OR : odds ratio; IRM : imagerie par résonance magnétique
; MMACHC : Methylmalonic Aciduria and Homocystinuria type C protein ; MMA : acide
méthylmalonique ; EEG : électroencéphalogramme ; EMG : électromyogramme.

* Régression logistique en analyse univariée

T Le cluster de géne « Biodisponibilit¢é B12 » regroupe tous les patients avec des
variants sur les genes CBLIF (alias, GIF), CUBN, AMN, TCNZ2, LMBRD1, CD320, ou
ABCDA4.

T Le cluster de géne « Mitochondrie » regroupe tous les patients avec des variants sur
les genes MMAA, MMAB, MMUT ou MMADHC responsables d'une acidurie
méthylmalonique isolée.

§ Tracé EEG de fond pathologique hors événement critique.

|| Le cluster de géne « Transport cytoplasmique » regroupe tous les patients avec des
variants sur les génes MMACHC ou MMADHC responsables d'une acidurie
méthylmalonique avec hyperhomocystéinémie.

9l Le cluster de géne « Reméthylation » regroupe tous les patients avec des variants
sur les génes MTR, MTRR ou MMADHC responsables d’'une hyperhomocystéinémie
isolée
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2.3.4.3 Cluster fonctionnel de génes « Biodisponibilité B2 »

32 patients rapportés présentent un variant sur un géne du groupe fonctionnel
« Biodisponibilité B12 ». L'age médian au début des symptémes est de 0,3 ans (IQR
0,2-2,1). 54,8% (17/31) des patients avaient moins d’'un an et 45,2% entre 1 et 14 ans
inclus (14/31) (Table 13). L’anémie est la manifestation la plus frequemment rapportée
(78,1%, 25/32), suivie des troubles digestifs (59,4%, 19/32) et du retard de
développement (46,9%, 15/32). Il n’y a ni convulsions, ni anomalies
électroencéphalographique rapportées. Aucun patient ne présentait de manifestations
ophtalmologiques ou psychiatriques. Un seul patient présentait des manifestations
cardiologiques. Une insuffisance rénale chronique est observée dans 18,8% des cas
(6/32), une atteinte cutanée dans 12,5% (4/32) et un retard de croissance intra-utérin
dans 9,4% (3/32). Une cytopénie est rapportée pour 34,4% des patients (11/32),
malgré une supplémentation en vitamine B2 dans 93,8% des cas (30/32).

Selon une régression logistique avec correction de Bonferroni, les éléments

suivant sont significativement associés avec une mutation d’'un géne du cluster
« Biodisponibilité B12 »: Cytopénie (OR : 11,66 ; 95% CI: 5,21-26,12) ; troubles de la
marche (OR : 5,04 ; 95% CI : 2,23—-11,40); difficultés alimentaires (OR : 4,79 ; 95% CI
: 2,32-9,88) ; catégorie d’age “1 a 14 ans” (OR: 3,91 ; 95% CI : 1,88-8,15), et
diminution du taux de vitamine B12 (par 100 pmol/L) (OR : 0,57 ; 95% CI : 0,39-0,82)
(Table 14 et Figure 25A).
2.3.4.4 Cluster fonctionnel de génes « Reméthylation »
Nous avons identifié 22 patients comme porteur de mutations pathologiques sur un
géne du cluster « Reméthylation ». L’dge médian des patients au début des
symptomes est de 0,3 ans (IQR : 0,1-5,0), 57,1% des patients avaient moins de 1 an,
et 1 patient avait plus de 15 ans (7,1%) (Table 13). L’anémie est la manifestation
prédominante, observée dans 68,2% des cas (15/22). Les manifestations
neurologiques sont également fréquentes : 45,5% (10/22) des patients avaient un
retard de développement, 36,4% (8/22) présentaient une neuropathie périphérique,
18,2% (4/12) des convulsions ainsi qu'une hypotonie. L’analyse par régression
logistique avec correction de Bonferroni a identifié la neuropathie périphérique (OR :
7,60 ; 95% CI: 3,06-18,89) comme élément associé a une mutation d’'un géne du
cluster « Reméthylation » comparé aux autres clusters de géne (Table 14 et Figure
25B).
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Predictors of the “Cytoplasmic transport” gene cluster
vs. the remaining functional gene clusters

Nystagmus : —8— P=281%10-"°
Maculopathy or retinopathy 1 — P =5.02¢10-"¢
Psychiatric abnormality : — P=1.01%10-12
Age over 15 years : — P=1.14%10"4

Behavior abnormality : —_— P=9.77%#10-°

High blood pressure ;) —— P=6.73%10-5

Abnormal EMG finding : —_—— P=1.78%10-
Peripheral neuropathy 1 —— P = 8.82%10-6

Seizures : — P =3.43%10-*

Age under 1 year - : P =2.05%10-°

Death - | P =1.25%10-5

Chronic kidney disease —— : P =2.28%10-4
Acute metabolic decompensation —— : P =17.32%10-20

Y B B TR
Odds Ratio
B Predictors of the “Mitochondrion” gene cluster

vs. the remaining functional functional gene clusters

1
Acute metabolic decompensation 1 - P=7.4110-23
1
Age under 1 year = P=1.33%10-"3
Death |- P = 4.08%10-
Age between 1 and 14 years - : P =492%10-
Seizures - P=4.36%10-
Cytopenia —— : P =2.33%10-*
Anemia — : P= 2.21’40-11
Walking difficulty —— : P =1.55%10-8
High blood pressure —_— | P =6.200¢10-4
1
Microcephaly — P=2.21%10*
1
Age over 15 years —— 1 P =2.33%10-"2
Abnormal EEG finding —_— : P=4.74%10
Maculopathy or retinopathy — : P =1.29%10-12
Peripheral neuropathy — : P=4.51%10-"
Behavior abnormality —_— : P =9.60%10-°
Psychiatric abnormality —_— : P =2.38%10-""
| INERERTTTT EREERRTTIT EAACRTIT | sl ol
0.001  0.01 0.1 1 10 100
Odds Ratio

Figure 24. (A) Prédicteurs du cluster de génes « Transport cytoplasmique » par
rapport aux autres groupes de génes fonctionnels. Seules les variables binaires sont
représentées dans le diagramme de Forest. Le groupe de génes « Transport
cytoplasmique » : regroupe tous les patients présentant des variants MMACHC et
MMADHC responsables d'anomalies combinées de la mitochondrie et de la
reméthylation ; (B) Prédicteurs du groupe de génes « Mitochondrie » par rapport
aux autres groupes de génes fonctionnels. Seules les variables binaires sont
représentées dans le diagramme de Forest. Le groupe de génes « Mitochondrie » :
regroupe tous les patients présentant des variants MMAA, MMAB ou MMUT et des
variants MMADHC responsables d'anomalies de la mitochondrie.

OR : odds ratio ; EMG : électromyogramme ; EEG : électroencéphalogramme.
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Predictors of the “B12 bioavailability” gene cluster
vs. the remaining functional gene clusters

1
Anemia : —8—— P=4.72x10-18

|

Cytopenia | —_— P=1.68x10""7
1

Walking difficulty : —_— P =5.40x104
|

Feeding intolerance | — P=218x10"5
|

Age between 1 and 14 years : — P=512x10"7

I L 1 Ll Ill 1 1 Ll bl ll L 1 | - Ill
0.1 1 10 100
Odds Ratio

Predictors of the “Remethylation” gene cluster
vs. the remaining functional gene clusters

Anemia

Peripheral neuropathy =

10 100
Odds Ratio

- -

Figure 25. (A) Forest plot illustrant les résultats de I'analyse de régression logistique
qui a évalué les prédicteurs du groupe de génes "Biodisponibilité B12" par rapport aux
autres groupes de génes fonctionnels. Seules les variables binaires sont représentées
dans le diagramme de Forest. Le groupe de génes "Biodisponibilité B12" : regroupe
tous les patients présentant les variants CBLIF (alias, GIF), CUBN, AMN, TCNZ2,
LMBRD1, CD320 ou ABCD4 ;

(B) Forest plot illustrant les résultats de I'analyse de régression logistique qui a évalué
les prédicteurs du groupe de génes "Reméthylation" par rapport aux autres groupes
fonctionnels de génes. OR : odds ratio.
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2.3.5 Anomalies métaboliques associées a la survenue d’une anémie, de

manifestations neurologiques, des deux ou d’aucune des deux
Les manifestations hématologiques associées a des manifestations neurologiques ont
été principalement observées dans le groupe de génes « Biodisponibilité B12 » avec
chez les patients, une augmentation combinée de I'homocystéine et de I'acide
méthylmalonique et une diminution de la méthionine. La concentration en méthionine
est significativement plus basse en cas d’anémie (associée ou non a des
manifestations neurologiques) que dans les cas avec manifestations neurologiques
isolées. Les taux urinaires d’acide méthylmalonique sont significativement plus bas en
cas d’anémie associée a une atteinte neurologique que dans les cas sans anémie
(Table 15).

2.3.6 Facteurs prédictifs de mortalité

Une analyse par régression logistique avec correction de Bonferroni a permis
d’identifier différents éléments comme étant associés a un risque de mortalité :
I'hypertension artérielle pulmonaire (OR : 7,08 ; 95% CI : 2,60-19,29) ; la mutation
d’'un géne du cluster « Mitochondrie » (OR : 3,51 ; 95% CI : 2,27-5,44) ; la mutation
du géne MMUT (OR : 3,47 ; 95% C |: 2,29-5,25) ; la survenue de décompensation
métabolique aigue (OR: 3,29 ; 95% CI : 2,04-5,31) ; la catégorie d’age « 0 a 1 an »
(OR:2,84;95% CI : 1,58-5,12).

A Tlinverse, les éléments suivants sont significativement associés a une
diminution du risque de décés : la mutation du géne MMACHC (OR : 0,36 ; 95% CI :
0,23-0,56) ; la mutation d’'un gene du cluster fonctionnel « Transport cytoplasmique »
(OR: 0,35 ; 95% CI : 0,23-0,55) et la présence de nystagmus (OR : 0,08 ; 95% CI :
0,01-0,60) (Table 16 et Figure 26).
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Table 15. Comparaison des résultats biologiques en fonction de la présence d'une anémie, de manifestations neurologiques,
des deux ou d'aucune de ces deux manifestations.

Manifestation biologique
(unité) —n, médiane (IQR)

Méthionine (umol/L)

Vitamine B4z (pmol/L)
MMA, urine (mM/mol créatine)
Homocystéine (umol/L)

MMA, sang (umol/L)

C3 (pumol/L)

Ammoniémie (umol/L)

Hémoglobine (g/dL)

Plaquettes (G/L)

Globules blancs (G/L)

Anémie sans
signes
neurologiques (1)

22:18.5
(13.0-27.0)

26; 401
(151-580)
22; 336
(84-1056)
43; 74.0
(44.0-143.5)
7;:14.4
(7.9-278.3)
6; 8.6
(5.7-9.9)
Faible taille
d’échantillon
47: 7.8
(6.2-10.3)
25; 175
(94-262)
16; 4.600
(5.615-7.200)

Note. MMA : acide méthylmalonique

* Test de Kruskal-Wallis.

Anémie et signes
neurologiques
associés (2)

18; 6.0
(4.0-11.0)

16; 399
(215-648)
13; 632
(362—-2910)
30; 79.0
(35.0-128.0)
8; 6.6
(1.7-69.0)
7:10.5
(6.2-11.7)
Faible taille
d’échantillon
29; 7.4
(6.8-9.9)
11; 111
(333-265)
12; 2.770
(5.140-9.465)

Signes
neurologiques
sans anémie (3)

36; 11.1
(8.4-18.5)

12; 929
(416-5576)
103; 2108
(310-5328)
129; 99.0 (69.8—
130.3)
41; 23.0
(5.9-108.5)
54:11.4
(7.4-14.5)
25; 247
(150-468)
Faible taille
d’échantillon
Faible taille
d’échantillon
Faible taille
d’échantillon

Absence d’anémie
et de signes
neurlogiques (4)

60; 13.7
(7.3 -23.0)

Faible taille
d’échantillon
Absence de
données
86; 86.0
(44.0-152.0)
38; 8.9
(3.3-30.0)
38;7.9
(6.5-13.5)
Faible taille
d’échantillon
Faible taille
d’échantillon
Faible taille
d’échantillon
Faible taille
d’échantillon

P-
value*

0.002

0.03

0.003

0.24

0.12

0.33

0.11

0.97

0.38

0.45

Analyse

post-hoc

(Conover
test)

P <0.05
(1) vs. (2)(3)
(2) vs.
(1)(3)(4)

- (1)(2)

S

vs. (2
vs. (3
vs. (1
vs. (3
vs. (1

— N N N

T L'analyse post-hoc des comparaisons multiples par paire a I'aide du test de Conover n'a pas été effectuée lorsque la valeur P du
test de Kruskal-Wallis était =20,05.
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Table

16.

Prédicteurs

cliniques,

biologiques,

d'imagerie et

électrophysiologiques significativement associés au décés parmi les 824
patients atteints d'un trouble héréditaire du métabolisme de la vitamine B12.

Predictor

Hypertension pulmonaire

Cluster de géne Mitochondriet

Gene MMUT

Décompensation métabolique aigue
Catégorie d’agede 0 a1 an
Gene MMACHC

Cluster de

génes :

cytoplasmique » ¥
Réalisation d’un IRM cérébral

Nystagmus

« Transport

P-value*

3.17x10™*

4.08x10°
3.45x107°
3.80x1076
1.31x10™
2.19x1078
1.25x1078

4.04x107*
1.17x107*

Bonferroni

P-value
1.81x1072

2.33x10°7
1.97x10~7
2.16x10™
7.47x1073
1.25x10~
7.10x10°°

2.30x1072
6.65x1073

Beta (SE)
1.96 (0.51)

1.26 (0.22)
1.24 (0.21)
1.19 (0.24)
1.04 (0.30)

-1.02 (0.23)
-1.05 (0.23)

-1.08 (0.34)
-2.50 (1.01)

OR (95% IC)

7.08 (2.60—
19.29)

3.51 (2.27-5.44)
3.47 (2.29-5.25)
3.29 (2.04-5.31)
2.84 (1.58-5.12)
0.36 (0.23-0.56)
0.35 (0.23-0.55)

0.34 (0.17-0.67)
0.08 (0.01-0.60)

Note. SE : erreur standard ; OR: odds ratio ; MRI: imagerie par resonance magnétique

; MMACHC : Methylmalonic Aciduria and Homocystinuria type C protein.

* Analyse univarié par régression logistique.
T 1 Le cluster de géne « Mitochondrie » regroupe tous les patients avec des variants
sur les génes MMAA, MMAB, MMUT ou MMADHC responsables d’'une acidurie
méthylmalonique isolée.
T Le cluster de géne « Transport cytoplasmique » regroupe tous les patients avec des
variants sur les génes MMACHC ou MMADHC responsables d'une acidurie
méthylmalonique avec hyperhomocystéinémie.
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Predictors of death

Hypertension pulmonary

Functional gene cluster: “Mitochondrion”
MMUT, pathogenic variants

Acute metabolic decompensation

Age under 1 year

MMACHC, pathogenic variants

Gene cluster: “Cytoplasmic transport”
Nystagmus

Figure 26. Prédicteurs de déces.

-

-

—_—

+++++

P=3.17x10*
P =4.08x10"°
P =3.45x10"°
P =3.80x10-¢
P=1.31x10*
P=219x10"%
P=1.25x10"%
P=1.17x104

0.001 0.01 0.1 1

10 100

Odds Ratio

Forest plot illustrant les résultats de I'analyse par régression logistique.
OR : odd ratio ; MRI : Imagerie par résonnance magnétique.
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Table 17. Comparaison des caractéristiques cliniques, biologiques et d’imagerie entre les 161 patients atteint de CbI/C décrit
dans le registre E-HOD et les 416 patients issus du groupe de génes “Transport cytoplasmique transport” de la méta-
analyse.

Individual Patient
E-HOD registry - Data Meta-Analysis,
ChbiC “Cytoplasmic P-value
n =161 transport”
Cluster, n =416

Caractéristiques des patients

Genre (masculin) — n/N, % 93/161, 57.7% 196/361, 54.3% 0.47
Diagnostique pré-natal — n/N, % 47/161, 29.2% 38/416%, 9.1% < 0.0001
Age aux premiers symptémes (ans) — n, médiane (IQR) 93, 0.1 (0.0-0.3) 377,0.3 (0.0-10.3) NS
Mutations rapportées — n/N, % 117/191, 61.3% 416/416, 100% < 0.0001

Manifestations cliniques — n/N, %
Manifestations thrombo-emboliques

Accident vasculaire cérébral 3113, 2.7% 8/416, 1.9% 0.60

Thrombose 5/113, 4.4% 10/416, 2.4% 0.26
Manifestations rénales

Syndrome hémolytique et urémique 17/113, 15.0% 24/416, 5.8% 0.001

Maladie rénale chronique 2/113,1.7% 16/416, 3.9% 0.25
Manifestations cardiaques

Cardiomyopathie / Malformation cardiaque 5/113, 8.8% 21/416, 5.1% 0.14

Arrét cardiaque/ Insuffiscance cardiaque / Déces 2/113,1.7% 31/416, 7.5% 0.02

Hypertention artérielle 3113, 2.7% 19/416, 4.6% 0.37
Manifestations digestives et hépatiques

Difficultés alimentaires 68/113, 60% 85/416, 20.4% <0.0001

Hépatomegalie 9/113, 8.0% 6/416, 1.4% 0.0002
Défaillance d’organe

Décompensation métabolique aigue 20/113, 18% 13/416, 3.2% < 0.0001

Manifestations ophtalmologiques
Signes ophtalmologiques (Atteinte du nerf optique) 20/113, 18% 100/416, 24.0% 0.18
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Nystagmus NR in E-HOD 70/416, 16.8% No data for
registry comparison
Maculopathie ou rétinopathie NR in E-HOD 63/416, 15.1% No data for
registry comparison
Strabisme NR in E-HOD 26/416, 6.3% No data for
registry comparison
Manifestations psychiatriques
Psychose 6/113, 5% 49/416, 11.8% 0.04
Troubles du comportement NR 22/416, 5.3% No data for
comparison
Manifestations neurologiques
Hypotonie 38/113, 34% 64/416, 15.4% < 0.0001
Retard de développement 26/113, 23% 147/416, 35.3% 0.01
Convulsions 19/113, 17% 59/416, 14.2% 0.46
Malformations cérébrales 3/113, 3% Not reported in the No data for
study comparison
Microcéphalie 9/113, 8% 18/416, 4.3% 0.11
Hydrocéphalie 5/113, 4% Not reported in the No data for
study comparison
Myélopathie 4/113, 3% 49/416; 11.8% 0.006
Neuropathie périphérique NR in E-HOD 49/416; 11.8% No data for
registry comparison
Troubles de la marche NR in E-HOD 46/416; 11.1% No data for
reqgistry comparison
Syndrome pyramidal NR in E-HOD 25/416; 6.0% No data for
registry comparison
Syndrome extrapyramidal NR in E-HOD 12/416; 2.9% No data for
reqgistry comparison
Anomalies biologiques
Homocysteine avant traitement ymol/L — n, médiane (IQR) 139, 123 (65-197) 237, 99 (65-146) NS
Anémia — n/N, % 32/113, 28% 52/416, 12.5% 0.0001
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Anomalies d’imagerie
Anomalies de signal sur IRM NR in E-HOD 47/100; 47.0% No data for
registry comparison
Atrophie cérébrale NR in E-HOD 42/100; 42.0% No data for
registry comparison
Anomalie EMG NR in E-HOD 20/416; 4.8% No data for
registry comparison

Note. NR: not reported; NS: not significant.
* Les 38 enfants diagnostiqués par dépistage néonatal sont rapportés dans la Table 18.
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Table 18. Liste des dix publications incluant des patients diagnostiqués par dépistage néonatal

First author

Arhens-
Nicklas
Armour
Lin
Lin
Lin
Lin
Lin
Lin
Lin
Han
Han
Han
Han
Han
Han
Han
Nogueira
Nogueira
Nogueira
Nogueira
Nogueira
Nogueira
Nogueira

Year
2015

2013
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017

Patient
[

VI
VI
XV
XVI
XVII
XVII
XIX
XX
XXI

Gene
MMACHC

ABCD4
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC

MMUT

MMUT

MMUT
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC
MMACHC

Individual information reported
Asymptomatic during the neonatal period — biological values at NS

Asymptomatic during the neonatal period — biological values at NS
Asymptomatic during the neonatal period — No biological information
Asymptomatic during the neonatal period — No biological information

Asymptomatic during the neonatal period — biological values at NS
Asymptomatic during the neonatal period — No biological information
Asymptomatic during the neonatal period — No biological information

Asymptomatic during the neonatal period — biological values
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
No neonatal clinical data — biological values at NS
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Nogueira 2017 XXII MMACHC No neonatal clinical data — biological values at NS

Nogueira 2017 XXIII MMACHC No neonatal clinical data — biological values at NS
Nogueira 2017 XIV MMACHC No neonatal clinical data — biological values at NS
Nogueira 2017 XV MMADHC No neonatal clinical data — biological values at NS
Quadros 2010 I CD320 Asymptomatic on the second day of life — biological values at NS
Underfill 2013 I MMUT Asymptomatic during the neonatal period — biological values at NS
Underfill 2013 Il MMUT Asymptomatic during the neonatal period — biological values at NS
Trefz 2016 I MMACHC Intrauterine treatment — No clinical data — biological values at birth
Wong 2016 I MTR Diagnosis at day 14 of life — Asymptomatic — biological values
Wong 2016 Il MTRR Diagnosis at day 6 of life — Asymptomatic — biological values
Zhou 2019 Vv MMACHC Diagnosis at day 10 of life — Asymptomatic — biological values
Zhou 2019 Vi MMACHC Diagnosis at day 15 of life — Asymptomatic — biological values
Zhou 2019 Xl MMACHC Diagnosis at day 18 of life — Asymptomatic — biological values
Zhou 2019 P2 MMUT Diagnosis at day 9 of life — Asymptomatic — biological values
Zhou 2019 P3 MMUT Diagnosis at day 3 of life — Asymptomatic — biological values

Note. NS : Dépistage néonatal ; MMACHC: Methylmalonic Aciduria and Homocystinuria type C protein ; MMUT : Methylmalonyl-CoA
Mutase; MMADHC : Methylmalonic Aciduria and Homocystinuria type D protein ; MTR : methionine synthase ;
MTRR: methionine synthase reductase
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2.4 Discussion

Notre étude est la premiére a rapporter les caractéristiques cliniques et métaboliques
d'un groupe de maladies rares du métabolisme, par une extraction systématique des
données individuelles de plus de 800 patients ayant un déficit du métabolisme de la
vitamine B12 génétiquement documenté. Nous avons extrait toutes les manifestations
décrites et construit une base de données qui nous a permis de caractériser les
principales manifestations cliniques et biologiques en fonction de I'dge d’apparitions
des symptdbmes et de groupes fonctionnels de génes. Jusqu'a présent, les
caractéristiques de ce groupe de maladies n’avaient été rapportées que dans des
revues narratives, des registres centrés sur le recrutement pédiatrique ou seulement
sur un nombre restreint de ces pathologies.

Nous avons classé les patients dans des catégories d'ége en fonction du
recours de la population a des spécialités médicales différentes (201). Au cours de la
premiére année de vie, les manifestations cliniques peuvent étre sévéres et
nécessitent une expertise pédiatrique (200). La période de la vie aprés 15 ans
comprend la fin de I'adolescence (15-19 ans) et le jeune age adulte (20-24 ans). Dans
cette période, le recours a un pédiatre est moins courant, et la plupart des patients
sont pris en charge dans des structures de médecine adulte ou examinés par des
médecins de famille (201, 202). Notre étude a mis en évidence la forte association des
manifestations selon I'age et les groupes de génes fonctionnels. Nous avons montré
que les manifestations cliniques diagnostiquées a la fin de I'adolescence/a I'age adulte
different de celles observées habituellement dans la pratique pédiatrique. Nous
soulignons la nécessité d’évoquer des causes rares a ces manifestations, telles que
les erreurs innées du métabolisme intracellulaire de la vitamine B2 trop souvent
méconnues.

Notre étude montre que les patients de plus de 15 ans ont une présentation
clinique distincte des nouveau-nés et des enfants, avec des variants génétiques moins
pathogéenes. En particulier, nous avons observé une forte association des
manifestations neurologiques et cardiovasculaires, comme le montre la Figure 23.
Certaines manifestations prédominent également dans l'un des quatre groupes
fonctionnels de génes. Ces manifestations pourraient refléter des meécanismes
physiopathologiques spécifiques liés a une altération de la synthése de la méthionine
ou au contraire au catabolisme du méthylmalonyl-CoA. Par exemple, les neuropathies
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périphériques et les manifestations psychiatriques sont rapportées de maniere
prédominante dans le cluster "Reméthylation”, les épisodes de décompensation
meétabolique aigué, les manifestations rénales ou le syndrome hémolytique et
urémique sont plus fréequemment rapportés dans le cluster "Mitochondrie", et les
manifestations cardiovasculaires et ophtalmologiques dans le cluster "Transport
cytoplasmique”. L'anémie est principalement rapportée dans les clusters liés a la
disponibilité de la vitamine B12 et a la voie de reméthylation (Table 13).

Les manifestations hématologiques sont principalement rapportées chez les
enfants mais dans des proportions moins fréquentes que dans les revues dédiées aux
manifestations des erreurs innées de la vitamine B12 (188, 203, 204). Dans le cluster
« Biodisponibilité B12 », nous avons observé que les cas avec anémie et sans
manifestations neurologiques présentaient un taux de méthionine plus élevé avec un
acide meéthylmalonique plus faible par rapport aux cas avec manifestations
neurologiques sans anémie associée. Les taux d’homocystéine n’étaient pas différents
(Table 15). Ces difféerences métaboliques illustrent la nécessité d'étudier les
mécanismes moléculaires qui pourraient étre responsables d’'une altération de la
production des globules rouges par rapport aux manifestations neurologiques. En ce
sens, nous pouvons évoquer l'utilisation et I'adressage de la cobalamine par la MS et
la MUT, l'interactome de MS avec la méthionine synthase réductase, ainsi que les
protéines MMACHC et MMADHC (205, 206). Le statut cellulaire en folates pourrait
jouer un réle dans l'augmentation de la concentration en acide méthylmalonique
observée dans les cas du cluster « Biodisponibilit¢ B12 » avec des manifestations
neurologiques. En effet, un statut élevé en folates augmente 'acide méthylmalonique
chez les sujets ayant une faible concentration sanguine en B12 (207).

Des manifestations neurologiques telles que des troubles de la marche, une
neuropathie périphérique et un syndrome pyramidal ont été observées chez pres d'un
tiers des patients de plus de 15 ans. Ces manifestations sont fortement associées a
I'age. Les IRM cérébraux ont montré une augmentation de l'atrophie cérébrale avec
I'age : 60 % des cas rapportés a I'age adulte, contre seulement 13 % dans la premiere
année de vie (Table 9 et Figure 23). Ces données sont cohérentes avec les études
de cohorte de sujets agés, qui ont montré un lien entre le développement d’une
atrophie cérébrale au cours du vieillissement et un effet préventif de la vitamine B2
(208, 209). Ces manifestations semblent lier a l'altération de la synthése endogene de
méthionine. En effet, elles ont été principalement observées chez les patients des
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clusters de génes « Reméthylation » et « Transport cytoplasmique », et non chez ceux
du cluster « Mitochondrie », comme le montre la Table 13. Ces résultats sont
cohérents avec des études expérimentales récentes sur des modéles cellulaires, des
fibroblastes de patients et des modéles animaux. Dans ces études, le déficit en B2
modifie le transport nucléo-cytoplasmique et I'épissage des ARNm et augmente le
stress du réticulum endoplasmique (210-212). L'altération de la circulation des ARNm
est la conséquence de la diminution de I'expression de SIRT1 (Sirtuin 1, également
connue sous le nom de Sirtuin-1, désacétylase des protéines dépendante de la NAD)
et du déséquilibre de la phosphorylation et de la méthylation des protéines de liaison
a 'ARNm, notamment HuR (antigéne humain R) (213). Il en résulte une altération de
I'expression des génes nécessaires au neurodéveloppement et a la neuroplasticite,
mais aussi une inhibition de la prolifération et de la différenciation neuronale (210-212).
La carence en B12 augmente également I'apoptose neuronale et 'homocystéinylation
de protéines impliquées dans la neurodégénérescence, notamment la protéine Tau
(214).

Contrairement aux manifestations neurologiques, les manifestations
ophtalmologiques sont principalement observées chez les patients dont le diagnostic
est réalisé durant la premiére année de vie (215, 216). Elles sont principalement
observées dans les déficits combinés secondaires a une altération du métabolisme
intracellulaire de la B12 ou de sa biodisponibilité, mais pas dans le cluster
« Mitochondrie ». Ceci suggere que les mécanismes physiopathologiques sous-
jacents sont vraisemblablement une conséquence d’une altération de la voie de
remeéthylation.

Les manifestations cardiovasculaires telles que les événements
thromboemboliques, la cardiomyopathie et I'nypertension artérielle sont les principales
manifestations cliniques observées chez les patients aprés I'age de 15 ans. Elles
étaient sous-estimées dans les revues et registres précédents, qui évaluaient surtout
les cas rapportés en pédiatrie (Table 17) (203, 204). Les manifestations
thromboemboliques sont peu fréquentes au cours de la premiére année de vie et sont
fortement associées a I'age (Figure 23). Elles pourraient étre liées a I'augmentation
de I'homocystéine. L’absence de résultats des études interventionnelles ayant pour
objectif de baisser le taux d'homocystéine dans les cas d'hyperhomocystéinémie
légere (<30 umol/L) ont brouillé le débat concernant la prise en charge des patients

présentant une hyperhomocystéinémie intermédiaire a sévére (217). En revanche,

- 120 -



I'association entre vitamine B12 et événements thromboemboliques a récemment été
mise en évidence dans une étude portant sur les patients présentant une
hyperhomocystéinémie >30 umol/L, qui étaient hospitalisés pour des manifestations
thromboemboliques et autres manifestations cardiovasculaires parmi 1006 patients au
C.H.R.U. de Nancy (218). L'hyperhomocystéinémie était liée a une carence en
vitamine B12 chez 40 % des patients et des variants génétiques sur un ou plusieurs
génes du métabolisme de la vitamine B2 ont été retrouvés chez 11 % des patients
(218).

L'augmentation de la pression artérielle systolique est également étroitement
associée a lI'age (Figure 23). Elle ne semble pas étre expliquée par la survenue d’une
insuffisance rénale chronique, cette derniére n'étant pas associée a I'age. Le lien entre
la pression artérielle systolique et le taux d'homocystéine a été documenté dans des
études interventionnelles ciblant le géne MTHFR et une supplémentation en riboflavine
(219, 220). En revanche, I'augmentation de la pression artérielle systolique n'est pas
rapportée dans la littérature sur les erreurs innées de la vitamine B12, probablement
parce que les séries de cas publiées se concentrent principalement sur les nouveau-
nés et les enfants (203). L'augmentation de la pression artérielle est cohérente avec
les données expérimentales chez le rat, chez qui une carence en vitamine B12 et en
folates pendant la grossesse est associée a une hypertension, un remodelage artériel
et une cardiomyopathie. Ces manifestations sont secondaires a une
homocystéinylation des protéines de la matrice extracellulaire et une altération des
voies angiotensine-AT2 et TGFB1 chez les ratons (221-224).

Des décompensations métaboliques aigués ont été observées non seulement
au cours de la premiére année de vie, mais également de maniére plus tardive, avec
un risque associé de déces. Ces résultats illustrent la nécessité d'un suivi des patients
a l'age adulte. Nos données soulignent également la prédominance des
décompensations meétaboliques aigués et des décés dans le groupe de génes
fonctionnels « Mitochondrie » (Table 13). Cela illustre les conséquences dramatiques
de l'altération de la conversion du méthylmalonyl-CoA en propionyl-CoA. Cette
réaction est la derniére étape d'une voie anaplérotique cruciale, qui alimente le cycle
de Krebs (225). L'observation fréequente de décompensations et de déces chez les
patients classés dans le groupe « Mitochondrie » trouve écho chez les souris Mut”,
ou la plupart des souris homozygotes ne survivent pas plus de 24 heures (226, 227).
Un modéle de souris hémizygote (Mut-ko/ki), qui combine une mutation faux-sens
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knock-in (ki) avec un alléle knock-out (ko), provoque un retard de croissance et un
dysfonctionnement rénal, ce qui correspond a un phénotype léger observé chez les
patients adultes (228). L'ajout d'un régime enrichi en protéines entraine I'apparition
d’'un phénotype plus sévere avec des anomalies comportementales, cardiovasculaires
et hématologiques, suggérant l'influence du régime alimentaire, en particulier sur les
cas adultes (229).

Les diagnostics aprées I'age de 15 ans ne concernent que 18% de tous les cas
et pourraient étre liés en partie a la plus faible pathogénicité des variants génétiques
(Table 8). Parmi les dix variants génétiques les plus fréquents, sept sont annotés
comme pathogénes et produisant une protéine tronquée avec des conséquences
présumées dramatiques sur le métabolisme de la vitamine B12. Ces variants ont été
principalement signalés chez les nouveau-nés (Table 8). En revanche, la plupart des
cas diagnostiqués aprés 15 ans présentaient soit la mutation pathogéne p.Arg161Gin,
soit des mutations missense classées comme « probablement pathogénes ». De
méme, les patients de plus de 15 ans du groupe « Mitochondrie » présentaient des
variants génétiques classées comme « probablement pathogénes» ou de
« signification incertaine » sur les genes MMUT, MMAA et MMAB (Table 9-11).

Nous pensons que certains résultats clés de notre étude pourraient avoir un
impact sur la pratique clinique. Nous avons montré que les manifestations
neurologiques telles que I'hypotonie, les anomalies de I'activité de fond a I'EEG hors
événements critiques, la microcéphalie, le nystagmus et le strabisme pouvaient
évoquer une maladie héréditaire du métabolisme de la vitamine Bi2 méme en
I'absence d'anémie en pratique pédiatrique. En revanche, des troubles de la marche,
une neuropathie périphérique, un syndrome extrapyramidal, une dépression et une
atrophie cérébrale sont des signes plus frequemment observés chez les patients aprés
'age de 15 ans. Ces patients sont pris en charge par des neurologues ou des
meédecins internistes qui doivent étre sensibilisés au diagnostic de maladies
héréditaires du métabolisme de la vitamine B12. Nos résultats montrent également que
les manifestations cardiovasculaires sont beaucoup plus fréquentes chez les adultes
que chez les enfants. L'association de l'augmentation de la pression artérielle
systolique avec lI'age est une manifestation jusqu'ici inconnue dans ce groupe de
maladies. Les manifestations thromboemboliques observées en I'absence de facteurs
de risque de thrombophilie doivent conduire a rechercher une hyperhomocystéinémie
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secondaire a une erreur héréditaire du métabolisme de la vitamine B12, comme cela a
été montré trés reccemment dans une étude observationnelle (218). Ces maladies rares
peuvent étre sous-estimées, voire ignorées, en meédecine cardiovasculaire. Les
sociétés américaines et européennes de cardiologie ne recommandent pas d'inclure
I'nyperhomocystéinémie comme facteur de risque de maladies cardio-vasculaires. Par
conséquent, les cardiologues manquent de connaissances pour diagnostiquer et
traiter les patients présentant une hyperhomocystéinémie intermédiaire ou sévére liée
a une erreur héréditaire du métabolisme de la vitamine B12. Ces profils cliniques,
neurologiques et cardiovasculaires, devraient inciter les cliniciens a doser
systématiquement les marqueurs métaboliques du statut en vitamine B12, notamment
I'hnomocystéine et I'acide méthylmalonique, lorsque les étiologies les plus fréquentes
sont écartées. Une analyse génétique pourrait étre intégrée dans le bilan diagnostique
de ces patients, en particulier chez ceux qui présentent des phénotypes cliniques
extrémes et/ou une histoire familiale évocatrice. Dans ce contexte, les approches
basées sur le séquencage de I'exome clinique pourraient étre utilisées comme une
stratégie diagnostique de premier niveau chez les patients pour lesquels un diagnostic
de troubles héréditaires du meétabolisme de la vitamine Bi2 est suspecté.
L'identification d'une erreur génétique du métabolisme de la vitamine B12 permettrait
une approche étiologique et thérapeutique personnalisée pour parvenir a une
restauration partielle ou totale des altérations métaboliques, avec des bénéfices
potentiels a long terme (218).

Notre méta-analyse présente plusieurs points forts. Tout d'abord, nous
rapportons les données individuelles de 824 patients permettant de dessiner le
paysage phénotypique des patients atteints de troubles héréditaires du métabolisme
de la vitamine B12. Nous avons également recherché des prédicteurs cliniques et
biologiques significativement associés a la catégorie d'age, aux clusters fonctionnels
de génes et au décés. La description de 74 adultes, 133 enfants et 509 nouveau-nés
nous a permis de rapporter |'évolution et la spécificité des manifestations selon I'age
du patient. A titre de comparaison, I'étude de registre la plus compléte a porté sur 248
patients principalement suivis dans des services pédiatriques (204).

Deuxiémement, les données rapportées couvrent les 15 génes connus,
responsables de troubles héréditaires du métabolisme de la vitamine B12. Ceci a
permis d'effectuer une annotation actualisée et une prédiction de pathogénicité sur
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plus de 300 variants génétiques rapportés sur les quatre géenes les plus fréquemment
observés (MMACHC, MMUT, MMAA et MMAB). En comparaison, la plus grande étude
de registre n'a rapporté que des patients atteints de déficit de type cbIC, cblG, cblE,
cbID et cblJ (204).

Troisiemement, notre méta-analyse rapporte des cas individuels, nous
permettant de compiler des patients non sélectionnés, réduisant ainsi le risque
d'hétérogénéité de la population. Nous n'avons pas pris en compte les études de
registres et les séries de cas avec des données agrégées afin d'éviter tous biais liés
aux modeles d'étude. Cette approche nous a permis de considérer des manifestations
non rapportées dans les registres, notamment le nystagmus, la maculopathie, la
rétinopathie, la neuropathie périphérique, les troubles de la marche, le syndrome
pyramidal, le syndrome extrapyramidal, et I'atrophie cérébrale observée sur IRM
(Table 17).

Nous reconnaissons plusieurs limites. Premiérement, nous avons utilisé des
données extraites de cas cliniques publiés par le biais d'une recherche rétrospective
systématique, avec le risque de données manquantes. Par exemple, les résultats de
laboratoire n'étaient pas disponibles pour tous les patients.

Deuxiémement, le faible nombre de cas secondaires a un trouble héréditaire de
I'absorption de la vitamine B12 n'a pas permis d'évaluer s'ils présentaient un profil
clinique distinct. Le nombre de cas était plus faible que prévu au regard d'une étude
récente de notre centre de référence pour les maladies métaboliques rares. Celle-ci a
montré que les mutations des génes GIF, AMN et CUBN étaient les principales causes
d'hyperhomocystéinémie due a une carence en vitamine B> (218). En outre, le
diagnostic de la maladie d'Imerslund-Grasbeck est probablement sous-estimé puisque
le test de Schilling n'est plus disponible. De méme, la détermination du récepteur
soluble du facteur intrinséque dans l'urine a une utilisation limitée malgré sa valeur
diagnostique (230-232).

Troisiemement, nous avons rapporté le seul cas de la littérature consécutif a
une mutation de ZNF143 mais pas les cas liés a des mutations des genes HCFCT,
THAP11 et PRDX1. Ces genes ne sont pas directement impliqués dans le
meétabolisme de la vitamine B12 et leurs mutations produisent des manifestations liées
a une expression altérée de la protéine MMACHC et/ou d'autres génes. HCFC1 est un
coregulateur transcriptionnel qui interagit avec les protéines de liaison a I'ADN,
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THAP11 et ZNF143, pour réguler conjointement I'expression de génes cibles qui
incluent MMACHC (153, 233, 234). Le complexe HCFC1/THAP11 agit également
comme un régulateur transcriptionnel de la biogénése des ribosomes au cours du
développement (235). Les mutations de I'un de ces deux génes produisent une
diminution de I'expression du géne MMACHC avec des manifestations metaboliques
plus légeres mais des manifestations neurologiques plus graves que les mutations de
MMACHC. Certaines mutations peuvent également entrainer des syndromes
complexes présentant des aspects a la fois de la maladie cb/C et des ribosomopathies.
En outre, certains variants de HCFC1 produisent une déficience intellectuelle liée au
chromosome X, méme en l'absence d'anomalies métaboliques de la vitamine B12. Le
seul cas de la littérature présentant deux mutations dans le gene ZNF 143 présentait
une acidémie méthylmalonique associée a une hyperhomocystéinémie, ainsi qu'une
fente palatine bilatérale, une microcéphalie, des manifestations neurologiques graves
et une communication interventriculaire (234). PRDX1 est un géne voisin de celui de
MMACHC. Les mutations sur PRDX1 sont associées au trouble héréditaire du
meétabolisme de la vitamine B12 de type épi-cbIC (145). |l est dU a une épimutation au
niveau du promoteur du géne MMACHC, qui résulte de mutations d'épissage de
PRDX1 avec une extension aberrante de la transcription antisens a travers le
promoteur MMACHC (145). Les transcriptions en lecture antisens englobent
également le promoteur du géne voisin TESK2, ce qui entraine I'extinction des deux
génes MMACHC et TESKZ2 (236). Jusqu'a présent, 20 cas ont été rapportés, avec une
fréquence de décompensation métabolique sévére plus élevée que chez les patients
présentant des mutations du géne MMACHC (237).

La quatrieme limite de notre revue systématique est I'exclusion des rapports de
cas non anglais, ce qui aurait pu potentiellement conduire a un biais de sélection.
Cependant, une étude précédente examinant l'influence des publications non
anglaises sur les estimations des méta-analyses n'a pas révélé d'effet significatif (238).

Cinquiémement, nous n'avons pas utilisé de méthodes d'apprentissage
automatique qui pourraient représenter un outil intéressant pour réduire la charge
manuelle pendant le processus de collecte et d'examen de la littérature. Cependant,
ces méthodes sont limitées par leur biais potentiel (239). En outre, les méthodes
d'apprentissage automatique ne s'appliquaient pas a certaines publications anciennes

sans format numeérique qui ont été incluses dans notre revue systématique.
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En conclusion, notre méta-analyse et notre étude d'association portant sur la
description phénotypique et génétique de 824 patients, avec un trouble héréditaire du
métabolisme de la vitamine Bi2 génétiquement prouvé, ont mis en évidence ces
pathologies comme des étiologies potentielles dans l'algorithme diagnostique des
manifestations neurologiques atypiques et des troubles thromboemboliques non
expliqués par les étiologies classiques, chez I'enfant et I'adulte. Nous avons mis en
évidence une fréquence élevée de troubles héréditaires du métabolisme de la vitamine
B2 chez les patients de plus de 15 ans. Par rapport aux cas plus jeunes, les adultes
avaient moins de mutations pathogénes et présentaient une prévalence plus élevée
de manifestations cardiovasculaires, notamment d’événements thromboemboliques
ainsi qu’une augmentation de la pression artérielle. Les manifestations neurologiques
dépendaient aussi fortement de I'dge, avec une prédominance dans les groupes de
génes qui alterent la voie de reméthylation. En revanche, la décompensation
métabolique et le décés étaient prédominants dans les groupes de genes qui alterent
la conversion du méthylmalonyl-CoA en propionyl-CoA, quel que soit I'age du patient
(Figure 27).
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3 Partie 3 : Evaluation d’un panel NGS pour le diagnostic
des patients pris en charge au centre de référence
pédiatrique des erreurs innées du métabolisme du
C.H.R.U. de Nancy
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3.1 Préambule

Notre méta-analyse a démontré l'importance de I'accessibilité a une technique de
diagnostic génétique a grande échelle, afin de permettre une prise en charge
personnalisée. Ceci est aujourd’hui rendu possible par la démocratisation des
séquenceurs a haut débit, permettant de séquencer ’'ADN d’un individu en un temps
court, ouvrant de facto la voie a I'ere de la génétique. Néanmoins, ces techniques
doivent étre éprouvées en pratique clinique en permettant d’apporter une réponse a
un clinicien face a un phénotype clinique et/ou biologique évocateur.

Les deux premiéres techniques de séquengage d’ADN datent toutes les deux de
1977. Il s'agit de la technique de Maxam-Gilbert (240) et de Sanger (241). La technique
de Maxam-Gilbert a rapidement été supplantée par la seconde, notamment du fait de
l'utilisation de produits toxiques. La technique de Sanger est donc devenue la
référence pour séquencer '’ADN.

3.1.1 Séquencgage de nouvelles générations

A partir du milieu des années 2000, nous avons vu apparaitre les séquenceurs a trés
haut débit, ou séquenceurs de nouvelles générations (NGS) (242, 243), capables de
réaliser plusieurs millions de réactions en paralléle (244). Le concept de haut débit fait
référence au fait qu’'un séquenceur de nouvelle génération peut séquencer l'intégralité
du génome en quelques heures, la ou un séquenceur de Sanger prendrait plus de 19
ans. (245)

3.1.1.1 Technique de séquencgage

Le terme « NGS » ne désigne pas une technique unique mais plutét un ensemble de
technologies de séquencage post-Sanger développées au cours des deux dernieres
décennies. Ces technologies comprennent entre autre le séquengage par synthése
(246), le séquencgage par ligature (247) ou encore le séquengage ionique par semi-
conducteur (248). La technique la plus utilisée en médecine génétique aujourd’'hui est
le séquengage par synthese employeé par les appareils lllumina©. Méme si le NGS
remplace largement le séquengage de Sanger dans le diagnostic moléculaire (249,
250), les deux technologies partagent une origine commune qui remonte a des millions
d'années : toutes deux réutilisent la machinerie de réplication de I'ADN. De fagon

simplifiée, la réplication de I'ADN ne nécessite « que » trois éléments : un brin matrice,
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des bases libres et une enzyme (polymérase) qui relie les bases libres, une a la fois,
en un nouveau brin complémentaire du brin matrice (251) (Figure 28).

L'innovation clé des séquenceurs est l'utilisation de bases modifiées non
extensibles et marquées par fluorescence. Dans le séquengage Sanger, seul un faible
pourcentage de bases est modifi€, alors qu'en NGS, toutes les bases le sont. Dans les
deux techniques de séquencgage, lorsque la polymérase incorpore une base modifiée,
I'extension du nouveau brin s'arréte. Ce brin nouvellement terminé est coloré de
maniére unique, pour refléter sa base la plus récemment ajoutée. Le principe
fondamental pour le séquenceur est d'organiser les molécules de telle sorte que le
signal de fluorescence soit interprétable.

Dans le séquencgage de Sanger, 'ensemble de molécules d'ADN - toutes issues
de la méme position sur la matrice mais ayant une taille différente en raison de la
terminaison a des positions aléatoires - sont disposées dans un champ électrique, qui
les sépare par taille (241). Au fur et a mesure que les molécules migrent, elles passent
devant un détecteur qui enregistre la couleur de la fluorescence, produisant une série
de pics cartographiée directement sur une séquence d'ADN (Figure 28).

Le NGS utilise la séparation positionnelle (251): des millions de brins d'ADN
matrice différents se lient a des positions discrétes sur une lame de verre et restent
fixés a la méme position tout au long de la réaction de séquencage. Chaque brin est
ensuite allongé par une seule base modifiée, et un microscope capture une image qui
prend en compte a la fois la position et la couleur associée a chaque base. Ensuite,
les bases modifiées sont converties en bases régulieres, de sorte qu'elles deviennent
a la fois extensibles et non fluorescentes. Ce processus de restauration les prépare a
subir des cycles ultérieurs d'extension et d'imagerie avec une nouvelle base marquée.
Le processus se répéte plusieurs fois permettant de couvrir un grand nombre de

séquence.

3.1.1.2 Marqueurs qualités

Deux criteres fondamentaux sont nécessaires pour I'interprétation des séquencages
(252). La profondeur du séquencgage, exprimée en nombre de fois (X), correspond au
nombre de fois que chaque base ciblée est lue par le séquenceur. On parle de lectures
ou « reads ». Pour exemple, une profondeur de 100X signifie que chaque base a été
séquenceée 100 fois de maniere indépendante. Les recommandations de I'European

Society of Human Genetic (ESHG) recommandent d’avoir un minimum de 20 reads
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pour une base avant de conclure a I'état hétérozygote d’un variant. Le deuxieme critere
est la couverture. Elle correspond au pourcentage de bases effectivement séquencées
par rapport au nombre total de bases ciblées au départ. Elle permet d’évaluer la qualité
globale de I'analyse. Par exemple, si une région est couverte a 100% a 40X minimum
cela signifie que toutes les bases ont été séquencées au moins 40 fois chacune de

maniére indépendante.
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Figure 28. Différences techniques entre le NGS et la technique SANGER (d’apres
Muzzey and al. Curr Genet Med Rep 2015).
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3.1.2 Classification des variants
L’American College of Medical Genetics (ACMG) a publié des recommandations sur
la classification de pathogénicité des variants identifiés lors de séquengage génétique
(196). Cette classification permet d’harmoniser les rendus de résultats d’'un laboratoire
a l'autre. Les variants sont répartis en 5 classes, selon leur niveau de pathogénicité :

e Classe 1 : Variant bénin

e Classe 2 : Variant probablement bénin

e Classe 3 : Variant de signification inconnue

e Classe 4 : Variant probablement pathogéne

e Classe 5 : Variant pathogene

Un variant de classe 3 — de signification inconnue - ne permet pas de trancher
sur son caractére pathogéne ou non. Des analyses complémentaires sont a réaliser
pour confirmer ou infirmer son implication dans la symptomatologie présentée par le

patient.

3.1.3 Applications pratiques du NGS

Les maladies génétiques sont un groupe hétérogéne de maladies causées par une
modification de la séquence d'ADN d'un individu. L'émergence du NGS a permis une
approche simple et peu colteuse (moins de 1000%) pour la réalisation d’'un panel de
génes ou d'un séquencage complet de I'exome (253). Cette technique a déja été
utilisée dans différentes situations cliniques : identification d’agents pathogénes en cas
de pathologies infectieuses (254, 255), pronostic et projets thérapeutiques en
oncohématologie (256-258), recherche de pathologies neuromusculaires (259, 260),
ou de pathologies épileptiques (261-263), recherche d’étiologie en cas d’hypotonies
néonatales (264, 265) investigation en cas d’anomalies métaboliques de type
rhabdomyolyse ou hyperammoniémie (266, 267, 268 ). La rentabilité est tres variable
allant de 30 a 60% selon les études et le contexte dans lequel elles s’inscrivent (269-
271).
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3.2 Objectifs de I'’étude n°2

La méta-analyse a souligné I'importance de pouvoir diagnostiquer des erreurs innées
du métabolisme en cas de profil clinique atypique, notamment neurologique ou
cardiovasculaire, et en cas d’anomalies biochimiques évocatrices. La trés grande
hétérogénéité des manifestations cliniques associées a la disparité de sévérité et de
I'age auquel les signes surviennent rendent le diagnostic de ces pathologies difficiles.
L’existence d'une perturbation biochimique est un élément orientant I'analyse
geneétique, et dont le rendement diagnostic n’était pas ou peu évalué dans le champ

des maladies rares du métabolisme jusqu’ici.
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3.3 Introduction de I’étude n°2

Les maladies génétiques correspondent a un groupe hétérogéne de maladies causées
par une modification de la séquence d'ADN d'un individu. Elles sont nombreuses et
géographiquement disparates. On estime que 263 a 446 millions de personnes sont
touchées dans le monde, ce qui correspond a une prévalence dans la population
mondiale de 3,5 a 5,9 % (3). L'émergence du séquengage de nouvelle génération
(NGS) a permis une approche diagnostique simple des troubles génétiques par
séquencage de I'exome complet (253) ou par les panels de séquengage de I'exome
clinique (CES), également appelés « séquengage de I'exome médical » (272-275). Le
séquencage de lI'exome a amélioré les connaissances génétiques de plusieurs
pathologies tels que les maladies métaboliques (276), les pathologies mitochondriales
(277, 278), les maladies neurodéveloppementales (279, 280), ou les pathologies
neuromusculaires (281, 282).

Les maladies métaboliques sont des pathologies qui perturbent le métabolisme
normal des cellules humaines. Des milliers d'enzymes impliquées dans de
nombreuses voies métaboliques interdépendantes sont nécessaires au bon
fonctionnement de la cellule et de I'organisme. Un défaut de fonctionnement d’'une de
ces enzymes induit des altérations plus ou moins importantes de I'homéostasie
meétabolique, qui peuvent étre responsable d’une pathologie appartenant au spectre
des erreurs innées du métabolisme. Classiquement, les erreurs innées du
meétabolisme sont sévéres dans leur présentation débutant lors durant les premiers
mois de la vie. L'identification précise de leur cause moléculaire est essentielle pour
une approche thérapeutique et un conseil génétique approprié (283-285).

Dans le présent travail, nous avons évalué le rendement diagnostique du CES
en tant que test génétique de premier niveau chez 128 patients consécutifs, d’age
pédiatrique, adressés a un centre de référence du Nord-Est de la France pour une

suspicion de maladie génétique, principalement une erreur innée du métabolisme.
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3.4 Matériels et méthodes

3.4.1 Cadre frangais pour le diagnostic et la prise en charge des maladies
génétiques

En France, la prise en charge des maladies génétiques est organisée autour de
centres de référence spécialisés dans le cadre du « Plan national maladies rares ».
Huit centres de référence sont consacrés au diagnostic et a la prise en charge des
erreurs innées du métabolisme. L'un de ces centres est situé au C.H.R.U. de Nancy
(ORPHAG7872) et recoit les patients adressés par leur médecin traitant lorsqu'une
maladie génétique, notamment d'origine métabolique, est suspectée. Les
consultations sont menées par un pédiatre sénior spécialisé dans les maladies
géneétiques et les erreurs innées du métabolisme. Les examens complémentaires sont
laissés a la discrétion du pédiatre sénior et peuvent inclure des CES. Les tests
geéneétiques sont effectués aprés le consentement écrit des parents du cas-index. Dans
le cadre du diagnostic des maladies génétiques et des erreurs innées du métabolisme,
le CES est pris en charge a 100% par le systéeme de santé frangais. En France, au
moment de l'étude, six maladies faisaient I'objet d'un dépistage néonatal : la
phénylcétonurie, le déficit en acyl-CoA déshydrogénase des acides gras a chaine
moyenne (MCAD), I'hyperplasie congénitale des surrénales, ['hypothyroidie
congénitale, la drépanocytose et la mucoviscidose. Les nouveau-nés dont les résultats
du dépistage de la phénylcétonurie sont positifs bénéficient d'un test génétique ciblé
et ne sont pas évalués a l'aide du CES.

3.4.2 Conception de I'étude et critéres de sélection des patients

Nous avons réalisé une étude observationnelle rétrospective sur des patients suivis
au centre de référence des erreurs innées du métabolisme du C.H.R.U. de Nancy
(France). Les critéres d'inclusion étaient les suivants : i) patient d’age pédiatrique ; ii)
suspicion de maladie génétique ; iii) admission a I'hdpital ou consultation au centre de
référence des erreurs innées du métabolisme entre janvier 2016 et aolt 2020.

Les critéres d'exclusion étaient les suivants : i) patients avec un diagnostic
geéneétique préalablement confirmé a la date de la premiere consultation ; ii) patients
en attente d'une évaluation métabolique clinique initiale; iii) absence d’exploration
géneétique requise pour le bilan diagnostique ; iv) CES en cours sans résultat final
rendu ; et v) patients suspectés de phénylcétonurie ou d'hyperphénylalaninémie pour
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lesquels une approche diagnostique dédiée est disponible via le séquencage de
Sanger et/ou un panel ciblé sur le C.H.R.U. de Nancy.

L'étude était non interventionnelle, ce qui signifie que toutes les évaluations
cliniques, les analyses biochimiques, les examens d'imagerie et le diagnostic retenu
ont été effectués a la discrétion des médecins prenant en charge les patients. Le
comité de révision institutionnel de I'hépital universitaire de Nancy a approuvé I'étude.

3.4.3 Données recueillies pour I’étude

Les données cliniques ont été recueillies par I'examen des dossiers électroniques a
l'aide du logiciel DxCare® (Dedalus France, Le Plessis Robinson, France). Pour
chaque patient, les données suivantes ont été recueillies : i) données démographiques
: age a la premiére consultation médicale, sexe ; ii) antécédents médicaux du patient
: date de début des symptémes, date de la premiére consultation ; iii) données relatives
au CES : date de prescription du CES, date d’édition du compte-rendu de diagnostic
moléculaire établi par le médecin de médecine moléculaire, nombre de variants
geéneétiques retenus dans le diagnostic moléculaire, classification des variants selon les
critéres de 'ACMG (196), et le statut génotypique des patients dans le rapport de

diagnostic moléculaire.

3.4.4 Séquencgage de nouvelle génération (NGS)

Nous avons réalisé les CES a l'aide du panel TruSight One sur une plateforme MiSeq
d'lllumina (lllumina, Evry, France) ou du panel TruSight One expanded sur une
plateforme NextSeq 550 d'lllumina au C.H.R.U. de Nancy et a la Plateforme de
Génomique Fonctionnelle de I'unité INSERM UMR_S 1256 (NGERE), comme décrit
précédemment (286, 287)

Au département de médecine moléculaire du C.H.R.U. de Nancy et au Centre
national de référence des erreurs innées du métabolisme, nous avons opté pour une
stratégie basée sur les captures TruSight d'lllumina qui couvrent un grand nombre de
génes au lieu de choisir une approche basée sur I'exome complet. Le TruSight One
Sequencing Panel offre une couverture compléte de plus de 4800 genes, tandis que
le TruSight One Expanded Sequencing Panel cible environ 1900 génes
supplémentaires présentant des associations récentes avec des maladies dans la
littérature scientifique, dont la liste compléete est rapportée a la fin de partie Ill. Nous
avons utilisé les solutions d'enrichissement Nextera et Nextera Flex respectivement
avec les captures TruSight One et TruSight One Expanded. Les panels TruSight One
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Expanded et TruSight One couvrent 100% et 82% (145/176) des 176 génes nucléaires
mitochondriaux. L'analyse bio-informatique a été réalisée comme décrit
préecédemment (145, 287, 288).

Le logiciel Burrows-Wheeler Aligner (BWA) a été utilisé pour annoter les
différentes lectures selon GRCh37/hg19 en utilisant l'algorithme BWA-MEM. Les
doublons PCR ont été supprimés des alignements a l'aide de l'outil Picard
(MarkDuplicates) (http://broadinstitute.github.io/picard). Les indels ont été réalignés a
I'aide du Genome Analysis Toolkit (GATK) (289). Les SNV et les indels courts ont été
évalué a l'aide du logiciel GATK HaplotypeCaller (289).

Nous avons utilisé la stratégie suivante pour filtrer et prioriser les variants
génétiques : Etape #1 : Importer tous les variants génétiques récupérés ; Etape #2 :
Retenir uniquement les variants de fréquence rare ou faible en excluant les variants
dont la fréquence allélique alternative (AAF) rapportée est >5% dans les bases de
données suivantes : Le « Exome Aggregation Consortium » (EXAC) et le « Genome
Aggregation Database » (gnomAD Exomes). L'objectif de I'étape #2 est de retenir les
variants rares (AAF <1%) et de faible fréequence (AAF <5%), compatibles avec le risque
de maladie, tels que ceux impliqués dans les maladies monogéniques graves (290);
Etape #3 : Exclusion des variants introniques autres que les variants donneurs
d'épissage, accepteurs d'épissage ou régions d'épissage ou les variants synonymes ;
Etape #4 : Hiérarchisation des variants génétiques selon leur association avec le
phénotype étudié a l'aide de SVS-PhoRank, basé sur l'algorithme Phevor (290).
L'algorithme Phevor annote I'ontologie en fonction de leur proximité avec les
phénotypes des patients. Le score SVS-PhoRank a été calculé selon RefSeq Genes
105v2, NCBI, en utilisant les ontologies suivantes : « Human Phenotype Ontology », «
Gene Ontology », et « OMIM Phenotype Ontology ». L'annotation des variants
fonctionnels a été réalisée a l'aide des outils suivants : MutationTaster (291),
Functional Analysis through Hidden Markov Models (FATHMM) (292), MetaSVM /
MetalLR scores (293), Sorting Tolerant From Intolerant (SIFT) (294), Protein Variation
Effect Analyzer (Provean) ) (295), et deleterious annotation of genetic variants using
neural networks (DANN) (296).

La pathogénicité des variants a été rapportée selon les critéres de 'ACMG
(196). Tous les variants retenus ont été systématiquement évalués selon ClinVar
(198). Tous les variants génétiques retenus dans le rapport de diagnostic moléculaire
devaient répondre a des criteres métriques de haute qualité (profondeur de lecture
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[RD] >20, rapport alt-read [ARR] >0,2, score de qualité du génotype [GQ] de 99). Un
séquencage de confirmation Sanger a été effectué dans de rares cas de variants
présentant des indicateurs de qualité sous-optimaux (par exemple, variants donneurs
ou accepteurs d'épissage, variants homozygotes). Toutes les analyses bio-
informatiques, y compris I'algorithme de classement des genes selon SVS-PhoRank,
ont été réalisées a l'aide de SNP & Variation Suite (v8.9.0 ; Golden Helix, Inc.,
Bozeman, MT, USA).

3.4.5 Classification des patients selon les résultats du séquengage NGS
Nous avons considéré un CES comme contributif s'il permettait de retenir au moins un
variant génétique compatible avec le phénotype clinique du patient dans le cadre d'un
trouble dominant ou au moins deux variants génétiques compatibles avec le
phénotype clinique du patient dans le cadre d'un trouble récessif selon la base de
données OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man®) (297).

Nous avons considéré un CES comme non contributif si aucune variant
géneétique n'a été trouvée compatible avec le phénotype clinique du patient ou si un
seul variant génétique a été rapportée dans le cadre d'un trouble récessif.

3.4.6 But de I'étude

L'objectif principal de I'étude était d'évaluer le rendement diagnostique du CES, défini
comme la proportion de patients pour lequel un CES était contributif dans I'ensemble
de la population. L'objectif secondaire de I'étude était d'évaluer le rendement
diagnostique du CES en fonction de cinq sous-groupes de patients : groupe 1 :
ostéogenése imparfaite ; groupe 2 : erreur innée du métabolisme avec des résultats
biologiques évocateurs ; groupe 3 : dyslipidémie ; groupe 4 : troubles neurologiques (y
compris le retard mental et psychomoteur, la dystonie et les syndromes épileptiques)
; groupe 5 : affections diverses, définies comme des troubles génétiques suspects qui
n'ont pas été classés dans l'une des quatre catégories précédentes. Cette
classification en cinq sous-groupes était basée sur le recrutement du centre de

référence.

3.4.7 Analyses statistiques
Toutes les variables quantitatives sont indiquées sous forme de médiane et d'écart
interquartile (IQR, 25e-75e percentile). Les variables catégorielles sont exprimées

sous forme de proportions. Nous avons estimé le rendement diagnostique de la CES
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en utilisant une analyse en intention de diagnostiquer, en considérant tous les patients
qui ont été exploré par CES. Nous avons effectué des analyses de diagramme de

Venn en utilisant I'outil de diagramme de Venn (http://bicinformatics.psb.ugent.be/).

3.5 Reésultats

3.5.1 Population étudiée

Entre janvier 2016 et ao(t 2020, 338 patients ont été adressés au Centre de référence
des erreurs innées du métabolisme du CHU de Nancy. Deux cent dix patients ont été
exclus de I'étude pour les raisons suivantes : absence de test génétique nécessaire
au bilan diagnostique (n = 127) ; test génétique précédemment réalisé (n = 48) ;
patients atteints d'hyperphénylalaninémie (diagnostic réalisé par un panel NGS ciblé
de huit genes ou séquengage Sanger) (n = 35). Au total, 128 patients ont été inclus
dans l'étude. L'age médian était de 6,5 ans (IQR, 2,0-12,0) avec 43% d'hommes
(55/128), et la durée médiane de la maladie était de 7 mois (IQR, 1-47).

3.5.2 Reésultats du CES sur toute la cohorte (Table 19)

Sur les 128 patients analysés, 70 présentaient un CES contributif, ce qui correspond
a un rendement diagnostique en intention de diagnostiquer de 55 % (70/128) avec un
délai médian entre le test et le rapport de 5 mois (IQR, 4-7) (Table 19). Au total, 99
variants génétiques ont été retenus chez 82 patients (Table 20).

Parmi ces patients, 66 présentaient au moins un variant génétique classé
comme pathogéne ou probablement pathogéne, ce qui correspond a un rendement du
CES de 52 % (Table 21-22 et Figure 29). Lorsque les variants de signification
indéterminée étaient pris en compte, l'efficacitée du CES était de 63 % (80/128).
Compte tenu de la classification ACMG des 99 variants, nous avons étudié la
distribution des variants génétiques parmi les 82 patients a I'aide d'un diagramme de
Venn (Table 22 et Figure 29). La proportion de patients présentant uniquement des
variants pathogénes, probablement pathogénes ou de signification incertaine était
respectivement de 28 % (23/82), 46 % (38/82) et 16 % (13/82). Dix pour cent (8/82)
des patients présentaient une combinaison de variantes génétiques a pathogénicité
variable selon les criteres de 'ACMG (Table 22 et Figure 29)
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Table 19. Résultats du CES en tant que test génétique de premier niveau chez les 128 patients pédiatriques consécutifs

inclus dans l'étude.

Osteogenesis  Pathologie Dyslipidémie Pathologie Autres Total
imperfecta métabolique neurologique
(n=28) (n=39) (n = 26) (n = 26) (n =29) (n=128)
Données demographiques
.- 3.0 5.0 9.5 55 3.0 6.5
Age (ans) — médiane (IQR, 257-75%) (0.5-12.0) (1.3-12.0) (5.0-11.0) (3.0-11.0) (0.8-12.0) (2.0-12.0)
Genre masculin — n/N (%) 2/8 (25%) 19/39 (49%) 13/26 (50%) 9/26 (35%) 12/29 (41%)  55/128 (43%)
. . . 3.0 7.0 3.0 25.0 4.0 7.0
Disease duration (months), median (IQR, 25°-75") (1.5-50.5) (0.0-55.8) (0.0-65.0) (9.0-48.0) (1.0-21.8) (1.0-47.0)
Clinical exome sequencing results
Diagnostic yield — n/N (%) 6/8 (75%) 25/39 (64%) 21/26 (81%) 10/26 (39%) 8/29 (28%)  70/128 (55%)
Number of variants retained in the molecular diagnosis 8 40 25 10 16 99
ACMG classification — n (%)
Benign 0 (0%) 4 (10%) 1 (4%) 0 (0%) 1 (6%) 6 (6%)
Likely benign 0 (0%) 0 (0%) 1 (4%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (1%)
Uncertain significance 3 (38%) 5 (13%) 3 (12%) 1 (10%) 7 (44%) 19 (19%)
Likely pathogenic 1(12%) 17 (43%) 12 (48%) 8 (80%) 8 (50%) 46 (46%)
Pathogenic 4 (50%) 14 (35%) 8 (32%) 1 (10%) 0 (0%) 27 (27%)
Genotype status — n (%)
Heterozygous 7 (88%) 15 (45%) 25 (100%) 8 (80%) 8 (62%) 63 (71%)
Homozygous 1 (12%) 11 (34%) 0 (0%) 2 (20%) 2 (15%) 16 (18%)
Compound Heterozygous 0 (0%) 7 (21%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (23%) 10 (11%)
Test-to-report time (months)* — median (IQR, 25" 5 (4-7) 5 (4-11) 4 (3-6) 5 (3-6) 6 (4-7) 5 (4-7)

75th)

Note. IQR : écart interquartile ; n : nombre d’observations ; N : nombre total de patients ; % : pourcentage ; ACMG : American College

of Medical Genetics and Genomics.

* Test-to-report time : délai entre la prescription du CES par le pédiatre et la finalisation du rapport clinique par le médecin de médecine

moléculaire.
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3.5.3 Rendement diagnostique du CES en fonction des sous-groupes de

maladies

3.5.3.1 Groupe 1 : Ostéogenése imparfaite

Huit patients ont été exploré par un exome clinique pour un diagnostic présumé
d'ostéogenése imparfaite. Parmi eux, 6 CES étaient contributifs (3 patients ont été
diagnostiqués avec une ostéogenése imparfaite de type Il [COL1A1], 1 avec une
ostéogenése imparfaite de type | [COL1A1], 1 avec le syndrome de Bruck [PLODZ2] et
1 avec une ostéoporose juvénile primaire [LRPS]). Un CES a été non contributif pour
un patient souffrant d'une véritable fragilité osseuse. Un patient a été exploré
inutilement (bébé secoué). Dans ce sous-groupe, le rendement du CES était de 75 %
(6/8) (Table 19).

3.5.3.2 Groupe 2 : Maladie métabolique avec résultats biologiques évocateurs
Trente-neuf patients ont été explorés par CES pour une maladie métabolique
suspectée avec un phénotype évocateur. Parmi eux, 25 avaient un CES contributif (2
patients ont été diagnostiqués avec un trouble de la biogenése des peroxysomes de
type IA [PEX1], 2 avec une alcaptonurie [HGD], 1 avec une mucopolysaccharidose de
type IV A [GALNS], 1 avec un rachitisme hypophosphatémique [PHEX], 1 cas de
trouble congénital de la glycosylation de type Ic [MAGT1], 1 cas de galactosémie de
type | [GALT], 3 cas de maladie de Fabry [GLA], 2 cas de syndrome de Leigh, 1 cas
de déficit en complexe mitochondrial IV [SURF1], 1 cas d'acidémie propionique
[PCCA], 1 cas d'acidurie méthylmalonique et d'homocystinurie de type cblJ [ABCD4],
1 cas de déficit congénital en sucrase-isomaltase [Sl], 2 cas d'acidurie
méthylmalonique due a un déficit en méthylmalonyl-CoA mutase [MMUT], 1 cas
d'encéphalopathie a la glycine [GLDC], 1 avec un déficit en succinique semialdéhyde
déshydrogénase [ALDHS5A1], 1 avec une acidurie malonique et méthylmalonique
combinée [ACSF3], 1 avec un syndrome d'insuffisance hépatique infantile [NBAS], 1
avec le syndrome de MELAS [MTTL1] et 1 avec une aspartylglucosaminurie [AGA]).
Le CES était non contributif chez 14 patients, dont six patients avec un CES
inutile (1 patient suspecté de déficit de déshydrogénation d'acyl-CoA multiples sur le
profil d'acylcarnitines chez qui le diagnostic de trouble de I'alimentation a été posé plus
tard (AFRID) ; 1 dépistage de la maladie de Fabry chez un patient sans aucun
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symptdome ; 3 patients avec un bilan biologique et des symptémes qui se sont
spontanément corrigés ; 1 patient alléguant de faux symptémes).

Dans le sous-groupe de patients avec des résultats biologiques évocateurs de
maladie métabolique, le rendement du CES était de 64 % (25/39) (Table 19).

3.5.3.3 Groupe n°3 : Dyslipidémie

Vingt-six patients ont été exploré par CES pour une dyslipidémie. Parmi eux, 21
avaient un CES contributif (17 patients ont été diagnostiqués avec une
hypercholestérolémie familiale de type | [LDLR], 2 avec une hypercholestérolémie
familiale de type Il [APOB], et 2 avec des déficiences en lipoprotéine lipase [LPL]).

Le CES était non contributif chez cinq patients, dont quatre patients présentant
un CES non nécessaire (deux patients ont normalisé leur profil lipidique aprés un
régime hypolipidique sans traitement pharmacologique associé, et deux présentaient
une hyperlipidémie en association avec une obésité).

Dans le sous-groupe de patients présentant une hyperlipidémie, le rendement
des CES était de 81 % (21/26) (Table 19).

3.5.3.4 Groupe n° 4 : Troubles neurologiques

Vingt-six patients ont été exploré par un CES pour des troubles neurologiques
présumes. Parmi eux, 10 ont présenté un CES contributif (1 patient a été diagnostiqué
avec une encéphalopathie épileptique infantile précoce [CDKL5], 1 avec le syndrome
de progéria de Hutchinson-Gilford [LMNA], 1 avec la dystrophie musculaire d'Emery-
Dreifuss [SYNE1], 1 avec l'ataxie épisodique de type | [KCNA1], 1 cas de syndrome
de Johanson-Blizzard (UBR1), 1 cas de paraplégie spastique [KIF1A], 1 cas de
neuropathie sensorielle héréditaire de type ID [ATL1], 1 cas de syndrome de Vulto-
Van Silfhout-De Vries [DEAF1], 1 cas de retard mental autosomique récessif 46
[NDST1] et 1 cas de Marie de Charcot de type 2A1 [KIF1B]).

Le CES était non contributif chez seize patients, dont trois avec un CES non
nécessaire (1 patient avait des crises d'épilepsie avec hypoglycémie dans un contexte
d'hyperinsulinisme fonctionnel a I'adolescence avec une résolution totale et spontanée
; 1 patient avec un syndrome de Minchhausen par procuration ; et 1 patient avec un
retard psychomoteur qui a récupéré spontanément).
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Dans le sous-groupe de patients présentant des troubles neurologiques, le
rendement des CES était de 39 % (10/26) (Table 19).

3.5.3.5 Groupe n° 5 : Autres pathologies
Vingt-neuf patients ont été exploré par CES pour une suspicion de trouble génétique
non classé dans les quatre sous-groupes mentionnés ci-dessus.

Parmi eux, 8 avaient un CES contributif (2 ont été diagnostiqués avec une
susceptibilité a la résistance a l'insuline [PPP1R3A ; HNF1A], 1 patient était atteint du
syndrome de Cockayne A [ERCCS8], 1 patient était atteint d’'une dysplasie arythmogene
du ventricule droit [RYRZ2], 1 patient atteint du syndrome d’urticaire familial au froid
[NLRP3], 1 patient atteint d'une maladie inflammatoire de l'intestin [maladie de Crohn]
[NODZ2], 1 patient atteint du syndrome polyendocrinien auto-immun de type | [AIRE], 1
patient atteint d'un déficit immunitaire).

Le CES était non contributif chez 21 patients, dont quatre avec un CES non
nécessaire (1 dépistage familial chez un enfant sain ; 3 patients avec une
symptomatologie clinico-biologique qui s’est spontanément normalisée).

Dans ce sous-groupe de patients, le rendement de I'exome clinique était de 28
% (8/29) (Table 19).
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Supplemental Figure 1

Figure 29. (A) Diagramme de Venn illustrant la distribution des 82 patients présentant
au moins un variant génétique retenu dans le rapport de séquengage de I'exome
clinique selon les critéres de I'ACMG ;

(B) Diagramme de Venn illustrant la distribution des 82 patients selon les sous-
groupes suivants : P/LP, VUS, et LB/B. P : Pathogéne ; LP : Probablement pathogéne
; VUS : Variante de signification incertaine ; LB : Probablement bénigne ; B : Bénigne.
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Table 20. Description des 99 variants génétiques obtenus par CES chez les 128 patients pédiatriques inclus dans I'étude.

Gene

LDLR
APOB
LPL
LEPR

CC2D2A
NUBPL

PEX1
LDLR
ACADS

HGD

HGD

CDKL5
CPT1A

LMNA
SYNE1
ERCCS8

POLG

GALNS

Patient
ID

1
1
1
2

A~ W

oo

10

10

11
12

14
15
18
20

22

Variant selon nomenclature

HGVS c.

c.400T>C
c.10913G>A
c.1421C>G
c.1205G>A

c.2192delC
c.166 G>A

c.2282T>C
C.2482T>A
c.511C>T

C.674G>A ;

c.175delA

c.584G>C
c.454A>G

c.1600A>G

c.19163C>T
c.300C>G
c.3708G>T

c.1175G>A

Statut du génotype

Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous

Heterozygous
Heterozygous

Homozygous
Heterozygous
Heterozygous

Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
Heterozygous
Heterozygous

Heterozygous
Heterozygous
Homozygous
Homozygous

Homozygous
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Classification ACMG

Likely pathogenic
Benign
Likely Benign
Variant of uncertain
significance
Likely pathogenic
Variant of uncertain
significance
Pathogenic
Likely pathogenic
Variant of uncertain
significance
Pathogenic

Pathogenic

Likely pathogenic
Variant of uncertain
significance
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Pathogenic
Variant of uncertain
significance
Pathogenic

Mode de
transmission

*

AD
AD
AD
AD

AR
AR

AR
AD
AR

AR

AR

XLD
AR

AD
AD
AR
AR

AR

OMIM
(géne)
606945
107730

609708
601007

612013
613621

602136
606945
606885

607474
607474

300203
600528

150330
608441
609412
174763

612222



GCDH
COL1A1
COL1A1

PHEX
COLG6A3

LDLR
MAGT1
DEAF1

GALT

GALT

LDLR

LDLR

LDLR
GLA
GLA
GLA

PPP1R3
A
RYR2

APOB
LPL
AMPD1

POLG

24
26
27
28
29

32
33
34
35

35

36
37
38
39
41
42
44

45
51
54
56

58

c.680G>C
€.2453delG
c.1532delG

c.914T>C
c.8636C>T

C.2482T>A
c.440A>G
c.709C>T

¢.1073dupT ;

C.563A>G

c.97C>T

c.97C>T

c.97C>T
c.548-2A>G
c.548-2A>G
c.548-2A>G
c.2267C>T

c.10517G>A

c.10579C>T
c.953A>G
C.959A>T

c.3708G>T ;

Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous

Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous

Heterozygous

Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous

Compound
heterozygous
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Likely pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Likely pathogenic

Variant of uncertain
significance

Likely pathogenic
Pathogenic

Likely pathogenic
Pathogenic

Likely Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Pathogenic

Variant of uncertain
significance
Pathogenic

Likely pathogenic

Variant of uncertain

significance
Benign

AR
AR
AD
XLD
AR

AD
XLR
AD
AR

AR

AD
AD
AD
XL
XL
XL
AD

AD
AD
AD
AR

AR

608801
120150
120150
300550
120250

606945
300715
602635
606999

606999

606945
606945
606945
300644
300644
300644
600917

180902
107730
609708
102770

174763



POLG

LDLR
PAH

PLOD2
LSS

LDLR
APOB

FMO3
PCCA
ABCD4
S/
KCNA1
HNF1A
LDLR
HGD
MMUT

MMUT

GLDC

GLDC

MMUT

58

59
61

62
63

64
64

65
71
72
77
78
80
81
82
83

83

84

84

84

c.156_158dupGCA

c.875dupT
c.782G>A

c.382A>G
c.1076+2T>C

c.2476C>T
c.8198T>C

C.769G>A
c.231+1G>C
c.751C>T
€.4692+62T>C
c.676A>G
c.52G>T
c.68-2A>T
c.595T>C
c.2026G>A

c.1352A>G
c.1687A>G
c.512G>A

C.655A>T

Compound
heterozygous
Heterozygous
Heterozygous

Homozygous
Homozygous

Heterozygous
Heterozygous

Heterozygous
Homozygous
Heterozygous
Homozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Homozygous
Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
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Benign

Pathogenic
Variant of uncertain
significance
Likely pathogenic
Variant of uncertain
significance
Likely pathogenic
Variant of uncertain
significance
Benign
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic

Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic

Pathogenic

AR

AD
AR

AR
AR

AD
AD

AR
AR
AR
AR
AD
AD
AD
AR
AR

AR

AR

AR

AR

174763

606945
612349

601865
600909

606945
107730

136132
232000
603214
609845
176260
142410
606945
607474
609058

609058

238300

238300

609058



MMUT

LDLR
APOB

COL5A2

PLOD2

NLRP3
LDLR
NDST1
COL1A1
NOD2

NOD2

ALDHS5A
1
LDLR
PEX13

DYNC2H
1
DYNC2H
1
ZNF469

ZNF469

84

85
85

86
86
87
88
90
91
92
92
93

94
95

96

96

96

96

c.1125G>A

c.2476C>T-
c.8198T>C

c.2711C>T
c.382A>G
c.2113C>A
c.11G>A
c.1831G>A
c.3421C>T
c.2104C>T
¢.3019dupC
c.1265G>A

c.2311+1G>T
c.599G>A

c.7121T>C
c.9044A>G
c.7424c>A

C.8246A>T

Compound
heterozygous
Heterozygous
Heterozygous

Heterozygous
Heterozygous

Homozygous
Heterozygous
Homozygous
Heterozygous
Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
Homozygous

Heterozygous
Heterozygous

Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
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Variant of uncertain
significance
Likely pathogenic
Variant of uncertain
significance
Variant of uncertain
significance
Variant of uncertain
significance
Likely pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely pathogenic

Likely pathogenic
Likely pathogenic

Likely pathogenic
Variant of uncertain
significance
Variant of uncertain
significance
Variant of uncertain
significance
Benign

Benign

AR

AD
AD

AD

AR

AD
AD
AR
AD
MU

MU

AR

AD
AR

AR

AR

AR

AR

609058

606945
107730

120190

601865

606416
606945
600853
120150
605956

605956

610045

606945
601789

603297

603297

612078

612078



ATL1
MMUT
SURF1

LDLR

UBR1
ACSF3

LRPS

KIF1B
LDLR
LDLR
LDLR
MT-TL1
COL1A1

LDLR
LDLR
KIF1A
NBAS

NBAS
AGA

MEFV
AIRE

97
98
Skl
101
102
103
104

105
106
107
108
109
110

111
113
115
116

116

100
119
120

c.1010A>T
c.1207C>T
c.866G>A
c.137G>C
c.2140A>T
c.1075G>A
c.1999G>A

C.293A>T
c.875dupT
C.68-2A>T

c.99A>G
c.3243A>G

c.2453delG

c.-172G>A
c.11G>A
C.1394+2T>A
€.2809¢>G

c.6278G>T
c.163C>T

c.2282G>A
c.1A>G

Heterozygous
Homozygous
Homozygous
Heterozygous
Homozygous
Heterozygous
Heterozygous

Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous

Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Compound
heterozygous
Compound
heterozygous
Homozygous
Heterozygous
Heterozygous

Likely pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Likely pathogenic

Likely pathogenic

Likely pathogenic

Variant of uncertain
significance

Likely pathogenic
Pathogenic

Likely pathogenic

Likely pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic

Pathogenic

Pathogenic
Likely pathogenic

Likely pathogenic
Likely pathogenic

* According to the Online Mendelian Inheritance in Man database (https://www.omim.org/).
Note. AD : autosomique dominant ; AR : autosomique récessif ; XLD : dominant lié¢ a I'X ; XLR : récessiflie aI'X ; XL : lié a I'X ; MU :

multifactoriel ; HGVS : Human Genome Variation Society.
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AD
AR
AR
AD
AR
AD
AD

AD
AD
AD
AD
AD
AD

AD
AD
AD
AR

AR

AR
AR
AD

606439
609058
185620
606945
605981
614245
603506

605995
606945
606945
606945
590050
120150

606945
606945
601255
608025

608025

613228
608107
607358



Table 21. Efficacité du séquencage de I'exome clinique selon les critéeres de
I'ACMG.

Nombre de Rentabilité du

Nombre de patients ayant | CES dans
variants au moins un I ensemble. de la
variant de type* el ULUC
(n=128)t
Classification ACMG
P 27 25 20%
LP 46 43 34%
VUS 19 17 13%
LB 1 1 1%
B 6 4 3%
Association des classifications ACMG
PorlLP 73 66 52%
P or LP or VUS 92 80 63%
LB or B 7 4 3%

Note. B : Bénin ; LB : Vraisemblablement bénin ; VUS : Variant de signification
incertaine ; LP : Probablement pathogéne ; P : Pathogéne.

* Cinq patients présentant des variantes pathogenes ou probablement pathogénes
présentaient également des variantes appartenant a d'autres catégories de I'ACMG ;
trois patients présentaient des variantes B avec ou sans VUS. Les détails sont
disponibles dans la Table 22.

T L’efficacité de la CES dans I'ensemble de la population a été calculée en divisant le
nombre de patients de chaque catégorie par le nombre total de patients inclus dans
I'étude.
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Table 22. Distribution des 82 patients présentant au moins une variante
génétique retenue par CES selon les critéres de I'ACMG.

GrOl.Jpe de Nom!ore de Patients ID
patients* patients
32,771,102, 80, 119, 72, 108, 115, 92, 103, 113, 11,
LP uniquement 38 78, 107, 87, 93, 77, 39, 97, 41, 15, 81, 101, 62, 54,
100, 82, 28, 120, 83, 14, 24, 42, 105, 3, 94, 8, 34
P uniquement 23 33, 90, 26, 99, 18, 44, 27, 109, 10, 91, 106, 116, 88,
9 110, 59, 22, 6, 36, 111, 51, 38, 98, 37
VUS uniquement 13 63, 95, 61, 20, 29, 12, 56, 45, 86, 2, 104, 9, 4
LP et VUS 2 64, 85
B uniquement 2 65, 58
PetLP 1 35
P et LP et VUS 1 84
LPetLBetB 1 1
VUS et B 1 96
Nombre total de
. 82
patient

Note. B : Bénin ; LB : Vraisemblablement bénin ; VUS : Variant de signification
incertaine ; LP : Probablement pathogéne ; P : Pathogéne.

* Les patients ont été classés selon la classification ACMG des variants génétiques
retenus dans le compte rendu du CES. Un patient avec deux variantes présentant la
méme classification AMCG a été compté une fois.
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3.6 Discussion

Nous rapportons un rendement diagnostique de I'exome clinique de 55% au sein d’'une
population pédiatrique d'un centre de référence de 128 patients consécutifs explorés
par CES comme test génétique de premier niveau pour une maladie génétique
suspectée. Selon les cing sous-groupes identifiés, le rendement diagnostique de la
CES était de 28 % lors d’absence d’éléments biologiques évocateurs et atteignait 81
% chez les enfants atteints de dyslipidémie. Nos résultats démontrent I'utilité du CES
en tant qu'outil simple pour établir un diagnostic moléculaire chez les patients
pédiatriques présentant une suspicion de trouble génétique avec un délai médian de
5 mois entre le prélévement et le rapport.

Dans l'analyse bio-informatique des CES, nous rapportons une approche
combinée basée sur plusieurs stratégies. Nous associons notamment la méthode
classique de filtrage et d'annotation des variants et l'utilisation systématique d'un
algorithme axé sur le phénotype pour hiérarchiser les variants. Dans le cadre de notre
stratégie axée sur le phénotype, nous avons utilisé 'outil de classement des génes
SVS-PhoRank basé sur l'algorithme Phevor (290), qui s'est avéré améliorer la
précision du diagnostic pour les patients présentant un phénotype de maladie typique
et ceux présentant des présentations atypiques de la maladie (290).

Le séquencage de lI'exome et du génome entier a été évalué dans le diagnostic
des maladies génétiques avec une efficacité de diagnostic moléculaire allant de 10 a
51%, selon le contexte (272, 278, 298-310). Dans une cohorte de plus de 3000 patients
atteints de maladies rénales chroniques, le séquengage de l'exome a permis un
diagnostic génétique dans 10% des cas (301). Chez 814 patients pour lesquelles une
pathologie génétique était suspecté, le taux de diagnostic positif d’'un CES était de 26
% (272). Dans une série de 127 foetus présentant une anasarque inexpliquée, le CES
a permis d'identifier un variant génétique dans 29 % des cas (298). Chez 108 patients
pédiatriques gravement malades présentant une pathologie monogénique présumée
en Australie, le séquencage de I'exome a eu un rendement diagnostique de 51 %
(299). Ces données démontrent un meilleur rendement diagnostique du CES dans les
populations pédiatriques par rapport aux populations adultes.

Nos résultats sont conformes aux données de la littérature et confirment la
meilleure performance de la CES chez les enfants dont le tableau clinique suggere un
diagnostic spécifique (par exemple, hyperlipémie, ostéogenése imparfaite, maladie
meétabolique) par rapport a ceux dont les caractéristiques cliniques ne sont pas
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évocatrices d'un syndrome ou d'un trouble spécifique. En effet, le rendement
diagnostique des CES dans les troubles neurologiques pédiatriques est entre 30 et 40
% (266, 311, 312), alors qu'il était plus élevé chez les patients atteints d'ostéogenése
imparfaite (~ 96 %) (313) ou ceux présentant une suspicion de troubles métaboliques
ou d'affections monogéniques avec une présentation aigué dans la petite enfance (~
50 a 80 %) (299, 314). Il convient de noter que dans I'étude de Yubero et al. le
rendement diagnostique était plus élevé chez les patients présentant des signes
cliniques et/ou biochimiques spécifiques par rapport a ceux n’en présentant pas (78 %
contre 16 %, respectivement) (314).

Les enfants atteints de maladies rares souffrent souvent d'une errance
diagnostique pendant plusieurs années avant qu'un test génétique ne soit indiqué. Le
CES permet un diagnostic efficace et rapide chez ces enfants, a condition que le
phénotype du patient soit soigneusement documenté. Ainsi, une interaction étroite
entre le pédiatre et le spécialiste de médecine moléculaire est cruciale pour optimiser
les indications du CES et discuter de la pertinence des variants mis en évidence,

notamment ceux dont la signification est incertaine.

Nous reconnaissons plusieurs limites potentielles de I'étude qui doivent étre prises en
compte dans l'interprétation de nos résultats. Premiérement, nous rapportons les
résultats d'une étude monocentrique qui doivent étre confirmés dans des cohortes
indépendantes. Deuxiémement, les rendements diagnostiques du CES que nous
rapportons dans notre étude peuvent étre sujets a un biais vers un rendement
diagnostique accru car la sélection des patients explorés a été faite par des pédiatres
qui ont une expertise dans le domaine des maladies métaboliques héréditaires.
Troisiemement, étant donné I'évolution constante des connaissances sur les
annotations des génes et des variants, les CES non contributifs pourraient a I'avenir
révéler des variants pathogénes non encore connu. Quatriemement, l'efficacité des
CES est sous-optimale pour détecter les mutations introniques (CNV). Dans ce
contexte, le séquencage du génome entier a présenté un meilleur rendement
diagnostique par rapport aux panels de séquengage de genes ciblés, notamment en
mettant en évidence des variants non détectables avec le séquengage de I'exome
entier (315).

Notre étude présente plusieurs points forts. Premiérement, nous rapportons
l'une des plus vastes séries pédiatriques évaluant le rendement diagnostique d'un
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exome clinique. Deuxiémement, nous rapportons des résultats d’exome clinique avec
un délai médian de 5 mois entre le test et le résultat, ce qui était compatible avec des
soins efficaces. Troisiemement, dans notre pipeline d'analyse bioinformatique, nous
avons systématiquement combiné les méthodes classiques de filtrage et d'annotation
des variants avec l'algorithme de calcul SVS-PhoRank axé sur le phénotype,

conformément a notre stratégie de diagnostic moléculaire.

En conclusion, dans cette série de 128 patients pédiatriques consécutifs présentant
une suspicion de troubles génétiques, notre étude démontre I'utilité d'un diagnostic
basé sur le CES comme test génétique de premier niveau avec un délai médian de 5
mois entre la prescription et le résultat (Figure 30). Notre étude souligne l'importance
d'une interaction étroite entre le pédiatre spécialisé et le médecin de médecine
moléculaire pour optimiser a la fois l'indication et l'interprétation du CES. En outre,
nous avons montré qu'un phénotypage complet des patients améliore la performance

diagnostique de I'exome clinique.
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Suspected genetic disorder, mainly an
inborn error of metabolism between
January 2016 and August 2020

CES Diagnostic Yield (whole population)
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Graphical Abstract

Figure 30. Abstract graphique. Rendement diagnostique du séquencgage clinique de
I'exome (CES) comme test génétique de premier niveau pour le diagnostic des
maladies génétiques chez 128 patients pédiatriques consécutifs adressés a un centre
de référence du Nord-Est de la France pour une suspicion de maladie génétique,
principalement une erreur innée du métabolisme entre janvier 2016 et aott 2020.

Les rendements diagnostiques du CES sont rapportés dans I'ensemble de la
population et dans les sous-groupes de patients (hyperlipidémie, ostéogenése
imparfaite, maladies métaboliques, troubles neurologiques, conditions diverses)
(Icbnes réalisées par Flaticon, flaticon.com ; CC-BY-3.0).
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Liste des génes inclus dans les panels TruSight expanded et TruSight one et
leur chevauchement avec les génes nucléaires mitochondriaux.

Panels

Total

Detailed list of genes

Mitochondrial
genes*

AND
TruSight expandedt
AND
TruSight onet

143

NDUFS6, ABCB7, SLC25A3, COX15, DGUOK, COQ9, NDUFS4,
ELAC2, POLG, PDP1, COX10, L2ZHGDH, ACO2, OPA3, ETFA, ISCU,
FOXRED1, NDUFAF1, UQCRQ, TUFM, AUH, NDUFV2, FARS2, TK2,
NDUFBS3, FH, SLC25A4, D2HGDH, TMEM126A, TAZ, MTO1, PDHX,
PANK2, NDUFA12, BOLA3, HARS2, MARS2, TSFM, NDUFS3, NFU1,
TYMP, DARS2, AIFM1, POLG2, ACACA, YARS2, NDUFAF6, COA5,
PUS1, OXCT1, EARS2, NDUFS2, UQCRB, AMPD1, AGK, LRPPRC,
COX412, SUCLG1, COQ6, MRPL3, COX6B1, NUBPL, HIBCH, SURFT1,
PC, SLC25A19, TIMM44, RRM2B, NDUFA9, SLC25A12, DLAT,
LARS2, ATPSE, PDHB, ATPAF2, GARS, PNKD, NDUFB9, PDHA1,
NDUFS1, NDUFAF4, ALDH3A2, PCK2, NDUFA2, FXN, OPA1,
C120rf65, PDSS1, RARS2, BCS1L, APTX, FASTKD2, SDHAFT1,
GCDH, TIMMS8A, TTC19, LIAS, TMEM70, AASS, NDUFV1, XPNPEP3,
NDUFA1, MRPS16, MPV17, GFER, SCO2, ETFB, COQ4, DNM1L,
SCO1, NDUFAF3, COX14, SARS2, NDUFA11, AFG3L2, NDUFSS,
IDH2, SLC19A3, MTFMT, CHAT, GFM1, MRPS22, GAMT, TWNK,
MTPAP, AARS2, SACS, ACAD9, ETFDH, NDUFAF2, ETHE1, TPK1,
ABAT, NDUFAF5, DLD, TACO1, PDSS2, NDUFA10, SUCLAZ,
NDUFS7, COQ2, TRMU, DNAJC19

TruSight expandedt
AND
TruSight onet

4590

CLMP, Cborf42, SLC18A1, RPS17, MMP2, CD44, ABCA3, TMEM216,
PAX7, KCNMA1, A4GNT, ZHX3, ERCC5, MEFV, XDH, GCSH, EDN1,
CYP11A1, ABCC6, STOX1, DECR1, CXCR4, SALL1, NCF4, NAGPA,
HYMAI, IRAK1, CFHR5, LMAN1, LDB3, IFT122, GALNT3, CHDS,
SUMO1, GP1BA, NTRK1, LRRC6, ANGPTLS5, SLC6A11, TOP1MT,
MYO9B, CNGB1, MMP7, EP300, GPSM2, TBX10, PRKCG, NOS2,
TRIB3, DTNBP1, DDX5, SLC26A1, COL4A5, ZEB1, SOD2, CCDC28B,
MSRB3, KCNK6, XK, MET, BANK1, ADAM7, MAX, TNS3, NR4A2,
MED13L, EVC, TEAD1, SORL1, NFIA, SYN3, LEP, UBA1, SLC22A2,
DMC1, SERPINF1, TP53AIP1, ATXN10, NMNAT1, HMX1, DIP2A,
CCL22, LHB, PTPN22, CYP2F1, ITGA3, RABGGTA, BRCAT1,
SLC26A10, CYP2D6, CRYGC, RUNX3, EFNB1, PRKCB, LIPN,
ACSM3, A2M, SLCO2B1, LMNB2, ABCD4, ROCK2, BBS12, VKORCT,
ELANE, TEK, TRPM6, UGT2B7, FEV, COL1A1, SLC8A1, PDCD5,
GRK5, CLDN16, AP1S2, ISL1, NUDT1, GRK1, PRDM2, CD1A,
FOXP3, SMYD3, SELL, WDR45, NEIL1, ANOS, LTBP4, GFPT2,
RBM10, PYY, ARHGEF9, GPR55 MFF, RAD23B, HIST3HS3,
PCDHA13, FOXE1, CNGA3, CD38, NAT8L, NEFH, MFSDS8, ALX1,
ROR2, GSTA2, SMUG1, ZNF385B, MAOA, APOE, TNNT3, GYPC,
NR2E3, RFXAP, C6orf15, ALG2, PLEKHG4, TPM3, EPB42, HSPD1,
PIWIL3, F2RL1, PRY, NTHL1, OPHN1, TRAPPC9, ADHS5, SHBG,
KIAA0100, MYHS6, LIM2, BCHE, GCLM, SLC24A5, BCL2, HCRTR2,
HBZ, ARL13B, CAMTA1, ORC1, DRD3, AIPL1, SNX19, NMES, CHFR,
THADA, PIK3CB, COL18A1, PXDN, TNXB, A4GALT, CARDS, FUS,
EMX2, TOX3, TF, RSRC1, COG1, THRB, MYBPC1, NPR1, MTMR14,
DNAH11, ASS1, AQP2, ALAD, SLC9A9, GSTMA4, F7, RSPH4A, TFR2,
RAG1, IRS1, SRP72, TSPAN7, POMT1, MFN2, LRRC8A, CYP1A1,
ATR, THAP1, GBGT1, GRIK2, PCDH18, GNRHR, CHST6, DPYD,
HTR3A, POF1B, MAPK10, COX7A2, QKI, KDM6A, NCAM1, MAN2B1,
OFD1, ACADL, FERMT3, ABHD12, AGT, SLC22A14, GLIS2, CGA,
PEX16, FGF1, IL6R, CHRM1, CHRNB2, UBN2, COL7A1, SEZ6, DBH,
TFAP2B, CIITA, MUTYH, FANCC, RP9, NQO2, CDHS8, AGPS, NEU1,
PCCB, UNG, SPRY2, PRSS56, LZTFL1, XPC, KLHL7, GSTP1, CCR3,
SLCY9A3R1, HBG2, ASAH1, ADRA1A, ZNF350, PTPN2, GIPR,
MIR206, BST1, AHI1, SLC3A1, KISS1R, GORAB, GFI1, FHL1, GATAT,
LPIN3, AHR, MYLK2, MAD2L1, PRPF3, ATP10A, CHMP2B, TAS2R3,
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NFE2L2, IL23R, SPINK5, CYP4A22, UNC5CL, KLKB1, HP, BTK,
SYTL5, PRND, PIGL, IDS, HS1BP3, CLCA1, UIMC1, FXYD2,
ZCCHC12, ATP7B, TRB, DCX, TBX21, PPARGC1A, KCNJ6, CASP5,
OTOA, AHRR, POLRMT, NDUFA13, CYP19A1, CD151, ZAN,
CRYBA1, NPFFR2, HRH2, SOX9, CYP3A5, CUL4B, CENPJ, PITX1,
RDX, CARD9, SLC34A3, CATSPER1, OAS1, CHRNB1, ADCYS3,
DCTN1, LIN28B, CDY2A, ERMAP, GRIP1, APBA2, MUC2, TCF21,
JPH2, AMELX, C5, SLC2A10, ANKRD26, ATP2B2, TCP1, SEPT12,
CMA1, HCRTR1, PAWR, TLK1, LDLR, ASTN2, ELAVL2, TAB2, SIX2,
GPATCHS, HPS1, FAM161A, PGM1, SNCAIP, KCTD13, HLA-DOA,
CSMD3, RCAN1, IRF7, UGT1A8, PECR, FAM120A, SHH, SH2B1,
THPO, TYRP1,CD177, JAK2, TMPRSS4, TSHZ1, BICD1, TNFRSF1A,
AKAP2, USP9Y, CASP1, CD8A, ACADVL, GTF2H5, MYCL, MIR17HG,
TNNT2, PLA2G4C, ABCGS8, PHGDH, JRK, XIAP, GPS1, APOA2,
KALRN, VAX1, IFNAR1, ATP6VOA2, SLC29A3, TALDO1, SDHD,
USH2A, SUMF1, B2M, NF1, MIRLET7E, IMPAD1, OLR1, NEGR1,
EHD2, NCF1, SPG7, AGER, CBS, MICA, GPR33, SNTA1, IL20RA,
ELF4, CACNG2, TLR5, H2BFWT, KCNV2, CLPS, BTBD9, NTS5E,
NCSTN, GALNTY9, NPY, IL18, GCGR, SLC16A2, NOTCH2, ADD1,
KDM6B, CLEC4M, MGP, SOST, GYPA, ACLY, CYP4F12, KIAA0232,
FKBP5, SMS, ERCC8, PARD6A, GPX4, GCH1, TYMS, SCNN1B,
ZNF750, MCM5, ALGY9, CSNK2A2, CPA4, MEGF11, CUL3, KRT74,
SNCA, ITK, ESRRB, PRCD, HRAS, RABL6, MAP2K4, ITGB2, CD72,
TEKT2, CDKN2B, ZNF480, PROS1, PSMB8, MAP6, XRCC1, VEGFA,
LAMA1, APOL1, SETBP1, ZBTB41, ITGA2, MME, SHANKS3, GRIN2A,
MAST4, EEF2K, CCDC14, COGS8, MYC, NRXN1, ASIC3, ARSA,
SUPT16H, PHYH, SOCS3, UNKL, CCNA2, IL10RB, ARID1B,
WNT10B, IL1RAPL1, WDPCP, VCP, PCSK9, NKX2-1, SLC35A1,
LAMAS, SLC14A2, COCH, SLC30A2, SCGB1D2, SLC11A1, SH3GL1,
SLC25A39, EIF3H, KIF1B, GSK3B, GPD1L, KIR2DL1, TNFAIP3,
PLA2G10, ADAMTS17, BLK, TAAR9, CLCNKB, APOM, PKP2,
SPATA16, AMPD3, NPHP3, PTCSC3, TSEN54, MMP1, FBXO7, CA12,
PDE6G, HLA-DQA1, STH, GCLC, ZC3H14, CBX2, MAN1A2,
ALDH5A1, FKTN, CTDP1, CRTAP, ZNF75D, IL18RAP, KRTS86,
STMN1, DPP6, MKKS, STK39, CD109, SFTPA1, RHO, GRID1,
TP5313, BANF1, CR1, SLC22A3, HMBS, EBP, TOR1A, P2RY4,
TRPV1, SLC25A15, GADD45B, UCP2, TDP1, FOXG1, WFS1,
RAD21L1, PROC, PABPN1, SLCO1C1, TAARG6, SLC22A5, GRIN3A,
FPR1, ATL1, ASPN, SMOC2, SERPINB11, NDE1, PPARD, FSHB,
HLCS, AK1, CLNK, TBC1D24, STK10, LGALS2, AAAS, ABCD3, C4B,
DGCRS8, GSR, NEU2, CACNA1C, FIG4, IGHMBP2, SP7, BHLHASY,
CCL11, IDO1, OBSL1, SLC23A1, SLC39A4, CITED2, GRMS3,
FCGR2A, RBMY1A1, GPIHBP1, KRT9, FOXP2, HTR1A, NLGN4X,
ALOX12, CCDC103, RB1CC1, POLR3A, NEIL2, EIF4E, ABHDS,
EXOC4, GSC, TRMT1, KMT2D, IMPG2, SLC29A4, MMP3, CRHR1,
TRAF6, AXL, LMNB1, PNPLA3, F13A1, SLC10A1, CSNK1E, BRCA2,
ACADM, KCNQ4, FMR1, FAM8A1, TUBB2B, CXCR1, BBS9, USP15,
SLC12A3, C9orf72, PTGER2, SLC5A7, ERCC4, SLC31A1, MMPS,
ESAM, ACY1, RNASEH2C, PKN3, COMMD1, CBX4, BLMH, NTRK2,
ADCYAP1, MFGES8, SP110, KIAA0513, SH3BP2, SH3TC2, IL10, DHH,
AGRN, CEP290, CNPY3, RTN2, TFB1M, PRPH2, IRX4, DXO,
SPANXNS, NFKBIL1, TLR10, CHD7, APBB3, WDFY3, SLC30AS,
CEP63, RPS10, DPM1, IAPP, KLK7, ALOX5AP, LRP1, NKX2-3,
GP1BB, ANKH, RIPK3, TAS2R9, RFT1, RAETIL, SLCG6A1,
SH3PXD2B, SAMHD1, OCLN, EPC2, ATP13A2, NELFA, NAGLU,
PAX6, KRT4, SCG2, CDON, TREM2, SERPINI1, MMP14, FMOS,
POU4F3, MDM2, KCNK9, TAP2, CALHM1, THSD7A, NBEA, LHX4,
AKT2, EGFR, MAP3K15, NDRG1, PTPRQ, GBE1, FMOG6P,
SNORDS50A, SOD1, SIRTS5, BCR, ZFP36L1, PAPD7, CYSLTRI,
NKX3-1, CHD2, TRIM17, GALP, ERBB2, CREB1, FANCM, TRAK2,
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DDX3Y, LGALS3, UGT1A7, MYT1L, CFL2, TMPRSS3, UPB1, FUTS,
KCNA3, CLDN14, DBI, PIF1, LPIN2, CDT1, SMARCA4, DIABLO,
TRHR, TPSB2, LRP8, TGFBRAP1, MASP2, CNTN1, AGL, BBS4,
MINPP1, CCL3L1, TMEM43, HS6ST1, AKR1D1, STAT5B, PRPFS,
SCT, SKI, OAS2, GLIS3, MPP6, TBL1XR1, KRT16, G6PD, KLFS5,
TNFSF8, NUDC, PROKR2, VCX3A, TACSTD2, HBE1, BCAT2,
C5AR2, NRG3, FOXI1, MYOC, F10, BCKDHA, GIF, COMP, THBST1,
TAL1, TCAP, PLEKHGS5, SNAPC5, MOCOS, VIP, SLC6A8, CALCR,
MC2R, TBX3, CHRFAMT7A, VCY, DIO2, MPLKIP, PRX, RADS50,
TRIOBP, CABIN1, SYNE1, MTHFD1L, MBTPS2, MVK, TUBGCP4,
TSPYL1, UVSSA, NCOA1, CDK7, CRELD1, CHEK2, GAS2L2, DRD4,
ADH4, CD247, CDAN1, GRPR, SYT11, MCM4, DCAF13, SPTBN2,
HTRA1, SLC26A2, ATP2B4, SPATA31C1, PTH, TARDBP, SLC24A1,
LRSAM1, BSGALT6, CETP, APOC2, NXNL1, PTPN6, HADHB, ADAR,
P2RX1, ILDR1, ARMS2, HBM, GRIK3, PDE10A, GRXCR1, CACNB2,
EN2, TCTE3, RHOG, HBB, HEY1, KNG1, CASR, GPAM, CANT1,
IRF2, RUNX2, PGR, GRK4, SRPX, PRPH, FGF10, ODC1, SDC3,
MC3R, PHEX, SOX6, MSMO1, THRA, POLH, PTGES2, ENOS,
COL4A6, GAS1, SGSH, SLC35G2, CXCL10, TRPM3, GALT, PLG,
FECH, TYR, ATP6AP2, TACR3, SLC7A7, CA8, SLC35C1, IL10RA,
KIF1A, IL36RN, VCAN, UBE2A, TSLP, NHS, CNTNAPS, SLC1AS3,
RNF139, SFTPC, RPL35A, SHANK2, MIR140, JUP, SLC41A1,
LRCH1, RBMXL2, SULF1, PRDM5, DCXR, RAB11FIP5, TTTY13,
SOHLH1, CDKN1A, LPL, MAGEE2, CLEC2D, HCN4, HFE2, CUL?,
LIPC, DIO1, EIF2B1, GSTZ1, SLC6A12, RASA1, ITCH, ZCCHC13,
GATA2, SLC2A2, EXO1, HRC, GABRAS5, PIK3R1, GPC3, TAF1C,
MAF, PDGFRA, PTPRJ, CSTB, TET1, ADRB3, DMD, FAMZ205A,
MS4A12, FPR2, OTC, FOXH1, AGMO, KCNQ3, ABCB11, SLC22A12,
FZD3, TMIE, HADHA, CCBE1, DLGS5, SAGE1, PER1, ZFYVE27,
SMARCAD1, BMI1, VMA21, MASP1, SLURP1, SHOX, ATRNL1, MIA3,
AREL1, TMEM135, G6PC, CHRM3, TBX22, TOMM40, CPE, UPF3B,
TUBGCP5, NOBOX, ADNP, POLD1, VIPAS39, BTD, LCAT,
MIR196A2, APOA4, POMC, PMS1, IL9, HOXA11, RAB28, TFCP2,
NLRP12, ALAS2, ST3GALS5, RPN2, NFKBIA, CNOT3, MIR2861,
IGFBP3, GAK, PSMA6, ARHGAP24, ALB, C4BPA, CPT1A, C1QA,
ALMS1, KIF22, DCN, GSE1, PRB4, NINJ1, EFR3A, COL11A1, UCPS3,
FOXF2, MLH1, VAMP7, IFNAR2, HLA-C, CYB5A, SCN10A, NXF5,
MKS1, P2RY11, CX3CR1, ITGAE, PLP1, KISS1, ZNF804A, FUT2,
PTCHD1, FZD4, NARS2, GALNS, TMLHE, SERPINB3, LIN28A,
KCNJ11, FAM20C, TSPAN17, ABCCS8, BPI, DHRS4L1, BNC2,
SERPINA3, XKR4, MCPH1, MT2A, FABP2, SYNM, BMP2K, ALGT,
TBC1D23, HEXA, HNRNPU, MAP2K3, FLT4, SCAP, OMG, NDP,
SLC4A4, FKBP6, BRAF, TWIST1, EPO, PAX5, GJB4, COL1A2, DTNA,
LY96, AANAT, AKT3, CRB1, KLK3, IL1R1, LTBP3, KHDC3L, AMHR?2,
DDX20, PROCR, PHKB, PHF11, PASK, HEPACAM, KMT2C, SI,
GGT5, KCNE4, TRIM5, KCNS3, APOC1, BAAT, ARID1A, MBD1,
MLYCD, FLVCR2, ZBTB40, AP1S1, SDHA, CYP4B1, COL12A1, ALPL,
SMADG6, CHST3, SAT1, BTAF1, COLQ, NRXN2, UGT2B28, HYALT,
ABCA13, PNP, HDLBP, RFX2, MAPKS8IP1, CHRNA7, PIGM, GNB3,
FANCD2, ARL6, MEF2C, PSPH, LBR, IL2RG, AFF3, COG7, MYB,
XRCC2, RPTOR, ERBB4, KANK1, ZAP70, GPHN, DNASE1, SLC6A2,
LPP, PTPRCAP, IL12RB1, ATRX, DMRT1, CHST8, ACTN3, ELP4,
RYK, IRS4, HSPB6, NMB, GSTA1, MIR146A, TGFB2, SEMGT,
TRAF3IP2, CHRDL1, CHRNE, LAMA2, HSPBS8, RLBP1, GAL3ST3,
AXIN1, ARVCF, TRIO, POLR1C, NID1, ID3, KIF7, C1QC, MMP13,
C8A, MTM1, CAPN3, CSNK1A1L, HCP5, RNF170, KBTBD13, KCNET,
CD4, DSP, NDST1, IRF1, FAM20A, SDHB, CLRN1, MBL2, SH2D1A,
MUSK, TPP2, PLIN4, GTF2E1, PKD1, JAM3, DDOST, CHSY1, DIRC?2,
MYOM1, PHKG2, EXT2, DIAPH2, DOLK, ACVRL1, CLNS, MECP?2,
FCGR2B, DIP2C, NFATC4, NOS1, SNIP1, BMPR1A, YBX2, PRL,
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TIMP3, RFWD2, CIB2, ABCG1, LRTOMT, ARL11, SPAGT6,
CREB3L3, COG6, TMEM127, ARHGEF12, RAC2, GLUD2, CD55,
PLN, PRDMS9, SMAD3, TBX5, RHD, HMOX2, PTGDR, GJBS,
CCDC39, ZNF513, PLP2, HTR2C, MDH1, ITGB4, KRT13, CACNATE,
PEX14, FMO4, PAFAH1B1, OTOR, DRD5, UBE2I, FYCO1, FBLIM1,
PLTP, MUC3A, DUOXA2, CNTN4, ANGPTL3, MYO6, DNAJA4,
DOCKS, EZH2, MYO1C, FAS, KIFAP3, PON1, SPRN, HBEGF, OSMR,
SOD3, CYP21A2, CYSLTR2, ZC3H3, DDAH1, ACBDS5, MGATT,
ALDH4A1, UGT2B15, MIR502, DNASE1L3, CRYAB, PRY2, SLC26A3,
KIF11, SLC40A1, PTHLH, TNFRSF11B, PKLR, OR7D4, MIR27A,
CD36, EXO5, OPN4, ARF4, OR13G1, CLK2, ZPBP2, LMF1, TNFSF15,
FANCL, NCF2, SECISBP2, SLC12A6, MRPL48, XRCC6, GABRR2,
HUS1B, PIK3C3, DHDDS, PAX9, NEFM, C1QTNF5, BCL9, SYNT,
ABO, PIGV, TRAF3, LETM1, APBB1, NIPSNAP1, F9, LIPE, B4GALTT,
CNGBS3, CHD3, BCAP31, CHD6, HMCN1, CD40, FGD4, GDI1, ZNF81,
PDXK, CCM2, EFTUD2, TAP1, LRRC4, CYP11B2, IGFBP7, FCRLS3,
SCNA4A, FGB, EHMT2, EPHAS5, OVGP1, FOLR1, HACE1, MYOT, HAL,
BCL2L2, EMG1, AQP4, MERTK, RD3, SLC47A1, ORMDL3, TBXAZR,
ALOX15, DMPK, TECR, SMC1A, CCL7, TP73, DSC2, GRIK4,
TMPRSS6, ATP13A4, SERPINA1, ANTXR2, COL4A3, SLCG6A1S,
PEX1, TAPBP, RET, MASTL, RUNX1, FADS2, IL1RL1, ALXS,
KIR3DL2, MID1, SNX10, LIPH, ATP2C1, CYP4F3, ALDH1A2,
GABRG1, AHCY, ALG12, CCL17, KHK, ESRRG, CNGA1, RDHS,
ISPD, GLP1R, CD58, CSTF2T, TRIM37, TMEMS8A, IFNL3, GRHL2,
SELE, NLGN2, PROKR1, ABCB1, CNR1, GPR12, ABCC4, DLGS3,
MFRP, CC2D1A, STRADA, PLAGL1, MAGT1, NR2E1, MS4AG6A,
LLGL1, FTL, KLF6, THBD, NR5A1, SRR, CYP4V2, CHKB, HUWET,
FAAH, IL17A, TMPO, ACCS, LEPR, LTBP2, SV2B, CYP2A6, PGBD1,
GP6, SLC25A22, ILK, SLC22A1, EYA1, PITX2, MYBPC3, GJA4,
FABP3, RNF113A, MYPN, CAMKK1, SIM1, NHP2, SATB2, CLCN2,
KCNJ9, ZFHX4, DPM3, AP4B1, SLC25A13, SMPD1, TH, COL6A2,
ANKS1B, MFSD2A, CHL1, VANGL2, CNTF, AKAP10, FA2H, ALG13,
KLHDCS8B, TRD, SLC13A2, GSN, EGR2, WWC1, FRMD6, MYHS3,
SULT1A1, HOGA1, ANK2, RAB23, PLA2G4A, AKR7A2, FKBP10,
VLDLR, CERKL, MAP2K2, DBT, SLC1A2, INVS, MPO, ZBTB16,
PDGFB, ELN, NTF4, VIM, MPI, TLR8, HPS3, ABCC3, HLA-DMB, SPR,
HOXA10, KIF21A, RHAG, LZTS1, CLUL1, CPN1, HLA-A, RSPO4,
LDHA, EDNRB, SLIT3, CD27, PEX13, EGLN1, MIR106B, GRIN2B,
NR1H2, NLRP7, CD226, TCTN1, STAT3, WDR36, TPCN2, MBD4,
ROBO1, ATN1, ARSB, ORAI1, TSSK3, RUVBL1, ADAMY, TPH1,
MAD1L1, APAF1, UBA3, NEK1, MYH11, MATNS, IFNGR2, NDUFA4,
ANKRD11, ITPR1, SEZ6L2, SEPT9, DDAH2, GUCY2D, ATXNS,
CIDEA, SLC26A4, SLC45A2, H19, SOX17, PAK3, DPYS, TGFBR1,
PWRN1, WDR4, HK1, VPS33B, NAA10, HEXB, ACVR1C, NDUFAF7,
MIR24-1, GALNT12, POMGNT1, TNKS, CRLF1, ABI3BP, PYCR1,
GRHPR, WAS, MADD, ATM, LTN1, HSPA1A, BLOC1S3, TINAG,
NEUROD1, IL17RB, GNAS-AS1, PARP2, GSTT2, CAMP, ADAMTSL2,
PPIB, CYP2A13, UGT1A4, GOLGAS5, SMPX, ALDH7A1, LCAS,
KCNJ10, DHX37, UGT1A6, ANG, ACSL5, SMAD4, NMT2, SLC6A20,
RRP1B, PFKM, EEF1B2, STAT6, DKC1, CCDC40, PER3, DAZ1,
SCARB1, CACNA1F, UBD, DNAJB6, NAGS, GREM1, SUNZ2,
PRKAG2, AGXT2, RFX8, KERA, PPT1, MLLT3, UBE2B, NUMBL,
MUC4, MST1, PLOD3, SULT4A1, HAVCR1, BPY2, C7, WASFS3,
DYNC2H1, GLYCTK, MTUS1, GABRA6, UROS, MMEL1, TRAPPC10,
LEMD3, MGMT, AIF1, MR1, FFAR1, CSH1, MAP4K5, F8, ACHE,
SLC28A1, KRT6A, EGR3, MYO7B, SERPIND1, PTF1A, IFRD1,
LCE3B, SIGMAR1, MTNR1A, PPP1R3A, MCL1, PABPC4L, PRNP,
ACTN2, SHMT1, ADCY10, FOXA3, NEB, KLK15, TLR3, IL6, CTGF,
FGF14, POLB, BRD1, PRICKLEZ2, ZNF335, MTMR9, MCCC2, CPT2,
IVD, NSDHL, UGT2A1, EPOR, TOPORS, CLDN19, CASPS3,
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CACNA2D3, CCRL2, RNF213, TMEM67, SLC7A2, NCKAP1, HSD3B7,
VDR, ACE, AGO1, TAS2R16, IRF4, OPN1SW, ZNF213, ITGAM,
L1CAM, DSPP, RGS2, MST1R, DLL3, FASLG, COL3A1, MIR126,
CACNA1D, ETNPPL, PRKAA2, ARHGEF11, UHRF1BP1, PIK3R4,
NDUFV3, UBE2NL, KRT14, PACRG, BBS2, ABCG2, PGAMS5, GRB10,
TBL1X, PCDHA10, SPAG17, HNF1A, EPHAS3, NIPSNAP3A, INSIG2,
STXBP2, FUT1, PECAM1, MS4A1, TMEM9, PTPN1, PEX2, MYH14,
IFITM3, CC2D2A, DNMT3L, DSC3, WDR11, TBX4, BTN1A1, B3GNTS3,
NT5C3A, LHCGR, GPR179, CNR2, CD59, PLCG2, HRH3, TTR,
CAPN13, HTR2B, CCR1, CRYGD, PGRMC1, MAOB, ITGAZ2B,
CACNB4, PTGDS, PSAP, NCS1, CHM, CYP1A2, STX1A, LYN,
BPIFA1, TGFB3, POMP, ELK1, HGD, BMPR2, KLF7, B3GALNT1,
MYO3A, ADAM33, DNASE2, MGAT2, MSHS5, TCN1, NOP56, PYGL,
CTSG, GRIK1, CULS5, ICAM4, FPGS, NOD1, SOX5, KIF6, OTX2,
DSCAM, SLC5A5, MCOLNT1, IL12RB2, NFIX, SLX4, PLA2G5, PALB2,
SEPSECS, RNASES, IL9R, MED17, DIP2B, PIK3CG, BCORL1, PIGA,
LPA, COL4A4, TPP1, IL17REL, C8B, UTS2, GJA3, TUBAS, TMPRSSS5,
BRAT1, STIL, NQO1, CYP3A7, RPL5 NODAL, HSPA9, FFAR4,
AXIN2, HCCS, LHX3, MIR934, TAF1, MYO15A, S1PR1, CD79A, CIC,
PIK3CA, HCN2, IRGM, ITIH6, SLC9A6, HTT, KDM4C, SLC6AS5, DAZL,
ERBB3, HAND1, CYP2C18, FGA, IGFBP1, IFl44L, SLC1A1,
loc344967, FREM3, PSAT1, PTPN21, MOK, TBC1D1, IQGAP1, IFNG,
TGM6, AGPAT2, EMD, RETN, APH1A, SLC6A19, SLC12A1,
CYP27A1, GTF2IRD2, WDR35, FOXL2, HTR6, SLC7A9, SMC1B,
KCNQ2, GRMS, PEX3, FGF2, C2orfr1, CLU, PRODH, CXCL12,
DIAPH1, CORO1A, OPRD1, C19orf12, COGS5, AKAP9, LG,
CRYBB1, SIL1, GYPB, FEN1, IGF1R, WDR72, UNC93A, SPTB,
EFEMP2, DEFB126, PKD1L1, MIR191, PCM1, CAV1, ALDH1A1,
NLGN1, FMOS5, HPRT1, TNFRSF1B, RNASEL, DNAH9, FANCI, PIGN,
IGHA1, SHROOMS3, RADS54L, SNRPN, HMGCL, ALX4, CACNA1S,
CORIN, ABCD1, PLEC, NCAPD2, ANK1, ASNS, POLR1D, GJD2,
ABCB4, EPM2A, USB1, SETDB2, SFTPB, FAH, CARTPT, HNF4A,
CNTNAP2, TNFRSF10B, USH1G, FRK, TBX19, CDK5R1, PAXS,
OPN1LW, SNORD115-1, HIF1A, SLC2A4, TSEN34, RPS19, FEZF2,
SLC26A9, KIF18A, C1QB, MAP2, TNFRSF11A, NOS3, TRAC,
SEMA4G, CYP11B1, KCNIP4, CDC73, CFTR, VSX1, GSTM3, MIR96,
SPRY3, KCNAS5, WRN, SLC47A2, ST14, RHBDF2, XBP1, CEBPA,
ACSF3, FBXW11, CRYGS, ALOX12B, TDGF1, ERCC6, NOS1AP,
DGCR6, PRMT3, PTPRO, CD3G, CDKN1C, PPAT, SIRT3, AQP1,
COL17A1, GFAP, NIPA1, IL7TR, ACTB, LCE5A, TLR4, BSCL2, CFHR?2,
PCDHY, MKRN3, ADAMTS13, SLC30A5, HSFY1, ACVR2B, IYD,
SUFU, NKAIN2, SPATA21, CYP2C8, MYO7A, CD96, ACVRI1B,
MIR17, ROM1, CSNK2A3, SFTPA2, MLH3, CD1E, IFNGR1, MAGEL?2,
SLC29A2, CD320, SMG6, MPP3, INSR, ARHGEF6, TGFBR2, TLRY,
DEAF1, GLRB, AMN, ITGA11, PTCHD3, MBD3, MDN1, HLA-DRB1,
PGC, FGF3, TNFAIP2, FOXN1, IER3IP1, PEMT, ARHGAPS,
MCM3AP, KCTD7, NOG, MYO1F, ST3GALS3, HLA-B, PPP2R2B,
TCF7L2, TCTN2, VSX2, GPD2, RBM8A, ITGA9, SCUBE2, VANGL1,
DAOA, PIGO, FABP4, GPANK1, DDX58, AKT1, GBA3, MCMS,
ABCA7, FRZB, RPGR, COL6A3, RP1L1, APOBEC3G, CATSPER?2,
PTCD1, GNPAT, ZFHX3, SCRIB, AURKC, CYP2B6, CAMKK2, FZD6,
PITX3, PON2, UNC119, KLK1, MLXIPL, MAP2K1, GH1, HPS5, ANKS,
SLFN5, KRTS5, GNAT2, TIMP2, SIX1, CDH12, ARSE, SREKT,
GTF2IRD1, CCDC22, MAK, BSND, COL6A1, OAZ1, COX4l1, AMT,
SGCE, WNT4, PRSS8, KCNK18, FRMD7, TCF7, TDO2, SAMDS9,
KITLG, HSD11B1, KRT6B, SUMO4, SATL1, AKR1C3, SETX,
CACNA2D4, DDR2, COL5A1, TMEM2, IL20RB, ZNF592, SERPINCT1,
CFP, DCTD, F3, CTSZ, DOCK3, STX16, NR1I2, KCNJ5, LMNA,
CASQ2, APOA1, PYGM, PRICKLE1, WNT5B, TAS2R38, CRYBB2,
SLC25A38, FTCD, PSEN1, CTHRC1, GPC6, HIP1, MCF2L2, WNK1,
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CDKNZ2A, LPAR1, TSHB, SCN2B, RELN, RECQL4, NKX3-2, HAS1,
DPAGT1, ST7, TRPS1, CASP2, ATCAY, TM4SF19, DOK7, ATG16L1,
LCE3C, JUN, CSF1R, MYL2, PTH1R, NOTCH3, NF2, ADAMTSLS,
TREX1, TNFSF14, PRRT2, AOAH, CA6, ESPN, CEP57, AR, CRKL,
SESN2, NUP62, GATM, AP4E1, ZFP57, MYO18B, PGD, RSPHY,
ARHGEF10, MPG, GAD1, CASP12, AMELY, CLCF1, MIR30C1,
DHX36, HDC, KLHL3, SYTL3, SCGB3A2, TNR, ADCY9, DPP10,
ATP6V1B1, NOTCH1, PTPN13, SLC22A9, OCA2, SSTR5, PNPO,
PDYN, DAPK1, SUOX, IDH3B, CDH5, NPC1, GSTT1, UGT1AS3,
CD40LG, CES1, TRAF3IP1, UGT1A5, SMARCE1, VRK1, B3GATS3,
RASSF1, ICAM5, AARS, CYP3A4, SLC27A5, ACSM2B, IL7, SAR1B,
SCN9A, APP, POUSF1B, GATA4, MNX1, C6, PRSS1, HLX, PTGIS,
MDM4, ZNRF1, MAMLD1, NDN, HBA2, FBLN5, SNCB, TNNTI1,
RAB7A, PMS2, HELQ, ITPR3, CBR1, RNLS, ZNHIT6, SRY, HMSD,
RAB2A, ACTN4, HPSE2, PLCE1, INSL3, MLC1, EIF2B5, KCNJ2,
PINK1, PSTPIP1, CYP26A1, CNBP, SLC4A1, HSPB1, PMPCA,
HSD17B1, DMP1, MPL, RMRP, CUBN, ADAM12, IGF1, SLC52A1,
HSD17B10, HSD17B2, NUP155, RBM15, TAS2R43, FRAS1, DAZ3,
GDF15, CYCS, TECTA, PRKRA, HMGCS2, B9D1, MITF, NKX2-5,
GYS1, BTN2A1, DDX11, DNAI1, CACNA2D1, DEC1, SLC33A1, HRG,
PROP1, PON3, RPA4, HCN1, SYCP3, MSH3, UGT2B17, FGFR1,
FXYD6, MTNR1B, SPECC1L, CLCNKA, TTC37, HLA-DRBS5, GOT1,
GPR143, TMEM39A, PCSK1, HOXA1, PIKFYVE, UGT1A1,
SYNGAP1, HOXA13, PCOLCE, FRY, CSF3R, UTF1, DKK2, IRXS,
HERC2, HSD11B2, LRFN5, HNMT, ITM2B, PAPSS2, ASPRVT,
CYP2C19, PIK3R5, UTRN, CDK11A, COL9A2, KRT1, PALLD,
IMPDH2, TLR1, TENM4, AGBL4, ZIC2, SMC3, GSS, SIX5, FIGLA,
CASC16, KCNA1, HSPA1L, SSTR2, CLN5, BIRC5, CHRNAS, CES2,
GNAS, DDB2, DDX53, GHR, DUX4, DYSF, GOLGAS3, CDKL3, MTRR,
BBS7, HTR7, GLE1, RIPK4, ASB10, MS4A2, BHMT, NPC2,
LAMTOR2, AVPR1B, MSMB, ALDH18A1, TPI1, DNAJC5, GATAS,
RPS4Y2, MSH6, ALDH2, AIRE, C3, QDPR, MRAP, GJB1, PINT1,
SLCO2A1, FOXA2, RIN2, PDE6C, SIPA1, APOC4, GSDMA, MIR34B,
NDUFA8, UBR3, DNM1, UGT2B10, UGT1A10, SORT1, IGHG2, USP?7,
ASCC1, RBFOX1, SERPING1, KIR2DL4, MEIS2, FZD9, HESXT,
TNFRSF10A, ASIP, SCP2, KL, GNAT1, IFT140, ALCAM, MPPA4,
ERLIN2, SLC22A6, CEACAM16, GPD1, ZNF41, CDH15, NPM1,
BCAM, ADAM19, FKRP, HLA-DRA, SSX7, GCK, DNMT3B, GUCY2C,
ADRAZ2A, TERC, DAO, ADAMTS16, WDR19, EDNRA, NIPBL, POGZ,
EFHC1, GHRL, GUCA1B, SLC17A3, ZNF24, WT1-AS, FRA10ACT,
LDHB, CRYBA4, HVCN1, RYR1, PENK, LTBP1, TRIP12, SMAD9,
FGF8, KCNE3, LRRK2, MBDS5, LIF, OXTR, ACTC1, KDMO5A,
PSMC3IP, EPX, WNT3, ATF1, ZBTB18, DYNC1H1, FGFR3, IL5,
HES7, CLSTN2, KRT37, FSCB, BBS1, OPRK1, CDC6, CST3,
SULT1C2, CHI3L1, WDR62, DHX16, PKHD1, HPS4, CRP, OCRL,
TTLL11, GLA, NEBL, HSPAS8, CEL, IMMT, PICALM, AGGF1,
ADAMTS2, ARPC3, MYH13, NPHS1, TRPV5, COLEC11, HOXD13,
TCF4, APOBEC3B, CDY1, MED12, ABCC11, GALNT18, MYH2,
CYP7A1, ASAH2, AURKA, SRD5A2, PNPLA6, SPG11, KCNJ13,
AP3B1, AKR7A3, IGLL1, DNAAF1, MIR182, CSRP3, FN1, MTR,
MMP20, KRT17, DHFR, ZNF711, CHRNA2, TTC21B, TPMT, DGKD,
LOXL1, IQSEC2, UBQLN2, NR1I3, MEGF10, PRRX1, FAM83H,
KLHLY9, GAA, SCN1A, STRC, RPL10, GDF9, ECE1, HCK, LIPI,
CDHR1, CSTA, DISC1, GABBR1, MIR890, NIPAL4, SCN3A, CLTCL1,
NUAK1, ALG6, CDSN, NPPA, LAMB3, MOGS, CATSPER4, OPN1MW,
FMN1, CARD14, CCL26, RPE65, NCOA3, MTHFD1, PLA2G6, ZFPM2,
DEFB4A, SEC63, PIEZO2, FTH1, GC, PAFAH1B3, ADRB1, ALDH6AT,
SNTG2, G6PC2, MUC5B, CTSB, ZFP36, UMPS, TNF, COG4, FANCA,
BFSP2, PGAM1, FRMPD4, GRM6, IKBKG, NGFR, KLHL10, MEIS1,
NSD1, CRYBB3, EDAR, NEDD4L, EGF, GNRH1, IL1A, BRCCS3,
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CACNA1H, ERCC1, CAV3, HARS, KCND3, AGO2, TRIL, CREBBP,
AKR1C4, PARK7, PAX1, AP4M1, COQS5, TUBA1A, SGK1, ABCC2,
COL5A2, NOP10, SELP, IFT43, NAIP, MYOZ2, XRCC4, SOX10,
AOC1, KIT, SIGLEC16, TRAPPC2, KRT8, PDE6H, EPHA7, SCN4B,
PPOX, SERTAD1, HAND2, NSMF, ANTXR1, RHCE, DGAT1, TACS,
RAD54B, ATG7, MED25, SPP1, GLI1, FBN3, BARD1, DGCRS,
SFTPD, MCFD2, MIP, F2, ZNF627, EIF2B2, WNT5A, TRPA1, GNS,
FDFT1, PEX26, PTGS2, BMP7, CFHR1, ADAMTSL4, LRP5,
ARFGEF2, KLK4, NEFL, CTNNB1, GALNT2, NAV2, ADH1C, DND1,
ATXN7, EFCABS, STK3, IL21R, REPS2, ANO10, FCGR3A, CYP2C9,
DNMT3A, FSHR, FCAR, WNK4, KRT83, BMP15 GAD2, ITGAS,
BAGS3, C1GALT1, CCND1, CTSK, PIK3C2G, PRKDC, IMPA2, MSR1,
TRPM2, EXOSC3, ZFP90, ATXN2, RS1, S100B, BMP2, LAMCS,
NPY1R, UGT2A3, PCDH15, CHDH, ESR1, GCNT2, GABRGS,
SLCO1B1, SST, KCNN3, PRF1, CDK4, GIGYF2, ITIH3, CD79B,
EDA2R, IRS2, CLN6, ANAPC1, DMXL1, PTPN14, GPR1, HTR5A,
GRM1, RAPSN, PDE4D, TRPC4, ROPNI1L, GEMIN4, GAPA43,
KCNMB3, KLK12, PCDH11X, TMC6, DMGDH, RIMS1, OTOF, XYLT2,
TEX14, RRH, DRP2, DHCR7, PDZD7, FGFR4, SLC19A1, POR,
SREBF2, PIK3CD, ACAN, TGFB1, ALG11, DOCK4, APEX1, ZIC3,
CEP68, EOMES, PAX2, SCARF2, MPDU1, PSEN2, KRT31, PTGIR,
FOXES3, ART4, PRM1, NLGN3, DAG1, WWOX, TIMP1, ABCA12, GP2,
PLOD2, CHIT1, RPS24, PCSK2, PI3, MRC1, MAVS, SMG1, IL13,
CD86, FAM91A1, LFNG, PIP5K1C, CHD1L, GPT, CNKSR2, CSAG1,
FUTS, IBSP, AGA, SNURF, B9D2, STAT1, CPZ, POLR2M, IGFBPS,
ATXN3L, NRTN, MMP12, TNFRSF25, PEX11B, GABRA1, HABP2,
REEP1, BMP10, MYOCD, SLC2A1, CER1, ATP2A3, PTGER4, CCRY7,
KCNQ1, EPCAM, BCL2A1, CTTNBP2, ZBTB24, SPAST, PLXND1,
NLRX1, BSG, SLC26A6, PDE7B, FN3K, MS4A3, EFEMP1, BINT,
FGFBP1, ALS2, TRIP11, MOCS1, DOCK6, SYP, GLCCI1, PTPRC,
OLFM2, MYOT1E, DUSP23, CD14, ABCC9, SNAP29, HMGCR,
WDR45B, CDH3, INSL6, NR3C2, NPAS2, PRSS3P2, IQGAPS,
CRADD, BLNK, CHGB, COL9A3, IHH, IL19, DIAPH3, DOC2A, XKRY,
UBR1, GGH, ADARB1, COL9A1, MCCC1, VPS35, GPC4, COL4A2,
SRCAP, LUM, C1S, BPGM, TCF7L1, GFPT1, HMOX1, GLO1, MC4R,
FAM126A, TRPM7, INS, ERAP2, FLT1, PFAS, ALOXES3, EXT1,
SMAD2, FCGRT, EIF2B4, SIX6, CCR6, TSSC4, TSPAN12, COL11A2,
PLD2, ASL, GATA3, TFAM, ZNF365, ALG10B, ARX, LDLRAP1,
ANGPTL4, HHEX, GTF2H1, FLCN, MPZ, NAMPT, CYP4F22, ABCA10,
UROC1, FOXC2, HDAC4, GLRA1, CTNS, GDNF, FAAH2, TRPCS,
SCGB1A1, TEP1, GSTM1, CRH, ACP5, TBCE, CA4, PLCBA4,
HSD17B3, SAG, CTRC, HOXA2, TSC1, MSH4, DKK3, TULP1,
CYP27B1, FTO, VPREB1, USP46, SPI1, GYS2, PLAT, TNFSF11,
RPGRIP1L, PTPRF, BLVRA, POLL, FRG1, TYK2, MUC6, MYL3, NRL,
THBS4, SDHAF2, RAX2, PIP4K2A, MYLK, CYP4F2, UNCS5C,
HOXD10, CXCR3, KIF17, CHI3L2, GPBAR1, SRPX2, CBR3, CTLA4,
UBAC2, PLA2G2D, AQP3, RAB40AL, GLMN, KRT6C, CSGALNACTT1,
APOH, PDX1, LCN10, PRPF31, TLR7, SMAD1, PLCD1, NPHS2,
RAB3GAP2, CLCN1, CLEC7A, SOGAS3, IL17F, MUT, IL4, SELPLG,
NAT2, TTC8, POU6F2, OPCML, ALDH16A1, F13B, KRT38, HLA-
DPB1, XIST, HSD3B2, GNE, MGAT4C, CEP85L, SLC39A13,
ARLG6IP5, TUSC3, GABRD, LIPG, MYF6, MGST2, TRPV4, APOD,
NEKS8, SULT1A3, RBBPS, HDACS, PLCZ1, MED13, SIGLEC12,
SCN1B, ACVR1, DNAAF2, STAR, RNASEH2B, F2R, PHF2, KLB,
TAS1R2, MTAP, ADORA3, COL6A5, ASMTL, PIK3R2, GZMB,
FCGR3B, BMP1, CYP3A43, AKR1B1, SRD5A3, HLA-G, TMEM114,
CYBB, LRP2, SART1, SPTA1, GEMIN2, SEMA6D, PMAIP1,
SLC25A20, KCNJ3, MYCN, C2, RPS6KL1, NTF3, GCKR, TRPCS,
GSPT1, SNRK, ANKK1, GUSB, GSDMB, EXTL3, LIG1, HYLS1, DNM2,
EHMT1, GLDC, FBP1, PLA2G7, RAX, TERT, PDE6B, DLGAPS,
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FUCA1, KRT18, SOCS1, CDK5RAP3, IL17RA, YTHDF2, ST5, GGCX,
STRA6, CAMK4, ROBO3, CPLX2, RB1, PHLDA2, TST, SLC35D1,
NDUFA7, POP1, SLC29A1, SAA1, ALG8, SHOC2, SRC, FBXW?7,
NTNG1, CYB5R3, NROB2, TFAP2A, ADTRP, PDE4B, ZNF507, IL1RN,
MAFB, TCTE1, RFX6, PHF8, ADIPOR1, DNAJB2, TFPI, FABPS,
SGCD, BBS5, CYP17A1, TWIST2, SCG3, ESCO2, CD209, GJC2,
SBDS, ENO1, GABRB3, PCBD1, COL6A4P2, GIPC3, MAN1B1, TPTE,
GOSR2, BFSP1, COL4A1, STK19, GRM7, TNFRSF13B, GLS, STS,
LGALS13, IL4R, LHFPL5, GLI2, SHROOM4, CCL5, BTNL2, TGIF1,
TP53, PEX5, ENTPD1, STK11, MX1, LOX, YARS, EME1, MIR184,
NLRP1, UNC80, LAMB2, HNF1B, TGFBR3, UMOD, CASP9, PDCD1,
ATP6VOA1, IMMP2L, MIPOL1, ZNF469, LAMP2, CAT, SLCT7AT,
ATXN1, CPOX, LAMC2, TIRAP, KIRREL3, APH1B, ADAM17,
CTNND1, GABRG2, CHRNAS3, F5, LYZ, TPM2, CPS1, CNDP1,
ABCA2, ATP10D, CFLAR, IGBP1, PRKCH, NRXN3, CDKNZ2C,
ACACB, STXBP1, ADM, PREPL, FGD3, RHPN2, GHRHR, ABCBS,
CD22, FCGR1A, IMPDH1, PRKACA, PPP1R1A, RPL11, KATNAL2,
TRPV3, NMU, ASXL1, IFIH1, IDH1, SEMA4A, XRCC5, AHSG,
POUSF1, INHA, PMS2P3, CLDN1, ICOS, NFKB1, SIRT1, MANBA,
ABCC1, GFRA1, NKX2-6, RBP3, PRM2, IL1B, MUC13, HAX1, REN,
GDF1, ACTA1, WRAPS3, TDRD7, SP8, CTSA, CDKL5 KCND2,
NSUN7, ELP2, WIPF1, PIP5K1B, AGXT, IGF2R, INPP4A, MMADHC,
DAZ2, ATP8A2, IL12B, SIAE, ZMPSTE24, DDX39B, UBE3A, MT1A,
SNRNP200, DDX25, NCAN, SOBP, ASMT, RNF114, ORC4, ITGA?,
TSSK2, TXN2, CLEC11A, DNAL1, TAF15, HAMP, SREBF1, IDE,
NOD2, CERS6, GPR68, IL21, HTR2A, LTK, FUT7, SCNN1G, EPAST,
RAB18, COL8A2, GYG1, TPH2, PHB, LPIN1, KRT12, BAALC, TNP1,
WDR13, HSPB7, PMP22, PGAM2, PEX12, APC, CNNM2, LOXHD1,
TLR2, HTR3E, GPR139, GPX1, SBNO1, P2RX7, LIMK1, POLRZE,
PSCA, LRAT, HIGD2A, MACROD2, TBX6, IL18R1, BCL10, GLB1,
GAS6, TSHR, MOCS2, HCRT, NAT1, SULT2B1, CYBRD1, MTCH2,
PEAR1, AUTS2, MMP10, TCN2, CDA, TFF1, ZFY, PPARGCI1B,
EPHB2, ACTG1, CHRNG, CALM1, TAS2R50, PLAUR, NME1, BMP5,
CKM, CEBPE, ESR2, AGTR2, BHLHE41, MESP2, DNAI2, PZP,
RBM28, CD3E, APRT, MEP1B, TP53RK, KCNJS, ITIH4, TCOF1,
SLC16A1, GJAS, SLC17A5, HGF, SOX18, SERPINA10, INSIGT,
SYNGR1, CFD, ACSL4, PPM1D, NHLRC1, SOX2, CYP1B1, COMT,
CACNA1G, AMER1, PDLIM5, XYLT1, GNPTG, ROS1, BRWD1, ZFAT,
TRADD, AS3MT, SLC6A3, KRT75, SLC19A2, CD3EAP, C9, PVR,
BEANT1, FANCG, DCAF17, ZNF224, AVP, TMPRSS11A, L3MBTL1,
SCN3B, PGK1, OAT, CCL13, DRD1, IQGAP2, PLOD1, ANKS1A,
SMNDC1, RYR3, PRCP, XPNPEP2, SPINK1, RNF135, PDE6A, NBAS,
NDUFB1, SLC5A11, DHCR24, ADRA2C, NBN, ADAMTS18, SLC17A1,
CYBA, SOS1, PLAU, RAC1, KMT2E, PTEN, ARSF, C1R, SLC28A3,
ATP1A3, PNKP, SETD2, ROGDI, MATR3, TICAM1, CILP, PROZ,
BTLA, SERPINB5, SEC23B, DCK, RFX5, SLC6A4, SPTLC1, CALRS,
TOPBP1, PKP1, NDUFA6, KLF11, SYNE2, SLC22A4, SERPINAG,
GALK1, FABP7, DPYSL2, FBXL6, SDCCAGS8, KEL, CDK5RAP2,
FSCN2, FTHL17, AADACL2, NGF, GK, SLCO1B3, DSCRS8, FLVCR1,
PAX4, GIMAPS, CEP135, ALOX5, NR2F1, TRIM22, ACADS, CDH13,
NLRP3, GJA1, CCDC50, FASN, GNAI2, PHLPP2, RAB3GAP1,
ASCC3, TGM2, ZNF202, POU3F4, DEFB1, GRMS8, ARHGEF7, TBK1,
PKD2, CRYM, NR1H3, SLC44A2, EPHA2, SQRSTM1, AADAC, HPS6,
PROK2, RPGRIP1, ACAT1, MTHFR, PTPN11, PHKA2, KDM5C, ATF3,
TRDN, SNORD116-10, UCHL1, MPP7, POU1F1, NPHP1, FBN2,
RTN4R, SYT2, PHF3, DNAAF3, GDF6, LCT, DICER1, APOC3, NPPB,
CNOT4, IFNA2, PLA2G2A, FOLH1, SLC16A12, CASP10, ALK, GAN,
PCMT1, HIST1H2AE, SRI, HLA-E, EVC2, TAF7L, YWHAE, ATP1B1,
GON4L, NEUROG3, MGST3, BDNF, CDKN1B, LMBRD1, PNMT,
LDLRAD4, SEMA3A, FOXC1, BTRC, STEAP3, EIF2B3, ACBDSG,
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HSPB3, ABCA1, FGG, SEMA3E, CSF1, PQBP1, TNFSF10,
SMARCB1, MUC1, TASTR3, MYO5B, C3AR1, ACOX1, USP24, KIF5B,
MUC7, CSDE1, MYH9, CLPTM1, LBP, BDKRB2, HSD17B4, AICDA,
DCLK1, TLR6, MEF2A, GPIl, RAD9A, HTN3, TAF2, SLC4AS3,
ADORAZ2A, CDKN2B-AS1, STIM1, KCNH2, TBX2, FOXD3, TMEM237,
IFITM5, CCHCR1, RPS3, RPS27A, ADCYS, GCM2, FKBP14, TNNI3,
SGCB, IGFALS, NPAT, NROB1, DUOX2, RASGRP2, PRKD3, CASPS,
APOB, PIGR, CFH, TSC2, NRIP1, NRP2, FUT6, PTPRB, GJAS,
FGF20, FLNC, KRT3, MOG, KRAS, SPTAN1, ERAP1, ATP7A, ITSN2,
GIP, PSPN, C4A, HOXB13, PPARG, DSG2, BBS10, GYPE,
SIGLEC14, PPP2R1B, APLNR, JAG1, CHGA, IRF6, MMAB, EVIS5,
CALCA, HTR3C, IFT80, ENAM, CXCL11, DLL1, TNNC1, AKR1C2,
GNBI1L, IL31RA, MYBL2, GFI1B, PPIG, C120rf10, MAPT, NAGA,
MRE11A, HLA-DPB2, HOXD4, TTBK2, C8orf37, GJB3, HLA-DQB1,
NRAS, MTTP, ECM1, SIX3, CHRNB4, OGG1, NYX, HDACY,
EPB41L1, DYM, LITAF, TMEM165, AFP, MSX2, PHOX2B, MYT1,
CPB2, CTF1, USP9X, TGMb5, SLC34A1, NR3C1, FCN2, DLX®,
NPAP1, F11, ATP2A1, ZC3HAV1, YY1, ZNF80, SLBP, MIR124-1,
FBXW4, NBPF1, WT1, TAS2R46, CCDC170, STEAP4, TXNRD2,
HTR3B, TNFRSF4, CBLB, MIIP, SNAPC4, SLC22A11, HMX2, VAPB,
IGHM, TAS2R19, FBLN1, GSTO2, MRRF, RP1, RAF1, INF2, ZIC1,
PRPF6, KLRK1, LYST, FURIN, ADH7, P2RX5, NCR3, FKBPL, APOAS,
CCR2, EDN3, BLM, GMIP, RIMS3, DRD2, UNC13D, SMAD7, SOX3,
CFHR4, GATAD1, TMCS8, FCER1A, FHL2, CALR, NUDT6, PHOX2A,
KCNMB1, DES, S100A14, ASPA, FGFR2, XRCC3, GDAP1, GH2,
BEST1, MMACHC, REV3L, PTK7, RBM20, PHKA1, PRKARIA,
HSD3B1, TNNI2, RAD52, RGS7, CD207, DISP1, RSPO1, FEM1A,
CHUK, HR, PDPK1, GM2A, CPT1B, KYNU, SRGAP2, STK32A,
PCDHB4, CD2AP, SMN2, PEX7, RPS26, STX11, CYP7B1, KCNC3,
TBXAS1, STXBP5, HSF4, LOR, ARG1, KIF5A, PSENEN, OPTC,
SPRED1, PCK1, HBD, NPR3, TRBV9, RAD51C, CNNM4, CFC1,
IRAK3, MYO5A, ADAM10, SULT2A1, PRPS1, GALC, LIPA, TMC1,
CNTNAP4, CHST14, PPP2R2C, P2RY12, PNPLA1, SLC6A13,
KANSL1, VWF, LHX8, MCHR1, VTN, TPM1, TBX1, CIDEC, ZNF644,
MPHOSPHS8, CYP2E1, FLNB, WDFY4, OPRL1, CTH, ATF5, SPTBNS,
TAF1L, STK33, SLCO1A2, LIG4, ECSIT, BMP4, VSIG4, OSTM1,
CLCN7, AGTR1, MC1R, RNF168, OBSCN, CISD2, CLCA2, GBA,
SLC52A3, DPY19L2, CYP2G1P, PPIA, CSNK1D, CCL4L1, NDORI1,
TRIB1, PRKAG3, NT5C1B, KIR3DL1, TPRN, CD46, RALGDS, PTPRT,
PER2, RNU4ATAC, RGR, CCKBR, DSG1, CCK, NDUFB6, ADRB2,
CD3D, TBP, RPH3AL, CSMD1, CTSD, HPGD, NHEJ1, TRERF1,
TUBB3, SLC24A2, IL3, MIR510, ANO7, GLI3, TP53BP1, PTCH1,
ERCCS3, COL25A1, AMACR, TFRC, TINF2, SLC7A10, AK2, VPS13A,
CYP4A11, BCOR, CRYGB, AVPR2, GRIA3, CRISP2, RP2, NTRK3,
SERPINF2, FMO1, PICK1, MIAT, SGCG, FBN1, DCDC2, C12orf57,
FANCF, BEX4, TBL1Y, HYDIN, SLC10A2, PEX6, TMEM187, AIP,
MCEE, TNFRSF13C, SLC6A14, MAP3K1, ALDOA, CTNNA3, GAB2,
AP3B2, IQCB1, LAMAS5, HNRNPH3, SKIV2L, DIS3L2, FREM2, TBX15,
IL12A, PRB3, FUZ, DROSHA, BMPER, CCL2, RGS9BP, KPNA1,
MIR125A, KRT81, RFXANK, SPATA7, ADA, LAMC1, EFHC2,
PDCD10, EIF2AK3, CHMP4B, ACADS, MS4A6E, TROAP, EPHX2,
ANXAS, ELOVL4, KRTAP1-1, ANGPT1, KARS, MED23, PTGDR?2,
CCDC8, VIPR2, PRLHR, HMGA2, EIF4G1, TMPRSS15 TRPM4,
GJC3, ISYNA1, RAB39B, HSP90AA1, ICK, SEL1L, NDUFC2,
ATP6VO0A4, SLC4A10, PARP1, PLIN1, FGFRL1, BAG6, LHX1, KRT2,
RPS15, ITGA4, SEC23A, DNAJC6, CLOCK, DSG4, CPA6, NSUNZ2,
JAG2, ROCK1, TGM1, SLC37A4, PTPRK, WDR81, AP5Z1, PRKCSH,
ENG, ARHGAP31, KLF1, RXRG, SNORD116-1, SULT1E1, KDR,
SORCS1, TBC1D4, GLUD1, GIT1, HPD, RPIA, PHIP, MYLIP,
SLC11A2, NBEAL2, EPB41, TYROBP, MEN1, RMI1, IKBIP, ECM?2,
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NPHP4, TNC, MYD88, DOCK9, PML, BRAP, CBFB, EBAGY9, UROD,
RPL36, ASPM, LRP6, SERPINH1, AFF2, RFC2, ZDHHCS, PPARA,
CD244, ZDHHC15, KRIT1, LEFTY2, MGLL, RORA, PTPRD, IL2RA,
MYH15, CD24, CRX, MIR892B, KCNJ1, PRG4, ARHGAP9, UGT1A9,
CRYAA, ATP1A2, BACE1, TNFSF4, TG, OPTN, ACADSB, BCL2L 11,
CABP4, HDX, PRSS12, SLC28A2, RBP4, SP100, IFNA17, MYO1A,
BTC, PLCB1, RAI1, LAMB1, LOXL2, IGF2, PROK1, SERPINA?,
CHRNA1, RPL21, PHF6, HOMER2, DNMT1, HTR1B, KCNS1, BRIP1,
TRIM21, SBF2, CFI, ADRA2B, KIR2DL3, SLC7A5, FABP1, T,
SORBS1, SLC15A1, NPC1L1, TAT, GSPT2, CRYGEP, LIFR, CBL,
GSTT2B, GP9, DMBT1, KCNAB2, GSTK1, SPTLC2, ZDHHCY,
CLCNS, TSEN2, SGCA, MAGI2, NLRP2, FLT3, NELL1, PCDH19,
TSPO, ADORA1, HES6, UCP1, POLE2, FADD, FGF9, FOXA1, IL2,
VNN1, CACNA1A, SPG21, CDH1, OSR1, GRIN1, ITPA, EMC4, EDA,
CHRNA4, HSPAS, SERPINB6, TNFSF13B, CMPK1, SCN2A, WNTT7A,
UPK3A, FIP1L1, SSH1, RHOB, ENSA, H6PD, GNAQ, XPA, MMAA,
PRB1, APOBEC3H, AMH, ZNF526, GNPTAB, IRF5, ACAT2, GNMT,
HADH, TRPM1, PPP2R1A, CCKAR, TMEM173, COL2A1, ARL14EP,
RPA1, TROVEZ2, IFI30, PLEKHM1, GLUL, MSX1, WNT10A, HK2,
RDH12, MICB, EPHX1, SLC30A10, DLX3, AIMP1, AP4S1, SLC27A4,
AVPR1A, GJB2, SOX8, ATXN8OS, ICAM1, MTHFS, ZNF674, BRSK2,
CD19, SCARB2, SLC20A2, CRBN, STK4, SLC16A3, DLX5, ADK,
CELSR1, TNNI3K, CHRND, THBS2, NEXN, CA2, FOXF1, TPO, LTF,
TTI2, TAS1R1, ETS1, FGD1, AGRP, HSP90B1, SMOC1, TMEM138,
GSTA3, HOXB6, USP26, CD81, MYH7, TCIRG1, SH2B3, CYP2W1,
TMCO1, PARL, BICC1, TRRAP, RYR2, GRN, TRIM32, HOXA4, PTS,
ADCY6, SLC36A2, DDC, NXF3, NPR2, PROM1, PRLR, ZFYVEZ6,
GDF5, SNX3, CHIA, CATSPERS3, TBX20, INMT, ADSL, FTSJ1, DST,
BAP1, NPSR1, GLRX5, MSH2, LNX2, NPPC, ZEB2, CYLD, HIF1AN,
ABCGS5, BUB1B, MIR16-1, USF1, JMJD1C, SLC46A1, MTMR?2,
CHRM2, PRRC2A, NR1H4, RRM1, COX7A1, SALL4, PDE11A,
CADM1, NOTCH4, ZCCHCS8, CD5, ABCA4, OPRM1, MAT1A, CLYBL,
CYP26B1, CALM3, APCDD1, RGS9, PCCA, CNKSR1, B4GALT7,
AQPS5, TSSK4, CEP41, SDHC, MPDZ, ATF6, GNBS5, EYS, FMO2, IL16,
ITIH1, MSTN, VCL, RNASEH2A, SERPINE1, CCDC88C, HFE, SMN1,
BRWD3, VCAM1, EDARADD, PTAFR, PORCN, ROBO2, ALG3, CR2,
GNA14, LPAR6, ZMYND11, MYH8, CDH23, PEX10, TTN, SLC26A5,
RGS6, GALE, SRGAP3, NCALD, LMTK3, AKAP13, FLG, SLITRK1,
ALS2CL, HHIP, RAD51, RAD51D, ADH1B, MEST, FERMT1, DYRK1A,
HTRA2, SARDH, RANGRF, HBSI1L, WISP3, CRK, KIAA0319,
RNASET2, PKM, NEDD9, RPS7, JAK3, HSPA1B, FCER2, CXCLS5,
SPRR3, GSTO1, PITPNM3, ENPP1, SCNN1A, IDUA, KCNE2, P2RX4,
CFB, UBIAD1, CDC42BPB, FCN3, SLC34A2, NPTN, NPY2R, SARTS3,
CAPN10, FOXP1, CCR5, NDUFS5, SLC5A1, EPHB6, SYT14, PDLIM3,
SCN8A, UNC93B1, RGMA, TJP2, KRT10, LILRA3, CCT5, RAB27A,
CSF2RA, PEX19, PAX3, EYA4, RALGAPA1, YAP1, EDN2, PSMD?,
ITPKC, ST8SIA2, RAD21, PPP1R3C, LMX1B, LRP4, SLC5A2,
DLGAP2, MIF, PFN1, ORC6, IRF8, POMT2, CHRNA9, ITGBS3,
SPATA13, CEP152, CFHR3, BMPR1B, PDE8B, SF3B4, MAP7D3,
LTC4S, SMARCA2, TUBGCP6, TLL1, ADAMTS10, COL10Af1,
BLOC1S6, NLGN4Y, BCL11A, F12, KDM5D, ACTA2, FANCE, FZD1,
MKL1, ANKRD1, FREM1, SAA2, DDR1, PTGS1, ALDOB, LAMA4,
DCC, FBX0O18, TMEM185A, SYNPO, GUCA1A, UBE3C, CLIC2,
KLF10, ASCL1, LTA, TTPA, IFNA10, MIR499A, MGEAS, UBRY7, PVT1,
CYP46A1, BCAT1, PARD3B, SLC2A9, CHN1, RAG2, HGSNAT,
PMM2, HMGA1, KRT85, SLC14A1, CA1, RANBP2, DCP1B, LIGS3,
SERPINI2, IRAK4, KCNJ15, ECI1, DHODH, TULP3, ATP2A2, MLPH,
ATIC, CXCL16, ATOH7, NRG1, NPL, CAST, TGFBI, SLC4A11, SNAI2,
DGCR2, MARVELD2, CISH, JPH3, SPINT2, CYP2J2, CASK, HSPG2,
APOL3, FLNA, BAX, CP, LRPAP1, SLC17A8, G6PC3, CYP24A1,
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SMARCAL1, ANO6, NPAS3, PRMT7, AHSP, USH1C, DNAHS5, CTC1,
GHSR, ATP8B1, CLN3, TRPC3, SEMA4C, FMN2, TUBB1, SCN5A,
FANCB, KAT6B, FBXO10, PDGFC, TP63, PEPD, ANXA11, VHL,
CSF2RB, LMBR1, ZPBP, RPS6KA3, FGF23, NLRP14, PNPLAZ2,
PCNT, BCKDHB, GALNTLS5, PAH, PTCH2, ERCC2, VPS13B,
DCLRE1C, HBG1, PSMB9, CYP2R1, HCLS1, CSF2, GHRH, IL11RA,
RPS6KB1, GDF3, MMP9, POLR3B, RXFP2, HBA1, CTSC, AQP7,
ADIPOQ, MPST

PNPT1, SUGCT, ATP5A1, ATP5G3, TARS2, SFXN4, LYRM7, FBXL4,
RMND1, UQCRC2, SLC25A1, COA6, COX20, VARS2, COQS8A,

33  SERAC1, COQ8B, LYRM4, CLPP, TRAP1, OGDH, MICU1, COX7B,
CA5A, DNA2, IBA57, APOPT1, MPC1, CYC1, MRPL44, MGMET1,
IARS2, SLC52A2

Mitochondrial
genes*
AND
TruSight expandedt

DPM2, FSTL1, CREB3L1, RIT2, SLMAP, FEZF1, SAMD4A, ITGAS,
APBB2, ECHS1, NAPRT, PBX4, LRRC41, HOMEZ, DDB1, C120rf66,
KCNAG6, ATP5G2, ERG, FAT4, PARN, LRMDA, KCNK3, PDEI1C,
SEMA4D, MREG, HEPH, AK7, PIR, IGSF3, LONP1, ARL6IP1, CHD1,
C150rf41, WDR34, GLRA4, OR10X1, KIAA1210, GEN1, UNC45B,
BMP3, SLK, BAZ1B, CCDC66, PPP1R15B, LRGUK, SLC25A46,
LARP7, ELOA3D, RNF32, HES1, RAB33B, CIAO1, KCNC1, C2CD3,
TNFRSF9, CCNE1, FOXM1, FBXO31, FBXO11, ST8SIA4, CDKS,
EMC1, ORM1, POLR2B, B3GNT7, RPS28, TUBB, PLXNA1, RFXS3,
CRELD2, CD82, VAX2, SETDB1, KLHL41, GMPPA, OR4M2, HPCA,
MLF1, FCN1, CLCN4, RNF39, DNAL4, IPP, POLR2J, UQCRCI,
ZBTB11, CEP120, ADAM23, B3GALT5, SPTBN1, RICTOR, GRXCR2,
RHOH, GNA11, ARSH, TACR1, CAPN1, DDHD2, UNC13B, MYOS5C,
SARS, SLX1A, LAMB4, PRDX4, KRT71, DAPP1, CNTN2, CAPN12,
ECEL1, EPHA4, KCNQ5, C210rf59, ZBTB20, SELENOP, WASHCS,
CENPX, LTBR, GNB4, ANKLE2, SLC9A3, AGTPBP1, SLC39A5,
FKBP4, HCFC1, KIF14, SCN11A, SMC6, RTN4RL1, EIF4A3, DLEC1,
KCNA4, ARID5A, UBE2N, IGSF8, ACAD11, LMO4, TRAF7, HUST,
DNAJC30, HID1, POLD2, RTEL1, FSTL5, PDAP1, BRD4, ARFRP1,
KLHL6, CASC4, PCDHGB4, PDGFRB, DTNB, rs6841061, SLC4AS5,
HOXBS, ITSN1, SVIL, PHB2, TNKS2, DUX4L3, NDUFB8, CADPS?2,
MYF5, GRHL1, DLST, FST, ZNF419, MTMR12, ABCC12, FAM177A1,
GSDME, TANC2, KIF4A, TFE3, OVCH2, TMEM189, LGR5, DCAF11,
1933 LRP1B, SULT1C3, TLX1, OR2M2, BDP1, RPS29, OR8K3, KMT5A,
TRIM63, PLRG1, BCL7A, PARD6G, INPP5B, FAM71A, CLIP2,
ERMARD, PARP4, NCK2, OXA1L, SC5D, CEP164, E2F4, TAL2,
HPCAL4, NFATS5, NUB1, rs8045964, DVL1, FLI1, MAB21L2, MELK,
PODXL, CLIC5, HBQ1, ARHGAP26, CDK16, JAGN1, KRTAP4-8,
SPATA32, MAP3K6, SDR39U1, PPP6R2, PGBD3, DMBX1, AREG,
LIPT1, AP2S1, KANK4, ZNF713, SGO1, SGSM3, NR4A3, DNAAFS,
MUS81, AGBL1, OR1B1, CHPF2, FGF22, C21orf2, RPL27, NLRP9,
NIPA2, MAGI1, BGN, PJVK, RDH11, PIGT, FOXO1, KIF5C, MATN4,
SMIM1, PPP1R17, PIAS1, CDH20, ST6GALNAC3, PPP4RI1,
ZMYND10, WNT16, STYXL1, SLIT1, DMAC2, ADCY1, TCTN3,
TRIM24, PLXNA4, GBA2, SYN2, KIF23, SEPT7, ADGRG1, ZDHHC17,
KCNH1, HFM1, SPEG, PTPN23, HIST1H4B, FAM3C, KCNH3, AP1S3,
SLC12A7, MDC1, PRKN, PYCR3, ATP11B, TELO2, RINT1, NRN1,
DNAH7, DUSP3, RAD23A, IFT172, CTNNA1, SCAMP4, NDUFB?7,
DCAF4, SPANXN1, OR8H1, ACR, RAD9B, PADI4, AKS8, BIVM,
NDST3, KLHL15, GALNT6, SNX5, RASGEF1B, NCAM2, PACST,
NR4A1, PURA, RPL15, TRAPPC11, NEO1, MELTF, RASA2, STAGT,
NECTIN4, DHX38, UFD1, CFAP53, CLPTM1L, EML4, ATP6VOC,
NOX3, ARHGEF4, C20rf80, SZT2, ARHGAP29, FBLN2, PPP2R2A,
SCLT1, CAMSAP2, ABL1, ZNF433, LY6G6F, MKL2, DAXX, SLC24A4,
rs10748087, GAL3ST4, WDR27, PKHD1L1, MCC, IFT88, P2RX2,
NMES5, CHMP1A, CCDC85C, MESP1, MTA1, BPIFA3, CLCN3, GNG?7,
POLR2A, MECOM, POLE, TSPEAR, CAMTA2, SCN7A, TRMT10A,

TruSight expandedt
(not overlapping)
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NLRP8, MCF2, CKAP2L, POLR2J3, C160rf58, DDHD1, PPP6R3,
BICD2, LRRIQ1, TCL1B, FGF13, PPP4R2, KCNV1, ACP1, ZMYM2,
B3GNT6, KIAA1586, KiZ, TGM4, FAT1, MGAT3, SIM2, GTF2H2C,
CELSR2, DOKS5, PTRH2, ZNF668, STAMBP, CRYL1, NEXMIF,
PPM1G, KCNC2, SNX8, CDH19, TAAR1, SELENON, HDACT,
ELMOD3, RNMT, PROX2, MYH4, FAM46C, DCHS1, SYCE2, CXCRS,
TPPP, UST, UBE2V1, MBOAT7, ST6GAL1, ATP2B3, PYGO1, RAB10,
ANOS3, HIBADH, DEK, CRTC1, UPF2, LMO1, DNTT, SUCLG2, JMJD?7-
PLA2G4B, AMPD2, ACTN1, MRPL36, SPRED2, BBIP1, ELOB,
POU3F3, KCTD3, GULOP, NKX2-2, LRIT3, C14orf2, KCNMB4,
PYCR2, DOCK7, ABCA5, PDK3, GAGES, BICRA, TNPO2, IRF9, LBH,
MYO1D, UGT8, POMGNT2, HINT1, OR52N4, RPL38, PRCC, CHPF,
RFC5, MAP7D1, IGKV1-5, CYRG61, rs4411641, MYBBP1A, EHHADH,
USPS8, LAPTMA4B, NEK2, WDR73, VWA3B, NDUFA5, UQCRH,
PGBD4, ACKR3, MAEA, ISCA2, RDM1, ST6GALNAC1, HMGB1,
EIF2D, CBFA2T3, RAP1GDS1, PLXNA3, CDC25A, FZR1, DPH1,
MMS19, ESPL1, ST8SIA5, B3GNT5, USP30, MAP4, UGCG, STT3A,
QARS, SOX7, ARV1, COX5A, MACF1, WWC2, SEC24D, POLR2L,
EPB41L4A, MNAT1, ZDHHC2, TAF4B, MTA2, SLTM, RAP1A, MALT1,
LZTR1, KANSL2, ZNF783, FCRL6, HOXC13, METTL23, SMARCC?2,
RECQL, NLRC4, POLI, SMARCC1, CLHC1, UCN, GNAI3, SPATAS5L1,
RAD51B, MMRNZ2, SOX4, DUSP22, SLX1B, C180rf8, ZNF347,
ST6GALNACS, GPNMB, TTF2, SFPQ, KCNT1, PTPN12, ABL2,
CRYZL1, CRY2, PTPRZ1, GPR137B, TOP3B, RXRA, STAG2,
MAML2, NFATC1, SSX2, INTU, EML1, CDK12, PLCG1, MEPE,
SLC16A7, GALNT13, SPO11, NEDD4, DCBLD2, ZBTB38, CFAP57,
SLC25A5, PI4KA, MRPL12, NLRP6, TIPARP, PGAP2, CHEK1, NEIL3,
RTN3, ZNF175, MRAP2, MAP3K14, PPP1R8, PIBF1, PDE6D, TTLL1,
PRKG2, CCSER1, PPP6R1, SPRTN, SUPT5H, SOS2, APOL4, LARS,
ANKRD28, GRK3, GALNT5, PLXNB1, ALG14, ARHGAP45, STAT4,
FAT2, rs6512586, ZNF311, PRMT2, ITGA1, ECE2, GTPBP3, TCF12,
ACTRT1, SLC7A14, ITGA8, DCLRE1B, PRKCD, NDUFB4, SYNEA4,
rs6666954, SLC12A2, RIPK2, DNAH1, ZIC4, ZFP36L2, PPP4R3B,
CST9, PCLO, ZNF778, USP54, RNF2, MTF1, SCNN1D, NOLS3,
NLRP13, POLA1, ASPH, RRAS2, PITPNA, UBR5, STUB1, KDM1A,
CRYBA2, LEF1, MAPK14, ADAMTS19, KIAA1217, EIF2S3, ENDOV,
TMEM47, CDH18, RAPGEF1, MAP3K8, DLG4, STOM, OR1J1,
CWF19L1, PRLH, VEGFC, BOLA2, ITGB6, KCNK17, CARS2, EXOCS,
SUPT3H, TTC5, TEX28, SHANK1, PDK2, LIN7A, PPP2R5C, OOEP,
ST3GALS6, IL34, ZSCAN29, TNK2, NPAS4, TBC1D20, CEP83, LUZP4,
SIPA1L1, GPRC5A, CDC42, UACA, SETD5, RBX1, COL4A3BP,
SEMATA, TUB, GTF2H4, WDR60, GRHL3, GABRA2, ZSWIM6, MYL1,
TNFSF18, PCGF2, CCDC127, PLCD4, RBL2, USP53, E2F5, OR5AC2,
U2AF1, SLC4A7, TTC7A, RPL6, ITPR2, PLK4, CCNT2, KEAP1, RFC4,
H2AFX, ELMOD2, KAT2A, B3GLCT, CPQ, BUB1, PIEZO1, POLQ,
SOAT1, HCN3, SLITRK6, ATL3, EXOSCS8, EHBP1, B4GAT1, ATAD3A,
TXNIP, TRIP13, CAMK2G, POLR2D, STAG3, PSTPIP2, ISG15,
ZMYM3, TGDS, ELOC, PRAMEF2, CLK1, TNFAIP1, WDR31, BCO1,
CPA1, FOXP4, WASHC4, GFM2, RPL26, NDUFB10, RGS5, OPLAH,
TUBA4A, CLSTN1, EEF2, MOV10, PRPF4, B3GNTS8, FDXIL,
ATP6V1B2, ARHGAP18, PTPRN2, CYP26C1, DUSP6, GMPPB,
PIMREG, HIVEP2, BEND2, NUCB2, B3GNT4, MTA3, ID4, C110rf40,
FAM136A, AKAP1, GAL3ST2, ANOS1, POLR2K, SASS6, RREB1,
TBC1D30, NME7, TFDP1, MND1, APOBEC1, SLITRK5 NDST2,
TNPO3, LARGE1, TSR2, MBNL1, SYK, HNRNPDL, NECTIN3, TDG,
TBR1, PLAG1, FOS, MYCBP2, CYP2D7, CCDC65, XPO1, CAVIN4,
PAMR1, CCDC33, EPHA6, FCGR2C, RRM2, NGLY1, CST6, TOP2A,
CX3CL1, FAR1, PGAP3, ODAPH, SF3B1, TSG101, ATRIP, NAV1,
AEBP1, PSMA7, DBF4B, TUBG1, PCDHB16, IL6ST, PPP4R3A, TEC,
CDKNZ2AIP, APCS, PAK5, CHD4, IKBKE, MRPL40, ACAD10, WNKS3,
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DUT, LYL1, ADH1A, C210rf91, ANGPTL6, TUSC1, DYNC1I1, PPP4C,
NFATC2, TREH, KMT2A, RIT1, ERF, SLC12A5, ARL3, MLLT10,
COX5B, TMEM121, EIF2AK4, THOC6, TMC3, OTOGL, C70rf43,
MSRA, XG, SYNPR, NSMCE3, CEP126, AZIN2, IMPG1, ZNF517,
UBQLN1, PPP2R5D, EXTL1, XKR6, WDRS5, ATP13A5, FAAP100,
RNF219, ST6GALNAC2, ACMSD, DTHD1, CIZ1, WWTR1, RNF212,
CBY1, TLE6, SLC35A3, ABRAXAS1, SYNJ1, PCDHA1, SNX1, JAKT,
PARP3, ZFR, GALNT11, MFSD4B, ACSL6, CHAF1B, NDUFAS,
FLOT1, ULK2, NRCAM, KCNB1, DESI2, SHARPIN, RNF125,
rs11130795, CUEDC1, STARD9, GPRIN3, PCSK5, POLR2C, CUX1,
ZNF77, TBCK, MARS, RARS, PIGW, SAE1, RSC1A1, ZFP69, FOXD1,
IL11, RLIM, FOXD4, ARID4B, GMDS, UBE2V2, BOLA1, ADAM22,
CDCS5L, APLF, AHNAK2, WNT9B, FAM120B, ADGRV1, MFHAS1,
SSBP1, PDIA4, GTF2H3, EOGT, B3GALT1, RBM43, PAM16, DDX3X,
KIF3C, SCGS5, WAC, USP44, WHRN, PPP4R4, CELF4, SFRP1,
CDKAL1, ST8SIA6, VAV3, RMI2, TDP2, STXBP3, DAAM1, MIB1,
ADD2, CNTN6, LRIG2, USP1, HCAR1, ZNF420, RBL1, SLC25A43,
SMADS, rs1393978, CDX1, ATRN, DPCD, HAPLN1, NADK2, ARNT2,
KCTD1, SPOCK1, SPEF2, DCAF8, ZNF638, CEP250, DLGT,
POLR2G, CNTNAP1, KPNA7, APOL2, RNF38, FYB2, AHDC1, GLTP,
ITPK1, POLK, GNAL, UBB, TRIM33, PAPOLA, TOP3A, NDUFAB1,
COX6C, MS4A10, RPS5, B3GAT1, PUF60, DARS, ELOVLS5, EPSS,
B4GALNT1, DAD1, LIMS2, SMO, GPC5 MCUB, TMEMZ240,
ZMYND15, CECR2, ANLN, PRR16, PPP3CA, KATNB1, BCLAF1,
ALKBH2, FOXJ1, TRA2B, CLEC4E, MGAT4B, RTF1, GTF2H2,
FGF17, RBPJ, DAPK3, LMOD3, EMP2, POLE3, PRDM16, TMEM98,
FRMDS, ULK4, TRIM2, OTUD4, PPM1K, NFKB2, ELOA2, DENND1A,
TMEM99, SLC6A6, ATP1B4, RAB3A, ABRAXAS2, BARX2, NLRP10,
NLRP5, TMEM92, EDRF1, RAD18, RANBP6, CRIPT, DEPDCS5, RGL1,
NKAIN3, FAAP24, ZNF395, RASSF5, ATAD3B, IKZF3, FAMA47B,
SLC25A21, ARIH1, LGI4, MFAPS5, NTAN1, C120rf4, rs37535, MOB4,
CLEC3B, NDUFC1, ARL2BP, KIF2A, ZNF79, ARLG6IP6, RARB,
CCDC18, COG3, MAFA, CBFA2T2, UGT2B4, NAALADL2, UTP14C,
FUBP1, CT45A2, TNFSF12, PBX1, ALPP, ASH1L, RDH8, PHACTR1,
GPR132, ATP1A1, MTSS1L, PLXNB3, ACVR2A, ANKRD52, MYOD1,
SLC39A12, GNAO1, PFKL, TEX13B, AURKB, FAM189B, PRPF39,
PROX1, rs6074704, TIPIN, CCDC6, SLC17A9, TOR1AIP1, FOXL1,
ADGRGH4, BCKDK, CGB3, PFKFB1, POC1A, RAD1, NTM, PHYKPL,
GDF2, PCBP3, CHAMP1, TM4SF20, GALNT17, OR13H1, LARGE2,
HAGH, VSIG1, CNDP2, ITGB1, BVES, DSTYK, CSPP1, CYB5R4,
LRBA, LMAN2L, C1GALT1C1, DSE, FHIT, NFKBIZ, CREB3, ZNF157,
GRIA1, SPDL1, FAM81B, ASPSCR1, CCDC90B, MAP1A, EME2,
WNT9A, HAS2, CD200, MARCH3, RUNX1T1, DKK4, SMCHD1,
RRAS, ZFPL1, BCAS2, FMOD, LUZP2, KCNAB1, BMS1, MXRAS,
BPIFB6, NFATC3, POFUT2, GNG2, SELENOS, BCL6, GAL3ST1,
MDH2, TXNL4A, RAB25, CRAT, SLC7A11, ZNF780B, VPS53, SPERT,
NAA15, BLOC1S5, ASB1, MCTP2, TMEMS, CERS3, PLS3, FIGN,
RPL24, PWWP2A, FAM120A0S, ARID2, CALM2, GYG2, PARS2,
CTSF, GNA13, B4GALT4, FBX025, PDK4, GFRA2, NNMT, POLD4,
EPHB1, DLL4, UBE2T, POGLUT1, SMARCA1, RECQL5, SSR4,
NR2F2, FHOD3, PRDM1, TNRC6B, RERE, PTDSS1, CACNA2D2,
FKBPS8, POT1, KIAA1109, COX6A1, B3GALT2, CCT7, EEF1A2,
rs9388856, HACD1, HERC1, FAM111A, SLA2, HOXB1, INPPS5K,
CASQ1, INPPL1, BUB3, VIL1, CCDC107, CDC27, CNN2, WNT1, DBP,
ZC4H2, KDM5B, ME2, H3F3A, rs12682834, NECTIN1, CGNL1,
CLEC4D, ZNF44, EFNA5, NXN, ADA2, IGF2BP2, CENPE, ZICS5,
CYP3A7-CYP3A51P, CNTLN, METTL14, SASH1, IL17RD, PHCT1,
PRAG1, ELOA, NGEF, ZNF582, STK36, MAPK1, HNRNPA2B1,
RNF216, GADD45A, SBF1, POSTN, RCHY1, PPP3R1, TACCS,
UGGT2, SEM1, DMXL2, STIM2, UBE3B, IQCE, PPP2R5B, SPOP,
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OSGIN1, LINS1, IKBKB, TCL1A, ENOX1, DOK1, B4GALNT3, PGAP1,
NECAP1, POLR2F, ST6GALNAC4, DCLRE1A, RIOK2, PDLIM4,
CCNQ, CCPG1, DCBLD1, P3H2, VPS37A, CFL1, OR10V1, PIGQ,
NISCH, TENM3, LINGO2, ZNF408, AMBN, CEMIP, SLC35A2, CD74,
CTPS1, SYNCRIP, ESS2, KCNJ12, ATP5J, NLRP11, CHRNB3, PID1,
TAAR2, RFC1, TRNT1, KIF1BP, MAP2K7, ANKRD44, KIF27,
TMEM38B, SMPD3, NFE2L1, GRID2, ZNF423, CHST7, TBX18, RGL2,
UTP6, SUZ12, EXTL2, MACC1, CEP19, ELOA3, WWC3, GALNT14,
RAB34, TRIM28, POLE4, FGF5, IFNL4, GUCY2F, ERLIN1, CHCHD10,
ST3GAL4, DCPS, NFS1, CRMP1, TIMELESS, NUP107, DDX10,
MAPRE2, CSNK1G1, RPA3, NLRP4, FGF16, IFT27, DDX59, FLRTS3,
SEZ6L, NDUFB11, OSBPL2, TBC1D7, VPS54, PRMT9, KANK2,
SPP2, ALDH1A3, SPAG1, PPP6C, PRIMPOL, SUCO, GTF2l, KCNNZ2,
BRD2, DGKE, DNAH3, SSPN, SPSB1, ALG5, MESD, DOK2, GALNTS,
WDR48, DCAKD, TRAK1, FSBP, EIF4H, DLC1, ACP6, SPRY4, RORC,
BOC, MANSC1, STX1B, KPTN, FBX038, LDB1, HDGFL2, GABBR2,
RNF8, SLCO5A1, FCER1G, SNTB1, APEX2, SHOX2, RADS54L2,
CPT1C, ARMCS5, UBTF, POLD3, TXLNB, POU2F1, COX7C, ERRFI1,
MLLT11, ELK3, FAM111B, B4GALTS5, TTLL5, MMP19, FBXO28,
CLEC10A, INO80, HAP1, B4GALNT2, COL27A1, CCDC78, KDSR,
MCMS, OLIG2, LACTB, MID2, CCDC148, ANKS3, PCSK7, HNRNPAT,
ZC3H12B, OTOG, ERCC6L2, EPHB4, REEP2, ERC1, VPS45,
USP27X, APC2, SLC6A17, STT3B, ZBTB17, B3GNT2, FNBP1,
S1PR3, ABHD1, ACTR3C, CDYL, OR52H1, CLPB, ZPLD1, PRTG,
TLX3, RCBTB1, SEPT14, FAN1, MED20, DGAT2L6, CTNND2,
ANXA1, GUCY1A3, RBFOX3, UTP4, UGGT1, KRTAP9-3, PLCB?2,
TIA1, HLTF, HMGB3, HMG20B, NUP214, MAGEC3, PRAM1, GPR101,
B4GALNT4, RC3H1, MDGA2, RFC3, NSD2, MRI1, CROCC, SMIMS3,
SLC22A18, MANBAL, PIGZ, RMDN2, CLCN6, CYP2U1, SEPTS,
MEOX1, DACH1, CMIP, CARD11, ATP5I, APOL6, PLK1, DABIT,
ST3GAL1, DDX47, P3H1, DVL2, DPP4, ZNF141, IKZF1, SLC26AS8,
HIST2H4A, SNTG1, KCNA2, PCYT1A, XIRP1, THOC2, CYFIP1,
COL15A1, CACHD1, EXOC6B, VAMP1, FRRS1L, RIC1, ARNT,
MARK1, UBA7, PRPF19, RPA2, REST, CEP170B, MGATS5, IGSF1,
FEM1B, TLX2, POLM, ATP5B, POLR2I, NUDT7, rs2988039, NDST4,
TSEN15, SDHAF3, CELF6, COL21A1, E2F1, CLP1, CDC25C, CDH2,
ACP2, COX7B2, PRAF2, CDX2, LRRC69, TENM2, CAVIN1, MTMRS,
TANC1, CACNA1B, SERPINB7, TRH, SLC1A5, ANKS6, C150rf62,
CACNG4, ZNF407, SUN1, RPSA, ZP1, STBD1, CXCL8, MGATS5B,
DNAJC3, HOXA3, CRY1, PBRM1, RNF20, PIM1, BRF1, FSTLA4,
PAXIP1, COG2, PNLIP, CDCA7L, MTOR, KCNB2, TENM1, SNRPE,
C4orf19, SLC27A1, OAS3, CDK6, P2RY1, RAB27B, SNAP25, KLLN,
ZXDA, LRRC29, MYOF, TMTC3, LCK, AFF4, DEFB124, CRB2,
UQCRFS1, ST8SIA1, CLDN23, SELENOF, RSPH1, NALCN, KCNE5,
SMOX, COPS2, RHBDD2, NCAPG2, PCNA, LMO2, PDPR, B4GALTS,
DOLPP1, B4GALT2, SLC38A8, MYCT1, ETV4, CENPS, ALDH1B1,
POMK, ARMC4, NICN1, BABAM1, MEGF8, REV1, TRMT44, SALL2,
DHTKD1, CRIM1, rs2583136, TULP4, GABARAPL1, IL15, TECPR?2,
PLEKHA1, LAT2, PKNOX1, NSD3, ABCB5, GALNT7, MANZ2A1,
SPECC1, VDAC1, TJP1, ZNF599, OR5H6, DEF6, JCAD, LRRTM1,
TADA2A, KAT6A, GOPC, SLC35F3, TYRO3, SNX14, CUX2,
CCDC151, EXOSC5, CEP89, COA1, CCDC62, ZNF292, ARNTL,
RAPGEF4, ZNF813, CTCF, COASY, CCND3, DOTI1L, CLASP2,
PDE1A, PBX3, TFG, CCDC114, FOXK1, ADGRA2, EMX1, B3GAT2,
ANGPT2, THSD7B, DYRK1B, DUOX1, EIF4B, C2CD5, PSMA4, ARSI,
STK11IP, ZNF45, ZBTB42, CCNO, ST3GAL2, OGT, CAMKMT,
PDGFRL, ASXL3, TREX2, MFAP4, SCAPER, DENNDS5A, RARA,
SS18, TAF6, DLG2, PPP1R12B, DPP3, TUBB2A, DAB2, RBCKI1,
STARDG6, NCKAP5, PLXNA2, MN1, STXBP5L, GPR37, EBF4, OR2J3,
CSTF2, DRC1, INHBA, ATP50, KNL1, DYNAP, DENR, CD80,

- 170 -



DDRGK1, KLF8, EPB41L2, PIWIL4, RAP1B, ADAMTS1, PRKGT,
RASGRP1, ELAVL4, CDH9, PPM1B, NFIB, MBD6, CAPRIN1, ACKR1,
GUCY1A2, FNBP4, SLC35D3, MXI1, SBK3, EXPH5, MAG,
SERPINB4, KMT5B, ZNF451, RTTN, NIN, DDIT3, GPR152, GALNTLS,
MCM9, CYS1, JUNB, ZKSCANS5, CACNG3, TET2, EPG5, PTHZ2R,
RAB29, ST8SIA3, MDK, PRKD1, MICALCL, CALCRL, SLC22A25,
BCL2L1, MAPK3, JARID2, USP34, KIAA1549, CHIC2, MICAL3, SSX1,
SLC9A1, GATAS5, SORD, ST6GAL2, KIF1C, TMEM231, CABP2,
POLN, SEMA3D, AP3D1, PRKACG, SERHL2, KLHL40, FGFR10P,
MINDY?2, HSF1, LAS1L, FAT3, POLR2H, PET100, PCDHA3, DSGS3,
MGATA4A, STK35, DKK1, CCNH, AAGAB, CAPN5, KCNH5, MRPS2,
RAD17, INPP5D, ARID4A, ST6GALNACG6, LECT2, SRSF2, TCFS3,
B4GALT3, SMC5, SLC13A5, BACH1, STAT2, ACTG2, REL, EWSR1,
CHRD, LRRFIP2, KLC1, NT5C2, PDK1, IFNA1, MTSS1, CDK5, PADI6,
HMMR, CUL2, HEY2, GCG, ARHGDIA, HDHDS5, CDK19, AUP1,
CETN2, UNC13C, CCND2, CUL4A, PCP4, RIMS2, SYT17, PLD3,
SLC6A9, POFUT1, CHSY3, EFCAB13, RTL4, NNT, ALG10, SIK3,
SNRPB, ELP1, SS18L1, TIMM21, BCL3, SOX11, C30rf35, DUSP15,
CLIP1, ATP5C1, C2orf42, SEMASA, C1orf127, FAM9C, HEPACAM?2,
NUMA1, STAC3, CPXCR1, CCDC198, GMPS, GPT2, RIPOR2, TRIT1,
CTNNA2, NUDT15, RBFA, ARAF, B3GALNT2, IFNB1, ING1, ETVE,
GATAD2B, CRYGA, CCL3, ALKBH3, NANOS1, KDM3A, RPS14,
APBB1IP, TBC1D9, LGR4, PGM3, MYH7B, DNAAF4, ZMYMS6,
ZNF683, ADGRAS3, ZNF33A, RNF128, GCNT1, OR51G1, NCOA4,
POC1B, FKBP1A, AMD1, PRKCA, TRIB2, COL6A6, TNS2, MAT2A,
TUBB4A, RNF6, BOLA2B, WDR93, RUBCN, GRIA2, WDR66, DAZ4,
RETREG1, PHF21A, ATP5G1, DNAJC13, USP3, FLRT1, HDACS,
SPART, PLSCR3, XPO5, TOP1, RPS27

GPR98, FAM134B, KIAA1199, KIAA1033, SGK110, WHSC1, PTRF,
SPG20, SUV420H1, WDR65, IL8, MFI2, PARK2, GYLTL1B, IKBKAP,
HMHA1, PAK7, CGB, KIAA1377, VIMP, GPR56, DGCR14, CIRH1A,
KIAA1462, KIAA1432, KIAA1279, KIAA2022, RAB7L1, MURC,
DFNB59, LEPRE1, UFDI1L, KIAA0196, LINS, GTDC2, DFNB31,

78  DARC, DFNAS5, BCMO1, SHFM1, DYX1C1, FAM58A, SEPN1, PYCRL,
C10o0rf11, MESDC2, CYP2D7P1, SETD8, ADC, SEPT15, HSN2, IGKV,
PRSS2, PRMT10, C100rf137, KAL1, KIAA0226, DYX1C1-CCPG1,
LEPREL1, HEATR2, PVRL4, PVRL1, CYP3A5P1, LARGE, KCNETL,
B3GNT1, B3GALTL, C70rf10, ATP5SL, SGK223, SEPP1, GLTSCR1,
CASC5, ADCK3, NAPRT1, SC5DL, PVRL3, ADRBK2

TruSight onef
(not overlapping)

* Mitochondrial Nuclear Gene list (mayocliniclabs.com): AARS2, AASS, ABAT, ABCB7, ACACA,
ACAD9, ACO2, AFG3L2, AGK, AIFM1, ALDH3A2, AMPD1, APOPT1, APTX, ATP5A1, ATPS5E,
ATP5G3, ATPAF2, AUH, BCS1L, BOLA3, C120rf65, CA5A, CHAT, CLPP, COA5, COA6, COQ2,
COQ4, COQ6, COQBA (ADCK3), COQ8B (ADCK4), COQ9, COX10, COX14, COX15, COX20, COX4I2,
COX6B1, COX7B, CYC1, D2HGDH, DARS2, DGUOK, DLAT, DLD, DNA2, DNAJC19, DNM1L, EARS?2,
ELAC2, ETFA, ETFB, ETFDH, ETHE1, FARS2, FASTKD2, FBXL4, FH, FOXRED1, FXN, GAMT,
GARS, GCDH, GFER, GFM1, HARS2, HIBCH, IARS2, IBA57, IDH2, ISCU, L2HGDH, LARS2, LIAS,
LRPPRC, LYRM4, LYRM7, MARS2, MGME1, MICU1, MPC1, MPV17, MRPL3, MRPL44, MRPS16,
MRPS22, MTFMT, MTO1, MTPAP, NDUFA1, NDUFA2, NDUFA9, NDUFA10, NDUFA11, NDUFA12,
NDUFAF1, NDUFAF2, NDUFAF3, NDUFAF4, NDUFAF5, NDUFAF6, NDUFB3, NDUFB9, NDUFS1,
NDUFS2, NDUFS3, NDUFS4, NDUFS6, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1, NDUFV2, NFU1, NUBPL,
OGDH, OPA1, OPA3, OXCT1, PANK2, PC, PCK2, PDHA1, PDHB, PDHX, PDP1, PDSS1, PDSS2,
PNKD, PNPT1, POLG, POLG2, PUS1, RARS2, RMND1, RRM2B, SACS, SARS2, SCO1, SCO2,
SDHAF1, SERAC1, SFXN4, SLC19A3, SLC25A1, SLC25A3, SLC25A4, SLC25A12, SLC25A19,
SLC52A2, SUCLA2, SUCLG1, SUGCT, SURF1, TACO1, TARS2, TAZ, TIMMS8A, TIMM44, TK2,
TMEM126A, TMEM70, TPK1, TRAP1, TRMU, TSFM, TTC19, TUFM, TWNK (C100rf2), TYMP,
UQCRB, UQCRC2, UQCRQ, VARS2, XPNPEP3, YARS2.

T TruSight expanded: https://emea.support.illumina.com/content/dam/illumina-
support/documents/downloads/productfiles/trusight/trusight-one-expanded-gene-list-v3.zip
I TruSight one: https://emea.support.illumina.com/content/dam/illumina-

support/documents/downloads/productfiles/trusight/trusight-one-gene-list-may-2014.zip
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4 Partie 4: Les altérations de I’expression et des
modifications post-transcriptionnelles des enzymes
impliquées dans le métabolisme énergétique et celui des
acides aminés contribuent a la variabilité clinique et
métabolique des erreurs innées du métabolisme de la

cobalamine de type cbl/C/epi-cbIC
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4.1 Conséquences cellulaires d’'un défaut de vitamine B12

4.1.1 Geénéralités

La grande diversité des manifestations cliniques des erreurs innées du métabolisme
de la vitamine B12 trouve en partie son explication dans la complexité du métabolisme
intracellulaire de la vitamine B12 (35), comme nous avons pu I'exposer dans la partie |
de ce travail. De plus, un déficit en vitamine B+ a des effets sur la prolifération ainsi
que sur la différenciation cellulaire ou tissulaire, et sur la réponse au stress via
différentes voies métaboliques. Dans les modeles animaux et cellulaires de déficit en
vitamine B12, il est observé un stress du réticulum endoplasmique. Celui-ci est
conseécutif a une hyperacétylation de HSF1, elle-méme due a une altération de la voie
SIRT1 par une localisation aberrante des protéines de liaison aux ARN ou « RNA
Binding Protein » (RBP) et donc des ARNm par altération de la méthylation et de la
phosphorylation d’'HuR, HhnRNPA1 ou RBM10 (210, 316, 317).

4.1.2 Un déficit en vitamine B12 responsable d’un stress oxydant

4.1.2.1 Généralités sur le stress oxydant

Le stress oxydatif — ou stress oxydant — est un type d’agression de la cellule,
secondaire a la formation de radicaux oxygénés (ROS, reactive oxygen species). Ces
molécules, trés instables, sont cytotoxiques puisqu’elles peuvent oxyder d’autres
molécules en leur soustrayant un électron. En situation physiologique, il existe une
synthése naturelle de ROS, contre laquelle la cellule posséde plusieurs lignes de
défense : des enzymes de type oxydoréductases, des molécules antioxydantes et le
systéme de réparation de 'ADN. Il existe un état d’équilibre, préservé par différentes
voies de signalisation. Le stress oxydant survient quand la quantité de ROS dépasse
les capacités tampons de la cellule (318, 319), malgré I'aide de divers antioxydants
exogenes tels que le sélénium, les vitamines C et E, les flavonoides, les coumarines
et éventuellement la vitamine B12 (320). En cas de stress oxydatif, le surplus de ROS
favorise l'inflammation via des cytokines pro-inflammatoires (321), qui a leur tour
peuvent favoriser la production de ROS (322).

Les ROS peuvent endommager les tissus en altérants les glucides, les
protéines, les lipides et 'ADN (323). La peroxydation lipidique par les ROS est une
conséquence relativement rapide du stress oxydatif. Les principaux produits en aval
de la peroxydation lipidique sont mutagénes (324). Enfin, les ROS peuvent interagir
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avec I'ADN et le modifier, entrainant un arrét de la transcription, des erreurs de
réplication ou une instabilité génomique (320). Dans certaines situations, la cellule a
recours a I'autophagie — c’est-a-dire a la dégradation par la cellule de certains de ses
constituants dans les lysosomes (325). Les dysfonctionnements de I'autophagie sont
associés a la genése de nombreuses situations pathologiques : athérosclérose,
maladies dégénératives, insuffisance rénale, cancer... (326-329). Par ailleurs un
défaut de vitamine B12 est un facteur de risque de développement avec I'apparition de
maladies telles que la schizophrénie, le diabéte de type 2, la maladie d’Alzheimer ou
la maladie de Parkinson (330-333), pour lesquelles le stress oxydant est considéré
comme un élément physiopathologique important (320, 321).

4.1.2.2 Vitamines B2 et stress oxydant

Un déficit en vitamine B12 induit des modifications sur les macromolécules telles que
les acides nucléiques, les protéines et les lipides, méme chez des individus sans
symptémes cliniques (334). Une méta-analyse récente a démontré une association
entre carence en vitamine Bi2 et augmentation des marqueurs associés a une
altération de la stabilité de la myéline et des neurones périphériques, du
fonctionnement mitochondrial et une augmentation du stress oxydant (335).

L’effet anti-oxydant d’'une supplémentation en cyanocobalamine a été démontré
dans des cellules endothéliales aortiques humaines, par observation d’'une diminution
des taux d’ions superoxydes dans le cytosol et les mitochondries (336). Des
expériences dans des cellules neuronales ont corroboré ces résultats (337). La
vitamine B12 a également une action via le cycle du glutathion, par une cascade de
réactions encore mal élucidée (338). La B12 joue un rble dans la modulation
immunitaire, chez des patients ayant la maladie d’Alzheimer. Il a été trouvé un niveau
d'interleukine-6 significativement plus élevé chez les patients ayant un statut B12 bas
par rapport a ceux ayant un statut normal en B2 (339). Des études sur modéle animal
ont également montré une augmentation du facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa)
(340). Ces reésultats suggérent que la vitamine B+2 pourrait protéger contre le stress
oxydatif induit par I'inflammation (de bas grade) en modulant I'expression de cytokines
et de facteurs de croissance, possiblement via la voie Nf-kB (340).

Nous avons également vu précédemment que les folates et la vitamine B12 sont
des éléments nécessaires au métabolisme de I'hnomocystéine. Le déficit en vitamine
B2 réduit la conversion de I'Hcy en méthionine, responsable d'une
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hyperhomocystéinémie, elle méme responsable d’'une augmentation de la production
de ROS (341, 342).

Enfin, en cas de stress oxydant, il est observé une altération de I'absorption de
la cobalamine par la cellule. Cela crée un cycle de rétroaction dans lequel une carence
en B2 provoque un stress oxydatif, qui lui-méme altére 'absorption cellulaire de
vitamine B12 (343) (Figure 31).
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Figure 31. Relation entre déficit en vitamine B12 et stress oxydant (d’aprés van de
Lagemaat and al. Nutrient 2019). Une diminution de la vitamine B12 est responsable
d'un stress oxydatif par augmentation de I'’homocystéine, augmentation de la
production de ROS et par I'existence d’un état inflammatoire.

4.1.2.3 Le stress oxydant dans les erreurs innées du métabolisme de la vitamine
Bi2
Il est donc logique d’observer dans les erreurs innées du métabolisme de la vitamine
B12 une augmentation du stress oxydant, ou de ses conséquences. |l est observé dans
ces pathologies une augmentation de I'expression de la protéine MnSOD, de la forme
phosphorylée de p38 (forme active) et de JNK stress-kinase, le tout aboutissant a une
apoptose des fibroblastes de patients (344-346). De fagon attendue, il est observé une
altération de la voie du glutathion (347). Dans des modeles de déficit en MUT, il est
observé une augmentation importante de la production de ROS et donc un stress
oxydant (348). Dans des modéles de déficit en vitamine B2, il est prouvé qu'il existe
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un stress oxydant et stress du réticulum endoplasmique déclenchée par une
dysfonction de SIRT1 (35).

Dans le cas d’une altération isolée de la méthylmalonyl-CoA mutase (mutations
des génes MMUT, MMAA, MMAB ou MMADHC), il existe une accumulation de
méthylmalonyl-CoA (349, 350). Cette accumulation et les produits qui en découlent
(acide propionique ou acide 2-méthylcitrique), sont responsables d’'une altération de
la respiration mitochondriale et du métabolisme de I'ammoniac (350). Le tout est
responsable d’'une cataplérose du cycle de Krebs (349), par fuite des intermédiaires
métaboliques du cycle. Il est également observé des anomalies structurelles
(morphologie des mitochondries) et fonctionnelles du réseau mitochondrial
responsable d'un dysfonctionnement principalement au niveau d'organes
consommateur d’énergie : le cerveau et les reins. Il en résulte une diminution de la
production d'énergie et une production accrue de ROS dans des cellules rénales (351)
et des fibroblastes de patients MMA (352, 353).

Des dommages irréparables peuvent conduire a I'élimination des mitochondries
endommagées par un processus d’autophagie sélectif appelé mitophagie. Un défaut
de fonctionnement de ce processus, par altération de la voie PINK1 / Parkin, serait
responsable de I'accumulation de mitochondries non fonctionnelles, et a l'origine de
plusieurs manifestations cliniques (36, 354). Le concept de mitophagie et de stress
cellulaire incontrélé consécutifs a l'accumulation de MMA sont conformes aux
observations d’un stress oxydant avec hyperproduction de lipocaline-2 circulante
(LCN2) (351, 352).
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4.1.3 Stress du réticulum endoplasmique causé par une diminution de synthése
de SIRT1

4.1.3.1 Stress du réticulum endoplasmique et Unfolded Protein Response

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite présent dans les cellules eucaryotes.
Il correspond a un vaste réseau en continuité avec la membrane externe du noyau de
la cellule (355). Le RE est responsable de la synthése d’environ un tiers des protéines
au sein des cellules eucaryotes, de leur modification post-traductionnelle, de leur
assemblage en complexe, et de leur acheminement soit dans la cellule, soit dans
I'espace extracellulaire. Initialement dépliées, les protéines vont progressivement
acquérir leur conformation tri-dimensionnelle au sein de la lumiére du RE, gréace a
l'aide de protéines chaperonnes. Le repliement des protéines est un processus
complexe, trés sujet aux erreurs. Ainsi, le maintien d'un protéome sain dépend de
mécanismes de contrdle de la qualité, dont certains opérent au niveau du RE (356).
L'homéostasie du RE est constamment mise au défi pour répondre aux besoins
physiologiques et aux agressions pathologiques, impactant ses différentes fonctions
dans la cellule : réservoir de Ca?*, usine de repliement et d'assemblage des protéines,
site de biosynthése des lipides et des stérols ainsi que plate-forme de signalisation.
Une synthése accrue de protéines ou une perturbation de leur repliement peuvent
entrainer une accumulation de protéines dépliées ou mal repliées dans la lumiere du
RE. Cette situation est appelée « stress du RE » (355).

Pour tenter de répondre a ces situations d’agression, les cellules eucaryotes
ont mis en place plusieurs voies de signalisation permettant de moduler la transcription
des genes, la traduction de 'ARNm et les modifications des protéines, afin de tenter
de restaurer homéostasie protéique. On parle d’'UPR pour Unfolded Protein Response
(Figure 32). L'UPR permet la mise en place de mécanismes adaptatifs pour maintenir
une synthése protéique optimale. Son activation a un impact sur presque tous ses
aspects : synthése, translocation et repliement des protéines, voire mise en place du
processus d’élimination des protéines mal repliées par autophagie (355).
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Figure 32. UPR, les voies de réponse cellulaire au stress du RE (d’aprés Todd and al.
Nature Reviews Immunoly 2008). Il existe trois voies de signalisation : PERK, IRE, ATF6/
PERK est une kinase transmembranaire dont I'extrémité N-terminale est localisée dans la
lumiere du RE. Sous l'effet du stress, on observe une dimérisation de PERK et son
autophosphorylation, permettant son activation. PERK-P va ainsi pouvoir inactiver elF2a par
phosphorylation, inhibant la transcription de la majorité des ARNm et ainsi d’'une part
importante de la synthése protéique. D’autres protéines comme ATF4, un facteur de
transcription, ne sont pas concernées par ce mécanisme. IRE-1 est dimérisée en cas de
stress, ceci permet d’induire I'activité kinase. P-IRE-1 va permettre I'excision de 26 nucléotides
sur ’ARNm codant pour XBP1. Par ce mécanisme proche d'une réaction d’épissage, un
décalage du cadre de lecture est créé, aboutissant a la synthése d’une protéine plus longue
XBP1s. XBP1s va se délocaliser dans le noyau pour y reconnaitre des seéquences ADN
appelées ERSE = "Endoplasmic Reticulum Stress response Element", correspondant a des
séquences promotrices des genes permettant la synthése de molécules chaperonnes.
L’activité endoribonucléase existe quand IRE-1 est activée et permet a I'instar de la voie PERK
de limiter I'entrée de protéines dans le RE en dégradant les ARNm. ATF6 est un facteur de
transcription transmembranaire. En cas de stress, ATF6 va migrer vers I'appareil de Golgi pour
étre hydrolysée par les protéases S1P et S2P, entrainant une dimérisation de I'extrémité N-
terminale d’ATF6 portant l'activité de transcription. Dans le noyau, ATF6 reconnait les
séquences de type ERSE. BiP appartient a la famille des protéines de choc thermique de type
HSP70. Il s’agit d’'un modulateur majeur du réseau de I'UPR en se fixant aux 3 détecteurs
(PERK, IRE-1 et ATF6) et en inhibant leur activation. Elle a également des propriétés anti-
apoptotiques qui sont un atout capital pour la réussite du processus de I'UPR.
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4.1.3.2 Diminution de la synthése de Sirtuin 1 responsable d’une
hyperacétylation d’HSF1

Chez les mammiféres, Sirtuin1 (SIRT1, « Silent mating type Information Regulator Two
homolog 1 ») est une protéine de la famille des Sirtuines (357). Elle est codée par le
géne SIRT1. SIRT1 catalyse la désacétylation de la lysine des histones et d’autres
protéines d’'une maniére NAD* dépendante. (358, 359). SIRT1 joue un réle important
dans la longévité de plusieurs animaux inférieurs comme les vers et les mouches
(360). Elle est localisée dans le cytosol ou le noyau, entre lesquels elle fait la navette
en réponse a différents stimuli environnementaux, physiologiques ou pathologiques,
tel que le stress cellulaire et la dérégulation du métabolisme énergétique (213).

SIRT1 régule le métabolisme énergétique cellulaire par la désacétylation de
facteurs de transcription et de cofacteurs du métabolisme énergétique (360, 361).
Outre son rdle dans le transfert métabolique d'électrons, le NAD™ interfére avec le
métabolisme énergétique, la sécrétion d'insuline et I'adaptation cellulaire au stress
(213, 362).

Dans la cellule, le déficit en vitamine B2 conduit a un stress du RE par
diminution de l'expression de SIRT1 (Figure 33) (213, 316). Le stress du RE est mis
en évidence par une activation de la voie EIF2-a et par l'activation du facteur de
transcription ATF6. Normalement, cette voie de signalisation est associée a une
augmentation de I'expression des protéines de choc thermique (HSP — Heat Shock
Proteins), qui est un processus d’adaptation extrémement rapide au stress (363). Dans
le cas d’un déficit en vitamine B12, la diminution d’expression de SIRT1 est responsable
d’'une diminution de la transcription des HSP via une augmentation de l'acétylation de
HSF1 (Heat Shock Factor 1). Cette altération peut étre corrigée par un activateur
pharmacologique de SIRT1, le SRT1720, corrigeant le stress du RE dans des cellules
neuronales NIE115 (316). Le stress du RE est également augmenté dans les
fibroblastes des patients cb/C, cblG et cbl/G* présentant des troubles héréditaires du
métabolisme cellulaire de la vitamine B12 (317).

Par cette altération de la balance acétylation/désacétylation d'HSF 1, la capacité
de réponse de la cellule au stress du RE est altérée. Ceci est notamment observé par
une diminution de la synthése de HSP70 et HSP27 dans les cellules TO et les
fibroblastes de patients (Figure 33) (316, 364). Cet effet de SIRT1 est démontré par
la correction du stress du RE en cas d’ajout d’'un activateur de SIRT1. L'ajout de
vitamine B2 et de SAM corrige les effets du stress et I'activation de I'apoptose, par
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augmentation de l'expression des chaperons protéiques dans des cellules OT
soumises a la thapsigargine, un puissant stimulateur de stress du RE. Ces données
montrent que la vitamine B4z et la SAM ont une forte influence sur le stress du RE (35).

L’effet pathologique d’'une altération d’expression de SIRT1 va également se
manifester par I'hyperacétylation de PGC-1a (défaut de désacétylation) et par une
anomalie de localisation des RBP.

B12 deficiency

Chaperones (BiP,
Heat Shock Proteins

Figure 33. Influence de la vitamine B4z sur le stress du RE (d’aprés Kosgei and al.
Cells 2020). Le déficit en vitamine B+2 est responsable d’une activation du stress du
RE et d’'une diminution de I'expression des protéines chaperonnes HSP70 et HSP27
par hyperacétylation de HSF1.
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4.1.4 Altération de la voie PGC-1a par une diminution d’expression de SIRT1

Dans des modeles animaux de rats carencés en donneurs de méthyle durant la
grossesse et la période de lactation, il est observé une altération du métabolisme des
acides gras, une diminution d’activité des complexes | et I, une hypertrophie cardiaque
et une stéatose hépatique chez les ratons (365). Ces altérations sont la conséquence
d’'une hyperaceétylation et d’'une hypométhylation de PGC-1a et d’une dissociation du
complexe PGC-1a/PPARa par diminution d'expression de SIRT1 et de la
méthyltransférase PRMT1 (366) (Figure 34). Cette désactivation de PGC-1a est
associée au risque de développement de NASH chez les ratons issus de méres
carencées, mais aussi de troubles neurologiques, par altération des mécanismes de
neuroplasticité (213, 367, 368). Ces troubles de la plasticité sont la conséquence d’'une
diminution d’expression des synapsines (voie ER-a). La désactivation de PGC-1a va
également intervenir sur I'os, par une voie métabolique incluant le récepteur a la

vitamine D (369), aboutissant a une moins bonne qualité de synthése osseuse.

Methyl donor
deficiency
High fat diet A

ﬂpmp AGONS ¢ SRTI > 4 PRMTL

AMPK \ /
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Target Genes.
PPARa, ERRa,
HNF-4a, VDR

Figure 34. Une diminution d’expression de SIRT1 par déficit en donneur de
méthyle ou en cas de régime riche en gras est responsable d’une inactivation de
PGC1a par hyperacétylation (d’aprés Kosgei and al. Cells 2020). SIRT1 régule
PGC1a avec d'autres voies signalétiques que sont PRMT1, AMPK et GCN5 qui
peuvent également étre perturbé dans le cas d’un déficit en cobalamine. PGC1a est
alors inactivé est responsable d’'une diminution d’activation des récepteurs nucléaires
que sont PPARa, ERRa, HNF-4a ou VDR.
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4.1.5 Anomalie de localisation des RNA Binding Protein due a un déficit en

cobalamine

4.1.5.1 Généralités sur les RNA Binding Protein (RBP)

Dans une cellule eucaryote, la premiére étape de I'expression génique est la
transcription de '’ADN en ARNm. Cet ARNm va devoir sortir du noyau pour permettre
la réalisation de la 2° étape de I'expression génique : la traduction de 'TARNm en
protéine. Les RBP sont essentiels a la régulation post-transcriptionnelle des génes. En
effet ils vont avoir une action sur la localisation, la stabilité et la traduction de 'ARNm
cible (370). Elles ont un réle important dans la différenciation tissulaire et le maintien
de 'homéostasie. Chaque RBP peut agir sur des centaines voire des milliers d'ARNm
cibles difféerents. Les RBP dérégulées peuvent donc entrainer divers états
pathologiques (371). Elles ont notamment un réle dans les mécanismes de
tumorigénése (370). Comme expliqué précédemment, la diminution d’expression de

SIRT1 est étroitement liée avec une anomalie de localisation des RBP (35).
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4.1.5.2 Human antigen R (HuR)
L’'un des RBP les plus connus est I'antigéne humain R (HuR), codé par le géne
ELAVL1 (372). HuR est le seul membre de la famille ELAVL a étre exprimé de maniére
ubiquitaire dans tous les tissus humains - les autres (HuB (ELAVL2), HuC (ELAVLJ3)
et HuD (ELAVL4)) sont principalement exprimés dans les cellules neuronales (373).
Par son expression ubiquitaire, HUR est fondamental pour le bon fonctionnement
cellulaire, et un dysfonctionnement d’HuR est associé a différents états pathologiques,
y compris le cancer (374).

L'activité de HuR est régulée par une localisation subcellulaire dynamique (373,
375). Dans des conditions cellulaires physiologiques normales, HuR est
principalement situé dans le noyau. Lors d'une exposition a un stress intrinséque et/ou
extrinséque, HUR peut étre transloqué dans le cytoplasme ou il se stabilise et
augmente la traduction des ARNm cibles (Figure 35) (374).

Hinge/HNS

a Target =
- mRNA

Crystal structure of RRM1 Dynamic HuR nucleocytoplasmic shuttling Crystal structure of two
and RRM2 bound to mRNA (PDB 4ED5) The unstructured hinge region contains the HNS, RRM3 bound to mRNA (PDB 6GD2)
RRM1 and RRM2 are responsible for recognizing ~ HuR?'s localization is largely dependent on post- RRMS3 binds long poly A tails of mRNA
and binding ARE containing mRNA translational modifications within this region and can facilitate adenosyl modifications

Figure 35. Structure et fonction de HuR (d’aprés Schultz and al. Wiley Interdiscip
Rev RNA. 2020).
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4.1.5.3 Effets d’un déficit en vitamine B12 sur les RBP, dont HUR

Une altération de la localisation des RBP a été mise en évidence dans des modéles
cellulaires N1E-115 (neuroblastome de souris), des fibroblastes de patients ayant une
IEM-B12, et un modele animal CD320 KO (souris) (210). De nombreuses autres RBP
sont impactées par les dysfonctions du métabolisme de la vitamine B12, telles que
HuR, hnRNPA1, Y14 ou SRSF1, par anomalie de méthylation et de phosphorylation.
Dans les cellules ayant une carence en vitamine B2, HUR reste en position nucléaire
en situation de stress cellulaire (stress du RE et stress oxydant) alors qu’en temps
normal, HUR permet une réponse de la cellule a I'agression en s’exportant dans le
cytoplasme.

Ce défaut d’exportation vers le cytosol est la conséquence d'un défaut de
méthylation (défaut de SAM et de la protéine méthyltransférase CARM1) ainsi que
d’'une hypophosphorylation de HuR par augmentation de I'activité de PP2A (91). Ces
modifications sont responsables d’une diminution de l'affinité d’HuR pour le récepteur

nucléaire CRM1/exportin (Figure 36).
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Figure 36. Effet d’un déficit en cobalamine sur I’exportation nucléaire de HuR
(d’aprées Battaglia-Hsu and al. Nucleic Acids Research 2018). Dans les cellules ayant
un déficit en vitamine B12, l'interaction PP2A-ELAVL1/HUR empéche les interactions
de ELAVL1/HuR avec les protéines habituelles, dont [1TPP2A/ANP32A, I2PP2A/SET,
APRIL and CRM1, responsable d’un blocage d’exportation depuis le noyau.
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4.1.5.4 L’altération d’HuR entraine la diminution de synthése de la sirtuine
SIRT1

La rétention de HuR au niveau nucléaire est responsable de la séquestration de
differents ARNm, comme celui de SIRT1. Une diminution d’expression de SIRT1 est
responsable d’une non-adaptation de la réponse cellulaire au stress du RE, comme
rapporté précédemment (Figure 37), mais également de la diminution d’expression de
nombreuses protéines impliquées dans le développement cérébral, la neuroplasticité,
la formation de la myéline et le vieillissement dans le modéle cellulaire de carence en
vitamine B12 (210).

Des anomalies similaires sont observées dans les fibroblastes de patients
(317), générant de nombreuses aberrations de ['épissage alternatif (376), un
mécanisme également décrit pour d’autres pathologies tel que I'autisme ou la sclérose
latérale amyotrophique (377, 378). L'analyse de I'expression des génes dans les
fibroblastes de patients affecte principalement les génes impliqués dans le
développement, les pathologies neurologiques, ophtalmologiques et
cardiovasculaires, I'organisation du cytosquelette et la réaction cellulaire au stress.
L’analyse protéomique confirme I'atteinte de ces différents processus (376).

HuR
\/

SIRT1
mRNA HuR

SIRT1 Translation
mRNA

Figure 37. Altération du transfert du mRNA de SIRT1 par hypométhylation et
hypophosphorylation de HuR (d’aprés Kosgei and al. Cells 2020). La carence en
vitamine B12 est responsable d’une localisation aberrante de HUR, une RBP impliquée
dans la réponse au stress du RE. HuR est hypométhylé par défaut de SAM et
déphosphorylé par augmentation de l'activité PP2A. Il en résulte une diminution
d’expression du géne SIRT1, par défaut de transfert du noyau vers le cytosol.
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4.1.6 Conséquences moléculaires, cellulaires et tissulaires

La synthese intra-mitochondriale d’AdoCbl est un élément essentiel et fondamental
dans le processus anaplérotique du cycle de Krebs. Une atteinte exclusive de cette
voie contribue a la mortalité et a la fréquence de décompensations métaboliques
observées.

L’atteinte de la voie de la reméthylation est associée a des anomalies du
développement neurologique ou des troubles hématologiques. L’atteinte phénotypique
s’explique par de nombreuses altérations allant de la régulation de I'expression des
génes a l'altération de I'expression protéique, un état de stress du RE par déséquilibre
de 'état de phosphorylation/acétylation/méthylation de plusieurs protéines dont SIRT1
et PGC-1a. Ces interactions sont resumées dans la Figure 38, et les mécanismes

cellulaires a leur origine ont été brievement expliqués préecédemment.
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Figure 38. Conséquences physiopathologiques d’un déficit de méthionine
synthase dans les erreurs innées du métabolisme de la vitamine B4, (d’aprés
Guéant and al. Critical reviews in biochemistry and molecular biology 2022).

Le déficit en vitamine B2 et I’hyperhomocystéinémie sont responsables d’un stress
oxydant, qui couplé a une diminution de la synthése de SAM sont la cause d’un stress
du RE, dune diminution d’expression de SIRT1 et dun déséquilibre
phosphorylation/acétylation/méthylation des RBP et de PGC-1a.. Au total il est observé
une altération de la prolifération et de la différentiation cellulaire, de la neuroplasticité
et du métabolisme énergétique.
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4.1.6.1 Effets sur les génes : méthylation de ’ADN

Nous avons déja expliqué le principe de méthylation, qui correspond au transfert d’'un
groupement méthyle (379). La S-adénosyl-méthyltransférase (MAT) catalyse le
transfert du groupement adénosyle d’'une molécule d’ATP vers une molécule de
méthionine pour former une molécule de SAM. La SAM est principalement synthétisée
dans le foie. Il existe trois isoformes de MAT (193). Le transfert du groupement méthyle
est nécessaire pour permettre la méthylation de ’ADN au niveau d'un ilot CpG. Cette
réaction génére une molécule de S-adénosyl-homocystéine (SAH) ayant un effet
d’inhibiteur allostérique sur différentes méthyltransférases (380). La ratio SAM/SAH
est un indicateur de la capacité de méthylation de la cellule (35).

N’importe quelle altération sur le métabolisme des monocarbones, qu’elle soit
d’origine nutritionnelle, métabolique ou génétique est responsable de modifications
épigénétiques et donc d’'une modification de I'expression génique. La SAH est
rapidement dégradée en homocystéine et adénosine permettant de réguler le ratio
SAM/SAH au sein de la cellule. Néanmoins en cas d’hyperhomocystéinémie par
exemple, la SAH s’accumule, déséquilibrant la balance SAM/SAH (381).
L’hyperhomocystéinémie est associée a une perturbation des mécanismes de contrdle
du process de méthylation de 'ADN et des histones (382).

Il existe peu de données dans la littérature sur les modifications épigénétiques
qui résultent d’un déficit en vitamine B12. Il faut néanmoins souligner I'existence d’un
modéle de souris sur-exprimant la protéine 5-LO (5-lipoxygenase), enzyme du
meétabolisme de I'acide arachidonique, qui en cas de déficit en vitamine B12 et en folate
présente une diminution trés importante de I'expression cérébrale des enzymes
DNMT1, DNMT3A et DNMT3B permettant la méthylation de novo de 'ADN (383).
Dans un autre modéle (souris Mtrr), il est observé un retard de croissance intra-utérin
et des malformations congénitales (384). Les modifications de marques épigénétiques
sur 'ADN sont limitées au niveau hépatique et utérin : il n’en est pas noté au niveau
cérébral. De plus les modifications significatives touchent un nombre limité de
processus cellulaires (222). L'’ensemble de ces données sont en faveur d’un impact
limité d’'un déficit en cobalamine sur les modifications épigénétiques au niveau de
I’ADN.
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4.1.6.2 Effets sur la synthése protéique
Il existe peu de données dans la littérature sur I'effet d’un déficit de la vitamine B12 sur
la synthése protéique dans son ensemble. Néanmoins, dans des cellules de patients
cblC, il a été observé une diminution significative de la synthése de protéines
associées a des pathologies neurologiques, musculaires et cardiovasculaires. Une
supplémentation en hydroxocobalamine n’a pas permis de corriger cet effet par rapport
au groupe contrdle (385). Dans des lymphocytes de patients cb/C il a été observé une
altération de la synthése protéique dans les voies du glutathion, du métabolisme
énergétique, de I'organisation du cytosquelette et le transport intracellulaire (386). Ce
n‘est que trés récemment qu’'une analyse protéomique sur des fibroblastes a été
réalisé, permettant d’'observer des modifications de synthese protéique en lien avec le
fonctionnement mitochondrial, mais aussi des pathologies neurologiques, hépatiques
et métaboliques (376).

Il estintéressant de noter une certaine homogénéité dans les process impactés,

soulignant I'atteinte ubiquitaire d’'un défaut de la vitamine B+2 sur la synthése protéique.

4.1.6.3 Effet sur les modifications post-traductionnelles (PTM)

4.1.6.3.1 Homocystéinylation des protéines

L’accumulation d’homocystéine est responsable de 2 effets biochimiques : la premiére,
réversible, est la S-homocystéinylation des résidus cystéines ; la deuxiéme, est la N-
homocystéinylation des résidus lysines par I’homocystéine-thiolactone, produite par la
méthionine tRNA synthétase (MARS) (387, 388). La N-homocystéinylation n’est pas
effectuée par une réaction enzymatique, mais est due a la formation d’'une liaison
amine entre une homocystéine-thiolactone et un groupement lysine. Les protéines
ayant de nombreux résidus lysines sont plus susceptibles d’étre sujet a cette PTM. On
peut évoquer les lipoprotéines, I'albumine, I'hémoglobine, le cytochrome C ou la
ferritine (389). La formation d’homocystéine-thiolactone est observée en cas de niveau
élevée d’homocystéine au niveau intracellulaire. La N-homocystéinylation a des effets
importants sur les protéines, en modifiant leur conformation tri-dimensionnelle et en
modifiant leur activité (390). Elle est donc responsable d’une activation de la réponse
UPR et d’'une augmentation du stress du RE (391). L’effet de la N-homocystéinylation
a été évalué dans des déficits dus a des variants sur MTHFR ou CBS, mais tres peu

dans le cas d’anomalie du métabolisme de la vitamine B12 (389).
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L’effet de la N-homocystéinylation a été évalué dans un modéle animal de rat,
dont les méres étaient carencées en vitamine B2 pendant la grossesse et pendant la
lactation. Il a été observé une augmentation de 'homocystéinylation des protéines
Tau, MAP1 et MAP4, ainsi que leur accumulation durant la vie de l'individu. Ce procédé
était observé malgré un régime normal et une concentration plasmatique
d’homocystéine normale. Elle est due a une augmentation d’expression de MARS au
niveau céerébral (214). Elle est responsable d’'une dégradation des fonctions cognitives
et pourrait avoir un effet sur la plasticité synaptique. Les rats aprés 400 jours de vie
avaient également un remodelage aortique avec une fibrose étendue et une anomalie

sur I'élastine (392).

4.1.6.3.2 Hypermalonylation/méthylmalonylation des protéines

Dans un modéle animal de souris Mmut” il a été observé des PTM a type de
propionylation et de malonyl/méthylmalonylation par rapport aux témoins
hétérozygotes de la méme portée. |l n’était en revanche observé ni modification
significative de la succinylation, ni de I'acétylation (44). Les extraits hépatiques de
patients atteints de MMA présentaient la méme hypermalonylation/méthylmalonylation
et propionylation par rapport aux témoins, indiquant que ces PTM sont spécifiques a
I'accumulation de MMA (393).

Dans les souris, il est rapporté un grand nombre d’enzymes avec un profil
d’hypermalonylation/méthylmalonylation, notamment sur le cycle de l'urée, de la
synthése d’arginine, la décarboxylation de la glycine, ainsi que des réaction d’oxydo-
réduction (393). Cette modification post-transcriptionnelle permettrait d’expliquer
I'hyperglycinémie observée dans les aciduries organiques, par
hyperméthylmalonylation de la GCSH, enzyme centrale du systéme de clivage de la
glycine.

Cette modification post-transcriptionnelle est a mettre en lien avec un défaut
d’expression de SIRT5, membre de la famille des sirtuines, principalement exprimée
dans les mitochondries. Elle a par ailleurs une action régulatrice sur 'enzyme CPS1
(Carbamoyl phosphate synthetase 1) (394).
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4.1.6.4 Conséquences sur la prolifération cellulaire
Nous avons expose différents mécanismes moléculaires qui sont la conséquence d’un
déficit en vitamine B2 : stress du RE, modifications épigénétiques, épissage alternatif,
homocystéinylation, et autres. Ces différentes altérations sont étroitement associées
a un déficit de disponibilité du MeTHF et donc a l'altération de la synthése de bases
puriques et pyrimidiques (395). Ces éléments sont nécessaires a la prolifération de
tissus a haut index de prolifération (40), et donc en partie responsable des troubles
observés : anémie et atrophie des muqueuses.

Le déficit en vitamine B12 diminue la capacité de prolifération cellulaire et de
différenciation dans différents modéles expérimentaux. Ainsi dans deux modéles
expérimentaux de cancer, la privation de vitamine B12 était associée a une diminution

de la prolifération cellulaire (91, 93).
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4.1.7 Effets d’une carence en vitamine B12 sur le développement in utéro

4.1.7.1 Fetal programming

Le « fetal programming » est une hypothése selon laquelle une grossesse incidentée
par un trouble nutritionnel, endocrinien ou métabolique pourrait &tre responsable d’une
adaptation prédisposant lindividu a naitre a des pathologies cardiovasculaires,
métaboliques et endocriniennes durant sa vie (396). Nous avons évoqué dans la
premiére partie de ce travail, I'importance de la supplémentation en folates et les
recommandations des sociétés savantes afin de limiter leurs conséquences sur le
développement in utéro. En Amérique du Nord, I'enrichissement des céréales en
folates a réecemment soulevé le débat d’effets secondaires, notamment en cas de
déficit en vitamine B2 (397). Celui-ci ne fait que renforcer le réle prépondérant de
vitamine B2 durant les premiéres étapes du développement (35).

L’étude « Pune Maternal Nutrition Study » a prouvé qu’une carence en
cobalamine durant le premier trimestre de grossesse était associée a une plus grande
prévalence d'obésité centrale ainsi qu’a une insulino-résistance chez les enfants de
I'age de 6 ans, d’autant plus important que le statut maternel en folate est élevé (398,
399). Par ailleurs, un taux de vitamine B12 bas, un statut élevé en folate érythrocytaire
ainsi qu’un niveau élevé de MMA était prédicteur de l'existence d’'un syndrome
métabolique et d’insulino-résistance (35). Le risque le plus élevé est observé en cas
d’association d’un statut en folate trés élevé associé a un statut en vitamine B12 bas
ou associé a un taux élevé de MMA (400).

Il a également été mis en évidence un lien entre déficit en vitamine B12, obésité
et diabéte gestationnel (401). La combinaison d’un statut maternel carencé en vitamine
B12 et élevé en folate, associé a un régime alimentaire riche en glucide et pauvre en
protéine chez les enfants, semble étre en partie responsable de 'augmentation de la
prévalence du diabéte dans le sous-continent indien.

Ces études trouvent écho aux altérations sur les voies de SIRT1 ou PGC-1a

ainsi que la perturbation du métabolisme mitochondrial (35).
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4.1.7.2 Anomalie de développement embryonnaire

L’anomalie de développement la plus connue dans les pathologies des monocarbones
est 'anomalie de fermeture du tube neural. Il s’agit du résultat d’'un processus
complexe, a l'intersection de facteurs génétiques, nutritionnels et environnementaux
(288). Le rdle de la vitamine B12 dans I'embryogénése du tube neural est probablement
sous-estimé (402). Difféerents polymorphismes sur les génes MTR, MTRR ou TCNZ2
ont été incriminé dans la genése d’anomalies de fermeture du tube neural (402-405).
Plus réecemment, 'analyse des concentrations en folates, en vitamine B12, mais aussi
des activités enzymatiques et des variants génétiques provenant de sang de cordon
de foetus avec une anomalie de fermeture du tube neural a permis de mettre en
évidence la présence d’un déficit en vitamine B12 ainsi qu'une diminution de I'activite,
du transcrit et de I'expression de méthionine synthase chez les foetus ayant une
anomalie de fermeture du tube neural (406). Le taux de SAM était corrélé a 'activité
de la MS, et plusieurs variants sur le géne GIF ont été identifié. L’ensemble de ces
données soulignent Ilimportance de la vitamine Bi2 dans les processus
d’embryogénése du tube neural.

Il est également observé dans les anomalies du métabolisme de la vitamine B12
un risque de cardiopathie congénitale. Le polymorphisme génétique des genes MTR
et MTRR a été associé a un risque de malformation cardiaque (407-409). Il a été
rapporté des cas de dysplasie de la valve pulmonaire ou de la valve mitrale, de
communication intra-ventriculaire, de communication inter-atriale, de non-compaction

du ventricule droit (139), mais aussi de cardiomyopathies foetales (410).
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41.8 Apport des sciences omiques dans la compréhension
physiopathologique.

Le XXe siécle a été riche en découvertes dans le domaine de la biologie. La
découverte de la double hélice d’ADN par Watson et Crick en 1953 a ouvert 'aire de
la génétique (411), rendu plus accessible par la mise au point de la Polymerase Chaine
Reaction (PCR) par Mullis en 1988 (412). Les sciences dites « omiques » sont
constituées par plusieurs branches de la biologie moléculaire qui ont pour objectif la
caractérisation et la quantification de pools de molécules pour comprendre la structure,
la fonction et la dynamique d'un ou plusieurs organismes, a un instant donné, ceci
ayant souvent pour objectif de décrire ou comprendre un phénotype et de comprendre
les mécanismes physiopathologiques sous-jacents.

On distingue parmi d’autres branches : la génomique, la transcriptomique, la
protéomique et la métabolomique (Figure 39). L'association de ces techniques en plus
de permettre une meilleure compréhension de la physiopathologie, offre des
biomarqueurs ou des perspectives thérapeutiques nouvelles.

High-throughput array and sequence

High-resolution mass spectrometry

DNA sequencing Microarray Protein sequence HR-MS
Genome editing RNA-sequencing HR-MS MS/MS
DNA profiling

DNA RNA Protein Metabolite

Genomics Transcriptomics Proteomics Metabolomics

Figure 39. Application des méthodes a haut débit et & haute résolution dans le
domaine des sciences omiques (d’apres Khan and al. Journal of Applied Bioanalysis
2020).
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4.1.8.1 Génomique

La génomique correspond a I'étude de I'ensemble du génome d’un organisme, c’est-
a-dire 'ensemble des informations héréditaires nécessaires a son développement et
a son fonctionnement (413). Le premier organisme pour lequel I'étude du génome a
été réalisé est Haemophilus influenzae, dans les années 1990 (414). Le projet de
réaliser la cartographique de I'ensemble du génome humain date de 1984, grace a
'avénement des techniques a haut débit que nous avons détaillé dans la IlI® partie de
ce travail. Le premier chromosome humain entierement séquencé, en 1999, est le
chromosome 22, choisi pour sa petite taille et son role dans de nombreuses maladies.
Le premier séquencage du génome humain a pris 12 ans et cotté prés de 3 milliards
de dollars (415). L'effort a impliqué des centaines de chercheurs a travers le monde et
a été un tour de force de la technologie de séquencage Sanger de « premiére
génération ». Cette technique de séquencage est totalement inadaptée a la tache de
séquencer le génome de millions de patients rapidement et a moindre codt (251).
L’intégralité du génome de Homo neanderthalensis a été rendu public en 2013 (416).
La génomique, premiére des sciences omiques, a été a la base du développement de
thérapies innovantes et notamment de thérapie génique (417).

4.1.8.2 Transcriptomique

La transcriptomique regroupe I'ensemble des éléments transcrits dans la cellule, a
savoir les ARNm, les ARNnc et les petits ARN. Elle permet d’identifier la quantité
d’ARN issue de la transcription du génome, a des moments différents de la vie d’'une
cellule, ainsi que sa localisation au sein de la cellule.

Les premiéres analyses de transcriptomique ont été réalisé par une technique
de balises de séquence exprimée (appelé EST, Expressed Sequence Tag), ainsi que
par la techniqgue SAGE (Serial Analysis of Gene Expression). Ces techniques
fastidieuses passaient par lisolation de la séquence d’ARN recherchée, puis la
production du brin d’ADN complémentaire (418, 419). La transcriptomique a connu un
bon en avant avec I'arrivée des techniques contemporaines appelées « microarray »
(420), basées sur les mémes techniques que préecédemment, mais dont la principale
limite était de ne pouvoir rechercher que des séquences connues. Ces puces
permettent une analyse a haut débit, donnant une information quantitative et
qualitative utile, notamment utilisée en pratique courante pour la recherche d’ARN viral

dans les fluides biologiques (421).
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La derniére étape dans I'analyse du transcriptome est I'avénement du RNA Seq,
permettant le séquencage de I'ensemble de ’ARN d’une cellule de maniere aléatoire
(422). Certains protocoles permettent I'analyse uniquement de ’ARNm, ou d’étudier
les ARNNnc présents dans la cellule, enfin d’autres permettent d’isoler les ARN
nucléaires (423). Cette technique de haut débit est extrémement informative sur la

production d’ARN par une cellule ou un tissu a un instant donné.

4.1.8.3 Protéomique

La protéomique est I'étude de I'ensemble des protéines d'une cellule, d'un organite,
d'un tissu, d'un organe ou d'un organisme a un moment donné et dans des conditions
données (424). Elle permet d’informer sur plusieurs pans de I'expression protéique :
la protéomique structurelle, qui s’intéresse a la structure primaire, secondaire et
tertiaire des protéines et la protéomique fonctionnelle qui étudie I'expression des
protéines au niveau cellulaire, les modifications des protéines et leurs interactions
permettant une meilleure compréhension des maladies (425). Différentes techniques
permettent a présent une analyse exhaustive des protéines : I'analyse par rayons X,
la spectrométrie par RMN ou la spectrométrie de masse, la chromatographie Liquide
Haute Performance ou I'électrophorése bidimentionnelle SDS-PAGE (Electrophorése
sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium) (426). Elles ont
permis de générer un grand nombre de données dont I'analyse informatique par

biostatistique est complexe.

4.1.8.4 Métabolomique

Le métabolome est I'étude de I'ensemble des métabolites dans un liquide biologique
ou un tissu a un instant donné. Il comprend I'étude des petites molécules produites par
le métabolisme intermédiaire ou les hormones (427). Le métabolome est un ensemble
complexe et dynamique, les métabolites étant perpétuellement synthétisés, dégradeés
ou utilisés. L’approche peut étre ciblée ou non, si 'on va analyser un certain nombre
de métabolites en regard d’une problématique donnée (428). Une attention particuliére
est nécessaire pour I'extraction et le stockage des échantillons pour ne pas dégrader
les métabolites d’intérét. Les métabolites sont un élément intéressant et important,
permettant de se rapprocher du phénotype présenté par un patient, et de mieux
comprendre les mécanismes de la maladie (429, 430).
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4.2 Objectifs de I’étude n°3

Les mécanismes a l'origine de la grande variabilité des manifestations cliniques dans
les erreurs innées du métabolisme de la vitamine B12 sont partiellement élucidés. |l a
été montré dans des modéles cellulaires et animaux I'existence d’un stress oxydant et
un stress du réticulum endoplasmique. La diminution d’activité de la MS est par ailleurs
associée a une diminution d’expression de SIRT1, par altération du transport nucléo-
cytoplasmique des RNA binding protein comme HuR. Le défaut de localisation des
RNA binding protein est également responsable d’une altération d’expression des
génes impliqués dans le métabolisme énergétique, la neuroplasticité et le
développement cérébral (43). L’altération de la synthese de SAM et des activités
sirtuines ont un effet sur le fonctionnement mitochondrial via [l'inactivation de
récepteurs nucléaires (PPAR-a, ER-a, ERR-a, et HNF-4a) ou de co-activateurs (PGC-
1a). Dans les acidémies méthylmaloniques isolées, I'accumulation d’acides
organiques tel que l'acide méthylmalonique est associé a des modifications de la
structure mitochondriale, mais aussi du fonctionnement énergétique par cataplérose
du cycle de Krebs. Il est aussi noté des PTM sur des protéines impliquées dans des
voies métaboliques cruciales (349, 350, 431).

Par une analyse multi-omique, nous évaluerons I'effet d’'un déficit génétique du
métabolisme de la vitamine B2 de type cb/C sur des enzymes clés d’autres voies
métaboliques. Ainsi, une altération fonctionnelle d’autres voies métaboliques pourrait
participer a I'explication de la grande variabilité clinique présentée par les patients
ayant un déficit de la vitamine B2, telle que rapportée par notre méta-analyse (l1¢ partie
de mon travail de thése).
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4.3 Introduction de I’étude n°3

Chez 'homme, la vitamine B12 (cobalamine, Cbl) est le cofacteur de deux enzymes, la
méthionine synthase (MS, codée par le géne MTR) et la méthylmalonyl-CoA mutase
(MUT, codée par le géne MMUT) (395). La MS a besoin de méthylcobalamine (MeCbl)
et de méthyltétrahydrofolate (MeTHF) pour la reméthylation de I'homocystéine en
méthionine. La MS réductase (MSR, codée par MTRR) maintient I'activité de la MS
par la réactivation de la cobalamine lorsque celle-ci s’'oxyde (43). La MUT nécessite
comme cofacteur I'adénosylcobalamine (AdoCbl) pour catalyser la conversion de la L-
méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA. Les erreurs innées du métabolisme de la Cbl
(IECM) résultent d’'un déficit d'une enzyme nécessaire au transport ou a la
transformation de la Cbl en ces deux formes actives. Elles sont généralement classées
en groupes cblA-J.

Les IECM responsables d’'une diminution sélective de l'activité de la MS (Hcy-
IECM) entrainent une augmentation de I'Hcy et une diminution de la synthese de la
méthionine et de SAM. La SAM est le donneur universel de groupement méthyle,
requis pour les réactions de méthylation de I'ADN, des histones et d’autres petites
molécules (43). Le groupe Hcy-IECM comprend les groupes de complémentation cblG
et cblE, avec des mutations respectivement sur les génes MTR et MTRR. Les IECM
avec une diminution isolée de I'activité MUT (MMA-IECM) conduisent a I'accumulation
de L-méthylmalonyl-CoA et d'acide méthylmalonique (MMA), ainsi qu’a une diminution
de la synthése du succinyl-CoA, qui est un métabolite du cycle de [l'acide
tricarboxylique (TCA). La réaction catalysée par la MUT est I'étape finale de la
reconstitution anaplérotique du cycle de Krebs par le catabolisme de certains acides
aminés, des acides gras a chaine carboné impaire et de la chaine latérale du
cholestérol (44). Ces déficits sont secondaires a des mutations sur le géne MMUT, le
géne MMAB (cbIB), qui est nécessaire a la synthése de I'AdoCbl, le géne MMAA
(cblA), qui est responsable de l'interaction de I'AdoCbl avec la MUT, ainsi que les
génes codants pour la méthylmalonyl-CoA épimérase (MCEE) ou la succinate-CoA
ligase (SUCLG1, SUCLAZ2). Les IECM avec un déficit combiné des activités MS et
MUT (IECM combiné, abrégés C-IECM) comprennent les troubles du transport
intracellulaire de la Cbl qui altérent la synthése de MeCbl et d'AdoCbl et donc les voies
de reméthylation et mitochondriale. Ces troubles intracellulaires concernent les
protéines lysosomales, LMBD1 (cblF) et ABCD4 (cblJ), et deux protéines
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cytoplasmiques, MMACHC (cblC) et MMADHC (cbID). Les C-IECM associent les
conséquences métaboliques des altérations des activités de la MS et de la MUT.

Les Hcy-IECM sont trés rares. Ces patients présentent une anémie
mégaloblastique, des difficultés d'alimentation, des vomissements, et des
manifestations neurologiques, (Iéthargie, retard mental et convulsions) dés la premiere
année de vie (133, 317). Les autres signes neurologiques et I'atrophie cérébrale
surviennent plus tard dans l'histoire naturelle de ces maladies. La plupart des patients
atteints de MMA-IECM présentent des manifestations cliniques précoces, notamment
une acidose métabolique par décompensation du métabolisme énergétique, un retard
de croissance et de développement, une hypotonie, une épilepsie et une altération de
la fonction rénale. Le décés et les décompensations métaboliques aigués sont
fréequemment signalés au cours de la premiére année de vie, mais peuvent également
survenir plus tardivement. lls sont liés a un cedéme cérébral, notamment secondaire a
I'nyperammoniémie (432). En revanche, les C-IECM peuvent présenter différents
sous-ensembles de tableaux cliniques selon I'dge du patient. La fréquence des
manifestations cliniques est principalement rapportée dans le type cblC, qui est la C-
IECM la plus fréquente. Les premiéres manifestations comprennent I'anémie
meégaloblastique, le retard psychomoteur, I'hydrocéphalie, les troubles de la
conscience, les cardiomyopathies, I'hypertension pulmonaire, la rétinopathie, le
syndrome hémolytique et urémique atypique et la stéatose hépatique. L'ataxie, la
neuropathie périphérique et les manifestations thromboemboliques apparaissent plus
tardivement au cours de la vie. Des décompensations séveéres et parfois mortelles ont
été rapportées au cours de la premiere année de vie. Les manifestations
ophtalmologiques sont principalement rapportées dans le cas de cblIC (rétinopathie
précoce) et de MMUT (atrophie optique débutant au cours de la deuxiéme décennie).
Elles sont plus sporadiques dans les autres IECM (317, 432, 433).

Les mécanismes génomiques secondaires a I'altération de la fonction MS ont été
examinés en profondeur par notre groupe ainsi que d'autres groupes au cours des
derniéres années. Cependant, la relation entre ces mécanismes génomiques et la
grande variabilité des présentations cliniques n’a pas encore été explorée. Nous avons
montré dans des cellules de patients et des modeéles animaux que l'altération de
I'activité de la MS est associée au développement d'un stress du RE en lien avec une
diminution de l'expression de la protéine cytosolique SIRT1 ainsi que de la protéine
SIRT3 mitochondriale (43). L'altération de la synthése de SAM et des activités des
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sirtuines impactent le métabolisme énergétique mitochondrial via I'inactivation de
récepteurs nucléaires (PPAR-a, ER-a, ERR-a et HNF-4a) de leur coactivateur PGC-
1a (43, 317). Les anomalies de méthylation et de phosphorylation des protéines de
liaison a I'ARN sont associées une altération de I'épissage et de la circulation nucléo-
cytoplasmique des ARNm. Ces mécanismes ont un effet sur I'expression de génes
impliqués dans le métabolisme énergétique, la neuroplasticité et le développement des
fonctions cérébrales et optiques (43, 210, 376).

Les altérations génomiques observées dans les cellules et les modéles animaux
des C-IECM et Hcy-IECM nous ont conduit a émettre I'hypothése que la variabilité
clinique observée est liee a des mécanismes génomiques spécifiques, translationnels
et post-traductionnels secondaires a une altération de I'activité MS. Pour répondre a
cette question, nous avons réalisé un phénotypage métabolique, génomique et
protéomique, y compris des modifications post-traductionnelles, dans des fibroblastes
de patients cb/C, epi-cbIC et cblG. Nous avons comparé ces phénotypes a ceux de
fibroblastes témoins. Nous avons analysé les effets sur les génes et les enzymes liés
a d'autres pathologies métaboliques héréditaires. Nous avons cherché a savoir si ces
pathologies sont responsables de présentations cliniques et métaboliques similaires a
celles rapportées dans le cas d'IECM dans une base de données in silico de 824

patients dont le diagnostic est génétiquement prouvé (434).

4.4 Matériels et méthodes

4.4.1 Patients, fibroblastes de patient et culture cellulaire.
Nous avons recueilli les données cliniques et biologiques de patients suivis par le
Centre de référence des maladies métaboliques héréditaires du CHRU de Nancy (3
cblC, 1 epi-cblC). Leurs résultats cliniques et métaboliques ont été comparés a ceux
de 3 patients suivi pour un déficit de type MMA-IECM recrutés dans notre Centre. lls
ont également été comparé aux datas classiquement rapportées dans le déficit de type
cblG ainsi que dans le cas d’autres IEM (déficit du cycle de l'urée, déficit en 3-oxydation
des acides gras et hyperglycinémie sans cétose).

Nous avons réalisé le phénotypage omique sur 3 lignées de fibroblastes (2 cas
cblC et le cas epi-cbIC qui avait été pris en charge dans notre centre) et I'avons
comparé a celui des fibroblastes de 3 cas cbl/G et d'un témoin. Les fibroblastes de

patients ont été obtenus par biopsie cutanée au cours de leur suivi.
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Les cellules utilisées étaient entre leurs 10e et 15° passages. Elles ont été
testées négative pour une infection par mycoplasme. Les cellules ont été maintenues
en culture dans du DMEM Gu 4500 /L(A D5796) complété par du sérum de veau feetal
a 10% (Eurobio, CVFSVF0001), 1% de pyruvate de sodium (Sigma Aldrich, S8636),
1% de pénicilline-streptomycine (Sigma Aldrich, P4333). Elles ont été incubées a 37°C
avec 5% de COZ2 jusqu'a confluence. Le milieu de culture a été changé tous les trois
jours. Les cellules ensemencées sont confluentes aprés 4-5 jours, avec une densité
de 6 000 cellules par cm?.

Les fibroblastes ont été reprogrammeés en iPSC par induction des génes Oct3/4,
Sox2, KIf4 et c-Myc (OSKM) via le vecteur du virus Sendai (SeVV), a l'aide du kit de
reprogrammation Sendai CytoTune-iPSC 2.0 (Invitrogen-ThermoFisher Scientific, Les
Ulis, France). Les cellules induites ont été cultivées sur une matrice de vitronectine
dans le milieu complet Essential 8 (Gibco, ThermoFisher Scientific). La différenciation
en cardiomyocytes a été réalisée a l'aide d'un kit de différenciation (Gibco,

ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France).

4.4.2 Analyses du métabolome
Les cellules homogénéisées ont été remis en suspension mécaniquement dans du
PBS a l'aide d'une aiguille a seringue, suivi d'une ultrasonication a 4°C et d'une
centrifugation a 12 000g pendant 20 minutes. Le surnageant a été recueilli pour
I'analyse LC-MSMS. Brievement, les surnageants ont été mélangés avec du DTT puis
précipités en ajoutant du méthanol froid et maintenus sur la glace pendant 30 minutes.
Aprés décantation, la phase liquide a été diluée avec quatre volumes d'acide formique
a 0,1%. Les expériences ont été réalisées a l'aide du Shimadzu LCMS 8045 ESI
(Kyoto, Japon) et analysées a l'aide du logiciel Insight v3.1 (Shimadzu, Kyoto, Japon).
Pour I'analyse du métabolisme énergétique mitochondrial, les cellules ont été
ensemencées pendant une nuit dans des miniplaques a 8 puits de type XFp Cell
Culture (Seahorse Biosciences) a une densité de 12 500 cellules par puits. Une heure
avant la mesure, le milieu de culture a été remplacé par le milieu de base XF sans
rouge de phénol et complété par 1 M de glucose, 100 mM de pyruvate de sodium et
200 mM de L-glutamine. Les taux de consommation d'oxygéne (OCR) et d'acidification
extracellulaire (ECAR) ont été mesurés selon le protocole du kit Seahorse XFp Cell
Mito Stress Test Kit recommandé par Seahorse Biosciences. L'oligomycine, le FCCP

et I'antimycine A/roténone ont été utilisés conformément au protocole du fabricant pour
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mesurer la respiration mitochondriale basale, la respiration liee a I'ATP, la fuite de H+
(proton), la respiration maximale, la capacité respiratoire de réserve et la respiration
non mitochondriale. Les données présentées sont normalisées par rapport a la
quantité totale de protéines par puits. Les expériences ont été réalisées en double et
répétées trois fois séparément.

4.4.3 Analyses transcriptomiques par RNA-Seq.

Les cellules ont été trypsinées puis I'ARN total a été isolé du culot cellulaire a I'aide du
mini kit d'extraction RNAeasyTM (Qiagen) et traité par la DNase | (Ambion, AM1906).
La qualité de I'ARN a été évaluée a l'aide du bioanalyseur 2100 (Agilent). Les librairies
RNA-Seq ont été construites a I'aide du kit complet ScriptSeq pour humain/souris/rat
(Epicentre, lllumina). Tout d'abord, 'ARNr a été retiré de I'échantillon a I'aide du kit
magneétique Ribo-Zero. Le kit de préparation de librairies RNA-Seq ScriptSeq v2 a
ensuite été utilisé pour fabriquer la librairie RNA-Seq a partir de I'ARN traité par Ribo-
Zero. Les bibliotheques RNA-Seq ont été quantifiees par picogreen et visualisées sur
le bioanalyseur Agilent. Le séquencage du transcriptome a été réalisé sur trois
réplicats biologiques de chaque lignée cellulaire a l'aide du séquenceur lllumina
TruSeqTM. Les fragments d'ADN ont été lus sur des séquences nucléotidiques de 100
paires de bases. Les données brutes du séquengage sont compilées dans un format
standard FASTQ et ont été utilisées pour I'analyse bioinformatique.

4.4.4 Analyses protéomiques.
Les analyses protéomiques ont été réalisées par nano-LC/MSMS couplé a un
spectrométre de masse Orbitrap Fusion ETD. Elles ont été obtenues comme décrit
dans la Supplementary Table de la référence (376).

Succinctement, les protéines totales ont été extraites du culot cellulaire a l'aide
du tampon de lyse RIPA. La suspension de protéines a été placée dans un bain a
ultrasons pendant 30 min, suivi de trois cycles de congélation-décongélation avec de
I'azote liquide et d'un bain marie a 37°C. Les tubes ont ensuite été soumis a une
centrifugation a 20 000g/30 min/4°C. Le surnageant protéique a été récupéré puis
dosé avec le kit BCA Assay (Interchim) et précipité avec de I'acétone avant I'analyse
par nano-LC-MS/MS (376).
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4.4.5 Analyses bioinformatiques pour I’étude de transcriptomique.

Le contréle de qualité des séquences nucléotidiques a été effectué a l'aide de FastQC
v0.11.5 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) et les lectures ont
été associées au génome GRCh38 par HISAT2 v2 .0.4 - (435). Les transcrits épissés
différentiellement ont été assemblés a partir des alignements obtenus avec Stringtie
v1.3.3b (436) pour identifier les nouvelles isoformes et les isoformes déja connues du
genome de référence GRCh38. Les données ont été ajustées de maniere plus précise
avec la méthode de normalisation des moyennes des valeurs M (TMM) (437), puis
transformées en utilisant le logarithme base 2 (log2-) et les comptes par million (cpm)
afin d’estimer les expressions différentielles, comme décrit précédemment (438).

Le séquencage de I'ARN en paires des 24 échantillons a généré une moyenne
de 110,2 millions de lectures par échantillon. Aprés avoir retiré les adaptateurs et les
lectures de faible qualité, les lectures ont été alignées sur le génome de référence
hg38. Le taux d'alignement global était de 90,55 % (écart-type +/- 1,86 %), avec une
qualité moyenne de lecture mappée de 99,97 % (score PHRED 37,2) et une taille
d'insertion moyenne de 362,5 pb (écart-type +/- 621,4). Environ 10,94 % (de 9,7 % a
11,4 %) des lectures ont été cartographiées dans des régions introniques.

Un total de 55204 transcrits a été reconstruit au cours de I'étape suivante, ce
qui a conduit a un transcriptome de 50818 transcrits uniques et 16808 génes uniques
apreés filtrage par rapport aux trois échantillons de contréle (une valeur moyenne de
cpm > 0,5 a été considérée comme une preuve d'expression dans le groupe contrdle).
La modélisation linéaire avec Bayes a ensuite été appliquée pour évaluer I'expression
différentielle au niveau des génes et des transcrits entre le groupe témoin et chaque
lignée cellulaire de patient.

4.4.6 Analyse bioinformatique des données protéomiques pour déchiffrer les
PTM.

Pour l'analyse des modifications post-traductionnelle, les fichiers bruts ont été

analysés par le logiciel Peaks Online X (build 1.6, Bioinformatics Solution Inc) en

utilisant la base de données Homo Sapiens (SwissProt release 2022_02, 20377

entrées). La tolérance de la masse de référence a été fixée a 10 ppm et celle des

fragments a 0,5 Da. Le clivage tryptique spécifique a été sélectionné et un maximum

de 2 clivages manqués a été autorisé.
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La moitié d'un pont disulfure (C) a été définie comme modification fixe. Les
modifications variables possibles sont l'oxydation (M), la désamidation (NQ) et les
acylations (acétylation (K), benzoylation (K), butyrylation (K), crotonaldéhydation (K),
crotonylation (K), glutarylation (K), malonylation (K), myristoylation (K), palmitoylation
(K), propionaldéhyde (H, K), propionylation (K), succinylation (K)). Le nombre maximal
de modifications variables par peptide était limité a 3. Les identifications ont été filtrées
sur la base d'un seuil FDR (False Discovery Rate) de 1 % au niveau des groupes de
peptides et de protéines. La correspondance entre les séries a été effectuée avec une
tolérance d'erreur de masse de 20 ppm et avec la tolérance de décalage du temps de
rétention de l'autodétection.

Les statistiques multivariées sur les mesures de protéines et les graphiques de
résultats ont été générés a l'aide de Qlucore Omics Explorer 3.7 (Qlucore AB, Lund,
SWEDEN). Une valeur seuil positive de 1 a été spécifiée pour permettre une
transformation log2 des données d'abondance pour la normalisation, c'est-a-dire que
toutes les valeurs de données d'abondance inférieures au seuil seront remplacées par
1 avant la transformation. Les données transformées ont finalement été utilisées pour
I'analyse statistique, c'est-a-dire I'évaluation des peptides modifiés différentiellement
présents entre deux groupes en utilisant un test t bilatéral de Student et en supposant
une variance égale entre les groupes. Une valeur p supérieure a 0,05 a été utilisée
pour filtrer les candidats différentiels.

L'analyse de I'ontologie génique pour les processus biologiques et les fonctions
moléculaires (FDR<0,05) a été réalisé avec ShinyGO V0.76 (439).

4.5 Reésultats.

4.5.1 Présentation clinique et métabolique des patients.

Trois patients atteints de cb/C ont été analysé. P1 a présenté une hypotonie axiale et
un coma avec hyperammoniémie pendant la période néonatale. P2 a présenté des
manifestations neurologiques et une atrophie cérébrale pendant la période préscolaire.
P3 a eu une thrombose veineuse profonde a I'age adulte liée a une augmentation
importante de I'homocystéine en I'absence de tout autre facteur de risque. P3 ne
présentait aucun autre symptdéme. P4 est un patient diagnostiqué avec un déficit de
type epi-cblC. Il est décédé a un mois de vie en raison d'une insuffisance cardiaque et
respiratoire secondaire a une hypertension pulmonaire. Les rapports de cas exhaustifs
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et I'analyse des acides aminés plasmatiques avant traitement sont détaillés au point
4.5.1.1. et Table 23.

Les caractéristiques meétaboliques des patients cb/C et epi-cbIC ont été
comparées a celles de 3 cas de MMA-IECM recrutés dans notre centre et a la
présentation métabolique classique d’autres IEM, a savoir les déficits du cycle de
l'urée, les anomalies de la 3-oxydation des acides gras, I'hyperglycinémie sans cétose
et les pathologies mitochondriales (Figure 40).

Le phénotypage métabolique des trois cb/C et de I'épi-cb/C a montré des
altérations métaboliques de type hyperglycinémie et hyperammoniémie qui pourraient
refléter des altérations au niveau du cycle de Krebs et du cycle de I'urée, mais aussi
de la décarboxylation de la glycine (Figure 40). Nous observons de faibles taux
sanguins d'arginine chez deux patients cb/C. P1 avait un faible taux sanguin d'ornithine
associé a un faible taux sanguin de citrulline et d'arginine, mais aussi une
hyperammoniémie, une hyperlactacidémie et une augmentation du taux d'acyl-
carnitine C16-C18. P2 avait également un faible taux sanguin d'ornithine, alors que la
glutamine, la glycine et I'alanine étaient augmentées. P3 avait un faible taux de glycine
et un taux sanguin de citrulline plus élevé. Le patient épi-cb/C avait un faible taux
d'arginine, d'ornithine, de glutamine et d'alanine. Nous avons également observé des
taux accrus de glycine et de citrulline.

Certains de ces cas présentaient des similitudes métaboliques avec d'autres
pathologies responsables d’'une hyperammoniémie et/ou d’'une hyperglycinémie. I
s’agit notamment de déficit du cycle de l'urée, du déficit en glycine décarboxylase
(GLDC) et de déficit de la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 40). Nous avons
emis I'hypothése que ces similitudes pourraient étre liées a une altération de
I'expression génétique et/ou de l'activité de genes et d'enzymes apparentés.

4.5.1.1 Description détaillée des cas cliniques

Patient 1. La patiente 1 était une fille et le deuxieme enfant d'un couple consanguin
d’origine meéditerranéenne. Elle est née au terme de 37 SA + 6. La grossesse a été
marquée par la sensation de diminution des mouvements actifs foetaux. Depuis sa
naissance, elle a présenté des difficultés alimentaires et une hypotonie axiale,
responsable d’'une perte de poids de 12 %. Les analyses sanguines ont montré une
acidose métabolique (pH 7,29, BE -10,5 mmol/L, lactate 3,9 mmol/L) avec cétonémie

(0,4 mmol/L) sans augmentation de la protéine C-réactive. Elle présentait une
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pancytopénie. Une maladie métabolique de type intoxication a été suspectée. Un
traitement intraveineux par apports hypercaloriques glucido-lipidiques, carnitine,
benzoate de sodium, acide carglumique et hydroxocobalamine a été initié. L'analyse
des acides organiques urinaires a révélé la présence d'acide méthylmalonique et on a
observé un taux sanguin élevé d'homocystéine. Sous traitement, I'évolution a été
favorable. L'échographie cardiaque a décrit de multiples communications inter-
ventriculaires apicales sans retentissement sur la fonction cardiaque. L'analyse
moléculaire du gene MMACHC a réveélé une mutation homozygote (c.271dupA).
Patient 2. La patiente 2 est une fille caucasienne de 4 ans, qui s'est présentée a
I'hépital pour des troubles de la conscience (score de Glasgow a 6). Elle était le
premier enfant d'un couple non apparenté. Elle n'avait pas d'antécédents médicaux et
son développement psychomoteur et social était décrit comme normal jusqu'a I'age de
4 ans. A cet age, elle a progressivement perdu la capacité de marcher, de parler et de
réaliser des mouvements précis en quelques mois. Elle est restée stable sur le plan
hémodynamique mais a présenté 3 épisodes d'arrét respiratoire, dont un a nécessité
un soutien ventilatoire par ventilation mécanique. L'IRM cérébrale a objectivé une
atrophie cérébrale globale et des hypersignaux des ganglions de la base et du corps
calleux. L'arrét respiratoire pourrait résulter d'un dysfonctionnement neurologique
central. L'échocardiographie était sans particularité. Les analyses biologiques ont mis
en évidence une hyperhomocystéinémie (275 umol/L) et une augmentation de I'acide
méthylmalonique dans le sang (33,1 ymol/L). En raison de la suspicion d'une erreur
innée de la cobalamine, elle a été initialement traitée par vitamine Bi2, carnitine,
bétaine et méthionine. Elle a progressivement présenté une restauration neurologique
partielle conduisant a une récupération fonctionnelle, notamment sur le plan du
langage. L'analyse moléculaire du géne MMACHC a réveélé une mutation hétérozygote
composite (c.271dupA ; c.440G>C).

Patient 3. Un homme de 44 ans, de race blanche, traité pour hypertension artérielle,
a presenté en 2020 une thrombose veineuse profonde péroniére gauche a deux
reprises, a la suite de longs voyages. Ses antécédents familiaux faisaient état d'une
hypertension artérielle associée a un épisode de thrombose veineuse profonde chez
sa mére. Son indice de masse corporelle était de 36 kg/m?, il ne présentait pas de
dyslipidémie. L'exploration de premiére ligne de la thrombose n'a pas trouvé
d'anomalies significatives. L'analyse biochimique de deuxiéme ligne a révélé une

hyperhomocystéinémie (95 pmol/L) et de I'acide méthylmalonique dans le sang et les
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urines. L'analyse génétique du géne MMACHC a révelé une hétérozygotie composite
(c.271dupA ; ¢.394C>T). La supplémentation en vitamine B12 a été initiée par injection
sous-cutanée en raison de la contre-indication de l'injection intramusculaire due au
traitement anticoagulant. L'échocardiographie n'a pas révélé d'anomalies cardiaques ;
I'examen ophtalmologique et physique étaient normaux. Les anomalies biochimiques
ont été corrigées par le traitement. Il n'a pas eu de récidive de thrombose.

Patient 4. La patiente était une fille de race blanche, née a terme (39 semaines
d'aménorrhée). La grossesse s'est déroulée normalement, a I'exception d'un RCIU
avec un poids de naissance de 2450g. Son premier mois de vie a été marqué par une
intolérance alimentaire et des régurgitations traitées symptomatiquement. Elle s’est
présentée aux urgences en raison de la présence de sang dans les régurgitations.
L'examen clinique n'a noté qu'une hypotonie. Une anémie sévere (3,5 g/dL)
arégéneérative a été observée sur I'hémogramme sans atteinte des autres lignées. Le
scanner cérébral et I'échographie abdominale étaient sans particularité. L'analyse de
la moelle osseuse a conclu a une dysgranulopoiese probablement due a une altération
du métabolisme de la vitamine B12. Le taux sanguin d'homocystéine était a 174 pmol/L
et celui d'acide méthylmalonique a 325 ymol/L. L'évolution était défavorable avec une
pancytopénie progressive et 'apparition d'une acidose métabolique (pH 7,08, BE -19).
Elle a développé une insuffisance cardiaque et respiratoire due a une hypertension
pulmonaire nécessitant une ventilation mécanique, une sédation profonde et de
I'oxyde nitrique inhalé. Aucune autre anomalie n'a été constatée a I'échocardiographie.
Dans les jours qui ont suivi, elle a présenté une défaillance de plusieurs organes qui a
conduit & son décés a un mois de vie. L'analyse moléculaire du géne MMACHC a
révélé une mutation hétérozygote composée du géne MMACHC (c.271dupA) et du
géne PRDX1 (c.515-1G>T).

Patient 5. Le patient est un homme d’origine caucasienne, né a terme (40 + 1 age
gestationnel) aprés une grossesse marquée par un diabéte gestationnel et un
accouchement par voie basse sans particularité. |l était le premier enfant d'un couple
non-consanguin. A 3 jours de vie, il a été transféré dans notre centre pour suspicion
de volvulus intestinal en raison de vomissements bilieux et d'une déshydratation
sévere (perte de poids de 15%). Les analyses sanguines ont révélé une acidose
métabolique (pH 7,33, BE -10,5), une protéine C-réactive normale et une cétonurie
(++). Une nutrition parentérale et une antibiothérapie IV ont été initiees. Une

laparotomie exploratoire a été réalisée, qui s'est avérée non contributive. A 5 jours de
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vie, il a présenté des myoclonies brachiales dans un contexte de coma et de détresse
respiratoire avec une acidose métabolique (pH 7,25, BE -8,7, lactate 2,5 mmol/L) et
une hyperammoniémie (543 pmol/L). Un traitement intraveineux avec des apports
énergétiques glucido-lipidiques élevés, de la carnitine, du benzoate de sodium, de
I'acide carglumique et de I'hydroxocobalamine a été initieé. L'hémodiafiltration a été
commencee 3 heures plus tard, permettant de normaliser 'ammoniaque en 12 heures
(55 ymol/L). L'analyse des acides organiques urinaires a réveélé la présence d'acide
meéthylmalonique. Malgré un bon contréle métabolique (NH3 < 10 umol/L), il a présenté
une insuffisance respiratoire aigué a 8 jours de vie en raison d'une hypertension
pulmonaire sévére, qui n'a pas été améliorée par protoxyde d'azote inhalé, sédation
profonde et curarisation. |l est décédé aprés 15 jours de soins. L'analyse moléculaire
du géne MMUT a révélé une mutation hétérozygote composite (c.949delA ; c.91C>T).
Patient 6. La patiente 6 était le deuxiéme enfant d'un couple consanguin d’origine
meéditerranéenne. Elle est née a terme (41 SA). La grossesse et |'accouchement
étaient sans particularité. Elle a présenté un retard de croissance intra-utérin (poids de
naissance de 2780 g). A deux jours de vie, elle présentait des difficultés alimentaires
et une hypotonie. Elle présentait une acidose métabolique et une hyperammoniémie
(1080 umol/L). De I'acide méthylmalonique a été mesuré dans le sang et l'urine. Des
apports glucido-lipidiques élevés (nécessitant une insulinothérapie transitoire), de la
carnitine, du benzoate de sodium, de I'acide carglumique et de I'hydroxocobalamine
ont été introduits. Elle a été transférée dans notre CHU pour mise en place d'une
hémodiafiltration, pendant 3 jours. L'évolution a été favorable, avec une correction
progressive de [I'hyperammoniémie (64 pmol/lL a 6 jours de Vvie).
L'électroencéphalogramme et I'échographie cranienne étaient sans particularité. Elle
a présenté quelques épisodes de décompensations métaboliques aigués avec
hyperammoniémie durant sa premiere année de vie, dues a des maladies infectieuses
intercurrentes. Toutes ont été traitées avec succés. Deux ans plus tard, I'évolution était
satisfaisante avec une autonomie alimentaire et de déambulation. L'analyse
moléculaire du gene MMUT a révélé une mutation homozygote (c.1106G>A).

Patient 7. Le patient était un gargon et le troisieme enfant d'un couple méditerranéen
consanguin d’origine méditerranéen. Il est né au terme de 41 SA + 6 avec un petit
poids de naissance (3060g). La grossesse et I'accouchement étaient non incidentés.
En raison d'antécédents familiaux d'alopécie et de retard d'ossification cranienne dans
sa famille, une IRM cérébrale a été réalisée a 2 jours de vie, qui était normale. A 3
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jours de vie, il a présenté une insuffisance respiratoire, une hypotonie, une
hypothermie et une perte de poids importante (15 %), qui a nécessité une assistance
ventilatoire. Il présentait une acidose métabolique (pH 7,21, bicarbonates 16 mEq/L)
avec cétonurie (+++) ainsi qu’'une hyperammoniémie (370 pymol/L). En raison de la
suspicion d'acidurie organique, des apports glucido-lipidiques élevés, de la carnitine,
du benzoate de sodium, de l'acide carglumique et de I'hydroxocobalamine ont été
introduits. Il a été transféré en réanimation pour une mise en place d’'une épuration
extra-rénale en raison de l'augmentation de I'ammoniémie (457 pmol/L). 36 heures
aprés linitiation, les paramétres métaboliques ont été corrigés. De [l'acide
méthylmalonique a été observé dans les urines. A 6 jours de vie, il a présenté un choc
septique dd a une infection néonatale a streptocoque, qui a nécessité un soutien par
noradrénaline. Le taux de lactate sanguin est resté élevé malgré la stabilité
hémodynamique, et a été amélioré par une supplémentation en citrate, thiamine et
biotine. L'échocardiographie a signalé I'existence d’un foramen ovale persistant. |
présentait une anémie et une thrombocytopénie, qui ont été corrigées par transfusion
sanguine et correction des troubles métaboliques. L'électroencéphalogramme était
normal pour I'age. L'analyse moléculaire du géne MMUT a montré une mutation
homozygote (c.1207C>T). L'évolution était favorable.
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4.5.1.2 Chromatographie des acides aminés plasmatiques détaillée des patients

Table 23. Chromatographie des acides aminés des 7 patients au diagnostic.

Normal value cblC epicblC cblG

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Taurine pumol/L 30-170 / 60 72 35 138 122 135
Acide Aspartique pgmol/L 0-31 / 2 4 4 20 3 16
Hydroxyproline pmol/L 20-59 51 14 5 17 5 42 8
Thréonine pmol/L 89-167 / 290 100 85 87 181 74
Sérine pmol/L 107-163 245 240 83 88 143 145 98
Asparagine pgmol/L 38-121 / 46 31 45 15 124 42
Acide Glutamique pmol/L 8-179 58 37 108 54 185 15 121
Glutamine pmol/L| 402-776 586 781 647 265 341 493 300
Proline pumol/L 149-233 139 204 271 285 | 240 494 147
Glycine pumol/L 189-291 291 425 174 599 | 697 720 273
Alanine pymol/L|  233-331 254 415 498 231 164 186 149
Citrulline pumol/L 12-28 10 18 34 44 6 21 5
Alpha Aminobutyrique  pmol/L 6-24 16 42 25 65 19 43 11
Valine pumol/L 145-249 79 154 236 319 | 275 428 85
1/2 Cystine pumol/L 61-105 6 13 71 15 33 58 100
Méthionine pgmol/L 23-35 <5 3 20 5 18 56 23
Isoleucine pgmol/L 40-80 16 44 62 63 72 147 15
Leucine pumol/L 79-151 48 77 119 186 | 209 275 41
Tyrosine pumol/L 52-106 90 44 58 61 67 566 288
Phénylalanine pmol/L 45-65 44 47 56 72 65 145 60
Homocysteine pmol/L | Unobservable | 183 50 95 28 0 0 0
Ornithine pumol/L 55-121 48 54 55 48 74 95 58
Lysine pmol/L 141-211 154 151 197 196 | 508 1263 363
Histidine pumol/L 61-91 / 82 87 82 894 110 97
3 Methylhistidine pumol/L 0-7 / 7 13 10 16 32 12
Arginine pmol/L 49-77 37 46 9 14 26 55 19
Aminoacidécmie total  pmol/L| 2339-3403 / 3357 3172 2924 | 3525 5822 2548
Ammoniémie pmol/L| 64 -102 176 22 NA 64 543 1080 457
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Figure 40. Marqueurs biochimiques métaboliques dans les erreurs innées du métabolisme de la vitamine B12* par rapport a
3 patients atteints d’un déficit de type cbIC, 1 epi-cblC, 3 MMUT au moment du diagnostic comparés aux anomalies
biologiques typiques observées dans d’autres erreurs innées du métabolisme. Notes. MMUT : methylmalonyl-CoA mutase, CbIC :
cobalamin C, Epi-CbIC PRDX1 gene-related epi-cbIC disease, MMA Methylmalonic acidemia,
CPSI : Carbamoyl phosphate synthetase 1, NAGS : N-acetylglutamate synthetase, OTC : Ornithine transcarbamylase, ASS : arginosuccinate
synthetase, ASL : arginosuccinate lyase, ARG : arginase, SCADD : Short-chain acyl-CoA dehydrogenase (SCAD) deficiency, MCADD : Medium-
chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) deficiency, LCADD : Very long chain acyl CoA dehydrogenase deficiency, CPT2D : Carnitine
palmitoyltransferase Il deficiency, GLDCD : glycine decarboxylase deficiency, OATD : Ornithine-6-aminotransferase deficiency, P5CSD : Delta-
1-pyrroline-5-carboxylate-synthetase deficiency (ALDH18A1 mutation), MT : Mitochondrial respiratory chain disease, CO : carnitine libre, C2 :
acétylcarnitine, C3 : propionylcarnitine.
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* Les marqueurs biochimiques IEM-B12 sont extraits de la méta-analyse de Wiedemann et al. 2022 avec le pourcentage d'occurrence rapporté
dans la littérature. 10% de résultats rapportés au-dessus ou en dessous des valeurs normales sont signalés comme des valeurs anormales
observées (434).

T Les troubles des acides aminés plasmatiques signalés dans les anomalies du cycle de I'urée sont ceux rapportés par (440).

§ Aucun trouble des acides aminés plasmatiques n'est classiquement rapporté dans les anomalies de la béta-oxydation des acides gras selon
(441).

T Les acides aminés plasmatiques ne sont pas modifiés en cas d'hyperglycinémie sans cétose selon (442).

|| Les acides aminés plasmatiques sont modifiés en cas de déficit en OAT avec apparition d'une hyperammoniémie néonatale selon (443) et
(440).

9l Les acides aminés plasmatiques sont modifiés en cas d'ALDH18A1 selon (444).

** Les métabolites sanguins observés en cas de maladies de la chaine respiratoire mitochondriale sont rapportés selon (445). Les acylcarnitines
pourraient étre augmentés sans spécificité selon (446).
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4.5.2 Etude métabolomique.

Nous avons réalisé une analyse métabolomique des acides organiques, du cycle de
Krebs et de la glycolyse dans des fibroblastes de patients ayant un déficit de type cb/C
et épi-cb/C. Les résultats ont été comparé a des fibroblastes de patients ayant un
déficit de type cblG et a des fibroblastes témoins. Le patients épi-cb/C est celui décrit
précédemment.

Nous avons observé une concentration de propionate trés importante dans les
fibroblastes cbIC et épi-cb/C par rapport aux fibroblastes témoins. Cette accumulation
de propionate est une conséquence bien connue de l'altération de la conversion du
méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA. Nous avons également observé une diminution
de la concentration de citrate et de fumarate, indiquant un dysfonctionnement partiel
du cycle de Krebs. Ces changements n'ont pas été observés dans les fibroblastes
cblG. En revanche, 'a-cétoglutarate était augmenté dans les fibroblastes cb/G par
rapport aux cellules témoins (Figure 41).

Nous avons également observé une augmentation spectaculaire de la
concentration de glyoxalate et de méthylglyoxal dans les fibroblastes cb/C et épi-cbIC
par rapport aux cellules témoins (Figure 42).

Nous avons observé une diminution de la concentration de SAM et de SAH
dans les fibroblastes des cas cblIC et cblG, par rapport aux cellules témoins (Figure
43).

Ces différents résultats sont confirmés par des analyses dans les cellules
souches pluripotentes induites (iPSC) et des IPSC différentiées en cardiomyocytes
(iPSC-CM) obtenues a partir de fibroblastes de patients cblC et cblG. Nous notons une
augmentation des concentrations d’a-cétoglutarate dans les cellules de patients
comparées aux cellules témoins (Figure 43A). Cette altération au niveau de cycle de
Krebs se répercute sur la respiration mitochondriale avec une diminution de la
respiration basale et de la respiration maximale dans les fibroblastes de patients
comparés aux cellules témoins (Figure 43B)
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Figure 41. Analyse métabolique du cycle TCA dans les fibroblastes cbIC et cblG.
(A). Représentation schématique du cycle TCA.

(B). Analyse métabolomique des métabolites du cycle TCA dans les fibroblastes cb/C
et cblG par LC-MS/MS. Test T de Student * p < 0,05; ** p <0,01; ** p <0,001. N=4
a 5 par groupe.
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Figure 42. Voie du méthylglyoxal

(A). Concentrations de méthylglyoxale et de glyoxalate dans les fibroblastes cb/C et
cblG par rapport aux cellules témoins, par LC-MS/MS. Test T de Student * p < 0,05 ;
**p<0,01;*™ p<0,001. N=4 a 5 par groupe.

(B). Voies métaboliques aboutissant a la synthése de méthylglyoxal et donc a I'ajout
post-traductionnel de propionaldéhyde.
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Figure 43. Concentration de SAM et de SAM dans des fibroblastes cb/C et cbIG
comparés a des cellules témoins.
L'analyse a été réalisée par LC-MS/MS.
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Figure 44. Altérations du cycle de Krebs dans des iPSC et de la respiration
mitochondriale dans des fibroblastes cb/C et cblG.

(A). Concentrations d’a-cétoglutarate dans des cellules souches pluripotentes induites
(iPSC) et des iPSC différentiées en cardiomyocytes (iPSC-CM) issus de fibroblastes
cblC and cblG comparés a des cellules contrbles, et dans I'hippocampes de souris
MTR- (modéle décrit dans (317))

(B). Respiration mitochondriale dans des fibroblastes cbIC et cblG comparés a des
cellules contrbles
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4.5.3 Etude transcriptomique : ldentification des génes différentiellement

exprimés des enzymes métaboliques (Table 24).

Les transcriptomes des cellules cbIC et des cellules cb/G ont été comparés a celui des
cellules témoins avec 3 répliques biologiques de chaque lignée cellulaire.

Dans les cellules cbIC/épi-cbIC, I'analyse a permis d'identifier 173 génes dont
I'expression est significativement différente (FDR<0,05 et un fold change >1,5 (FC)).
89 ont une expression diminuée et 84 ont une expression augmentée (Figure 45,
Table 25). Parmi eux, 25 genes codent pour des enzymes, dont 5 enzymes sont
associées a des maladies annotées par OMIM avec des manifestations cliniques
similaire a celles observées dans les IECM (Table 24). Ces génes sont MT-TT
(associé a une susceptibilité pour la maladie de Parkinson et a la myopathie
mitochondriale infantile Iétale), MT-TP (associé a une susceptibilité pour la maladie de
Parkinson et a la myopathie mitochondriale infantile Iétale), OXCT1 (associé au déficit
en succinyl CoA:3-oxoacide CoA transférase), ACATZ2 (associé au déficit en ACAT2)
et MT-CO1 codant pour une sous-unité de la cytochrome C oxydase.

Dans les cellules cblG, I'analyse a identifié 183 genes dont I'expression était
significativement différente : 110 surexprimés et 73 diminués (FDR<0,05 et FC>1,5)
(Figure 45, Table 25). Vingt-cinq genes codaient pour des enzymes, dont 5 étaient
associées a des maladies dont les manifestations cliniques sont également rapportées
dans les IECM (Table 24). Ces génes étaient MT-TT, MT-TP, OXCT1, ACATZ2 et
NOS3.

Quatre génes codant pour des enzymes étaient donc communs aux maladies
de type cbIC et cblG (MT-TT, MT-TP, OXCT1 et ACAT2) (Figure 46). Les maladies
monogeéniques associées présentent des manifestations neurologiques (syndrome
extrapyramidal, hypotonie, crises d'épilepsie, retard de développement) et une
cardiomyopathie, mais aussi des manifestations ophtalmologiques (Table 24).
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Table 24. Transcriptomique. Liste des génes d'enzymes différentiellement exprimés dans les cellules cb/C, les cellules cbl/G ou les
fibroblastes des deux patients (FDR<0.05). Maladies associées a ces enzymes avec leur synopsis clinique et biochimique également
observés dans les IEM B12*.

Disease Uniprot Gene Enzyme rglh:‘l'lllle Log2 P-Value vietass el - CITIEE] S35 & 28D [CEEE TS Biochemical synopsis
P y r (FC) Transmission modality | in IEM-B12 (frequency in IEM-B12*) ynop
cbIC and QIBWD1 ACAT2 Acetyl-CoA cblC:1.64 | 1.03x10° ACAT2 deficiency Development delay (38.2%) Lactic acidosis
chlG acetyltransferase 2 00678 cblG:1.27 | 1.24x10* — 614055 - AR Hypotonia (17.7%) Increased pyruvate
Parkinson disease,
cbIC: -2.8 | 4.46 x10"" susceptibility to — NA — Extrapyramidal syndrome (3.6%) Not specific
. NA
cblC and tRNA threonine, = =
chiG 4 MT-TT mitochondrial 90090 Lethal infantile
o -12 . o, q q .
cblG: -3.1 | 2.26 x10 myopathy - LIMM — Cardiomyopathy (3.3%) Lactic acidosis
551000 — AR
Parkinson disease,
cbIC: -1.57 | 1.62 x10* susceptibility to — NA — Extrapyramidal syndrome (3.6%) Not specific
. NA
cbIC and tRNA proline, - -
chiG / mr-TP mitochondrial 90075 Myoclonic epilepsy . .
blG: -252 | 214 x107 assom?ted with ragged- S'elzures (10.6%) Not specific
T ) red fibers; MERFF — Pyramidal syndrome (4.4%)
545000 - Mitochondrial
cbIC:-0.98 | 3.12x10° Succinyl CoA:3-
¢bIC and 3-oxoacid CoA- oxoacid CoA ! o I .
cblG FEZS e transferase 1 01424 | cblG:-0.93 | 5.31x10° transferase deficiency RSO 7T NEBECL OB EPEEEs
— 245050 — AR
. Maculopathy (8.1%)
Leber opth atrophy. Pyramidal syndrome (4.4%) Not specific
bIC:0.75 | 221 x104 — 535000 — Mitochondrial Peripheral neuropathy (7.8%)
o ’ Sideroblastic anemia,
acquired idiopathic NA Anemia
cbIC and cox1 (MTCO1) —NA-NA
P00395 MT-CO1 cytochrome c
cblG oxidase subunit | 16030 Nystagmus (9.0%)
. Strabismus (3.2%) Lactic acidosis
Cytochrome C oxidase Cardiomyopathy (3.3%) Ration lactate/pyruvate
cblG: 0.7 3.64 x10* deficiency y

— 220110 — Mitochondrial

Hypotonia (17.7%)
Development delay (38.2%)
Extrapyramidal syndrome (3.6%)

increased
Acylcarnitine variable
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Myoglobinuria,

recurrent NA Not specific
— 550500 — Mitochondrial
Alzheimer disease,
late-onset, Extrapyramidal syndrome (3.6%) o
susceptibility to — Psychiatric manifestation (6.3%) N EREIE
104300 — AD
Hypertension, q
pregnancy-induced Se!iLzJ L?rlzs(z 1%/%)0/) HELLP syndrome
o . — 189800 — AD s
Nitric oxide ) Hypertension,
E2E PR e SE DY 63729 <l SR susceptibility to High blood pressure (2.6%) Not specific
— 145500 — Mutlifactorial
Ischemic stroke,
susceptibility to
— 601367 — Multifactorial No clinical similar clinical N -
ot specific

Placental abruption

Coronary artery spasm
1, susceptibility to

manifestations

Note: * Clinical and biochemical abnormalities observed in IEM-B1; as reported in Wiedemann and al. 2022 meta-analysis (434).
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Figure 45. Vulcano-plot des analyses transcriptomiques et protéomiques dans
les fibroblastes des types cbIC et cblG d'erreurs innées du métabolisme de la
cobalamine par rapport aux cellules témoins.

Figures réalisées avec VolcaNoseR (447).
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Table 25. Liste compléte des génes différentiellement exprimés (classés par FC)

FDR<0,05.

cbIC-Gene Log2(FC) P-value FDR cblG-Gene Log2 FC P-value FDR
ADGRG7 -11,95 5,45E-17 9,17E-13 ADGRG7 -11,48 2,63E-17 4,42E-13
EPHAS -7,72 9,46E-06 3,38E-03 FOXE1 -7,18 3,55E-08 3,73E-05
TLL1 =71 2,61E-05 7,41E-03 Cborf17 -6,33 1,24E-13 6,97E-10
FOXE1 -7 1,14E-07 1,60E-04 SRGN -6,17 3,42E-06 1,44E-03
FAM9C -6,43 2,63E-06 1,44E-03 PDLIM3 -6,1 3,56E-06 1,44E-03
SHOX -6,24 3,50E-06 1,78E-03 LDHC -5,83 4,56E-05 1,01E-02
RASA4DP -6,16 3,33E-05 8,54E-03 |MTND4LP30 -5,25 3,70E-11 1,24E-07
ISL2 -5,87 1,48E-08 2,49E-05 |CCDC144NL -5,2 3,98E-09 7,43E-06
HOXB-AS4 -5,79 5,73E-05 1,17E-02 INTS4P1 -5,08 5,51E-05 1,10E-02
HTRA4 -5,67 5,29E-07 4,88E-04 ISL2 -4,9 1,99E-08 2,56E-05
AP001999.1 -5,5 7,37E-06 3,03E-03 IRF6 -4,84 3,98E-04 3,85E-02
CCDC144NL -5,37 8,09E-09 1,51E-05 FXYD6 -4,83 2,34E-05 6,48E-03
NRK -5,01 5,90E-04 4,73E-02 WIPF3 -4,62 4,10E-04 3,89E-02
PITX1 -4,97 2,25E-07 2,52E-04 TLL1 -4,52 1,96E-04 2,46E-02
AC103702.2 -4,95 2,59E-04 3,06E-02 |AC026355.1 -4,49 1,62E-04 2,18E-02
SRGN -4,88 2,25E-05 6,52E-03 NOS3 -4,37 5,82E-04 4,77E-02
DNAH2 -4,83 4,30E-04 3,93E-02 HCLS1 -4,22 1,24E-07 1,10E-04
DSG3 -4,46 5,08E-04 4,31E-02 MYOCD -4,17 3,50E-04 3,52E-02
LAMP3 -4,32 1,46E-04 2,11E-02 HTRA4 -4,06 1,50E-06 7,21E-04
PDLIM3 -4,25 2,79E-04 3,14E-02 FAM9C -4,02 2,81E-06 1,21E-03
RBP7 -4,19 1,04E-04 1,79E-02 | LINC00578 -3,96 3,56E-05 8,67E-03
DUXAP9 -4,19 3,32E-04 3,39E-02 DUXAP10 -3,89 3,98E-04 3,85E-02
AL110504.1 -3,99 1,25E-04 1,98E-02 | AP001999.1 -3,84 1,56E-05 4,85E-03
AC026355.1 -3,98 5,41E-04 4,46E-02 | AC002480.2 -3,83 6,20E-04 4,95E-02
LHX8 -3,95 2,67E-04 3,11E-02 EPHAS5 -3,71 4,86E-04 4,23E-02
AC005082.1 -3,9 8,82E-06 3,29E-03 RBP7 -3,46 3,63E-04 3,63E-02
DUXAPS8 -3,83 1,12E-04 1,88E-02 COL4A4 -3,38 2,25E-04 2,68E-02
ERBB4 -3,71 2,72E-04 3,11E-02 |[AC017048.3 -3,16 2,02E-04 2,48E-02
LINC02086 -3,64 2,96E-04 3,23E-02 MT-TT -3,1 2,26E-12 9,51E-09
TMED10P2 -3,64 4,83E-04 4,21E-02 | AL133346.1 -2,9 1,88E-04 2,37E-02
CDH10 -3,55 1,89E-04 2,51E-02 | MTCO2P12 -2,79 2,86E-07 2,00E-04
DMD -3,53 1,95E-04 2,55E-02 BMPR1B -2,6 1,87E-06 8,26E-04
AL133346.1 -3,38 3,87E-04 3,73E-02 MYH10 -2,57 6,45E-11 1,81E-07
SOX9 -3,38 5,20E-04 4,35E-02 MT-TP -2,52 2,14E-07 1,56E-04
PAX9 -3,2 2,63E-04 3,09E-02 TLE2 -2,45 4,54E-04 4,07E-02
C170rf107 -3,15 3,69E-04 3,68E-02 FMNL1 -2,33 1,20E-05 3,96E-03
MTND4LP30 -3,07 1,79E-06 1,11E-03 | MTND1P23 -2,08 3,61E-06 1,44E-03
CHST6 -3,06 3,90E-04 3,73E-02 | LINCO1116 -2,06 5,26E-04 4,44E-02
WISP1 -2,89 4,54E-05 1,00E-02 HOXD9 -2,04 5,22E-05 1,09E-02
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MT-TT
ID4
GRIK2
FCRLA
GATA2-AS1
NEK7
MYH10
CRHR1
PKDCC
RCAN1
ARHGDIB
MTCO2P12
STAT4
GSTO2
ITGA6
BMPR1B
AC120036.5
SLC38A4
MYH11
MATN3
TNFRSF10A
TRIM14
AP005018.2
TGOLN2
MYEF2
MT-TP
CMAHP
STK38L
RGN
GPAM
PLA2G4C
ALCAM
DNAJA4
TRAF5
AL512408.1
FLNB
CCNF
Svip
CD99P1
FLI1
PCGF5
TMSB4X
OXCT1

-2,8
2,77
-2,75
-2,74
-2,73

-2,6

-2,5
-2,42
-2,41
-2,35
-2,34

-2,3

-2,3
-2,29
-2,26
217
217
-2,15

-1,96
-1,79
-1,78
-1,73
-1,64
-1,6
-1,57
-1,55
-1,51
-1,49
-1,47
-1,43
-1,3
-1,26
-1,25
-1,25
-1,22
-1,19
-1,11
-1,06
-1,04
-1,03
-1,02
-0,98

4,46E-11
4,48E-05
7,70E-06
4,02E-04
4,80E-04
1,20E-04
1,73E-10
6,05E-05
4,36E-04
1,79E-04
3,44E-04
9,41E-06
2,47TE-04
1,43E-04
1,38E-04
6,09E-05
1,81E-04
1,29E-04
5,44E-04
4,23E-04
3,72E-05
5,65E-04
7,76E-06
4,14E-05
1,50E-04
1,62E-04
3,32E-04
1,57E-04
9,34E-05
3,33E-06
3,03E-04
3,18E-04
2,99E-05
8,66E-05
2,55E-04
4,25E-04
6,25E-04
3,65E-04
4,16E-04
2,80E-04
1,15E-04
3,77E-04
3,12E-05

1,50E-07
1,00E-02
3,03E-03
3,81E-02
4,20E-02
1,95E-02
4,84E-07
1,22E-02
3,96E-02
2,41E-02
3,48E-02
3,38E-03
2,99E-02
2,10E-02
2,05E-02
1,22E-02
2,41E-02
1,98E-02
4,46E-02
3,92E-02
9,09E-03
4,51E-02
3,03E-03
9,65E-03
2,16E-02
2,21E-02
3,39E-02
2,16E-02
1,67E-02
1,75E-03
3,24E-02
3,34E-02
8,25E-03
1,58E-02
3,05E-02
3,92E-02
4,91E-02
3,67E-02
3,89E-02
3,14E-02
1,89E-02
3,68E-02
8,32E-03

AP005018.2
STK38L
GDNF
TNFRSF10A
CPNE7
PPP1R13L
GFOD1
TNFAIP8L3
LINC00346
CMAHP
FHOD3
PLA2G4C
MYEF2
FRMD5
CHST11
GPAM
TMSB4X
SvIP
NREP
FLI1
MTCO1P12
PLP2
SMS
HMGN2P3
PCGF5
FOXP1
HYI
OXCT1
HOXD8
TTC3P1
ZNF281
PPP1R3B
PMS2P1
PWP2
NXPE3
DHRS4-AS1
MT-CO1
CDK20
ACO012467.2
AL596244.1
ECM1
AS3MT
ZADH?2
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-1,89
-1,79
-1,69
-1,68
-1,68
-1,68
-1,65
-1,62
-1,56
-1,55
1,47
-1,44
1,42
1,4
-1,34
1,3
1,3
-1,29
1,26
1,2
1,11
-1,06
-1,04
-1,01
-0,99
-0,96
-0,95
-0,93
-0,92
-0,89
-0,83
-0,79
-0,79
-0,75
0,58
0,66
0,7
0,72
075
0,9
0,91
0,92
0,94

1,14E-06
2,90E-05
3,12E-04
2,35E-05
3,29E-04
5,98E-04
2,60E-04
5,64E-04
6,50E-05
1,61E-04
1,17E-04
1,27E-04
4,12E-04
8,90E-05
1,51E-05
1,14E-05
2,15E-05
8,05E-05
3,03E-04
8,29E-05
2,19E-05
1,10E-04
5,18E-04
1,69E-04
2,06E-04
2,63E-04
1,19E-04
5,31E-05
2,26E-04
1,48E-04
5,28E-04
2,58E-04
4,80E-04
3,74E-04
3,70E-04
6,22E-04
3,46E-04
1,66E-04
2,56E-04
3,01E-04
4,18E-04
1,97E-04
1,24E-04

5,82E-04
7,49E-03
3,28E-02
6,48E-03
3,43E-02
4,88E-02
2,91E-02
4,65E-02
1,23E-02
2,18E-02
1,90E-02
1,95E-02
3,89E-02
1,54E-02
4,80E-03
3,83E-03
6,23E-03
1,44E-02
3,21E-02
1,47E-02
6,24E-03
1,81E-02
4,40E-02
2,18E-02
2,51E-02
2,93E-02
1,90E-02
1,09E-02
2,68E-02
2,12E-02
4,44E-02
2,91E-02
4,22E-02
3,70E-02
3,68E-02
4,95E-02
3,51E-02
2,18E-02
2,91E-02
3,20E-02
3,90E-02
2,46E-02
1,93E-02



MTCO1P12
MYADM
HYl
PWP2
PGM?2

ANP32E

RNASEH1-
AS1

KIFAP3
TMEMB30A
RALA
MT-CO1
RNMT
OPTN
CCDC125
PYROXD2
NTAN1
BID1
GCLM
PYGL
IRF2BPL
HEBP2
ECM1
AC106795.1
OGFOD3
STRADB
AC241585.2
OSBPL1A
RNF32
AS3MT
MLLT3
MIR4458
ACP6
PAG1
MTND2P28
PARDG6G
PLA2R1
TMEM65
AC019069.1
EHD3
CD40
PM20D2
AK3
IQCK

-0,95
-0,94
-0,85
-0,8
-0,79
-0,76

-0,67

0,58
0,61
0,67
0,75
0,75
0,77
0,87
0,88
0,89
1,02
1,04
1,08
1,08
1.1
1.1
1.1
1.1
1,11
1,12
1,23
1,24
1,25
1,26
1,26
1,29
1,29
1,33
1,35
1,36
1,36
1,39
1,4
1,43
1,43
1,45
1,49

2,32E-04
5,76E-04
4,94E-04
2,99E-04
3,71E-04
3,27E-04

3,01E-04

3,21E-04
1,17E-04
5,03E-04
2,21E-04
4,27E-04
1,55E-05
3,74E-04
3,73E-05
3,67E-05
5,58E-04
3,84E-04
1,55E-04
2,42E-04
1,51E-05
9,72E-05
3,06E-04
4,10E-04
5,29E-05
5,42E-04
1,32E-04
5,41E-05
4,94E-06
1,55E-05
2,05E-04
4,67E-04
6,25E-04
3,05E-05
2,33E-06
1,96E-04
4,47E-04
4,47E-04
9,66E-05
4,44E-05
7,95E-05
1,47E-05
1,54E-04

2,87E-02
4,63E-02
4,28E-02
3,24E-02
3,68E-02
3,37E-02

3,24E-02

3,35E-02
1,91E-02
4,31E-02
2,77E-02
3,92E-02
4,61E-03
3,68E-02
9,09E-03
9,09E-03
4,51E-02
3,73E-02
2,16E-02
2,97E-02
4,61E-03
1,70E-02
3,24E-02
3,85E-02
1,13E-02
4,46E-02
1,99E-02
1,14E-02
2,37E-03
4,61E-03
2,61E-02
4,13E-02
4,91E-02
8,27E-03
1,35E-03
2,55E-02
4,00E-02
4,00E-02
1,70E-02
1,00E-02
1,47E-02
4,61E-03
2,16E-02

CCDC125
HEBP2
DHX58

OSBPL1A
ZNF667
EFNB1

OGFOD3

LINC01270
PTPRG
MTND2P28
AK3
ME1
GSTM1
ACAT2
HEPH
LRIG3
PARDG6G
MLLT3
DMGDH
COL6A3
PM20D2
PLA2ZR1
STARD9
PYGL
TRNP1
HK2
CD40
MRPS6
FBLN2
CLUHP3
SLCY9A3-AS1
AL139384.2
TSHZ1
BMPER
IF144
PRDM1
ARMCA4
SKIDA1
THRB
BHMT2
EHD3
KREMEN1
STK26
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0,94
0,96
0,98
1,06
1,06
1,08

1,09

1,09
1,14
1,14
1,16
1,19
1,21
1,27
1,28
1,3

1,36
1,41
1,43
1,45
1,49
1,5

1,53
1,55
1,55
1,56
1,57
1,58
1,61
1,62
1,63
1,7

1,74
1,76
1,76
1,79
1,82
1,82
1,84
1,89
1,93
1,94
1,96

1,30E-04
4,19E-05
1,32E-04
4,24E-04
6,17E-04
2,96E-04

2,28E-04

4,89E-04
1,32E-04
1,34E-04
2,70E-04
1,52E-04
4,27E-05
1,24E-04
6,49E-05
3,32E-04
7,61E-07
1,87E-06
7,22E-05
4,47E-04
2,12E-05
4,08E-05
1,44E-04
5,96E-07
2,09E-04
2,37E-04
8,41E-06
1,29E-04
1,78E-04
1,65E-04
3,96E-05
2,41E-04
2,26E-04
1,03E-04
1,49E-04
4,82E-04
1,68E-04
2,87E-04
6,19E-04
2,49E-05
1,06E-06
1,79E-04
9,96E-06

1,97E-02
9,52E-03
1,97E-02
3,92E-02
4,95E-02
3,16E-02

2,68E-02

4,24E-02
1,97E-02
1,97E-02
2,97E-02
2,13E-02
9,67E-03
1,93E-02
1,23E-02
3,43E-02
4,26E-04
8,26E-04
1,30E-02
4,06E-02
6,23E-03
9,38E-03
2,10E-02
3,59E-04
2,53E-02
2,73E-02
3,01E-03
1,97E-02
2,28E-02
2,18E-02
9,25E-03
2,76E-02
2,68E-02
1,75E-02
2,12E-02
4,22E-02
2,18E-02
3,12E-02
4,95E-02
6,63E-03
5,69E-04
2,28E-02
3,49E-03



HK2
EPHX1
OGFRL1
SRPX2
ACAT2
LAMC2
RAB36
BMPER
HSD17B7
IF144
MRPS6
RHOU
CASC10
CYGB
RASSF8
CYP46A1
PLXNB3
ADRAZ2A
TP53111
FAM19A2
CIPC
ADCY4
HUNK
CDHR3
TRIM61
FAMZ20A
TNFRSF21
SNHG5
IL16
CAMK1D
KCNJ2
LUM
SBSN
SALL1
DAPK1
TMEMB35A
LYNX1
SAMDS5
RCAN2
CDON
TRPV2
COL6A6
MLPH

1,49
1,5
1,58
1,62
1,64
1,72
1,75
1,86
1,92
1,93
1,99
2,03
2,05
2,06
2,11
2,19
2,2
2,23
2,26
2,36
2,36
2,39
2,45
2,5
2,56
2,63
2,8
2,83
2,89
2,91
2,97
3,04
3,05
3,19
3,39
3,44
3,45
3,54
3,56
3,62
3,7
3,85
3,86

4,71E-04
7,75E-05
3,35E-05
2,28E-04
1,03E-05
1,19E-05
3,98E-07
1,24E-04
1,13E-04
1,46E-04
1,02E-05
3,74E-06
1,73E-06
4,97E-04
1,11E-07
6,31E-05
6,10E-04
2,71E-04
6,74E-05
5,35E-04
6,18E-04
5,561E-07
2,72E-04
3,21E-05
3,04E-09
2,46E-04
4,50E-07
6,41E-07
6,69E-07
6,50E-05
4,06E-04
4,15E-11
5,10E-04
2,65E-06
5,62E-06
1,18E-06
1,01E-05
5,67E-06
3,26E-04
1,57E-04
7,18E-05
1,53E-04
2,01E-04

4,14E-02
1,46E-02
8,54E-03
2,84E-02
3,45E-03
3,86E-03
4,18E-04
1,98E-02
1,88E-02
2,11E-02
3,45E-03
1,85E-03
1,11E-03
4,29E-02
1,60E-04
1,25E-02
4,86E-02
3,11E-02
1,30E-02
4,45E-02
4,90E-02
4,88E-04
3,11E-02
8,42E-03
6,38E-06
2,99E-02
4,45E-04
5,35E-04
5,35E-04
1,27E-02
3,84E-02
1,50E-07
4,31E-02
1,44E-03
2,55E-03
8,24E-04
3,45E-03
2,55E-03
3,37E-02
2,16E-02
1,37E-02
2,16E-02
2,59E-02

RAB36
IL16
WNK3
SPON2
TP53111
ADAMTSS
AC245297.3
COL24A1
RASSF8
CYP46A1
CDHR3
ADCY4
CASC10
LIN7A
KCND1
CPzZ
RHOU
CAMK1D
AL035681.1
TRIM61
JAK3
PLPPR4
SNHG5
OSBP2
TNFRSF21
SEMAGA
MAP2K6
LUM
KCNJ2
FAM84A
RCAN2
LYNX1
GPRC5B
INHBB
COL6A6
PRSS35
CCDC102B
CDON
C1QTNF1
SIPA1L2
TMEMB35A
SLC7A14
DCN
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1,97
2,01
2,02
2,03
2,04
2,07
2,09
2,11
2,12
2,13
2,15
2,21
2,23
2,26
2,27
2,32
2,35
2,38
2,39
2,43
2,43
2,44
2,47
2,55
2,57
2,6
2,63
2,66
2,68
2,88
2,98
3,07
3,08
3,22
3,35
3,37
3,4
3,49
3,59
3,64
3,67
3,71
3,74

4,41E-08
5,26E-05
4,23E-04
5,15E-05
1,57E-04
1,58E-04
5,62E-04
1,32E-05
3,15E-08
4,98E-05
7,08E-05
1,18E-06
1,88E-07
2,73E-04
1,05E-04
5,44E-05
1,76E-07
1,52E-04
4,82E-04
4,94E-09
2,33E-04
5,17E-04
1,08E-06
3,43E-04
1,65E-06
4,55E-04
2,87E-05
3,09E-10
2,32E-04
3,36E-04
2,67E-04
3,43E-05
3,76E-04
6,22E-04
1,23E-04
7,04E-05
5,13E-04
3,91E-05
5,17E-04
4,57E-04
3,07E-07
3,11E-05
5,99E-07

4,36E-05
1,09E-02
3,92E-02
1,09E-02
2,16E-02
2,16E-02
4,65E-02
4,28E-03
3,53E-05
1,07E-02
1,29E-02
5,82E-04
1,51E-04
2,98E-02
1,75E-02
1,10E-02
1,48E-04
2,13E-02
4,22E-02
8,30E-06
2,70E-02
4,40E-02
5,69E-04
3,50E-02
7,70E-04
4,07E-02
7,49E-03
6,50E-07
2,70E-02
3,44E-02
2,95E-02
8,47E-03
3,70E-02
4,95E-02
1,93E-02
1,29E-02
4,40E-02
9,25E-03
4,40E-02
4,07E-02
2,07E-04
7,93E-03
3,59E-04



DCN
DUSP4
PPARG

FAM213A
APOC1

4,01
4,08
41
4,49
5,18

1,04E-06
8,53E-06
1,90E-07
2,95E-04
1,37E-04

7,93E-04
3,26E-03
2,28E-04
3,23E-02
2,05E-02

OAS2
MLPH
TRPV2
DAPK1
FAM19A2
ABCB4
RAB27B
SALL1
PPARG
FAM213A
SAMDS
SELENOP
DUSP4
THBS4
APCDD1

3,78
3,79
3,82
3,87
3,91
3,92
4,05
4,15
4,47
4,61
4,82
4,88
5,05
6,89
7,17

6,47E-05
9,30E-05
2,91E-04
1,00E-07
3,89E-07
7,07E-05
4,07E-04
2,13E-08
6,53E-09
1,09E-05
1,59E-08
4,90E-05
2,03E-07
1,68E-04
3,16E-05

1,23E-02
1,59E-02
3,13E-02
9,37E-05
2,52E-04
1,29E-02
3,89E-02
2,56E-05
9,98E-06
3,73E-03
2,22E-05
1,07E-02
1,55E-04
2,18E-02
7,94E-03
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4.5.4 Etude protéomique : Identification des enzymes meétaboliques

différentiellement exprimées (Table 26).

Nous avons identifié 185 protéines différentiellement exprimées (FC>1,25 ; P<0,05)
dans les cellules cbIC et 147 protéines dans les cellules cb/G (Figure 45 — Table 27).
L'expression de 36 protéines était modifiée dans les deux maladies (Figure 46).

Dans les cellules c¢bhIC, 42 enzymes sont exprimées de maniére
significativement différente par rapport aux cellules témoins. Nous avons identifié 9
enzymes (Table 24) associées a des maladies monogéniques, dont les manifestations
cliniques sont également rapportées dans les IECM. Ainsi, nous pouvons rapporter
l'alpha-1,2-mannosyltransférase (ALG9) associée au trouble congénital de la
glycosylation de type IlI, et 3 enzymes mitochondriales: la sous-unité A8 de la
NADH:ubiquinone oxydoréductase (NDUFAS8), la Carnitine palmitoyltransférase 2
(CPT2) et la sous-unité X de l'ubiquinol-cytochrome c réductase, complexe Il
(UQCR10) associeées a des maladies mitochondriales ayant un phénotype clinique
sévere.

Dans les cellules cblG, nous avons identifié 48 enzymes qui étaient exprimées
difféeremment par rapport au groupe contrdle. Nous avons identifié 20 enzymes dans
différentes voies meétaboliques (Table 26), qui étaient associées a des maladies
monogeéniques avec des manifestations cliniques également rapportées dans les
IECM. Parmi ces enzymes, nous avons identifié la protéine MMAA (MMAA), qui est
impliquée dans le transport mitochondrial de la B12 et associée au type cblA. Nous
avons également observé I'aminotransaminase 2 a chaine ramifice (BCAT2) et 6
enzymes mitochondriales, dont la carnitine palmitoyltransférase 2 (CPT2), 5 sous-
unités de la NADH:ubiquinone oxydoréductase : A8 (NDUFAS8), A11 (NDUFA11), A13
(NDUFA13), A2 (NDUFA2) et la protéine Fe-S de la NADH:ubiquinone
oxydoréductase 3 (NDUFS3).

Dans les cellules cbIC et cblG, nous avons identifié trois enzymes communes
aux 2 pathologies qui étaient exprimées de maniére différente par rapport aux
fibroblastes témoins : ALG9, STEAP3 et NDUFAS8 (Figure 46).
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Table 26. Protéomique. Liste des enzymes différentiellement exprimées dans les cellules cb/C, cblG ou les deux par rapport aux
contréles, (FC>1,25 ; valeur P<0,05). Maladie associée a ces enzymes avec leur synopsis clinique et biochimique également
observés dans les IEM-B12*.

. . OMIM Log2 g Disease — OMIM — Clinical synopsis also presents in - - .
Disease Uniprot Gene Enzyme number (FC) P-Value Transmission modality IEM-B1 (frequency in IEM-B12%) Biochemical synopsis
Microcephaly (2.9%)
Cardiomyopathy (3.3%)
Congenital disorder of Hypotonia (17.7%) Hypoglycosylation  of
Alpha-1,2 cbIC: 2.66 0.024 glycosylation, type I Development delay (38.2%) serum transferrin
¢bIC and s — 608776 — AR Seizures (10.6%)
cbIG Q9H6U8 ALGY mannosyl;ransferas 606941 Cerebral atrophy (29.7%)
Abnormal brain MRI signal (50.1%)
Gillessen-Kaesbach- . o
cblG: 2.51 0.022 Nishimura syndrome; ,(\;A;izﬁgempr;algtf.?;%o/) Not specific
GIKANIS — 263210 — AR yopathy (357
cblC: 3.53 0.009 Anemia, hypochromic
cblC and Q658P3 | STEAP3 STEAP3 609671 microcytic, with iron No . clln.lcal similar clinical Anemia
cblG metalloreductase cblG: 2.52 0.022 overload 2 manifestations
— 615234 — AD
. . Cardiomyopathy (3.3%)
cblC and NADH:ubiquinone chlc: 214 0040 Zﬂ;}?;:zgdﬂ:lljglzr:rptlexg Pulmonary hypertension (1.9%) Elevated plasma lactate
P51970 | NDUFA8 oxidoreductase | 603359 Y, YPE | Development delay (38.2%) P
cblG . 37 . o and pyruvate
subunit A8 cblG: 1.98 0.049 619272 — AR Hypotonia (17.7%)
Cerebral atrophy (29.7%)
Branched chain Hypervalinemia or Plasma : Markedly
g o . .
chiC 015382 | BCAT2 | aminotransaminase | 113530 5.40 0.040 hyperleucine SoveERmEl Ry FaA) | (EEEEsel vl A
2 isoleucinemia Abnormal brain MRI signal (50.1%) | moderately increased
618850 — AR leucine-isoleucine
. Increase long-chain
0,
CPT Il deficiency, garcg%rgi);‘oaa;h%/(?ﬁ %) acylcarnitine (C14-C16)
infantile — 600649 - AR yp L7 Hypoketotic
i Seizures (10.6%) .
Carnitine hypoglycemia
cblC P23786 CPT2 palmitoyltransferase | 600650 -2.89 0.019 Microcephaly (2.9%) .
Increase long-chain

CPT Il deficiency, lethal
neonatal
— 608836 — AR

Cardiomyopathy (3.3%)
Chronic renal disease (7.0%)
Hypotonia (17.7%)

Seizures (10.6%)

acylcarnitine (C14-C16)
Decrease total and free
carnitine
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Encephalopathy, acute,
infection-induced, 4,
susceptibility to
— 614212 - AD, AR

Development delay (38.2%)
Seizures (10.6%)

Increased serum
acylcarnitine during
febrile crisis (C14-C16)

CPT Il deficiency,
myopathic, stress-

induced NA Rhabdomyolysis
—255110 - AD, AR
Nystagmus (9.0%)
Strabismus (3.2%)
Development delay (38.2%)
L-2- - ; o Increased L-2-
chiC QOHOP8 | L2HGDH | hydroxyglutarate | 609584 4.70 0.047 e e L , hydroxyglutaric acid
aciduria — 236792 — AR Pyramidal syndrome (4.4%) .
dehydrogenase : q Increased lysine
Extrapyramidal syndrome (3.6%)
Cerebral atrophy (29.7%)
Abnormal brain MRI signal (50.1%)
IUGR (1.8%)
Microcephaly (2.9%)
Strabismus (3.2%)
O-sialoalvcoprotein Galloway-Mowat High blood pressure (2.6%) Proteinuria
cbIC QINPF4 | OSGEP o dogg tigase 610107 -8.92 0.021 syndrome 3 Hypotonia (17.7%) Hvmoalburminemia
pep - 617729 - AR Development delay (38.2%) yp
Seizures (10.6%)
Pyramidal syndrome (4.4%)
Cerebral atrophy (29.7%)
?r:?(:sfl:rgztilxztuo:ezf Dystonia 16 PYEIEEL SyrGlElne ()
cblC 075569 PRKRA Yo 603424 2.83 0.049 y Extrapyramidal syndrome (3.6%) Not specific
protein kinase — 612067 — AR Development delay (38.2%)
EIF2AK2 '
c ":g:g::g:z: c Mitochondrial complex IlI
chiC QoUDW1 | UQCR10 y 609711 2.78 0.026 deficiency Mitochondrial dysfunction Lactic acidosis
reductase, complex : .
. — NA — Mitochondrial
lll subunit X
Glycogen storage
’ i 0,
cblG P35573 AGL alpha- 610860 1.93 0.038 AR Cardiomyopathy (3.3%) Hypoglycemia
glucanotransferase Glycogen storage Hyperlipidemia
disease lllb — 232400 - AR
Beta-1.4 Ehlers-Danlos syndrome,
-1,4- - . o
chIG qouBv7 | B4CALT | qalactosyltransferas | 604327 -3.51 0.018 | Spondylodysplastic type, | Hypotonia (17.7%) Not specific
7 1 Development delay (38.2%)
e7 — 130070 — AR
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Branched-chain

Branched-chain keto acid

keto acid dehydrogenase kinase Seizures (10.6%) Reduced branched-
chiG Qe A dehydrogenase lElth il R deficiency Development delay (38.2%) chain amino acid
kinase — 614923 -/
chIG P329029 | CTH Z{a’f‘:f:'a“f;’:'s’: 607657 7.52 0.045 cfsztf;’s‘:)%“l“:ga Development delay (38.2%) Cystathionuria
Development delay (38.2%)
1 0,
Dihydrolipoami'de Ma_ple syrup urine a;e/ggtr()er?iag1(?.7§7/i’i) Ketosis
cblG P11182 DBT branched-chain 248610 3.17 0.033 disease, type Il Ext idal svnd 3.6% +/- Lacti idosi
transacylase 248600 — AR xtrapyramidal syndrome (3.6%) actic acidosis
Development delay (38.2%)
Abnormal brain MRI signal (50.1%)
Nystagmus (9.0%)
. R Hypotonia (17.7%) -
Glutamyl-tRNA Co:nbmt:‘d O)I(":.a tive Development delay (38.2%) Decrellasel IIIa cl:;u/wty of
chlG Q5JPH6 | EARS2 synthetase 2, 612799 -3.40 0.027 P d°5.p. orylation Extrapyramidal syndrome (3.6%) compiex 1, 1,
4 . eficiency 12 . o Lactic acidosis
mitochondrial — 614924 — AR Seizures (10.6%)
Peripheral neuropathy (7.8%)
Abnormal brain MRI signal (50.1%)
Glucosidase, alpha HOREEIE TRy
cblG Q14697 GANAB 7 > | 104160 2.43 0.037 disease 3 High blood pressure (2.6%) Not specific
neutral AB
— 600666 — AR
Neurofacioskeletal
cblG | Q7LGA3 | HszsTy | Heparansulfate 2-0- ) 40, | 50 0.042 5¥::;f$‘:nwégl‘s°rN“;'é';‘z‘t Development delay (38.2%) Not specific
—619194 — AR
Metabolism of I\I'Iethylmalonic acidu'ria,
chiG Q8IVH4 | MMAA cobalamin 607481 11.72 0.032 "'ta'“'"c?o1|§':;:2’°“s"’e’ cblA disease cblA disease
associated A — 251100 — AR
Microcephaly (2.9%)
- . . Nystagmus (9.0%)
NADH-ubiquinone Mitochondrial complex | :
cblG Q86Y39 NE;{’F oxidoreductase 612638 2.34 0.022 deficiency, nuclear type (H)ardlomy OF{]a?th%/(S.S()/o) Incc;eaI\se' serum lactate
subunit A11 14— 618236 - AR Fypatonia (17.77%) and alanine
eizures (10.6%)
Cerebral atrophy (29.7%)
. . Maculopathy (8.1%)
Mitochonaril commlex| | Nystagmus (50%)
NDUF NADH-ubiquinone ,28 Hypotonia (17.7%) Increase serum lactate
cblG Q9P0JO A13 oxidoreductase 609435 2.08 0.033 — 618249 — AR Development delay (38.2%)
subunit A13 Pyramidal syndrome (4.4%)
Thyroid carcinoma, No clinical similar clinical Not specific
Hurthle cell manifestations
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— 607464 -/

NADH-ubiquinone

Mitochondrial complex |

Cardiomyopathy (3.3%)
Development delay (38.2%)

chlG oasers | NOUF oxidoreductase 6002137 2.82 0.035 deﬁcie“cy’%"c'ea’ tYPe | Seizures (10.6%) Metabolic acidosts
subunit A2 — 618235 — AR Cerebral atrophy (29.7%)
Abnormal brain MRI signal (50.1%)
NADH-ubiquinone Mitochondrial complex | Extrapyramidal syndrome (3.6%)
cblG 075489 | NDUFS3 | oxidoreductase Fe- | 603846 2.03 0.030 deficiency, nuclear type 8 Devel%y ment del); (38.2% )' ? Increase serum lactate
S Protein 3 - 618230 - AR P y (96,27
IUGR (1.8%)
C_Hélagoss%n_dl;l_née Cardiomyopathy (3.3%) Not specific
NAD(P)H steroid Development delay (38.2%)
chIG Q15738 | NSDHL | dehydrogenase-like | 300275 2.34 0.022 Microcephaly (2.9%)
protein CK syndrome Hypotonia (17.7%) e
— 300851 - XLR Development delay (38.2%) Not specific
Seizures (10.6%)
Psychiatric manifestation (6.3%)
. Prolidase deficiency Pulmonary hypertension (1.9%) .
cblG P12955 PEPD Peptidase D 613230 2.53 0.019 170100 - AR Development delay (38.2%) Anemia
0,
Peptidase, Spinocerebellar ataxia, Hysﬁgmgs(ggo//"))
cblG Q10713 PMPCA mitochondrial 613036 2.05 0.046 autosomal recessive 2 Dgselopment aeI;y (38.2%) Not specific
. . (o]
processing, alpha — 213200 - AR Extrapyramidal syndrome (3.6%)
Congenital disorder of Nystagmus (9.0%) . .
. glycosylation, type Iq Development delay (38.2%) Antllthromblne
Steroid 5-alpha- deficiency
cblG Q9H8PO | SRD5A3 reductase 3 611715 4.73 0.022 — 612379 — AR Hypotonia (17.7%)
Kahrizi syndrome @ e
612713 — AR Development delay (38.2%) Not specific

Note: * Clinical and biochemical abnormalities observed in IEM-B+. are reported in Wiedemann and al. 2022 meta-analysis
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Transcriptomic Proteomic PTM modifications

Figure 44. Similitudes et différences dans les analyses multi-omiques des fibroblastes cb/C et cblG par rapport aux cellules témoins.
(A). Données transcriptomiques : nous avons observé 173 genes exprimés differemment dans les lignées cb/C et 183 dans les
lignées cblG, 77 sont en commun, mais seulement 5 enzymes métaboliques (MT-TT, MT-TP, MT-CO1, OXCT1 et ACAT2).

(B). Données protéomiques : nous avons observé 185 protéines exprimées significativement differemment dans les lignées cblC et
147 dans les lignées cblG, 36 sont communes, 3 sont des enzymes métaboliques (ALG9, STEAP3 et NDUFAS).

(C). Modifications post-traductionnelles : nous avons observé 5 modifications PTM significatives de protéines (FC>1,25, P-
Value<0.05) dans les lignées cb/C et 9 dans les lignées cblG, 2 sont communes (ARMCX1 et OAT).
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Nous avons effectué une analyse de I'ontologie des génes impactés au niveau
transcriptomique et au niveau protéomique. Nous avons trié les termes GO par ordre
décroissant d'enrichissement (Figure 45A). Dans les cellules cbl/C, I'analyse a révélé
un enrichissement (FDR<0,05) des genes impliqués dans le processus catabolique
des hexoses (FE : 7,34), la dégradation des acides gras (FE : 3,35), le métabolisme
des acides monocarboxyliques (FE : 2,84), le métabolisme des acides carboxyliques
(FE : 2,28) et le métabolisme des oxoacides (FE : 2,21). L'analyse des voies KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) a confirmé I'enrichissement de
I'expression génétique sur les voies métaboliques de maniére générale (FE : 1,82).

Les résultats different des données obtenues dans les cellules cb/G. Dans ces
cellules, I'analyse a révélé un enrichissement (FDR<0,05) des génes impliqués dans
le métabolisme de I'hnomosérine (FE : 34,96), le métabolisme de la cystéine (FE :
21,52), le guidage des axones des cellules ganglionnaires dans la rétine (FE : 14,72),
le métabolisme des monosaccharides (FE : 3,21), le métabolisme des acides gras
(FE : 3,04), le métabolisme des acides monocarboxyliques (FE : 2,80), le métabolisme
des acides carboxyliques (FE : 2,60) (Figure 47B).Les analyses des voies KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ont révélé des modifications
statistiquement significatives en lien avec la voie des phosphates pentoses (FE : 9,32),
du métabolisme du saccharose (FE: 7,99), de la glycolyse/gluconéogenése (FE :
5,22), la phosphorylation oxydative (FE : 3,65), la maladie de Parkinson (FE : 3,42), la
maladie de Huntington (FE : 2,97) et la sclérose latérale amyotrophique (FE : 2,89)
(Figure 47C).
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Figure 47. Analyse bioinformatique des génes modifiés sur le plan
transcriptomique et protéomique dans les fibroblastes des patients cb/C ou
cblG. N=3 par groupe. Réalisé avec ShinyGO. (A). Processus biologiques GO enrichis
dans les fibroblastes cb/C. (B). Processus biologiques enrichis dans les fibroblastes
cblG. (C). Enrichissement les plus significatifs dans les fibroblastes cbl/G (voies KEGG)
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Table 27. Liste des protéines exprimées de maniére significativement différente
dans les cellules cblIC et cblG par rapport aux contréles (FC>1.25 ; P-value<0.05),
triées par ordre alphabétique.

Fold Fold

chIC-Gene Change P-Value cbhlG-Gene Change P-Value
ADD3 2,405 0,04314975 ACBD6 -6,822 0,01353019
AK6 3,334 0,02206566 ACIN1 -2,719 0,04776736
ALG9 2,66 0,02452603 AGL 1,927 0,03757379
ANKRD17 7,716 0,01739288 AHCYL1 5,709 0,04504491
ANXAS 2,263 0,0287497 AlG1 -18,965 0,02721377
APAF1 6,327 0,00558762 ALG9 2,508 0,02183135
ARHGEF18 -13,556 0,04045329 ANGEL2 -2,877 0,04651188
ARL2BP -2,132 0,04699226 ANKRD17 7,105 0,0265067
ASAP3 -5,864 0,03109287 ANXA6 2,271 0,03365528
ATE1 -16,982 0,03899521 APAF1 2,698 0,04626194
ATP11C 8,88 0,02978266 ARHGEF18 -16,326 0,03696799

ATP1A1 -5,344 0,02757355 ATP5B 2,209 0,035389
BCAT2 5,404 0,04019454 B4GALT7 -3,512 0,01777972
BIRC6 8,411 0,03562385 BCAR1 5,126 0,03758132
BLOC1S3 -2,886 0,01365309 BCKDK 7,698 0,01973941
C120rf57 6,951 0,00921367 BTN3A3 2,476 0,02938902
C3orf58 4,163 0,04698322 C12o0rf57 4,521 0,03567546
C6orf120 5,749 0,00516045 Cborf51 -10,764 0,01395162
CANT1 5,361 0,02302538 C6orf120 3,567 0,01504723
CANX 2,402 0,04431892 CARM1 2,043 0,04535328
CARM1 2,451 0,02864892 CASP4 -6,778 0,01744048
CCAR1 2,604 0,03217626 CCDC43 5,223 0,00909321
CD99L2 -5,694 0,03660005 CDC26 -31,323 0,04694143
CDC26 -66,183 0,02965358 CDCA5 -7,131 0,00739781
CERS2 -2,51 0,03072149 CERCAM 3,376 0,00841384
CHI3L1 19,674 0,00841757 CERS2 -2,058 0,04040346
CHM 6,427 0,02588023 CHMP5 2,689 0,02196066
CLIC2 10,617 0,0245465 CHRM2 23,978 0,04878347
CNN1 -3,827 0,02009545 CLK3 -11,448 0,00909801
COG4 4,167 0,03843123 CRIP2 3,403 0,03187314
COMMD1 -7,434 0,04333094 CTH 7,52 0,0452855
CPQ -2,632 0,0243914 CUL4A 2,136 0,01390179
CPT2 -2,891 0,01866541 DAAM2 -67,667 0,01024205
CRIP2 3,359 0,03140458 DBT 3,167 0,03277427
CSPP1 -6,295 0,02389666 DDX24 -11,614 0,03291175
CSTF2 -5,998 0,01051364 DNPH1 2,652 0,03737707
CUL4B -3,259 0,01459668 DSEL 4,948 0,02056069
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DAAM2
DBR1
DCN
DECR2
DGAT1
DHRS1
DHX40
DNAJC21
DNPEP
DSEL
EHHADH
EIF1AD
EIF4B
ENDOG
ENSA
ERLIN2
EXOC6B
EXOSC2
FAM103A1
FRMDS8
FUBP3
GAK
GALM
GALNT7
GEMINS
GFM2
GGT5
GHDC
GMPR
GNL3
HCLS1
HDAC3
HDAC5
HEATR1
HEATRS5A
HMGB3
HMSD
HNRNPL
ILKAP
INTS1
IRF2BP2
KIF1BP
KPTN

-67,667
-3,612
2,871
12,029

-16,946
9,547
10,253
7,285
2,346
10,494
-3,318
1,765
-3,861

6,92
4,899
-1,845

2,26
-2,453

-14,685

-12,132
-4,274
3,139
2,462
5,388
-5,277
5,118
-5,854
4,206

-21,298
-6,39
13,119
45,057
31,938
5,758
4,378
-3,746
12,213
4,284
-4,035
3,455
2,576
3,421
-4,78

0,01446148
0,0114212
0,04646029
0,01015366
0,03800488
0,01748067
0,04902194
0,02468844
0,04247401
0,01372484
0,02845444
0,04875688
0,04884238
0,01306691
0,00415591
0,04910396
0,03384959
0,01575214
0,00015405
0,02436165
0,00886425
0,00630815
0,02603392
0,0375301
0,00285596
0,00521753
0,01980484
0,04869609
0,00886316
0,01261206
0,00044996
0,00178832
0,01233439
0,0184454
0,00766368
0,04659542
0,01637171
0,00599167
0,01622882
0,02213375
0,04973048
0,04999548
0,02369444

EARS2
ELP6
ENPP2
ENSA
EXOSC2
FBXL18
FTH1
GALNT7
GANAB
GCC2
GFM2
GGT5
GIT2
GPHN
H6PD
HECTD3
HIST1H1A
HMGB2
HNRNPL
HS2ST1
HTATSF1
IGLL1
ILKAP
INTS1
IRF2BP2
ITM2B
JAM3
KIAA1217
KIF1B
LMANZ2
LSAMP
MAB21L1
MAN1TA2
MED24
MEIS1
MGLL
MGST1
MMAA
MROH1
MRPS16
MYO1D
NDUFA11
NDUFA13
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-3,399
8,293
4,847
3,535
-3,244
-2,798
3,816
8,778
2,432
44,572
4,427
-18,689
2,337
13,08
2,477
3,032
-6,577
2,669
3,306
-2,981
5,734
22,796
-17,109
-15,414
2,686
2,367
5,459
-3,777
5,094
2,409
5,321
-26,183
-15,825
40,727
-67,497
-6,141
-3,645
11,724
-3,517
-23,714
2,268
2,341
2,077

0,02666982
0,03887796
0,04711135
0,00921557
0,00309291
0,04934834
0,03357282
0,00744737
0,03747743
0,01331596
0,00736584
0,00198098
0,02539764
0,01392581
0,03717205
0,03576603
0,01966762
0,02614848
0,01281202
0,04178651
0,02862809
0,01871935
0,00554017
3,72E-05
0,03668026
0,04632309
0,0417289
0,03820005
0,02501615
0,04031013
0,02687531
0,04535513
0,00100591
0,02624209
2,83E-06
0,00962347
0,02690319
0,03177006
0,02511982
0,013446
0,03155722
0,02173799
0,03271678



KRR1
KRT1
KRT2
L2HGDH
LMOD1
LPIN1
LRRC14
LSM7
MAP3K4
MBD2
MEIS1
MGLL
MIA3
MLEC
MLXIPL
MMGT1
MOXD1
MRPL17
MUC6
N4BP1
NAALADL?2
NDUFAS8
NDUFB1
NFKBIA
NHSL1
NOLC1
NOMO2
NPR2
NUDT16
OSGEP
OSM
PAM
PDS5A
PDZD8
PFDN1
PHLDA2
PHYHD1
PIGG
PLA2G4A
PPP1R11
PPP1R12C
PRKRA
PRPF39

4,047
3,021
9,307
4,698
-8,242
7,579
3,781
-4,801
21,915
-2,309
-57,706
-10,683
3,232
-2,871
-3,334
2,355
4,131
55,14
-6,547
7,576
-7,197
2,142
3,082
2,903
5,022
62,534
2,396
17,288
4,863
-8,922
-3,397
5,416
-4,45
66,077
-8,347
2,85
21,005
36,324
2,677
-3,741
-3,181
2,827
50,668

0,04183936
0,01657266
0,01756823
0,04688874
0,02440267
0,04650853
0,02404221
0,03692628
0,00034119
0,0474444
6,9707E-06
0,00300504
0,03707688
0,0074687
0,02690825
0,03963614
0,04532483
0,048209
0,0297581
0,03891186
0,03479829
0,03970696
0,02569374
0,0484272
0,04791801
0,02823924
0,02880706
0,01230068
0,03471196
0,02119945
0,04559044
0,00040918
0,01609297
0,03297989
0,04115422
0,0188602
0,03236321
0,02957263
0,03462382
0,01248672
0,04445082
0,04852757
0,03779448

NDUFA2
NDUFAS8
NDUFB5
NDUFS3
NOMO2
NSDHL
OSM
PAFAH1B3
PAM
PEPD
PGM5
PIGG
PIGU
PLA2G4A
PLEKHF1
PMPCA
PNMA1
POGZ
PPP1R12C
PPP1R15A
PRPF38B
PSMB7
PSMG3
PYGL
RAB27B
RALGPS2
ROR1
RTN3
SCCPDH
SELENOO
SH3PXD2B
SLC16A1
SLC16A7
SLC2A6
SLC35F6
SLC39A7
SLC41A3
SLC7A14
SLIT2
SNF8
SPATA18
SRD5A3
SRRT
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2,82
1,976
2,395
2,033
2,146
2,337
-3,786
-2,975
5,903
2,527
5,258
23,958
20,282
3,638
4,497
2,052
-63,287
-5,994
-2,996
-13,572
-6,261
2,094
-1,913
2,667
28,802
-21,03
6,843
4,683
2,112
5,705
3,076
-15,829
2,567
2,754
-9,595
2,131
22,14
31,07
7,128
3,99
2,835
4,729
4,816

0,03521359
0,04957869
0,04050946
0,03034376
0,03278017
0,02209027
0,00747765
0,03135194
0,00019358
0,01949068
0,04622517
0,01612618
0,0113482
0,00979637
0,04591628
0,04631427
0,00673732
0,04383895
0,0395701
0,03534316
0,01780548
0,04268056
0,04066892
0,00947239
0,00010091
0,03362034
0,03234245
0,03369055
0,03541592
0,01313553
0,01499262
0,01176024
0,04228888
0,04607854
0,00971061
0,03409971
0,00465849
0,01034884
0,02588962
0,00968527
0,03487863
0,02247945
0,00634628



PSMB10
PSMB7
PSME4
PTPRH
QPCTL

RALGPS2
RBBP4
RBBP9
REPS1
RGS10
RINT1
RIOK3
RNF123

ROR1
RRAGC
SDPR

SEMA3C

SERPINB2

SGCE
SH3PXD2B

SLC16A1

SLC22A4

SLC2A10
SLC2A6

SLC35B1

SLC39A11

SLC39A7

SLC41A3

SLC46A3

SMPDL3A

SNF8

SPECCI1L

SPTBN1

SRGAP1

ST3GAL1

STARD13
STEAP3
STEAP4

SUPT4H1
SV2A
SYT11
THOC?2
THTPA

3,922
2,848
31,043
63,327
-4,652
-44,726
-3,557
4,691
3,431
2,909
6,238
-38,375
2,692
12,443
2,098
-7,863
-23,764
4,909
-17,704
3,211
-9,258
67,667
4,427
3,086
4,218
10,139
2,467
14,994
-4,188
-25,641
3,484
-7,083
2,59
2,541
29,901
-10,365
3,528
9,799
59,649
67,588
5,353
-2,656
-49,01

0,02383088
0,0329785
0,00114078
0,03878346
0,01879642
0,00996552
0,03849603
0,00952905
0,04601998
0,02397686
0,04763218
0,0028406
0,02170818
0,01433139
0,03849192
0,00641276
0,022964
0,0159352
0,03807388
0,01725107
0,04208523
0,01662111
0,01442201
0,02543355
0,03808373
0,01221588
0,02669026
0,04634154
0,02734297
0,0256613
0,01546748
0,00136877
0,04221097
0,04919517
0,02818477
0,031752
0,00880625
0,0342715
0,03287775
0,00427386
0,01519173
0,02830058
0,0459202

ST3GAL1
STARD13
STEAP3
STEAP4
SVEP1
TBCK
TGM2
THTPA
TIMM23B
TMI9SF1
TMEMZ222
TP53BP2
TRAPPC12
TRIM47
TRIP4
TSPAN4
TTC7A
UBE2D1
UBR2
USP4
USP47
ZADH?2
ZKSCANS
ZRANB2
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29,324
-6,884
2,518
7,399
-2,853
-3,064
-4,06
-34,102
3,4
8,024
9,282
-2,82
2,512
-5,019
4,476
5,131
3,293
2,373
-10,648
-5,892
-2,539
27,592
-41,475
18,375

0,00234246
0,03613796
0,02156951
0,03425431
0,02831006
0,03979948
0,00960503
0,04628241
0,02764024
0,01106408
0,00120339
0,04940008
0,02541276
0,01613001
0,00461577
0,01300589
0,04635635
0,04671879
0,00983506
0,01684306
0,04032972
0,02235375
0,00306556

0,0299994



TMEMZ222
TMEMS87A
TRAPPC12
TRAPPC2
TRIP4
TRMTZ2A
TSPAN4
TUBBZ2A
UBASH3B
UBE2D1
UBR2
UQCR10
USP4
VKORC1
VPS29
VPS37A
WDR92
ZADH?2
ZKSCANS

4,973
-2,736
2,8
-7,073
5,024
5,188
8,622
3,47
2,841
3,247

-10,877

2,778
-7,365
2,213
5,145
3,515
2,473
32,211
-2,95

0,01568274
0,02824961
0,01930289
0,03011683
0,00516211
0,0415056
0,01132946
0,03334431
0,04684632
0,03427178
0,01190115
0,02608851
0,00421297
0,03231254
0,02107717
0,03103587
0,02668201
0,03678953
0,03433731
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4.5.5 Modifications post-traductionnelles (Table 28).

Nous avons émis I'hypothése qu'une partie des altérations métabolomiques, y compris
I'nyperammoniémie, I'hyperglycinémie et la diminution de la concentration d'ornithine,
pouvaient étre liees a des modifications post-traductionnelles sur des enzymes
impliquées dans les différents cycles. Nous avons observé une acylation accrue des
résidus lysine a type d’acétylation, de propionylation, de
succinylation/méthylmalonylation, de glutarylation et de malonylation dans des
protéines clés des voies métaboliques (Table 29). L’analyse des séquences par
spectrométrie de masse des peptides ayant un ajout significatif de PTM sont
présentées dans la Figure 48A. Nous avons identifié 4 protéines exprimées (TUBBS3,
WASHC4, OAT et SPTAN1) avec des PTM significativement différent des fibroblastes
témoins (FC>1,25 ; valeur P<0,05) dans les cellules cbIC et 9 protéines (WASHC4,
SF1, COL6A1, COL6A3, TTL, OAT, RPS27A, EZR et TUBB3) dans les cellules cblG
(Table 30). 2 protéines (WASHC4 et OAT) avaient une PTM similaire dans les deux
pathologies (Figure 47C).

Dans les fibroblastes cb/C, nous avons observé des PTM de type addition du
propionaldéhyde sur 2 enzymes, l'ornithine aminotransférase (OAT, sur un résidu
histidine en position 53) et la spectrine alpha non érythrocytaire 1 respectivement
codées par les génes OAT et SPTAN1. Le déficit d'expression ou d'activité de ces
protéines en cas de maladies monogéniques produit des manifestations cliniques
neurologiques ou ophtalmologiques telles que la dégénérescence choriorétinienne ou
la cécite, également rapportées dans les C-IECM (Table 28 et Figure 48A). Les cas
d'apparition néonatale du déficit en OAT rapportent un retard de croissance, un retard
de développement et une encéphalopathie.

Dans les fibroblastes de type cbl/G, nous avons observé des PTM sur 5
protéines codées par des genes associés a des maladies monogéniques, avec des
manifestations cliniques (neurologiques ou ophtalmologiques) également rapportées
dans les C-IECM (Table 28). Plus précisément, nous avons observé une addition de
propionaldéhyde dans l'ornithine aminotransférase (OAT), le collagéne de type VI,
chaine alpha 1 (COL6A1) et la tubuline beta 3 classe Ill (TUBB3), et une addition de
succinyle sur le collagene de type V, chaine alpha 1 (COL5A1) (Table 28 et Figure
48A).

Ces données ont montré la prédominance des PTM par propionaldéhydation
(Table 29). Cette constatation était cohérente avec I'augmentation intracellulaire du
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propionate et de méthylglyoxal. En effet I'ajout de propionaldéhyde sur I'OAT (Table
28 et Figure 48B), et la baisse d’'activité qui en résulte est cohérent avec la diminution
de la concentration d'ornithine signalée dans les cas P1, P2 et P4 et I'augmentation
de la glutamine dans le cas P1. L'addition de groupements propionaldéhyde dans
I'OAT était plus importante dans les fibroblastes de patients suivi pour un déficit de
type cbIC que dans les fibroblastes cb/G (Figure 48B). L'analyse en composantes
principales (ACP) des PTM de I'OAT a montré un regroupement selon les cellules
témoins, cbIC et cblG, illustrant les differences de PTM dans les deux catégories
d'lECM (Figure 48C).
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20 20 Iﬂgl Groups

Groups
1.8 1.8
16 IGITNH(+40.03)DEYSLVR (TLN1) 16 LGQH(+40.03)VVGMAPLSVGSLDDEPGGEAETK (TSFM)
14 LGTVYC(-1.01)Q(+0.98)ASFPGANIIGN(+0.98)K(+40.03) (NR3C1) 14 LGTVYC(-1.01)Q(+0.98)ASFPGANIIGN(+0.98)K(+40.03) (NR3C1)
Lo12 AGTH(+40.03)QVSMETQESSSTLTVASR (AKAP10) Lo12 LGEHNIK(+86.00)VLEGNEQFINAAK (PRSS3)

—1.0 I || ADK(+42.01)PDMGEIASFDK (TMSB10) — 1.0 IGITNH(+40.03)DEYSLVR (TLN1)
08 LGLH(+40.03)QQGSEPSYLDR (WDR18) - 08 GGK(+40.03)PEPPAM(+15.99)PQPVPTA (RPS3)
0.6 ASGADSK(+42.01)GDDLSTAILK (VCP) - 06 K(+40.03)GILVMNT PNGN(+0.98)SLSAAELTC(-1.01)GMIMC(-1.01)LAR (PHGDH)
04 I H(+40.03)GGLSLVQTTDYIYPIVDDPYMMGR (SEPHS1) - 04 SGAFGH(+40.03)LFRPDNFIFGQSGAGN(+0.98)NWAK (TUBB3)
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1.0 EQ(+0.98)TGLEAYALGLDTK(+70.04) (LSS) 10 LMNESLMLV TALNPHIGY DK(+86.00)AAK(+86.00)IAK (FH)
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14 EAADMLK(+70.04)ALQGASQIIAEIR (DNM1L) 14 LGH(+40.03)EPGLVQLVNYYR (TTL)
16 YGLVMTEAH(+40.03)LPSQTLEQGLDVLEIMR (WASHC4) 1.6 TLSDYNIQK(+114.03)ESTLHLVLR (UBC)
1.8 SGTIFDNFLITNDEAYAEEFGN(+0.98)ETWGVTK(+114.03) (CALR) 1.8 SGTIFDNFLITN(+0.98)DEAY AEEFGNETWGVTK(+114.03) (CALR)
2.0 anaqA9Aq 20 h YGAH(+40.03)NYHPLPVALER (OAT)
BRBRRR K(+40.03)VVK(+114.03)QASEGPLK (GAPDH)
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Figure 48. Modifications post-traductionnelles (PTM) dans les protéines des
fibroblastes des patients cbI/C et cblG.

(A). Heatmap et séquences de peptides avec des PTMs significatives dans les
fibroblastes cbIC par rapport au contrdle (pvalue<0.05).

(B). Heatmap et séquences de peptides avec PTMs significatifs dans les fibroblastes
cblG vs Contréle (pvalue<0.05).

(C). Importance des modifications par I'addition de groupement propionaldéhyde
rapportée dans les fibroblastes des patients cb/IC et cb/G sur ['ornithine
aminotransférase.

(D). Analyse en composantes principales des peptides modifiés avec un filtrage
multigroupe ANOVA a p<0,05 dans les fibroblastes des patients cb/C et cblG et les
fibroblastes témoins
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Figure 49. Représentation tridimensionnelle de la protéine OAT et localisation
du PTM observé dans des fibroblastes cbl/C et cbIG

(A). Le segment N-terminal de I'ornithine amino-transférase (OAT) se compose d'une
hélice isolée (L) et d'une bande antiparallele a trois brins 3 (A, B, C) reliées par une
longue boucle (Ln1). La modification post-traductionnelle (PTM) de I'OAT est située
sur I'histidine 53, dans la premiére boucle de la sous-unité A, entre deux résidus
fortement impliqués dans l'interface avec la sous-unité B (fléches). La structure 3D a
éte réalisé selon (448), avec le

(B). La PTM est censée perturber la dimérisation des deux sous-unités et donc
I'activité catalytique de I'OAT.
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Table 28. PTM. Liste et type de modifications post-traductionnelles des enzymes exprimées dans les cellules CbIC, les
cellules CbIG ou les deux défauts par rapport aux témoins (FC>1,25 ; valeur P<0,05). Une maladie liée a ces enzymes avec
leur synopsis clinique et biochimique a également été observée dans les ICEM *.

Disease 8 e . :
. OMIM Fold Disease - OMIM Clinical synopsis also presents in - - -
'.’TM . Liliaiet |- (Enn SLEVine number change FREITE Transmission modality IEM-B+2 (frequency in IEM-B12*) HEAINSEN N
modification
cblC and cblG - cblC: .
_Ornlthlne 1.699 0.048 Gyrate a tr?phy of chorold Maculopathy (8.1%) Increase or decrease
Propi P04181 OAT aminotransferas 613349 - and retina; GACR X o o
ropionaldehyde cblG: Peripheral neuropathy (7.8%) Ornithine level
" e 0.022 — 258870 — AR
addition 1.363
cblC . Developmental and | Microcephaly (2.9%)
Spectrin, alpha - ;
’ o epileptic encephalopathy | Seizures (10.6%) e
Propionaldehyde Q13813 | SPTAN1 no??rsygl%?ﬁ¥tlc 182810 1.654 0.008 5: DEE5 Hypotonia (17.7%) Not specific
addition ’ — 613477 — AD Cerebral atrophy (29.7%)
Bethlem  myopathy Increase serum creatine
blG BTHLM1 Hypotonia (17.7%) Kinase
Collagen, type — 158810 - AD, AR
. P12109 | COL6A1 , 120220 2.371 0.046 Ullrich congenital
Prop;%rzj?tls)ihyde alpha 1 muscular dystrophy Hypotonia (17.7%) Increase serum creatine
UCMD1 Peripheral neuropathy (7.8%) kinase
— 254090 — AD, AR
. . Nystagmus (9.0%)
Cortical . dyspla5|'a, Strabismus (3.2%)
complex, with other brain ?
. Development delay (38.2%)
malformations . o -
Hypotonia (17.7%) Not specific
CDCBM1 ! o
Pyramidal syndrome (4.4%)
cblG — 614039 — AD. . o
Tubulin beta 3 Seizures (10.6%)
. Q13509 | TUBB3 602661 6.665 0.017 Abnormal brain MRI signal (50.1%)
Propionaldehyde class Il - -
e Fibrosis of extraocular
addition :
muscles, congenital, 3a,
with or without | Development delay (38.2%) Not specific
extraocular involvement; | Peripheral neuropathy (7.8%) P
CFEOM3A
— 600638 — AD.
cblG Collagen tvpe V Ehlers-Danlos syndrome,
P20908 | COL5A1 gen type 120215 1.548 0.035 classic type, 1; EDSCL1 Hypotonia (17.7%) Not specific
. alpha 1 chain
Succinyl — 130000 — AD
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addition

Fibromuscular dysplasia,

No clinical similar clinical

multifocal; FMDMF . . Not specific
— 619329 — AD manifestations
Bethlem myopathy 1; .
BTHLM1 Hypotonia (17.7%) L’?Cfease EACIECEI
— 158810 — AD, AR inase
cblG - -
Ullrich congenital
Collagen type VI . .
Propi P12111 | COL6A3 - 120250 1.775 0.024 muscular dystrophy 1; . o, Increase serum creatine
ropionaldehyde alpha 3 chain UCMD1 Hypotonia (17.7%) Kinase
addition — 254090 — AD, AR
_D%?t&r!l'? E7AR Extrapyramidal syndrome (3.6%) Not specific

Note: * Clinical and biochemical abnormalities observed in IEM-B+. are reported in Wiedemann and al.
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Table 29: Liste des modifications post-traductionnelles (PTM) observées dans les fibroblastes de patients cbI/C et cblG.

Name Dmass Position #PSM #Peptides
Deamidation 0,98 QN 23411 3953
Oxidation 15,99 M 16215 917
Half of a disulfide bridge -1,01 C 4386 740
Propionaldehyde 40,03 KH 2467 463
Acetylation 42,01 K 173 96
Glutarylation 114,03 K 161 56
Crotonylation 68,03 K 71 61
Propionyl 56,03 K 64 58
Succinyl 100,02 K 55 41
Malonylation 86 K 50 47
Benzoyl 104,03 K 47 34
Crotonaldehyde 70,04 K 31 25
Butyryl 70,04 K 31 28
Palmitoylation 238,23 K 12

Myristoylation 210,2 K 12 9
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Table 30. Liste des modifications PTM des enzymes métaboliques dans les
cellules cbIC et cblG par rapport aux contréles (FC>1,25), triée par indice
alphabétique. Les génes dont la P-Value est < 0,05 sont écrits en caractéres gras.

: cbiC- P- Fold : P- Fold |
UniProt Gene PTM value _change UniProt cblG-Gene PTM value change
Q9P291  ARMCX1 :‘g;‘l’t'fo': 0.037 3911 | P5339 ACLY Propionaldehyde ~ 0.108  1.776
Q05682  CALD1  Acrolein additon ~ 0.119 2594 | P63261  ACTG1 Pro"’g’&gh‘?ﬁ?’de; 0.113 4622
015484  CAPN5  Propionaldehyde  0.104  14.265 | P54886 ALDH18A1  Propionaldehyde  0.137  1.738
Q9Y5P4  CERT1 Ubiquitin 0115 1702 | Poo7s  ALpoa ~ Propionaldenyde; 10 4g 459

Deamidation
Succinic
anhydride
Q07065 CKAP4 labeling reagent 0.137 3.275 Q9P291 ARMCX1 Acrolein addition  0.047 5.561
light;
Crotonaldehyde
Succinic
anhydride
P20908 COL5A1 labeling reagent 0.113 5.856 015484 CAPN5 Propionaldehyde  0.117 2.842
light; Half of a
disulfide bridge
P12109 COL6A1  Propionaldehyde 0.145 2775 | P40227  CC6TA Propionaldehyde  0.129  2.451
P53621 COPA Propionaldehyde ~ 0.142  6.842 | P30085  CMPK1 Propionaldehyde ~ 0.113  1.539
Succinic
anhydride
P19525  EIF2AK2  Acrolein additon  0.068  1.654 | P20908 COL5A1  labeling reagent  0.035  1.548
light; Half of a
disulfide bridge
Q5VTEO EEF1A1P5 Dg:r'gig';'tri‘én 0.133 1699 | P12109 COL6A1  Propionaldehyde 0.046  2.371
Q6P179  ERAP2  Propionaldehyde 0.117  1.384 | P12111  COL6A3  Propionaldehyde 0.024  1.775
P15311 EZR Propionaldehyde 0.040  6.591 | P00387 CYB5R3  Propionaldehyde  0.060  6.280
. Crotonaldehyde;
Q92616  GCN1 Propionaldehyde  0.061  19.611 | Q16531 DDB1 Aoroloin addion, 0141 1536
Q16777  H2AC20 Pmpl'j’g}z'jﬁzyde; 0.078  1.703 | Q14204 DYNC1H1  Propionaldehyde  0.077  1.826
AILOTO  ILVBL  Propionaldehyde 0.095 109.540 | QSVTE0 EEF1A1Ps [ JPUR 0072 2562
P04181 OAT Propionaldehyde 0.048 1.988 Q6P179 ERAP2 Propionaldehyde  0.052 >20
P08237  PFKM  Propionaldehyde 0.142 2906 | Q02790  FKBP4 Propionaldehyde ~ 0.098  1.687
Co Acetylation;
P18669  PGAM1 Ubiquitin 0101 2696 | Q16777  H2AC20 Carboxyethyl 0.086  3.295
Q15149 PLEC Propionaldehyde  0.136 4.367 Q16836 HADH Carboxyethyl 0.096 1.413
Q96D15  RCN3 Propionaldehyde ~ 0.064  1.735 | P17693  HLAG LI UIE 0.099  1.707
Acetylation
P62979  RPS27A Ubiquitin 0.059  1.687 | Q13151 HNRNPAO De&’:i‘cﬁ‘ttif”; 0.144  1.486
Q13813 SPTAN1  Propionaldehyde 0.008 5.226 Q93052 LPP Propionaldehyde 0.000 >20
Succinic anhydride
Acetvlation: labeling reagent
QOUH99  SUN2 yauon, 0.140 3569 | P43243  MATR3 light; Succinic 0.105  3.496
Ubiquitin . ;
anhydride labeling
reagent light
Q13509  TuBB3  rropionaldehyde; g a5y 4804 | pos3os  mpsT  Propionaldehyde; o905 o9
Deamidation Deamidation
QOHBLO  TNST? Acrolein additon ~ 0.056  319.364 | P11586  MTHFD1  Propionaldehyde  0.086  1.683
Acrolein addition;
Succinic anhydride
Q3LXA3  TKFC Carboxyethyl 0.101 2053 | P35579  MYH9 labeling reagent 0119 2043
light
P22314 UBA1 Propionaldehyde ~ 0.141  3.064 | QINZM1  MYOF Carboxyethyl 0.101  2.372
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060763

Q15942

Uso1

ZYX

Half of a disulfide
bridge
Acrolein addition;
Crotonylation

0.072

0.133

3.052

6.591

Q92597

Q15155

P69849
P04181
015460

P49585
P08237
PO7737
P18669
Q06830

P62979
Q9Y6U3

Q8NC51

Q9HAT2
Q9HBLO

Q13509

P22314
Q2M389
075844

Q15942

NDRG1

NOMO1

NOMO3
OAT
P4HA2

PCYT1A
PFKM
PFN1
PGAM1
PRDX1

RPS27A
SCIN

SERBP1

SIAE
TNS1

TUBB3

UBAT1
WASHC4
ZMPSTE24

ZYX

Ubiquitin
Propionaldehyde

Propionaldehyde
Propionaldehyde
Propionaldehyde
Carboxyethyl;
Propionaldehyde
Propionaldehyde
Acetylation;
Ubiquitin
Ubiquitin
Ubiquitin; Acrolein
addition
Ubiquitin
Propionaldehyde
Carboxyethyl;
Deamidation
Propionaldehyde
Acrolein addition
Propionaldehyde;
Deamidation
Propionaldehyde
Propionaldehyde
Propionaldehyde
Acrolein
addition;
Crotonylation

0.111

0.111

0.076
0.022
0.123

0.028
0.116
0.053
0.108
0.138

0.038
0.090

0.107

0.150
0.076

0.017

0.063
0.057
0.105

0.049

2.164

1.875

1.863
1.363
1.793

2.604
0.916
> 20
240.720
9.305

2.992
17.721

1.022

2.428
2.446

6.665

3.680
> 20
2.014

5.297
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4.6 Discussion

Notre étude sur fibroblastes de patients ayant un déficit du métabolisme de la vitamine
Bi2 montre des modifications aux niveaux métabolomiques, transcriptomiques,
protéomiques et post-traductionnels des geénes et enzymes impliqués dans des
pathologies dont les manifestations sont similaires a celle des IECM. Ces modifications
ont un impact sur plusieurs voies meétaboliques, dont beaucoup sont impliquées dans
le métabolisme énergétique mitochondrial.

Une étude protéomique antérieure sur des fibroblastes de patients cb/C a montré des
altérations en lien avec le cycle cellulaire, I'expression des génes, le métabolisme des
médicaments, les troubles squelettiques et musculaires et le métabolisme des lipides
(385). Une étude protéomique sur des lymphocytes de patients a montré des
altérations liées a la détoxification cellulaire, au métabolisme du glutathion (347), au
trafic intracellulaire, au repliement des protéines, au métabolisme énergétique et a
l'organisation et a I'assemblage du cytosquelette (386). Une autre étude de notre
groupe avec des analyses combinées protéomique et transcriptomique a montré des
altérations en lien avec le stress cellulaire, les protéines de liaison a I'ARN,
responsables d'anomalies d'épissage et d'une perturbation de la navette de I'ARN
nucléocytoplasmique (317). Notre étude est la seule a avoir analysé les données multi-
omiques (métabolomique, protéomique, transcriptomique et modifications post-
traductionnelles) dans les génes et les protéines associées a des maladies
métaboliques rares. Elle a montré I'importance des altérations du métabolisme
mitochondrial. Ces altérations se traduisent par une diminution de la respiration
mitochondriale et une perturbation du cycle de Krebs.

La plupart des genes OMIM identifiés ont été régulés a la baisse au niveau
transcriptionnel et/ou protéomique. Beaucoup de ces modifications étaient a la baisse
et beaucoup de ces voies étaient impliquées dans le métabolisme énergétique
mitochondrial.

Nous avons observeé une diminution critique de lI'expression de génes impliqués
dans le métabolisme énergétique mitochondrial, tant au niveau transcriptionnel que
protéomique dans les C-IECM et Hcy-IECM. Ces résultats suggérent que la diminution
de l'expression de ces génes est liée a l'altération de I'activité de la MS plutét qu'a celle
de la MUT. La diminution de la synthése de SAM entraine des altérations
épigénétiques avec des modifications de la méthylation de I'ADN spécifiques a chaque
organe. Ces altérations épigénétiques sont liees a la perturbation du transfert

-250 -



nucléocytoplasmique de 'ARNm dépendant de linactivations des complexes PGC-
1a/récepteur nucléaire (35). Au niveau transcriptionnel, les changements les plus
pertinents étaient la diminution de I'expression de géenes codés par I'ADN
mitochondrial, notamment MT-TT (codant pour 'ARNt mitochondrial thréonine), MT-
TP (codant pour I'ARNt mitochondrial proline) et MT-CO1 (codant pour la sous-unité 1
de la cytochrome C oxydase du complexe respiratoire |V) et la diminution de
I'expression de OXCT1, qui code pour la succinyl-CoA:3-oxoacide-CoA transférase.
Une expression altérée de ces génes mitochondriaux est associée a des
manifestations neurologiques également observées dans les IECM, notamment un
syndrome extrapyramidal, une hypotonie, des crises d'épilepsie, un retard de
développement, une cardiomyopathie et des manifestations ophtalmologiques. La
succinyl-CoA:3-oxoacide-CoA transférase catalyse le transfert réversible de CoA du
succinyl-CoA a l'acétoacétate comme premiére étape de I'utilisation des corps
cétoniques. Le déficit en OXCT1 pourrait contribuer aux manifestations neurologiques
des IECM en diminuant la production de corps cétoniques nécessaires pour alimenter
les besoins énergétiques du cerveau. Les besoins énergétiques du cerveau en corps
cétoniques sont par ailleurs fondamentaux dans le vieillissement cérébral. L'énergie
fournie par le glucose au cerveau est altérée en cas de troubles cognitifs modérés ou
de maladie d’Alzheimer. Cependant, il est observé une certaine amélioration des
résultats cognitifs en cas de régimes cétogénes dans ces deux pathologies (228, 229,
449-451).

Au niveau protéomique, les modifications observées les plus pertinentes dans
les C-IECM et/ou les Hcy-IECM étaient liées aux voies mitochondriales et aux
enzymes impliquées dans d'autres troubles héréditaires du métabolisme, comme la
sous-unité A8 de la NADH:ubiquinone oxydoréductase (NDUFAS8), la carnitine
palmitoyltransférase 2 (CPT2) et la sous-unité X de I'ubiquinol-cytochrome c
réductase, complexe Ill (UQCR10). Des variants pathogénes de ces génes sont
associés a des maladies mitochondriales graves. Il convient de noter qu’un déficit en
NDUFAS8 est associé a une cardiomyopathie, de I'hypertension pulmonaire, un retard
de développement, une hypotonie et une atrophie cérébrale. Ces signes cliniques sont
également rapportés dans les déficits de type cbIC et cblG/E. La diminution de
I'expression de NDUFAS8 pourrait participer a la survenue de I'hypertension
pulmonaire, dont la pathogénicité est mal connue. CPT2 joue un réle maitre dans
I'entrée des acyl-CoA dans la mitochondrie, et les mutations pathogénes de CPT2 sont
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responsable de I'apparition d’'une cardiomyopathie, d’'une hypotonie et de crises
d'épilepsie, qui ont également été rapportées dans les déficits cblIC et cblG. UQCR10
est une sous-unité du complexe Il mitochondrial, élément important de la chaine
respiratoire au niveau de la membrane mitochondriale interne (452). Il n'y a
actuellement aucune pathologie décrite en cas de mutations de ce gene. Cependant,
étant donné son réle crucial au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale, on peut
s'attendre a ce qu’un niveau d’expression diminué puisse produire des manifestations
neurologiques.

Il convient de noter que parmi les 6 PTM les plus importantes sur les enzymes
dans les fibroblastes des patients cb/C, 5 (83 %) étaient dues a l'ajout de
propionaldéhyde. Cette PTM est cohérente avec une concentration accrue de
propionate et de méthylglyoxalate dans les fibroblastes cbl/C, car ces deux molécules
sont des précurseurs métaboliques du propionaldéhyde (Figure 44). La concentration
accrue de méthylglyoxalate pourrait étre liée a une altération de la glycolyse, comme
le montre la concentration de pyruvate a la limite supérieure de la normale (Figures
43-44). Les additions de propionaldéhyde ont été observés dans une moindre mesure
dans les fibroblastes cblG. L’'OAT était la seule enzyme présentant une addition de
propionaldéhyde dans les fibroblastes de patients cbIC et cblG, mais I'addition de
groupement propionaldéhyde était plus élevée dans les fibroblastes cb/C que dans les
fibroblastes cb/G. |l s'agit d'une enzyme de la matrice mitochondriale qui catalyse la
transamination de l'ornithine en glutamate semialdéhyde. Il s'agit d'un dimere. Nous
avons observé I'addition d’un propionaldéhyde sur le résidu histidine 53. L’histidine 53
est située dans la premiére boucle de la sous-unité A entre une alanine en position 52
et une asparagine en position 54, et qui interagit avec l'arginine 113 de la sous-unité
B. La premiere boucle de la sous-unité A joue un réle important dans la stabilité du
dimeére et une PTM sur cette position pourrait perturber la dimérisation, avec des
conséquences dramatiques sur l'activité catalytique (Figure 49). Le déficit en OAT
peut se révéler au cours la période néonatale par une encéphalopathie avec une
hyperammoniémie, une diminution de I'ornithine plasmatique et une augmentation de
la glutamine plasmatique. Ces trois résultats métaboliques sont également observés
dans les déficits cb/C (Figure 42). Les taux plasmatiques d'ammoniac se normalisent
plus tard dans la vie. La principale expression clinique est une rétinopathie d'aspect
trés particulier et, chez certains patients, un retard mental modéré. La spectrine codée
par SPTAN1 est une autre protéine présentant une addition de propionaldéhyde dans
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les fibroblastes cbIC. Son déficit génétique peut produire des signes cliniques
similaires a ceux rapportés dans le déficit de type cb/C, notamment une microcéphalie,
des crises d'épilepsie, une hypotonie et une atrophie cérébrale. Les spectrines sont
des protéines du cytosquelette qui organisent les organelles intracellulaires et sont
impliquées dans la réparation de I'ADN et la régulation du cycle cellulaire.

Le résultat le plus significatif de I'étude métabolomique du cycle de Krebs est
l'augmentation de I'a-cétoglutarate dans les fibroblastes cb/G et cb/C. L'augmentation
du a-cétoglutarate et la diminution de l'isocitrate pourraient indiquer une perturbation
de la principale voie anaplérotique de synthése du citrate compensée par
'augmentation de la voie anaplérotique glutamine/a-cétoglutarate. Cette hypothése
doit étre confirmée par d'autres études du flux métabolique. L'augmentation de a-
cétoglutarate était plus importante dans les fibroblastes cb/G que dans les fibroblastes
cblC, ce qui suggére qu'elle pourrait étre une conséquence d'une altération de l'activité
de la MS. Cependant, cette augmentation pourrait résulter d'une diminution de I'activité
des deux enzymes cibles de la cobalamine. En effet, une récente étude multi-omique
vient de montrer qu'il existe une augmentation similaire de a-cétoglutarate liée a une
augmentation de la voie anaplérotique glutamine/a-cétoglutarate dans des fibroblastes
de patients MMUT (453).

L'activité des sirtuines est diminuée dans les fibroblastes cb/G (35). Les PTM
liées a une acylation accrue des protéines dans les cellules cbl/C et épi-cbIC suggerent
que le déficit combiné en MS et MUT pourrait avoir des effets synergiques. En effet
I'effet de la diminution d’activité des sirtuines est responsable d’'une diminution de la
désaceétylation qui s’associe a 'augmentation de I'acylation par une production accrue
d'acides organiques, comme le résume la Figure 50. Cette hypothése est cohérente
avec les résultats d'une étude trés récente qui a montré une malonylation accrue
altérant I'activité d'enzymes clés du cycle de l'urée et de la voie de clivage de la glycine
dans le foie de patients ayant un déficit de type MMA-IECM (393). Ces altérations PTM
et métaboliques ont été réversées par une SirtS modifiée, dans des souris mutantes
MMA-IECM. L'expression modifiee de Sirtd par thérapie génique a diminué
I'ammonémie et réduit la méthylmalonylation globale dans le modéle animal. En outre,
l'accumulation d'acides organiques est responsable d’altérations de I'ultra-structure
mitochondriale dans différents organes (cerveau, foie, reins et coeur) par le biais d’'une
mitophagie médiée par PINK1/Parkin dans le modéle MMA-IECM (349, 350, 431, 454,
455).
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Plusieurs limites de notre étude méritent d'étre discutées. Nous n'avons pas
évalué les altérations multi-omiques observées sur les génes du métabolisme
énergétique mitochondrial par western blot et/ou RT-qPCR. Cependant, nous avons
utilisé une technique d'RNA-seq qui produit des résultats étroitement corrélés a la RT-
gPCR (456). La quantification de I'expression des protéines par spectrométrie de
masse est plus précise que celle par western blot. En outre, nous avons confirmé les
conséquences phénotypiques globales des altérations muti-omiques du métabolisme
énergétique mitochondrial en montrant une diminution spectaculaire de la respiration
basale et de la respiration mitochondriale maximale (Figure 44B). Une deuxiéme limite
potentielle de notre étude a été d'effectuer les analyses multi-omiques sur des
fibroblastes sans tenir compte des spécificités métaboliques des principaux organes
affectés par les IECM. Nous avons partiellement remédié a cette limitation en
confirmant le principal résultat de nos analyses métabolomiques, I'augmentation de a-
cétoglutarate dans des cellules IPSC différenciées en cardiomyocytes et dans
I'hnippocampe de souris MTR KO, avec la méme différence entre cblG et cbIC que celle
observée dans les fibroblastes (Figure 41 et 44A).

En conclusion, nos résultats montrent que les conséquences métaboliques,
génomiques, épigénomiques et post-traductionnelles observées dans les fibroblastes
de patients peuvent expliquer une partie des manifestations métaboliques et cliniques
rapportées dans les déficits du métabolisme de la vitamine B42. De nombreuses
altérations au niveau transcriptomique et protéomique concernent des génes
impliqués dans d’autres maladies rares, avec des manifestations cliniques communes
aux IECM. Ceci pourrait contribuer a la grande variabilité des manifestations observés.
Nos résultats sur les PTM suggérent une synergie de mécanismes résultant d’'une part
de l'augmentation de l'acylation des protéines par l'accumulation de métabolites
dérivés du cycle de Krebs et d’autre part de la diminution de la désacétylation des
protéines par diminution d'expression des sirtuines. Toutes ces modifications
contribuent a mieux comprendre pourquoi certaines manifestations sont spécifiques a

la période néonatale et d'autres a I'age adulte.
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Figure 50. Résumé des conséquences génomiques, protéomiques et post-
traductionnelles des troubles héréditaires du métabolisme des cobalamines de
type cbIC. Les déficits combinés des activitées MUT et MS produisent des effets
synergiques avec des conséquences liées a l'altération de I'expression et de la fonction
des protéines qui peuvent contribuer au phénotype clinique et métabolique. Le déficit
en MUT augmente la concentration de MMA et la méthylmalonylation des protéines.
Le déficit en MS entraine une augmentation de la concentration de Hcy et une
diminution de la SAM responsable d’un stress du réticulum endoplasmique (RE) et
d’altérations épigénomiques, protéomiques et métabolomiques. Ceci est la
conséquence de la désactivation des complexes PGC1/récepteur nucléaire, la
perturbation de la circulation nucléo-cytoplasmique de 'ARNm (dépendant de HuR) et
la diminution de l'activité des sirtuines. L'altération de I'activité des sirtuines augmente
les modifications post-traductionnelles (PTM) des protéines en diminuant I'élimination
des additions de groupement acétyle, propionyle, succinyle, glutaryle, malonyle et
méthylmalonyle sur des résidus lysine des enzymes cibles.

De maniére synergique, le déficit en MUT augmente la production d'acide propionique
et d'acide méthylmalonique et d'autres acides organiques qui peuvent provoquer une
hyperacylation au niveau de résidus lysine des protéines impliquées dans les
complexes de la chaine respiratoire, la béta-oxydation, le cycle de l'urée, le cycle de
Krebs et la décarboxylation de la glycine dans des organes tel que le foie et le cceur.
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5 Discussion générale

Le métabolisme de la vitamine B2 est un processus complexe, nécessitant I'intégrité
de nombreuses molécules et enzymes, pour permettre a I'organisme d’aboutir a la
synthése des deux formes actives de la vitamine B12: I'’AdoCbl, cofacteur de la
Méthylmalonyl-CoA-Mutase, importante dans le métabolisme énergétique par la
synthése de succinyl-CoA et sa fonction anaplérotique pour le cycle de Krebs, et la
MeCbl, cofacteur de la Méthionine Synthase, indispensable au bon fonctionnement du
cycle de la méthionine et la synthése de SAM, permettant de nombreuses réactions
de méthylation dans I'organisme. Les désordres du métabolisme intracellulaire de la
vitamine B12 sont des pathologies difficiles a appréhender, loin du modéle simple d’'une
pathologie autosomique récessive responsable d’'un signe clinique ou d’'une anomalie
biochimique pathognomonique. Les pathologies sur cette voie métabolique sont
responsables d’'une grande hétérogénéité de manifestations cliniques qui différent
selon I'age d’apparition des symptdmes et le géne muté, laissant sous tendre des
meécanistiques physiopathologiques complexes, impliqguant de nombreuses
modifications a I'échelle génomique et post-génomique.

Dans la premiére étude, nous avons réalisé la premiere méta-analyse sur
données individuelles dans le champ du métabolisme de la vitamine B2 avec la
description de 824 patients ayant un déficit génétiquement documenté. Cette analyse
des manifestations cliniques montre que les patients de plus de 15 ans ont une
présentation clinique distincte et présentent des variants génétiques moins sévéres
que les nouveau-nés et les enfants. Certaines manifestations prédominent également
selon le groupe de genes fonctionnels. Ceci pourrait refléter des mécanismes
physiopathologiques spécifiques liés a une altération soit de la synthése de la
méthionine soit du catabolisme du méthylmalonyl-CoA. Des manifestations
neurologiques (troubles de la marche, neuropathie périphérique ou syndrome
pyramidal) ont été observées chez prés d'un tiers des patients de plus de 15 ans. Ces
manifestations sont probablement liées a l'altération de la synthése endogéne de
méthionine, puisqu’elles ont été principalement observées chez les patients des
clusters de génes « Reméthylation » et « Transport cytoplasmique ». Ces résultats
sont cohérents avec des études expérimentales sur des modéles cellulaires, des
fibroblastes de patients et des modéles animaux, dans lesquelles le déficit cellulaire

en cobalamine modifie le transport nucléo-cytoplasmique, I'épissage d’ARNm et
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augmente le stress du RE, via une diminution de I'expression de SIRT1 et du
déséquilibre phosphorylation/méthylation des protéines de liaison a I'ARN, notamment
ELAV1. Les manifestations cardiovasculaires telles que les événements
thromboemboliques, la cardiomyopathie et ['hypertension artérielle sont
principalement observées chez les plus de 15 ans. Elles étaient probablement sous-
estimées dans les revues et registres précédents, qui évaluaient surtout les cas
rapportés en pédiatrie. Elles pourraient étre liées a I'augmentation de I'homocystéine.
L'association de I'augmentation de la pression artérielle systolique avec I'age est une
manifestation jusqu'ici non reconnue dans ce groupe de maladies. Ces maladies rares
peuvent étre sous-estimées, voire ignorées, dans la pratique habituelle des
cardiologues, neurologues et des internistes qui prennent en charge ses patients. Les
profils cliniques neurologiques et cardiovasculaires pourraient inciter les cliniciens a
vérifier systématiquement les marqueurs métaboliques du statut en vitamine Bi2,
notamment I'homocystéine et l'acide méthylmalonique, lorsque les étiologies
habituelles sont écartées. Les analyses génétiques pourraient étre intégrées dans le
bilan diagnostique de ces patients.

Notre deuxiéme étude s’est justement intéressée a une approche basée sur le
séquencage de l'exome clinique (CES) comme stratégie diagnostique de premier
niveau chez les patients pour lesquels un diagnostic de troubles héréditaires du
meétabolisme est suspecté. Nous rapportons un rendement diagnostique du CES de
55% sur 128 patients pédiatriques consécutifs d'un centre de référence, explorés par
CES comme test génétique de premier niveau pour suspicion de maladie génétique.
De fagon intéressante, le rendement était différent selon le sous-groupe exploré.
Seulement 28 % des CES étaient positifs en cas d’absence d’éléments biologiques
évocateurs et atteignait 60 % chez les enfants atteints d’anomalies biochimiques
orientant fortement vers une IEM, comme les IECM. Le délai médian entre le
prélevement et le rapport était de 5 mois, rappelant I'importance d’'un échange efficace
entre pédiatre et médecin de médecine moléculaire. Notre étude montre donc tout
l'intérét du CES comme approche diagnostique lors d’une suspicion d’IECM.
L'identification d'une erreur génétique du métabolisme de la vitamine B12 pourrait
permettre une approche thérapeutique personnalisée permettant une restauration
partielle ou totale des altérations métaboliques avec des bénéfices potentiels a long

terme.
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Notre troisieme étude s’intéressait aux modifications dans des fibroblastes de
patients, de I'expression aux niveaux métabolomique, transcriptomique, protéomique
et aux modifications post-transcriptomiques des génes qui codent pour des enzymes
impliquées dans des pathologies dont les manifestations présentent des similitudes
avec les IECM. Nous avons observé une diminution de l'expression des génes
critiques du métabolisme énergétique mitochondrial au niveau transcriptionnel et
protéique dans les C-IECM et Hcy-IECM. Au niveau transcriptionnel, les changements
les plus pertinents comprenaient la diminution de I'expression des génes codés par
I'ADN mitochondrial, notamment MT-TT, MT-TP et MT-CO1. L'expression altérée des
génes mitochondriaux entraine des manifestations neurologiques qui sont également
observées dans les IECM. Au niveau protéomique, les modifications les plus
pertinentes étaient liées aux voies mitochondriales comme la sous-unité A8 de la
NADH:ubiquinone oxydoréductase (NDUFAS8), la carnitine palmitoyltransférase 2
(CPT2) et la sous-unité X de l'ubiquinol-cytochrome c réductase, complexe Il
(UQCR10). Ces différentes protéines étant toutes associées a des manifestations
cliniques observées dans le cadre des IECM. Enfin, les modifications post-
transcriptionnelles ont mis en évidence I'existence de groupements propionaldéhyde
secondaires a une concentration accrue de propionate et de méthylglyoxalate dans
les fibroblastes du patient cb/C. Cette hypothése fait écho a I'observation d’'une
malonylation accrue dans le foie de patient ayant un déficit de type MMA-IECM,
altérant le fonctionnement d'enzymes clés du cycle de l'urée et de la voie de clivage
de la glycine. Ces additions post-traductionnelles pourraient étre responsable d’'une
altération de fonctionnement d’enzymes impliquées dans d’autres voies métaboliques,
responsable de manifestations cliniques également observés dans ces pathologies
(atteintes neurologiques, hypertension artérielle pulmonaire, etc.)

En conclusion, nos résultats montrent que les conséquences métaboliques,
génomiques, épigénomiques et translationnelles observées dans les fibroblastes des
patients peuvent expliquer une partie de la variabilité clinique et métabolique dans les
déficits du métabolisme de la vitamine B12. Ces différentes altérations contribuent a
mieux comprendre pourquoi certaines manifestations sont spécifiques a la période

néonatale et d'autres a I'age adulte.
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SUMMARY

Inherited disorders of By, metabolism produce a broad spectrum of manifestations, with limited knowledge
of the influence of age and the function of related genes. We report a meta-analysis on 824 patients with a
genetically proven diagnosis of an inherited disorder of vitamin B, metabolism. Gene clusters and age cat-
egories are associated with patients’ manifestations. The “cytoplasmic transport” cluster is associated with
neurological and ophthalmological manifestations, the “mitochondrion” cluster with hypotonia, acute meta-
bolic decompensation, and death, and the “B;, availability” and “remethylation” clusters with anemia and
cytopenia. Hypotonia, EEG abnormalities, nystagmus, and strabismus are predominant in the younger pa-
tients, while neurological manifestations, such as walking difficulties, peripheral neuropathy, pyramidal syn-
drome, cerebral atrophy, psychiatric disorders, and thromboembolic manifestations, are predominant in the
older patients. These results should prompt systematic checking of markers of vitamin B, status, including
homocysteine and methylmalonic acid, when usual causes of these manifestations are discarded in adult

patients.

INTRODUCTION

Vitamin B4, also known as cobalamin, is a water-soluble vitamin
that influences key biochemical functions involved in DNA
synthesis, methylation of DNA, proteins and metabolites, and
mitochondrial metabolism through its role as a precursor of
methylcobalamin and adenosylcobalamin, which act as cofac-
tors for two target enzymes, cytoplasmic methionine synthase
and mitochondrial methylmalonyl-CoA mutase, respec-
tively.®~"¢ Vitamin By, is not produced in humans and must
be provided by foods of animal origin.'®” The absorption and
metabolism of vitamin B4, is a complex multistep process re-
viewed in Green et al.'®* Following ingestion, By, is liberated
from food carrier proteins and binds to haptocorrin in the stom-
ach and transferred to gastric intrinsic factor (GIF) when hapto-
corrin is degraded in the small bowel. The GIF-B4, complex is
absorbed in the distal ileum through a receptor composed of am-
nionless (encoded by AMN gene) and cubilin (encoded by CUBN
gene). In blood, B+, is transported by haptocorrin and transcoba-

lamin. The circulating B4, bound to transcobalamin is available
for cellular uptake in most tissues via TcbIR/CD320 receptor-
mediated endocytosis. B4, lysosomal degradation of transcoba-
lamin releases B+, and the vitamin is subsequently exported into
the cytosol by LMBD1 and ABCDA4. In the cytosol, MMACHC and
MMADHC chaperone and orientate B4, toward the synthesis of
the MeCbl and AdoCbl cofactors in the cytosol and mito-
chondrion, respectively. At the cytosolic level, methylcobalamin
is required for the remethylation of homocysteine into methionine
by methionine synthase. This remethylation pathway involves
adding a methyl group provided by methyltetrahydrofo-
late. %1% Methionine is the immediate metabolic precursor of
S-adenosylmethionine, which is the universal methyl-donor in
the transmethylation of DNA, histones, and other proteins and
small molecules in mammals.'®*'®""'%° At the mitochondrial
level, adenosylcobalamin serves as a cofactor of methyl-
malonyl-CoA mutase to catalyze the conversion of
L-methylmalonyl-CoA to succinyl-CoA, which represents the
final step of the anaplerotic replenishment of the tricarboxylic

Cell Reports Medicine 3, 100670, July 19, 2022 © 2022 The Author(s). 1
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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acid cycle by the catabolism of branched-chain amino acids,
odd-chain fatty acids, and side chain of cholesterol.'”® The crit-
ical metabolic role of By, is illustrated by the broad spectrum of
clinical manifestations of inherited disorders of vitamin B4, meta-
bolism. Inherited disorders of vitamin Bi, metabolism are
caused by a wide variety of genetic alterations in the genes
involved in the absorption, cell trafficking, and intracellular meta-
bolism of vitamin By,.

To date, there is insufficient knowledge regarding the evalua-
tion of the prevalence and classification of the broad spectra
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""""""""""" e Figure 1. The four clusters are defined ac-
cording to the function and metabolic conse-
quences of genes involved in inherited disor-
ders of vitamin B4, metabolism

The cluster “By, bioavailability” includes gene de-
fects involved in B4, absorption, blood transport,
and cellular uptake, with an expected abnormal
level of blood vitamin B4, and/or transport proteins
and a combined increase of homocysteine and
methylmalonic acid. Note that gene defects in
lysosome export may also produce vitamin Bip
deficit through impaired vitamin B, absorption. The
“cytoplasmic transport” cluster includes gene de-
fects of cytoplasmic transport with an expected
normal blood level of vitamin By, and/or transport
proteins and a combined increase of homocysteine
and methylmalonic acid. The “remethylation” clus-
ter includes gene defects of the remethylation
pathway of homocysteine with an expected normal
blood level of vitamin B4, and/or transport proteins
and methylmalonic acid and an increased level of
homocysteine. The “mitochondrion” cluster of the
B> mitochondrion pathway includes gene defects
involved in the mitochondrion processing of By, and
conversion of L-methylmalonyl-CoA to succi-
nyl-CoA. The complementation groups corre-
sponding to vitamin By, metabolism defects are
indicated in blue font (icons made by flaticon,
flaticon.com; CC-BY-3.0).
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of clinical manifestations, biological, elec-
trophysiological, and imaging findings
among patients with inherited disorders
of vitamin B4, metabolism. In particular,
no systematic assessment, comparison,
and categorization of all disorders have
been performed to describe their clinical
and metabolic spectrum in relation to
age and functional type of gene defects.
To address this issue, we defined four
functional gene clusters according to the
function and metabolic consequences
of genes involved in inherited disorders
of vitamin B4, metabolism, namely “Bjo
bioavailability,” “cytoplasmic transport,”
“remethylation,” and ‘“mitochondrion”
clusters (Figure 1). Thus, we conducted a
systematic review of the literature using a
highly sensitive search strategy to identify
case reports describing individual-level
data of patients with a genetically proven diagnosis of an in-
herited disorder of vitamin By, metabolism. We performed a
meta-analysis to assess the clinical, biological, imaging, and
electrophysiological manifestations in the studied population
and according to three age categories, <1 year, 1-15 years,
and >15 years. We performed phenome-wide association
studies to assess the predictors associated with age categories,
functional gene clusters, and death. We highlighted specific
manifestations according to age and gene clusters, which will
help better understand the pathomechanisms that underlie the

Succinyl-
CoA
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two impaired Bi,-dependent metabolic pathways and better
orientate the diagnosis and management of this complex group
of inherited metabolic disorders.

RESULTS

Literature review

As reported in the PRISMA flow diagram (Figure S1, related to
Table 1), the systematic search generated 12,614 citations, of
which 678 appeared to be relevant to the systematic review.
Of these 678 publications, 515 were excluded based on selec-
tion criteria, including 156 studies that lacked a molecular diag-
nosis (Table S1, related to Table 1). One-hundred and sixty-three
publications were eligible for the systematic review and reported
individual-level case reports on 824 patients with a genetically
proven inherited disorder of vitamin B4, metabolism.""'%®

Description of the whole population of the 824 patients
with inherited disorders of vitamin B;>, metabolism
Among the 824 patients included in the systematic review, the
proportion of males was 53% and the median age was 3.7 years
(IQR, 0.2-2.0; range, 0-59.0) (Table 1). Seventy-one percent of
patients were under 1 year old and 10.3% were over 15 years
old. MMACHC gene pathogenic variants were the most
frequently reported (49.6%, 409/824), followed by MMUT
(32.6%, 269/824), MMAA (6.1%, 50/824), and MMAB (3.5%,
29/824) (Table 1). The annotation of the genetic variants retrieved
in each of these four genes, including the HGVS nomenclature to
report DNA and protein sequences variants and pathogenicity
prediction according to the ACMG classification, is reported in
Tables S2-S5 (related to Tables 1-4). Neurological manifesta-
tions were the most frequently reported and included develop-
mental delay (38.2%, 315/824), hypotonia (17.7%, 146/824),
and seizures (10.6%, 87/824). Digestive manifestations were
the second most observed category of manifestations and cor-
responded to feeding intolerance (24.9% 205/824). Acute meta-
bolic decompensation was reported in 13.2% of cases (109/824)
and death occurred in 13.1% (108/824).

Phenotypic landscape and predictors of inherited
disorders of vitamin B> metabolism according to age
category

The number of patients who were less than 1 year old was 509
(71.1% of the whole population). Among them, pathogenic
variants on MMACHC and MMUT were observed in 44.4%
(226/509) and 37.7% (192/509) of cases, respectively. In this
age subgroup, neurological manifestations were the most
frequently reported and included developmental delay (40.5%,
206/509), hypotonia (21.0%, 107/509), and seizures (9.4%,
48/509). Feeding intolerance was reported in 30.6% (156/509)
of patients, and 17.1% (87/509) died (Table 2). The number of pa-
tients between 1 and 14 years was 133 (median 4.0 years; IQR,
2.0-9.0). In this age category, MMACHC deficiency was
observed in 57.1% (76/133) and MMUT deficiency in 20.3%
(27/133). Neurological manifestations were the most frequently
reported and included developmental delay (39.1%, 52/133)
and peripheral neuropathy (15.8%, 21/133). Cardiovascular
manifestations frequently reported were high blood pressure,
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pulmonary hypertension (8.3%, 11/133), and cardiomyopathy
(5.3%, 7/133). The number of patients over 15 years was 74
(median age 20.0; IQR, 18.0-29.0). In this age category,
MMACHC deficiency was observed in 91.9% of cases (68/74).
Neurological manifestations were the most frequently reported
in this age category and included walking difficulties 37.8% (28/
74), development delay 32.4% (24/74), and peripheral neuropa-
thy 29.7% (22/74). Psychiatric disorders and high blood pressure
were reported in 33.8% (25/74) and 12.2% (9/74), respectively.

We evaluated the influence of gradually increasing patient
age categories on observed clinical manifestations (Figure 2).
We observed a very significant increase in the frequency of
neurological manifestations in relation to age categories. This
mainly concerned the difficulty in walking and the presence of
peripheral neuropathy, pyramidal syndrome, and, to a lesser
extent, extrapyramidal syndrome. Likewise, we observed a
significant influence of age on the frequency of cerebral
atrophy and electroencephalogram abnormalities as well as
for psychiatric manifestations. Unlike the neurological and
psychiatric manifestations, the ophthalmological manifesta-
tions, nystagmus, and strabismus were mainly diagnosed in
the first year of life and inversely correlated with age. The fre-
quency of cardiovascular manifestations, including thrombosis
and blood pressure, also increased very significantly with age.
The increase in systolic blood pressure was not related to renal
failure, as the latter was not significantly associated with age
(Figure 2).

Phenotypic landscape and predictors of inherited
disorders of vitamin B> metabolism according to
functional gene clusters

Cytoplasmic transport gene cluster

We classified 416 patients in the cytoplasmic transport gene
cluster. The median age was 0.3 years (IQR, 0-10.3) (Table 3).
A total of 61.5% (232/377) of the patients were less than 1 year
old, 20.4% (77/377) were 1 to 14 years old, and 18.0% (68/377)
were 15 years old or more. Among the most frequent neurolog-
ical manifestations were developmental delay (35.3%, 147/
416), hypotonia (15.4%, 64/416), and seizures (14.2%,
59/416). Ophthalmological manifestations were often reported,
including nystagmus (16.8%, 70/416) and maculopathy or reti-
nopathy (15.1%, 63/416). Psychiatric disorders occurred in
11.8% of cases (49/416), cardiomyopathy in 5.1% (21/416),
and hypertension in 4.6% (19/416). Seventy variants of the
MMACHC gene were reported (Table S2, related to Tables 1-
4). The most frequently reported variants were ¢.270_271insA
(274 occurrences; most frequently observed in the age sub-
group 0 to 1 year: 76%, 208/274), ¢.609G > A (98 occurrences),
and ¢.482G > A (82 occurrences; most frequently observed in
the age subgroup 15 years and more: 46%, 38/82). In logistic
regression analysis with Bonferroni correction, the following
items were significantly associated with an increased risk of
belonging to the cytoplasmic transport functional gene cluster
when compared with the remaining functional gene clusters,
in the descending order of ORs: nystagmus (OR, 27.24; 95%
Cl: 8.50-87.30); maculopathy or retinopathy (OR, 17.98;
95% Cl: 6.48-49.90); psychiatric disorders (OR, 17.98; 95%
Cl: 5.56-58.18); over 15 years age category (OR, 12.18;
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Table 1. Clinical, biological, imaging, and electrophysiological findings of the 824 patients included in the individual patient-I 1
meta-analysis
Demographic data
Age (years) — n, median (IQR; range) 716 3.7 (0.2-2; 0-59)
Age, 0 to 1 year - /N, % (95% CI) 509/716 71.1(67.8-74.4)
Age, 1 to 14 years included - n/N, % (95% 133/716 18.6 (15.7-21.4)
Cl)
Age, 15 years and more - n/N, % (95% Cl) 74/716 10.3 (8.1-12.6)
Male gender — n/N, % (95% Cl) 328/620 52.9 (49.0-56.8)
Gene - n/N, % (95% Cl)
MMACHC 409/824 49.6 (46.2-53.1)
MMUT 269/824 32.6 (29.4-35.9)
MMAA 50/824 6.1 (4.4-7.7)
MMAB 29/824 3.5(2.3-4.8)
MTRR 16/824 2.0 (1.0-2.9)
MMADHC 15/824 1.8(0.9-2.7)
TCN2 13/824 1.6 (0.7-2.4)
AMN 6/824 0.7 (0.1-1.3)
ABCD4 4/824 0.5 (0.0-0.9)
CBLIF (alias, GIF) 3/824 0.4 (0.0-0.8)
LMRD1 3/824 0.4 (0.0-0.8)
MTR 3/824 0.4 (0.0-0.8)
CUBN 2/824 0.2 (0.0-0.6)
CD320 1/824 0.1 (0.0-0.4)
ZF143 1/824 0.1 (0.0-0.4)
Gene clusters® — n/N, % (95% Cl)
Cytoplasmic transport” 416/823 50.5 (47.1-54.0)
Mitochondrion® 353/823 42.9 (39.5-46.3)
B4, bioavailability® 32/823 3.9 (2.6-5.2)
Remethylation 22/823 2.7 (1.6-3.8)
Clinical findings
Neurological manifestations — n/N, % (95% Cl)

Developmental delay 315/824 38.2 (34.9-41.6)

Hypotony 146/824 17.7 (15.1-20.3)

Seizures 87/824 10.6 (8.5-12.6)

Walking difficulty 66/824 8.0 (6.2-9.9)

Peripheral neuropathy 64/824 7.8 (5.9-9.6)

Pyramidal syndrome 36/824 4.4 (3.0-5.8)

Extrapyramidal syndrome 30/824 3.6 (2.4-4.9)

Microcephaly 24/824 2.9 (1.8-4.1)
Digestive manifestations — n/N, % (95% Cl)

Feeding intolerance 205/824 24.9 (21.9-27.8)
Multiple organ failure — n/N, % (95% CI)

Acute metabolic decompensation 109/824 13.2 (10.9-15.5)

Death 108/824 13.1 (10.8-15.4)
Ophthalmologic manifestations — n/N, % (95% Cl)

Nystagmus 74/824 9.0 (7.0-10.9)

Maculopathy or retinopathy 67/824 8.1 (6.3-10.0)

Strabismus 26/824 3.2 (2.1-4.4)
Renal manifestations - n/N, % (95% CI)

Chronic kidney disease 58/824 7.0 (5.3-8.8)

(Continued on next page)
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Table 1. Continued

Acute kidney failure or hemolytic-uremic 37/824 4.5(3.1-5.9)
syndrome
Psychiatric manifestations — n/N, % (95% Cl)
Psychiatric disorders 52/824 6.3 (4.7-8.0)
Behavior abnormality 24/824 2.9 (1.8-4.1)
Cardiovascular manifestations — n/N, % (95% Cl)
Cardiomyopathy 27/824 3.3 (2.1-4.5)
High blood pressure 21/824 2.6 (1.5-3.6)
Pulmonary hypertension 16/824 1.9 (1.0-2.9)
Thrombosis 13/824 1.6 (0.7-2.4)
Miscellaneous manifestations — n/N, % (95% Cl)
Intrauterine growth restriction 15/824 1.8 (0.9-2.7)
Dermatologic abnormality 7/824 0.8 (0.2-1.5)
Gout 5/824 0.6 (0.0-1.1)
Pregnancy 4/824 0.5 (0.0-1.0)
Biological findings
Hematology
Anemia - n/N, % (95% Cl) 108/824 13.1(10.8-15.4)
Cytopenia — n/N, % (95% Cl) 45/824 5.5 (3.9-7.0)
Hemoglobin (g/dL) - n, median (IQR) 80 7.8 (6.8-10.4)
Platelet (G/L) - n, median (IQR) 37 158 (83-276)
White blood cell (G/L) — n, median (IQR) 30 5.615 (4.500-7.900)
Biochemistry, blood — n, median (IQR)
Homocysteine (umol/L) 288 92 (54-141)
Methionine (umol/L) 136 13.0 (7.1-21.5)
C3 (umol/L) 105 9.9 (6.9-14.2)
MMA (umol/L) 94 19 (4-53)
B4, (pmol/L) 52 389 (171-601)
Ammonia (umol/L) 42 174 (123-350)
Biochemistry, urine — n, median (IQR)
MMA (mM/mol creatine) 213 1,056 (272-3607)
Imaging and electrophysiological findings — n/N, % (95% CI)
Brain MRI 175/824 21.2 (19.8-22.7)
Abnormal signal 89/175 50.1 (43.2-58.5)
Cerebral atrophy 52/175 29.7 (23.1-37.1)
MRI without abnormality 46/175 26.3 (19.9-33.5)
Abnormal EMG finding 23/824 2.8 (1.7-3.9)
Abnormal EEG finding' 17/824 2.1 (1.1-3.0)
Therapy - n/N, % (95% Cl)
Vitamin B4, supplementation 316/824 38.3 (35.0-41.7)
Liver transplantation 16/824 1.9 (1.0-2.9)
Kidney transplantation 14/824 1.7 (0.8-2.6)

MMACHC, metabolism of cobalamin associated C; MMA, methylmalonic acid; MRI, magnetic resonance imaging; EEG, electroencephalography;
EMG, electromyography; IQR, interquartile range; Ref, reference values.

20ne patient had two mutations for the ZNF143 gene and was not classified in the four gene clusters.

Gene cluster “Bj; bioavailability” regroups all patients with CBLIF (alias, GIF), CUBN, AMN, TCN2, LMBRD1, CD320, or ABCD4 variants.

°Gene cluster “cytoplasmic transport” regroups all patients with MMACHC and MMADHC variants responsible for combined mitochondrion and re-
methylation abnormalities.

9Gene cluster “remethylation” regroups all patients with MTR, MTRR, and MMADHC variants responsible for remethylation abnormalities.

°Gene cluster “mitochondrion” regroups all patients with MMAA, MMAB, or MMUT variants and MMADHC variants responsible for mitochondrion
abnormalities.

fAbnormal EEG pattern other than seizures.
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Table 2. Clinical, biological, r

and electrophysiol

meta-analysis according to age subgroups

I findings of the 824 pati included

in the ind I pati I

Patients under 1 year

Patients between 1 and 14 years

Patients over 15 years

Demographic data

Age (years) — n; median (IQR)
Male gender - n/N; % (95% Cl)

509; 0.0 (0.0-0.3)
212/383; 55.4 (50.4-60.4)

133; 4.0 (2.0-9.0)
52/119; 43.7 (34.7-52.7)

74;20.0 (18.0-29.0)
32/65; 49.2 (36.7-61.7)

Gene - n/N; % (95% Cl)

MMACHC
MMUT
MMAA
MMAB
TCN2
MMADHC
MTRR
MTR
ABCDA4
LMRD1
CD320
ZF143
AMN
CBLIF (alias, GIF)
CUBN

226/500; 44.4 (40.1-48.7)
192/509; 37.7 (33.5-41.9)
31/509; 6.1 (4.0-8.2)
25/509; 4.0 (3.0-6.8)
12/509; 2.4 (1.0-3.7)
10/509; 2.0 (7.6-3.2)
4/509; 0.8 (0.0-1.6)
3/509; 0.6 (0.0-1.3)
2/509; 0.4 (0.0-0.1)
2/509; 0.4 (0.0-0.1)
1/509; 0.2 (0.0-0.0)
1/509; 0.2 (0.0-0.0)
0/509; 0.0 (0.0-0.0)
0/509; 0.0 (0.0-0.0)
0/509; 0.0 (0.0-0.0)

76/133; 57.1 (48.6-65.7)
27/133; 20.3 (13.4-27.2)
8/133; 6.0 (1.9-10.1)
1/133; 0.8 (0.0-2.2)
1/133; 0.8 (0.0-2.2)
4/133; 3.0 (0.0-0.6)
3/133; 2.3 (0.0-4.8)
0/133; 0.0 (0.0-0.0)
2/133; 1.5 (0.0-3.6)
0/133; 0.0 (0.0-0.0)
0/133; 0.0 (0.0-0.0)
0/133; 0.0 (0.0-0.0)
6/133; 4.5 (0.9-8.1)
3/133; 2.3 (0.0-4.8)
2/133; 1.5 (0.0-3.6)

68/74; 91.9 (85.5-98.3)
4/74;5.4 (1.3-10.7)
1/74; 1.4 (0.0-4.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
1/74; 1.4 (0.0-4.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)

Gene clusters® — n/N; % (95% Cl)

Mitochondrion®
Cytoplasmic transport®
B1, bioavailability”
Remethylation®

251/508; 49.4 (45.0-53.8)
232/508; 45.7 (41.3-50.0)
17/508; 3.4 (1.8-4.9)
8/508; 1.6 (0.5-2.7)

37/133; 27.8 (20.1-35.5)
77/133; 57.9 (49.4-66.4)
14/133; 10.5 (5.2-15.8)
5/133; 3.8 (0.5-7.1)

5/74; 6.8 (0.9-12.6)
68/74; 91.9 (85.5-98.3)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
1/74; 1.4 (0.0-4.0)

Clinical findings

Neurological manifestations — n/N; % (95% Cl)

Developmental delay
Hypotony

Seizures

Microcephaly

Walking difficulty
Peripheral neuropathy
Extra pyramidal syndrome
Pyramidal syndrome

Digestive manifestations— n/N; % (95% Cl)

Feeding intolerance

Multiple organ failure — n/N; % (95% CI)

Death

Acute metabolic decompensation

40.5; (36.2-44.7)
107/509; 21.0 (17.5-24.6)
48/509; 9.4 (6.9-12.0)
21/509; 4.1 (2.4-5.9)
16/509; 3.1 (1.6-4.7)
16/509; 3.1 (1.6-4.7)
14/509; 2.8 (1.3-4.2)
10/509; 2.0 (0.9-3.2)

156/509; 30.6 (26.6-34.7)

87/509; 17.1 (13.8-20.4)
82/509; 16.1 (12.9-19.3)

Ophthalmologic manifestations — n/N; % (95% Cl)

Nystagmus
Maculopathy or retinopathy
Strabismus

Renal manifestations — n/N; % (95% CI)

Chronic kidney disease

Acute kidney failure or HUS

55/509; 10.8 (8.1-13.5)
52/509; 10.2 (7.6-12.9)
23/509; 4.5 (2.7-6.3)

37/509; 7.3 (5.0-9.5)
21/509; 4.1 (2.4-5.9)

Cardiovascular manifestations — n/N; % (95% Cl)

Cardiomyopathy

17/509; 3.3 (1.8-4.9)
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52/133; 39.1 (30.7-47.5)
16/133; 12.0 (6.4-1.8)
20/133; 15.0 (8.9-21.2)
1/133; 0.8 (0.0-2.2)
20/133; 15.0 (8.9-21.2)
21/133; 15.8 (9.6-22.1)
6/133; 4.5 (0.9-8.1)
6/133; 4.5 (0.9-8.1)

33/133; 24.8 (17.4-32.2)

10/133; 7.5 (5.2-9.8)
12/133; 9.0 (4.1-14.0)

6/133; 4.5 (0.9-8.1)
5/133; 3.8 (0.5-7.0)
1/133; 0.8 (0.0-2.2)

12/133; 9.0 (4.1-14.0)
14/133; 10.5 (5.3-15.8)

7/133; 5.3 (1.4-9.1)

- 267 -

24/74; 32.4 (21.5-43.4)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
11/74; 14.9 (6.6-23.2)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
28/74; 37.8 (26.5-49.2)
22/74; 29.7 (19.1-40.4)
8/74;10.8 (3.6-18.1)
19/74; 25.7 (15.5-35.9)

3/74; 4.1 (0.0-8.7)

4/74;5.4 (1.3-10.7)
4/74;5.4 (1.3-10.7)

2/74; 2.7 (0.0-6.5)
5/74; 6.8 (0.9-12.6)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)

7/74; 9.5 (2.6-16.3)
2/74;2.7 (0.0-6.5)

2/74; 2.7 (0.0-6.5)

(Continued on next page)
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Table 2. Continued

Patients under 1 year

Patients between 1 and 14 years

Patients over 15 years

Pulmonary hypertension
Thrombosis
High blood pressure

4/509; 0.8 (0.0-1.6)
3/509; 0.6 (0.0-1.3)
2/509; 0.4 (0.0-0.9)

Psychiatric manifestations — n/N; % (95% Cl)

Behavior abnormality
Psychiatric disorders

11/509; 2.2 (0.9-3.4)
8/509; 1.6 (0.5-2.7)

Miscellaneous manifestations — n/N; % (95% Cl)

Intrauterine growth restriction
Gout

Dermatologic abnormality
Pregnancy

8/509; 1.6 (0.5-2.7)
5/509; 1.0 (0.1-1.8)
1/509; 0.2 (0.0-0.6)
0/509; 0.0 (0.0-0.0)

11/133; 8.3 (3.5-13.0)
5/133; 3.8 (0.5-7.0)
9/133; 6.8 (2.4-11.1)

8/133; 6.0 (1.9-10.1)
18/133; 13.5 (7.6-19.4)

3/133; 2.7 (0.0-4.8)
0/133; 0.0 (0.0-0.0)
4/133; 3.0 (0.0-6.0)
2/133; 1.5 (0.0-3.6)

1/74; 1.4 (0.0-4.0)
5/74; 6.8 (0.9-12.6)
9/74; 12.2 (4.5-19.8)

4/74; 5.4 (1.3-10.7)
25/74; 33.8 (22.8-44.8)

1/74; 1.4 (0.0-4.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)
1/74; 1.4 (0.0-4.0)
2/74; 2.7 (0.0-6.5)

Biological findings

Hematology
Anemia — n/N; % (95% Cl)
Cytopenia - n/N; % (95% ClI)
Hb (g/dL) - n; median (IQR)
WBC (G/L) - n; median (IQR)
Platelet (G/L) — n; median (IQR)

Biochemistry, blood — n, median (IQR)

Homocysteine (umol/L)
Methionine (umol/L)
C3-Carnitine (pmol/L)
MMA (umol/L)
Ammonia (umol/L)

Bi2 (pmol/L)

Biochemistry, urine — n, median (IQR)

MMA (mM/mol creatine)

42/509; 8.3 (5.9-10.6)
23/509; 4.5 (2.7-6.3)
25;7.3 (6.5-10.0)

16; 4.995 (3.693-7.025)
15; 83 (21.5-263.5)

137; 92 (50-157)
77, 117-14

69; 10.4 (6.5-14.1)
66; 20 (4-93)

31; 198 (141-402)
21; 362 (181-573)

131; 1,940 (550-4,663)

Imaging and electrophysiological findings — n/N, % (95% Cl)

Head MRI

Abnormal signal reported

Without abnormality

Cerebral atrophy reported

Abnormal EEG finding reported”

Abnormal EMG finding reported
Therapy — n/N, % (95% Cl)

Vitamin B4, supplementation

Kidney transplantation

Liver transplantation

61/509; 12.0 (9.2-14.8)
39/61; 64.0 (51.9-76.0)
20/61; 32.8 (21.0-44.6)
8/61; 13.1 (4.6-21.6)

61/509; 12.0 (9.2-14.8)
39/61; 64.0 (51.9-76.0)

156/509; 30.6 (26.6-34.7)
13/509; 2.6 (1.2-3.9)
15/509; 3.0 (1.5-4.4)

47/133; 35.3 (27.1-43.6)
18/133; 13.5 (7.6-19.4)
36;7.9 (7.0-10.3)

13; 7.000 (4.900-10.200)
20; 199 (122-292.5)

64; 90 (59-123)
22;1,912-25
17,7.9 (7.1-11.2)
9; 296-14

3; 206 (113-232)
22; 396 (112-611)

44; 950 (173-2,801)

41/133; 30.8 (22.9-38.8)
17/41; 41.5 (26.4-56.5)
5/41;12.2 (2.2-22.2)
22/41; 53.7 (38.4-68.9)
6/133; 4.5 (0.9-8.1)
7/133; 5.3 (1.4-9.1)

66/133; 49.6 (45.3-54.0)
0/133; 0.0 (0.0-0.0)
0/133; 0.0 (0.0-0.0)

11/74; 14.9 (6.6-23.2)
3/74; 4.1 (0.0-8.7)
9;8.9 (7.8-11.6)

0; —

2;128.5 (82-175)

60; 99 (67-117)
15; 98-16

7;11.2 (7.8-15.5)
9; 22 (8-70)

6; 3215-54

7; 428 (380-738)

22; 486 (244-1,009)

35/74; 47.3 (35.7-58.9)
9/35; 25.7 (11.2-40.2)
7/35; 20.0 (6.7-33.2)
21/35; 60.0 (43.8-76.2)
2/74; 2.7 (0.0-6.5)
14/74; 18.9 (9.8-28.1)

56/74; 75.7 (65.7-85.7)
1/74; 1.4 (0.0-4.0)
0/74; 0.0 (0.0-0.0)

MMACHC, metabolism of cobalamin associated C; MMA, methylmalonic acid; HUS, hemolytic-uremic syndrome; Hb, hemoglobin; WBC, white blood
cell; MRI, magnetic resonance imaging; EEG, electroencephalography; EMG, electromyography; IQR, interquartile range; Ref, reference values.
20ne patient had two mutations for the ZNF143 gene and was not classified in the four gene clusters.
bGene cluster “B12 bioavailability” regroups all patients with CBLIF (alias, GIF), CUBN, AMN, TCN2, LMBRD1, CD320, or ABCD4 variants.

°Gene cluster “cytoplasmic transport” regroups all patients with MMACHC and MMADHC variants responsible for combined mitochondrion and re-

methylation abnormalities.

9Gene cluster “mitochondrion” regroups all patients with MMAA, MMAB, or MMUT variants and MMADHC variants responsible for mitochondrion

abnormalities.

°Gene cluster “remethylation” regroups all patients with MTR, MTRR, and MMADHC variants responsible for remethylation abnormalities.

"Abnormal EEG pattern other than seizures.
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Table 3. Clinical, biological

meta-analysis according to functional gene clusters

and electrophysi

I findings of the 824 pati ir

in the ind

I pati I 1

Cytoplasmic transport®

Mitochondrion®

B> bioavailability®

Remethylation®

Demographic data

Age (years) - n, median (IQR)
Age, 0to 1 -n/N, % (95% Cl)

Age, 1 to 14 years included - n/N,

% (95% Cl)

Age, 15 years and more - n/N,

% (95% Cl)

Male gender - n/N, % (95% CI)

377; 0.3 (0.0-10.3)
232/377;61.5
(56.6-66.5)
77/377; 20.4
(16.3-24.5)
68/377; 18.0
(14.1-21.9)
196/361; 54.3
(49.1-59.5)

293; 0.1 (0.0-0.7)

251/293; 85.7
(81.6-89.7)

37/293; 12.6 (8.8-16.5)

5/293; 1.7 (0.2-3.2)

116/214; 54.2
(47.5-60.9)

3103 (0.2-2.1)
17/31; 54.8 (36.3-73.4)

14/31; 45.2 (26.6-63.7)

0/31; 0.0 (0.0-0.0)

11/31; 35.5 (17.6-53.3)

14; 0.3 (0.1-5.0)
8/14; 57.1 (56.5-79.5)

5/14; 35.7 (7.0-64.4)

1/14; 7.1 (0.0-22.6)

5/14; 35.7 (7.0-64.4)

Clinical findings

Neurological manifestations — n/N, % (95% Cl)

Developmental delay

Hypotony

Seizures

Peripheral neuropathy
Walking difficulty
Pyramidal syndrome
Microcephaly

Extra pyramidal syndrome

147/416; 35.3
(30.7-39.9)

64/416; 15.4 (11.9-18.9)

59/416; 14.2 (10.8-17.5)
49/416; 11.8 (8.7-14.9)
46/416; 11.1 (8.0-14.1)
25/416; 6.0 (3.7-8.3)
18/416; 4.3 (2.4-6.3)
12/416; 2.9 (1.3-4.5)

Digestive manifestations— n/N, % (95% CI)

Feeding intolerance

85/416; 20.4 (16.5-24.3)

Ophthalmologic manifestations — n/N, % (95% Cl)

Nystagmus
Maculopathy or retinopathy
Strabismus

70/416; 16.8 (13.2-20.4)
63/416; 15.1 (11.7-18.6)
26/416; 6.3 (3.9-8.6)

Psychiatric manifestations — n/N, % (95% Cl)

Psychiatric disorders
Behavior abnormality

49/416; 11.8 (8.7-14.9)
22/416; 5.3 (3.1-7.5)

Multiple organ failure — n/N, % (95% Cl)

Death

Acute metabolic decompensation

31/416; 7.5 (4.9-10.0)
13/416; 3.2 (1.5-4.8)

Cardiac or hemodynamic manifestations — n/N, % (95% Cl)

Cardiomyopathy

High blood pressure
Pulmonary hypertension
Thrombosis

21/416; 5.1 (2.9-7.2)
19/416; 4.6 (2.6-6.6)
13/416; 3.2 (1.5-4.8)
10/416; 2.4 (0.9-3.9)

Renal manifestations — n/N, % (95% CI)

Acute kidney failure or HUS
Chronic kidney disease

24/416; 5.8 (3.5-8.0)
16/416; 3.9 (0.0-8.8)

Miscellaneous manifestations — n/N, % (95% Cl)

Intrauterine growth restriction

Pregnancy
Dermatologic abnormality
Gout

9/416; 2.2 (0.8-3.6)
3/416; 0.7 (0.0-1.5
2/416; 0.5 (0.0-1.2
0/416; 0.0 (0.0-0.0

142/353; 40.2
(35.1-45.4)

75/353; 21.2
(17.0-25.5)

2%, 53; 6.2 (3.7-8.8)
3/353; 0.9 (0.0-1.8)
8/353; 2.3 (0.7-3.8)
9/353; 2.6 (0.9-4.2)
2/353; 0.6 (0.0-1.4)
15/353; 4.3 (2.1-6.4)

97/358; 27.5 (22.8-32.2)

0/353; 0.0 (0.0-0.0)
4/353; 1.1 (0.0-2.2)
0/353; 0.0 (0.0-0.0)

2/353; 0.6 (0.0-1.4)
1/353; 0.3 (0.0-0.8)

74/358; 21.0 (16.7-25.2)
93/358; 26.3 (21.7-31.0)

4/353; 1.1 (0.0-2.2)
2/353; 0.6 (0.0-1.4)
3/353; 0.9 (0.0-1.8)
1/353; 0.3 (0.0-0.8)

12/353; 3.4 (1.5-5.3)
36/353; 10.2 (7.0-13.4)

2/353; 0.6 (0.0-1.4)
1/353; 0.3 (0.0-0.8)
1/353; 0.3 (0.0-0.8)
5/353; 1.4 (0.2-2.7)

15/32; 46.9 (28.6-65.2)
2/32; 6.3 (0.0-15.1)

1/32; 3.1 (0.0-9.5)
4/32; 12.5 (0.4-24.6)
9/32; 28.1 (11.7-44.6)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)
1/32; 3.1 (0.0-9.5)
1/32; 3.1 (0.0-9.5)

19/32; 59.4 (41.4-77.4)

0/32; 0.0 (0.0-0.0)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)

0/32; 0.0 (0.0-0.0)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)

0/32; 0.0 (0.0-0.0)
2/32; 6.3 (0.0-15.1)

1/32; 3.1 (0.0-9.5)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)
1/32; 3.1 (0.0-9.5)

1/32; 3.1 (0.0-9.5)
6/32; 18.8 (4.5-33.0)

3/32; 9.4 (0.0-20.1)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)
4/32; 12.5 (0.4-24.6)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)

10/22; 45.5 (22.9-68.1)
4/22;18.2 (0.7-35.7)

4/22;18.2 (0.7-35.7)
8/22; 36.4 (14.5-58.2)
3/22; 13.6 (0.0-29.2)
2/22; 9.1 (0.0-22.1)
2/22; 9.1 (0.0-22.1)
2/22; 9.1 (0.0-22.1)

3/22; 13.6 (0.0-29.2)

3/22; 13.6 (0.0-29.2)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)

1/22; 4.6 (0.0-14.0)
1/22; 4.6 (0.0-14.0)

2/22;9.1 (0.0-22.1)
1/22; 4.6 (0.0-14.0)

0/22; 0.0 (0.0-0.0)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)
1/22; 4.6 (0.0-14.0)
1/22; 4.6 (0.0-14.0)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)

1/22; 4.6 (0.0-14.0)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)
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Table 3. Continued

Cytoplasmic transport®

Mitochondrion®

Bi2 bioavali\abilityd Remethylation®

Biological findings

Complete blood count
Anemia - n/N; % (95% CI)
Cytopenia — n/N; % (95% Cl)
Hemoglobin (g/dL) - n;
median (IQR)
WBC (G/L) — n; median (IQR) 8; 3.945 (2.520-6.295)
Platelets (G/L) - n; median (IQR) 15; 144 (87-231)
Blood metabolic findings — n, median (IQR)

52/416; 12.5 (9.3-15.7)
23/416; 5.5 (3.3-7.7)
37, 8.4 (7.1-10.4)

16/353; 4.5 (2.4-6.7)
8/353; 2.3 (0.7-3.8)
7,9.2 (7.6-10.2)

6; 8.870 (5.250-16.800)
6; 313 (276-419)

25/32; 78.1 (63.0-93.3)
11/32; 34.4 (17.0-51.8)
18; 7.4 (5.4-11.2)

15/22; 68.2 (47.0-89.3)
3/22; 13.6 (0.0-29.2)
18; 7.5 (6.3-8.5)

15; 5.980 (4.600-7.300)
14; 103 (55-198)

1;7.900 (-)
2,165 ()

Homocysteine (umol/L) 237; 99 (65-146) 11;6.0 (5.1-9.3) 22; 4,726-60 18; 93 (71-136)
Methionine (umol/L) 105; 127-21 5;2,514-33 9; 1,915-21 17;125-21
MMA (umol/L) 72;103-25 20; 270 (136-1040) 2;148-17 0; -
C3-Carnitine (umol/L) 58; 7.8 (5.8-11.2) 43;13.0 (9.8-19.1) 3;5.7 (4.2-8.8) 0; -

Vitamin B12 (pmol/L) 24; 501 (399-767) 6; 348 (216-750) 17; 149 (82-375) 5; 151 (105-240)
Ammonia (pmol/L) 7; 54 (26-108) 35; 199 (141-367) 0; - 0; —

Urine metabolic findings—- n, median (IQR)
MMA (mM/mol creatine) 109; 710 (216-2045) 95; 2,903 (603-5699) 9; 154 (70-804) 0; -

MRI, EEG, and EMG findings - n/N, % (95% Cl)

Head MRI 100/416; 24.0 (19.9-28.2)
Abnormal signal reported 47/100; 47.0 (37.2-56.8)
Cerebral atrophy reported 42/100; 42.0 (32.3-51.7)
Without abnormality 17/100; 17.0 (9.6-24.4)

Abnormal EMG finding reported 20/416; 4.8 (2.7-6.9)

Abnormal EEG finding reported® 14/416; 3.4 (1.6-5.1)

Therapy - n/N, % (95% Cl)

Vitamin B4, supplementation 191/416; 45.9

(41.1-50.7)
0/416; 0.0 (0.0-0.0)
0/416; 0.0 (0.0-0.0)

Liver transplantation
Kidney transplantation

62/353; 17.6 (13.6-21.6)
36/62; 58.0 (46.7-71.3)
4/62; 6.4 (0.3-12.8)
25/62; 40.3 (28.6-53.3)
0/353; 0.0 (0.0-0.0)
1/353; 0.3 (0.0-0.8)

73/353; 20.4 (15.6-25.2)

16/353; 4.5 (2.4-6.7)
14/353; 4.0 (1.9-6.0)

4/32; 12.5 (0.4-24.6)
1/4; 25.0 (0.0-67.4)
2/4; 50.0 (1.0-99.0)
1/4; 25.0 (0.0-67.4)
1/32; 3.1 (0.0-20.8)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)

8/22; 26.5 (11.5-41.4)
4/8; 50.0 (15.4-84.6)
4/8; 50.0 (15.4-84.6)
2/8; 25.0 (0.0-55.0)
2/22; 9.1 (0.0-22.1)
2/22; 9.1 (0.0-22.1)
30/32; 93.8 (84.9-100.0) 21/22; 95.5 (86.0-100.0)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)
0/32; 0.0 (0.0-0.0)

0/22; 0.0 (0.0-0.0)
0/22; 0.0 (0.0-0.0)

MMACHC, methylmalonic aciduria and homocystinuria type C protein; MMA, methylmalonic acid; MRI, magnetic resonance imaging; EEG, electro-

encephalography; EMG, electromyography.

One patient had two mutations for the ZNF143 gene, which is not classified in these gene clusters.
2Gene cluster “cytoplasmic transport” regroups all patients with MMACHC and MMADHC variants responsible for combined mitochondrion and re-

methylation abnormalities.

PGene cluster “mitochondrion” regroups all patients with MMAA, MMAB, or MMUT variants and MMADHC variants responsible for mitochondrion

abnormalities.

°Gene cluster “remethylation” regroups all patients with MTR, MTRR, and MMADHC variants responsible for remethylation abnormalities.
9Gene cluster “B1. bioavailability” regroups all patients with CBLIF (alias, GIF), CUBN, AMN, TCN2, LMBRD1, CD320, or ABCD4 variants.

°Abnormal EEG pattern other than seizures.

95% Cl: 5.21-28.46); behavior abnormality (OR, 11.31; 95% ClI:
2.64-48.41); high blood pressure (OR, 9.69; 95% Cl: 2.24-
41.88); abnormal EMG finding (OR, 6.80; 95% CI: 2.01-
23.07); peripheral neuropathy (OR, 3.49; 95% Cl: 1.92-6.33);
seizures (OR, 2.33; 95% CI: 1.44-3.75); and homocysteine
(for each 10 pmol/L increment) (OR, 1.14; 95% Cl: 1.07-1.22)
(Figure 3A; Table S6, related to Tables 1-4). When compared
with the B+, bioavailability gene cluster as a reference compar-
ator, the following items were significantly associated with an
increased risk of belonging to the cytoplasmic transport func-
tional gene cluster, in the descending order of ORs: vitamin
B, (for each 100 pmol/L increment) (OR, 2.58; 95% Cl: 1.44—

4.63) and homocysteine (for each 10 umol/L increment) (OR:
1.80; 95% Cl: 1.14-1.49) (Table S6, related to Tables 1-4).
Mitochondrion gene cluster

We classified 353 patients in the mitochondrion gene cluster.
The median age was 0.1 years (IQR, 0-0.7). A total of 85.7%
of the patients were under 1 year old (251/293), 12.6% were
between 1 and 14 years old (37/293), and 1.7% were over 15
years old (5/293) (Table 3). Development delay (40.2%, 142/
353) and hypotonia (21.2%, 75/353) were the most frequently
reported manifestations. Acute metabolic decompensation
occurred in 26.3% (93/353) of the patients and digestive man-
ifestations occurred in 27.5% (97/353). Death was reported in
21.0% (74/353) of cases. Few ophthalmological manifestations
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Table 4. Comparison of the characteristics and clinical, biological, and imaging findings between the 161 patients with Cb/C from the
E-HOD registry and the 416 patients within the “cytoplasmic transport” cluster from the individual patient data meta-analysis

E-HOD registry - CbIC n = 161 Individual patient data meta-analysis, p value
“cytoplasmic transport” cluster, n = 416

Patients’ characteristics

Gender (male) - n/N, % 93/161, 57.7 196/361, 54.3 0.47
Pre-clinically diagnosed - n/N, % 47/161,29.2 38/4167, 9.1 <0.0001
Age at first symptoms (years) —n, 93, 0.1 (0.0-0.3) 377, 0.3 (0.0-10.3) NS
median (IQR)
Mutations reported — n/N, % 117/191, 61.3 416/416, 100 <0.0001
Clinical findings — n/N, %
Thromboembolic events
Stroke 3/113,2.7 8/416, 1.9 0.60
Thromboembolic manifestations 5/113, 4.4 10/416, 2.4 0.26
Renal manifestations
Hemolytic uremic syndrome 17/113, 15.0 24/416, 5.8 0.001
Chronic kidney disease 2/113,1.7 16/416, 3.9 0.25
Cardiac disease
Cardiomyopathy/cardiac malformation 5/113, 8.8 21/416, 5.1 0.14
Cardiac arrest/heart failure/death 2/113,1.7 31/416,7.5 0.02
Arterial hypertension 3/113, 2.7 19/416, 4.6 0.37
Digestive and liver manifestations
Feeding problems 68/113, 60 85/416, 20.4 <0.0001
Hepatomegaly 9/113, 8.0 6/416, 1.4 0.0002
Acute manifestation
Metabolic crises 20/113, 18 13/416, 3.2 <0.0001
Ophthalmological manifestations
Eye disease (optic nerve disease) 20/113, 18 100/416, 24.0 0.18

Nystagmus
Maculopathy or retinopathy
Strabismus
Psychiatric manifestations
Psychiatric disorders
Behavior abnormality
Neurological manifestations
Muscular hypotonia
Developmental delay
Seizures
Brain malformation
Microcephaly
Hydrocephalus
Myelopathy
Peripheral neuropathy
Walking difficulty
Pyramidal syndrome
Extrapyramidal syndrome

NR in E-HOD registry
NR in E-HOD registry
NR in E-HOD registry

6/113,5
NR

38/113, 34

26/113, 23

19/113, 17

3/113,3

9/113, 8

5/113, 4

4/113, 3

NR in E-HOD registry
NR in E-HOD registry
NR in E-HOD registry
NR in E-HOD registry

70/416, 16.8
63/416, 15.1
26/416, 6.3

49/416,11.8
22/416, 5.3

64/416, 15.4

147/416, 35.3

59/416, 14.2

not reported in the study
18/416, 4.3

not reported in the study
49/416; 11.8

49/416; 11.8

46/416; 11.1

25/416; 6.0

12/416; 2.9

no data for comparison
no data for comparison
no data for comparison

0.04
no data for comparison

<0.0001

0.01

0.46

no data for comparison
0.11

no data for comparison
0.006

no data for comparison
no data for comparison
no data for comparison
no data for comparison

Laboratory findings

Homocysteine before treatment
pumol/L - n, median (IQR)

Anemia - n/N, %

139, 123 (65-197)

32/113, 28

237, 99 (65-146)

52/416, 12.5

NS

0.0001
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Imaging findings

Abnormal MRI signal reported
Cerebral atrophy reported on MRI
Abnormal EMG findings reported

NR in E-HOD registry
NR in E-HOD registry
NR in E-HOD registry

47/100; 47.0 no data for comparison
42/100; 42.0 no data for comparison
20/416; 4.8 o data for comparison

NR, not reported; NS, not significant.

#The 38 children diagnosed by Newborn Screening are described in Table S9. List of publications including patients with an inborn error of vitamin B4

metabolism diagnosed by newborn screening. Related to Tables 1-4.

or cardiological manifestations were noticed. Cerebral atrophy
on brain MRI was only noticed in 6.4% of the case (4/62),
whereas an abnormal signal was reported in 58.0% (36/62).
Liver transplantation was performed in 4.5% of cases (16/
353). Among the 190 MMUT variants described, ¢.572C > A
(27 occurrences) and c.655A > T (21 allele occurrences) were
the most frequent (Table S3, related to Tables 1-4). The
pathogenic ¢.433C > T variant was the most frequent among
the 31 MMAA variants, with 27 allele occurrences (Table S4,
related to Tables 1-4). Most of the variants reported in
MMAB were pathogenic and associated with early onset
(Table S5, related to Tables 1-4). In logistic regression analysis
with Bonferroni correction, the following items were signifi-
cantly associated with an increased risk of belonging to the
mitochondrion functional gene cluster, when compared with
the remaining functional gene clusters in the descending order
of ORs: acute metabolic decompensation (OR, 0.15; 95% ClI:
5.84-17.63); 0 to 1 year age category (OR, 3.83; 95% Cl:
2.62-5.62); death (OR, 3.51; 95% Cl:2.27-5.44); C3-carnitine
(umol/L) (OR, 1.24; 95% CI: 1.12-1.38); MMA, urine (for each
per 500 mmol/mol creatinine increment) (OR, 1.17; 95% CI:
1.09-1.25); and MMA, blood (for each per 10 umol/L increment)
(OR, 1.14; 95% CI: 1.07-1.23) (Figure 3B; Table S6, related to
Tables 1-4).

B> bioavailability gene cluster

We classified 32 patients in the B4, bioavailability gene cluster.
The median age was 0.3 years (IQR, 0.2-2.1). A total of 54.8%
(17/31) of the patients were less than 1 year old and 45.2%
(14/31) were in the 1-14-year-old subgroup (Table 3). Anemia
was the most frequently reported manifestation (78.1%, 25/
32), followed by feeding intolerance (59.4%, 19/32) and devel-
opment delay (46.9%, 15/32). No seizures were noticed, and no
other abnormal EEG patterns were reported. No ophthalmolog-
ical or psychiatric manifestations were observed. Only one pa-
tient with cardiological manifestation was reported. Chronic
kidney disease was observed in 18.8% (6/32), dermatologic
abnormalities in 12.5% (4/32), and intrauterine growth restric-
tion in 9.4% (3/32). Cytopenia was noticed in 34.4% (11/32)
despite B, supplementation in as much as 93.8% (30/32)
of patients. In logistic regression analysis with Bonferroni
correction, the following items were significantly associated
with an increased risk of belonging to the Bi, bioavailability
functional gene cluster when compared with the remaining
functional gene clusters in the descending order of ORs: cyto-
penia (OR, 11.66; 95% ClI: 5.21-26.12); walking difficulty (OR,
5.04; 95% Cl: 2.23-11.40); feeding intolerance (OR, 4.79;
95% Cl: 2.32-9.88); 1 to 14 years age category (OR, 3.91;
95% Cl: 1.88-8.15); and vitamin B4 (per 100 pmol/L) (OR,

0.57; 95% Cl: 0.39-0.82) (Table S6, related to Tables 1-4;
Figure S2A, related to Tables 1 and 3).

Remethylation gene cluster

We classified 22 patients in the remethylation cluster. The me-
dian age was 0.3 years (IQR, 0.1-5.0), with 57.1% (8/14) reported
as younger than 1 year, and only one patient older than 15 years
(7.1%) (Table 3). As expected, anemia was a predominant mani-
festation observed in 68.2% (15/22). Neurological manifesta-
tions were also frequently observed, with 45.5% (10/22) of the
patients exhibiting developmental delay, 36.4% (8/22) peripheral
neuropathy, and 18.2% (4/12) seizures and hypotonia. A total of
9.1% (2/22) of the patients had abnormal EEG finding reported
and 9.1% (2/22) had abnormal EMG finding reported. A total of
95.5% (21/22) of the patients were supplemented with vitamin
B12. In logistic regression analysis with Bonferroni correction,
only peripheral neuropathy (OR, 7.60; 95% ClI: 3.06-18.89) was
significantly associated with an increased risk of belonging to
the remethylation functional gene cluster when compared with
the remaining functional gene clusters (Table S6, related to
Tables 1-4; Figure S2B, related to Tables 1 and 3).

Metabolic characteristics according to the presence of
anemia, neurological manifestations, or both or neither
of these two manifestations

Hematological manifestations associated with neurological
manifestations were mainly observed in the By, bioavailability
gene cluster with a combined increase of homocysteine and
methylmalonic acid and decreased methionine. The methionine
concentration was significantly higher in cases with anemia and
without neurological manifestations than in those with anemia
and neurological manifestations or neurological manifestations
only. The concentrations of urinary methylmalonic acid were
significantly lower in cases with anemia associated with neuro-
logical manifestations than those with neurological manifesta-
tions without anemia (Table S7, related to Tables 1-4).

Assessment of predictors associated with death

In logistic regression analysis with Bonferroni correction, the
following items were significantly associated with an increased
risk of death, in the descending order of ORs: pulmonary hyper-
tension (OR, 7.08; 95% CI: 2.60-19.29); mitochondrion func-
tional gene cluster (OR, 3.51; 95% CI: 2.27-5.44); pathogenic
variants on the MMUT gene (OR, 3.47; 95% CI: 2.29-5.25);
acute metabolic decompensation (OR, 3.29; 95% Cl: 2.04-
5.31); and 0 to 1 year age category (OR, 2.84; 95% ClI: 1.58-
5.12). Conversely, the following predictors were significantly
associated with a decreased risk of death, in the descending or-
der of ORs: pathogenic variants on the MMACHC (OR, 0.36;
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95% Cl: 0.23-0.56); cytoplasmic transport functional gene clus-
ter (OR, 0.35; 95% CI: 0.23-0.55); head MRI performed (OR,
0.34; 95% CI: 0.17-0.67); and nystagmus (OR, 0.08; 95% CI:
0.01-0.60) (Table S8, related to Tables 1-4; Figure S3, related
to Tables 1 and 3).

DISCUSSION

Our study investigated the clinical and metabolic characteristics
of a group of rare diseases of metabolism, in this case of vitamin
B1,, by a systematic extraction of more than 800 individual re-
ports of genetically proven cases, using the names of diseases
and related genes and protein/enzymes. We extracted all the
manifestations described in the reports and built a database
that allowed us to characterize the main clinical, imaging, and
biological metabolic manifestations of these diseases according
to patient age and functional gene cluster groups. So far, the
characteristics of this group of diseases have been reported in
narrative reviews or registry studies focused on pediatric recruit-
ment and only part of inborn errors of intracellular metabolism of
vitamin By,. We classified the patients into age categories
defined in function of clinical practice and medical care."”" Dur-
ing the first year of life, clinical manifestations of inherited disor-
ders may be severe and require pediatric expertise.'’” The >15
years period of life includes late adolescence (15-19 years)
and young adulthood (20-24 years). In this period, pediatric
expertise is less necessary, and most cases are in adult care
and examined by family physicians.'”""'”® Our study highlighted
the strong association of manifestations with age and functional
gene clusters. We showed that clinical manifestations diagnosed
in late adolescence/adulthood differ from those usually
observed in pediatric practice. We pointed out the need to revise
the rationale for investigating the cause of these manifestations,
for which the involvement of inborn errors of intracellular meta-
bolism of vitamin By, is probably often overlooked in medical
practice.

Our study shows that patients older than 15 years had a
distinct clinical presentation and exhibited genetic variants
with less pathogenicity than newborns and children. In partic-
ular, we observed a strong association of specific neurological
and cardiovascular manifestations with age, as shown in Fig-
ure 2. Some manifestations also predominated explicitly in one
of the four functional gene clusters. They could reflect specific
pathomechanisms related to impaired methionine synthesis or
methylmalonyl-CoA catabolism. For example, peripheral neu-
ropathies and psychiatric manifestations were predominantly re-
ported in the remethylation cluster, episodes of acute metabolic
decompensation and renal or hemolytic-uremic syndrome man-
ifestations in the mitochondrion cluster, and cardiovascular and
ophthalmological manifestations in the cytoplasmic transport
cluster. Anemia was the predominant outcome reported in the
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clusters related to B4, availability and remethylation pathways
(Table 2).

Hematological findings were primarily reported in children and
were not as frequent as reported in reviews dedicated to mani-
festations of inborn errors of vitamin By,."%*"7"*17® |n the By,
bioavailability cluster, we observed that cases with anemia and
no neurological manifestation had higher methionine and
lower methylmalonic acid and no difference in homocysteine
compared with those with neurological manifestation and no
anemia (Table S7, related to Tables 1-4). These metabolic differ-
ences illustrate the need to study the molecular mechanisms that
could specifically trigger anemia versus neurological manifesta-
tions, including the cobalamin partitioning toward methionine
synthase and methylmalonyl-CoA mutase, the interactome of
methionine synthase with methionine synthase reductase,
MMCHC, and MMADHC, and the cellular status in methio-
nine."”®""” The cellular status in folate could play a role in the
increased methylmalonic acid concentration observed in cases
of the B4, bioavailability cluster with neurological manifestations
since a high folate status increases methylmalonic acid in
subjects with low blood concentrations of By,."'"®

Neurological manifestations, such as walking difficulties, pe-
ripheral neuropathy, and pyramidal syndrome, were observed
in almost one-third of patients over 15 years and were strongly
dependent on age. MRI brain imaging clearly showed an age-
related increase of cerebral atrophy, with over 60% of cases
reported in adulthood, compared with only 13% in newborns
(Table 2; Figure 2). These data are consistent with cohort studies
of elderly subjects, which showed a link between vitamin B4, sta-
tus and brain atrophy during aging and a preventive effect of
vitamin By, therapy.'”®'®° These manifestations are linked to
the impaired endogenous synthesis of methionine rather than
to the catabolism of methylmalonyl-CoA. Indeed, they were
mainly observed in patients in the remethylation and cytoplasmic
transport functional gene clusters, but not in those in the mito-
chondrial cluster, as shown in Table S6 (related to Tables 1-4).
These results are consistent with recent experimental studies
on cellular models, patients’ fibroblasts, and animal models. In
these studies, the cellular deficit in B4, altered the nucleo-cyto-
plasmic transport and splicing of mMRNAs and increased reticu-
lum stress.'®"""®% The altered shuttling of RNAs results from
the decrease in SIRT1 (Sirtuin 1, also known as NAD-dependent
protein deacetylase sirtuin-1) expression and imbalanced phos-
phorylation and methylation of RNA binding proteins, including
ELAV1 (ELAV-like RNA binding protein 1, also known as human
antigen R)."® It produces an altered expression of genes needed
for neurodevelopment and neuroplasticity and inhibits neuronal
proliferation and differentiation.'®'-'®>'%¢ Deficiency also in-
creases neuronal apoptosis and homocysteinylation of proteins
involved in neurodegeneration, including the Tau protein.'®” Un-
like neurological manifestations, ophthalmological manifestations

Figure 2. Influence of age in the manifestations reported by the Cochran-Armitage test for trend in the three age categories, “0 to 1 year,” “1

to 14 years,” and “over 15 years”

(A) Neuropsychiatric manifestations include hypotony, abnormal EEG findings, seizures, peripheral neuropathy, extrapyramidal syndrome, pyramidal syndrome,

walking difficulty, and cerebral atrophy reported on head MRI.
(B) Ophthalmological manifestations include nystagmus and strabismus.

(C) Cardiovascular and renal manifestations include thrombosis, blood pressure, and chronic kidney disease.
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Predictors of the “Cytoplasmic transport” gene cluster

vs. the remaining functional gene clusters
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Figure 3. Predictors of inherited disorders of
vitamin B12 metabolism according to "Cyto-
plasmic transport" and "Mitochondrion"
functional gene clusters
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are mainly observed in patients whose diagnosis is made in the
first year of life."®® ' Like the neurological manifestations, they
are mainly observed in combined deficits produced by altered
intracellular metabolism of By, or bioavailability but not in the
mitochondrial cluster of methylmalonyl-CoA catabolism, sug-
gesting that the underlying pathomechanisms are presumably
the consequence of the impaired remethylation pathway.
Cardiovascular manifestations, such as thromboembolic disor-
ders, cardiomyopathy, and hypertension, accounted for the main
clinical characteristics of cases over 15 years. They were underes-
timated in previous reviews and registries, which evaluated mostly

14 Cell Reports Medicine 3, 100670, July 19, 2022

manifestations among 1,006 patients con-

secutively recruited in a regional university

hospital center.’®" Hyperhomocysteinemia
was related to vitamin B, deficiency in 40% and mutations in
one or more genes of vitamin B4, metabolismin 11% of studied pa-
tients.'®" The increase in systolic blood pressure was also closely
associated with age (Figure 2). It was not explained by chronic
renal failure, as the latter was not associated with age. The link be-
tween systolic blood pressure and homocysteine level has been
well documented in interventional studies targeting MTHFR by
riboflavin supplementation.’®'% In contrast, increased systolic
blood pressure is not reported in the literature on inborn errors of
vitamin B1,, probably because the published series of cases are
focused on newborns and children.'®® The age-related increase
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of blood pressure is consistent with experimental data in rats, in
which vitamin B, and folate deficiency during pregnancy pro-
duced hypertension, arterial remodeling, and cardiomyopathy
through homocysteinylation of extracellular matrix proteins and
altered angiotensin-AT2 and TGFB1 pathways in pups.'®*~'%"

Acute metabolic decompensations were observed not only in
the first year of life but also later with an associated risk of death.
These results illustrate the need for the careful monitoring of pa-
tients in adulthood. Our data point out also the predominance of
acute metabolic decompensation and death in the mitochon-
drion functional gene cluster (Table S6, related to Tables 1-4).
This illustrates the dramatic consequences of the impaired ad-
enosylcobalamin-dependent methylmalonyl-CoA conversion
into propionyl-CoA. This reaction is the last step of a crucial ana-
plerotic pathway, which fuels the metabolites resulting from the
catabolism of branched-chain amino acids, odd-chain fatty
acids, and the side chain of cholesterol into the tricarboxylic
acid cycle.'®® The frequent occurrence of decompensation and
death among patients classified in the mitochondrion cluster is
also found in Mut knockout (KO) mice, where most homozygous
pups do not survive after 24 h of life.'°*?°° A hemizygous knockin
(Kl) mouse model (Mut-KO/KI), which combines a KI missense
mutation with a KO allele, produces failure to thrive and kidney
dysfunction, consistent with the mild phenotype observed in
adult patients.”®' Adding a 51% protein diet produced a more
severe phenotype with behavioral, cardiovascular, and hemato-
logical abnormalities, suggesting the influence of diet, particu-
larly on adult cases.”*”

The diagnosis at an age older than 15 years concerned 18% of
all cases with MMACHC mutations and could be related in part
to the lower pathogenicity of genetic variants (Table S2, related
to Tables 1-4). Among the ten most frequent genetic variants,
seven were annotated as pathogenic and produced a truncated
protein with presumed dramatic consequences on the intracel-
lular transport and processing of vitamin B4,. Consistently, these
mutations were predominantly reported in newborns (Table S2,
related to Tables 1-4). In contrast, most cases diagnosed at an
age older than 15 years had either the p.Arg161Gin frequent
missense pathogenic mutation or missense mutations classified
as likely pathogenic. Similarly, the patients of the mitochondrion
cluster older than 15 years had genetic variants classified as
likely pathogenic or of uncertain significance in MMUT, MMAA,
and MMAB genes (Table S3-S5, related to Tables 1-4)

In our opinion, some key results of our study should be trans-
lated into clinical practice. We showed that neurological mani-
festations, such as hypotonia, EEG abnormalities, microcephaly,
nystagmus, and strabismus, could evoke an inherited disease of
vitamin B4, metabolism even in the absence of anemia in pediat-
ric practice. In contrast, walking difficulty, peripheral neuropa-
thy, extrapyramidal syndrome, depression, and cerebral atrophy
are much more frequent in patients over age 15 years. These pa-
tients are cared for by neurologists and internists who must be
aware of the diagnosis of inherited disease of vitamin B, meta-
bolism. Our results also show that cardiovascular manifestations
are dramatically more frequent in adults than in children
presenting with inherited disorders of vitamin B, metabolism.
The association of increased systolic blood pressure with age
is a heretofore unrecognized manifestation in this group of in-
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herited metabolic diseases. The thromboembolic manifestations
observed in the absence of classic risk factors of thrombophilia
should lead to a search for hyperhomocysteinemia in association
with an inherited error of vitamin B, metabolism, as was shown
very recently in an observational study.’®" These rare diseases
may be underestimated or even ignored in the usual practice
of cardiovascular medicine. US and European Societies of Car-
diology do not recommend including hyperhomocysteinemia as
a risk factor of cardiovascular disease. Consequently, cardiolo-
gists lack consideration and/or knowledge to diagnose and treat
patients with intermediate and severe hyperhomocysteinemia
related to an inherited error of vitamin B4, metabolism. The
neurological and cardiovascular clinical profiles should prompt
clinicians to systematically check the metabolic markers of
vitamin By, status, including homocysteine and methylmalonic
acid, when the usual causes of these manifestations are dis-
carded. Genetic analyses could be integrated into the diagnostic
workup of these patients, particularly among those with extreme
clinical phenotypes and/or a familial clustering. In this setting,
clinical-exome sequencing-based approaches could be used
as a straightforward first-tier diagnostic strategy in patients for
whom a diagnosis of inherited disorders of vitamin By, meta-
bolism is suspected.”®® Identifying an underlying genetic error
of vitamin B4, metabolism could allow a personalized therapeu-
tic approach to achieve partial or total restoration of metabolic
alterations with potential long-term benefits.'®’

The present meta-analysis has several strengths. First, we
report an individual patient data meta-analysis that collected
original data from 824 patients to assess the phenotypic land-
scape of patients with inherited disorders of vitamin B> meta-
bolism and to look for clinical, biological, imaging, and electro-
physiological predictors significantly associated with age
category, functional gene clusters, and death. The report of 74
adults, 133 children, and 509 newborns allowed us to assess
the course and specificity of the manifestations according to
age. By comparison, the most extensive registry study involved
248 patients seen primarily in pediatric departments.'’> Second,
the reported data covered the 15 genes known to be involved in
hereditary disorders of vitamin By, metabolism, allowing to
perform updated annotation and pathogenicity prediction on
more than 300 genetic variants reported on the four most
frequently observed genes (MMACHC, MMUT, MMAA, and
MMAB). In contrast, the largest registry study of the literature re-
ported only on patients with cb/C, cblG, cblE, cbID, and cblJ dis-
eases.'”® Third, the meta-analysis of individually reported cases
allowed the compilation of unselected patients, thereby reducing
the risk of population heterogeneity. We did not consider studies
of registries and case series with aggregated data to avoid any
bias related to the study designs. This approach allowed us to
consider manifestations that were not reported in registries,
including nystagmus, maculopathy, retinopathy, peripheral neu-
ropathy, walking difficulty, pyramidal syndrome, extrapyramidal
syndrome, and cerebral atrophy reported on MRI.

We acknowledge several limitations. First, we used data
extracted from available case reports through a systematic
retrospective search, with the risk of missing data. For example,
laboratory findings were not available for all patients. Second,
the low number of case reports of inherited disorders of vitamin
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B+, absorption did not allow to evaluate whether they presented
a clinical profile distinct from the other disorders of the B, avail-
ability cluster. The number of cases was lower than expected in
regard to a recent study of our reference center for rare meta-
bolic diseases, which showed mutations in GIF, AMN, and
CUBN genes as the leading causes of hyperhomocysteinemia
due to vitamin B, deficiency.’®’ Moreover, the diagnosis of
Imerslund-Grasbeck disease is probably underestimated since
the Schilling test is no longer available. Likewise, the determina-
tion of the soluble intrinsic factor receptor in the urine has limited
use despite its diagnostic value in the different subsets of the dis-
ease.’??% Third, we reported the single literature case with
ZNF143 mutation but not cases with mutations in HCFC1,
THAP11, and PRDX1. These genes are not directly involved in
vitamin B4, metabolism and their mutations produce manifesta-
tions related to altered expression of MMACHC and/or other
genes. HCFC1 is a transcriptional co-regulator that interacts
with THAP11 and ZNF143 DNA-binding proteins to jointly regu-
late the expression of target genes that include MMACHC.?%"~2%°
The HCFC1/THAP11 complex also acts as a transcriptional
regulator of ribosome biogenesis during development.”’® Muta-
tions in any of the two genes produce decreased MMACHC
expression with milder metabolic and more severe neurological
manifestations than MMACHC mutations. Some mutations can
also result in complex syndromes exhibiting aspects of both
cbIC disease and ribosomopathies. In addition, some variants
in HCFC1 produce X-linked intellectual disability even in the
absence of metabolic abnormalities of inherited disorders of
vitamin B4, metabolism. The single case in the literature of two
mutations in the ZNF143 gene had combined methylmalonic
acidemia and hyperhomocysteinemia and bilateral cleft palate,
microcephaly, severe neurological manifestations, and a ventric-
ular septal defect.”°° PRDX1 is a gene neighboring MMACHC.
Mutations in PRDX1 produce the epi-cbIC type of inherited dis-
orders of vitamin By, metabolism.'*” This disorder is due to an
epimutation at the MMACHC promoter, which results from
PRDX1 splicing mutations with an aberrant extension of anti-
sense transcription through the MMACHC promoter.'*” The anti-
sense readthrough transcripts also encompass the promoter of
the TESK2 neighboring gene, resulting in the silencing of both
MMACHC and TESK2 genes.”'" So far, 20 cases have been re-
ported, with a much higher frequency of severe metabolic
decompensation than in patients with MMACHC mutations.”'?
The fourth limit of our systematic review is the exclusion of
case reports not written in English, which could have potentially
led to selection bias. However, a previous study that examined
non-English publications’ influence on combined estimates of
published meta-analyses did not reveal a significant effect after
excluding non-English publications.?'* Fifth, we did not use ma-
chine learning and natural language processing methods that
could represent attractive tools to decrease the manual burden
during the literature collection and review process. However,
these methods are limited by their potential bias toward a low
detection rate.”'* Furthermore, machine learning methods did
not apply to some old publications without a digital format that
were included in our systematic review.

In conclusion, our meta-analysis and phenome-wide associa-
tion study of the clinical, phenotypic, and genetic landscape of

16 Cell Reports Medicine 3, 100670, July 19, 2022
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824 patients with a genetically proven diagnosis of an inherited
disorder of vitamin B, metabolism pointed out inborn errors of
vitamin By, metabolism as potential etiologies deserving
consideration in the diagnostic algorithm of atypical neurological
manifestations and thromboembolic disorders not explained by
classical etiologies in children and adult cases. We highlighted a
high frequency of inherited disorders of vitamin B4, metabolism
in patients older than 15 years. Compared with younger cases,
adults harbored fewer pathogenic mutations and had a higher
prevalence of cardiovascular manifestations, including thrombo-
embolic outcomes and increased blood pressure. Neurological
manifestations were also strongly dependent on age, with a pre-
dominance in gene clusters that impair the remethylation
pathway. In contrast, metabolic decompensation and death
were predominant in clusters that impair the adenosylcobala-
min-dependent methylmalonyl-CoA conversion into propionyl-
CoA, regardless of age.

Limitations of the study

This systematic review has several limitations: (1) we used data
extracted from available case reports through a systematic
retrospective search, with the risk of missing data; (2) we did
not use machine learning and natural language processing
methods that could represent attractive tools to decrease the
manual burden during the literature collection and review
process; (3) the low number of case reports of inherited disor-
ders of vitamin B,, absorption did not allow to evaluate
whether they presented a clinical profile distinct from the other
disorders of the “B;, availability” cluster; (4) we excluded non-
English case reports, which could have potentially led to selec-
tion bias.
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Abstract

The emergence of next-generation sequencing enabled a cost-effective and straightforward diagnostic approach to genetic
disorders using clinicul exome sequencing (CES) panels. We performed a retrospective observational study to assess the
diagnostic yield of CES as a first-tier genctic test in 128 consecutive pediatric patients addressed 10 a referral center in the
North-East of France for a suspected genetic disorder, mainly an inborn error of metabolism between January 2016 and
August 2020. CES was performed using the TruSight One (4811 genes) or the TruSight One expanded (6699 gences) panel
on an Hlumina sequencing platform. The median age was 6.5 years (IQR 2.0-12.0) with 43% of males (55/128), and the
median disease duration was 7 months (IQR 1-47). In the whole analysis, the CES diagnostic vield was 55% (70/128). The
median test-to-report time was 5 months (IQR 4-7). According to CES indications, the CES diagnostic yields were 81%
(21/26) for hyperlipidemia, 75% (6/8) for osteogenesis imperfecta, 64% (25/39) for metabolic disorders, 39% (10426) for
neurological disorders, and 28% (8/29) for the subgroup of patients with miscellaneous conditions, Our results demonstrate
the usefulness of a CES-based diagnosis as a first-tier genetic test to establish a molecular diagnosis in pediatric patients
with a suspected genetic disorder with a median test-to-report time of 5 months. It highlights the importance of a close
interaction between the pediatrician with expertise in genetic disorders and the molecular medicine physician o oplimize
both CES indication and interpretation.

Graphic abstract

Diagnostic yield of clinical exome sequencing (CES) us a first-tier genetic test for diagnosing genetic disorders in 128 con-
secutive pediatric patients referred to a reference center in the North-East of Frunce for a suspected genetic disorder, mainly
an inbom error of metabolism between January 2016 and August 2020, The CES diagnostic yields are reported in the whole
population and patients’ subgroups (hyperlipidemia, ostcogenesis imperfecta, metabolic discases, neurological disorders,
miscellancous conditions) (fcons made by Flaticon, flaticon.com; CC-BY-3.0).
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Introduction severe in their presentation, and the precise identification of

Genetic disorders correspond 1o @ heterogeneous group
of discases caused by a change in an individual’s DNA
sequence. Genetic disorders are numerous and geographi-
cally disparate, with an estimated 263-446 million people
affected worldwide, corresponding to a global population
prevalence of 3.5-5.9% (Nguengang Wakap et al. 2020).
The emergence of next-generation sequencing (NGS) has
enabled a simple and cost-effective diagnostic approach to
genetic disorders through full-exome sequencing (Adams
and Eng 2018) or clinical exome sequencing (CES) panels,
also called *Medical exome sequencing” or ‘Large panel
sequencing’ (Chérot et al. 2018; Kirk et al, 2019; Lee et al.
2014; Vega et al. 2016). Exome sequencing broadened
genetic knowledge for several inherited disorders such as
metabolic (Anikster et al. 2017), mitochondrial (Haack et al.
2010; Taylor et al. 2014), neurodevelopmental (Harripaul
etal, 2018; Vissers et al, 2010), or neuromuscular (Chardon

et al. 2015; Cossins et al. 2013) diseases.

Metabolic disorders are conditions that disrupt the normal
metabolism of human cells. Thousands of enzymes involved
in many interrelated metabolic pathways are required for
these processes. The degradation of the normal function of
these enzymes induces varying degrees of alterations in the
metabolic homeostasis, which can lead 1o an innate error of
the metabolism. Classically, inborn errors of metabolism are
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their molecular basis is essential for an appropriate therapeu-
tic approach and genetic counseling (Fukao and Nakamura
2019; Saudubray and Garcia-Cazorla 2018; Vernon 2015).

In the present work, we assessed the diagnostic yield of
CES as a first-tier genetic test in 128 consecutive pediatric
patients addressed to a referral center in the North-East of
France for a suspected genetic disorder, mainly an inborn
error of metabolism.

Materials and methods

French framework for the diagnosis
and management of genetic disorders

The management of genetic disorders in France is organ-

ized around specialized reference centers within the frame-

work of the “French National Plan for Rare Diseases™.
Eight reference centers are devoted to the diagnosis and
management of inborn errors of metabolism. One of these
centers is located at the University Hospital of Nancy
(ORPHAG67872) and receives patients referred by their
treating physician when a genetic discase, particularly of
metabolic origin, is suspected. Consultations are conducted
by a senior pediatrician with expertise in genetic disorders
and inborn errors of metabolism. Additional investigations
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are performed at the discretion of the senior pediatrician
and may include CES. Genetic testing is performed after
the formal written consent from the proband’s parents. In
France, in the setting of the diagnosis of genetic disorders
and inborn errors of metabolism, the CES is 100% covered
by the French health care system. In France, six discases
are subject 1o newborn screening through dried blood
spot assays and include phenylketonuria, medium-chain
acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) deficiency, congenital
adrenal hyperplasia, congenital hypothyroidism, sickle cell
disease, and cystic fibrosis. Newborns with positive screen-
ing results benefit from a targeted genetic test and are not
assessed using CES.

Study design, setting, and patients’ selection
criteria

We carried out a retrospective observational study on con-
secutive patients followed at the Reference Center for Inborn
Errors of Metabolism of the University Hospital of Nancy
(France). The inclusion criteria were: (i) pediatric patient;
(i) suspected genetic disorder; (iii) admission to hospital
or consultation at the Reference Center for Inborn Errors of
Metabolism between January 2016 and August 2020, The
exclusion criteria were as follows: (i) patients with a previ-
ously confirmed diagnosis of genetic disorder on the date
of the first consultation; (i) patients awaiting an in-depth
initial clinical metabolic assessment: (1) no genctic testing
required for diagnostic workup: (iv) CES in progress with-
out a final clinical report: and (v) patients with suspected
phenylketonuria or hyperphenylalaninemia for whom a dedi-
cated molecular diagnostic approach is available via Sanger
and/or targeted panel sequencing, The study was observa-
tional, meaning that all clinical evaluations, biochemical
investigations, imaging examinations, and clinical diagnoses
were performed al the discretion of the treating physicians.
The institutional review board of the University Hospital of
Nancy approved the study.

Data collected for the study

Zlinical data were retrieved through electronic chart review
1sing DxCare® software (Dedalus France, Le Plessis Rob-
nson, France), For each patient, the following data were
ollected: (1) demographic data: age st first medical con-
wltation, sex; (i) patient’ medical history: date of onset of
iymptoms, date of the first consultation at the referral center,
iii) data related 1o the CES: date of prescription of the CES,
late of the molecular diagnosis report established by the
nolecular medicine physician, number of genetic variants
etained in the molecular diagnosis, variant classification
weording to the American College of Medical Genetics and
Jenomics (ACMG) criteria (Richards et al. 2015), and the

patients’ genotype status for the genetic variants retained in
the molecular diagnosis report.

Next-generation sequencing

We performed CES using the TruSight One panel on an Illu-
MiSeq platform (Hllumina, Evry, France) or TruSight
One expanded panel on an Illumina NextSeq S50 platform
at the University Hospital of Nancy and the Functional
Genomics Facility of the INSERM unit UMR_S 1256
(NGERE). as previously described (Oussalah et al. 2020;
Wiedemann et al. 2020). At the Department of Molecu-
lar Medicine at the University Hospital of Nancy and the
National Reference Center for Inborn Errors of Metabolism,
we opted for a strategy based on lllumina TruSight captures
that cover a large number of disease-associated genes instead
of choosing a full-exome-based approach. The TruSight
One Sequencing Panel provides comprehensive coverage
of > 4800 discase-associated genes, while the TruSight One
Expanded Sequencing Panel targets ~ 1900 additional genes
with recent disease associations in the scientific literature
(Supplemental Table 1). We used Nextera and Nextera Flex
enrichment solutions with the TruSight One and TruSight
One Expanded captures, respectively, The TruSight One
Expanded and TruSight One panels cover 100% and 82%
(145/176) of the 176 mitochondrial nuclear genes reported
in Supplemental Table 1. Bioinformatics analysis was per-
formed as previously described (Gueant et al. 2018; Renard
ctal. 2019; Wiedemann et al. 2020). The Burrows-Wheeler
Aligner (BWA) software package was used to map all
reads to GRCh37/hg 19 annotation using the BWA-MEM
algorithm. PCR duplicates were removed from alignments
using the Picard (MarkDuplicates) tool (hup://broadinstitute.
github.io/picard). Indels were realigned using the Genome
Analysis Toolkit (GATK) (Van der Auwera et ul, 2013).
SNVs and short indels were called using the GATK Hap-
lotypeCaller software (Van der Auwera et al, 2013), We
used the following strategy for filtering and prioritizing the
genetic variants: Step #1: Import all retrieved genetic vari-
ants; Step #2: Retain only low frequency and rare variants
by excluding variants with a reported alternative allele fre-
quency (AAF) > 5% in the following databases: The Exome
Aggregation Consortium (ExAC) and the Genome Aggre-
gation Database (gnomAD Exomes), The aim of step #2 iy
10 retain rare (AAF < 1%) and low-frequency (AAF <5%)
variants that exhibit relatively lurge effects on disease risk,
such as those involved in severe monogenic discases (Sin-
gleton et al. 2014); Step #3: Exclude intronic variants other
than splice donor, splice acceptor or splice region variants or
synonymous variants; Step #4: Prioritization of genetic vari-
ants for their association with the studied phenotype using
the SVS-PhoRank gene ranking algorithm based on the Phe-
vor algorithm (Singleton et al. 2014). The Phevor algorithm
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scores ontology terms based on their proximiry to patient’s
phenotypes. The SVS-PhoRank score was calculated accord-
ing to the RefSeq Genes 105v2, NCBI gene source, using
the following ontologies: Human Phenotype Ontology, Gene
Ontology, and OMIM Phenotype Ontology. Functional var-
iant annotation was performed using the following tools:
MutationTaster (Schwarz ¢t al. 2014), Functional Analysis
through Hidden Markov Models (FATHMM) (Shihab et al.
2013), MetaSVM/Metal R scores (Dong et al. 2015), Sorting
Tolerant From Intolerant (SIFT) (Kumar et al. 2009), Protein
Variation Effect Analyzer (Provean) (Choi and Chan 2015),
and deleterious annotation of genetic variants using neural
networks (DANN) (Quang et al. 2015). Variant pathogenic-
ity was reported according to the ACMG criteria (Richards
et al. 2015). All retained and top-prioritized variants were
systematically assessed for their ClinVar annotation (Lan-
drum et al, 2018). All the genetic variants retained in the
molecular diagnosis report had to meet high-quality metric
criteria [read depth (RD)> 20, alt-read ratio (ARR)>0.2,
genotype quality score (GQ) of 99, All the genetic variants
retained in the bioinformatics analysis were confirmed by
visual inspection of the read-level data of BAM files. Sanger
confirmatory sequencing has been performed in rare cases
of variants with suboptimal quality metrics indicators (e.g..
splice donor or acceptor variants, homozygous variants).
Large structural variations were not assessed. All bioinfor-
matics analyses, including the SVS-PhoRank genc ranking
algorithm, were performed using the SNP & Variation Suite
(v8.9.0; Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, USA).

Classification of CES results

We considered a CES as contributory if it allowed retain-
ing in the CES report at least one genetic vanant consistent
with the patient’s clinical phenotype in case of a dominant
disorder or at least two genetic variants consistent with the
patient’s clinical phenotype in case of a recessive disorder
according to the OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man®) database (Amberger et al, 2019). We considered a
CES as non-contributory if no genetic variant was found
compatible with the patient’s clinical phenotype or if only
one putative genetic variant was reported in the setting of a
recessive disorder.

Study aims

The main objective of the study was 10 assess the diagnostic
yield of the CES, defined as the proportion of patients with
a contributory CES in the whole population. The second-
ary objective of the study was 1o assess the diagnostic yield
of the CES according to five patients’ subgroups: group
#1: osteogenesis imperfecta; group #2: an inborn error of
metabolism with evocative biological findings; group #3:
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dyslipidemia; group #4: neurological disorders including
mental and psychomotor retardation, dystonia, and epileptic
syndromes; and group #5: miscellaneous conditions, defined
as suspected genetic disorders that have not been classified
into one of four categories above. This classification in five
subgroups was based on the recruitment of the reference
center.

Statistical analysis

All quantitative variables are shown as the median and
interquartile range (IQR, 25th-75th percentile). Categori-
cal variables are expressed as proportions. We estimated
the diagnostic yield of CES using an intention-to-diagnose
analysis, considering all the patients who underwent CES.
We carried out Venn diagram analyses using the Venn dia-
gram ool (hitp//bivinformatics.psb.ugent.be/).

Results

Study population

Between January 2016 and August 2020, 338 patients were
referred to the Reference Center for Inborn Errors of Metab-
olism of the University Hospital of Nancy. Two hundred and
ten patients were excluded from the current study for the
following reasons: no genetic test necessary for the diagnos-
tic workup (n= 127); genetic testing previously carried out
(n=48): and patients with hyperphenylalaninemia, which is
not diagnosed through a CES strategy at the referral center
(diagnosis made by a targeted NGS panel of eight genes or
Sanger sequencing) (n=35). A total of 128 patients were
included in the study. The median age was 6.5 years (IQR
2.0-12.0) with 43% of males (55/128), and the median dis-
ease duration was 7 months (IQR 1-47).

Description and diagnostic yield of the clinical
exome sequencing in the whole population

On the 128 patients analyzed, 70 had a contributory CES,
which corresponds to an intention-to-diagnose diagnostic
yield of S5% (7TV125) with a median test-to-report time of
S months (IQR 4-7) (Table 1), A total of 99 genetic variants
were retained in the CES report in 82 patients (Supplemental
Table 2). Among these patients, 66 exhibited at least one
genetic variant classified as pathogenic or likely pathogenic,
corresponding 1o 2 CES efficiency of 52% (Supplemental
Tables S3 and S4, and Supplemental Fig. S1), When vari-
ants of uncertain significance were considered, the CES effi-
ciency was 63% (80/128). Considering the ACMG classifi-
cation of the 99 variants, we investigated the distribution of
genetic variants among the 82 patients using Venn diagram
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Table 1 Results of clinical exome soquencing as a first-ticr gonctic tost in the 128 comsceutive pediatric paticats included in the study

Osteogen- Metaboli: Hyperlipademia (2= 26) Neumlogi- Miscellane- Total (a= 128)
(n=8) (n=39) (n=26) (n=29)
Demographics
Age (years)—median (IQR, 30(05-920) S50(13-120) 95(50-11.00 S5503.0-11.0)0 30(08-120) 652.0-120)
25th-751h)
Male sex—a/N (%) R (28%) 1939 (49%) 1326 (90%) W26 (35%) 12729 (41%) S5128 (43%)
Disease duration (mosths), 30(1.5-505) 70000-558) 3000-650) 22090480) 40(1.0-218)  7(1.0-47.0)
median (JQR, 25th-751h)
Clinical exome sequencing results
Diagnostic yield—a/N (%) R (75%) 25739 (68%)  2126(81%) 1026 (39%) {29 (28%) TO/128 (55%)
Number of gencts i 8 40 25 10 16 %
retained in the molecular
diagnasis
ACMG classification—n (%)
Benign 0(0%) 4(10%) 1@%) 0(0%) 1(6%) 6(6%)
Likely benign 0(0r%) 00%) 1(3%) 0(0%) 0%) 1(1%)
Uncertain significance 3(8%) S(13%) 3w 1(107%) T(8%) 19(19%)
Likely pathogenic 102%) 17 (43%) 12 48%) 8 (80%) 8 (50%) 46 (46'%)
Pathogenic 4(50%) 14 (35%) SG2%) 1(10%) 00=) 27 (27%)
Genotype status—n (%)
Heterozygous 7 (R8%) 15 (45%) 25 (100%) 8 (80%) 8 (62%) 63 (T1%)
Homozygous 1(12%) 11 (34%) 00%) 2(20%) 2(15%) 16 (18%)
Compound Hetcrozy gous 00%) 7Q1%) 00%) 0(0%) 323%) 10(11%)
Test-to-roport time (moanths)*— 5 (4-7) 5411 43-6) 5(3-6) 6(4-7) 5@a-n

median (IQR, 25th-75th)

TOR intcrquartibe range, n number of obscrvations, N total nusober of paticats. § percentage, ACMG Amcrican College of Medical Genctics
CGienomics

"“Test-1o-report time: time delay b the prescription of the clinical exome sequ
report by the molecular medicine physician
analysis (Supplemental Table $4 and Supplemental Fig. S1).

The proportion of putients exhibiting only pathogenic, likely
pathogenic, or uncertain significance variants, were 28%
(23/82), 46% (38/82), and 16% (13/82), respectively. Ten
percent (8/82) of patients had a combination of genetic vari-
ants with varying pathogenicity according 1o ACMG criteria
(Supplemental Table S4 and Supplemental Fig. S1)

Diagnostic yield of the clinical exome sequencing
according to disease subgroups

Group £1: Osteogenesis imperfecta

Eight patients had CES for a suspected diagnosis of osteo-
(three patients were diagnosed with type 11 osicogenesis
imperfecta [COLIAT), one with type | osteogenesis imper-
fecta [COLIAT). one with Bruck Syndrome [PLOD2]. and
one with primary juvenile osteoporosis [LRPS]). One patient
with true bone fragility had non-contributory CES. One
patient had an unnecessary CES (child shaken by his parents

ing by the pediatrician and the finalization of the clinical

after further investigations). In this subgroup, the CES yield
was 75% (6/8) (Table 1).

Group #2: Metabolic disease with evocative biological
findings

Thirty-nine patients had a CES for a suspected metabolic
discase with an evocative phenotype. Among them, 25
had contributory CES (two patients were diagnosed with
a peroxisome biogenesis disorder type 1A [PEX]], two
with alkaptonuria [HGD), one with mucopolysaccharidosis
type IV A |GALNS], one with hypophosphatemic rickets
|PHEX|, one with congenital disorder of glycosylation type
Ic [MAGTI], one with galactosemia type | [GALT], three
with Fabry discase [GLA], two with Leigh syndrome, one
with mitochondrial complex IV deficiency [SURFT), one
with propionic acidemia [PCCA], one with methylmalonic
aciduria and homocystinuria chlJ type [ABCD4). one with
congenital sucrase-isomaltase deficiency [S7], two with
methylmalonic aciduria due to methylmalonyl-CoA mutase
deficiency [MMUT], one with glycine encephalopathy

€ Springer

-291 -



Human Genetics

[GLDC), one with succinic semialdehyde dehydrogenase
deficiency [ALDHSAT), one with combined malonic and
methylmalonic aciduria [ACSF3], one with infantile liver
failure syndrome |[NBAS|, one with MELAS Syndrome
|MTTLI), and one with aspartylglucosaminuria [AGA|).
CES was non-contributory in 14 patients, including six
patients with an unnecessary CES (1 suspected diagnostic of
multiple acyl-CoA dehydrogenation deficiency on acylcar-
nitine profile in whom the diagnosis or avoidant/restrictive
food intake disorder was made later; 1 Fabry discase screen-
ing in a patient without any symptoms; three patients with
biological assessment and symptoms normalized spontane-
ously; one patient alleging false symptoms). In the subgroup
of patients with metabolic disease and evocative biological
findings, the CES yield was 64% (25/39) (Table 1).

Group #3: Hyperlipidemia

Twenty-six patients underwent CES for hyperlipidemia.
Among them, 21 had contributory CES (17 patients
were diagnosed with familial hypercholesterolemia type
I [LDLR), two with familial hypercholesterolemia type 11
[APOB), and two with deficiencies in lipoprotein lipase
|LPL)). CES was non-contributory in five patients, includ-
ing four patients with an unnecessary CES (two patients
normalized their lipid profile after a lowering lipid diet
without associated pharmacological treatment, and two had
hyperlipidemia in association with obesity). In the subgroup
of patients with hyperlipidemia, the CES yicld was 81%
(21/26) (Table 1).

Group #4: Neurological disorders

Twenty-six patients underwent CES for suspected neurologi-
cul disorders. Among them, 10 had contributory CES (one
patient was diagnosed with early infantile epileptic enceph-
alopathy [CDKLS), one with Hutchinson-Gilford progeria
syndrome [LMNA], 1 with Emery-Dreifuss muscular dystro-
phy [SYNET), one with episodic ataxia type | [KCNAT], one
with Johanson-Blizzard syndrome (UBRT), one with spastic
paraplegia [K/F1A], one with hereditary sensory neuropa-
thy type ID [ATL]], one with Vulto-Van Silfhout-De Vries
Syndrome |DEAFT], one with mental retardation autosomal

recessive 46 [NDST! |, and one with Charcot Marie Tooth
type 2A1 |KIF1B]). CES was non-contributory in sixteen
patients, including three with unnecessary CES (one paticat
with epileptic scizures with hypoglycemia in a context of
functional hyperinsulinism in adolescence with total and
spontancous resolution; one patient with a Munchausen syn-
drome by proxy; and one patient with a psychomotor delay
that recovered spontaneously). In the subgroup of patients
with neurological disorders, the CES yield was 39% (10:26)
(Table 1),
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Group #5: Miscellaneous conditions

Twenty-nine patients underwent CES for a suspected
genetic disorder not classified in the four subgroups men-
tioned above. Among them, eight had contributory CES
(two were diagnosed with susceptibility to insulin resist-
ance [PPPIR3A; HNFIA), one patient with Cockayne syn-
drome A |ERCCS|, one with arrhythmogenic right ventricu-
lar dysplasia [RYR2), one with familial cold inflammatory
syndrome-1 [NLRP3), one with inflammatory bowel discase
[Crobn discase] [NOD2), onc auto-immune polyendocrine
syndrome type | [A/RE], one patient with a diagnosis of
immune-deficiency). CES was non-contributory in 21
patients, including four with unnecessary CES (one family
screening in a healthy child; three patients with laboratory
assessment and clinical conditions that spontaneously nor-
malized). In the subgroup of patients with miscellaneous
conditions, the CES yield was 28% (8/29) (Table 1),

Discussion

Using a referral center cohort of 128 consecutive pediat-
ric patients who underwent CES as a first-tier genetic test
for a suspected genetic disorder, including inborn errors
of metabolism, we report a CES diagnostic yield of 55%.
According to the five subgroups identified, the diagnostic
yield of CES was 28% when miscelluneous conditions were
comsidered and reached 81% among children with dyslipi-
demia. Our results demonstrate the usefulness of CES as a
straightforward tool o establish a molecular diagnosis in
pediatric patients with a suspected genetic disorder with a
median test-to-report time of 5 months.

In the bioinformatics analysis of the CES, we report a
combined approach based on several strategies, particularly
the classical method of variant filtration and annotation
and the systematic use of a phenotype-driven algorithm for
variant prioritization that allowed comprehensive genome
analysis. In our phenotype-driven strategy, we used the SVS-
PhoRank gene ranking tool based on the Phevor algorithm
(Singleton et al. 2014), which has been shown 1o improve
the diagnostic accuracy for patients with a typical discase
phenotype and those with atypical disease presentations

(Singleton et al. 2014).

Exome and whole-genome sequencing has been evalu-
ated in the diagnosis of genetic diseases with more available
evidence for exome sequencing, which showed molecular
diagnostic efficiency ranging from 10 to 51%, depending on
the disease background (Australian Genomics Health Alli-
ance Acute Care et al. 2020; de Ligt et al. 2012; Deciphering
Developmental Disorders 2015: Dewey et al. 2014; Groop-
man et al. 2019; Lee et al. 2014; Lord et al. 2019; Lupski
et al 2010; Meng et al. 2017; Petrovski et al. 2019; Rauch
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etal. 2012; Sparks et al. 2020; Tarailo-Graovac et al. 2016;
Taylor et al. 2014; Yang et al. 2013). In a cohort of over
3000 patients with chronic kidney diseases, exome sequenc-
ing allowed a genetic diagnosis in 10% of cases (Groopman
et al. 2019). In 814 patients with a suspected genetic disor-
der, the CES diagnostic rate was 26% (Lee et al. 2014). Ina
series of 127 fetuses with unexplained nonimmune hydrops
fetalis, exome sequencing identified a diagnostic genctic
variant in 29% of cases (Sparks et al. 2020). In 108 crin-
cally ill pediatric patients with suspected monogenic condi-
tions in Australia, exome sequencing had a diagnostic yield
of 51% (Australian Genomics Health Alliance Acute Care
et al. 2020). These data demonstrate a better diagnostic yield
of CES in pediatric populations when compared to adult
populations.

Our results are in line with the literature data and confirm
the better performance of CES in children with a clinical
picture that suggests a specific diagnosis (¢.g., hyperlipemia,
osteogenesis imperfecta, metabolic disease) compared to
those with clinical features that are not suggestive of 2 spe-
cific syndrome or disorder. Indeed, the diagnostic yield in
pediatric neurological disorders for CES has been reported
between 30 and 405 (Ganapathy et al. 2019; Margues Matos
et al. 2019; Wu et al. 2018), while it was higher in patients
with osteogenesis imperfecta (~96%) (Madhuri et al. 2021)
or those with suspected metabolic disorders or monogenic
conditions with an acute presentation in infancy (~50 o
80%) (Australian Genomics Health Alliance Acute Care
et al. 2020; Yubero et al. 2016). It should be noted that in
the study by Yubero et al., the diagnostic yicld was higher in
patients with specific clinical and laboratory findings com-
pared to those without specific presentation (78% vs. 16%,
respectively) (Yubero et al. 2016).

Children with rare diseases often exhibit diagnostic wan-
dering for several years before a genetic test is indicated.
CES allows an efficient and rapid diagnosis in these children,
provided that the patient’s phenotype is carefully analyzed.
In this perspective, a close interaction between the pedia-
tricians and the molecular medicine physicians is crucial
to optimize CES indications and discuss the relevance of
the variants highlighted, particularly those of uncertain
significance.

We acknowledge several potential limitations of the
study that should be taken into account in interpreting
our results. First, we report results from a single-center
study that need to be confirmed in independent cohorts.
Second, the CES diagnostic yields that we report in our
study may be subject 1o bias toward increased diagnos-
tic yield because the selection of patients for CES test-
ing was made by pediatricians who have expertise in the
field of inherited metabolic diseases. Third, given the
constantly evolving knowledge of gene and variant anno-
tations, non-contributory CES may in the future reveal

variants upgraded for their pathogenicity or genes not yet
annotated with respect to the patients” phenotype. Fourth,
the efficiency of CES is suboptimal in detecting deep
intronic or regulatory mutations and copy number vari-
ants (CNV). In this setting, whole-genome sequencing
exhibited an improved diagnostic yield compared with
targeted gene sequencing panels, in particular by high-
lighting structural and non-exonic sequence variants not
detectable with whole-exome sequencing (Lionel et al.
2018). Our study has several strengths. First, we report
one of the most extensive pediatric series of consecutive
patients that evaluated the diagnostic yield of a large CES
panel. Second. we report results on CES use in the real-
life setting with a median test-to-report time of 5 months
that was compatible with effective patient care in close
collaboration between the pediatricians and molecular
medicine physicians. Third, in our bioinformatics analy-
sis pipeline, we systematically combined classical meth-
ods of variant filtration and annotation with the SVS-
PhoRank phenotype-driven computational algorithm,
in line with our molecular diagnostic strategy based on
gene captures that covered a large number of disease-
associated genes.

In conclusion, in this consecutive series of 128 pediatric
patients with suspected genetic disorders, our study demon-
strates the usefulness of a CES-based diagnosis as a first-tier
genctic test with a median test-to-report time of 5 months,
Our study highlights the importance of a close interaction
between the pediatrician with expertise in genetic disorders
and the molecular medicine physician to optimize both the
indication and the interpretation of CES. Furthermore, we
have shown that extensive phenotyping of patients improves
the diagnostic performance of CES.
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Abstract

The high variability in clinical and metabolic presentations of inborn errors of cobalamin (cbl)
metabolism (IECM), such as the cb/C/epichIC types with combined deficits in methylmalonyl-
coA mutase (MUT) and methionine synthase (MS), are not well understood. However, they
could be explained by the impaired expression/activity of enzymes from other metabolic
pathways. To address this issue, we performed metabolomic, genomic, proteomic, and
posttranslational modification (PTM) analyses in fibroblasts from three cbIC cases and one epi-
cblC case and compared these with fibroblasts from three cb/G cases with specific MS deficits
and control fibroblasts. CbIC patients had metabolic profilings consistent with altered urea
cycle, glycine, and energy mitochondrial metabolism. Metabolomic analysis showed partial
disruption and increased gluatamate/ketoglutarate anaplerotic pathway of the tricarboxylic
acid cycle (TCA), in patient fibroblasts. RNA-seq analysis showed decreases in the expression
of MT-TT (mitochondrial tRNA threonine), MT-TP (mitochondrial tRNA proline), OXCT1
(succinyl CoA:3-oxoacid CoA transferase deficiency), and MT-CO1 (cytochrome C oxidase
subunit 1). Proteomic changes were also observed for key mitochondrial enzymes, including
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A8 (NDUFAS8), carnitine palmitoyltransferase 2
(CPT2), and ubiquinol-cytochrome C reductase, complex Il subunit X (UQCR10).
Propionaldehyde addition in ornithine aminotransferase was the predominant PTM in cbIC
cells and could be related with the dramatic cellular increase in propionate and
methylglyoxalate. It is consistent with the decreased concentration of ornithine reported in 3
cblC cases. The expected clinical outcomes of these multi-omic expression alterations include
peripheral and central neuropathy, cardiomyopathy, pulmonary hypertension, development
delay, and hypotonia, which are also reported for the cbIC and cblG types of IECM. In
conclusion, the omics-related effects of IECM on other enzymes and metabolic pathways are
consistent with the diversity and variability of their age-related metabolic and clinical
manifestations. PTMs are expected to produce cumulative effects, which could explain the

influence of age on neurological manifestations.

Keywords: Inborn errors of metabolism; methylmalonyl-CoA mutase; methionine synthase,

MMACHC; vitamin B12 deficiency; one-carbon metabolism
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1. Introduction

In humans, vitamin Bi12 (cobalamin, Cbl) is the cofactor for two enzymes, methionine
synthase (MS, encoded by MTR) and methylmalonyl-CoA mutase (MUT, encoded by MMUT)
1. MS requires methylcobalamin (MeCbl) and methyltetrahydrofolate (MeTHF) for the
remethylation of homocysteine (Hcy) into methionine. MS reductase (MSR, encoded by
MTRR) maintains MS activity through the reactivation of oxidized Cbl 2. MUT requires
adenosylcobalamin (AdoCbl) as a cofactor to catalyze the conversion of L-methylmalonyl-CoA
to succinyl-CoA. The inborn errors of cellular Cbl metabolism (IECM) result from genetic
defects of the transport and target enzymes of Cbl. They are usually classified as groups cblA-
J by somatic cell complementation.

IECM with selectively decreased methionine synthase activity (Hcy-IECM) leads to
increased Hcy and decreases in the synthesis of methionine and adenosylmethionine, which
is the universal methyl-donor needed in the transmethylation of DNA, histones, and other
proteins, and small molecules in mammals?. Hcy-IECM includes complementation groups cblG
and cblE, with mutations in MTR and MTRR, respectively. IECM with selectively decreased
MUT activity (MMA-IECM) leads to the accumulation of the L-methylmalonyl-CoA derivative
methylmalonic acid (MMA) and decreased synthesis of succinyl-CoA, which is a metabolite of
the tricarboxylic acid cycle (TCA). The MUT reaction is the final step of the anaplerotic
replenishment of the TCA cycle by the catabolism of branched-chain amino acids, odd-chain
fatty acids, and the side chain of cholesterol®. These disorders are caused by mutations in
MMUT, MMAB (cblB), which is needed for the synthesis of AdoCbl, MMAA (cblA), which is
responsible for AdoCbl incorporation into MUT, and genes encoding methylmalonyl-CoA
epimerase (MCEE) or succinate-CoA ligase (SUCLG1, SUCLA2). IECM with a combined deficit in
MS and MUT activities (combined IECM, abbreviated C-IECM) includes disorders of Cbl
intracellular transport that impair cellular availability in both Mecbl and Adocbl and therefore
the remethylation and mitochondrial pathways. These intracellular disorders
(complementation groups cblC-J) are produced by mutations in genes that encode two
lysosomal transporters, LMBD1 (cblF) and ABCD4 (cblJ), and two cytoplasmic proteins,
MMACHC (cb/C) and MMADHC (cb/D). C-IECM combines the metabolic consequences of

impaired MS and MUT activities.
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IECM with hyperhomocysteinemia (Hcy-IECM) is very rare. These patients present with
megaloblastic anemia or macrocytosis and neurological manifestations, with lethargy, feeding
difficulties, vomiting, mental retardation, seizures, ataxia, and cerebral atrophy during the
first year of life*>. Neurological outcomes and brain atrophy are more prevalent later in life.
Most MMA-IECM patients have early manifestations, including metabolic crisis, growth and
development retardation, hypotonia, epilepsy, and decreased glomerular filtration. Death and
acute metabolic decompensation are frequently reported in the first year of life but can also
occur later. They are related to brain edema due to hyperammonemia®. In contrast, C-IECM
may present with different subsets of clinical presentations according to age and type. The
frequency of manifestations is mainly documented in the cblC-type, which is the most
frequent IECM. Early manifestations include megaloblastic anemia, acute neurological
deterioration, hydrocephalus, demyelination, confusion, mild mental retardation,
cardiomyopathy with noncompaction, pulmonary hypertension, retinopathy, hemolytic
uremic syndrome, and liver steatosis. Ataxia, peripheral neuropathy, and thromboembolic
manifestations become more prevalent later in life. Severe and sometimes lethal
decompensation has been reported in several cases in the first year of life. Ophthalmological
manifestations are mainly reported in cblC (early onset retinopathy) and in MMUT (optic
atrophy starting in the second decade) and sporadically in other IECMs*®7.

The mechanisms at the origin of the high variability of clinical presentations and
responses to therapy of C-IECM and Hcy-IECM are not well understood. Some mechanisms
have been examined by our group and other groups in recent years. We have shown in patient
cells and animal models that impaired MS activity leads to the development of ER stress and
decreased expression of cytosolic SIRT1 and mitochondrial SIRT3 2. The impaired synthesis of
SAM and sirtuin activities alters mitochondrial energy metabolism through the inactivation of
nuclear receptors through the dissociation of PPAR-a, ER-a, ERR-a, and HNF-4a receptors
from their coactivator PGC-1a%%. The imbalanced methylation and phosphorylation of RNA
binding proteins produce an altered splicing and nucleo-cytoplasmic shuttling of mRNAs and
RNA binding proteins and a subsequently altered expression of genes involved in energy
metabolism, neuroplasticity, and brain development, including in the optic area®%°.

Taken together, the dramatic genomic alterations observed in cells and animal models
of C-IECM and Hcy-IECM led us to hypothesize that the clinical variability of the deficits in MS

and/or MUT activities could be explained by the invalidation of functional proteins and key
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enzymes involved in other metabolic pathways through genomic, translational and
posttranslational specific mechanisms. To address this issue, we performed in-depth
metabolic, genomic, and proteomic (including PTM) phenotyping of fibroblasts from three
cblC cases and one epi-cblC case and compared these phenotypes to those of control and cblG
fibroblasts. Additionally, we analyzed the results according to genes related to other inherited
metabolic disorders and investigated whether they produce clinical outcomes similar to the
clinical and metabolic IECM presentations recently reported in an in silico database of 824

patients with a genetically proven diagnosis®®.

2. Methods
2.1.  Patient, patient-derived fibroblasts, and cell culture.

The patients (3 cblC, 1 epi-cblC) were followed in the Reference Center for Inherited
Metabolic Diseases of the University Hospital of Nancy. Their clinical and metabolic outcomes
were compared to those from 3 MMA-IEMCs recruited in our center and to the classic
outcomes reported for cblG and other inborn errors of metabolism, including urea cycle
disorders, fatty acid B-oxidation deficiency and hyperglycemia with glycine decarboxylase
deficiency. Omic phenotyping was performed in fibroblasts from three other cbIC cases and
the epi-cblC case described before, and compared to fibroblasts from 3 cbl/G cases and one
control. Patient fibroblasts were obtained by skin biopsy during their follow-up. Cell culture
was also performed with control lines. All cell lines were of Caucasian descent. Cells were used
between passages 10 and 15 and tested negative for mycoplasma infection. Cells were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with 4500 mg/L glucose (Sigma
Aldrich, D5796) supplemented with 10% fetal calf serum (Eurobio, CVFSVF0001), 1% sodium
pyruvate (Sigma Aldrich, S8636), and 1% penicillin—streptomycin (Sigma Aldrich, P4333) and
incubated at 37 °C and 5% CO2 until confluent. The culture medium was changed every three

days.

2.2.  Transcriptomics analyses by RNA-Seq.

Cells were trypsinized. Then, total RNA was isolated from the cell pellet using the
RNAeasyTM mini kit extraction (Qiagen) and treated with DNase | (Ambion, AM1906). The

RNA quality was assessed by using the 2100 Bioanalyzer (Agilent). RNA-Seq libraries were
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constructed by using the ScriptSeq Complete Kit for Human/Mouse/Rat (Epicenter, Illumina).
First, rRNA was removed from the sample using the Ribo-Zero Magnetic Kit. The ScriptSeq v2
RNA-Seq Library Preparation Kit was then used to construct the RNA-Seq library from the Ribo-
Zero treated RNA. RNA-Seq libraries were quantified by picogreen and visualized on an Agilent
Bioanalyzer. Sequencing of the transcriptome was performed on three biological replicates of
each cell line using the lllumina TruSeqTM sequencer. The DNA fragments were read on
nucleotide sequences of 100 base pairs at the paired end. The raw data from the sequencing

were compiled in a standard FASTQ format and were used for bioinformatic analysis.

2.3.  Proteomics analyses.

The proteomic analyses performed by nano- LC/MSMS coupled to an Orbitrap Fusion ETD
mass spectrometer were obtained as described in supplementary table 8 from ref [9]. Total
proteins were extracted from the cell pellet using RIPA lysis buffers. The protein suspension
was placed in an ultrasound bath for 30 min followed by three freeze-thaw cycles with liquid
nitrogen and a Mary bath at 37°C. The tubes were then subjected to centrifugation at
20,000g/30 min/4°C and the protein supernatant was recovered and then assayed with the

BCA Assay kit (Interchim) and precipitated with acetone prior to nano- LC/MSMS analysis [9].

2.4.  Bioinformatics analyses for transcriptomics.

Quality control of nucleotide sequences was performed using FastQC v0.11.5
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), and reads were mapped to
the GRCh38 genome by HISAT2 v2.0.41%, Differentially spliced transcripts were assembled
from the alignments obtained with Stringtie v1.3.3b*? to identify new isoforms and isoforms
already known from the reference genome GRCh38. Data were adjusted more precisely with
the trimmed means of M-values (TMM) standardization method!®. Then, they were
transformed using logarithm base 2 (log2-) and counts per million (cpm-) to track best
practices for calibrating and estimating differential expressions, as previously described®.
Paired-end RNA sequencing of the 24 samples generated an average of 110.2 million reads
per sample. After removing the adapters and low-quality reads, reads were aligned on the
hg38 reference genome. The overall alignment rate was 90.55% (sd +/- 1.86%), with an

average quality of mapped reads of 99.97% (PHRED score 37.2) and an average insert size of
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362.5 bp (sd +/- 621.4). Approximately 10.94% (from 9.7% to 11.4%) of reads mapped to
intronic regions. A total of 55204 transcripts were reconstructed during the next step, which
led to a transcriptome of 50818 unique transcripts and 16808 unique genes after filtering for
very low expression against the three control samples (mean cpm value > 0.5 was considered
proof of expression in the control group). Linear modeling with empirical Bayes was then
applied to assess differential expression at the gene and transcript levels between the control

and each patient cell line.

2.5.  Bioinformatics analysis of proteomics data to decipher PTMs.

For PTMs analysis, MS raw files were analyzed by Peaks Online X software (build 1.6,
Bioinformatics Solution Inc) using the Homo Sapiens database (SwissProt release 2022_02,
20377 entries). Parent mass tolerance was set to 10 ppm with fragment mass tolerance to 0.5
Da. Specific tryptic cleavage was selected and a maximum of 2 missed cleavage was
authorized. Half a disulfide bridge (C) was set as fixed modification. Oxidation (M),
deamidation (NQ) and acylations (acetylation (K), benzoyl (K), butyryl (K), crotonaldehyde (K),
crotonylation (K), glutarylation (K), malonylation (K), myristoylation (K), palmitoylation (K),
propionaldehyde (H, K), propionylation (K), succinylation (K)) were set as possible variable
modifications. The maximum number of variable modifications per peptide was limited to 3.
Identifications were filtered based on a 1% FDR (False Discovery Rate) threshold at both
peptide and protein groups levels. Match between runs was performed with mass error
tolerance of 20 ppm and with the autodetect retention time shift tolerance. Multivariate
statistics on protein measurements and result graphics were generated using Qlucore Omics
Explorer 3.7 (Qlucore AB, Lund, SWEDEN). A positive threshold value of 1 was specified to
enable a log2 transformation of abundance data for normalization i.e. all abundance data
values below the threshold will be replaced by 1 before transformation. The transformed data
were finally used for statistical analysis i.e. evaluation of differentially present modified
peptides between two groups using a Student’s bilateral t-test and assuming equal variance
between groups. A p-value better than 0.05 was used to filter differential candidates.

Gene ontology analysis for significant biological processes and molecular functions

(FDR<0.05) for DEGs was performed with ShinyGO V0.76%.
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3. Results
3.1.  Clinical and metabolic presentations.

Among the three patients with cb/C disease, P1 presented first with axial hypotonia and
coma with hyperammonemia in neonatal period, P2 presented, P2 presented first with
neurological manifestations and cerebral atrophy during the preschool period, and P3 had
deep veinous thrombosis in adulthood related to a dramatic increase in homocysteine in the
absence of any other risk factor. P4 had epi-cb/C disease and died at one month of age because
of cardiac and respiratory failure due to pulmonary hypertension. The metabolic
characteristics of the cb/C and epi-cbIC patients were compared to 3 MMA-IECM cases
recruited in our center and to the classic metabolic presentations of Hcy-IECM of urea cycle
disorders, fatty acid B-oxidation deficiency and hyperglycemia with glycine decarboxylase
deficiency. The exhaustive case reports and plasma amino acid analyses before metabolic
treatment are detailed in Supplementary Synopsis 1 and Supplementary Table 1.

The metabolic phenotyping of the three cblC cases and the one epi-cbIC case showed
metabolic alterations with hyperglycinemia and hyperammonemia that could reflect
alterations in the TCA and urea cycles and the decarboxylation of glycine (Fig. 1). We observed
low arginine blood levels in both cbIC patients. P1 had low ornithine blood level associated
with low citrulline and arginine blood level but also hyperammonemia, high lactate blood level
and increase level of C16-C18 acyl-carnitine. P2 also had a low ornithine blood level, whereas
glutamine, glycine, and alanine levels were increased. P2 had a low glycine level and increased
citrulline blood level. The EpicbIC patient had low arginine, ornithine, glutamine, and alanine
blood levels. We also observed increased levels of glycine and citrulline. Some of these
phenotypes shared metabolic similarities with other disorders that produce
hyperammonemia and/or hyperglycinemia, including MMA-IECM, urea cycle disorders,
deficits in glycine decarboxylase (GLDC) and mitochondrial respiratory chain diseases (Fig. 1).
The cbIC and epicblC cases had increased glycine levels. One of the three cblC cases and the
epi-cbIC case had increased citrulline levels. Taken together, these data showed that C-IECM
can produce metabolic alterations similar to those of TCA, urea cycle and glycine metabolic
disorders. We hypothesized that these similarities could be related to impaired gene

expression and/or activity of related genes and enzymes.
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3.2.  Metabolomics study.

We further performed a metabolomic analysis of organic acid metabolites of the TCA and
glycolysis pathways in the fibroblasts from the cbIC and epi-cbIC cases with those from the
cblG cases and control fibroblasts (Fig. 2). As expected, we observed a dramatically increased
concentration of propionate in cbIC and epi-cbIC fibroblasts compared with control
fibroblasts. This propionate accumulation is a well-known consequence of the impaired
conversion of methylmalonyl CoA into succinyl CoA. We also observed a decreased
concentration of citrate and fumarate, indicative of a partial disruption of the TCA. These
changes were not observed in cblG fibroblasts. In contrast, a-ketoglutarate was increased in
cblG fibroblasts compared with that in control cells (Fig. 2). We also observed a dramatically
increased concentration of glyoxalate and methylglyoxal in cbIC and epi-cbIC fibroblasts

compare to control (Supplementary Fig.1).

3.3.  Transcriptomics study: Identification of differentially expressed genes encoding

metabolic enzymes.

The transcriptome of cblC/epichbIC cells was compared to that of control cells with 3
biological replicates of each cell line.

In cblC/epicbIC cells, differential expression analysis (with a false discovery rate or
FDR<0.05 and a fold change (FC)>1.5) identified 173 genes with significantly different
expression patterns (89 with decreased expression and 84 with increased expression) (Fig. 3,
Supplementary Table 2). Among them, 25 genes encode cellular enzymes, and 5 are
associated with OMIM-annotated diseases with clinical manifestation also observed in IEM
B12 (Table 1, Supplementary Fig. 2). These genes are MT-TT (associated with Parkinson’s
susceptibility and lethal infantile mitochondrial myopathy), MT-TP (associated with
Parkinson’s susceptibility and lethal infantile mitochondrial myopathy), OXCT1 (associated
with succinyl CoA:3-oxoacid CoA transferase deficiency), ACAT2 (associated with ACAT2
deficiency) and MT-CO1 (encodes a cytochrome C oxidase subunit).

In cblG cells, differential expression analysis (FDR<0.05 and FC>1.5) identified 183
genes with significantly different expression patterns (110 overexpressed and 73
downregulated) (Supplementary Table 2). Twenty-five genes encoded enzymes, and 5 were

associated with diseases with clinical manifestations also reported in IECM (Table 1). These
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genes were MT-TT, MT-TP, OXCT1, ACAT2, and NOS3. Four genes encoding enzymes were
common to both cbIC and cblG diseases (MT-TT, MT-TP, OXCT1, and ACAT2). Monogenic-
associated diseases have neurological manifestations (extrapyramidal syndrome, hypotonia,
seizures, development delay), cardiomyopathy and ophthalmologic manifestations (Table 1).

We performed a gene ontology analysis that focused on genes encoding enzymes
related to other inherited metabolic disorders using ShinyGO. We sorted the GO terms by
decreasing fold enrichment (Fig. 4A). In cbIC cells, the analysis revealed an enrichment
(FDR<0.05) of genes involved in the hexose catabolic process (fold enrichment (FE), 7.34), fatty
acid metabolic process (FE, 3.35), monocarboxylic acid metabolic process (FE, 2.84), carboxylic
acid metabolic process (FE, 2.28) and oxoacid metabolic process (FE, 2.21). KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) pathway analysis confirmed the enrichment in the
expression of genes related to general metabolic pathways (FE, 1.82). The results differed
from the data obtained in cblG cells. In these cells, the analysis revealed an enrichment
(FDR<0.05) in genes involved in the homoserine metabolic process (FE, 34.96), cysteine
metabolic process (FE, 21.52), guidance of ganglion cell axons in the retina (FE, 14.72),
monosaccharide metabolic process (FE, 3.21), fatty acid metabolic process (FE, 3.04),
monocarboxylic acid metabolic process (FE, 2.80), and carboxylic acid metabolic process (FE,
2.60) (Fig. 4B). KEGG pathway analyses revealed statistically significant modifications of the
pentose phosphate pathway (FE, 9.32), sucrose metabolism (FE, 7.99),
glycolysis/gluconeogenesis (FE, 5.22), oxidative phosphorylation (FE, 3.65), Parkinson disease
(FE, 3.42), Huntington disease (FE, 2.97), amyotrophic lateral sclerosis (FE, 2.89) and metabolic
pathways in cblG cells (FE, 2.61) (Fig. 4C).

3.4.  Proteomics study: Identification of differentially expressed metabolic enzymes.

We identified 185 differentially expressed proteins (FC>1.25; P value<0.05) in cblC cells
and 147 differentially expressed proteins in cblG cells (Fig. 3, Supplementary Table 4). The
expression of 36 proteins was modified in both diseases (Supplementary Fig. 2).

In cbIC cells, 42 enzymes were significantly differentially expressed compared to the
control cells. We identified 9 enzymes (Table 2) associated with monogenic diseases, whose
clinical manifestations are also reported in IECM. We identified alpha-1,2-

mannosyltransferase (ALG9), which is associated with type Il congenital disorder of
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glycosylation, and 3 well-known mitochondrial enzymes, NADH:ubiquinone oxidoreductase
subunit A8 (NDUFAS8), carnitine palmitoyltransferase 2 (CPT2) and ubiquinol-cytochrome ¢
reductase, complex Il subunit X (UQCR10), which are associated with severe mitochondrial
diseases.

In cblG cells, we identified 48 enzymes that were differentially expressed compared to
the control cells. We identified 20 enzymes in different metabolic pathways (Table 2) that
were associated with monogenic diseases with clinical manifestations also reported in IECM
B12. Among these enzymes, we identified the metabolism of cobalamin-associated A (MMAA)
protein, which is involved in the mitochondrial transport of B12 and associated with the clbA
type of MMA-IECM. We also identified branched chain aminotransaminase 2 (BCAT2), and 6
mitochondrial enzymes, including carnitine palmitoyltransferase 2 (CPT2) and 5
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunits, A8 (NDUFAS8), A11 (NDUFA11), A13 (NDUFA13),
A2 (NDUFA2) and NADH:ubiquinone oxidoreductase Fe-S protein 3 (NDUFS3).

Three enzymes were differentially expressed in both cbIC and cblG cells; these

enzymes were ALG9, STEAP3 and NDUFAS.

3.5.  Posttranslational modifications (PTMs).

We hypothesized that some of the metabolomic alterations, including hyperammonemia,
hyperglycinemia, and decreased concentrations of ornithine, could be related to PTMs of
related enzymes by organic acid acylation. Consistently, we observed an increase in the
covalent addition of metabolites, including propionaldehyde and acetyl, propionyl,
succinyl/methylmalonic acid isomers, glutaryl and malonyl organic acids in lysine/histidine
residues of key proteins of metabolic pathways, in IECM compared with control fibroblasts
(Table 3). The mass spectrum sequences of peptides with significant PTM addition are
presented in Fig. 5A. We identified 4 proteins (TUBB3, WASHC4, OAT, and SPTAN1) with PTMs
(FC>1.25; P value <0.05) that were expressed in cblC cells and 9 proteins (WASHC4 , SF1,
COL6A1, COL6A3, TTL, OAT, EZR, RPS27A, and TUBB3) that were expressed in cblG cells
(Supplementary Table 5 and Fig. 5A). Two proteins (ARMCX1 and OAT) had similar PTMs in
both diseases (Supplementary Fig. 2).

In cblIC fibroblasts, we observed PTM alterations with increased propionaldehyde

addition in 2 proteins, ornithine aminotransferase (OAT) and spectrin, alpha, nonerythrocytic
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1, which are encoded by the OAT and SPTAN1 genes, respectively. The expression deficit or
activity of these proteins related to monogenic diseases produces clinical neurologic or
ophthalmologic manifestations such as chorioretinal degeneration and blindness, which are
also reported in C-IECM (Table 4 and Fig. 5A). Cases of neonatal onset of OAT deficiency report
failure to thrive, development delay, and encephalopathy.

In cblG, we observed PTMs in 5 proteins encoded by genes related to monogenic
diseases with clinical neurologic or ophthalmologic manifestations that were also reported in
IECM B12 (Table 4). Specifically, we observed propionaldehyde addition in OAT, collagen type
VI, alpha 1 chain (COL6A1) and tubulin beta 3 class lll (TUBB3) and succinyl addition in collagen
type V, alpha 1 chain (COL5A1) (Table 4 and Fig. 5A).

These data showed the predominance of PTMs by propionaldehyde addition (Table 3)
in PTMs in both cb/C and cblG cells (Table 4 and Fig. 5B). This finding could be related with the
dramatic cellular increase in propionate and methylglyoxalate. The propionyl addition in OAT
is consistent with the decreased concentration of ornithine reported in the P1, P2 and P4 cases
(Supplementary 1) and the increase in glutamine in the P1 case. Propionaldehyde addition in
OAT was higher in cblC fibroblasts than in cblG fibroblasts (Fig. 5B). The principal component
analysis (PCA) of the PTMs of OAT showed clear-cut clustering according to control, cbIC, and

cblG cells, illustrating the differences in PTMs in both IECM categories (Fig. 5C).

4. Discussion

Our study in IECM fibroblasts shows expression changes at the metabolomic,
transcriptomic, proteomic and PTM levels of genes that encode enzymes involved in
metabolic errors whose manifestations share similarities with IECM. These modifications
impact metabolic pathways, many of which are involved in mitochondrial energy metabolism.

We observed decreased expression of critical mitochondrial energy metabolism genes
at both the transcriptional and protein levels in both C-IECM and Hcy-IECM. These findings
suggest that the decreased expression of these genes was related to the impaired activity of
methionine synthase rather than MUT. Decreased SAM synthesis results in epigenetic
instability with organ-specific changes in DNA methylation and epigenomic mechanisms
related to disrupted RNA binding-dependent nucleocytoplasmic shuttling of mRNA and the

deactivation of the PGCla/nuclear receptor complexes?. At the transcriptional level, the most
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relevant changes included the decreased expression of genes encoded by mitochondrial
mtDNA, including MT-TT (encoding mitochondrial tRNA threonine), MT-TP (encoding
mitochondrial tRNA proline), and MT-CO1 (encoding cytochrome C oxidase subunit 1 of
respiratory complex IV) and the decreased expression of OXCT1, which encodes succinyl-
CoA:3-oxoacid-CoA transferase. The altered expression of mitochondrial genes leads to
neurological manifestations that are also observed in IECM, including extrapyramidal
syndrome, hypotonia, seizures, development delay, cardiomyopathy, and ophthalmological
manifestations. The succinyl-CoA:3-oxoacid-CoA transferase catalyzes the reversible transfer
of CoA from succinyl-CoA to acetoacetate as the first step of ketone body utilization. The
deficit of OXCT1 could contribute to the neurological manifestations of IECM by decreasing
the production of ketones needed for fueling the energy needs of the brain. The ketone energy
needs of the brain are fundamental in brain aging. The brain energy provided by glucose
deficits in MCl and AD is specific to glucose; however, some degree of brain energy rescue by
ketones appears to act through a mechanism by which cognitive outcomes improve with
ketogenic interventions in both MCl and AD%6-20,

At the proteomic level, the most relevant changes of C-IECM and/or Hcy-IECM were
related to mitochondrial pathways and enzymes involved in other inherited disorders of
metabolism, such as NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A8 (NDUFAS8), carnitine
palmitoyltransferase 2 (CPT2) and ubiquinol-cytochrome c reductase, complex Il subunit X
(UQCR10). The pathogenic variants in these genes produce severe mitochondrial diseases. Of
note, the genetic deficit in NDUFA8 produces clinical outcomes that include cardiomyopathy,
pulmonary hypertension, development delay, hypotonia, and cerebral atrophy. These clinical
outcomes are also reported in the cbIC and cbIG/E types of IECM. The decreased expression
of NDUFAS8 could participate in the occurrence of pulmonary hypertension of IECM, whose
pathomechanisms are poorly known. CPT2 plays a master role in the entry of fatty acyl CoA
into mitochondria, and CPT2 pathogenic mutations lead to cardiomyopathy, hypotonia, and
seizures, which have also been reported in cbIC and cblG IECM. UQCR10 is a subunit of
mitochondrial complex Ill, which forms the middle segment of the respiratory chain of the
inner mitochondrial membrane?!. There is currently no report of clinical outcomes due to
pathogenic genetic mutations in this gene. However, given its crucial role in the mitochondrial
respiratory chain, it may be expected that its decreased expression could also produce

neurological manifestations and hypotonia.
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Of note, among the 6 most significant PTM modifications of enzymes reported in cbI/C
patient fibroblasts, 5 (83%) were due to propionaldehyde addition. This PTM is consistent with
the increased concentration of propionate and methylglyoxalate in cbIC patient fibroblasts, as
these two molecules are metabolic precursors of propionaldehyde (Supplementary Fig. 1). The
increased concentration of methylglyoxalate could be related to altered glycolysis, as
evidenced by increased concentration of pyruvate (Fig.2 and Supplementary Fig. 1).
Propionaldehyde additions were observed to a lesser extent in cblG fibroblasts. Ornithine
aminotransferase was the single enzyme with propionaldehyde addition in both cbI/C and cblG
cells, but propionaldehyde addition was higher in cblC fibroblasts than in cblG fibroblasts. It is
a mitochondrial matrix enzyme that catalyzes the reversible transamination of ornithine to
glutamate semialdehyde. The disease can be revealed in the neonatal period by
hyperammonemia, decreased plasma ornithine, and increased plasma glutamine, and these
three metabolic outcomes are also observed in cb/C IECM (Fig. 1). The plasma ammonia levels
normalize definitively later in life. The main clinical expression is retinopathy with a very
particular aspect and, in some patients, moderate mental retardation. The spectrin encoded
by SPTAN1 is another protein with propionaldehyde addition in cbIC fibroblasts. Its genetic
deficit can produce outcomes similar to those reported in cb/C IECM, including microcephaly,
seizures, hypotonia, and cerebral atrophy. Spectrins are cytoskeletal proteins that organize
intracellular organelles and are implicated in DNA repair and cell cycle regulation.

The activity of sirtuins is decreased in cblG cells>. The PTMs related to increased
acylation of proteins in cb/C and epicblC cells suggest that the combined deficit in MS and MUT
could produce synergistic effects through decreased deacylation resulting from decreased
sirtuins and increased acylation by increased organic acid production, as summarized in Fig.
6. This hypothesis is consistent with that of a very recent study that showed that PTMs with
increased malonylation may impair the activity of key enzymes of the urea cycle and glycine
cleavage pathway in the liver from cases with MMA-IECM?2. These PTM and metabolic
alterations were reversed by Sirt5 engineered to resist acylation-driven inhibition via lysine-
to-arginine mutagenesis using an adeno-associated viral 8 (AAV8) vector delivered to MMA-
IECM mutant and control mice. The expression of the modified Sirt5 by gene therapy
ameliorated hyperammonemia and reduced global methylmalonylation in the MMA-IECM

mouse model. In addition, the accumulation of organic acids triggers ultrastructural
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mitochondrial alterations in the brain, liver, kidney, and heart through mechanisms that

include PINK1/Parkin-mediated mitophagy in MMA-IECM?3-?7,

5. Conclusion

In conclusion, our results show that the metabolic, genomic, epigenomic, and translational
consequences observed in patient fibroblasts may explain part of the metabolic and clinical
manifestations of C-IECM. Many changes in transcriptional and protein expression and PTMs
concern genes involved in rare diseases sharing common clinical manifestations with IECM,
which could contribute to the great variability of IECM manifestations. Our results on PTMs
suggest a synergy of mechanisms resulting from increased protein acylation by accumulating
TCA-derived metabolites and the decreased deacylation of proteins by the decreased
expression of sirtuins. The PTM mechanisms are expected to be cumulative and contribute to
better understanding why some manifestations are specific to the early postnatal period and

others to adulthood.
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Figure legends

Fig. 1. Metabolic biochemical markers in patients with inborn errors of cobalamin (cbl)
metabolism (IECM), including in 2 patients with CbIC disease, 1 patient with epi-CbIC and 3
patients with MMUT disease at diagnosis and compared to those in patients with typical
biological abnormalities in urea cycle disorders, fatty acid beta-oxidation deficiency and gene
deficiency related to B12 metabolism.

Footnote: Heatmap color code: yellow, unchanged; red, increased; green, decreased; and
gray, non documented. MMUT: methylmalonyl-CoA mutase, CbIC: cobalamin C, Epi-CbIC:
PRDX1 gene-related epi-cblC disease, MMA: Methylmalonic acidemia, CPSI: Carbamoyl
phosphate synthetase 1, NAGS: N-acetylglutamate synthetase, OTC: Ornithine
transcarbamylase, ASS: arginosuccinate synthetase, ASL: arginosuccinate lyase, ARG: arginase,
SCADD: Short-chain acyl-CoA dehydrogenase (SCAD) deficiency, MCADD: Medium-chain acyl-
CoA dehydrogenase (MCAD) deficiency, LCADD: Very long chain acyl CoA dehydrogenase
deficiency, CPT2D: Carnitine palmitoyltransferase Il deficiency, GLDCD: glycine decarboxylase
deficiency, OATD: Ornithine-6-aminotransferase deficiency, P5CSD: Delta-1-pyrroline-5-
carboxylate-synthetase deficiency (ALDH18A1 mutation), MT: Mitochondrial respiratory chain
disease, CO: Free carnitine, C2: acetylcarnitine, C3: propionylcarnitine.

* |ECM biochemical markers are extracted from Wiedemann et al. 2022 Meta-analysis with
percentage of occurrence reported in literature; results reported above or under normal
values are reported according to the color legend with the proportion of abnormal values 1°.
T Plasma amino acids disorders are reported as described in the guidelines of diagnosis of urea
cycle disorders, Haberle et al. 2019 28

§ No plasma amino acids disorders are reported in classic FAO deficiency, and they are not
useful for diagnosis %°.

F Plasma amino acids are not modified in cases of classic nonketotic hyperglycinemia
according to Applegarth et al. 2001 3°.

|| Plasma amino acids are modified in cases of OAT deficiency with neonatal
hyperammonemia onset according to Cleary et al. 2005 3! and Hiberle et al. 2019 28,

9] Plasma amino acids are modified in cases of ALDH18A1 according to Coutelier et al. 201532.

2314 -



19

** Blood metabolites observed in cases of mitochondrial respiratory chain diseases are
reported according to Clarke et al. 2013 33, Acylcarnitine might also be increased without

specificity according to Sim et al. 2002 34,

Fig. 2. Metabolic analysis of the TCA cycle in cblC and cblG fibroblasts. (A). Schematic
representation of the TCA cycle. (B). Metabolomic analysis of TCA cycle metabolites in cbIC
and cblG fibroblasts using LC-MS/MS. Student’s t test * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

N=4 to 5 per group.

Fig. 3. Vulcano plot representations of transcriptomic and proteomic analyses in fibroblasts
from cblC and cblG types of inborn errors of cobalamin metabolism compared to control cells.

The VolcaNoseR application was used to create the plots (realized with VolcaNoseR 3%).

Fig. 4. Bioinformatics analysis of both transcriptomic and proteomic modified genes in cbIC or
cblG patient fibroblasts. (A). Enriched GO biological process terms in cblC fibroblasts. (B).
Enriched GO biological process terms in cblG fibroblasts. (C). The most significantly enriched

terms and KEGG pathways in cblG fibroblasts. N=3 per group.

Fig. 5. Post translational modifications (PRM) in proteins of fibroblasts from cbIC and cblG
patient’s fibroblasts. (A). Heatmap and sequences of peptides with significant PTMs in CbIC vs.
Control (pvalue<0.05). (B). Heatmap and sequences of peptides with significant PTMs in CblG
vs. Control (pvalue<0.05). (C). Magnitude of Propionaldehyde modified ornithine
aminotransferase reported in cblC and cblG patient’s fibroblasts (D). Principal component
analysis of modified peptides with an ANOVA multigroup filtering at p<0.05 in cblC and cblG

patient and control fibroblasts.

Fig. 6. Summary of the genomic, proteomic and posttranslational consequences of the cbIC
type of inherited disorders of cbl metabolism. The combined deficit of MUT and MS activities
produces synergistic effects with consequences related to altered expression and function of
proteins that may contribute to the clinical and metabolic phenotypes. The deficit in MUT
increases the concentration of MMA and the subsequent methylmalonylation of proteins. The

deficit in MS increases the concentration of Hcy, decreases SAM and produces endoplasmic
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reticulum (ER) stress and epigenomic, proteomic and metabolomic alterations through
deactivation of the PGCla/nuclear receptor complexes, disruption of the HuR-dependent
nucleo-cytoplasmic shuttling of mRNA and subsequent decreased activity of sirtuins. The
impaired sirtuin activities increase posttranslational modifications (PTMs) of proteins by
decreasing the removal of acetyl, propionyl, succinyl, glutaryl, malonyl and methylmalonyl
acylations of lysine residues of target enzymes [15, 16]. In synergy with the decreased protein
sirtuin-dependent deacylation related to MS, the deficit in MUT increases the production of
propionic acid and methylmalonic acid and other organic acids that may trigger the acylation
of lysine residues of proteins involved in respiratory chain complexes, beta-oxidation, the urea

cycle, the TCA cycle and the decarboxylation of glycine in liver and heart.
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Résumé : Le métabolisme de la vitamine B12 est un processus complexe aboutissant a la synthése des
deux formes actives: l'adénosylcobalamine, cofacteur de la méthylmalonyl-CoA mutase, et la
méthylcobalamine, cofacteur de la méthionine synthase, indispensable aux réactions de méthylation de
l'organisme. Les erreurs innées du métabolisme de la vitamine Bi2 sont des pathologies rares
consécutives a un déficit d’une protéine ou d’'une enzyme sur le transport, I'internalisation ou I'utilisation
intracellulaire de la vitamine B12. Les manifestations cliniques et métaboliques présentées par les
patients offrent une grande diversité de présentation selon I'dge d’apparition des premiers symptomes
et le géne muté. Nous avons réalisé une méta-analyse rassemblant 'ensemble des descriptions de 824
patients ayant un déficit génétiquement documenté du métabolisme de la vitamine B12. Nous avons pu
souligner l'apparition de manifestations neurologiques (trouble de la marche, atrophie cérébrale,
neuropathie périphérique) avec l'age, tout comme celle de manifestations cardiovasculaires
(hypertension artérielle, thrombose). Ces profils neurologiques et cardio-vasculaires soulignent
l'importance d’évoquer une erreur innée du métabolisme de la vitamine B2, et la recherche génétique
d’'un tel déficit en cas de profil évocateur. La deuxieme partie de ce travail a objectivé le rendement
diagnostique d’un exome clinique comme test génétique de premier niveau au sein d’'une population
pédiatrique de 128 enfants consécutifs. 60% des CES étaient positifs en cas d’anomalie biochimique
évocatrice, pour un délai médian de 5 mois, offrant un test diagnostique performant pour I'identification
d’'une IEM-B12. La troisieme partie de ce travail a mis en évidence dans des fibroblastes de patient une
variation d’expression aux niveaux métabolomiques, transcriptomiques, protéomiques et post-
traductionnelles (tel que l'ajout de propionaldéhyde) d’enzymes impliquées dans le métabolisme,
notamment mitochondriale, sur des génes et protéines associés a d’autres pathologies dont les
manifestations cliniques permettent d’expliquer la variabilité clinique observer dans les IEM-B12.

Mots clés : Vitamine B2, Erreurs innées du métabolisme, Méta-analyse, Manifestations cliniques,
Vieillissement, Modification post-transcriptionnelles, Sciences omiques.

Abstract: Vitamin B12 metabolism is a complex process leading to the synthesis of two active forms:
adenosylcobalamin, cofactor of methylmalonyl-CoA mutase, and methylcobalamin, cofactor of
methionine synthase, which is essential for methylation reactions. Inborn errors of vitamin B12
metabolism are rare pathologies resulting from a deficiency of a protein or an enzyme in the transport,
internalization, or intracellular utilization of vitamin B12. The clinical and metabolic manifestations
presented by the patients offer a great diversity of presentations according to the age of onset of the
first symptoms and the mutated gene. We performed a meta-analysis of 824 patients with a genetically
documented deficiency of vitamin B12 metabolism. We were able to highlight the appearance of
neurological manifestations (gait disorder, cerebral atrophy, peripheral neuropathy) with age, as well as
cardiovascular manifestations (blood hypertension, thrombosis). These neurological and cardiovascular
profiles underline the importance of evoking an inborn error of vitamin B12 metabolism, and the search
for such a deficiency in case of a clinical evocative profile. The second part of this work aims to objectify
the diagnostic yield of a clinical exome as a first level genetic test in a pediatric population of 128
consecutive children. 60% of CES were positive in case of suggestive biochemical abnormality, with a
median delay of 5 months, offering a powerful diagnostic test for the identification of a IEM-B12. The third
part of this work highlighted in patient fibroblasts an expression variation at the metabolomic,
transcriptomic, proteomic and post-translational modification levels (such as the addition of
propionaldehyde) of enzymes involved in metabolism, notably mitochondrial, associated with other
pathologies whose clinical manifestations may explain the clinical variability observed in IEM-B12.

Keywords: Vitamin Bi2, Inborn errors of metabolism, Meta-analyze, Clinical manifestations, Aging,
Post-transcriptional modification, Multiomics analysis.
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