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‘Golpalott’s Third Law ... who can tell me —2 But Miss Granger can, of course!’

Hermione recited at top speed: ‘Golpalott’s-Third-Law-states-that-the-antidote-for-a-
blended-poison-will-be-equal-to-more-than-the-sum-of-the-antidotes-for-each-of-the-separate-
components.’

‘Preciselyl” beamed Slughorn. “Ten points for Gryffindor! Now, if we accept Golpalott’s
Third Law as true ...’

‘... which means, of course, that assuming we have achieved correct identification of the
potion’s ingredients by Scarpin’s Revelaspell, our primary aim is not the relatively simple one of
selecting antidotes to those ingredients in and of themselves, but to find that added component
which will, by an almost alchemical process, transform these disparate elements —’

- Harry Potter and the Half Blood Prince, ] K. Rowling
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Principales abréviations

AA
AAV
ADN
AG

AL
ARN
ARNmM
ATP
ccv
CerS
CLEAR
CLN
CMA
ECL
ECV
EE
ELISA
ERT
ESI

FD

FIA
FOS
Gb3 ou GL3
GEM
GlcCer
GWAS
HSCT
ICIMD
IEM
ILV
IMD
IMVG
iPSC
LAL
LAMP
LC
LDL

LE
LIMP
LRO
LV
Lyso-Gb3
M6PR

Acides aminés

Adenoassociated virus (virus adéno-associé)
Acide désoxyribonucléique

Acides gras

Autolysosome

Acide ribonucléique

ARN messager

Adénosine triphosphate

Clathrin-coated vesicles

Céramide synthase

Coordinated lysosomal expression and regulation
Céroide lipofuscinose neuronale
Chaperone-mediated autophagy
Electrochimiluminescence

Endosomal carrier vesicle

Early endosomes

Enzyme-linked immunosorbent assay

Enzyme replacement therapy (enzymothérapie substitutive)
Electrospray ionisation

Fabry disease (maladie de Fabry)

Flow injection analysis

Fabry Outcome Survey

Globotriaosylcéramide

Genome-scale metabolic modeling
Glucosylcéramide

Genome wide association studies

Hematopoietic stem cell transplant (greffe de cellules souches hématopoiétiques)
International Classification of Inherited Metabolic Disorders
Inborn errors of metabolism

Intraluminal vesicles

Inherited metabolic disorders

Indice de masse du ventricule gauche

Induced pluripotent stem cells (cellules souches pluripotentes induites humaines)
Lipase acide lysosomale

Lysosome associated protein

Chromatographie liquide

Low density lipoprotein

Late endosomes

Lysosomal integral membrane protein
Lysosome-related organelles

Lentivirus

Globotriaosylsphingosine

Récepteurs au mannose-6-phosphate
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MCS Membrane contact sites

MHM Maladies héréditaires du métabolisme
miARN micro ARN

ML Maladies lysosomales

MPS Mucopolysaccharidose

MS Mass spectrometry

MSD Meso Scale Discovery

mTORC1 Mammalian target of rapamycin complex 1
MVB Multivesicular bodies

NGS Next generation sequencing

NMR Nuclear magnetic resonance

NPC Maladie de Niemann-Pick de type C

PCR Polymerase chain reaction

PIP Phosphoinositides

RE Réticulum Endoplasmique

ROS Reactive ocygen species

RUSP Recommended Uniform Screening Panel
SBS Sequencing by synthesis

SNC Systeme nerveux central

SRT Substrate reduction therapy

TFEB Transcription factor EB

TG Triglycérides

TGN Trans-golgi network

TLR Toll like receptor

VG Ventricule gauche

VSl Variant de signification indéterminée ou inconnue
WES Whole exome sequencing

WGS Whole genome sequencing

a-GAL a-galactosidase A
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CHAPITRE | : Les maladies héréditaires du métabolisme

l. Définition et classification

Les maladies héréditaires du métabolisme (MHM ; inborn errors of metabolism, IEM, ou inherited
metabolic disorders, IMD, en anglais) sont un groupe hétérogéne de maladies génétiques rares qui
affectent la capacité du corps a métaboliser les nutriments ou a fabriquer, décomposer, recycler ou
utiliser les composants cellulaires. Prés de 1 500 MHM sont décrites!. Ces pathologies résultent
majoritairement de déficits enzymatiques, qui sont des protéines qui catalysent les réactions
biochimiques nécessaires au métabolisme, ou dans les transporteurs, qui sont responsables du

déplacement des molécules a l'intérieur et a I'extérieur des cellules ou des compartiments cellulaires?.

Les MHM peuvent affecter n’importe quelle voie métabolique — métabolisme des glucides, protéines,

lipides, mais également vitamines, métaux etc. — et intéresser n’importe quel tissu ou organe.

Le métabolisme cellulaire fait référence aux processus biochimiques qui se produisent dans une cellule
pour maintenir sa vie et sa fonction. Ces processus impliquent la conversion de nutriments et d'autres
molécules en énergie et en blocs de construction pour la croissance, I'entretien et la réparation des

cellules.

Il existe deux grands versants du métabolisme cellulaire : le catabolisme et I'anabolisme. Le
catabolisme implique la décomposition de molécules complexes en molécules plus simples,
généralement avec libération d'énergie. L'anabolisme implique la synthése de molécules complexes a

partir de molécules plus simples, nécessitant généralement de I'énergie.

Le métabolisme est étroitement régulé pour garantir que la cellule puisse s'acquitter efficacement de

ses diverses fonctions et s’adapter aux conditions environnementales.

Le métabolisme intermédiaire peut étre défini comme l'ensemble des réactions de dégradation

(catabolisme) et de synthese (anabolisme) qui permettent un cycle continu d'échanges entre la cellule
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et les substrats apportées par l'alimentation : glucides, lipides et protides. Plusieurs voies
interconnectées sont impliquées telles que la glycolyse, le cycle de Krebs et la phosphorylation
oxydative (Figure 1). Ces processus sont étroitement régulés afin de garantir ’homéostasie de la
cellule, en termes d’énergie et de nutriments. Le métabolisme intermédiaire joue un réle essentiel
dans le maintien de I'homéostasie cellulaire et la production d'énergie et de composants cellulaires

nécessaires a la croissance, a lI'entretien et a la réparation.

a
Q4 Ca>
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Protéines Sucres Lipides
acides aminés glucose glycérol
|
TRANSAMINATION acides
DESAMINATION GLYCOLYSE gras
ADP ——p ‘ —» ATP
— NADH NAVETTE
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\(_ —

= Pyruvate = /

HELICE DE LYNEN
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¢ : L

» Acétyl-CoA =
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— NAD® —> CYCLE — NADH —
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—— FAD —> KREBS ——p FADH, —

v

o,

CORPS CETONIQUES

\ PHOSPHORYLATION

Figure 1. Schéma du catabolisme des substrats apportés par I’alimentation.

Les voies cataboliques aboutissent, apres oxydation compléte, a des produits terminaux communs (COzet H,0) et conduisent
a la synthése d'ATP. Source : https://rnbio.sorbonne-universite.fr, les droits de reproduction sont réservés et strictement
limités
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Mais le métabolisme cellulaire ne se limite pas aux métabolismes des glucides, lipides et protéine et
au métabolisme énergétique. Il comprend également le métabolisme des molécules de structure, des
molécules participant a la signalisation cellulaire, des acides nucléiques, de I’heme, des molécules
complexes (protéines glycosylées), des organites (biogénése, fonctionnement, interactions avec
d’autres organites), des vitamines, des métaux, des neurotransmetteurs, le métabolisme endocrinien,

etc.

Habituellement, le métabolisme cellulaire est décrit comme une série linéaire de réactions qui se
produisent dans un ordre spécifique, chaque réaction entralnant la suivante dans une voie
prédéterminée. Cependant, avec les progrés de la biochimie et de la biologie moléculaire, mais
également de la biostatistique et de I'intelligence artificielle, la preuve est faite que le métabolisme

cellulaire est beaucoup plus dynamique et complexe que ne le suggere ce modéle linéaire.

Le métabolisme humain est en effet un vaste et complexe réseau d'interactions biochimiques. Ce
réseau interconnecté avec de multiples flux et noeuds forme un systeme hautement dynamique et
régulé. Les métabolites sont continuellement transformés et transportés entre les différentes voies
métaboliques. Ces transformations constituent des flux métaboliques. Les nceuds sont les points ou
plusieurs réactions convergent et divergent. Ce sont des métabolites clés qui agissent comme des
"carrefours" dans le réseau métabolique, ol plusieurs voies métaboliques se croisent. Ces nceuds sont
essentiels pour coordonner et réguler les différentes réactions métaboliques. La complexité du réseau
métabolique est également due a la régulation étroite de ces flux et noeuds. Le métabolisme doit
s'adapter aux changements dans I'environnement, aux besoins énergétiques de la cellule et aux
variations des apports alimentaires. Des mécanismes de régulation complexes, impliquant des
enzymes, des hormones et d'autres facteurs, tels que des facteurs de transcription, assurent I'équilibre
du métabolisme. Ainsi, des perturbations au niveau d'un seul métabolite ou d'une seule voie

métabolique peuvent entrainer des conséquences importantes sur I'ensemble du réseau.

La complexité et I'interconnectivité du réseau peuvent étre appréhendées grace a une reconstruction
métabolique a I'échelle du génome (genome-scale metabolic reconstruction) qui permet de
représenter I'ensemble des réactions métaboliques et de transport qui peuvent se produire dans un
organisme donné3. Un modéle mathématique peut étre dérivé d'une telle reconstruction, ce qui

permet de simuler le comportement phénotypique d'un organisme dans des conditions particuliéres*,

Cette compréhension dynamique et holistique du métabolisme cellulaire permet de mieux

appréhender la complexité des MHM.
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Sir Archibald Edward Garrod (1857-1936), un médecin et chimiste anglais, a le premier utilisé le terme
d'erreurs innées du métabolisme (inborn errors of metabolism, IEM, pour maladies héréditaires du
métabolisme) en 1909°. Aprés la description de I'hérédité mendélienne en 1865, Garrod fut le premier
a décrire en 1902 l'individualité chimique et les effets de la consanguinité conduisant a différents
phénotypes®. Il décrit I'alcaptonurie comme un déficit métabolique rare, héréditaire et récessif dans la
dégradation de la tyrosine qui entraine I'accumulation d'acide homogentisique. La plupart des patients
restent asymptomatiques, tandis que d'autres peuvent présenter une pigmentation, une calcification
des valves cardiaques, des calculs rénaux et de l'arthrite. Le concept d'individualité chimique dans la
pathogeneése de la maladie était remarquable a I'époque. Par la suite, Garrod a étendu ses études a

I'albinisme, & la cystinurie et & la porphyrie®.

Ses observations n’ont pas donné lieu a de nouveaux travaux avant la seconde moitié du XX®™ siécle
et I'avenement de technologies permettant de nouvelles avancées dans les domaines de la biochimie,

de la pathologie, de la génétique et de la radiologie.

Ce n'est que 39 ans apres la premiére description d’'une MHM par Garrod que Beadle et Tatum ont
établi les bases de la génétique biochimique, démontrant que chaque processus biochimique est
contrdlé par un géne ou une protéine spécifique’. Il a été suggéré que I'altération d'un géne modifie
la fonction biochimique de ce métabolisme, donnant lieu & une maladie®. Auparavant, un géne était
simplement défini comme un élément structurel d'un chromosome. Beadle et Tatum ont donc ajouté
une définition fonctionnelle au gene, suggérant qu'un gene peut générer un peptide, qui a son tour se

rapporte a une fonction et a une maladie®.

Les MHM sont traditionnellement divisées en trois grands groupes :

- Les maladies d’intoxication,
- Les maladies énergétiques,

- Les anomalies de synthese et du catabolisme de molécules complexes.

Cependant cette classification prend en compte principalement les pathologies du catabolisme des
molécules et n’intégre pas un certain nombre de déficits de synthése et de transport. Ces derniers se
sont multipliés avec le développement du séquencage a haut débit (NGS) et I'identification d’un

nombre croissant de genes impliqués dans les MHM. Une nouvelle classification basée sur les
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caractéristiques biochimiques (synthéese, remodelage, transport, catabolisme, trafic) et non plus sur

une approche centrée sur I'organite intéressé a été proposée?? :

- Maladies impliquant les petites molécules :

o Accumulation

o Déficit
- Maladies impliquant les molécules complexes :

o Accumulation

o Déficit

o Déficit de transport et des processus cellulaires
- Déficits énergétiques :

o Déficits des transporteurs membranaires

o Déficits énergétiques cytoplasmiques

o Déficits énergétiques mitochondriaux

Cette classification simplifiée a pour but de fournir au clinicien des éléments d’orientation, dans le
cadre d’une discipline qui se complexifie au gré des avancées scientifiques, médicales et

technologiques.

Une classification internationale plus compléte et plus détaillée, regroupant plus de 1 450 maladies
héréditaires du métabolisme et divisée en 24 catégories comprenant 124 groupes est disponible®®,
Cette classification permet d’appréhender la complexité du métabolisme cellulaire et I'hétérogénéité
des MHM.

Les 24 catégories sont listées dans le Tableau 1 et les détails sont accessibles sur le site de

I'International Classification of Inherited Metabolic Disorders (http://www.icimd.org/), ou les

catégories sont représentées sous la forme d’un graphique interactif (Figure 2).
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Tableau 1. Les 24 catégories de Icimp. 1

Nutriments
Maladies du
métabolisme
intermédiaire Energie
Autres

Maladies du métabolisme et du transport
des lipides

Maladies du métabolisme des composés
hétérocycliques

Maladies du métabolisme des molécules
complexes et des organites

Maladies du métabolisme des cofacteurs
et des minéraux

Maladies de la signalisation métabolique
cellulaire

Acides aminés

Peptides et amines

Glucides

Acides gras et corps cétoniques

Substrat énergétique

ADN mitochondrial

Chaine respiratoire codée par les genes nucléaires
Biosynthese des cofacteurs

Maintenance et réplication de ’ADN mitochondrial
Expression des genes mitochondriaux

Autres

Réparation des métabolites

Divers

Lipides

Lipoprotéines

Bases, nucléotides et acides nucléiques
Tétrapyrrole (heme)

Glycosylation

Biogénése, dynamique et interactions des organites
Dégradation des molécules complexes

Vitamines et cofacteurs

Eléments traces et métaux

Métabolisme des neurotransmetteurs
Métabolisme endocrinien

24



N o Ajglissse pua
SHUNQNS AT XBWO)
o ¥ s e iy

Organic acidurias

e yco By e

Steroids

Figure 2. Graphique des catégories de MHM de I'ICIMD avec zoom sur la dégradation des molécules complexes.
(http://www.icimd.org/)
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Epidémiologie

Ce sont des maladies rares (touchant moins d’une personne sur 2 000 en population générale selon la

définition européenne) voire ultra-rares (moins de 1 sur 50 000), dont la prévalence varie en fonction

de la pathologie et de la population étudiée, avec des phénomenes d’effet fondateur. Cependant, leur

incidence cumulée est estimée a 50,9 pour 100 000 naissances vivantes, soit la limite de la définition

d’une maladie rare'?. Mais leur prévalence est probablement sous-estimée car elles sont sous-

diagnostiquées, du fait de leur rareté et de leur hétérogénéité.

Physiopathologie

Les maladies héréditaires du métabolisme sont des maladies génétiques dont le mode de transmission

varie? :

Transmission autosomique récessive : I'écrasante majorité des MHM se transmettent sur un

mode autosomique récessif. Ce mode de transmission prédominant explique en partie la
variation de la prévalence des MHM dans certaines populations : il existe une prévalence plus
importante des MHM a transmission autosomique récessive dans les populations avec un fort
taux d’unions consanguines, ainsi qu’une prévalence plus importantes de certaines MHM dans
les populations en cas d’effet fondateur (goulot d’étranglement démographique par
établissement d’une nouvelle population sur un nouveau territoire ou réduction brusque de la
taille d’une population puis expansion). L’aspartylglucosaminurie en Finlande et la maladie de
Tay-Sachs dans la population juive ashkénaze sont deux exemples d’effets fondateurs.

Transmission autosomique dominante : ce mode de transmission est anecdotique dans les

MHM. Il est retrouvé dans le déficit en GLUT-1, dans I’hypophosphatasie ou encore dans
certaines porphyries. Dans la plupart des cas, les variants hétérozygotes a I'origine de la
pathologie sont des variants de novo.

Transmission liée a I’X : les maladies transmises sur ce mode sont les maladies liées a un gene

situé sur le chromosome X. Les hommes étant hémizygote, ils ne possedent qu’un seul alléle
porteur de la maladie et sont donc atteints. lls transmettent I’allele muté a toutes leurs filles

et a aucun de leurs garcons. Les femmes quant a elles possedent un second chromosome X qui
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peut en théorie compenser I'anomalie génétique portée par I'autre allele. Elles sont souvent
appelées « femmes conductrices » car elles ont 50% de risque de transmettre I'alléle muté a
leurs enfants, quel que soit leur sexe. On parle également souvent de transmission récessive
liée a I’X. Cependant, du fait de I'inactivation aléatoire d’un chromosome X chez les femmes
(phénomeéne de lyonisation), le terme de « récessif » est trompeur. Si certaines femmes
porteuses du variant pathogene incriminé sont d’authentiques femmes conductrices, d’autres
peuvent présenter des symptomes de maniére non exceptionnelle, voire présenter un tableau
clinique sévére, équivalent a celui observé chez les hommes. La fréquence des manifestations
chez la femme dépend de la physiopathologie de la maladie. Ainsi les cas de filles atteintes de
mucopolysaccharidose de type Il (ou maladie de Hunter), une maladie systémique liée a un
déficit en une enzyme largement excrétée dans le milieu extracellulaire sont anecdotiques,
tandis que les formes séveres de déficit en ornithine transcarbamylase, une enzyme
indispensable au cycle de I'urée dans le foie, ne sont pas rares chez les filles. D’autres exemples
de maladies a transmission liée a I’X sont le déficit en transporteur de la créatine, le déficit en
pyruvate déshydrogénase, la maladie de Danon et la maladie de Fabry.

- Transmission maternelle (mode de transmission non mendélien) : ou hérédité mitochondriale.

Ce mode de transmission concerne les maladies liées aux variations pathogenes de I’ADN
mitochondrial. En effet, les mitochondries, qui contiennent I’ADN mitochondrial, sont
transmises presque exclusivement par la mére. Ces pathologies peuvent présenter un large
éventail de gravité et affecter de nombreux organes et tissus différents en fonction de la
répartition des mitochondries porteuses de 'anomalie. Ce mode de transmission concerne
environ 20% des enfants et 80% des adultes atteints de cytopathies mitochondriales. Les
autres cytopathies mitochondriales sont liées a des génes nucléaires codant pour des

protéines mitochondriales, avec une hérédité mendélienne.

Les MHM métabolisme impliquent un large éventail de protéines altérées. Voici quelques exemples de

type de protéines couramment impliquées dans ces maladies :

- Enzymes : les maladies héréditaires du métabolisme sont souvent causées par des variants
génétiques pathogénes qui alterent la structure ou la fonction des enzymes impliquées dans
les voies métaboliques spécifiques. Ces enzymes jouent un réle crucial dans la conversion des

substrats métaboliques en produits finaux. Lorsque ces enzymes sont défectueuses, cela peut
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entrainer une accumulation de métabolites toxiques ou une déficience dans la production en

aval de métabolites essentiels (Figure 3).

Enzyme 1

b,

a3 O
€] |
al

Figure 3. Schéma d'un déficit enzymatique sur une voie métabolique.

Un déficit en enzyme 2 entraine une accumulation de B qui peut étre toxique ou bien donné naissance a des métabolites
toxiques par une voie métabolique alternative (F et G). Il existe également un déficit en métabolite C, qui peut accentuer
I'accumulation de B par la perte du rétrocontréle sur I’'enzyme 1.

- Transporteurs : certaines MHM sont associées a des altérations des protéines de transport,
qui sont responsables du déplacement de molécules a travers les membranes cellulaires. Le
déficit d’un transporteur entraine une accumulation de métabolites dans un compartiment
cellulaire donné, ou bien encore un déficit de ces métabolites dans le compartiment cellulaire
cible.

- Récepteurs : les récepteurs sont des protéines qui jouent un réle dans la reconnaissance et la
transmission de signaux chimiques dans les cellules. Les MHM peuvent résulter de I'altération
de récepteurs impliqués dans la régulation du métabolisme ou du transport des molécules.

- Protéines structurelles : certaines MHM sont causées par des variants pathogenes touchant
des genes codant pour des protéines structurelles. Ces protéines sont essentielles a I'intégrité

et a la fonction normale des organites, des cellules, des tissus et des organes.

Ces exemples illustrent la diversité des types de protéines impliquées dans les MHM et expliquent en

partie I’hétérogénéité et la pluralité des pathologies du métabolisme.
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IV.  Présentations cliniques

La présentation clinique des MHM peut varier considérablement en fonction de la voie métabolique
spécifique affectée et de la gravité du déficit. Les manifestations peuvent débuter en anténatal, a la
naissance, dans I’enfance ou plus tard, voire débuter a un age avancé, avec une évolution progressive
ou par décompensation en fonction du déficit. La sévérité peut dépendre de nombreux facteurs tels
que la sévérité du déficit (activité enzymatique effondrée ou résiduelle par exemple), le variant
moléculaire, I'environnement (facteurs déclenchants, alimentation...) et des génes modificateurs avec
en fonction des pathologies, une hétérogénéité inter-, voire intrafamiliale?.

Un nombre trés important de symptomes sont possibles. Certains ne sont pas spécifiques, d’autres
sont évocateurs d’une atteinte du métabolisme et enfin d’autres sont pathognomonique d’'une MHM
spécifique. C’'est parfois I'association de différents symptomes, ou associations illégitimes d’atteintes
d’organes, qui orientent le diagnostic vers une MHM, en particulier dans le cadre de maladies
énergétiques. En effet, le déficit énergétique entraine des atteintes des organes les plus
consommateurs d’énergie, qui peuvent varier en fonction de I'dge du patient. Ainsi, on retrouve
communément des atteintes du cerveau, de la rétine, du coeur, du rein, du foie, etc.

De nombreuses MHM sont associées a des symptomes neurologiques, tels que des convulsions, un
retard de développement, une déficience intellectuelle et des troubles moteurs. D'autres symptémes
peuvent inclure une mauvaise prise alimentaire, un retard de croissance, une atteinte hépatique ou
encore une anémie. Certaines MHM peuvent également provoquer des épisodes aigus de crises
métaboliques, qui peuvent mettre en danger le pronostic vital en I'absence de prise en charge adaptée.

Des exemples de présentations cliniques sont listés dans le Tableau 2.
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Tableau 2. Exemples de présentations cliniques dans les MHM.13

Croissance

Anomalies neurologiques

Troubles psychiatriques

Troubles gastro-intestinaux

Analyses biochimiques
anormales

Troubles cardiovasculaires

Troubles squelettiques

Dysfonctionnement
endocrinien

Autres

Retard de croissance intra-utérin

Retard de croissance staturo-pondérale

Léthargie inexpliquée

Retard de développement

Hypotonie

Dystonie et autres troubles du mouvement
Convulsions, épilepsie

Encéphalopathie métabolique

Démence infantile

Accidents vasculaires cérébraux

Troubles comportementaux et troubles psychiatriques
Autisme

Vomissements récurrents, diarrhée et ictere
Syndrome de Reye

Troubles inexpliqués de la fonction hépatique

Acidose métabolique a trou anionique élevé

Cétose

Hypoglycémie

Hyperlactacidémie

Hyperammoniémie

Décompensation métabolique

Cardiomyopathie

Arythmies

Insuffisance cardiaque inexpliquée

Myopathie

Rhabdomyolyse et myoglobinurie récurrente
Hypothyroidie congénitale et hypoglycémie hyperinsulinémique
persistante dans les anomalies congénitales de la glycosylation

Dysfonction surrénalienne et troubles du développement sexuel
dans I'hyperplasie congénitale des surrénales

Insuffisance surrénalienne primaire dans I'adrénoleucodystrophie
Episodes aigus a type de sepsis sans germe identifié

Déficience auditive et/ou visuelle

Eruption cutanée et pigmentation anormale

Dysmorphie et malformations congénitales

Odeur anormale

Organomégalie

Mort subite ou antécédents familiaux similaires

Antécédents maternels de stéatose hépatique aigué au cours de la

grossesse, avec hémolyse, transaminases élevées et thrombopénie
(HELLP) et d'avortements spontanés récurrents
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V. Diagnostic et dépistage

Un diagnostic précoce d’'une MHM est crucial car 70% des MHM sont traitables, permettant ainsi
d’améliorer le pronostic vital et/ou fonctionnel des patients. Un diagnostic posé permet également

d’établir un pronostic et d’offrir un conseil génétique, voire un diagnostic prénatal.

Les MHM — notamment celles qui sont traitables — devraient étre évoquées de maniére systématique
en cas de difficulté diagnostique. Le bilan est orienté en fonction de la présentation clinique et dans

certains cas le traitement peut étre mis en place sans attendre les résultats du bilan.

Comme vu ci-dessus, les MHM peuvent affecter tous les organes et systemes cellulaires, a n‘importe
quel age, avec tous les modes de transmission et pouvant avoir une évolution aigué ou chronique.

Quand faut-il donc évoquer une MHM ?

Les éléments évocateurs sont une consanguinité, les antécédents familiaux avec un ou des déces
inexpliqués dans la famille, un coma inaugural, une association illégitime d’atteintes d’organes, une
apparition de signes dans la période néonatale aprés un intervalle libre (dans le cas des maladies par

intoxication) ou au décours d’un facteur déclenchant (infection, je(ine, chirurgie etc.)?.

Le diagnostic des MHM repose notamment sur le dosage des métabolites dont la concentration est
impactée par le déficit, sur le dosage de l'activité de I'enzyme déficitaire et sur I'analyse génétique
permettant d’identifier le défaut moléculaire responsable de la maladie, soit dans le cadre de la

confirmation du diagnostic biochimique, soit en premiére intention (Figure 4).

- Phénotypage biochimique : I'analyse biochimique est souvent I'un des premiers outils utilisés
pour diagnostiquer les maladies héréditaires du métabolisme. Cela implique la mesure des
concentrations de métabolites spécifiques dans des échantillons biologiques tels que le sang,
I'urine ou le liquide céphalorachidien. Des techniques comme la chromatographie en phase
liguide couplée a la spectrométrie de masse en tandem, la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse ou des méthodes enzymatiques sont utilisées pour
identifier et quantifier les métabolites perturbés.

- Analyses fonctionnelles des protéines impliquées : la mesure de l'activité des enzymes
spécifiques impliquées dans les voies métaboliques altérée est I'analyse fonctionnelle la plus
accessible et la plus facilement réalisée en routine. Ces mesures sont généralement effectuées

sur les leucocytes ou taches de sang séché. Elles peuvent également étre réalisées sur d’autres
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types cellulaires tels que les fibroblastes cutanés. Des techniques telles que les dosages
colorimétriques, fluorimétriques ou électrophorétiques et plus récemment la spectrométrie
de masse sont utilisées. D’autre analyses fonctionnelles sont disponibles: analyse
fonctionnelle des transporteurs ou de complexes protéiques.

- Analyses moléculaires : l'identification de variants pathogénes dans les génes associés a des
MHM peut étre réalisée par des techniques de biologie moléculaire. Les techniques de
séquencage a haut débit (NGS) sont utilisées dans le cadre du diagnostic du cas index. La taille
de cible (panel de génes, exome, génome) dépendra de l'orientation du bilan clinique,
biochimique et fonctionnel. Les techniques de séquencage Sanger, ciblées, sont, quant a elles,
utilisées dans le cadre d’une recherche de variant familial (dépistage des apparentés,

diagnostic prénatal).

Le diagnostic des MHM nécessite souvent une concertation multidisciplinaire, impliquant la
collaboration entre des spécialistes tels que des généticiens, des biochimistes, des pédiatres, des
internistes ou des spécialistes d’organes. Les résultats des tests diagnostiques doivent étre interprétés

dans le contexte clinique global du patient pour parvenir a un diagnostic précis.
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Childhood onset

movement disorder
Investigate other genetics ¢Red flags for IEMs?
or acquired causes No STEP 1
Yes

/ CONSIDER TREATABLE IEMs

MD phenotyping and neurological and non-neurological signs
STEP 2

Biochemical investigations and neuroimaging

STEP 3
Reevaluate treatable™. No diagnosis Conat ' ) '
IEMs enetic testing Genetic counselling
STEP 4
STEP 6 ‘
No
Symptomatic treatment Treatable IEMs

Yes

Disease-specific
treatment
STEP 5

Figure 4. Un exemple d'algorithme pour le diagnostic de MHM dans le cadre de mouvements anormaux a début pédiatrique.
Les étapes clés sont I'étape 1 : la recherche de signes évocateurs de MHM, et I’étape 6 : repenser aux MHM traitables. Cela
souligne que les MHM traitables doivent toujours étre prises en considération.'*

Au total, le diagnostic des MHM va se baser sur une suspicion clinique avec I'aide du bilan biologique
de base (ionogramme sanguin, gaz du sang, lactacidémie, ammoniémie par exemple). Un bilan
biochimique spécialisé est ensuite réalisé, souvent de maniere séquentielle avec un phénotypage
métabolique puis une caractérisation fonctionnelle (par des dosages enzymatiques, par exemple).

Vient ensuite le bilan moléculaire orienté par la clinique et le bilan biochimique (Figure 5A). Avec les
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avancées technologiques, un changement de paradigme s’opére et cette approche classique
séquentielle coexiste de plus en plus avec une approche plus globale grace aux sciences omiques, le

but étant toujours de réduire le délai diagnostique (Figure 5B).

Suspicion clinico-biologique d’'une MHM

Bilan biologique
spécialisé

Tableau spécifique Tableau non spécifique

NGS NGS
gene unique/petit panel large panel

P Suspicion clinico-biologique d’une MHM
Changement de

paradigme

Omiques
Meétabolomique

Protéomique
Exome/génome

Figure 5. Algorithme diagnostic dans les MHM.

2. Le dépistage néonatal

De nombreuses MHM sont incluses dans les programmes de dépistage néonatal dans le monde qui
varient d’'un pays a un autre. Le dépistage est réalisé sur tache de sang séché sur buvard (papier
Guthrie), soit par des dosages de métabolites et/ou d’activités enzymatiques, notamment par
spectrométrie de masse, soit par des techniques de biologie moléculaire avec la recherche de variants
dans les genes impliqués dans les MHM. Le but est de détecter des maladies traitables mettant en jeu
le pronostic fonctionnel ou vital de I'enfant avant I"apparition des premiers symptomes?3.
En France, les MHM incluses dans le programme de dépistage néonatal national sont actuellement :

- La phénylcétonurie

- Le déficit en MCAD (medium-chain-acyl-CoA déshydrogénase)

L’homocystinurie
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- Laleucinose

- Latyrosinémie de type 1

- L'acidurie isovalérique

- L’acidurie glutarique de type 1

- Le déficit en LCHAD (3-hydroxyacyl-coenzyme A déshydrogénase des acides gras a chaine
longue)

- Le déficit primaire en carnitine

- L’hypothyroidie congénitale (métabolisme des hormones)

- L'hyperplasie congénitale des surrénales (métabolisme des hormones)

Un nombre croissant de MHM sont intégrées dans les programmes de dépistage néonatal, notamment
grace aux possibilités de multiplexage des analyses et parce que des traitements spécifiques sont
disponibles. Cependant, une harmonisation et une mondialisation du dépistage néonatal sont
nécessaires. Cet effort d’harmonisation a été amorcé aux Etats-Unis, pays ou les programmes de
dépistage different d’un état a un autre : il s’agit de la liste RUSP ou Recommended Uniform Screening

Panel (https://www.hrsa.gov/advisory-committees/heritable-disorders/rusp).

VI. Traitements

Environ 70% des MHM disposent de thérapies spécifiques®. Les options de traitement des MHM
dépendent du déficit, de sa gravité et du stade auquel il est diagnostiqué. Plusieurs approches peuvent

étre utilisées (Figure 6), en voici quelques exemples :

- Prise en charge diététique, par régime : de nombreuses MHM peuvent étre traitées grace a un
régime strict. Ce régime peut limiter I'apport d’une molécule non métabolisable (par exemple
la phénylalanine dans la phénylcétonurie liée au déficit en phénylalanine hydroxylase) ou
favoriser les voies métaboliques alternes afin de contourner le bloc métabolique (par exemple
les régimes cétogenes, riches en lipides, en cas de déficit du métabolisme des glucides). Des
formules ou des compléments alimentaires doivent étre utilisés pour fournir une nutrition
adéquate.

- L’'enzymothérapie substitutive : dans le cadre des MHM dues a un déficit enzymatique, une
enzymothérapie substitutive peut étre utilisée pour remplacer ou compléter la protéine
déficiente. Il s’agit en général de traitements intraveineux devant étre répétés a intervalles

réguliers.
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- Les chaperonnes pharmacologiques : ces molécules permettent de corriger les défauts de
repliement des protéines mutées, permettant ainsi leur stabilisation et leur adressage a leur
site d’action. Ces traitements ne sont utilisables que lorsqu’une protéine est produite et ne
peuvent donc pas étre utilisés chez tous les patients puisqu’elles sont inefficaces chez les
patients avec variants non-sens par exemple.

- La transplantation de cellules souches hématopoiétiques : dans certaines MHM, notamment
un certain nombre de maladies lysosomales, cette approche permet de traiter I'organisme du
patient dans son ensemble et notamment le systéeme nerveux central grace aux propriétés de
sécrétion et d’adressage des enzymes lysosomales.

- La thérapie génique : dans de nombreuses MHM, des thérapies géniques in vivo ou ex vivo
sont en développement. Plus récemment, I'approche par édition génique est explorée,
notamment gréce aux ciseaux moléculaires CRISPR/Cas9 avec ARN guide qui permettent
d’exciser la séquence nucléotidique anormale pour la remplacer par la séquence sauvage.

- Les traitements symptomatiques : ils permettent la prise en charge des complications et

constituent des soins de support.

Traitements

A Thérapie génique, transplantation (foie, HSCT)
‘ Oligonucléotides, thérapies variant-spécifiques
Enzymothérapie, protéines chaperonnes,
supplémentation en cofacteur
Réduction de substrat, régime,
épuration du produit
Prise en charge des atteintes
d’organes, soins de support

... au phénotype

Du génotype ...

Figure 6. Approches thérapeutiques dans les MHM.

Il convient de noter que méme si ces traitements peuvent étre efficaces pour prendre en charge les
symptomes et prévenir les complications voire éviter les manifestations de la maladie, de nombreuses

MHM sont des affections chroniques qui nécessitent une prise en charge et une surveillance a vie. Les
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plans de traitement peuvent devoir étre ajustés au fil du temps en fonction de I'dge du patient, de

|'évolution des symptémes ou des événements intercurrents.

La prise en charge des patients nécessite généralement une approche multidisciplinaire avec
I'implication de nombreux spécialistes tels que des généticiens, des diététiciens, des psychologues, des
rééducateurs, des pédiatres et/ou des médecins d’adultes formés spécifiquement aux maladies
métaboliques ainsi que des spécialistes d’organes en fonction des atteintes. Un diagnostic et un
traitement précoces peuvent prévenir ou minimiser les complications de ces troubles et améliorer le
pronostic vital, mais aussi fonctionnel, et par conséquent la qualité de vie des patients et de leurs

proches.
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CHAPITRE Il : Le lysosome

|.  Histoire du lysosome

Le terme « lysosome » provient de lyso-, référant a la lyse, du latin lysis, via le grec ancien AUoLg, lusis
qui veut dire « relachement », et de —some, du grec c®ua, soma, le « corps », soit le « corps lytique ».
Le terme est apparu pour la premiére fois dans la littérature scientifique en 1955 dans une étude de
de Duve sur le fractionnement cellulaire, une technique d'isolement d'organites®®. Christian de Duve
est un médecin et enseignant-chercheur belge né en 1917 et décédé en 2013. Sa découverte du

lysosome est le résultat du hasard (sérendipité ou serendipity en anglais)?®.

Au début des années 1950, avec son équipe, il cherche a élucider I'action de I'insuline sur le foie. Il
s’intéresse tout d’abord a une enzyme hépatique, alors connue sous le nom d’hexose-phosphatase,
quiinterférerait avec 'action de I'insuline dans le tissu hépatique isolé. L'équipe parvient a caractériser
I'enzyme comme une glucose 6-phosphatase’. A la méme période, le fractionnement par
centrifugation est développé et commence a étre utilisé pour étudier la distribution intracellulaire des
enzymes, en particulier dans le tissu hépatique®*® (Figure 7). Quatre fractions sont classiguement
séparées : une fraction nucléaire, une fraction a grands granules contenant principalement des
mitochondries, une fraction a petits granules nommés microsomes — plus tard identifiés comme des
fragments du réticulum endoplasmique — et le surnageant. |l apparait que la glucose 6-phosphatase

est associée aux microsomes et qu’elle semble étre étroitement liée aux membranes?®2,
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Fractionation of Liver Extoact
by Differential Centrifugation

Ext.?a.ct
Beparation of lange granules
25 minutes at =g
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b ey Mk Separation of microsomes
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N
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Text-Fic. 1. The diagram illustrates the procedure of fractionation described in the text.
The liver fractions especially investigated were: (1) the large granules, concentrated (L.G.2.);
{2) the large granules, washed (L.G.w.); (3) the microsomes, washed (M.w.); and {4) the
supernate {Sq).

Figure 7. Protocole de fractionnement cellulaire, 1946.>

Une partie des études biochimiques réalisées consistait en la distinction et la séparation de la glucose
6-phosphatase d’'une autre phosphatase hépatique, la phosphatase acide non spécifique. Pour cela, le
dosage de l'activité de la phosphatase acide a été effectué dans les différentes fractions.
Etonnamment, il semblait que I'’enzyme avait disparu, avec des activités anormalement basses dans
I’'homogénat ainsi que dans les différentes fractions. De nouveaux dosages des préparations
conservées au réfrigérateur cing jours plus tard montraient des activités enzymatiques revenues a la
normale, avec I'augmentation la plus importante dans la fraction mitochondriale?. Des expériences
d’activation par différents moyens ont apporté la solution : la phosphatase acide serait enveloppée
dans des particules limitées par une membrane empéchant a la fois la sortie de I'’enzyme et I'entrée

du substrat®

. Toute technique endommageant les membranes supprimait la « latence » de I'enzyme.
De plus, l'activité enzymatique était identifiée dans deux fractions différentes: la fraction
mitochondriale et la fraction microsomale?*. Un protocole de centrifugation a cinq fractions a alors
permis de séparer la fraction mitochondriale en deux fractions, une fraction riche en mitochondries

(M) et une fraction riche en la nouvelle particule (L pour light-mitochondrial).
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En 1955, cing autres enzymes avaient été identifiées dans la fraction L : quatre hydrolases acides — la
B-glucuronidase, une cathepsine, une ribonucléase et une désoxyribonucléase — et I'urate oxidase®.
Les quatre hydrolases partageaient les mémes propriétés de latence que la phosphatase acide et

1525 |’yrate oxydase sera plus tard associée a

semblaient étre contenues dans les mémes particules
une autre nouvelle particule cytoplasmique, le peroxysome?®. La présence de cing hydrolases dans la
méme particule délimitée par une membrane et ayant des substrats différents suggérait une fonction

digestive de cette structure. D’ou le terme « lysosome ».

Le lysosome ainsi défini biochimiquement est caractérisé morphologiquement par microscopie
électronique en 1956%. Cette identification est définitivement confirmée en 1965%. Christian de Duve
obtient le Prix Nobel de physiologie ou médecine en 1974 pour ses découvertes concernant

I'organisation structurelle et fonctionnelle de la cellule (Figure 8).

Figure 8. Le Roi de Suéde Carl Gustav et Christian de Duve en 1974 a la cérémonie organisée a Stockholm pour les nouveaux
lauréats des Prix Nobel.
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[l.  Structure et composition

Le lysosome est un organite cellulaire présent dans le cytosol des cellules eucaryotes animales.
Cinquante & 1 000 lysosomes sont présents dans chaque cellule, a I'exception des globules rouges®.
Ce sont des organites hétérogenes, dynamiques, dont la position, la morphologie, la taille et le contenu

enzymatique et en substrat varient.

Les lysosomes sont de petites vésicules sphériques 0,2 a 0,5 um de diametre délimitées par une
membrane lipidique unique formée par la fusion de vésicules dérivées de I'appareil de Golgi et d’autres
membranes intracellulaires telles que celles des endosomes (Figure 9). Les membranes lysosomales
contiennent des centaines de protéines membranaires (protéines faisant partie intégrante de la

membrane ou protéines associées a la membrane), y compris divers transporteurs et canaux ioniques.

Le lysosome est le siege de la dégradation des macromolécules. Les produits de cette dégradation
peuvent étre ensuite recyclés ou excrétés par la cellule : protéines, acides nucléiques, carbohydrates,
lipides, etc. L'acidification de la lumiére lysosomale est assurée et maintenue par la V-ATPase
lysosomale qui permet l'internalisation de protons. Un pH bas compris entre 4,5 et 5,5 permet
I'activation de plus de 50 hydrolases intra-lysosomales qui permettent la digestion des

macromolécules.

Alors que les 50 premiéeres années de recherche sur les lysosomes se sont principalement concentrées
sur la compréhension de leur capacité lytique, les derniéres années se sont concentrées sur la
compréhension de la membrane et de la communication des lysosomes avec le reste de la cellule. Ces
recherches ont replacé les lysosomes au centre de la régulation métabolique de I'homéostasie
cellulaire, bien au-dela de leur fonction initialement supposée purement de dégradation en tant que

« poubelle cellulaire » ou « usine de recyclage de la cellule ».
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Figure 9. Lysosomes en microscopie électronique.
Lignée de cellules humaines de fibrosarcome HT-1080. Le diamétre des lysosomes est en moyenne de 400 nm (double fleche
blanche). m : mitochondrie. Barre d’échelle : 400 nm. D’aprés 3°.

2. Composition de la membrane lysosomale

Des études protéomiques ont identifié plus de 700 protéines membranaires lysosomales, soit en tant
que protéines essentiellement lysosomales (« protéines résidentes de la membrane lysosomale »), soit
en tant que protéines avec une localisation secondaire et un enrichissement dans les lysosomes3'33,
Pour un grand nombre de ces protéines membranaires, la fonction moléculaire n'a pas encore été

élucidée.

La membrane lysosomale dite « limitante » permet la séparation entre la lumiére acide du lysosome
et le cytosol. Cette membrane differe par plusieurs aspects des autres endomembranes. Elle a une
composition caractéristique en lipides et se caractérise par un degré élevé de protéines hautement N-

glycosylées3.

Les membranes lysosomales sont riches en sphingomyéline et contiennent un lipide rare chargé
négativement, le bis(monoacylglycéro)phosphate (BMP) qui est absent des autres membranes
cellulaires et peut étre utilisé comme marqueur®?®, Le cholestérol n'est pas enrichi dans les

membranes lysosomales limitantes par rapport aux autres membranes cellulaires®>?” (Figure 10).
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Figure 10. Composition lipidique des membranes biologiques.

Distribution des lipides entre les compartiments subcellulaires exprimée en mol% de la quantité totale d'une classe de lipides
donnée dans la cellule entiere. ER : réticulum endoplasmique ; Mit : mitochondries ; PM : membrane plasmique ; ES + LS :
endosomes et lysosomes ; PC: phosphatidylcholine ; PE: phosphatidyléthanolamine ; Pl: phosphatidylinositol :
phosphatidylsérine ; SM : sphingomyéline ; Cl, cardiolipine (diphosphatidylglycérol) ; BMP : bis(monoacylglycéro)phosphate ;
Chol : cholestérol. 37

Les lysosomes contiennent des phosphoinositides (PIP), qui définissent le systeme endomembranaire.
Le phosphatidylinositol 3-phosphate (Pli3)P) est le principal PIP du systéme endosomal, mais il a
également été démontré que les lysosomes contiennent du phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate
(Plz5P2) et du phosphatidylinositol 5-phosphate (Pli)P)%%. Ces PIP spécifiques aux lysosomes
interviennent dans le positionnement et la dynamique des lysosomes, les événements de fusion, la
reformation des lysosomes apres fusion avec des autophagosomes et la signalisation par le complexe
mTOR (mammalian target of rapamycin, mTORC1)*®., mTORC1 est un régulateur central de la

croissance et de la prolifération cellulaire3>4,

La membrane lysosomale enserre une lumiére contenant des concentrations élevées d’enzymes

lytiques. Un systeme sophistiqué de protéines membranaires permettant I’échange de métabolites
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entre le lysosome et le cytoplasme est donc nécessaire. Les transporteurs permettent essentiellement
I’exportation des produits finaux du catabolisme issus de I’hydrolyse lysosomale, mais il semblerait
gu’il existe également un flux entrant de métabolites et que les lysosomes pourraient avoir un role de

stockage, au méme titre que la vacuole de la levure et des plantes*42,

Principales protéines structurales :

Protéines LAMP-1 et LAMP-2 : Lysosome associated protein-1 (LAMP-1) et -2 (LAMP-2) sont des
composants protéiques majeurs de la membrane lysosomale®. Il s’agit de protéines
transmembranaires avec un long domaine luminal, un seul domaine transmembranaire et une
extrémité C-terminale cytoplasmique. Les deux protéines ont une séquence peptidique avec environ
57% d’homologie®. Elles sont glycosylées, avec une N- et une O-glycosylation. LAMP-1 et LAMP-2
représentent environ 50% des protéines de la membrane lysosomale, et sont des marqueurs du

compartiment lysosomal®.

Des études d’invalidation (knock-out, KO) de chaque protéine et de double KO sur un modéle murin
ont permis de montrer que ces protéines partagent des fonctions communes in vivo*:. Les souris KO
pour le gene LAMP2 présentent un phénotype sévére avec accumulation d’autophagosomes dans de
nombreux tissus associée a une diminution de la dégradation par autophagie. Les souris déficientes
pour le géne LAMP1 sont viables et ne présentent qu’une astrogliose modérée, avec une surexpression
de LAMP-2 dans plusieurs tissus. Les doubles-KO ne sont quant a elles pas viables. Les protéines LAMP
remplissent des fonctions bien au-dela du maintien de l'intégrité structurelle des membranes

lysosomales, avec un rdle dans I'autophagie et le métabolisme du cholestérol**%,

Protéine LIMP-2 : Lysosomal Integral Membrane Protein 2 (LIMP-2), aussi appelée SCARB2 (Scavenger
Receptor B2) est un membre de la superfamille des récepteurs éboueurs (scavengers). |l s’agit d’une
protéine transmembranaire qui possede deux domaines transmembranaires. La majorité de la
protéine est luminale et est fortement glycosylée. LIMP2 fonctionne comme un récepteur pour le
transport de I'enzyme B-glucocérébrosidase vers les lysosomes?, une hydrolase lysosomale qui
catalyse la dégradation du glucocérébroside en glucose et céramide. Les variants pathogénes dans le
géne GBA codant la B-glucocérébrosidase sont a I'origine de la maladie de Gaucher, tandis que les
variants pathogenes du gene LIMP2 entrainent une forme d’épilepsie myoclonique progressive dont
plusieurs symptdmes se recoupent avec ceux de la maladie de Gaucher®. Sous sa forme dimérique,
LIMP-2 s’associe a des lipides, dont notamment le cholestérol, la phosphatidylcholine et la
phosphatidylsérine®. LIMP-2 semble jouer un rdle dans I'incorporation de phosphatidylsérine dans les

membranes intracellulaires®.
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La N-glycosylation des protéines de la membrane lysosomale

Les N-glycanes empéchent les endo- et exoprotéases intra-lysosomales d'accéder directement aux
liaisons peptidiques. La somme de cette couche dense de protéines glycosylées, composée en grande
partie des abondantes protéines structurales LAMP-1 et LAMP-2, forme une couche superficielle de
type « glycocalyx » tapissant le cdté luminal de la membrane lysosomale***4, Le halo glycosylé luminal
a une épaisseur d'environ 8 nm ce qui correspond a peu pres a |'épaisseur d‘une bicouche
phospholipidique, se différenciant des glycocalyx « classiques», comme celui des cellules
endothéliales, qui sont 50 a 100 fois plus épais®>>!. Ce halo glycosylé luminal est principalement
composé de chaines courtes, N- et rarement O-glycanes®2. Les protéines LAMP contiennent en outre
des hydrates de carbone polylactosamine N-liés, des structures allongées de glycane avec des

répétitions terminales de galactose et de N-acétylglucosamine®?.

Les glycolipides en abondance participent également a la formation du halo glycosylé:

glycosphingolipides, gangliosides, etc%>3,

Le transport des acides aminés (AA) :

Un grand nombre de transporteurs ont été identifiés.

PQLC2 transporte les acides aminés chargés positivement (AA cationiques), notamment I'ornithine,
I'arginine, I'histidine et la lysine®*. Les petits acides aminés neutres, y compris la proline, la glycine et
I'alanine sont transportés par LYAAT1 (aussi appelé PAT1 ou SLC36A1)>>°®., SNAT7 (aussi appelé
SLC38A7) a été identifié comme le principal transporteur lysosomal de la glutamine et de I'asparagine,
des acides aminés polaires non chargés®’. SNAT7 reconnait également I'alanine et 'arginine, mais il n’a
pas pu étre montré que ces AA étaient transportés par SNAT7 en conditions de pH lysosomal
physiologique®”*8. SLC15A4 (aussi appelé PHT1) a été décrit comme un transporteur de I’histidine®°.
Les transporteurs des acides aminés polaires non chargés comme la sérine et la thréonine, des acides
aminés avec des chaines latérales hydrophobes comme la méthionine et la valine, et des acides aminés
avec des chaines latérales hydrophobes volumineuses comme le tryptophane, la phénylalanine et la
tyrosine ne sont pas connus (Figure 11A). Ces transporteurs ont été décrits biochimiquement, mais
n'ont pas été clonés et leurs génes codants n'ont pas été identifiés®®%2, Des développements récents
de méthode tels que l'isolement rapide des lysosomes a partir de cellules en culture (« LysolP »), les

améliorations récentes des approches métabolomiques ciblées et non ciblées, et I'utilisation de
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I"approche CRISPR/Cas9 pour le knock-out de génes candidats pourraient aider a I'identification de ces

transporteurs®.

Les peptides ne sont pas nécessairement dégradés en acides aminés uniques au sein du lysosome. Des
transporteurs d’oligopeptides et de dipeptides lysosomaux sont décrits, avec certains dipeptides qui
seraient résistants a la protéolyse lysosomale. Une activité hydrolase dirigée contre les dipeptides

essentiellement cytoplasmique a été décrite®®,

Le transport des peptides a travers la membrane lysosomale n'est pas exclusivement a sens unique :
dans le cas particulier des cellules immunitaires présentatrices d'antigene, le transporteur
d'oligopeptides ABCB9/TAPL importe des peptides cytosoliques allant de 6 a 59 acides aminés dans la
lumiere lysosomale, avec comme substrat préférentiel les peptides avec des résidus N- et C-terminaux

hydrophobes chargés positivement ou de grande taille®®.

Le transport des monosaccharides

Les monosaccharides dérivés de I'action catabolique des glycosidases acides agissant sur le glycogéne,
les glycolipides, les glycoprotéines et les mucopolysaccharidoses constituent une quantité

substantielle des produits finaux cataboliques de I'hydrolyse lysosomale®”.

Ceux-ci comprennent principalement des hexoses neutres comme le glucose, le mannose, le fucose et
le galactose, mais aussi des monosaccharides anioniques chargés comme l'acide sialique, I'acide
iduronique, I'acide glucuronique (tous deux dérivés de la dégradation des mucopolysaccharides) et des
dérivés amides du glucose et du galactose (N-acétylglucosamine et N-acétylgalactosamine

respectivement)®’.

Chacun des groupes de monosaccharides biochimiquement distincts possede son transporteur (Figure
11B). Le ou les transporteurs du groupe majeur de monosaccharides, les hexoses neutres, ne sont pas
connus. Le transport des hexoses dans la cellule est médié par 14 isoformes de la famille des protéines
de transport du glucose (GLUT), mais seul GLUT8 (codé par SLC2A8) a été retrouvé dans les
lysosomes®®°, Cependant, GLUT8 n’est exprimé que dans certains tissus et les souris knock-out
GLUT8/SIc2a8 sont viables, se développent normalement et ne présentent que de légéres altérations
cérébrales, cardiaques et des spermatozoides® . Cela contraste avec les phénotypes sévéres causés
par déficit de la dégradation enzymatique du glycogene lysosomal dans le cas d'un déficit en

)71

glucosidase acide lysosomale (maladie de Pompe)’t. Ainsi, GLUT8 n’est probablement pas l'unique

transporteur lysosomal d’hexoses neutres.
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3. Les enzymes lysosomales

Les enzymes lysosomales sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique puis transportées vers
|'appareil de Golgi, ol elles sont conditionnées dans des vésicules qui sont ensuite transportées vers

le lysosome. Une fois a l'intérieur du lysosome, les enzymes sont activées par clivage protéolytique”.

Les lysosomes sont riches en enzymes hydrolytiques telles que les protéases, les sulfatases, les lipases,
les phosphatases, les glycosidases et les nucléases, qui dégradent toutes les macromolécules

complexes. Les enzymes lysosomales ont une activité optimale a pH 5.

Les phosphatases

- Phosphatase acide : phosphomonoesters

- Phosphodiestérase acide : oligonucléotides and phosphodiesters
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Les nucléases

- Ribonucléase acide : ARN

- Désoxyribonucléase acide : ADN

Elles dégradent I'ARN et [I'ADN délivrés au Ilysosome via un processus appelé
RNautophagy/DNautophagy (RDA)’3. La protéine membranaire lysosomale LAMP-2 facilite la

translocation des acides nucléiques vers le lysosome (ARN’* et ADN’®).

Enzymes hydrolysant les polysaccharides ou les mucopolysaccharides

- B-galactosidase : galactosides

- a-glucosidase : glycogéne

- a-mannosidase : mannosides, glycoprotéines

- B-glucuronidase : polysaccharides, mucopolysaccharides
- Lysozymes : parois des bactéries, mucopolysaccharides

- Hyaluronidase : acide hyaluronique, chondroitine sulfate

- Arylsulfatase : sulfates

Protéases

- Cathepsines : il s’agit de protéases classifiées en fonction du résidu présent au niveau du site
catalytique (sérine, aspartate, cystéine). Les protéases sont essentielles dans les processus de
protéolyse, les modifications post-traductionnelles des protéines et la dégradation des
lipoprotéines de basse densité (LDL)”®7’. Les cathepsines jouent un rdle dans la pathogenése
des valvulopathies liées a I'athérosclérose’®® ; dans la maturation du systéme nerveux central
au cours de la période postnatale®'; dans les voies de signalisation intracellulaires en
influencant la dégradation des facteurs de croissance médiée par les récepteurs comme
I'insuline® et IGF® ; dans la régulation de la macroautophagie et le maintien de I'intégrité de
la structure lysosomale®.

- Collagénase : collagéne

- Peptidase : peptides
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Enzymes dégradant les lipides

- Estérase : esters d’acyl gras

- Phospholipase : phospholipides

- Lalipase acide lysosomale (LAL) : la LAL joue un role critique dans le métabolisme énergétique,
la signalisation et I'intégrité structurelle des membranes cellulaires®. Elle est responsable de
I'hydrolyse des esters de cholestérol des lipoprotéines et des triglycérides (TG) en cholestérol
libre et en acides gras (AG), respectivement. La LAL hydrolyse les lipides neutres, qui sont
principalement délivrés au lysosome soit par endocytose des lipoprotéines, soit par
autophagie (également appelée lipophagie)®. Dans des conditions physiologiques, la LAL
hydrolyse les esters de cholestérol contenant des LDL acétylés en cholestérol libre, qui peuvent
étre principalement stockés sous forme de gouttelettes lipidiques ou utilisées pour
I'assemblage de la membrane. Les LDL oxydées sont un mauvais substrat pour la LAL,
provoquant la rétention des esters de cholestérol et du cholestérol libre dans le lysosome des
cellules spumeuses favorisant I'athérogenése®’ (Figure 12).
L’hydrolyse des TG libére des AG libres, qui sont essentiels a I'activation des macrophages et a
la résistance a l'infection®®. La LAL et ses médiateurs lipidiques semblent essentiels a la
maturation et au fonctionnement des cellules immunitaires en jouant un réle clé dans la

différenciation et le métabolisme cellulaires.

Figure 12. Lésion d'athérosclérose précoce dans I'aorte d'un pigeon de Carneau blanc en photomicrographie.

La plaque d'athérosclérose remplit I'intima de I'artere qui est épaissie. Elle est principalement constituée de cellules spumeuses
qui sont des macrophages gorgés de cholestérol identifiables par leur contenu fait de nombreuses gouttelettes lipidiques. La
plaque repose sur la média artérielle composée de cellules musculaires lisses et de tissu conjonctif élastique. FC : cellules
spumeuses (foam cells) ; EC : cellules endothéliales.8”
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Sulfatases

Il s’agit d’'une famille d’enzymes conservées au cours de I'évolution et classées en sulfatases non
lysosomales et lysosomales en fonction de leur localisation subcellulaire et du pH optimal pour leur
activité®®®, Les sulfatases catalysent I'hydrolyse des glycosaminoglycanes, dont I'héparane-, le
dermatane- et le kératane sulfate, les sulfolipides (cérébroside-3-sulfate) et les hormones sulfatées
(déhydroépiandrostérone-3-sulfate) qui jouent un réle essentiel dans la signalisation intracellulaire et

la fonction hormonale.

- Arylsulfatase : esters de O- et N-sulfates
- Glucosamine (N-acétyl)-6-sulfatase : mucopolysaccharides

- Iduronate 2-sulfatase : esters de O- et N-sulfates

Les précurseurs d'enzymes lysosomales sont biosynthétisés dans le réticulum endoplasmique rugueux

et modifiés dans |'appareil de Golgi®®.

Les hydrolases lysosomales sont adressées au lysosome majoritairement via la voie des récepteurs au
mannose-6-phosphate (M6P). Les enzymes nouvellement synthétisées subissent une modification
post-traductionnelle dans I'appareil de Golgi consistant en I'ajout de M6P sur des résidus glycosylés.
La premiére étape est catalysée par la N-acetylglucosamine-1-phosphotransférase, un complexe
hexamerique dont les sous-unités sont codées par les génes GNPTAB et GNPTG, impliqués dans les
mucolipidoses de type Il et lll. Les récepteurs au M6P (M6PR) sont présents dans la membrane du Golgi
et se lient aux hydrolases ainsi marquées, les séquestrent dans des vésicules couvertes de clathrines
(clathrin-coated vesicles, CCV) et les transportent depuis le réseau trans-Golgi jusqu’aux
compartiments endocytaires ou elles sont acheminées. Les récepteurs au M6P sont présents dans le
trans-Golgi, sur les endosomes précoces et tardifs et sur la membrane plasmique, mais sont en
revanche absents des lysosomes®. Le tri commence par le bourgeonnement et la fusion des CCV entre
elles ou avec des endosomes précoces (early endosomes, EE) préexistants pour délivrer et trier la

cargaison endocytaire®,

Ces M6PR sont recyclés dans des vésicules au niveau des endosomes tardifs ol le pH acide permet leur
dissociation des protéines lysosomales auxquelles ils étaient liés. Les M6PR non liés sont soit
transportés des endosomes vers le réseau trans-golgien (trans-golgi network, TGN) via des vacuoles

endosomales, soit recyclés via des endosomes de tri tubulaire (tubular-sorting endosomes, EST)**%,
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Cette récupération rétrograde des M6PR de I'endosome au TGN se produit via un « rétromere », une
structure a cing sous-unités. Les protéines G monomériques comme les RAB GTPases, telles que Rab5

et Rab7, régulent 'association des rétroméres avec les EE®® (Figure 13).
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Figure 13. Endocytose et maturation endosomale.

L’internalisation des protéines dépend le plus souvent d’'un mécanisme médié par la clathrine. Apres internalisation, les
protéines sont transportées vers les endosomes précoces par I'intermédiaire de vésicules d’endocytose sous le contréle de
Rab5. Les endosomes précoces sont des stations de tri : les protéines peuvent étre recyclées a la surface de la cellule, renvoyées
dans le réseau trans-golgien via un rétromeére (voie rétrograde) ou dégradées par un ciblage vers le lysosome. un gradient de
pH stable est établi dans les différents compartiments au cours du processus de maturation : les endosomes précoces
maintiennent un pH d'environ 6,5, les endosomes tardifs d'environ 5,5 et les lysosomes d'environ 4,5.%7

D’autres voies alternatives d’acheminement existent comme celles de la sortiline, un récepteur chargé
de I'acheminement de la prosaposine (PSAP), ou encore celle acheminant la B-glucocérébrosidase via

le récepteur LIMP2 comme mentionné plus haut (voir 2).

Les protéines de la membrane lysosomale sont délivrées soit directement aux endosomes et aux
lysosomes (voie directe), soit indirectement a la membrane plasmique puis aux endosomes et aux

lysosomes (voie indirecte ou de récupération)®.

52



[ll.  Biologie du lysosome

La biogénese lysosomale est I'un des mécanismes phares de I'adaptation lysosomale. Elle permet
d’augmenter le nombre de lysosomes afin de répondre aux besoins de la cellule, dans le cas de
|"autophagie induite par la privation de nutriments ou encore pour la distribution des lysosomes aux

cellules filles lors de la division cellulaire.

Le transport des EE aux endosomes tardifs (late endosomes, LE) implique un tri pour faciliter le

mouvement de la « cargaison » vers le lysosome via les MVB et les ILV (Figure 14).

Les protéines cargo destinées a la dégradation sont ubiquitinées et reconnues par le complexe ESCRT
(complexes de tri endosomaux nécessaires au transport, endosomal sorting complexes required for
transport). Le transport vésiculaire et la maturation des EE en LE dépendent de la conversion de Rab5
en Rab7. Au fur et a mesure que les EE mirissent et s'acidifient en LE, ils se déplacent de la périphérie
cellulaire au centre de la cellule. Au cours de la maturation, les EE perdent Rab5 sur leur membrane et

gagnent Rab7%.

De plus, la maturation des EE en LE/lysosomes nécessite la V-ATPase, la pompe a protons qui acidifie

les LE/lysosomes a un pH de =5,5/5,0.

En plus de I'homéostasie des protons, I'équilibre ionique du Ca%* dans les LE et les lysosomes est
indispensable pour les fonctions endo-lysosomales, y compris le découplage récepteur-ligand et le
transport et I'activité des enzymes lysosomales. En effet, la fusion homotypique (fusion des endosomes
précoces et tardifs) et hétérotypique (fusion des LE et des lysosomes) dépend du complexe Ca%-

calmoduline!® (voir ci-dessous).

Les lysosomes primaires proviennent de I'appareil de Golgi. Plusieurs modeles de formation du

lysosome sont décrits dans la littérature'®1°2 (Figure 14) :

- Le premier modele décrit la formation d’EE a partir de la membrane plasmique et leur
maturation progressive en LE et en lysosomes.

- Le second modele implique le transport vésiculaire. Dans ce modele, des vésicules
endosomales (endosomal carrier vesicle/multivesicular bodies ou ECV/MVBs) transportant des

vésicules intraluminales (intraluminal vesicles, ILVs) transférent la cargaison des endosomes
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précoces aux endosomes tardifs vers les lysosomes ou directement des endosomes tardifs
arrivés a maturité vers les lysosomes.

- Le troisieme modele correspond a un événement « kiss and run » (s’embrasser et s’enfuir) au
cours duquel les endosomes tardifs entrent en contact (« kiss ») avec des lysosomes,
transférant leur cargaison avec par la suite une dissociation (« run ») de 'endosome tardif et
du lysosome.

- Le quatrieme modele est présenté comme un événement de fusion-fission impliquant une
fusion hétérotypique des endosomes tardifs et des lysosomes pour former des organites

hybrides, suivi d’une reformation des lysosomes.
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Figure 14. Evénements moléculaires au cours des différents modeles de la biogenese des lysosomes.
EV : vésicules endocytiques ; EE : endosomes précoces; RV : vésicules de recyclage dérivées du réseau trans Golgi,; LE
endosomes tardifs, MVB : corps multivésiculaires ; ILV : vésicules intraluminales.”?
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a) Localisation et mouvement lysosomal

Le déplacement intracytoplasmique du lysosome est essentiel pour I'exécution de processus tels que
la biogenése du lysosome, les réactions métaboliques assurant I'homéostasie cellulaire, mais
également le contréle de la qualité des protéines. L’altération de l'acidification lysosomale, la
formation d'agrégats de protéines mal repliées et I'état des nutriments cellulaires peuvent perturber
le positionnement et la motilité des lysosomes!®®1%, A I’état nourri, les lysosomes sont localisés en
périphérie, alors qu'aprés I'épuisement des nutriments, les lysosomes migrent vers les régions
périnucléaires pour faciliter la fusion autophagosome-lysosome. La mobilisation des lysosomes de la
périphérie cellulaire vers la région périnucléaire est appelée « mouvement rétrograde », tandis que le
mouvement des lysosomes de la zone périnucléaire vers la périphérie cellulaire est appelé

« mouvement antérograde »'%718,

L'acidification intraluminale du lysosome dépend de la localisation intracellulaire et du mouvement du
lysosome!®*1% | es lysosomes périphériques sont plus alcalins que les lysosomes localisés au centre.
Les lysosomes périphériques présentent une fuite de protons plus élevée et une activité V-ATPase
réduite par rapport aux lysosomes localisés au centre de la cellule!®, En raison d'une activité V-ATPase
plus élevée, les lysosomes périnucléaires sont préférentiellement utilisés pour la dégradation
protéolytique'®. Ainsi, la localisation des lysosomes influencerait I'activité de la V-ATPase, qui est

cruciale pour le maintien du pH intraluminal et I’activité des hydrolases acides.

Le statut nutritionnel cellulaire influence également la localisation et la motilité des lysosomes pour
réguler I'activité de mTORC1. Dans des conditions riches en nutriments, mTORC1 est activé sur les
lysosomes périphériques pour assurer une proximité étroite avec les récepteurs de signalisation a la
surface cellulaire®®®. A 'inverse, le manque de nutriments réprime I'activité de mTORC1 et induit un
regroupement périnucléaire des lysosomes en raison de changements dans le pH luminal du lysosome,
qui a son tour est critique pour la formation d'autophagosome et la fusion autophagosome-

lysosomel® (Figure 15).
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Figure 15. Modulation de la position des lysosomes et de I'activité de mTORC1 en fonction de I’état nutritionnel de la cellule.

A droite en haut : activité mTOR représentée par I’état de phosphorylation de S6K, un site de phosphorylation spécifique ; A
droite en bas : moyenne +/- SEM, "p<0.05, *"p<0.01, ***p<0.005 test de Student ; n.s. : not significant ; FBS : fetal bovine serum.
D’apres 106

b) Equilibre ionique dans la fonction du lysosome

Le gradient ionique lysosomal est indispensable a I'acidification intraluminale, a la stabilité des
hydrolases acides et a la dégradation des macromolécules. Les ions lysosomaux sont impliqués dans la
biogénése du lysosome, sa motilité, la formation des sites de contact membranaire et I'homéostasie

du lysosome.

La concentration lysosomale en Ca?* est nécessaire pour la fusion endosome-lysosome et régule la
mobilisation du lysosome, I'exocytose, le trafic membranaire et vésiculaire et la formation des sites de

contact membranaire'®1,

La fonction lysosomale dépend de I'acidification de sa lumiere : un pH acide permet de stabiliser et
d’activer les hydrolases lysosomales. Un pH d’environ 4,6 est maintenu grace a I’'H*-ATPase vacuolaire
(V-ATPase), la pompe a protons située dans la membrane lysosomale, avec une concentration en H*
de 25 uM en moyenne soit environ 500 fois la concentration cytosolique en H*%, L’activité de la
pompe a proton, la concentration en H* et donc le pH intra-lysosomal dépendent de la localisation du

lysosome et du statut nutritionnel de la cellule'® (Figure 16).
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Figure 16. Les lysosomes déplacés a la périphérie de la cellule par I'expression d'Arl8b sont plus alcalins.

Arl8b, une petite GTPase présente a la surface des lysosomes, se lie au moteur centrifuge kinésine-1 par l'intermédiaire de son
effecteur SKIP. L'expression d'Arl8b entraine une accumulation de lysosomes a la périphérie de la cellule. Le pH lysosomal est
mesuré par microscopie a fluorescence ratiométrique. Le pH lysosomal a été déterminé dans des cellules témoins et des cellules

exprimant Arl8b. (a) Barres d’échelle : 10 um. (b) Les barres d’erreur représentent le SEM (standard errors of the mean, n = 30
et 39 cellules).1%9

Le Na* est le cation le plus abondant dans le lysosome?*2, Son réle principal est le maintien du potentiel

de membrane de la membrane lysosomale!®?,

Les ions métalliques tels que Fe*, Fe?*, Zn?* et Cu?* peuvent étre relargués par le lysosome par
protéolyse, endocytose ou phagocytose de métalloprotéines!'®. La régulation de la prolifération

cellulaire par I'activité lysosomale nécessite I’lhoméostasie du fer intra-lysosomal®*®.

c) Sites de contact entre lysosomes et autres organelles

Les lysosomes forment des points de contact membranaire (membrane contact sites, MCS) avec
d’autres organelles (réticulum endoplasmique, mitochondrie, peroxysome...) permettant le transfert
d’information, le partage de métabolites et de faciliter ’homéostasie ionique!®. Cette communication

inter-organelle impacte de maniere fondamentale la fonction lysosomale et 'homéostasie cellulaire.

En voici quelques exemples.

- Lysosome-RE

Les MCS entre les lysosomes et le réticulum endoplasmique sont impliqués dans la signalisation

calcique, le trafic endosomal, la maturation des EE en endo-lysosome et la biogenése du lysosome et

la position des lysosomes!®1'7 (Figure 17).
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Les MCS entre les lysosomes et le RE permet le transfert du cholestérol libéré au sein du lysosome par
I'hydrolyse des esters de cholestérols-LDL vers le REX®. Un cholestérol cellulaire bas favorise la
formation de MCS lysosome-RE. Ceci entraine la perturbation de l'interaction dynéine-dynactine
lysosomale et I'accumulation des LE a la périphérie de la cellule!'’. A I'inverse, une augmentation du
cholestérol intracellulaire inhibe la formation de MCS lysosome-RE et permet la mobilisation des

lysosomes vers le centre de la cellule.

La libération de Ca* lysosomal entraine la libération de Ca?" par le RE. Il existe une régulation

E119,120

bidirectionnelle de la signalisation calcique entre le lysosome et le R

Figure 17. Sites de contact entre lysosome et réticulum endoplasmique.

Microscopie électronique. Les sites de contact membranaires indiqués par des fléches noires. Les fleches blanches indiquent
les fibres reliant les membranes opposées et les pointes de fleche les régions d’apposition de membranes. Barre d’échelle :
200 nm. 116

- Lysosome-mitochondrie

Environ 15% des lysosomes forment un MCS avec des mitochondries?!. La formation de MCS stables

est induite par la protéine Rab7 liée au GTP. De la méme maniere, I’"hydrolyse de Rab-GTP entraine le
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découplage de la mitochondrie et du lysosome!??, La formation de MCS est indépendante du processus

de mitophagie!?! (Figure 18).

La fonction lysosomale ainsi que le calcium lysosomal sont des éléments essentiels de la régulation et
de ’homéostasie de la mitochondrie'??124, Le canal TRPMLL situé sur la membrane du lysosome, libére
du calcium en réponse a I'augmentation des ROS mitochondriales. Afin d’éliminer les ROS et les
mitochondries endommagées, la biogenese des lysosomes ainsi que I'autophagie sont accrues par
I'activation de la calcineurine dépendante des ROS et par la translocation nucléaire de TFEB

(Transcription Factor EB) qui s’ensuit?* (voir IV.3).

Mitochondria  Lysosome Merg

Figure 18. Colorant complexe d'iridium(lll) pour le suivi des contacts mitochondrie-lysosome.
Barre d’échelle : 1 um.121

d) La fission lysosomale

La fission des lysosomes est cruciale pour maintenir des niveaux stables de nombre et de taille de
lysosomes'?. La fission du lysosome implique des événements de vésiculation, de tubulation et de «

kiss-and-run »*2¢ (voir I1l.1.Biogenése du lysosome).

Pendant les périodes prolongées de déficit en nutriments, le déclin initial de la teneur en lysosomes
cellulaires se produit en méme temps que la formation d'autolysosomes (AL), suivi d'une
reconstitution de novo du pool lysosomal. Ce processus de formation de novo de lysosomes est appelé
reformation lysosomale autophagique (autophagic lysosomal reformation, ALR)'?’. Ainsi, un déficit
aigu en nutriments augmente la teneur en AL, tandis qu’un déficit chronique restaure le contingent de

lysosomes aux niveaux observés a I'état nourri'?,
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IV.  Les roles du lysosome : un régulateur de I’'homéostasie cellulaire

Les lysosomes recoivent et digerent le matériel généré par I'endocytose de petites molécules et des
protéines de surface, par la phagocytose de grands éléments tels que les corps apoptotiques et les
bactéries phagocytées, ou encore par lI'autophagie du contenu cytoplasmique, y compris les
mitochondries, réticulum endoplasmique et Ilysosomes endommagési?*133, Les organites
endommagés sont inclus dans I'autophagosome qui fusionne avec un lysosome, entrainant sa
dégradation et le recyclage de ses composés. Les produits de digestion sont exportés et réutilisés afin

de maintenir I’'homéostasie de la cellule.
En conséquence, les lysosomes ont longtemps été considérés comme |'usine de recyclage de la cellule.

Les lysosomes contiennent des enzymes luminales qui dégradent les macromolécules intracellulaires
et extracellulaires via I'autophagie®3*. Pour maintenir I'équilibre énergétique cellulaire et I'homéostasie
des organelles, I'autophagie (auto-digestion) dégrade une partie du cytoplasme et recycle les protéines
a demi-vie courte et longue, les agrégats de protéines, les mitochondries (mitophagie), les noyaux
(nucléophagie), le réticulum endoplasmique (réticulophagie), les gouttelettes lipidiques (lipophagie)
et les peroxysomes (pexophagie)”>!3>137 || est & noter que I'autophagie est la seule voie de dégradation
des protéines a demi-vie longue, non dégradées par le protéasome. Plusieurs types d'autophagie sont
décrits dans les cellules de mammiféres : (1) la macroautophagie, (2) la microautophagie impliquant la
pinocytose des régions cytosoliques aux abords les lysosomes, dégradant ainsi la cargaison cytosolique

et (3) I'autophagie médiée par les chaperonnes (chaperone-mediated autophagy, CMA) (Figure 19).

- Macroautophagie

La macroautophagie se produit dans un organite a double membrane dérivé du réticulum
endoplasmique, connu sous le nom d'autophagosome, qui permet la livraison en vrac de protéines et
de cargaison d'organites aux lysosomes pour la protéolyse. L'autophagie lysosomale joue également
un role important dans la dégradation des gouttelettes lipidiques via un processus appelé

« lipophagie »3%,

En plus de la lipophagie, la mitophagie assure le controle de la qualité des
mitochondries en dégradant les mitochondries dysfonctionnelles et en maintenant des mitochondries
fonctionnellement actives!®. Les mitochondries dysfonctionnelles qui sont incapables de gérer la
surcharge en ROS sont ciblées pour la mitophagie. Les lysosomes endommagés sont également soumis

a une réparation ou a une élimination, mais avec I'aide du complexe de tri dépendant de la machinerie
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ESCRT (ESCRT machinery-dependent sorting complex). Le processus de dégradation des lysosomes

endommagés via la macroautophagie sélective est appelé « lysophagie »'38139,

- Microautophagie

La microautophagie est un processus dans lequel l'invagination directe des lysosomes facilite la

dégradation intracellulaire de protéines et d'organelles.

- Autophagie médiée par les chaperonnes (CMA)

La CMA est initiée environ 10 heures apreés le jeline et, contrairement a la macroautophagie, favorise
la dégradation sélective des protéines!*®. CMA cible environ 35 % des protéines cytosoliques solubles
qui abritent un motif consensus KFERQ, (séquence d'acides aminés : lysine (K), phénylalanine (F), acide
glutamique (E), arginine (R) et glutamine (Q)), pour la dégradation lysosomale®. Les chaperonnes
cytosoliques, la protéine HSC70 (heat-shock cognate protein of 70kDa) et la protéine HSP90 (heat-
shock protein 90) reconnaissent le motif KFERQ et délivrent des protéines ciblées a la surface
lysosomale pour se lier 8 LAMP-2, Lors de la liaison a LAMP-2, la protéine substrat est dépliée,
transloquée et rapidement dégradée dans la lumiere lysosomale. Les protéines subissant une
dégradation par le CMA présentent divers réles dans une myriade de processus intracellulaires,
soulignant I'importance de la biogenése du lysosome dans le fonctionnement et le métabolisme

cellulaires.

a Macroautophagy Lysosome b Microautophagy and c CMA
endosomal microautophagy

Lys-HSC70
LAMP2A GFAP

O
@) @
e Cochaperones

In bulk ' %
HSC70

<
-

6@ KFERQ
HSCT0and Vg rrr0 g motif
motif Substrate

Substrate

Selective Selective

In bulk Selective

Figure 19. Voies de I'autophagie chez les mammifeéres.
CASA : chaperone-assisted selective autophagy ; GFAP : glial fibrillary acidic protein ; lys-HSC70: lysosomal HSC70 ; Ub :
ubiquitine. D’apres 142
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Les macromolécules a dégrader sont transportées via des vésicules sécrétrices via la voie de
I’endocytose, de l'autophagie ou de la phagocytose. La fusion entre LE et lysosomes a lieu
majoritairement dans la région du noyau. La fusion a lieu lorsque deux organelles forment un MCS sur

une distance d’environ 25 nm par le biais d’un processus d’attachement*,

Les lysosomes fusionnent également avec les autophagosomes, une étape critique dans la dégradation
des macromolécules via la formation d’autolysosomes!®*. Cette fusion nécessite un transport
coordonné des lysosomes et des autophagosomes vers la région péri-nucléaire, qui a lieu en I'absence

de nutriments disponibles par exemple, avec I'augmentation du pH intracellulaire®®4>,

Initialement, la fusion des autophagosomes et de I'endosome/lysosome tardif se produit pour générer
un organite hybride entierement mature. Cependant, plusieurs organites fusionnent fréquemment
pour échanger leur contenu au cours d’événements « kiss and run », bien qu'il s'agisse de vésicules

séparées 1%,

Plus récemment, les nombreuses fonctions du lysosome, au-dela de sa fonction de dégradation, ont
été reconnues!®. C'est une structure dynamique qui joue un réle important dans I'homéostasie
cellulaire et I'adaptation, le développement et le vieillissement?1%7 || constitue un hub de signalisation
et est essentiel pour la détection et I'homéostasie de I'énergie et des acides aminés ainsi que pour la
régulation de I'autophagie®®'*10, Les lysosomes interagissent avec d’autres organites tel que le
réticulum endoplasmique et les mitochondries, interactions nécessaires pour un maintien mutuel de

I’homéostasie et sont impliqués dans la sécrétion et la réparation de la membrane plasmique!®®123152,

Ainsi, le lysosome est maintenant reconnu comme un véritable hub métabolique, avec de fonctions

multiples et un réle dans de nombreux processus cellulaires (Figure 20) :
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Figure 20. Les fonctions multiples du lysosome. D’apres 107

La détection lysosomale des nutriments

Le lysosome est le principal médiateur du catabolisme cellulaire et joue donc un réle central dans
|'adaptation métabolique de la cellule. Comme vu précédemment, la détection lysosomale des
nutriments est médiée par mTORC1, un régulateur clé des voies de biosynthese cellulaire, qui s'associe

dynamiquement aux lysosomes®>*1>3,

La signalisation calcigue lysosomale

Le Ca®* lysosomal régule le trafic des membranes endocytaires, I'autophagie et la réparation des
membranes endommagées (voir ci-dessus) en déclenchant la fusion lysosomale avec d'autres
structures cellulaires telles que les endosomes, les autophagosomes et la membrane plasmique®®**>,
L'homéostasie du Ca?** est importante pour l'acidification lysosomale requise pour l'activité

d'hydrolyse!!,

Les canaux Ca?* lysosomaux répondent a de multiples stimuli tels que I'ATP, le NADP, les
phospholipides et la sphingosine : leur activité et les réponses de signalisation calciques sont modulées
en fonction des conditions cellulaires. Par exemple, TRPML1 (ou mucolipine 1) peut étre activé par un
manque de nutriments, par les ROS et par le phosphatidylinositol 3,5-biphosphate, reliant la

signalisation calcique lysosomale aux processus de signalisation intracellulaire?*156-1%8,
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La mort cellulaire dépendante des lysosomes

Les dommages infligés au lysosome, comme en cas d'infection, induisent une perméabilisation ou une
rupture de la membrane lysosomale, entrainant la fuite de cathepsines et conduisant a un type de
mort cellulaire appelée mort cellulaire dépendante du lysosome (lysosome-dependent cell death)**.
Elle peut prendre la forme d'apoptose, de nécroptose ou d'autres formes de morts cellulaires. Pour
empécher l'activation des voies de la mort cellulaire, les lysosomes endommagés peuvent étre
éliminés ou réparés par un processus appelé réponse aux dommages endolysosomaux (endolysosomal
damage response)'®%1®1, L'élimination et le recyclage des lysosomes endommagés se font par la voie

d'autophagie sélective appelée « lysophagie »*32.

La détection de cargaison autophagique et réponse pro-inflammatoire

Les lysosomes détectent non seulement les nutriments et les métabolites, mais reconnaissent
également les acides nucléiques. Les récepteurs de type Toll (TLR), un groupe de protéines que I'on
trouve principalement dans les macrophages et les cellules dendritiques, jouent un role crucial dans
ce processus®®®2, Les TLR peuvent identifier des patterns spécifiques associés a des agents
pathogénes, initiant la réponse immunitaire innée. Parmi les 13 membres de la famille TLR, TLR3,
TLR7/8 et TLR9 proviennent des endolysosomes. L'activation de ces récepteurs par les acides
nucléiques microbiens déclenche des voies de signalisation qui impliquent divers adaptateurs,
conduisant au déplacement de certains facteurs de transcription (facteur nucléaire-kB, ou NF-kB, ou
facteurs régulateurs de l'interféron) vers le noyau. Ceux-ci, a leur tour, stimulent la production de

cytokines inflammatoires et d'interféronsés,

L’exocytose lysosomale (fusion des lysosomes avec la membrane plasmique)

Les lysosomes régulent également les vésicules sécrétoires par I'exocytose des lysosomes. L'exocytose
du lysosome implique deux étapes principales : (1) le déplacement du lysosome vers la périphérie
cellulaire pour la fusion avec la membrane plasmique et (2) I'exocytose du contenu luminal du
lysosome dans le milieu extracellulaire. L'exocytose lysosomale est primordiale pour divers processus
physiologiques cellulaires tels que la réparation des membranes plasmiques (PMR), la réponse
immunitaire, la résorption osseuse et la signalisation cellulaire'®. L'intégrité des membranes
plasmiques est perdue lors d'une lésion, ce qui entraine un échange illimité de composants intra- et
extra-cellulaires déclenchant la mort cellulaire ; ainsi, la réparation des membranes plasmiques est

cruciale pour le maintien de I'noméostasie cellulaire.
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Lors d'une lésion de la membrane plasmique la cellule est capable de détecter les augmentations de
concentration de Ca?" intracellulaire qui peuvent étre liées a un efflux de calcium extracellulaire suite
a une lésion de la membrane plasmique. La cellule réagit alors en déclenchant une exocytose
lysosomale®. En effet, le calcium cytosolique favorise la fusion du lysosome avec la membrane
plasmique. Les protéines du cytosquelette et les protéines motrices induisent un trafic de lysosomes a
la périphérie cellulaire vers les membranes endommagées ol les lysosomes fusionnent avec la
membrane plasmique et vident leur contenu dans l'espace extracellulaire. Suite a la fusion
membranaire, l|'exocytose provoque l'efflux de la sphingomyélinase acide qui convertit Ia
sphingomyéline de la membrane plasmique en céramide®®®. Cela se traduit par une courbure de la
membrane plasmique vers l'intérieur de la cellule, facilitant I'endocytose. L’endocytose permet alors

d’éliminer la zone endommagée et la « cicatrisation » de la membrane cellulaire!®®!®’ (Figure 21).

fsphingomyelin
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Figure 21. Modéle de réparation de la membrane plasmique par la sphingomyélinase acide sécrétée.

Le Ca?* extracellulaire pénétre dans les cellules en cas de lésion de la membrane plasmique (en rouge des pores formés par
I'insertion d’une toxine bactérienne). L'élévation de la concentration intracellulaire de Ca®* déclenche Il'exocytose des
lysosomes. La sphingomyélinase acide est acheminée vers le feuillet externe de la membrane plasmique, ou elle convertit la
sphingomyéline en céramide. Le céramide s'auto-associe en microdomaines qui bourgeonnent dans les cellules, générant des
endosomes qui internalisent les Iésions et referment la membrane plasmique.166

3. L’adaptation lysosomale

Le métabolisme énergétique cellulaire est influencé par des signaux environnementaux. Le lysosome
doit adapter sa fonction pour maintenir I'homéostasie dans différentes conditions environnementales.
Pour comprendre comment la cellule régule I'ensemble du lysosome, les chercheurs ont identifié un

réseau de génes transcriptionnels appelé « CLEAR » (coordinated lysosomal expression and regulation,
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expression et régulation lysosomales coordonnées) a I'aide d’approches in silico. Ce réseau comprend
des génes impliqués dans la fonction lysosomale et I'autophagie. Le facteur nucléaire TFEB est le maitre
régulateur de ce réseau. TFEB et le réseau CLEAR permettent de controler globalement la fonction

lysosomale et I'autophagie®®1%,

Le TFEB controle l'autophagie et la fonction lysosomale en régulant les genes impliqués dans
différentes étapes de la formation de I'autophagosome, de la fusion autophagosome-lysosome et des
voies de dégradation lysosomale!®®17° || supervise des processus tels que l'acidification lysosomale,

170171 |'exocytose et le positionnement des lysosomes®®179172 TEEB agit

I'homéostasie du calcium
comme un régulateur central du flux autophagique en gérant la livraison de la cargaison et la

dégradation du substrat.

TFEB et d'autres membres de la méme famille de protéines tels que TFE3 régulent également d'autres
processus cellulaires, notamment I’'UPR (unfolded protein response), I'endocytose et la différenciation

des cellules souches®”.

Dans des conditions normales, TFEB est principalement situé dans le cytoplasme et est transloqué vers
le noyau en cas de manque de nutriments'®%, Sa localisation subcellulaire est influencée par diverses

conditions telles que les infections, I'inflammation, le stress oxydatif, le stress du RE et les Iésions

56,174-177

mitochondriales MTORC1 qui est une kinase est le régisseur principal de I'état de

phosphorylation de TFEB (phosphorylation de résidus spécifiques de sérine). Cette phosphorylation
joue un rdle clé dans la régulation de la localisation subcellulaire du facteur de transcription!’® (

22).

Figure

La stabilité de TFEB est régulée par I'ubiquitine ligase E3 dépendante du chaperon STUB1, qui cible

TFEB phosphorylé pour sa dégradation par la voie ubiquitine-protéasome?’®,

D'autres régulateurs transcriptionnels de la biogenese des lysosomes ont été décrits, tels que BRD4,
STAT3 et une arginine méthyltransférase associée a un coactivateur de protéine régulé par I'AMPK

(CARM1)180_182.
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Figure 22. Régulation dépendante du lysosome de la physiologie cellulaire en réponse aux nutriments.

a) Lorsque les niveaux de nutriments et les signaux des facteurs de croissance sont faibles, mTORCI est inhibé. En conséquence,
l'autophagie cellulaire augmente et les voies anaboliques (tel que la lipogenése dépendante de la protéine de liaison des
éléments régulateurs des stérols (SREBP)) sont inhibées. TFEB se déplace vers le noyau, se lie aux régions promotrices du
réseau CLEAR et activent les génes contrélant I'autophagie, la biogenese des lysosomes et le catabolisme des lipides,
permettant I'adaptation aux conditions pauvres en nutriments et le maintien des cellules souches. b) En présence de hauts
niveaux de nutriments et de signaux de facteurs de croissance, mTORCI1 phosphoryle la famille de facteurs de transcription
MIT/TFE (dont TFEB fait partie), favorisant leur exclusion du noyau (par I'association aux protéines 14-3-3). L'activité de
mTORC1 favorise également la traduction, la synthése des lipides et la production d'énergie afin d'augmenter le
renouvellement et la différenciation des muscles, de I'épithélium et du systeme immunitaire. En outre, la phosphorylation du
récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes-y (PPAR-y) dépendante de mTORC1 favorise la différenciation des
adipocytes.183

V. Techniques d’études du lysosome

De nombreuses méthodes d’analyse du lysosome — de sa morphologie, son positionnement, sa motilité
et sa fonction — ont été développées. Celle-ci sont principalement utilisées dans le cadre de la
recherche. Dans le cadre du diagnostic des maladies lysosomales, les techniques d’analyse du
fonctionnement du lysosome, avec principalement les dosages d’activité enzymatique, sont mises a
contribution. De récentes techniques d’isolation des lysosomes ont permis de caractériser I'ensemble
du lysosome grace aux techniques omiques (protéomique, lipidomique, etc.). Il ne s’agit alors plus

d’étudier une cellule, un tissu ou un milieu, mais de descendre a I’échelle de I'organite.

Voici quelques exemples des méthodes utilisées!® :
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1. Visualisation des lysosomes

- Par microscopie optique : par immunomarquage des protéines lysosomales ou utilisation de
cargaisons internalisées par endocytose

- Par microscopie électronique

2. Meéthodes d’étude du fonctionnement du lysosome

- Sites de contact lysosomal : par détection in situ des interactions protéiques par I'utilisation
d’anticorps primaires et secondaires ou approches biochimiques couplées a la microscopie
confocale

- pH des lysosomes : par l'utilisation de sondes acidotropes fluorescentes telles que le
LysoTracker

- Biogenese des lysosomes : augmentation du nombre de lysosomes évalué par Western blot
ou immunofluorescence, ou analyse de I'activité du TFEB par mesure de |'expression des genes
hébergeant des sites CLEAR dans leur promoteur par PCR quantitative

- Activité TFEB et mTORCL1 : par immunofluorescence, Western blot, PCR quantitative ou mesure
de la phosphorylation des cibles de mTORC1

- Positionnement des lysosomes : par mesure de la distance de chaque lysosome par rapport au
noyau ou calcul de la fraction de lysosomes totaux par région subcellulaire d'intérét

- Motilité des lysosomes : par marquage lysosomale combiné a I'expression d'un marqueur
fluorescent tel que le GFP, sous microscope a fluorescence

- Perméabilisation de la membrane lysosomale: en évaluant l'acidification des différents
compartiments ou par I'utilisation de marqueurs tels que la galectine 3 (GAL3)

- Analyse biochimique de l'activité des hydrolases acides lysosomales : par I'utilisation de
substrats naturels radiomarqués ou de_substrats 4-méthylumbelliférone (4-MU) synthétiques

- Exocytose des lysosomes : par détection des protéines membranaires lysosomales au niveau
de la membrane plasmique par cytométrie en flux ou microscopie a fluorescence, des enzymes
lysosomales libérées dans le milieu extracellulaire par Western blot ou par microscopie

électronique

3. Méthodes d’isolement des lysosomes

Les fractions enrichies en lysosomes peuvent étre obtenues par des méthodes basées sur des milieux
a gradient de densité ou par décalage de densité, ou encore par immunopurification des lysosomes

(protocole LysolP).
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Conclusion

Le lysosome est encore souvent considéré comme un organite avec une fonction distincte de tri, de

sécrétion et de protéolyse ; c’est I'usine de recyclage de la cellule.

Mais de récentes découvertes ont révolutionné la vision du lysosome : d’un organite assurant
I’élimination et le recyclage des déchets cellulaire, il est un devenu une structure dynamique ayant un
role de médiateur dans I'adaptation du métabolisme cellulaire aux signaux environnementaux grace
aux processus de biogenése et d’autophagie, ainsi qu’a leur capacité de détection des nutriments
mTOR1-médiée et la régulation transcriptionnelle des fonctions lysosomales. Les courants ioniques
lysosomaux participent a la signalisation cellulaire, I’exocytose et la réparation des membranes (Figure

23).

Les dysfonctionnements lysosomaux (déficits enzymatiques, déficits de transporteurs, déficits de
protéines impliquées dans la biogénése du lysosome) entrainent un large éventail de
dysfonctionnements cellulaires. La caractéristique cellulaire la plus marquante de I'atteinte du
lysosome est I'accumulation de substrat que les lysosomes ne sont pas en mesure de décomposer. Les
conséquences sont connues sous le nom de maladies de surcharge lysosomale. Au fur et a mesure que
les fonctions du lysosome ont été déterminées et que les maladies lysosomales ont été considérées
comme des pathologies plus complexes, le terme de « surcharge » est devenu obsoléte et la

dénomination préférée est désormais simplement « maladies lysosomales ».

L'altération de la fonction lysosomale est également a |'origine de maladies neurodégénératives, de

cancers, de maladies cardiovasculaires et de troubles métaboliques®>18,

Des approches systémiques telles que la transcriptomique, la métabolomique et la protéomique, ainsi
gue l'imagerie dans diverses cellules et organismes, ont permis et permettront de mieux comprendre
les processus impliqués dans le maintien de la fonction des lysosomes et les conséquences d’'un

éventuel dysfonctionnement.
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CHAPITRE Il : Les maladies lysosomales

|.  Histoire des maladies lysosomales

La premiére description d’une maladie lysosomale a été celle de la maladie de Tay-Sachs en 1881. Pres
d’un siecle plus tard, en 1963, Henri G. Hers mit en évidence une a-glucosidase acide capable
d’hydrolyser le glycogeéne, enzyme déficiente dans la glycogénose de type Il (maladie de Pompe), une
maladie héréditaire sévere caractérisée par des dépots de glycogéne anormal dans un certain nombre
de tissus'®®. Cette enzyme a rapidement été identifiée comme une enzyme lysosomale!®?. Hers proposa
que les molécules de glycogéne sont internalisées par autophagie et sont dégradées dans le lysosome
par la glucosidase, et que lors d’un déficit de I'enzyme, les dépots de glycogene sont localisés dans les
lysosomes. Ceci sera confirmé plus tard morphologiquement!®. Hers généralisa cette interprétation
au concept de « maladie innée du lysosome » (inborn lysosomal disease) qu’il a défini comme le déficit
génétique d’une enzyme lysosomale entrainant I'accumulation intralysosomale des composants
normalement dégradés par cette enzyme®3, Ce concept jeta une lumiére unificatrice sur une variété
de mucopolysaccharidoses et de lipidoses dont les mécanismes sous-jacents étaient encore inconnus.

Huit ans plus tard sera publié Lysosomes and Storage Diseases!®*.

Entre les années 1970 et 1990, la recherche dans ce domaine s'est concentrée sur la voie du récepteur
du mannose-6-phosphate et sur les mécanismes qui sous-tendent le tri des enzymes lysosomales, sur
I'identification des bases moléculaires des maladies lysosomales et sur le développement d'outils et
de stratégies pour étudier la biologie lysosomale!®. Les premiéres tentatives de traitement de ces
troubles par enzymothérapie substitutive ont débuté dans les années 1990. Les recherches actuelles
se concentrent sur le role des lysosomes en tant que plateforme de signalisation contrélant le

métabolisme cellulaire et sur le développement de nouvelles approches thérapeutiques (Figure 24).
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Figure 24. L'évolution des connaissances sur les ML.1%>

[I.  Définition et classification

1. Définition

Les maladies lysosomales (ML) sont des maladies héréditaires du métabolisme affectant la fonction du
lysosome. Les ML sont un groupe de 70 maladies génétiques du catabolisme lysosomal dont la plupart
sont de transmission autosomique récessive. Les ML sont des maladies génétiquement et cliniquement
hétérogénes avec un délai diagnostique souvent important. La compréhension de la physiopathologie
des ML a connu des avancées majeures permettant d’identifier de nouveaux biomarqueurs et de

nouvelles cibles thérapeutiques.
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a) Incidence et prévalence

En tant que groupe de pathologies, les ML ont une incidence estimée entre 1/5000 et 1/5500 ; mais
prises individuellement, les ML sont rares avec des incidences estimées allant de 1 sur 50 000 a moins
de 1 sur 1000 000 naissances vivantes pour certaines!®®. Ces incidences peuvent augmenter de

maniére significative dans certaines populations a cause d’effets fondateurs'®’**° (Tableau 3).

Tableau 3. Augmentation de l'incidence des ML dans des populations spécifiques. D’aprés 2%

Disorder Region or population Incidence (per
100,000 individuals)

Gaucher disease type | Ashkenazi Jews 100
Tay—Sachs disease (infantile) Ashkenazi Jews 25
Niemann—Pick disease type A Ashkenazi Jews 2.5

GM1 gangliosidosis Rudari isolate 10
Metachromatic leukodystrophy Western Navajo Nation 40

Pompe disease The Netherlands 2.5

Cystinosis Brittany 3.8

Salla disease Finland or Sweden 2.5
Aspartylglucosaminuria Finland 54
Niemann—Pick disease type C Nova Scotia (French Acadian) | 100

Fabry disease Nova Scotia 9.3
Hermansky—Pudlak (types 1 and 3) | Puerto Rico 56

b) Effet de la survie et du traitement

La prévalence est déterminée par l'incidence et la survie moyenne des patients. L’avénement de
thérapies spécifiques et I'amélioration des soins de support ont augmenté la survie des patients — du
moins dans les pays avec un systéme de santé couvrant ces pathologies — et pourraient augmenter la

prévalence de ces maladies a I'avenir.

Cependant, a mesure que les traitements permettent d’allonger la durée de vie des patients, des

« phénotypes secondaires » apparaissent, démasquant des atteintes liées a la pathologie qui n’avaient
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pas le temps de se mettre en place du fait du décés précoce du patient. Ces complications

supplémentaires pourraient nécessiter des interventions thérapeutiques supplémentaires®.

lll.  Mécanismes, physiopathologie

Les variants pathogenes dans les génes codant les protéines lysosomales, y compris les hydrolases
acides lysosomales, les protéines de la membrane lysosomale, les transporteurs, les activateurs
enzymatiques ou co-facteurs, sont responsables des maladies lysosomales. Ces variants entrainent un
traitement et une dégradation aberrants des substrats, une altération du transport des lipides et des
métabolites et une accumulation primaire progressive de macromolécules non dégradées ou
partiellement dégradées a l'intérieur des lysosomes. Les tissus impliqués dans la pathologie vont
dépendre, au moins en partie, de la répartition du substrat accumulé. Ainsi, dans les sphingolipidoses
par exemple, certaines populations neuronales sont épargnées du fait de la répartition inégale des

glycosphingolipides dans le systeme nerveux central.

En raison de leur réle dans la clairance des débris cellulaires phagocytés, des cellules apoptotiques ou
nécrotiques, des microorganismes et de leurs propres capacités de synthése, les monocytes circulants
et les macrophages tissulaires sont affectées au premier plan dans la plupart des maladies lysosomales.
Ces cellules jouent un rdle central dans les réponses immunitaires et les processus inflammatoires.
L'accumulation de macromolécules dans les macrophages déclenche une inflammation qui contribue

activement a la progression de la maladie??%2%2,

La surcharge de substrats a l'intérieur des lysosomes peut initier une cascade d'effets secondaires,
conduisant a terme a des dommages cellulaires irréversibles, puis a la mort cellulaire avec comme

conséquence des atteintes d’organes.

S’il existe un large éventail de macromolécules accumulées dans les différentes ML, il est tout de méme
possible d’identifier plusieurs voies communes dérégulées : le transport et la dégradation cellulaires
(autophagie, endocytose, phagocytose, exocytose lysosomale), I'homéostasie calcique, le stress
oxydatif, les réponses immunitaires inflammatoires et innées et les voies de mort cellulaire (apoptose,

nécroptose)?®,
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IV.  Diagnostic, dépistage et prévention

Comme mentionné précédemment, la grande majorité des ML est héritée de maniére autosomique
récessive. Les exceptions a ce schéma héréditaire comprennent la mucopolysaccharidose de type Il
(MPS 11, récessive liée a I'X), la céroide lipofuscinose de type 4 (CLN4, formes dominantes et récessives),

la maladie de Fabry et la maladie de Danon (liées a I'X).

Les différentes maladies lysosomales, leur age d’apparition, la protéine impliquée, les principaux

symptoémes et thérapies disponibles sont décrits dans le Tableau 5 en fin de chapitre.

Les ML peuvent étre classées en fonction du type de protéine impliquée et en fonction du substrat

accumulé :

- Déficits enzymatiques
- Sphingolipidoses
- Mucopolysaccharidoses
- Glycogénoses
- Glycoprotéinoses
- Maladies de surcharge lipidique
- Défauts de modification post-traductionnelle
- Troubles des protéines membranaires intégrales
- Céroides lipofuscinoses neuronales

- Troubles des LRO (lysosome-related organelles)

Ce sont des pathologies avec une grande hétérogénéité génétique et phénotypique (Figure 25).
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Figure 25. Organes affectés dans les maladies lysosomales.

Malgré une implication neurologique importante dans de nombreuses ML, I'atteinte de plusieurs autres organes est fréquente.
Les cases bleues se rapportent a des organes spécifiques, tandis que les cases jaunes refléetent des symptémes qui ne sont pas
spécifiques a un organe.?%

2. Diagnostic

Le diagnostic de la plupart des ML est simple lorsqu’elles sont suspectées sur la base de la présentation
clinique. Cependant, le diagnostic de ML n’est souvent pas suspecté cliniquement du fait de la non-
spécificité des symptdmes, notamment chez I'adulte, et/ou de leur rareté. Une stagnation et/ou une
régression des acquisitions aprés une période de développement psychomoteur chez un enfant entre

6 mois et 10 ans doivent faire évoquer une maladie lysosomale et un bilan spécialisé devrait étre initié.

En fonction de I'orientation clinique, le bilan initial peut comporter un phénotypage biochimique a la
recherche notamment du substrat accumulé (glycosaminoglycanes urinaires dans les
mucopolysaccharidoses par exemple) ou d’autres biomarqueurs associés aux ML et/ou des dosages
enzymatiques, sur leucocytes ou taches de sang séché. L’analyse moléculaire des genes impliqués dans

les ML permettra de confirmer une pathologie détectée par le bilan biochimique ou permettra d’élargir
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le champ d’investigation aux maladies sans test biochimique. Ce schéma diagnostic habituel est parfois
considéré comme peu efficient car séquentiel et certaines équipes tendent vers une approche
moléculaire d’emblée avec un bilan biochimique secondaire permettant de confirmer ou d’aider a
I'interprétation les résultats de la génétique. Les nouvelles technologies permettent la recherche de

nouveaux biomarqueurs et une caractérisation plus fine de la pathologie (Figure 26).

Un diagnostic rapide est primordial : si de nombreuses ML disposent d’un traitement spécifique, celui-

ci n’est souvent efficace que lorsqu’il est initié tot dans le cours de la maladie.
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Figure 26. Nouvelles technologies pour étudier les ML.

De nouvelles technologies, dans la plupart des cas basées sur des techniques a haut débit combinées a ['analyse
bioinformatique, ont été exploitées pour le bilan diagnostique chez les patients suspects de ML, pour l'identification de
nouveaux génes liés a des pathologies, pour la recherche de biomarqueurs de la maladie, pour la caractérisation de la biologie
des lysosomes et des mécanismes de la maladie, ainsi que pour l'identification et la validation de nouvelles cibles
thérapeutiques.t?>

3. Dépistage et prévention

a) Dépistage des porteurs

Dans certaines populations, la fréquence des porteurs pour certaines ML est particulierement élevée
du fait d’'un effet fondateur ou d’un effet bottleneck avec comme conséquence une incidence élevée
de la pathologie (voir Tableau 3 ci-dessus). Un dépistage des porteurs de certaines de ces maladies est

organisé. On peut citer comme exemples la maladie de Tay-Sachs chez les juifs ashkénazes aux Etats-
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Unis ou encore I'aspartylglucosaminurie en Finlande2°#2%, Ces programmes permettent d’informer les
couples sur leur risque d’avoir un enfant atteint et de leur proposer un recours aux techniques de

procréation médicalement assistée (PMA) ou encore au diagnostic prénatal.

b) Dépistage néonatal

L'objectif du dépistage néonatal est de diagnostiquer des pathologies mettant en jeu le pronostic vital
ou fonctionnel d’'un enfant avant que celles-ci ne soient symptomatiques, et ainsi d’améliorer la santé
globale d’une population. En effet, la surveillance et la prise en charge de patients dépistés tot
permettent de mettre en place précocement les traitements spécifiques et les soins de support et
d’améliorer la qualité de vie. Il nécessite non seulement un test de détection fiable, mais également
une éducation parentale, un suivi clinique et des traitements disponibles pour tous les nouveau-nés
positifs. Si certaines maladies font consensus en termes de dépistage néonatal, d’autres sont
débattues et la liste des maladies dépistées varient de maniére significative d’un pays a un autre. En
raison de I'aveénement de traitements efficaces et de techniques haut débit par spectrométrie de
masse pour la recherche de déficits enzymatiques, le dépistage néonatal des maladies lysosomales
commence a se mettre en place dans le monde. A Taiwan, la maladie de Fabry et de la maladie de
Pompe sont intégrées au dépistage néonatal national®®2’, Aux Etats-Unis, la maladie de Pompe et les
mucopolysaccharidoses de type | et Il sont incluses dans le panel minimum recommandé (voir 2). Dans
certains Etats, des ML additionnelles sont dépistées : les maladies de Fabry, Gaucher et Krabbe en
Pennsylvanie; Fabry, Gaucher, Krabbe et Niemann-Pick type A/B dans [Illlinois

(https://newbornscreening.hrsa.gov/your-state). En Europe, la mucopolysaccharidose de type 1 a été

incluse dans le programme de dépistage national néerlandais en 2021, les maladies de Pompe, Fabry,
Gaucher et la MPSI sont dépistées dans certaines régions italiennes, et des études pilotes ont été
réalisées ou sont en cours, notamment en Normandie pour 13 maladies lysosomales

(NCT04393701)20820,

Cependant, le développement de nouvelles analyses est nécessaire. En effet, certains variants bénins,
parfois fréquents, entrainent un pseudo-déficit enzymatique avec une diminution de I'activité in vitro

et un taux de faux-positif important?%211,
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c) Diagnostic prénatal et prévention

Dans les familles ayant déja un enfant atteint d’'une maladie lysosomale avec un diagnostic moléculaire
confirmé, un diagnostic prénatal peut étre proposé, ainsi que, comme pour le dépistage des porteurs,

un recours a la PMA, notamment le diagnostic pré-implantatoire.

V.  Prise en charge

Un certain nombre de maladies lysosomales disposent d’un ou plusieurs traitements spécifiques. Ces
traitements sont principalement des enzymothérapies substitutives, des molécules chaperonnes et

des thérapies de réduction de substrat.

L'enzymothérapie substitutive (ERT) est basée sur la capacité des cellules a absorber des
macromolécules, comme les enzymes, par endocytose médiée par les récepteurs et qui peuvent étre
adressées au lysosome par fusion endosome-lysosome?!?. Ceci est rendu possible par des
modifications équivalentes aux modifications post-traductionnelles de I'enzyme recombinante

produite, par ajout de résidus glucidiques notamment (Figure 27).
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Figure 27. Correction croisée des enzymes lysosomales.?!3

Les enzymes lysosomales marquées au MG6P (cercles rouges) peuvent étre sécrétées et endocytées par les cellules
environnantes grdce aux M6PR exprimés a la membrane plasmique. C’est sur ce principe (« cross-correction ») que reposent
les traitements par enzymothérapie substitutive, par transplantation de cellules souches hématopoiétiques et par thérapie
génique dans les maladies lysosomales. Sa découverte est le fruit du hasard et d’une erreur de laboratoire avec la correction
du phénotype de cellules de patients Hurler (MPSI) et Hunter (MPSIl) mélangées par erreur?*.

Si ces ERT sont tres efficaces dans certaines pathologies et sur certains symptomes, permettant de
modifier le pronostic fonctionnel, voire vital, des patients et d’améliorer leur qualité de vie, elles

présentent de nombreuses limites :

- Tous les organes ne sont pas accessibles a I'enzyme recombinante : les atteintes squelettiques,
oculaires et cardiovasculaires n’y sont pas ou peu sensibles, de méme que le systéme nerveux
central, I'enzyme ne traversant pas la barriere hémato-encéphalique. Pour certaines maladies avec
expression neurologique, des méthodes d’administration intracérébroventriculaire ou
intrathécale peuvent étre proposées, comme c’est le cas pour le CLN2%!* (Tableau 4).

- L’enzyme a une demi-vie courte et doit étre administrée a intervalle régulier (hebdomadaire,
bihebdomadaire ou mensuelle), au cours de perfusions souvent longues (plusieurs heures). Les
contraintes peuvent étre réduites dans certains cas par une administration au domicile du patient.
Mais I'ERT reste un traitement lourd et n’est pas adapté aux patients avec troubles du

comportement.
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- Chez les patients dont les variants entrainent une absence de protéine produite, la production
d’anticorps dirigés contre I'enzyme peut réduire |'efficacité du traitement et provoquer des effets
indésirables, notamment I"anaphylaxie?*®.

- Cest un traitement colteux, dont le prix augmente avec I'dge du patient, les doses administrées
étant dépendantes du poids?Y’. Il n’est donc pas disponible dans tous les pays et I'indication doit
étre discutée par des spécialistes de maniére collégiale. Il en va de méme pour la poursuite et

I'arrét du traitement.

Les thérapies de réduction de substrat (substrate reduction therapy, SRT) utilisent de petites molécules
pour inhiber la biosynthése des métabolites stockés ou bien favoriser leur élimination par d’autres
voies. Le miglustat par exemple, utilisé dans la maladie de Gaucher et la maladie de Niemann-Pick de
type Cinhibe I'activité de la glucosylcéramide (GlcCer) synthase, enzyme qui catalyse la premiére étape
de la biosynthése des glycosphingolipides?'®%1°, Les SRT sont administrées par voie orale et sont stables
a température ambiante et donc plus facile a conserver et a utiliser que les ERT. De plus, en raison de
leur petite taille, elles ne sont pas immunogénes et certaines peuvent traverser la barriere hémato-
encéphalique. L'apparition du bénéfice clinique est cependant plus longue que dans I'ERT et les
molécules de SRT ont des effets indésirables ou des complications liées au métabolisme des
médicaments. Ce sont également des traitements chers avec un accés limité. En principe, la SRT
pourrait étre développée pour toutes les ML mais est actuellement limitée aux glycosphingolipidoses

car les inhibiteurs biosynthétiques spécifiques a cette voie ont été les premiers identifiés.

De nombreux variants pathogenes dans les geénes codant pour les enzymes lysosomales entrainent une
anomalie de repliement de la protéine qui est alors instable ou avec une activité catalytique réduite?%,
Des inhibiteurs du site actif, a des doses sous-inhibitrices, peuvent stabiliser I'enzyme mutante,
prolongeant sa demi-vie et améliorant ses capacités catalytiques. Ces molécules chaperonnes sont
administrées par voie orale et certaines peuvent traverser la barriére hémato-encéphalique. Comme

pour les autres molécules, ce sont des traitements colteux.
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Tableau 4. Thérapies spécifiques approuvées pour les ML (liste non exhaustive). D’apres?%

Maladie

Type de
thérapie

Nom du médicament

Commentaires

Maladie de Gaucher

Enzymothérapie
substitutive

- Imiglucérase
- Velaglucérase alfa
- Taliglucérase alfa

L'ERT n'est efficace que pour la maladie
de Gaucher de type | (le phénotype non
neuropathique) et n'est pas efficace
pour les types Il et llI

(phénotypes neuropathiques)

Thérapie de
réduction de
substrat

- Miglustat
- Eliglustat

Efficace uniquement pour la maladie de
Gaucher non neuropathique

Maladie de Fabry

Enzymothérapie
substitutive

- Agalsidase beta
- Agalsidase alfa
- Pegunigalsidase

Les agalsidases alfa et beta ont la méme
composition en acides aminés mais une
glycosylation différente

alfa Pegunigalsidase alfa est une enzyme
d’origine végétale pégylée
Molécule Migalastat Efficace sur certains variants
chaperonne uniquement

Maladie de Pompe

Enzymothérapie
substitutive

Alpha alglucosidase

Inverse les anomalies cardiaques mais
pas les anomalies des muscles
squelettiques

MPS | (Hurler-Scheie | Enzymothérapie | Laronidase Efficace dans les formes atténuées mais

et Scheie) substitutive pas dans la forme sévére (Hurler)

MPS Il (Hunter) Enzymothérapie | -  Idursulfase Non efficace sur le SNC et les atteintes
substitutive - Idursulfase beta squelettiques

MPS IVA Enzymothérapie | Elosulfase Non efficace sur les atteintes

(Morquio A) substitutive squelettiques, bénéfice mis en question

MPS VI Enzymothérapie | Galsulfase L'efficacité est variable et dépend de la

(Maroteaux-Lamy)

substitutive

gravité de la maladie et de I'dge auquel
I'ERT a été commencée

MPS VII (Sly)

Enzymothérapie
substitutive

Vestronidase alfa

Approuvé pour une utilisation chez les
patients pédiatriques et adultes

Déficit en lipase
acide lysosomale
(maladie de
Wolman, CESD)

Enzymothérapie
substitutive

Sebelipase alfa

Réduction des anomalies lipidiques
multiples liées a la maladie

Lipofuscinose
céroide neuronale
infantile tardive de
type 2 (CLN2)

Enzyme
recombinante

Cerliponase alfa

Premier traitement disponible pour
toute forme de maladie de Batten ;
nécessite une administration
intracérébroventriculaire

Maladie de
Niemann-Pick de
type C

Thérapie de
réduction de
substrat

Miglustat

Premiére petite molécule agissant sur la
pathologie du SNC dans une ML

Certaines maladies lysosomales avec atteintes du systeme nerveux central sont accessibles a la greffe
de moelle osseuse. Le rationnel est que la greffe fournit une source durable de cellules dérivées de la
moelle osseuse, en particulier les cellules de la microglie, permettant de traiter les autres cellules du

systeme nerveux central grace a I'exocytose puis I'endocytose des enzymes reconnues par le M6PR.
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C'est notamment le traitement de référence chez les patients atteints de la forme sévére de
mucopolysaccharidose de type | (syndrome de Hurler) a condition que le diagnostic et la greffe soient
réalisés précocement??!. ’enzymothérapie peut alors étre utilisée comme traitement adjuvant, en
attendant la réalisation de la greffe. Cette approche est également utilisée dans la leucodystrophie
métachromatique et la maladie de Krabbe. Elle n’est cependant pas indiquée dans toutes les
pathologies avec atteintes du systeme nerveux central (SNC), avec la dégradation du phénotype

neurologique post-greffe dans certaines maladies comme I'aspartylglucosaminurie.

La plupart des ML ne peuvent pas étre traitées et sont prises en charge de maniére symptomatique
par une équipe pluridisciplinaire médicale et paramédicale. Ces soins de supports améliorent le confort

et la qualité de vie du patient et de sa famille.

Méme lorsqu’aucun traitement spécifique n’est disponible, un diagnostic précoce reste indispensable :
il permet de réduire I'errance diagnostique, de fournir un pronostic et une information aux parents sur
I’évolution de la maladie. Les parents peuvent également bénéficier du soutien des associations de
patients. Tous ces éléments permettent d’améliorer de maniére considérable la qualité de vie du

patient et de sa famille??%223,

D'importants progrées ont été réalisés dans la recherche sur les LD et de nombreux essais cliniques au
cours des deux derniéres décennies ont abouti au développement de thérapies approuvées par la FDA
et/ou I'EMA qui ont amélioré la qualité de vie et la survie des patients. Cependant, la majorité des ML
restent sans traitement efficace, en particulier ceux avec une atteinte du SNC. Ainsi, d'importants
efforts de recherche sont en cours pour développer de nouvelles générations de thérapies,

notamment ciblant efficacement le cerveau.

L'étude des ML a conduit a une bien meilleure compréhension de la biologie fondamentale des
lysosomes et a révélé que le lysosome est un centre de signalisation trés complexe en plus de son role
de centre catabolique et de recyclage de la cellule. L'intégration de la fonction lysosomale avec d'autres
aspects du métabolisme cellulaire détient probablement la clé de l'identification de nouvelles cibles

thérapeutiques (Figure 28).
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Figure 28. Les mécanismes impliqués dans la physiopathologie des ML.

L'accumulation de substrats non dégradés déclenche de multiples événements qui apparaissent aujourd'hui comme des
acteurs importants dans la pathogénése des ML. Ces événements comprennent le stockage de substrats secondaires non liés
a I'enzyme déficitaire, une composition anormale des membranes et la fusion et le trafic intracellulaire aberrants des vésicules
; l'altération de I'autophagie, la perturbation de I'homéostasie calcique et le dysfonctionnement mitochondrial et stress
oxydatif ; la dysrégulation des voies de signalisation et I'activation de I'inflammation (non représenté ici).1%>

a) Nouvelles approches thérapeutiques

De nouvelles approches thérapeutiques sont également en développement notamment dans I'espoir
de relever le défi du passage de la barriere hémato-encéphalique. Ces nouvelles approches

comprennent :

- Lastabilisation de I'enzyme :
- Les modificateurs de protéase qui exploitent la machinerie cellulaire afin de prolonger la
durée de vie des protéines mutantes et qui pourraient étre applicables a plusieurs ML?*
- Les oligonucléotides anti-sens (anti-sens oligonucleotides, ASO) avec une approche
similaire a la SRT
- La modification de I'expression du géne :
- Les STOP codon readthrough drugs qui permettent a la machinerie de traduction de
continuer a traduire I’ARN messager en polypeptide au-dela d’un codon STOP prématuré,
225

le remplagant par un acide aminé

- Lesthérapies géniques in vivo et ex vivo
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- Lestechniques d’édition du génome
- Lerepositionnement de médicaments déja existant??®

- Les traitements anti-inflammatoires

b) Les défis de la conception des essais cliniques

Les ML sont individuellement rares et pour beaucoup, leur histoire naturelle n'est pas bien
caractérisée. Les obstacles a I'approbation de nouvelles thérapies sont nombreux. La rareté des
pathologies entraine des difficultés quant au recrutement d’un nombre suffisant de patients afin
d’obtenir des conclusions statistiquement significatives. La conception d'un essai clinique avec la
détermination de critéres de jugement pertinents quant a I'efficacité du traitement pose également
qguestion. De plus, le délai entre |'apparition des symptémes et le diagnostic est souvent long, la
progression de la maladie est variable méme au sein d'un méme sous-type voire au sein d’'une méme
famille. Il est donc difficile de recruter des populations de patients homogénes et de différencier les

effets du traitement de I'évolution naturelle de la pathologie.

Les essais cliniques pour les maladies rares sont par définition de petite taille et souvent de faible
puissance, et ceci est aggravé par |I'hétérogénéité clinique. Les efforts pour améliorer la situation
comprennent la création de registres de patients, une sensibilisation accrue pour réduire le délai de
diagnostic et I'amélioration de la conception des essais cliniques lorsque cela est possible, en prenant
en compte également des critéres qualitatifs tels que 'amélioration de la qualité de vie des patients

et de leur famille.

Tableau 5. Maladies lysosomales et des organelles associées aux lysosomes

BLOC: biogenesis of lysosome-related organelles complex; CNS: central nervous system; CT: chaperone therapy, ER:
endoplasmic reticulum; ERT: enzyme replacement therapy ; GM1: GM1-ganglioside; HSCT: hematopoietic stem cell therapy;
INCL: infantile neuronal ceroid lipofuscinosis; ISSD: infantile sialic acid storage disease; LAMP1: lysosome-associated
membrane glycoprotein 1; LROs: lysosome-related organelles; N/A: not applicable; PARK9: Parkinson disease 9; SMT: small-
molecule therapy; SRT: substrate reduction therapy; S/S: symptomatic and supportive therapy. °Denotes enzyme deficiency
disorders. bDenotes diseases that involve the CNS. <Denotes disorders with severe and attenuated forms. Presenting signs and
symptoms taken from GeneReviews and Genetics Home Reference. D’aprés?%°
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Disease (gene) Onset Primary defect Presenting symptoms Approved
(Substrate/product) therapies
Sphingolipidoses ®
Fabry disease (GLA) Juvenile (males)  a-Galactosidase A » Acroparesthesias, gastroenteritis, ERT and CT
or adult (Globotriaosylceramide) nephropathy, angiokeratoma in a bathing suit
(females) or non- distribution; cerebrovascular disease, stroke,
classical adult corneal opacities (males): corneal verticillata,
(males) acroparesthesias, cerebrovascular disease
and stroke (females)
e Left ventricular hypertrophy,
cardiomyopathy and arrhythmia; proteinuria
or end-stage renal disease without other
classical symptoms; or cerebrovascular
disease with stroke or transient ischaemic
attacks. Left ventricular hypertrophy might be
the only manifestation in some cases
(males or females)
Farber lipogranulomatosis Juvenile Acid ceramidase (Ceramide) Polyarticular arthritis, joint contractures, S/S
(ASAH1) subcutaneous nodules, hoarse voice and
cherry-red macula
Gaucher disease: type |, type Juvenile to adult B Glucocerebrosidase, also known e Type |: hepatosplenomegaly, pancytopenia, ERT and SRT
II°, type 1lI° and perinatal lethal (type I), infantile  as B-glucosidase (Glucocerebroside bone disease, degenerative arthritis and (types |, Il
form® (GBA) (type 1), juvenile  and glucosylsphingosine) elevated risk of multiple myeloma (can also and Ill),
(type 1ll) and be asymptomatic) none
perinatal lethal ¢ Type lI: limited psychomotor development,  (perinatal
(perinatal lethal bulbar signs including stridor and swallowing  lethal form)

form)
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difficulty, stiffened opisthotonic posture,
spasticity and trismus, epilepsy

¢ Type lll: oculomotor apraxia, abnormal
horizontal saccadic eye movements and
myoclonic or generalized epilepsy



¢ Perinatal lethal form: hepatosplenomegaly,
pancytopenia, skin abnormalities and non-
immune hydrops fetalis

GM1 gangliosidosis: type I°,
type II° and type IlI° (GLB1)

Infantile (type 1),
late infantile to
juvenile (type 1)
and adult

(type IlI)

B-Galactosidase (GM1 ganglioside,
keratan sulfate and
oligosaccharides)

¢ Type I: hypotonia, developmental
regression by 6 months, seizures, cherry-red
macula and severe gross motor decline

¢ Type Il: dysarthria progressing to absent
speech, ataxia progressing to loss of
ambulation, progressive cognitive decline and
dysostosis multiplex (variable)

¢ Type lll: ataxia, dystonia, dysarthria and
parkinsonism

S/S

GM2 gangliosidosis, Tay—Sachs
disease® (HEXA)

Infantile, juvenile
and adult

B-Hexosaminidase (GM2
ganglioside, glycosphingolipids and
oligosaccharides)

¢ Infantile: hypotonia, developmental
regression before age 1 year, macrocephaly,
seizures and cherry-red macula

¢ Juvenile: progressive developmental
regression in early childhood, cerebellar
ataxia and dysarthria

e Adult: cerebellar ataxia and frequent falls
beginning in teens or twenties, dysarthria and
psychosis

S/S

GM2 gangliosidosis, Sandhoff
disease® (HEXB)

Infantile, juvenile
and adult

B-Hexosaminidase
(GM2 ganglioside, GA2 glycolipid
and oligosaccharides)

¢ Infantile: hypotonia, developmental
regression before age 1 year, macrocephaly,
seizures and cherry-red macula

¢ Juvenile: progressive developmental
regression in early childhood, cerebellar
ataxia, dysarthria and sensory neuropathy

¢ Adult: cerebellar ataxia and frequent falls
beginning in teens or twenties, dysarthria and
psychosis sensorineuropathy

S/S

GM2 gangliosidosis, GM2
activator deficiency® (GM2A)

Infantile

GM2 ganglioside activator (GM2
ganglioside and glycosphingolipids)
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Hypotonia, developmental regression,
macrocephaly, seizures and cherry-red
macula

S/S



Globoid cell leukodystrophy, Infantile and Galactosylceramidase ¢ Infantile: irritability, hypotonia, spasticity, HSCT
also known as Krabbe disease® juvenile (Galactocerebroside and feeding difficulties and psychomotor (infantile
(GALC) psychosine) regression onset) and
e Juvenile: variable onset and progression S/S
from childhood to adulthood, muscle
weakness, vision loss and intellectual
regression
Metachromatic Late infantile, Arylsulfatase A and prosaposin ¢ Late infantile: ataxia, weakness, loss of HSCT
leukodystrophy® (ARSA and juvenile and (Sulfatides) speech and cherry-red macula
PSAP) adult ¢ Juvenile: behavioural problems and
psychomotor regression
¢ Adult: behavioural problems, psychiatric
symptoms and cognitive decline
Niemann-Pick disease types A® Infantile (type A) Sphingomyelin phosphodiesterase e Infantile: hepatosplenomegaly, failure to S/S
and B (SMPD1) and juvenile (Sphingomyelin) thrive, psychomotor regression, interstitial
(type B) lung disease and cherry-red macula
¢ Juvenile: hepatosplenomegaly, recurrent
pulmonary infections, thrombocytopenia,
short stature and neurological impairment
Mucopolysaccharidoses *®
MPS I: Hurler syndrome®, Infantile (Hurler) a-L-lduronidase (Dermatan sulfate  Coarse facial features, hepatosplenomegaly, HSCT
Hurler-Scheie syndrome and and juvenile and heparan sulfate) hernias, corneal clouding, frequent otitis (Hurler) and
Scheie syndrome (IDUA) (Hurler-Scheie media, cognitive decline (except attenuated ERT (Hurler-
and Scheie) forms) and dysostosis multiplex Scheie and
Scheie)
MPS I, also known as Hunter Infantile, juvenile Iduronate 2-sulfatase (Dermatan Coarse facial features, hepatosplenomegaly, ERT
syndrome®< (IDS) (acute) and sulfate and heparan sulfate) dermal pebbling, frequent otitis media,
juvenile hernias, no corneal clouding, spinal stenosis
(attenuated) and dysostosis multiplex
MPS llIA, also known as Late infantile N-Sulfoglucosamine sulfohydrolase  Behavioural difficulties, sleep disturbance, S/S

Sanfilippo syndrome A" (SGSH)

(Heparan sulfate)

progressive intellectual disability, coarse
facial features, macrocephaly,
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hepatosplenomegaly, hernias and mild
dysostosis multiplex

MPS 1lIB, also known as Juvenile N-Acetyl-a-glucosaminidase Similar to MPS IlI1A S/S
Sanfilippo syndrome B¢ (Heparan sulfate)
(NAGLU)
MPS IIIC, also known as Juvenile Heparan-a-glucosaminide-N- Similar to MPS IlI1A S/S
Sanfilippo syndrome C"¢ acetyltransferase (Heparan sulfate)
(HGSNAT)
MPS IIID, also known as Juvenile N-acetylglucosamine-6-sulfatase Similar to MPS IlI1A S/S
Sanfilippo syndrome D" (GNS) (Heparan sulfate)
MPS IVA, also known as Late infantile N-acetylgalactosamine-6-sulfatase  Short stature, severe skeletal dysplasia, ERT
Morquio syndrome A (GALNS) (Keratan sulfate and chondroitin 6- hyperextensible joints, odontoid hypoplasia,
sulfate) corneal clouding and hernias

MPS IVB, also known as Late infantile and B-Galactosidase (Keratan sulfate) Similar to MPS IVA S/S
Morquio syndrome B (GLB1) juvenile
MPS VI, also known as Late infantile and  Arylsulfatase B (Dermatan sulfate)  Skeletal dysplasia, short stature, contractures, ERT
Maroteaux—Lamy syndrome juvenile macrocephaly, hernias, macroglossia,
(ARSB) hepatosplenomegaly, sleep apnoea and

corneal clouding
MPS VI, also known as Sly Infantile and late  B-Glucuronidase (Dermatan ¢ Infantile: hydrops fetalis ERT
disease® (GUSB) infantile sulfate, heparan sulfate and ¢ Late infantile: macrocephaly,

chondroitin 6-sulfate) hydrocephalus, coarse facial features,

macroglossia, hepatosplenomegaly, heart

valve abnormalities, hernias, corneal

clouding, recurrent otitis media, progressive

intellectual disability but not in all patients

(late infantile)
MPS IX (HYAL1) Juvenile Hyaluronidase 1 (Hyaluronan) Periarticular soft tissue masses, mild short S/S

stature, acetabular erosion and recurrent

otitis media
Glycogen storage disease (GSD) ?
GSD I, also known as Pompe Infantile® and Lysosomal a-glucosidase, also ¢ Infantile: cardiomegaly and severe ERT

disease (GAA)

adult

known as acid maltase (Glycogen)

hypotonia.

89



¢ Adult: muscle weakness and atrophy,
including of the diaphragm

Glycoproteinoses *

a-Mannosidosis®: type | mild, Infantile and Lysosomal a-mannosidase ¢ Type I: mild skeletal deformities and ERT
type Il moderate and type Il juvenile (Mannose-rich oligosaccharides) cognitive impairment
severe (MAN2B1) ¢ Type Il: dysmorphic facial features, immune
deficiency, dysostosis multiplex, ataxia and
progressive cognitive impairment
* Type lll: severe skeletal abnormalities in
early infancy, progressive psychomotor
deterioration
B-Mannosidosis® (MANBA) Juvenile and B-Mannosidase (Man(p1>4)N- Intellectual disability and speech impairment, S/S
adult acetylglucosamine) angiokeratoma, hypotonia, behavioural
disturbance
Fucosidosis® (FUCA1) Infantile, late a-l-Fucosidase (Fucose-rich Clinical spectrum ranging from severe S/S
infantile and oligosaccharides, glycoproteins and neurological deterioration and death in
juvenile glycolipids) childhood to milder psychomotor
deterioration, angiokeratoma, anhidrosis and
dysostosis multiplex
Aspartylglucosaminuria® (AGA)  Juvenile Aspartoglucosaminidase Progressive intellectual disability, dysmorphic  S/S
(Aspartylglucosamine) facial features, recurrent respiratory
infections, hepatomegaly, diarrhoea, mild
dysostosis multiplex, seizures and movement
disorder into adulthood
Schindler disease: type I°, also Infantile (type ), a-N-Acetyl-galactosaminidase e Type |: rapid psychomotor deterioration and S/S
known as infantile-onset adult (type Il) (Sialylated or asialo glycopeptides seizurese Type II: mild cognitive impairment,
neuroaxonal dystrophy, type II° and juvenile and glycosphingolipids) sensorineural hearing loss and
also known as Kanzaki disease, (type Ill) angiokeratomase Type Ill: developmental
and type lI°, intermediate delay, seizures, cardiomyopathy,
severity (NVAGA) hepatomegaly and autism spectrum disorder
Sialidosis type |, also known as  Adult Neuraminidase-1 (Sialylated Gait disturbance and ataxia due to S/S

cherry-red spot myoclonus
syndrome (NEU1)

oligosaccharides and

glycopeptides)
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Sialidosis type I, also known as  Congenital, Neuraminidase-1
mucolipidosis 1° (VEU1) infantile and (Sialylated oligosaccharides and
juvenile glycopeptides, LAMP1 and amyloid

precursor protein)

Hydrops fetalis, neonatal ascites,
hepatosplenomegaly, spectrum of intellectual
disability, dysostosis multiplex, coarse facial
features, short stature, hearing loss,
hypotonia, gingival hyperplasia, flat nasal
widely spaced teeth, cherry-red macula,
myoclonus, ataxia, tremor and angiokeratoma

S/S

Galactosialidosis (CTSA) Early infantile, Protective protein cathepsin A, and e Early infantile: hydrops fetalis, inguinal S/S
late infantile, a secondary deficiency in B- hernia, hepatosplenomegaly, dysostosis
juvenile or adult  galactosidase and neuraminidase-1 multiplex, coarse facial features,
(Sialylated oligosaccharides and cardiomegaly, cherry-red macula, renal
glycopeptides, LAMP2 and disease
bioactive peptides) e Late infantile: short stature, dysostosis
multiplex, cardiac valve abnormalities,
hepatosplenomegaly, coarse facial features,
mild or no intellectual disability, hearing loss
and cherry-red macula
¢ Juvenile or adult: ataxia, myoclonus,
seizures, progressive intellectual disability,
angiokeratomas, spinal anomalies, vision and
hearing loss
Lipid storage diseases
Acid lipase deficiency: Wolman Infantile, juvenile Lysosomal acid lipase/cholesteryl ¢ Infantile: hepatosplenomegaly, jaundice, ERT

disease® and cholesterol ester and adult ester hydrolase (Cholesteryl esters,
storage disease (LIPA) triglycerides and other lipids)

failure to thrive, vomiting, diarrhoea,
malabsorption, calcification of the adrenal
glands, anaemia, developmental delay and
multiorgan failure

¢ Juvenile and adult: hepatosplenomegaly,
liver fibrosis, malabsorption, high cholesterol
levels and atherosclerosis at an early age with
increased risk of heart attack or stroke

Post-translational modification defects
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Multiple sulfatase deficiency Infantile, late

Formylglycine-generating enzyme

¢ Infantile: seizures, severe psychomotor

S/S

(SUMF1) infantile and (Sulfatides) retardation, coarse facial features, ichthyosis,
juvenile hypertrichosis, dysostosis multiplex and
hepatosplenomegaly
e Late infantile: normal early development
followed by developmental plateau then
regression, ichthyosis, dysostosis multiplex
and coarse facial features
¢ Juvenile: typical until middle to late
childhood then plateau and psychomotor
regression over a prolonged period and
ichthyosis
Mucolipidosis Il a/B, I-cell Infantile N-Acetylglucosamine-1- Growth deficiency beginning at birth, coarse S/S
disease® (GNPTAB) phosphotransferase subunits o/p facial features, gingival hypertrophy,
(Oligosaccharides, recurrent otitis media, cardiac valvular
glycosaminoglycans and disease, recurrent pneumonia, hernias,
glycosphingolipids) severe psychomotor retardation,
hepatosplenomegaly and severe dysostosis
multiplex with kyphosis, clubfoot and joint
deformity
Mucolipodosis Il a/B, pseudo- Late infantile or ~ N-Acetylglucosamine-1- Short stature, dysostosis multiplex, joint S/S
Hurler polydystrophy (GNPTAB) juvenile phosphotransferase subunits a/B contractures, variable intellectual disability,
(Oligosaccharides, thickened skin and restrictive lung disease
glycosaminoglycans and
glycosphingolipids)
Mucolipidosis Il y, variant Juvenile or adult  N-Acetylglucosamine-1- Short stature, aortic valve abnormalities, S/S
pseudo-Hurler polydystrophy phosphotransferase subunit y dysostosis multiplex and normal to near-
(GNPTG) (Oligosaccharides, normal intelligence
glycosaminoglycans and
glycosphingolipids)
Integral membrane protein disorders
Cystinosis (CTNS) Infantile or Cystinosin (Cystine) Renal tubular Fanconi syndrome, renal SMT
juvenile failure, failure to thrive, photophobia, corneal
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crystals, hypophosphataemic rickets, light
pigmentation, heat intolerance, primary
hypothyroidism and myopathy

Danon disease® (LAMP2) Juvenile or adult LAMP2 (Cytoplasmic debris and Cardiomyopathy, myopathy, intellectual S/S
and sex-linked glycogen) disability with males more severely affected
dominant than females and cardiac arrhythmia

Action myoclonus-renal failure  Adult Lysosomal integral membrane Tremor, action myoclonus, peripheral S/S

syndrome® (SCARB2) protein (Unknown) neuropathy, sensorineural hearing loss and

proteinuria

Sialic acid storage disease: Congenital (ISSD)  Sialin (Sialic acids) ¢ Congenital: hydrops fetalis, developmental  S/S

ISSD®, Salla disease® and and infantile to delay, hypotonia, failure to thrive, coarse

intermediate severity Salla late infantile facies, seizures, hepatosplenomegaly and

disease® (SLC17A5) (Salla) cardiomegaly

¢ Infantile to late infantile: hypotonia,
intellectual disability, seizures, ataxia,
spasticity and athetosis

Niemann—Pick disease types C1  Juvenile NPC intracellular cholesterol Ataxia, vertical supranuclear gaze palsy, SRT

and C2° (NPC1 and NPC2) transporter 1 and 2 (Cholesterol dystonia, liver disease, splenomegaly,

and sphingolipids) interstitial lung disease, difficulty swallowing,
intellectual decline and seizures

Mucolipidosis IV® (MCOLN1) Infantile Mucolipin 1 (Lipids and Psychomotor delay, hypotonia, spasticity, S/S

mucopolysaccharides) corneal clouding, retinopathy, achlorhydria
and iron deficiency anaemia

Neuronal ceroid lipofuscinoses

CLN1: Haltia—=Santavuori Infantile, juvenile Palmitoyl-protein thioesterase 1 ¢ Infantile: developmental regression by 18 S/S

disease and INCL® (PPT1) or adult (Lipidated thioesters and saposins ~ months, hypotonia, deceleration of head

A and D) growth and cerebral atrophy, myoclonus,
epilepsy and vision loss
¢ Juvenile: Intellectual decline in childhood,
myoclonus, epilepsy and vision loss
e Adult: ataxia and parkinsonism
CLN2, also known as Jansky— Late infantile or  Tripeptidyl peptidase 1 (Subunit c e Late infantile: intractable epilepsy, cognitive ERT

Bielschowsky disease® (TPP1)

juvenile

of mitochondrial ATP synthase)

arrest, myoclonus and ataxia
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¢ Juvenile: severe ataxia but milder
developmental decline and myoclonus

CLNS3, also known as Batten— Juvenile Battenin (Subunit c of Progressive visual loss, developmental S/S
Spielmeyer-Sjogren disease® mitochondrial ATP synthase) regression and later hypokinesia including
(CLN3) muscle rigidity and slow or diminished
movements
CLN4: Parry disease and Kufs Adult Cysteine string protein (Subunit c ¢ Kufs type A: marked myoclonus, progressive S/S
type A and B® (DNAJC5) of mitochondrial ATP synthase) epilepsy, dementia, ataxia
¢ Kufs type B: behavioural changes, dementia,
facial dyskinesia
CLN5: Finnish variant late Late infantile, Ceroid-lipofuscinosis neuronal Developmental regression, myoclonic S/S
infantile® (CLN5) juvenile or adult  protein 5 (lysosomal protein of epilepsy, ataxia and vision loss
unknown function) (Subunit c of
mitochondrial ATP synthase)
CLNG6: Lake—Cavanagh or Indian  Juvenile or adult  Transmembrane ER protein ¢ Juvenile: developmental regression, S/S
variant® (CLN6) (Kufs A) (Subunit c of mitochondrial ATP epilepsy, ataxia, myoclonus, dysarthria and
synthase) vision loss
¢ Adult: ataxia, epilepsy, dysarthria and
progressive loss of intellectual function
without visual loss
CLN7: Turkish variant® (MFSD8) Late infantile or Major facilitator superfamily Epilepsy, developmental regression, S/S
juvenile domain containing 8 (Subunit c of myoclonus, ataxia, speech impairment and
mitochondrial ATP synthase) vision loss
CLN8: northern epilepsy, Late infantile or Protein CLN8 (Subunit c of e Late infantile: developmental delay with S/S
epilepsy mental retardation® juvenile mitochondrial ATP synthase) progressive myoclonus, seizures, retinopathy
(CLNS) and regression
e Juvenile: intractable epilepsy with
progressive decline
CLN9® (N/A) Juvenile N/A Clinically indistinguishable from CLN3 but S/S
more-rapid course
CLN10" (CTSD) Congenital, late Cathepsin D (Saposins A and D) ¢ Congenital: microcephaly, neonatal S/S

infantile, juvenile
or adult

epilepsy, respiratory insufficiency and rigidity

94



e Late infantile, juvenile or adult: ataxia,
visual loss and cognitive decline

CLN11° (GRN) Adult Granulin (Unknown) Progressive visual loss, seizures, cerebellar S/S
ataxia and atrophy

CLN12": Kufor-Rakeb syndrome Juvenile Cation-transporting ATPase 13A2 Mood disturbance, akinesia, rigidity and S/S

or PARK9 (ATP13A2) (Inorganic cations) dysarthria

CLN13" (CTSF) Adult (Kufs B) Cathepsin F (Unknown) Behavioural abnormalities and dementia S/S

CLN14" (KCTD7?) Infantile Potassium channel tetramerization  Progressive myoclonic epilepsy, abnormal eye S/S

domain containing 7 (Unknown) movements and developmental regression

LRO disorders

Hermansky-Pudlak disease Infantile BLOC3 subunit 1 (LRO biogenesis) Oculocutaneous albinism, easy bruising, S/S

type 1 (HPS1) prolonged bleeding and pulmonary fibrosis

Hermansky-Pudlak disease Infantile AP-3 complex subunit B1 (Protein Oculocutaneous albinism, easy bruising and S/S

type 2 (HPS2) sorting) pulmonary fibrosis

Hermansky-Pudlak disease Infantile BLOC2 subunit 1 (Protein sorting Oculocutaneous albinism and easy bruising S/S

type 3 (HPS3) and/or transport)

Hermansky-Pudlak disease Infantile BLOC3 subunit 2 (LRO biogenesis) Oculocutaneous albinism, easy bruising and S/S

type 4 (HPS4) pulmonary fibrosis

Hermansky—-Pudlak disease Infantile BLOC2 subunit 2 (Retrograde Oculocutaneous albinism and easy bruising S/S

type 5 (HPS5) lysosomal trafficking)

Hermansky—-Pudlak disease Infantile BLOC2 subunit 3 (Retrograde Oculocutaneous albinism and easy bruising S/S

type 6 (HPS6) lysosomal trafficking)

Hermansky-Pudlak disease Infantile Dysbindin (LRO biogenesis) Oculocutaneous albinism and easy bruising S/S

type 7 (HPS7)

Hermansky-Pudlak disease Infantile BLOC1 subunit 3 (HPS8) Oculocutaneous albinism and easy bruising S/S

type 8 (HPS8)

Hermansky-Pudlak disease Infantile BLOC1 subunit 6 (Vesicular Oculocutaneous albinism and easy bruising S/S

type 9 (HPS9) trafficking)

Griscelli syndrome 1, also Infantile Unconventional myosin Va, also Hypopigmentation, silvery-grey hair, S/S

known as Elejalde syndrome
(MYOS5A)

known as motor myosin (LRO
transport)
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Griscelli syndrome 2 (RAB27A)

Infantile

Ras-related protein Rab-27A (LRO
transport)

Hypopigmentation, silvery-grey hair,
recurrent infection and haemophagocytic
lymphohistiocytosis

S/S

Chédiak—Higashi disease®
(LYST)

Infantile, juvenile
or adult

Lysosomal trafficking regulator
(Size and movement of lysosomes)

Recurrent infection, oculocutaneous albinism,
easy bruising and abnormal bleeding,
progressive neurological problems of tremor,
ataxia, peripheral neuropathy and cognitive
decline

HSCT
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CHAPITRE IV : La maladie de Fabry

|.  Les sphingolipides

Les sphingolipides sont des lipides complexes dérivés de la sphingosine, présents notamment dans les
membranes plasmiques. lls jouent un réle dans la reconnaissance des cellules. lls participent

également a la transmission du signal intracellulaire.

Ils ont été découverts dans les années 1870 dans des extraits de cerveau et ont été nommés d’aprés
le sphinx, en raison de leur nature énigmatique??’. Ils résultent de I"amidification d’un acide gras sur

une sphingosine (Figure 29).

OH

SPHINGOSINE
NN NN NN NH
FATTY ACID 0

Figure 29. Structure d’un sphingolipide générique
R : téte polaire hydrophyle, fatty acid : acide gras amidifié sur une sphingosine. Figure libre de droits.

Différents groupements (R) peuvent s’ajouter sur la fonction alcool primaire de la sphingosine. En
fonction de la nature du groupe R, on distingue notamment les céramides (R est un atome
d’hydrogéene), les phosphosphingolipides — dont la sphingomyéline (R est une phosphocholine ou
phosphoéthanolamine) qui est un des principaux constituants de la gaine de myéline — et les

glycosphingolipides (R est un ose). Parmi les glycosphingolipides, on distingue (voir Figure 30) :

- les cérébrosides, qui possedent une molécule unique de glucose ou de galactose en position

1-hydroxy,
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- les sulfatides, qui sont des cérébrosides sulfatés,

- les gangliosides, qui ont au moins 3 sucres dont un acide sialique.
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Figure 30. Différents types de glycosphingolipides.
Figure libre de droits.
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La synthése de novo des sphingolipides commence par la formation de la 3-céto-dihydrosphingosine
(ou cétosphinganine) par la sérine palmitoyl-CoA transférase??® (Figure 31, enzyme 1). Les substrats
privilégiés pour cette réaction sont le palmitoyl-CoA et la sérine. Cependant, la sérine palmitoyl-CoA
transférase peut catalyser la réaction entre d’autres espéces d’acyl-CoA gras et des acides aminés
alternatifs, avec une diversité plus importante qu’initialement établit?®23!, La 3-céto-
dihydrosphingosine est ensuite réduite pour former la dihydrosphingosine (ou sphinganine). La
dihydrosphingosine est acylée par I'une des six céramides synthases, (CerS 1-6, Figure 31, enzyme 3)
pour former du dihydrocéramide?3, Les six enzymes CerS ont une spécificité différente pour les
substrats acyl-CoA, ce qui entraine la production de dihydrocéramides avec des longueurs de chaine
différentes, allant de 14 a 26 carbones. Les dihydrocéramides sont ensuite désaturés pour former le

céramide?3,

Le céramide généré de novo est le pivot central du métabolisme des sphingolipides et a plusieurs
destins. Il peut étre phosphorylé par la céramide kinase pour former le céramide-1-phosphate. Il peut
également étre glycosylé par la glucosylcéramide synthase ou la galactosylcéramide synthase, ou
converti en sphingomyéline par I'ajout d’'un groupe de téte phosphorylcholine par la sphingomyéline
synthase. Ces composés sont ensuite modifiés pour former des globosides et des gangliosides, des

sulfatides ou des phosphosphingolipides respectivement?*,
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Figure 31. Biosynthése des sphingolipides et des glycosphingolipides.?3>

Les pathologies liées aux déficits de la voie de synthése des sphingolipides et de la dégradation non

lysosomale ont été reconnues secondairement (Figure 32).
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Figure 32. Pathologies résultant de déficits dans la voie de synthése du céramide et les glycosphingolipides et dans la voie de

dégradation non lysosomale des sphingolipides.

Un astérisque identifie une prédisposition & une maladie. 23¢

Ces métabolites peuvent étre reconvertis en céramides via des voies de dégradation. Les

glycosphingolipides complexes sont hydrolysés en glucosylcéramide et galactosylcéramide, eux-

mémes hydrolysés par les beta-glucosidases et les beta-galactosidases pour régénérer le céramide. De

méme, la sphingomyéline peut étre dégradée par la sphingomyélinase pour reformer du céramide. Le

céramide peut étre ensuite dégradé en sphingosine par une céramidase (Figure 33). La sphingosine

peut étre phosphorylée pour former du sphingosine-1-phosphate. Ce dernier peut étre déphosphorylé

pour reformer la sphingosine?3*,
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Figure 33. Voies métaboliques des différentes formes de sphingolipides.
Les sphingolipidoses sont marquées aux étapes correspondantes qui sont déficientes. Figure libre de droits.

3. Roles

‘/ Choline-+P-~Ceramide

Phosphocholine

metachromatic leucodystrophy

En formant un feuillet externe mécaniquement stable et chimiquement résistant de la bicouche

lipidique de la membrane plasmique, les sphingolipides participent a la protection de la surface

cellulaire contre les facteurs environnementaux délétéres. Certains glycosphingolipides complexes

sont impliqués dans des fonctions spécifiques, telles que la reconnaissance cellulaire qui dépend

principalement des propriétés physiques des sphingolipides. Ils sont également impliqués dans la

signalisation cellulaire par I'interaction spécifique des structures glycanes des glycosphingolipides avec

des lipides similaires présents sur les cellules voisines ou avec des protéines?’.

Le céramide et le sphingosine-1-phosphate sont quant a eux des médiateurs importants dans les

cascades de signalisation intracellulaire impliquées dans I'apoptose, la prolifération, la réponse au

stress, la nécrose, I'inflammation, I'autophagie, la senescence et la différenciation cellulaire
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Les sphingolipides sont synthétisés dans une voie qui commence dans le RE et s’acheve dans I'appareil
de Golgi. Ces lipides sont enrichis dans la membrane plasmique et dans les endosomes, ou ils
remplissent la majorité de leurs fonctions??. Le transport se fait par I'intermédiaire de vésicules de
transport. Les sphingolipides sont pratiquement absents des mitochondries et du RE, mais constituent

de 20 a 35 mol % des lipides de la membrane plasmique?**.

Il. Les sphingolipidoses

Les maladies lysosomales liées a un déficit du catabolisme des sphingolipides sont appelées
sphingolipidoses. Leur incidence est d’environ 1 sur 10 000 en moyenne mais peut étre plus élevée
dans certaines populations juives Ashkénazes. Leur transmission se fait sur un mode autosomique

récessif, a I'exception de la maladie de Fabry qui est liée a I’X.

Les sphingolipidoses sont décrites dans le Tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6. Description des sphingolipidoses?*®.

Estimated Prevalence
Description in General
Population

Mutant Deficient Protein
Disease Inheritance #OMIM X Y
Gene UniProt Accession

Predominant damage to the

M1 230500 B-Galactosidase 1 nervous system, various 1:100.000
angliosidosis AR GLBL 230600 P16278 degrees of 200,000
gang 230650 neurodegeneration, and !
skeletal anomalies
GM2-
gangliosidoses, B-Hexosaminidase A,
AR HEXA 272800 1:100,000
Tay—Sachs a-subunit PO6865
disease
Predominant damage to the
GM2- g

nervous system and various
degrees of 1:500,000
neurodegeneration

gangliosidoses, B-Hexosaminidase A,
AR HEXB 268800
Sandhoff B-subunit P07686
disease

AB variant of
GM2- AR GM2A 272750 GM2A, P17900 Extremely rare
gangliosidosis

1:100,000-
500,000

o-Galactosidase A, . A .
Fabry disease XL GLA 301500 Multisystemic disease;

P06280 progressive renal failure;

103



Estimated Prevalence

Mutant Deficient Protein, - .
Disease Inheritance utan #OMIM e' clent Fro e'ln Description in General
e UniProt Accession .
Population
skin, cardiovascular, and
nervous system lesions
230800 Multisystemic disease,
230900 redominant damage to
Gaucher disease AR GBA1 231000 B-Glucocerebrosidase ° cells ol‘ mononucliar 1:40,000~
1, P04062 . 60,000
231005 phagocyte origin (Gaucher
608013 cells); varying degree of
damage to the nervous
SapC deficiency, system; high risk of
atypical AR PSAP 610539 Saposin C, P07602 developing Parkinson’s Extremely rare
Gaucher disease disease
Metachromatic Arylsulfatase A, 1:40,000—-
AR ARSA 250100
leukodystrophy P15289 160,000
Damage to the white matter
SapB deficiency, or myelin sheath in nervous
typical system cells
atypica AR PSAP 249900 Saposin B, PO7602 ¥ Extremely rare

metachromatic
leukodystrophy

Krabbe disease AR GALC 245200 C2lactocerebrosidase, 1:100,000

P54803 .
Damage to the white matter
or myelin sheath in nervo
SapA deficiency, rmy |Sn steem cellls rvous
atypical Krabbe AR PSAP 611722 Saposin A, P07602 4 Extremely rare
disease
Damage to the nervous
Type Aand B 257200 Sphingomyelinase systeri bone marrow
Ni —Pick AR SMPD1 ’ ’ ’ 1:250,000
lemann=ric 607616 QINY59 spleen, and, in some cases,
disease
lungs
Multisystem disease with
progressive joint
Aci i f i
Farberdisease AR ASAH1 228000 cid ceramidase, deformation and <1:1,000,000
Q13510 dysfunctions of multiple
organ systems, including the
nervous system
Combined
S ins A, B, C,and Fatal disorder affecting th
saposin AR PSAP 611721 ~oPOINS and  rataldisorderatiectingthe b i emely rare
.. D, PO7602 nervous system
deficiency
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lll.  La maladie de Fabry

1. Histoire

Les premieres descriptions de la maladie de Fabry ont été faites en 1898 par deux médecins. Travaillant
indépendamment I'un de I'autre, William Anderson et Johannes Fabry (Figure 34), médecins anglais et
allemand, ont décrit des patients atteints d’ « angiokeratoma corporis diffusum », des lésions cutanées
maculopapuleuses rouge-violettes qui sont maintenant reconnues comme un trait caractéristique de
la maladie?*®%%8, William Anderson décrivit les symptdmes dermatologiques d’un patient de 39 ans
associé a une protéinurie, une déformation des doigts, des varices veineuses et un lymphoedeme.
Johannes Fabry quant a lui décrivit un patient de 13 ans qui avait développé quatre ans auparavant
des éruptions cutanées dans le creux de son genou gauche qui se sont propagées a la cuisse et le tronc
gauches. A I'époque, il avait été suggéré que la maladie pourrait représenter une forme de naevus ou

de défaut de développement. L’enfant développa plus tard une albuminurie.

Si la maladie est connue sous le nom de maladie de Fabry, elle est parfois appelée maladie d’Anderson-

Fabry.

Figure 34. Johannes Fabry (a gauche) et William Anderson (a droite).

Apreés ces premieres observations d’angiokératome corporis diffusum, d’autres symptémes associés
ont été décrits avant que le lysosome ne soit identifié comme I'organite clé impliqué dans la

pathogénie de la maladie de Fabry et d’autres maladies héréditaires du métabolisme?* (Figure 35).
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Figure 35. Histoire de la maladie de Fabry. D’apreés 246
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2. Définition

La maladie de Fabry (FD, #OMIM 301500) est une sphingolipidose multisystémique, de transmission
lide a I’X, due a un déficit de I'enzyme alpha-galactosidase A (a-GAL) (voir Figure 33). Elle est
caractérisée par des manifestations cutanées (angiokératomes), neurologiques (douleurs), rénales
(protéinurie, insuffisance rénale chronique), cardiovasculaires (cardiomyopathie, arythmie), cochléo-
vestibulaires et cérébrovasculaires (accidents ischémiques transitoires, accidents vasculaires
cérébraux). L'expression phénotypique est variable et dépend de I’dge auquel la maladie se déclare et,
chez la femme, de la répartition de I'inactivation du chromosome X dans les tissus. Elle est due a des

variants pathogénes dans le gene GLA qui code pour I'a-galactosidase A.

3. Epidémiologie

La maladie de Fabry est une maladie rare panéthnique dont les incidences rapportées varient en
fonction de la méthode de recueil et de la région étudiée. Les premiéres incidences rapportées allant
de 1/40 000%° 3 1/117 000 garcons nés vivants semblent sous-estimer de maniére importante
I'incidence effective de la maladie, comme mis en évidence par les récents programmes de dépistage
néonatal (1/4 000 garcons nés vivants en Italie du Nord)(Tableau 7). Ces chiffres sont cependant a
moduler puisqu’ils représentent le nombre de garcons porteurs d’un variant dans le géne GLA, de
nombreux variants n’étant pas encore associés a la pathologie et étant classés comme de signification

indéterminée.

Tableau 7. Etudes de prévalence de la maladie de Fabry.

D’apres?5!

Méthodes Période de Nombre Nbre par Pays
constatation total de cas 100000

Prévalence des naissances 1980-1996 36 0,85 Australie
Prévalence des naissances 1970-1996 27 0,21 Pays-Bas
Prévalence des femmes conductrices 1980-1995 60 0,29 Royaume-Uni
Prévalence (hommes uniquement) 1980-1995 98 0,27 Royaume-Uni
Prévalence des naissances 1997-2002 1 0,015 Turquie
Prévalence des naissances 1982-2001 1 0,12 Nord du Portugal
Dépistage néonatal 2004-2006 12 30 Italie
Dépistage néonatal 2006-2008 73 80 Taiwan
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V. Mode de transmission

La maladie de Fabry est héritée sur un mode lié a I’X. Les méres hétérozygotes ont 50% de chances de
transmettre 'alléle atteint a leur enfant a chaque conception. Les fils qui héritent de I’allele pathogene
auront la maladie de Fabry ; les filles, autrefois considérées comme des porteuses asymptomatiques,
ou femmes conductrices, peuvent développer des manifestations de la maladie allant de légéres a

graves®?

. Ainsi, le terme de transmission « récessive » liée a I’X ne doit plus étre employé dans le cadre
de cette pathologie. Bien qu’une histoire familiale positive soit un argument fort de maladie de Fabry,
des variants de novo ont été documentés, I'absence d’antécédents familiaux n’exclut donc pas un

Fabry.

L'inactivation du chromosome X (X chromosome inactivation, XCl) aussi appelé lyonisation est un
mécanisme épigénétique qui égalise le dosage des genes liés a I'’X entre les sexes par I'inactivation d’un
chromosome X chez les femelles. A la fin du processus, les femelles sont une mosaique de deux types
cellulaires exprimant soit le chromosome X maternel, soit le chromosome X paternel. Une XCl aléatoire
se traduit par environ 50 % des cellules présentant I'inactivation du chromosome X maternel ou
paternel, tandis qu’un biais d’inactivation (skewed XCl) indique une inactivation du chromosome X
maternel ou paternel supérieure a 50 %, généralement avec un rapport de 75:25 ou 80:20 entre les
deux chromosomes. Le biais peut étre extréme lorsqu’un chromosome X est inactivé dans plus de 90

% des cellules®? (Figure 36).

Le biais d’inactivation de I’X pourrait dépendre de plusieurs facteurs, tels que des mécanismes
génétiques, comme des mutations du géne XIST (X-inactive specific transcript), impliqué dans des cas
de biais d’inactivation de I’X familiaux®**%5>. Un autre facteur est la plasticité : les cellules des tissus a
fort taux de renouvellement, telles que les cellules hématopoiétiques, présentent une XCl asymétrique

plus élevée que les cellules a activité mitotique plus faible?*62>7,

L'inactivation de I’X est se met en place au cours du développement embryonnaire. Si I'inactivation de
I’X est aléatoire lors de sa mise en place dans une cellule donnée, les cellules filles, elles, inactiveront

le méme chromosome. Ainsi, en fonction de la période du développement a laquelle la XCl se met en
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place et du devenir des cellules, un biais d’inactivation peut concerner certains types cellulaires ou
certains tissus. Chez les femmes Fabry, ce phénomene peut expliquer en partie les atteints d’organes

isolées.

RANDOM SKEWED

e
nEED %
. X ; L (Xmu) l:,\'mn

| ) Xpa

Xpa : Xma =50: 50 Xpa : Xma = 80 : 20 Xpa:Xma=20:80 Xpa:Xma=0:100

Figure 36. Inactivation de I’X chez les femmes en bonne santé.

Chaque tissu des femelles est une mosaique de cellules, comprenant des cellules (cercle blanc) dans lesquelles le chromosome
X paternel est activé (Xpa) et le chromosome X maternel est inactivé (Xmi) et des cellules (cercle gris) dans lesquelles le
chromosome X maternel est activé (Xma) et le chromosome X paternel est inactivé (Xpi).2>8

V. L'alpha galactosidase A

1. Legeéene

Le géne codant I'a-galactosidase A (GLA, OMIM 300644, RefSeq X14448) est localisé sur le bras long
du chromosome X (Xg22.1) et est composé de 7 exons s’étendant sur 12 kb?*®. Le géne code pour un
précurseur de 429 acides aminés qui est processé en une glycoprotéine de 370 acides aminés.

L’enzyme fonctionne sous la forme d’un homodimere.

Il existe une grande hétérogénéité allélique. A ce jour, plus d’un millier de variants ont été rapportés
dans la base de données Human Gene Mutation Database, dont 69% de variants faux-sens ou non-
sens, 14% de petites délétions, 5% de variants d’épissage, 5% de petites insertions ou duplications et
5% de grands réarrangements (copy number variants, CNV)

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=GLA, accédé le 17/07/2023).

Un grand nombre de variants sont des variants de signification indéterminée (VSI ou VUS, variants of
unknown significance). Ceci, combiné a la non-spécificité de certains symptomes de la maladie de

Fabry, fait de l'interprétation des variants GLA un véritable défi. Traditionnellement, I'interprétation
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des variants est basée sur les recommandations de I'’American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) qui propose une approche combinée utilisant notamment les fréquences alléliques,

260 Or, la réanalyse

les bases de données en population générale et cliniques ainsi que des outils in silico
de certains variants controversés en prenant en compte les phénotypes des patients, la prévalence,
I’'hérédité, les biomarqueurs, les fréquences alléliques, les bases de données spécifiques et la
littérature a permis de les classer comme probablement bénins (par exemple p.(Alal43Thr),

p.(Asp313Tyr))?! (Figure 37).

De nombreuses familles présentent des variants privés expliquant potentiellement la variabilité
marquée de |'activité enzymatique résiduelle, mais n’expliquant qu’en partie |’histoire naturelle de la
maladie puisqu’une variabilité intra-familiale existe. Il existe des variants récurrents comme a Taiwan
ou 86 % des patients sont porteurs du variant c.640-801G>A (IVS4+919G>A), un variant d’épissage

cryptique précédemment retrouvée chez des patients avec un phénotype cardiaque d’apparition

tardive?®?,
|
More than 840 mutations,
. : e.g. sense such as
Pathogenic mutations: e.g., nonsense suc

c'uggcalc)heqto: O): p.R227X, p.R220X, p.R342X, frameshift

n i Lo deletions and many missense mutations
Severity

of the p.R301Q
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p.R363H
Pathogenic mutations,
later-onset phenotype

p.F113L
p.N215S
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p.R112H
p.M296l
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Figure 37. Quelques variants clés associés au phénotype classique ou tardif de la maladie de Fabry, des variants GLA de
signification indéterminée (VSI ou VUS) et des variants bénins.263
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2. L'enzyme

L'a-galactosidase A (a-GAL) est une enzyme lysosomale qui appartient a la famille des glycosides
hydrolases. Elle est responsable de I'hydrolyse des groupes terminaux alpha-galactosyle des

glycolipides et des glycoprotéines. Son substrat principal est le globotriaosylcéramide (Gb3 ou GL3)

(Figure 38).
NUCLEUS
Glycosphingolipids a galactosidase A
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Figure 38. Voie métabolique impliquée dans la maladie de Fabry?64
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Le précurseur de I'enzyme est synthétisé dans le réticulum endoplasmique rugueux et subit des
modifications post-traductionnelles dans I'appareil de Golgi, ou I'a-GAL nouvellement synthétisée est
modifiée par I'ajout de résidus mannose-6-phosphate (M6P) sur ses chaines N-oligosaccharidiques.
Ces résidus M6P servent de signaux de reconnaissance pour les récepteurs du mannose-6-phosphate
(M6PR) qui transportent I'enzyme vers les endolysosomes dans des vésicules recouvertes de clathrine.
Ce transport peut étre effectué de I'appareil de Golgi vers les endosomes puis les lysosomes ou a partir
de la membrane plasmique, permettant de recapturer I'enzyme sécrétée. Une fois dans les
endosomes, le complexe a-GAL-M6PR se dissocie dans le milieu acide, et les récepteurs se recyclent

vers leurs compartiments d’origine (membrane plasmique et/ou TGN)2*¢ (voir Chap Il : I1.4).

La structure tridimensionnelle de I'a-galactosidase A humaine a été déterminée par cristallographie
aux rayons X. La structure cristalline a montré une molécule homodimérique avec chaqgue monomere
contenant deux domaines (Figure 39). Le domaine N-terminal contient le site actif, qui est situé a
I'extrémité C-terminale. Les chaines oligosaccharidiques se fixent aux résidus asparagine N139, N192
et N215 a la surface de la molécule, a distance de 'emplacement du site actif et loin de I'interface du
dimere®®, Le site actif est formé de résidus de chaine latérale de W47, D92, D93, Y134, C142, K168,
D170,C172,E203,L206,Y207,R227,D231, D266 et M267. Les résidus C142 et C172 forment une liaison

disulfure. Les deux sites actifs dans le dimére sont séparés d’environ 50 A.

Figure 39. Vue d’ensemble du dimére de I'a-galactosidase A.

La trace du polypeptide a-galactosidase A est représentée par un arc-en-ciel allant du bleu a I'extrémité N-terminale au rouge
a I'extrémité C-terminale. Les glucides N-liés sont représentés sous forme de liaisons et le ligand galactose est représenté sous
forme de sphéres, marquant le site actif dans le premier domaine?6>.
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L'enzyme utilise un mécanisme de réaction a double déplacement, ou deux attaques nucléophiles
consécutives sur le carbone anomérique du substrat conduisent a la rupture de la liaison glycosidique
avec une rétention globale de I'anomeére du produit (Figure 40). Dans I'a-galactosidase A humaine, le

nucléophile catalytique est le résidu D170 et I'acide/base catalytique est le D2312% .

D231 D231 D231

Ay

1 R
-~
e > 10O

HO 0 —— HO
o] ‘} ?\\ (o]
. HO ) b

OH O HO “OH 0. 0
D170 D170 D170

Figure 40. Le mécanisme catalytique de I'a-galactosidase A.

Tout d’abord, D170 effectue une attaque nucléophile sur C1 du substrat, rompant la liaison glycosidique et générant un
intermédiaire covalent. Deuxiemement, une molécule d’eau (déprotonée par D231) effectue une attaque nucléophile sur le
méme carbone, rompant la liaison covalente entre I'enzyme et le ligand et générant le produit de la réaction, I'a-galactose.
Lorsque le produit diffuse a partir du site actif, 'enzyme est préte pour un autre cycle de catalyse.?6>

VI.  Physiopathologie

Le déficit fonctionnel de I'a-GAL conduit a une accumulation progressive de Gb3 dans toutes les
cellules du corps contenant des lysosomes, notamment I'endothélium vasculaire et les cellules
musculaires lisses, les cardiomyocytes du ventricule et de l'oreillette gauches, les fibroblastes
valvulaires®®’. L’accumulation du Gb3 est progressive et les nouveau-nés ne présentent pas de
symptomes. Il n’y a pas de corrélation entre la sévérité des symptémes cliniques et le taux de Gb3 dans
le plasma ou les urines et une variabilité phénotypique intra-familiale malgré la méme anomalie
268-271.

génétique

L'hypertrophie cardiague est une des manifestations caractéristiques de la maladie de Fabry.

Cependant, la contribution du matériel stocké a I'augmentation de la masse cardiaque est limitée a 1
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a 2 %2, Des niveaux accrus de Gb3 tissulaires seraient donc a l'origine d’autres mécanismes

pathogéniques.

Une augmentation du taux de la forme déacylée du Gb3, le globotriaosylsphingosine (lyso-Gb3, voir
Figure 38) est également observée dans le plasma des patients Fabry, y compris chez les femmes
hétérozygotes?’. Le lyso-Gb3 est impliqué dans la vasculopathie, car il induit la prolifération des
cellules musculaires lisses qui est associée a I’hypertrophie et aux parois artérielles myocardiques et a

la fibrose, in vitro®’>%7.

Le stockage de Gb3 induit une production excessive d’espéces réactives de I'oxygene, augmentant
ainsi le stress oxydatif?’°. En particulier, 'augmentation de la production d’oxygéne radicalaire et la
diminution des antioxydants, tels que le glutathion et le superoxyde, provoquent une altération des
myofilaments, altérant la contractilité et la distensibilité, et favorisant I'apoptose au niveau

cardiaque?’%277,

Le Gb3 régule également a la hausse I'expression des molécules d’adhérence dans I'endothélium
vasculaire?’®, D’autres données indiquent que le Gb3 peut provoquer la libération de cytokines pro-
inflammatoires, en particulier dans les cellules dendritiques et les monocytes, puisque les médiateurs
inflammatoires (tels que TNF-a, IL-1B, IL-6) sont augmentés dans le plasma des patients atteints?’92%,
De plus, le Gb3 activerait la réponse immunitaire innée, en fixant le récepteur TLR4 des cellules
immunitaires, ce qui augmente la libération de médiateurs inflammatoires par les cellules
mononucléaires du sang périphérique®?. Le rdle de I'inflammation est également étayé par la biopsie
endomyocardique qui montre une augmentation des macrophages inflammatoires dans les
tissus®282 | 3 réponse inflammatoire peut également étre déclenchée par I'altération vasculaire. Le
remodelage vasculaire pourrait réduire la compliance artérielle, déterminant la régulation positive du
systeme rénine-angiotensine et I'laugmentation de I'angiotensine 1 et 2 dans les cellules endothéliales,
qui déclenchent I'inflammation?32%, La conséquence de I'inflammation est la libération de facteurs
pro-thrombotiques dans les vaisseaux, augmentant le risque d’ischémie en augmentant le dép6t de

matrice extracellulaire et la fibrose?32%6,

Ces données suggerent que le stockage du Gb3 peut agir en déclenchant une cascade de processus
physiopathologiques conduisant a des altérations de la structure cellulaire, a des |ésions tissulaires et,

avec le temps, a une défaillance des organes.

Indépendamment de I'accumulation de substrats, plusieurs grands processus sont impactés:
I'inflammation, le stress oxydant, I'autophagie...?#”2%, Toutes les bases mécanistiques de la pathologie

ne sont pas élucidées et sont actuellement explorées grace aux sciences omiques.
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|.  Présentations cliniques

La maladie de Fabry est une maladie multisystémique avec un large éventail de symptomes et une

variabilité phénotypique importante.

Les atteintes principales sont les atteintes du systéme nerveux central et périphérique, les lésions
cérébrovasculaires, les atteintes cutanées, oculaires, auditives, cardiaques et rénales. Elles sont
détaillées ci-dessous. Chez les hommes hémizygotes, deux phénotypes sont décrits, bien que faisant
partie d’'un continuum clinique : la forme classique, qui récapitule I'ensemble des atteintes de la
maladie de Fabry avec une expression clinique débutant dans I'enfance, et la forme non-classique,
avec un début plus tardif et une atteinte d’un nombre limité d’organes (atteinte cardiaque,
cérébrovasculaire, rénale). Chez les femmes hétérozygotes, le spectre phénotypique englobe les
formes asymptomatiques a une extrémité du spectre, ainsi que les formes classiques a l'autre

extrémité, du fait de 'inactivation aléatoire de I’X.

Le caractere multisystémique des symptomes de la maladie de Fabry est récapitulé dans la Figure 41

ci-dessous.

115



. i H . e
CVD: early ischemic stroke, o ————» Eye: corneal and lenticular opacities
cerebrovascular small vessel

disease, basilar artery
dolichoectasia .

— Ear: hearing loss, tinnitus, dizziness

| — Skin: angiokeratomas,

Heart: hypertrophic hypohidrosis, temperature and

cardiomyopathy, arrhytmias .
i Sl v : exercise intolerance

fibrosis
Kidney: proteinuriauntil  *———— - 4
end-stage renal disease >

Gastrointestinal: abdominal

<1 pain, constipation, diarrhea,
f 4 o nausea, postprandial bloating,
! 'R difficult gaining weight
|

~ —» Peripheral neuropathy:
| ‘ burning/tingling sensations,
pain crises, neuropathic pain

Figure 41. Symptémes de la maladie de Fabry.264

a) Atteintes précoces du SNC et périphérique

Les lésions neurales précoces concernent principalement les petites fibres nerveuses des systémes
nerveux périphérique somatique et autonome?°2%, La douleur est ressentie par 60 a 80 % des garcons
et des filles atteintes de maniére classique et est I'un des premiers symptomes de la maladie de

291292 Deux types de douleur ont été décrits : des crises épisodiques (« crises de Fabry »)

Fabry
caractérisées par des douleurs a type de brilures irradiantes débutant aux extrémités, et des douleurs
chroniques caractérisées par des paresthésies brillantes et picotements?®, Les crises de Fabry peuvent
étre déclenchées par la fievre, I'exercice, la fatigue, le stress et les changements rapides de
température?®®. Lorsque les crises sont déclenchées ou accompagnées de fiévre, les patients
présentent généralement une vitesse de sédimentation érythrocytaire élevée. En raison de leur

douleur, les patients atteints de maladie de Fabry ont une qualité de vie considérablement

altérée?®>?¢, La douleur peut s’estomper a I'dge adulte et il est important de rechercher des
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antécédents médicaux d’acroparesthésie dans I'enfance lors du premier examen d’un patient adulte

nouvellement diagnostiqué?’.

b) Lésions cérébrovasculaires

Les premiers signes d’atteintes cérébrovasculaires peuvent étre présents pendant I'adolescence chez
les deux sexes. Bien que rares, les signes d’atteinte cérébrale ischémique microvasculaire a I'IRM

peuvent étre détectables a un jeune age?%.

Les lésions cérébrovasculaires sont le résultat d’une atteinte multifocale des petits vaisseaux
sanguins®®>3%, |’atteinte cérébrovasculaire peut entrainer une grande variété de signes et de
symptémes, allant de légers a graves, y compris des maux de téte, des vertiges/étourdissements, des

accidents ischémiques transitoires, des accidents vasculaires cérébraux (Figure 42) et plus rarement

300-304

une démence vasculaire

Figure 42. AVC chez un patient atteint de la maladie de Fabry.
Coupe axiale d’IRM cérébrale montrant un AVC de I’hémisphere cérébelleux gauche ayant révélé la maladie de Fabry chez un
homme de 27 ans par ailleurs asymptomatique. 2>

En utilisant les données du Fabry Registry®, la prévalence des accidents vasculaires cérébraux a été

estimée a 6,9 % chez les hommes et a 4,3 % chez les femmes, bien plus élevée que dans la population
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générale. L'age médian au premier AVC était de 39 ans chez les hommes et de 46 ans chez les femmes
et ’AVC peut étre la premiére manifestation de la maladie3®. Les données du Fabry Registry® et du
Fabry Outcome Survey® (FOS®) ont montré que la majorité des accidents vasculaires cérébraux dans
la maladie de Fabry sont dus a de petits événements vasculaires?*>3%, Une artériopathie dilatatrice de
la circulation vertébrobasilaire a également été documentée313%, |a formation de thrombus peut étre
favorisée en raison de l'adhésion des neutrophiles et des monocytes aux parois des cellules
endothéliales ou de modifications de I"hyperperfusion cérébrale régionale3°%3%, Les lésions de la
substance blanche peuvent &tre uniques, multiples ou confluentes en IRM3%, De plus, une implication
neuronale diffuse, s’étendant au-dela des zones d’anomalies cérébrovasculaires visibles a I'IRM, a été
retrouvée3l®, I'IRM cérébrale peut révéler des |ésions périventriculaires de la substance blanche, des
microhémorragies, des infarctus corticaux de la substance grise et des infarctus lacunaires profonds

de la substance grise et de la substance blanche3%0:311-313,

c) Atteinte gastro-intestinale

L’atteinte gastro-intestinale est une manifestation courante, mais sous-estimée34,

Les patients
peuvent se plaindre de douleurs abdominales (souvent aprés avoir mangé), de diarrhée, de nausées
et de vomissements, qui sont une cause importante d’anorexie3'>. Ces symptdmes gastro-intestinaux
peuvent étre liés au dépot de Gb3 dans les ganglions autonomes de I'intestin et des vaisseaux sanguins

mésentériques3?®,

d) Anomalies de la transpiration

L'absence de transpiration (anhidrose) ou une diminution de la capacité a transpirer (hypohidrose)
avec une diminution de I'impédance cutanée est un probléme important pour les patients et peut
provoquer une intolérance a la chaleur et a I'exercice31%32, Plusieurs cas d’hyperhidrose ont également

été rapportés3?,

e) Atteintes cutanées

La caractéristique clinique précoce la plus visible de la maladie de Fabry est I'angiokératome. Des
grappes de petites Iésions cutanées en relief violet rougeatre (Figure 43) se retrouvent généralement

sur les fesses, I'aine, le nombril et le haut des cuisses, mais aussi parfois sur des zones muqueuses,
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telles que la bouche. Histologiquement, les lésions cutanées sont de petits angiomes superficiels
causés par des lésions des cellules endothéliales vasculaires de la peau avec une dilatation des

vaisseaux dans le derme qui augmentent en nombre et en taille avec I'age38321323 Des télangiectasies

318,320,324

et des cedémes sous-cutanés ont également été rapportés

Figure 43. Angiokératomes

Les angiokératomes sont de petites taches rouges foncées surélevées qui augmentent en nombre et en taille avec I'dge et
peuvent apparaitre isolément ou en grappes. lls se trouvent généralement sur le bas du dos (A), les fesses (C), I'aine, les flancs
(D) et le haut des cuisses, mais leur distribution peut étre limitée a une zone limitée, comme I'ombilic (B).%>

f) Atteintes oculaires

Les opacités cornéennes visibles a la lampe a fente (cornée verticillée) sont les signes oculaires les plus
fréquents et les plus précoces, survenant chez presque tous les hommes hémizygotes®?® (Figure 44).
Une tortuosité légere a marquée des vaisseaux conjonctivaux et rétiniens est également observée chez

les patients®13%,

Ni la dystrophie cornéenne ni les lésions rétiniennes/conjonctivales n’altérent I'acuité visuelle ;
cependant, une perte visuelle aigué causée par une occlusion unilatérale de I'artére centrale de la
rétine a été rapportée3?, Des cataractes sous-capsulaires antérieure et postérieure sont également

observées, cette derniére étant également appelée « cataracte de Fabry » en ce qu’elle représente un
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signe oculaire pathognomonique. Un élargissement de la tache aveugle a été rapporté chez 38,7 % (n

= 27) des patients, bien que cela n’ait été associé a aucun défaut de la vision des couleurs3?,

WATE

Figure 44. Cornée d’une patiente hétérozygote.
Les lignes brunes sous-épithéliales montrent le schéma typique de ce qu’on appelle la " cornée verticillée ". Ces opacités
n’altérent pas I'acuité visuelle. Courtoisie : Dr Juan-Manuel POLITEI, Buenos-Aires, Argentine?31,

g) Atteintes auditives

Les anomalies auditives et vestibulaires sont des déficits fréquents, entrainant des symptomes tels

qu’une perte auditive, des acouphénes et des vertiges3?73%,

Les acouphenes peuvent étre un symptome précoce et une perte auditive a été signalée chez les
enfants®°, Chez les adultes, les patients décrivent une perte auditive progressive ou soudaine avec en

majorité des surdités de perception, ainsi que des vertiges.

La perte auditive est due a I'accumulation de glycosphingolipides dans la strie vasculaire et les cellules
ganglionnaires. Il pourrait également y avoir une composante endothéliale ou vasculaire a la surdité
chez les patients FD, en raison de I'hypertrophie de la paroi capillaire. Le Gb3 s'accumule de maniéere
systémique mais certaines cellules sont des cibles privilégiées, telles que les cellules endothéliales
vasculaires et les cellules musculaires lisses entrainant un rétrécissement progressif de la lumiére des
vaisseaux, une ischémie voire une occlusion franche de la vascularisation de la cochlée3?’. Une

corrélation entre les lésions neuropathiques et vasculaires et la perte auditive a été trouvée chez les
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hommes, chez qui I'activité résiduelle de I'a-galactosidase A semble avoir un effet protecteur contre

la perte auditive®,

h) Atteintes cardiaques

Les premiers signes d’atteintes cardiaques peuvent étre présents pendant I'adolescence chez les deux
sexes. Des signes d’atteinte du nceud sinusal et du systeme de conduction (par exemple, intervalle PR
raccourci, arythmies, variabilité de la fréquence cardiaque altérée et insuffisance valvulaire légére) ont

été montrés33,

Des symptomes cardiaques, notamment une hypertrophie ventriculaire gauche, une arythmie, une
angine de poitrine et une dyspnée, sont signalés chez environ 40 a 60 % des patients atteints de
maladie de Fabry333-3%, Les arythmies et une variabilité de la fréquence cardiaque altérée résultent de
I'implication du nceud sinusal, du systeme de conduction et du déséquilibre entre le tonus
sympathique et parasympathique. La dysfonction diastolique et I’hypertrophie ventriculaire gauche
concentrique, qui est généralement non obstructive, sont des caractéristiques importantes, les
hommes étant généralement plus gravement touchés que les femmes. L'ischémie et I'infarctus du
myocarde peuvent résulter d’une fonction compromise du lit vasculaire coronaire3®, Avec I’age, une
fibrose myocardique progressive se développe avec a la fois une fibrose interstitielle et une fibrose de
remplacement3¥3%, La fibrose de remplacement débute presque toujours dans la paroi postéro-
latérale et au milieu du myocarde. La fibrose transmurale de remplacement réduit progressivement la
fonction cardiaque au stade de I'insuffisance cardiaque congestive3#1343, Les arythmies malignes sont

responsables de déces337:343:344,

Les atteintes cardiaques peuvent étre mises en évidence par échographie ou IRM cardiaque (Figure
45). L'IRM cardiaque est I'examen non-invasif de choix dans la maladie de Fabry car elle permet
d’évaluer de maniére exhaustive I'anatomie cardiaque, la fonction ventriculaire globale et localisée et
de caractériser les tissus®®. Le rehaussement tardif au gadolinium permet de détecter et de quantifier
la fibrose myocardique, un élément pronostique majeur*¢. La cartographie T1 (T1 mapping) calcule le
temps de relaxation du myocarde grace aux intensités du signal. Elle permet quant a elle de
caractériser le tissu myocardique en identifiant I'cedéme myocardique, I'accumulation de lipides intra-
myocytaires et I'expansion du volume extracellulaire (protéines ou dépéts de fer)3¥. La surcharge en
glycosphingolipides cardiaques dans les stades précoces de la maladie de Fabry induit une diminution

des valeurs du T1 mapping, qui peut précéder le développement de I'hypertrophie ventriculaire
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gauche et de la dysfonction myocardique, faisant du T1 mapping un véritable marqueur diagnostique

348

et pronostique

Figure 45. IRM cardiaque pour le bilan de I’hypertrophie et de la fibrose ventriculaire gauche.

A : Hypertrophie ventriculaire gauche chez un homme de 51 ans avec atteinte cérébrovasculaire et insuffisance rénale
terminale (dialyse). B : Cardiomyopathie hypertrophique chez un homme de 56 ans avec arythmie, leucoaréose et
transplantation rénale. C : Rehaussement tardif aprés gadolinium chez une patiente de 63 ans en insuffisance rénale terminale
(dialyse). 21

i) Atteintes rénales

L'atteinte rénale chez les patients Fabry est connue depuis les rapports originaux d’Anderson et Fabry
a la fin du XIXéme siécle. L’évolution est progressive et insidieuse avec une microalbuminurie et la
protéinurie pouvant se développer dés la deuxiéme décennie de vie3*3>1, Elle est susceptible d’étre
plus sévere chez les patients dont I'activité enzymatique résiduelle est inférieure a 1 % que chez ceux
dont les taux d’enzymes sont détectables et chez qui I'atteinte rénale commence plus tard. Des
modifications histologiques potentiellement irréversibles des glomérules, des tubules interstitiels et
des structures vasculaires avant la premiére apparition de la microalbuminurie peuvent étre observées

%1 Un effacement du processus du pied des podocytes a été

sur biopsie rénale chez les enfants
rapporté et indique une glomérulosclérose segmentaire focale. Une baisse du débit de filtration
glomérulaire (DFG) est rare a I’age pédiatrique, mais peut étre observée dés I’adolescence3*'3*2, Vingt-

cing pour cent des patients peuvent évoluer vers une insuffisance rénale chronique®.

Comme la plupart des aspects de la maladie, la pathologie rénale s’aggrave avec I'age. Chez les patients
atteints d’une forme classique de Fabry, les lésions rénales résultent du dépét de Gb3 dans les cellules
endothéliales glomérulaires, mésangiales, interstitielles et dans les podocytes. Ces derniers sont des
cellules épithéliales différenciées en phase terminale qui accumulent de nombreuses inclusions de

type myéline dans leurs lysosomes (Figure 46).
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Figure 46. Biopsie rénale.
La microscopie électronique montre un stockage massif de glycosphingolipides dans les lysosomes des podocytes. Courtoisie:
Pr Marie-Claire GUBLER, Paris, France.?51

L’accumulation des glycosphingolipides se produit également dans I'épithélium de I'anse de Henle et
des tubules contournés distaux, ainsi que dans les cellules musculaires endothéliales et lisses des

artérioles rénales34:3>4,

Avec '4ge, la protéinurie s’aggrave3>®

. Initialement, la compensation glomérulaire (hyperfiltration)
peut masquer une altération de la fonction rénale mais, une fois qu’un nombre critique de néphrons
a été endommagé, la fonction rénale décline progressivement. La détérioration graduelle de la
fonction rénale survient généralement entre la troisiéme et la cinquiéme décennie de vie*. A ce stade,
la fibrose, la sclérose et I'atrophie tubulaire dominent I'activité de la maladie, laissant présager une
insuffisance rénale terminale qui survient généralement chez les hommes entre la 4™ et la 5™
décennie de vie3¥33%, Les aspects néphrologiques sont des contributeurs majeurs a la morbidité et &
la mortalité associées a la maladie. La progression vers I'insuffisance rénale terminale est la principale
cause de décés chez les patients de sexe masculin atteints de maladie de Fabry non traitée et le décés
résulte le plus souvent d’'une urémie, a moins qu’une hémodialyse chronique ou une transplantation

rénale ne soit entreprise33,
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Les biopsies rénales peuvent étre utiles comme évaluation de base et chez les patients présentant des
présentations atypiques, y compris une biopsie rénale répétée lorsque la maladie progresse malgré le
traitement3>*, Cependant, la biopsie rénale est loin d’étre systématique chez les patients avec un

diagnostic bien établi et une bonne réponse au traitement.

j) Autres atteintes

La fatigue chronique et la difficulté a prendre du poids peuvent également survenir fréquemment, en

particulier pendant I'adolescence®?,

Une dysmorphie faciale est rapportée chez quelques patients masculins de Fabry, caractérisée par une
plénitude péri-orbitaire, des crétes supra-orbitaires proéminentes, une grande largeur bitemporale,
un ptosis, une base nasale large, une pointe nasale bulbeuse, des lévres charnues et des traits

grossiers35839,

Le priapisme a haut débit peut également étre observé chez les jeunes garcons atteints de maladies

de Fabry®,

L'identification de dépo6ts de Gb3 au niveau de I'appareil reproducteur a suggéré une altération de la
fonction gonadique male dans la maladie de Fabry. Papaxanthos-Roche et al. ont récemment montré
que les patients atteints de FD pourraient avoir un effet néfaste sur les caractéristiques du sperme,

mais la fonction reproductrice n’est que légérement diminuée3®°,

Une atteinte respiratoire peut se manifester par une dyspnée a I'effort, une toux chronique et une
respiration sifflante®®!. Vingt-six pourcent des femmes Fabry et 61% des hommes présentent une

obstruction des voies respiratoires®®?,

Une ostéopénie voire une ostéoporose précoce sont fréquemment retrouvées chez les patients avec

une forme classique®.

Jusqu’a 46 % et 28 % des patients peuvent souffrir de dépression et de dépression clinique sévere,
respectivement, dépression souvent sous-diagnostiquée®®. Des évaluations psychiatriques et

neuropsychologiques sont donc recommandées.

Les données du FOS® et du Fabry Registry® montrent que les cytopénies sanguines périphériques

légéres, en particulier I'anémie, sont fréquentes®?,
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Une augmentation significative de I'épaisseur intima-media des artéres a été décrite, et ce en I'absence
de plaques d’athérosclérose®®®. L’épaississement de I'intima-media et I’hypertrophie ventriculaire

gauche se produisent simultanément suggérant une pathogenése commune3®,

2. Forme classique chez ’'homme

La forme classique débute habituellement pendant I'enfance, et les patients peuvent présenter tous
les symptdbmes neurologiques, cutanés, rénaux, cardiovasculaires, cochléo-vestibulaires et

cérébrovasculaires caractéristiques de la maladie décrits ci-dessus (Figure 47).

Malgré I'absence de dysfonctionnement d’un organe majeur dans l’enfance, ces symptémes,
individuellement ou en combinaison, peuvent entrainer une morbidité importante limitant les
performances physiques, scolaires et sociales de I'enfant3®’. En I'absence de traitement, ces atteintes
d’organes précoces peuvent mettre en jeu le pronostic vital avec un risque de déces lié a I'insuffisance

cardiaque et/ou rénale dans la quatriéme ou la cinquiéme décennie de la vie?.

| Neuropathic pain |
| ophthalmologic |
g | Gastrointestinal |
Vé; | Angiokeratomas |
| Tinnitus |
| Proteinuria |

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T1TP»
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Age (years)

Figure 47. Age moyen d’apparition des premiers symptémes de la forme classique de la maladie de Fabry.358

3. Formes non-classiques chez les hommes

La maladie de Fabry a longtemps été considérée comme une maladie multisystémique a part entiére,
la plupart des hommes atteints développant un phénotype « classique ». Plus tard, les sous-
classifications « forme cardiaque » et « forme rénale » ont été introduites pour les patients présentant
respectivement une atteinte cardiaque ou rénale prédominante®37°, Dans les populations adultes a
haut risque, les efforts de dépistage se sont avérés efficaces pour diagnostiquer les patients Fabry chez

les personnes atteintes d’insuffisance rénale terminale®’°, d’hypertrophie cardiaque inexpliquée ou
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d’accidents vasculaires cérébraux chez des patients jeunes sans facteurs prédisposants évidents370-372,

Le dépistage des patients atteints d’athérosclérose ou le dépistage ophtalmologique peuvent avoir

moins de valeur.

Les formes atypiques présentent peu ou pas de symptdémes caractéristiques de la maladie classique,
mais ont des manifestations confinées principalement & un organe®”3, Se présentant beaucoup plus
tard dans la vie (de la quatrieme a la sixieme décennie) que les patients atteints d’'une maladie
classique, ils sont souvent identifiés par hasard. Contrairement a leurs homologues classiquement
affectés, les formes atypiques ont une activité a -galactosidase A résiduelle qui varie entre 2 et 20 %

de la normale®,

Forme cardiaque

La forme cardiaque - la plus largement rapportée parmi les formes atypiques - présente des
manifestations cardiaques en I'absence d’atteinte systémique manifeste3%9373, Les manifestations
comprennent une cardiomégalie, des anomalies électrocardiographiques compatibles avec une
cardiomyopathie, une cardiomyopathie hypertrophique non obstructive et des infarctus du myocarde

; une protéinurie légere peut également étre détectée.

La forme cardiaque était initialement considérée comme rare, mais une étude japonaise portant sur
1603 hommes subissant une échocardiographie de routine a révélé que 3% des 230 patients atteints
d’hypertrophie ventriculaire gauche avaient une maladie de Fabry cliniquement insoupconnée3®, ||
apparait que la maladie de Fabry devrait également étre envisagée dans tous les cas de

cardiomyopathie hypertrophique homogéne inexpliquée3’.

Forme rénale

Il existe également des rapports d’hommes hémizygotes avec des manifestations de la maladie
confinées au rein. Les cas de maladie de Fabry peuvent étre sous-diagnostiqués chez les patients sous
dialyse rénale et transplantés®’®377, Leur détection précoce est importante car ces patients peuvent
développer ultérieurement une maladie vasculaire, cardiaque ou cérébrale et car un traitement peut

étre mis en place.

Comme dans d’autres maladies héréditaires du métabolisme, le phénotype dépend généralement de
I'activité enzymatique résiduelle, qui a son tour dépend du type de variant. En général, les variants dits

séveres qui entrainent une activité enzymatique inférieure a 1% conduisent a la forme classique, tandis
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que celles qui entralinent une activité entre 1 et 30 % de I'activité normale, conduisent a des formes

atypiques370,378,379

Dans le Fabry Outcome Survey (FOS) une corrélation positive trés significative a été retrouvée entre
I’age a I'entrée dans le FOS et le FOS Severity Index ainsi qu’entre I'age a I'entrée dans le FOS et le
nombre d’organes affectés (p < 0,001) chez les hommes porteurs de variants pathogénes faux-sens

GLA, indépendamment du fait que I’acide aminé modifié soit un acide aminé conservé ou non3®,

Cependant, I'analyse des corrélations génotype-phénotype dans la maladie de Fabry est compliquée
par un certain nombre de facteurs, tels que la forte proportion de variants privées, la grande
hétérogénéité phénotypique intra et interfamiliale associée a un méme variant et les complications
liées a la maladie observées avec une prévalence élevée dans la population générale??6381:382 Ajngj, sj
certains variants sont habituellement associés a des formes atypiques (rénale ou cardiaque par

exemple pour le variant N215S) ou a des formes classiques, cela n’exclut pas une forme différente chez

certains de ces patients.

Compte tenu du mode de transmission lié a I’X, les manifestations cliniques de la maladie de Fabry
chez les femmes hétérozygotes, en tant que porteuses obligatoires, ont longtemps été considérées
comme rares ou bénignes. Cependant, la prévalence des femmes porteuses symptomatiques est
estimée a environ 70 %, avec des phénotypes allant d’atteintes trés légéres aux cas graves comparable

aux phénotypes présentés par les gargons®®3%8,

Les femmes Fabry présentent généralement des symptomes d’apparition tardive, une progression plus
lente de la maladie et une espérance de vie plus longue, estimée a environ 70 ans, contre 50 a 55 ans

pour les hommes3893%,

Des douleurs neuropathiques sont rapportées chez environ 10 % des
porteuses, le plus souvent par intermittence et souvent diagnostiquées a tort comme polyarthrite ou
périartérite noueuse®! ; la cornée verticillée est présente chez environ 72 % des femmes, tandis
qu’une surdité est rapportée dans environ 33 % des cas®%3%, Les autres symptdmes rapportés dans
environ 33 % des cas sont une atteinte rénale et une protéinurie, nécessitant une dialyse ou une
transplantation rénale dans 10 % des cas®***3%. Selon le FOS, 65 % des femmes atteintes développent
une atteinte cardiaque, incluant une ischémie cardiaque d’origine microvasculaire, une
cardiomyopathie hypertrophique et des arythmies (bloc auriculo-ventriculaire, tachyarythmies et
anomalies du segment ST/onde T) qui peuvent nécessiter l'implantation d’un stimulateur

7 Y

cardiaque?*%3%:3%7 | ’atteinte cardiaque est corrélée a I'dge ; en particulier, Kampmann et al. ont
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rapporté la présence d’une cardiomyopathie chez environ 56 % des femmes hétérozygotes agées de
moins de 38 ans, chez 86 % de celles agées de plus de 38 ans et chez 100 % des porteuses agées de

plus de 45 ans3®.

Niemann et al. ont mis en évidence une nette différence de cardiomyopathie de Fabry entre les
hommes et les femmes, évaluée par IRM cardiaque3®. Contrairement aux patients hommes, la perte
de la fonction myocardique et le développement de la fibrose n’étaient pas nécessairement liés a une

hypertrophie myocardique chez les femmes.

Les patients des deux sexes connaissent une qualité de vie considérablement réduite a partir de la
troisieme décennie de la vie. Les femmes porteuses de Fabry ont un risque significatif d’atteinte
d’organes majeurs et de diminution de la qualité de vie, et doivent donc étre étroitement surveillées
pour une évaluation précise des signes et des symptémes, ainsi que la mise en place d’un traitement

adéquat?*?,

VIIl.  Diagnostic

L'apparition précoce des signes et symptémes de la maladie de Fabry justifie un diagnostic rapide,
d’autant plus du fait de la disponibilité de traitements. Cependant, reconnaitre les manifestations
précoces dans la pratique clinique peut étre difficile pour diverses raisons. La présentation de la
maladie est généralement hétérogene, les symptomes sont souvent peu spécifiques et une
dysfonction rénale ou cardiague majeure est rare chez les patients pédiatriques. Les formes a début
pédiatriques sont trés probablement sous-diagnostiquées car les symptdmes sont frustres. Les délais
diagnostiques peuvent encore étre considérables — plusieurs années voire plus d’'une décennie —
malgré les efforts de sensibilisation des praticiens, et les patients doivent souvent consulter plusieurs
spécialistes avant de pouvoir obtenir un diagnostic. Si I’'examen clinique fait suspecter une maladie de
Fabry, en cas de douleurs neuropathiques ou d’association de symptomes, une confirmation

biochimique et/ou génétique appropriée est nécessaire3® (Figure 48).
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Suspicion clinique ou histoire familiale de
maladie de Fabry de maladie de Fabry

Recherche ciblée du oul Histoire familiale de maladie de Fabry avec
variant familial variant identifié

Homme Femme

Dosage de I'activité de I'a-GAL |

Analyse du géne GLA
et dosage du lyso-Gb3

Activité enzymatique

Activité enzymatique diminuée
normale

q . - - Pas de variant ou d'allele
Diagnostic exclu Variant pathogéne Variant de signification de pseudodéficit
identifié indéterminé
| Confirmation diagnostique Confrontation avec la clinique,

Phistoire familiale et la biochimie

(lyso-Gb3 augmenté ?) Diagnostic peu probable,

interprétation des résultats en
fonction du profil clinique et
biologique

| Discussion au sein d’un centre de référence

Figure 48. Algorithme diagnostique de la maladie de Fabry chez ’'homme et la femme.
D’apres 3%%et Mayo Clinic Laboratories (https://www.mayocliniclabs.com/articles/resources/algorithms)

1. Dosage enzymatique

La mesure de l'activité enzymatique de I'a-GAL constitue la premiere étape diagnostique. Elle peut
étre réalisée sur plasma, leucocytes ou tache de sang séché sur buvard. L’activité peut étre dosée par
fluorimétrie ou spectrométrie de masse. Une activité enzymatique effondrée permet de confirmer sur
le plan biochimique une maladie de Fabry. Une activité résiduelle peut étre retrouvée chez les patients
avec une forme non-classique. Une activité enzymatique normale ne permet cependant pas d’éliminer
une maladie de Fabry chez les femmes, méme atteintes de forme classique3?’. En fonction des
pratiques, certains laboratoires ne réalisent donc pas le dosage de I'activité enzymatique chez les

femmes.

2. Lagénétique

L’'examen de confirmation — et de premiere intention chez les femmes — est I'analyse par biologie
moléculaire du gene GLA, effectué aujourd’hui par séquencage haut débit (NGS). Cette analyse est
possible a partir d’ADN extrait d’un tube de sang total (prélevé sur tube EDTA) ou de taches de sang

séché sur buvard.
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Il existe une variabilité phénotypique avec un méme variant, mais certaines sont associées aux formes
classiques et d’autres aux formes tardives ou atypiques. La confirmation génétique est nécessaire pour
le conseil génétique et l'identification de la maladie chez les apparentés. Identifier le variant est
également nécessaire sur le plan thérapeutique pour utiliser le migalastat, une chaperonne
pharmacologique, qui n’est prescrit que lorsque le variant le permet®®. Un tableau clinicobiologique

de maladie de Fabry, sans variant identifié sur les exons, doit faire rechercher un variant intronique“®.

La maladie de Fabry étant due a un déficit enzymatique, le dosage du substrat accumulé constitue un

outil diagnostic majeur.

Historiquement, le biomarqueur utilisé était le Gb3. Le dosage du Gb3 urinaire était plus fiable,

notamment chez les femmes?”°

, mais n’était pas élevé chez certains patients présentant des variants
tardifs et/ou des variants particuliers (comme le variant p.Asn215Ser ou N215S plutot associé a des

formes cardiaques)*®2,

Actuellement le dosage du lyso-Gb3 est le biomarqueur consacré, étant plus sensible et plus spécifique
que le Gb3%%3, || peut étre dosé dans le plasma ou sur tache de sang séché par spectrométrie de masse.

274 Une

La concentration plasmatique de lyso-Gb3 est corrélée a la sévérité du phénotype
concentration élevée suggere un phénotype classique. A contrario, la concentration de lyso-Gb3 n’est
jamais élevée chez les patients ayant un variant non pathogéne du géne GLA*. Chez la femme, le lyso-
Gb3 n’est rapporté comme élevé que dans 40 a 60 % des cas mais ce chiffre prend en compte la
population pédiatrique. Or il a été montré que les concentrations de lyso-Gb3 sont dans les valeurs
physiologiques pendant I'enfance et augmentent avec I'dge?”®. Chez I'adulte, des études montrent que
la mesure combinée de I'a-GAL et du lyso-Gb3 plasmatique augmente la valeur diagnostique chez les

femmes adultes symptomatiques®®. Cependant, le lyso-Gb3 plasmatique est parfois lui aussi normal

en cas de variant cardiaque avec le variant N2155%%,

Concernant le suivi de la maladie et de la réponse aux traitements, les niveaux de lyso-Gb3 ne semblent
pas diminuer chez tous les patients traités par molécule chaperonne, et chez certains patients atteints
de Fabry classique, les niveaux de lyso-Gb3 ont considérablement augmenté et I'activité enzymatique

résiduelle était trés faible aprés le remplacement de I'ERT au migalastat 407409,

De nombreuses études ont démontré le réle du lyso-Gb3 en tant que biomarqueur spécifique de
I'activité de la maladie, en tant qu’outil de dépistage, de diagnostic et en tant que marqueur de

réponse au traitement. Cependant, a ce jour, aucune donnée a long terme n’est disponible sur les
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résultats cliniques des patients obtenant une diminution du lyso-Gb3. Au total, dans le cadre du
diagnostic, le lyso-Gb3 a une tres bonne valeur prédictive positive, une valeur prédictive négative
moindre notamment chez les femmes et dans les formes atypiques et n’est pas un bon marqueur de
suivi.

D’autres biomarqueurs ont été proposés tels que les analogues du lyso-Gb3%° ou différents substrats
de la voie de dégradation des sphingolipides (isoformes du Gb3 ou du Gb2, lactosylcéramide)*1412,

Cependant les méthodes de séparation et d’analyse de ces métabolites ne sont pas adaptées aux

analyses de routine.

Il existe différents médiateurs de l'inflammation, du stress oxydatif et de I'apoptose, induits par
I"accumulation initiale du substrat. lls sont impliqués dans différents processus pathophysiologiques

de la maladie et sont liés a la fois a une atteinte systémique et a des altérations tissulaires spécifiques.

Le dosage de ces différents médiateurs ainsi que le dosage de biomarqueurs plus conventionnels liés
aux atteintes d’organes (calcul du débit de filtration glomérulaire, mesure de la protéinurie, dosage du
NT-proBNP, de la troponine T cardiaque hypersensible, etc.) permettent de réaliser le bilan des
complications au diagnostic et de suivre I'évolution de la maladie et la réponse au traitement (Figure
49). Ces marqueurs sont d’autant plus indispensables que la réduction du lyso-Gb3 n’exclut pas une
évolution de la maladie. Inversement, certains traitements ne permettent pas de réduire le lyso-Gb3
qui n’est donc plus un marqueur fiable de suivi. Cependant, la recherche de nouveaux biomarqueurs

ou de profils de biomarqueurs avance grace aux sciences omiques.

La surveillance de biomarqueurs spécifiques d’organes complémentaires doit étre utilisée chez tous
les patients atteints de maladie de Fabry, en particulier chez les femmes et les patients traités par

thérapie chaperon3415,
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Figure 49. Schéma des voies de réponse pathogenes.

Voies de réponse favorisées par I'accumulation et/ou I'exposition au Gb3 et/ou au lyso-Gb3 dans la maladie de Fabry
regroupées par spécificité d'organe/tissu, avec certains biomarqueurs impliqués. Les fleches en pointillé indiquent les
associations entre la vasculopathie systémique et I'atteinte rénale et cardiaque. a-SMA : a-smooth muscle actin ; BNP : brain
natriuretic peptide ; CICT : collagen type | carboxy-terminal telopeptide ; FGF-2: fibroblast growth factor-2 ; Gb3 :
Globotriaosylceramide ; GSH : glutathione ; GPx : glutathione peroxidase ; Tn : high sensitive Troponin ; IL : interleukin ; iNOS
: inducible nitric oxide synthase ; lyso-Gb3 : Globotriaosylsphingosine ; MCP-1 : monocyte chemo-attractant protein ; MDA :
malondialdehyde ; MMP-2 : matrix metalloproteinase-2 ; MPO : myeloperoxidase ; MR-proANP : midregional pro-atrial
natriuretic peptide ; NO: nitric oxide ; NT: nitrotyrosine ; 8-OHdG : 8-hydroxydeoxyguanosine ; PIPP : procollagen type |
carboxy-terminal propeptide ; PIIINP : procollagen type Ill amino-terminal propeptide ; sSICAM-1 : soluble intercellular adhesion
molecule 1 ; sVCAM-1 : soluble vascular cell adhesion molecule 1 ; S1P : Sphingosine-1- phosphate ; TBARS : thiobarbituric acid
reactive species ; TGFB8-1 : transforming growth factor beta-1 ; TNF-a : tumor necrosis factor alpha ; TNFR : tumor necrosis
factor receptor ; Tyr : tyrosine ; UPAR : urokinase-type plasminogen activator receptor ; VEGF : vascular endothelial growth
factor ; VEGFR : vascular endothelial growth factor receptor. 416

5. Dépistage

Dépistage dans les populations a risque

Le dépistage des populations a haut risque permet d’identifier des patients qui pourront bénéficier
d’une prise en charge thérapeutique spécifique et d’une surveillance adaptée afin de prévenir d’autres
atteintes d’organes. Dans ces populations a haut risque (patients avec une hypertrophie ventriculaire

gauche, un AVC jeune, une néphropathie sans facteur de risque, etc.), la prévalence des individus avec
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un variant GLA est de 0,62% (en incluant les VSI) et celle des individus avec un diagnostic définitif de

maladie de Fabry est de 0,12%*.

L’élargissement du dépistage des populations a haut risque en cardiologie, neurologie et néphrologie
a l'ophtalmologie, la gastro-entérologie, la médecine interne, la pédiatrie, la dermatologie et la

génétique médicale permet d’augmenter le taux diagnostic de la maladie de Fabry**® (Figure 50).

La sensibilisation des différents spécialistes a cette maladie rare, multisystémique, mais traitable est

donc essentielle afin de réduire les délais de diagnostic et d’améliorer la qualité de vie des patients.

Typical Clinical Setting For Genetic Screening of Anderson-Fabry Disease

Neurology 1.28% of screened patients were carriers of GLA mutations

Cardiology 1.69%

Nephrology 2.7%

Clinical Setting for Expanded Screening
Ophthalmology 13%
Pediatrics 7.3%
Gastro/internal medicine SRR/}

Medical genetics 71%

Dermatology 0%

Figure 50. Extension du dépistage de la maladie de Fabry.*18

Dépistage néonatal

Plusieurs études pilotes et programmes de dépistage néonatal de la maladie de Fabry ont été mis en
ceuvre dans le monde. Ces programmes varient en fonction du cot économique du dépistage, de
I'expertise et des intéréts locaux, des décisions politiques et des demandes des associations de patients
et familles mais ils ont démontré la faisabilité du dépistage néonatal pour cette pathologie. En fonction
des pays et des programmes, le dépistage est réalisé par dosage biochimique ou méthode moléculaire

a haut débit**42%,

Une particularité de ce dépistage est que la valeur prédictive positive ne peut pas étre utilisée comme
mesure de performance du fait de la difficulté a définir les vrais positifs, en raison de I'incertitude

guant a l'apparition des symptomes de la maladie. Il en est de méme pour les faux positifs. On peut
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obtenir le rapport entre le nombre de tests positifs et le nombre de nouveau-nés dépistés, mais ici

aussi, le nombre de tests positifs dépendra de la valeur seuil choisie par chaque laboratoire?®,

Une fois le diagnostic confirmé, il a été proposé de faire suivre le nourrisson par un spécialiste tous les
6 mois afin de surveiller I'apparition de symptdmes. Pour les enfants avec un variant associé a une

forme tardive, la fréquence et la stratégie de suivi doivent étre adaptées*??.

Les programmes de suivi a long terme permettront une meilleure connaissance de I’histoire naturelle,
|’établissement de stratégies pour le suivi, du moyen optimal de surveillance et d’'un calendrier de mise
en place du traitement, et un suivi au long cours de la réponse aux thérapies notamment dans le cadre

de traitements mis en place précocement.

Un aspect fondamental du dépistage néonatal est la possibilité d’'un dépistage familial aprés
identification de nouveau-nés positifs. La combinaison d’une analyse généalogique détaillée et d’un
test génétique en cascade des membres de la famille a risque peut augmenter le nombre de patients
identifiés, améliorer le diagnostic précoce et clarifier la pathogénicité des nouveaux variants GLA*3,
Dans plusieurs études, il est rapporté qu’aucun des nourrissons atteints de Fabry identifié par le
dépistage néonatal n’avait pas d’antécédents familiaux positifs de maladie de Fabry ou de parents
présentant des symptdmes évocateurs de la maladie****%, Cependant, lorsqu’un dépistage génétique
familial était effectué, toutes les familles étudiées avaient des membres non diagnostiqués
auparavant, symptomatiques ou non?*”4%, En moyenne, 4 3 5 membres affectés supplémentaires

peuvent étre identifiés par proposant*23426,

Le dépistage néonatal de la maladie de Fabry présente donc plusieurs avantages : des méthodes fiables
et efficaces pour le dépistage sur tache de sang séché sur buvard sont disponibles ; la maladie est plus
répandue que précédemment estimée cliniquement ; le dépistage néonatal permet un diagnostic et
un traitement précoces, conduisant a un meilleur pronostic et en évitant a I'enfant une « odyssée
diagnostique » de parfois plusieurs années ; de plus, le diagnostic d’un nouveau-né peut étre suivi d’un

conseil familial et d’un dépistage.

Mais celui-ci reste controversé du fait de plusieurs inconvénients : I'incidence élevée des formes
d’apparition tardive a soulevé des questions éthiques. La détection en période néonatale peut avoir
un impact psychologique négatif sur les parents et risque de créer des « enfants vulnérables » ou des
« patients en attente », étiquetés et surmédiqués*?’?8, De plus, cela augmente les colts des analyses
de laboratoire et des visites de suivi. Le dépistage de la FD révele également une forte prévalence
d’individus atteints de VUS ou de nouvelles variantes génétiques non encore classées*?. Les tests
enzymatiques ne sont pas fiables pour le dépistage des femmes. Les faux négatifs avec les tests

enzymatiques sont d’environ 40 % (jusqu’a 80 % a Taiwan, ou le variant IVS4 est prédominant), alors
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que les méthodes basées sur I’ADN semblent étre plus sensibles et fiables****32, Dans la plupart des
pays, I'hétérogénéité mutationnelle entrave cependant I'utilisation de I'analyse moléculaire pour le

dépistage a haut débit.

Malgré ces limitations, I'opinion des patients Fabry sur le dépistage néonatal est favorable. Plusieurs
études ont exploré I'opinion des malades Fabry et d’autres maladies a apparition tardives. La plupart
des participants ont une opinion favorable du dépistage néonatal et estiment qu’il pourrait entrainer
une meilleure santé actuelle, éliminer les errances diagnostiques, conduire a un traitement plus rapide
et plus efficace et a des décisions de vie différentes, y compris des décisions sur le mode de vie, les

finances et la procréation®33-4%,

Contrairement a la grande majorité des maladies lysosomales, qui sont héritées de maniéere
autosomique récessive, la maladie de Fabry, comme la mucopolysaccharidose de type Il (maladie de
Hunter) et la maladie de Danon (déficit en LAMP-2), est de transmission liée a I’X3®°, Par conséquent,
il N’y a pas de transmission d’homme a homme de la maladie de Fabry, mais les péres affectés
transmettront le géne défectueux a toutes leurs filles, tandis que les femmes hétérozygotes ont un
risque de 50 % a chaque conception de transmettre le gene ; les fils qui héritent du géne pathogéne
de leur mere auront la maladie, tandis que les filles seront des hétérozygotes qui peuvent ou non
développer des manifestations de la maladie. Il est a noter que les cas de femmes atteintes de maladie

de Hunter ou de Danon restent anecdotiques.

Une fois le diagnostic confirmé, il convient de demander I'avis d’'un généticien et de réaliser un
dépistage familial**®. L’analyse de I'arbre généalogique et le dépistage efficace de la famille d’un
patient diagnostiqué (adulte) sont susceptibles d’aboutir a I'identification de plusieurs membres de la
famille touchés jusque-la non reconnus, y compris de jeunes patients a un stade relativement précoce
de leur maladie3®42%, Cela offre la possibilité d’offrir un conseil génétique et une intervention
thérapeutique précoce “%. Un soutien familial approprié doit étre fourni, qui peut étre obtenu avec

I"aide d’associations de patients.
Le diagnostic prénatal de maladie de Fabry est controversé, pour les foetus féminins mais aussi

masculins du fait de la variabilité phénotypique, y compris intrafamiliale, et de la disponibilité de

traitements.
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IX. Traitements

Une fois le diagnostic confirmé, les patients doivent étre référés a un centre multidisciplinaire
spécialisé dans la maladie de Fabry pour un examen initial, la planification et I'initiation du traitement.
Les objectifs thérapeutiques suivants doivent étre visés dans le cadre de la prise en charge multimodale
: (1) Diminution des plaintes (nhotamment réduction de la douleur), (2) retarder/prévenir la progression
des manifestations organiques (notamment rénales, cardiaques et du systéme nerveux central), (3)

amélioration de la qualité de vie et (4) normalisation de I'espérance de vie?63437,

La reconnaissance précoce de |'atteinte d’organes, en particulier du cceur, des reins et du systeme
cérébrovasculaire, est essentielle pour initier rapidement le traitement et prévenir des complications
potentiellement irréversibles. Les enfants doivent étre traités dés |'apparition des symptomes.
Cependant, les garcons porteurs d’un variant classique doivent étre traités dés I’'dge de 8 a 10 ans,
méme sans symptomes*®. Les recommandations internationales pour I'instauration d’un traitement
spécifique chez les patients adultes hommes ou femmes et porteurs de variants classiques ou
atypiques refletent une approche thérapeutique personnalisée qui prend en compte I'histoire

naturelle du phénotype spécifique de la maladie?®**%,

Les options de traitement établies pour réduire I'accumulation de Gb3 a I'intérieur des lysosomes
comprennent le remplacement de I'enzyme endogéne a-GAL déficiente par une enzyme recombinante
(enzymothérapie substitutive ou enzyme replacement therapy, ERT) et I'augmentation de la
disponibilité de I'enzyme a-GAL a I'intérieur des lysosomes en corrigeant le mauvais repliement de I'a-

GAL par une molécule chaperonne (Figure 51).
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Figure 51. Vue d'ensemble de la voie des céramides et des cibles thérapeutiques des traitements spécifiques de la maladie de
Fabry.440

Le Tableau 8 résume le mécanisme d’action et les effets physiologiques des médicaments disponibles

et expérimentaux pour le traitement de la maladie de Fabry.

Tableau 8. Médicaments disponibles et expérimentaux pour le traitement de la maladie de Fabry avec leur mécanisme
d'action, voie d'administration et effets physiologiques.**!

Route of
D . . . ical E
rug Name Mechanism of Action Administration Physiological Effect
Int
Agalsidase-B ERT 'n rayenous Decreases accumulation of GL3
infusion
. Intravenous .
Agalsidase-a ERT . r V ! Decreases accumulation of GL3
infusion
Int
Pegunigalsidase-a ERT 'n rayenous Decreases accumulation of GL3
infusion
Binds reversibly to the Promotes trafficking of a-GAL
Migalastat active site of the amenable Oral to lysosome, thus increasing
mutant of a-GAL enzyme activity
Investigational drugs
Intraven
Moss a-GAL Moss derived a-GAL in;uzioen ous Decreases accumulation of GL3
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. Reduces accumulation of
Glucosylceramide synthase . S .
Lucerastat inhibitor Oral glycosphingolipids, including
GL1 and GL3
. Reduces accumulation of
Glucosylceramide synthase . S .
Venglustat inhibitor Oral glycosphingolipids, including
GL1 and GL3

En France, un protocole national de diagnostic et de soins (PNDS) a été rédigé par un groupe d’experts
pour la maladie de Fabry. Il s’agit d’un référentiel de bonne pratique a destination des professionnels
concernés décrivant la prise en charge diagnostique et thérapeutique optimale et le parcours de soins
du patient. Il décrit le bilan initial, la prise en charge thérapeutique et le suivi de la maladie de Fabry.
Une synthese est disponible, a destination du médecin traitant. Il peut étre retrouvé sur le site de la

Haute Autorité de Santé (HAS) : https://www.has-sante.fr/jcms/p 3301584/fr/maladie-de-fabry

Brady et al. ont fait la premiére tentative en 1973 pour administrer I'a-GAL a deux patients Fabry**2,
L’enzyme était purifiée a partir de tissu placentaire humain. La perfusion avait été bien tolérée et avait
amélioré I'activité enzymatique de 68 %. La purification de I'a-GAL a partir du placenta et de la rate
était complexe et insuffisamment disponible ; les progrés de la biotechnologie ont permis la production
d’a-GAL recombinante. Trois préparations, l'agalsidase-B et I|'agalsidase-a depuis 2001 et Ia
pegunigalsidase-a depuis 2023, sont actuellement approuvées comme options pour le traitement a

vie de la maladie de Fabry*®.

L'ERT permet de prévenir I'apparition de I’hypertrophie cardiaque et cas d’hypertrophie déja installée,
de réduire la masse du ventricule gauche et d’améliorer la fraction d’éjection; de stabiliser le débit de
filtration glomérulaire; de retarder le premier événement clinique (rénal, cardiaque,
cérébrovasculaire, décés) avec un bénéfice clinique plus important en cas d’initiation précoce du
traitement ; d’éliminer I'accumulation de Gb3 des cellules endothéliales des capillaires dermiques et

de réduire les symptémes gastro-intestinaux*+44,
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a) Agalsidase alpha

L’agalsidase-a (Replagal, Takeda) est produite dans une lignée cellulaire humaine (cellules de
fibrosarcome humain HT-1080) et est disponible sous forme de perfusion intraveineuse toutes les deux

semaines a la dose recommandée de 0,2 mg/kg de poids corporel.

b) Agalsidase beta

L’agalsidase-p (Fabrazyme, Sanofi) est produite dans des cellules ovariennes de hamster chinois et est
disponible sous forme de perfusion intraveineuse toutes les deux semaines, avec une dose

recommandée de 1,0 mg/kg de poids corporel.

Arends et al. ont comparé les effets de I’agalsidase-a et de I’agalsidase-B*¥’. Les patients traités avec
|'agalsidase beta, en particulier les hommes atteints de forme classique, avaient une diminution plus
significative du lyso-Gb3 plasmatique (B : -18 nmol/L, p < 0,001) et de I'indice de masse du ventricule
gauche (IMVG, OR 2,27, p = 0,03), tandis que les pentes du DFG et le taux d’événements (HR 0,96, p =
0,87) étaient similaires pour les deux enzymes. Le risque de développer des anticorps était plus élevé
avec I'agalsidase beta (OR 2,8, p = 0,04). Cela peut étre lié a la dose ou a la méthode de fabrication du
produit (par exemple, lignée cellulaire humaine contre lignée cellulaire CHO et les différences
éventuelles de glycosylation)*®. Cependant, son effet s’est poursuivi en présence d’anticorps. Tsuboi
et al., dans une étude observationnelle de 11 patients, ont démontré qu'’il était possible de remplacer
le traitement par agalsidase-B par I'agalsidase-a sans risque et sans perte d’efficacité**. C’est donc
une option thérapeutique viable chez les patients présentant une réaction allergique liée a la perfusion

d’agalsidase- B.

Diverses études ont identifié les anticorps anti-agalsidase (AB) et étudié leur importance et leur effet
sur I'activité enzymatique. Mauhin et al. ont montré que les IgG AB étaient présents chez 40 % des
hommes exposés a I'agalsidase*°. La présence d’AB était indépendante de la durée d’exposition (odds
ratio (OR) = 1,1, p = 0,09). Les AB étaient plus fréquents dans la maladie de Fabry classique que dans
les autres phénotypes (58,6 % contre 6,7 %, p = 0,0005). Les variants conduisant a des protéines a-GAL
tronquées (délétions, non-sens et mutations de décalage de cadre) étaient plus fréquemment

associées aux AB que les variants faux-sens (55,6 % contre 12,0 %, p= 0,006).

Lenders et al. ont évalué I'inhibition sérique de I'ERT**1. Une inhibition a été notée chez 40 % des

hommes traités a I'agalsidase, quel que soit le type d’ERT (a ou B). Lors d’une analyse rétrospective
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longitudinale de 5 ans, I'inhibition de I'agalsidase était associée a des niveaux plus élevés de lyso-Gb3,
a des scores de gravité de la maladie plus mauvais, a davantage de symptémes, a une plus grande

masse du ventricule gauche (p = 0,02) et a une fonction rénale plus faible (p = 0,04).

Le Tableau 9 décrit les recommandations européennes pour la mise en place de 'ERT et son arrét.

Tableau 9. Recommandations pour l'initiation et I'arrét de I'enzymothérapie substitutive chez les patients atteints de la
maladie de Fabry.*#

ERT : enzyme replacement therapy ; NYHA : New York heart association ; MWT : maximal wall thickness; CNS : central nervous
system, AF : atrial fibrillation

Initiation of ERT Discontinuation of ERT Not a Candidate for ERT

Classical FD males: 16 years or
older, even if they have no
symptoms or clinical signs of organ
involvement (Class 11B
recommendation).

Noncompliance with >50 percent
of treatments or patient request

. (Class 1).
Classical FD males and females: as . ) . .
. End-stage renal disease, without ~ Advanced cardiac disease
soon as there are early signs of FD ) . o .
an option for renal with extensive fibrosis-

organ involvement (kidney, heart,
and/or CNS signs) and not fully
explained by other pathology (Class

transplantation, in combination Class |
with advanced heart failure (NYHA End-stage renal disease,

. class IV)—Class IIA without an option for
| recommendation). L
. End-stage FD or other renal transplantation, in
Non-classical FD males: as soon as - . . o .
. comorbidities with a life combination with
there are early signs of FD organ .
expectancy of <1 year-Class IIB advanced heart failure

involvement (kidney, heart, and/or

. . The severe cognitive decline of any (NYHA class IV)-Class IIA
CNS signs and not fully explained g A )
by other pathology (Class | cause-Class |IB End-stage FD or other
y P . &Y Lack of response for 1 year when comorbidities with a life
recommendation). D .
. the sole indication for ERT is expectancy of <1 year-
Non-classical FD females: early . . . .
. . . . neuropathic pain while receiving  Class IIB
clinical signs consistent with FD . . .
. maximum supportive care. An The severe cognitive
(Class 1B recommendation) . . .
Cardiac-specific criteria: mvocardial exception is classical FD males who decline of any cause-
P y are at high risk of developing Class IIB

hypertrophy (MWT > 12 mm)
without (or only minimal signs of)
fibrosis (Class I) or signs of cardiac
rhythm disturbances, including
sinus bradycardia, AF, and
repolarization disorders (Class 1)

clinical signs of organ involvement
within a short time period (Class Il
B).

c) Pégunigalsidase alfa

La pégunigalsidase alfa (PRX-102 ou Elfabrio, Protalix BioTherapeutics et Chiesi) est produite par un
systéme d'expression de protéines de cellules végétales ProCellEx®*L, || s’agit d’une a-galactosidase A
recombinante a action prolongée, pégylée. La pégylation (ou PEGylation) est une modification post-

traductionnelle consistant en la conjugaison de I'enzyme a des chaines de polyéthyléne glycol. Ce

140



procédé permet d’augmenter la masse moléculaire d’'une protéine, sa solubilité, son immunogénicité
et sa stabilité, en réduisant sa sensibilité aux enzymes protéolytiques**?. Cette forme d’ERT d’origine
végétale a donc été congue pour augmenter la demi-vie plasmatique et réduire I'immunogénicité,
améliorant ainsi I'efficacité. Elle est disponible sous forme de perfusion intraveineuse toutes les deux
semaines, avec une dose recommandée de 1,0 mg/kg de poids corporel. Une étude d'extension en
ouvert pour évaluer I'innocuité et surtout |'efficacité a long terme d’une dose de 2,0 mg/kg toutes les
4 semaines est en cours, ce qui permettrait d’espacer les perfusions et d’améliorer la qualité de vie

des patients Fabry traités par ERT.

Un chaperon pharmacologique oral se lie a et stabilise I'a-GAL porteuse de variations favorables,
facilitant ainsi le trafic de I'enzyme vers les lysosomes et augmentant I'activité enzymatique (Figure

51).

Le migalastat est la premiére option orale a long terme de sa catégorie pour les patients atteints de
maladie de Fabry avec des variants GLA sensibles. Les données des essais cliniques démontrent son
innocuité et son efficacité. Les données de variants sensibles peuvent étre trouvées sur le site internet
de Galafold (GALAFOLD® GLA Mutation Search. Available online:

https://galafoldamenabilitytable.com/hcp (accessed on 23 August 2022)).

ATTRACT, un essai clinique de phase Ill (NCT01218659), a démontré le réle prometteur de la
monothérapie par le migalastat par voie orale comme option de traitement alternative a I’'ERT par voie
intraveineuse. Le migalastat et I'ERT ont eu des effets similaires sur la fonction rénale et une réduction
significative de I'indice de masse du ventricule gauche (IMVG) avec le traitement au migalastat (-6,6
g/m 2 [-11,0 & -2,2]), mais aucun changement significatif avec I'ERT**3. Les événements rénaux,
cardiaques et cérébrovasculaires étaient plus faibles chez les patients sous migalastat que sous ERT
(29 % contre 44 %, respectivement). Dans une extension en ouvert de I'étude ATTRACT, Feldt-

Rasmussen et al. ont montré que le migalastat était bien toléré et réduisait I'IMVG a 36 mois**4.

Les traitements symptomatiques ont une place prépondérante dans la prise en charge des patients
Fabry et permettent de réduire les symptomes déja présents au moment du diagnostic, ne répondant

pas au traitement ou évoluant sous traitement. Une prise en charge multidisciplinaire est nécessaire
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afin de prendre en charge les différentes atteintes d’organes (néphrologue, neurologue, cardiologue,

psychologue ou psychiatre etc.).

a. Stratégies de réduction de substrat

La thérapie de réduction du substrat se concentre sur I'inhibition de la synthése du glucosylcéramide
avec une réduction subséquente de I'accumulation de Gb3 dans les cellules. Un exemple est le
Venglustat. Il s’agit d’un inhibiteur oral de la glucosylcéramide synthase (GCS) pour réduire la
production de glucosylcéramide (Gb1), ce qui diminue par la suite la production et 'accumulation de
Gb3 dans les cellules. D’autres molécules sont en cours d’étude, en mono- ou bithérapie associée a

I’'ERT*! (Figure 51).

b. La thérapie génique

Le premier essai clinique d’une approche de thérapie génique a été enregistré en 1988 (NCT00001234).
L’étude a inclus 120 patients atteints des maladies de Gaucher et de Fabry dans le but d’étudier I'effet
thérapeutique de la transplantation de cellules souches hématopoiétiques autologues CD34+
génétiquement modifiées avec un vecteur rétroviral. Les travaux sur le développement de thérapies

géniques dans les sphingolipidoses n’ont cependant repris qu’au milieu des années 2010.

D’autres approches de thérapie génique pour les sphingolipidoses se sont développées principalement
dans deux directions, avec I'enregistrement d’essais cliniques utilisant soit des vecteurs basés sur des
virus adéno-associés (AAV), soit la transplantation de cellules CD34+ transduites avec des vecteurs
lentiviraux (LV). En raison de leur bon profil d’innocuité et des récents essais cliniques réussis qui ont
conduit a I'enregistrement de plusieurs médicaments géniques, ces stratégies ont été largement

développées?® (Figure 52).
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Canada

Europe

* AAVrh10-GLB1 NCT04273269

* AAVhu68-GLB1 NCT04713475

* AAVhu68-GLB1 NCT04713475

* AAVO-HEXA-P2A-HEXB NCT04798235
* AAVhu68-GALC NCT04771416

+ CD34* LV-GLA NCT02800070

+ CD34* LV-GBA NCT04836377

* AAVB-GLA NCT04040049
+ AAVB-GLA NCT04455230
* AAV6-GLA NCT04046224
« AAV-GBA NCT05324943

* AAV9-GBA NCT04411654

* AAVrh10-ARSA NCT01801709
* AAVhu68-GALC NCT04771416
* CD34* LV-ARSA NCT01560182
+ CD34* LV-ARSA NCT04283227

East Asia

* AAV-GLA NCT05629559
+ CD34* LV-ARSA NCT02559830
* LV-ARSA NCT03725670

s CD34* LV-ARSA NCT03392987

South America

* AAVhu68-GLB1 NCT04713475

* AAV-GBA NCT05324943

* AAVhu68-GALC NCT04771416

+ CD34* LV-GLA NCT04999059
CD34* LV-GLA NCT03454893

S

Pacifica

* AAV-GLA NCT05629559
+ CD34* LV-GLA NCT04999059

United States + CD34* LV-GLA NCT03454893

*AAVI-GLB1 NCT03952637

*AAVrh10-GLB1 NCT04273269
*AAVhu68-GLB1 NCT04713475
*AAVrh8-HEXA, AAVrh8-HEXB NCT04669535
*AAV-GLA NCT04519749

*AAV6-GLA NCT05039866

*AAV9-GBA NCT05487599

*AAV9-GBA NCT04411654

*AAVI-GBA NCT04127578

*AAVhu68-GALC NCT04771416

Middle East

* AAVhu68-GLB1 NCT04713475
+ AAV-GBA NCT05324943

* AAV9-GBA NCT04127578

* AAVhu68-GALC NCT04771416

*AAVrh10-GALC NCT04693598
*CD34* LV-GLA NCT03454893
*CD34* LV-GBA NCT04145037
+CD34*RV-GBA1 NCT00001234

Figure 52. Localisation des essais cliniques pour le traitement de la maladie de Fabry et autres sphingolipidoses par thérapie
génique. D’apreés 2%

Thérapie génique médiée par I’AAV pour la maladie de Fabry

Six essais cliniques d’AAV codant pour le géne GLA sont actuellement en cours. L'AAV6 (NCT04046224
et NCT05039866) et de nouveaux sérotypes AAV modifiés ont été étudiés. La maladie de Fabry étant
une maladie multisystémique, les vecteurs ont été administrés par voie intraveineuse dans toutes les

études.

Des études précliniques utilisant un AAV2/6 codant pour le géne GLA humain ont été menées chez des
souris atteintes de la maladie de Fabry. L'administration intraveineuse du vecteur a entrainé une
augmentation significative de I'activité de I'a-GAL dans le plasma et les tissus, ainsi qu’une
normalisation des taux de Gb3 et de lyso-Gb3%*®, Pour la recherche clinique, une version optimisée de
ce vecteur (ST-920, isaralgagene civaparvovec, Sangamo Therapeutics) a été utilisée, ce qui a entrainé
des niveaux plusieurs fois plus élevés que la normale d’activité a-GAL dans le plasma et les tissus, et le
vecteur a également montré un bon profil de sécurité (NCT04046224 et NCT05039866) ainsi qu’une
réduction significative du lyso-Gb3 plasmatique et chez un des participant, une clairance des inclusions
rénales de Gb3 et une réduction de la podocyturie. Tous les participants ont arrété I'ERT durant I’étude

et n’ont pas repris le traitement. Ces résultats ont été présenté au WORLDSymposium 2023.

L’administration intraveineuse d’AAVS8 (3 x 10 gv (génome viral)/animal) codant pour le géne GLA

humain chez des souris Fabry a entrainé un niveau plus élevé de production d’enzymes par rapport a
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I’AAV2. Dans le méme temps, I'accumulation de Gb3 a été completement inhibée dans le foie, la rate,
le coeur, les reins et le plasma des animaux, et une diminution de la neuropathie périphérique a été

notée*®. I’

AAVS8 est connu pour étre le meilleur candidat pour la délivrance de genes aux cellules
hépatiques, avec une efficacité élevée confirmée dans de nombreuses études chez les rongeurs et les
primates®’. Ce sérotype a également été trouvé pour atteindre des taux de transduction plus élevés

des hépatocytes humains par rapport aux autres sérotypes AAV#+%8,

Thérapie génigue médiée par un lentivirus pour la maladie de Fabry

Trois essais cliniques LV ont été enregistrés pour la maladie de Fabry, tous impliquant Ia
transplantation de CD34+ génétiguement modifiés avec des LV (NCT04999059, NCT03454893 et
NCT02800070). Les premiers résultats d’'une de ces études ont été publiés en 2021 par A. Khan et al.
(NCT02800070)*°. Les résultats de I'étude ont confirmé le profil d’innocuité robuste de la thérapie
génique médiée par le LV. Dans I'étude, cinq patients masculins atteints de la maladie de Fabry agés
de 29 a 48 ans ont recu une greffe de CD34+ génétiquement modifié avec des LV codant pour GLA a
raison de 3,1 a 13,8 x 10%vg/kg. Le nombre de copies de vecteurs dans les cellules variait de 0,68 a 1,43
copies/génome. Aprés la transplantation, une diminution des taux plasmatiques de lyso-Gb3 a été
observée chez quatre des cing patients, et les taux plasmatiques de Gb3 étaient généralement stables
chez tous les patients, a I'exception d’une augmentation ultérieure chez deux patients. Chez trois
patients, des anticorps 1gG contre I'enzyme ont été détectés a la suite d’'une ERT réalisée avant la
thérapie génique. Les patients ont montré une élimination presque compléete ou une diminution des
titres d’anticorps IgG contre I'enzyme aprés I'injection de la thérapie génique, sans résurgence des
niveaux, malgré une exposition continue a I'enzyme des cellules transduites. Les auteurs ont suggéré

que la thérapie génique pourrait réduire I'immunité préexistante résultant de I'/ERT*?°,

CRISPR-Cas9

Chang et al. ont utilisé CRISPR/Cas9 avec des ARN guides doublés pour « effacer » le variant
IVS4+919G>A*°, Dans des fibroblastes de patients Fabry, I'activité enzymatique a-GAL a été
considérablement augmentée et le Gb3 a été éliminé, prouvant ainsi une approche réalisable pour le

traitement de la forme cardiaque lié a ce variant d’épissage.
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Limites et défis

Les approches de thérapie génique sont prometteuses ; néanmoins, ces méthodes innovantes
nécessitent des recherches supplémentaires et des évaluations de sécurité approfondies. Un autre
aspect important est le colt de ces médicaments. Les derniers médicaments géniques approuvés sont
parmi les plus chers du marché mondial des médicaments*®#%2, Par conséquent, le processus de leur
production nécessite une recherche et un développement optimaux, car ces thérapies avancées ne

sont pas disponibles ou abordables pour de nombreux patients.

X.  Maladies rares et maladies complexes : Fabry et Parkinson

L'implication du SNC est fréquente dans la maladie de Fabry. L’atteinte la plus décrite est |'atteinte
cérébrovasculaire, associée a la dysfonction endothéliale. Peu d’autres manifestations neurologiques
ont été étudiées, telles que celles décrites dans d’autres maladies lysosomales comme la maladie de
Gaucher par exemple. Peu de données sont disponibles concernant les atteintes neuronale et gliale
dans la maladie de Fabry, indépendamment de |'atteinte vasculaire. Les molécules utilisées en
enzymothérapie, disponible depuis 2001, ne traversent pas la barriere hémato-encéphalique, a
I'inverse du migalastat, la molécule chaperonne : ses effets directs sur le SNC ne sont cependant pas

connus*63-463,

D’anciennes séries d’autopsies ont montré une accumulation de glycosphingolipides dans les cellules
musculaires des vaisseaux cérébraux ainsi que dans le tissu neuronal, avec une distribution incluant

notamment le mésencéphale, dont le locus niger*®®.

Malgré ces descriptions, de rares cas de syndrome extrapyramidal chez les patients Fabry n’ont été
décrit que trés récemment. Mais I'enzymothérapie semble avoir modifié I'histoire naturelle de la
maladie avec une réduction des atteintes neurologiques liées au phénotype vasculaire et

I"augmentation de I'espérance de vie, pouvant ainsi révéler d’éventuelles atteintes primaires du SNC.

L'application de techniques d’imagerie cérébrale avancées suggére la présence de prodromes de
neurodégénérescence dans la maladie de Fabry, avec une atteinte particuliere du systeme moteur
sous la forme d’un phénotype extrapyramidal subclinique avec un ralentissement moteur et une
instabilité posturale au premier plan, plutot qu’une rigidité et des tremblements*®7468, |es résultats de
neuro-imagerie étayent I'hypothese d’'un phénotype neurodégénératif indépendant de I'atteinte

cérébrovasculaire*®.
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Si le lien entre variants dans le gene GBA (géne de la maladie de Gaucher) et maladie de Parkinson
(MP) est bien décrit — les variants hétérozygotes de GBA étant le facteur de risque génétique de MP le
plus fréquent — d’autres déficits d’enzymes lysosomales sont associées aux syndromes
extrapyramidaux en général, et la MP en particulier : le déficit en sphingomyélinase (SMPD1, maladie

de Niemann-Pick de type A/B, une autre sphingolipidose) par exemple*%4"1,

Un possible lien entre la maladie de Parkinson et la maladie de Fabry a été signalé pour la premiére
fois en 1994 avec la description de patients atteints de la maladie de Parkinson avec un diagnostic
secondaire de maladie de Fabry*’>*73, Le possible mécanisme physiopathologique sous-jacent n’est pas
élucidé. Il pourrait étre lié aux dépots de Gb3 ou bien aux Iésions cérébrovasculaires au niveau du

systeme dopaminergique nigrostriatal.

L'allongement de la durée de vie des patients Fabry grace a I'’enzymothérapie substitutive et un
possible effet de la molécule chaperonne sur le SNC et la neurodégénérescence pourront peut-étre
permettre de mieux caractériser la relation entre Fabry et Parkinson et d’étayer les mécanismes

biologiques impliqués*’4.

Xl.  Registres Fabry

Le « International Fabry Disease Registry » (NCT00196742) existe depuis plus de 20 ans et a collecté
les données démographiques et cliniques longitudinales de plus de 8000 patients atteints de la maladie
de Fabry*’>. Ce registre, sponsorisé par le laboratoire Sanofi, a permis la publication de nombreux
articles scientifiques qui ont contribués a élargir considérablement les connaissances sur I'apparition
et la progression de la maladie de Fabry, sa prise en charge clinique, le réle du sexe et de la génétique,
I'identification de facteurs pronostics et les résultats de I’'enzymothérapie substitutive par agalsidase
beta (Figure 53). Il s’agit d’une étude observationnelle et dont les données sont soumises sur la base

du volontariat.
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Figure 53. Le registre Fabry : Utilisation de données du monde réel dans des collaborations multipartites mondiales”>.

Une autre étude internationale observationnelle a également été débuté en 2001 : le « Fabry Outcome
Survey » (FOS, NCT03289065, sponsorisé par le laboratoire Takeda)*’®. Vingt ans plus tard, prés de
4500 patients ont été enrdlés dans 144 centres répartis dans 26 pays et prés de 60 articles scientifiques
ont été publiés. Les analyses des données FOS ont permis d’étudier I'efficacité et I'innocuité a long
terme de I'enzymothérapie substitutive avec I'agalsidase alfa et ses effets sur la morbidité et la
mortalité, ainsi que les avantages d’un traitement rapide et précoce avec I'agalsidase alfa sur la

progression de la cardiomyopathie et le déclin de la fonction rénale associé a la maladie de Fabry.

Ces études longitudinales sont une source inégalée de données en vie réelle sur les patients et leur

maladie. Cependant, il manque un registre indépendant de I'industrie pharmaceutique.
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CHAPITRE V : Les sciences omiques

|.  Définition, étymologie et historique

Ces derniéres années, de nouvelles technologies avancées nous permettent d’explorer dans leur
ensemble les molécules qui constituent le vivant. A chaque type moléculaire correspond une science
omique (ou désignée par le suffixe « -omique », omics en anglais): la génomique pour I'ADN,
I’épigénomique pour la méthylation de I’ADN, la transcriptomique pour I’ARN, la protéomique pour les
protéines, la métabolomique pour les métabolites. A cela s’ajoute le phénome, la prise en compte du
phénotype dans sa globalité (Figure 54). Les sciences omiques ont ainsi pour but la caractérisation et
la quantification d’un type de molécules biologiques dans leur ensemble afin d’appréhender la

structure, la fonction et la dynamique d'un organisme.

Le suffixe -ome est utilisé pour désigner les objets d'étude de ces domaines, tels que le génome, le
protéome, le métabolome ou le transcriptome respectivement. « -ome » tel qu’il est utilisé en biologie
fait référence a une sorte de « complétude » ou globalité. « -Ome » est dérivé d’une variante de la
terminaison grecque -wpa (« -oma »). Les premiéres utilisation de ce suffixe incluent biome en 1916

et génome en 1920%”7.

Un tournant historique est marqué vers la création des omiques lorsqu'en 1944 Erwin Schrodinger
publie « Qu'est-ce que la vie ? », un essai de vulgarisation scientifique. Le propos de Schrédinger
s'attache a la question: « comment la physique et la chimie peuvent-elles rendre compte des
évenements spatio-temporels qui se déroulent a I'intérieur des frontiéres d'un organisme vivant ? ». Il
y introduit I'idée d'un « cristal apériodique » ou lI'information génétique serait contenue dans la

configuration des liaisons covalentes, anticipant ainsi la découverte de I’ADN.

La biologie moléculaire est ainsi une science transversale. La nouvelle discipline s’articule alors autour

de la biochimie et de la génétique, avec les apports de la physique, de la chimie et de la biologie.

Les bioinformaticiens et les biologistes moléculaires seront parmi les premiers scientifiques a appliquer
largement les suffixes « -ome »/« omique » dans le dernier quart du XX®™ siécle. L’ére « omique »

débutera au début des années 2000 avec I'annonce du séquencage complet du génome humain®’é,
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Figure 54. Vue d'ensemble de la biologie multi-échelle de la médecine systémique. 479
Les différentes stratégies omiques permettent d'interroger ces supports pour la recherche d'informations.

Il.  Labiologie des systemes

Depuis les années 70, une tres bonne compréhension des éléments qui constituent les cellules, les
tissus et les organes a été acquise a la faveur du développement des sciences du vivant. Grace a la
génétique et la génomique, les génes de nombreux organismes, y compris humains, ont été
entierement séquencés et décodés. La biologie cellulaire et moléculaire a permis d’étudier la
production, la fonction et I'organisation des protéines qui forment les systémes subcellulaires comme
le cytosquelette ou les organelles tels que les mitochondries ou le noyau. La physiologie, quant a elle,

est axée sur |'étude des fonctions des cellules, des tissus, des organes et des organismes.

A I'aide de toutes ces connaissances acquises, il est possible de comprendre comment I'information
contenue dans les genes est décodée pour former des protéines, comment ces protéines interagissent
entre elles et avec d’autres composants des cellules tels que les lipides, les sucres, les nucléotides, et
comment cela s’integre dans le fonctionnement de la cellule, du tissu et de I'organisme. La biologie

des systemes correspond a ces études intégrées.

La biologie est un terme tres large dans le contexte, englobant la biologie moléculaire, la biologie

cellulaire, I'organisation des tissus, des organes et leurs fonctions physiologiques.
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Le mot « systeme » peut désigner différents niveaux d'organisation biologique : au niveau d’une
cellule, au niveau d’un tissu ou d’un organe, ou au niveau d’un organisme entier. A |'autre extrémité
de I'échelle, il peut également s’agir d’'un systéme au niveau subcellulaire, comme la mitochondrie ou

le noyau, par exemple.

La biologie des systemes englobe donc la connaissance des composants moléculaires grace a la chimie
et a la biologie cellulaire, I'analyse des fonctions des composants individuels tels que les genes, les
protéines, etc., I'étude de la maniere dont ils s"assemblent pour donner naissance a des systéemes
subcellulaires — comme une voie de signalisation ou une voie métabolique — ou a une machinerie
cellulaire — telles que le cytosquelette ou la machinerie électrique. Ces systémes ou machineries
forment des unités fonctionnelles capables d’opérations nécessaires aux fonctions physiologiques au
niveau des tissus cellulaires et des organes, etc. Cette étude est réalisée grace a des modeéles

dynamiques, qui eux-mémes s’assemblent en de plus grands systémes et ainsi de suite.

Le terme « Biologie des Systémes » a commencé a étre largement utilisé au début des années 2000.
Avant cela, ce champ d’étude était souvent appelé « Systémes Complexes ». C'est un terme trés vague
qui englobe les études, non seulement en biologie, mais aussi en physique, en chimie, et en sciences
sociales, comme la sociologie, et méme I'économie. Il existe certaines méthodologies, en particulier
les analyses de réseaux, qui sont communes a tous ces domaines. Mais c’est un terme trop large pour

étre significatif.

La biologie des systémes est née au cours de la premiére décennie du XXI*™ siécle ; Cette naissance
est liée a quelques articles clés. Par exemple, le développement de puces a ARN pour mesurer
simultanément les niveaux de milliers d’ARNm, a permis de voir des 1999 comment le transcriptome
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dans des fibroblastes humains en réponse a un stimulus*®®, préparant le terrain a la collecte de données

a grande échelle.

La biologie des systemes, surtout dans le contexte des systemes mammiféres, peut s’apparenter a la
physiologie. En effet, la physiologie fournit une description quantitative des fonctions au niveau des
tissus et des organes, comme par exemple la filtration de l'urine par le rein ou les activités
électromécaniques du coeur. Si ces descriptions peuvent étre trés précises et constituer un point de
départ essentiel dans la compréhension de la biologie des systemes, elles n’englobent néanmoins pas
les aspects moléculaires et génomiques qui donnent lieu aux fonctions physiologiques observées.
Ainsi, contrairement a la physiologie, la biologie des systemes utilise la biologie moléculaire et la
biochimie des composants cellulaires pour comprendre comment les fonctions physiologiques au

niveau des cellules, des tissus et des organes s’articulent.
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La biologie des systémes est donc un vaste domaine d’investigations, comprenant de nombreux

champs d’exploration et de nombreuses sciences.

L'une des plus anciennes et des plus étudiées est la génomique. Le terme génome fait référence a
I’ensemble des chromosomes, et la génomique considére les genes dans le contexte du génome entier.
La ol la génétique considere un gene par lui-méme, quelles sont ses caractéristiques intrinseéques et
comment elles affectent sa fonction, la génomique le considére dans le contexte d'un chromosome ou
de tout un génome. La génomique explore les caractéristiques des genes, tels que les polymorphismes
de nucléotides uniques (SNPs), les variations du nombre de copies, les variations causales de
pathologies, etc. ainsi que la facon dont les génes interagissent et sont régulés au sein du génome. Le

séquencage ou des puces a ADN permettent d’étudier les variations du génome dans son ensemble.

On peut considérer la génomique comme un des serre-livres de la biologie des systémes. Tous les
composants cellulaires, que ce soient les protéines, mais également la synthése et la dégradation des
lipides, peptides, métabolites etc., proviennent des caractéristiques spécifiées par le génome. L'autre
extrémité de la biologie des systémes, I'autre serre-livres, serait les fonctions physiologiques. La
biologie des systémes permet de comprendre comment les caractéristiques génomiques sont
exprimées en termes de protéines et comment ces protéines peuvent ensuite étre modifiées par des
signaux environnementaux et d’autres perturbations pour donner naissance a des fonctions

physiologiques dynamiques.

Le domaine de I'épigénomique s’intéresse a la méthylation de I’ADN et des protéines liées a I’ADN leur
effet sur la régulation de I'expression des génes, mais également plus récemment a |'organisation en
trois dimensions de I’ADN avec I'avénement des domaines topologiquement associés (topologically

associated domains, TAD).

Les puces (microarrays) et le séquencage permettent également le profilage transcriptionnel. Puisque
les changements dans I'expression des génes sont un moyen important pour les cellules de maintenir
leur homéostasie et de changer d’état, les schémas d’expression de I’ARN sont essentiels pour notre

compréhension de la régulation des systémes.

La protéomique étudie de nombreuses protéines en simultané et mesure les changements dans les
concentrations protéiques ou dans les états des protéines, tels que les changements dans les états de
phosphorylation ou d’acétylation des protéines. La protéomique utilise le plus souvent comme
technologie la spectrométrie de masse. Mais il existe également des « puces protéiques » qui utilisent

des anticorps dirigés contre des protéines connues, dans le cadre de la protéomique ciblée.
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La métabolomique est I'étude de I'ensemble des métabolites dans un organisme, un tissu ou des
cellules. Le plus souvent, ces métabolites — lipides, sucres, nucléotides, etc. — sont étudiés dans le
contexte d’un tissu ou d’un type cellulaire et de leur perturbation. La métabolomique implique en
général I'utilisation de la spectrométrie de masse couplée a la chromatographie.

Cette discipline est indissociable des technologies qui permettent d’étudier ces nombreux composants

ainsi que leurs variations.

Les nouvelles technologies omiques sont la marque de fabrique des approches expérimentales
utilisées dans la biologie des systemes. Ces approches expérimentales permettent de mesurer de
nombreuses entités individuelles en simultané. Des données de grand volume sont ainsi obtenues (Big
Data). La discipline consacrée a leur organisation et leur analyse est la bioinformatique. Ces données

peuvent étre analysées a I'aide d’outils statistiques et mathématiques avancés.

Une combinaison d’approches expérimentales et de traitement bioinformatique peut fournir une
compréhension plus approfondie de la fagon dont les composants d'une cellule se réunissent pour

interagir et donner naissance a des comportements au niveau cellulaire.

En ce qui concerne la bioinformatique et le traitement des données, plusieurs articles clé ont été

publiés en 1999 : Bhalla et al. ont montré comment des propriétés pouvaient émerger de I'interaction
entre les voies de signalisation biologique et comment ces propriétés, comme la commutation par
exemple, pouvaient donner lieu 3 une fonction biologique®?. Une autre propriété ayant émergé de ces
systemes est la robustesse : Alon et al. ont étudié la robustesse de la chimiotaxie bactérienne et ont
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effectué une combinaison d’expériences et de modélisation*?. lls ont ainsi pu montrer comment le

systeme présente un comportement robuste en réponse a de nombreuses perturbations.

Ces expériences fournissent donc beaucoup d’informations et de données qui sont organisées de
maniére a pouvoir en extraire des connaissances a I'aide de la bioinformatique. De nombreuses bases
de données sont disponibles publiquement, sont consultables, et peuvent étre retraitées pour
répondre a de nouvelles questions: GEO (ARN messagers), TargetScan (microRNA), Swiss-Port
(protéines), DbGAP (Genome Wide Association Studies, GWAS), OMIM (génes associés a des

pathologies), Pharm GKB (médicaments), ...

Une corrélation statistique peut étre réalisée entre les entités d’une base de données : on peut par
exemple examiner tous les ARN messagers exprimés dans une condition spécifique, a la suite d’une
perturbation spécifique ou a point temporel spécifique. Il est également possible de réaliser une
corrélation statistique entre bases de données : par exemple combiner les bases de données OMIM et

GEO et étudier I'effet des génes mutés dans OMIM et les modeles d’expression d’ARNm dans les
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maladies associées afin d’élucider la relation entre variation génétique et modeles d’expression de

geénes.

A partir de ces données, il est possible de construire des réseaux : un réseau est la représentation d’un
systeme en prenant en compte les éléments (par exemple les genes) et leurs interactions. Les
éléments, ou entités, sont appelés noeuds (nodes) et leurs relations arétes (edges). Ces réseaux ainsi
formés sont des systémes connectés. Le domaine des mathématiques qui traite de ce type d'analyse
de grands ensembles de données est appelé théorie des graphes (graph theory), ou analyse de réseaux,

et permet de comprendre comment les systémes sont organisés.

Un autre terme clé est le terme multidimensionnel. Dans le contexte de la biologie des systémes, ce
terme peut faire référence a plusieurs échelles d’organisation. Par exemple, les composants
moléculaires forment des organites avec des machineries intracellulaires, la machinerie de
transcription, de motilité des cellules, etc. Ces machineries et organites vont a leur tour former des
cellules. Ces cellules forment des tissus et des organes qui interagissent et forment les organismes
entiers. Ainsi, les niveaux croissants d’organisation donnent chacun naissance a de nouvelles
propriétés et capacités. La biologie des systémes implique I'étude de la fagon dont ces nouvelles
propriétés et capacités apparaissent. La compréhension de cette organisation a plusieurs échelles fait

donc partie intrinseéque de I'étude de la biologie des systemes.

Le terme multidimensionnel peut également faire référence a différentes échelles de temps : I'activité
des canaux membranaires qui s’ouvrent et se ferment en I'espace de quelques millisecondes donnent
lieu a des changements dans I'expression des génes ou le statut épigénomique avec un effet sur des

jours ou méme des semaines ou des mois.

Une maniere d’appréhender la biologie des systémes dans son ensemble est de considérer une
approche descendante (Top-Down approach) : cette approche part de la description du systéeme dans
son ensemble et offre une image globale et exhaustive du systeme. Cependant, les relations dans les
modeles « de haut en bas » sont souvent définies par des corrélations et les inférences causales ne

sont pas possibles a I’échelle a laquelle ces grands modeles sont décrits, ce qui en constitue une limite.

Un autre modele, ou approche, est I'approche ascendante (Bottom-Up approach) qui commence avec
des composants cellulaires tels que les génes, les protéines, les lipides et les sucres et s’attache a
comprendre comment les systemes fonctionnels, tels que les machineries intracellulaires, sont

assemblés, controlés et exploités. Les approches ascendantes ont été les plus courantes en biologie
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moléculaire, biochimie et biologie cellulaire au cours des 50 derniéres années. Cette approche est
parfois appelée réductionniste, car elle commence par réduire le systéeme a une composante clé, puis
en partant de cette composante d’intérét, elle étudie comment le reste du systeme se développe.
L'approche ascendante fournit une compréhension mécanistique des systemes. Mais, a mesure que
les systemes s’agrandissent, on peut se perdre dans les détails. On ne peut pas déchiffrer comment un
petit détail, par rapport a un ou quelques composants, se rapporte au comportement des systemes

dans leur ensemble (« La feuille qui cache la forét »).

Une combinaison de modeles ascendants (Bottom-Up) et descendants (Top-Down) est donc nécessaire

pour obtenir une perspective utile en biologie des systemes.

Au total :

- La biologie des systemes s’appuie sur la physiologie, la biologie moléculaire, la biochimie et |a
biologie cellulaire pour comprendre comment les composants moléculaires interagissent les
uns avec les autres pour former des unités fonctionnelles.

- Les expériences en biologie des systemes impliquent souvent la mesure simultanée de
nombreuses entités cellulaires telles que les génes, les protéines, les lipides.

- Une caractéristique clé de la biologie des systémes est I'intégration d’expériences et de

modélisation computationnelle pour comprendre comment le systeme fonctionne.

lll.  Médecine des systemes et médecine de précision

La médecine des systemes s’appuie sur la biologie des systemes pour donner un sens a des

observations complexes ou a des ensembles de données expérimentales et cliniques afin d'améliorer

notre compréhension des maladies et de leurs traitements, sans mettre de coté le contexte dans lequel
elles apparaissent et se développent*3. C’est une science interdisciplinaire qui promeut une approche
intégrative et holistique de I'étude du corps humain et de ses pathologies, et qui s’oppose a la vision
réductionniste du paradigme actuel de la médecine humaine*®*, Cette médecine associe les cliniciens
aux biologistes, biostatisticiens, informaticiens, mathématiciens et a la modélisation informatique afin

de développer des méthodes pour tirer parti des données disponibles ou nouvellement acquises.

L’espoir est d’'améliorer la prise en charge des patients et de faire de la médecine personnalisée une
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réalité accessible a tous. Mais c’est un challenge majeur : comment valider ces approches et les rendre
pertinentes pour le patient et son médecin. Pour répondre a ce défi et pour exploiter les données
issues des nouvelles sciences et technologies omiques, le développement et l'utilisation de

I'intelligence artificielle, du machine learning et en particulier du deep learning sont indispensables.

Le deep learning, sous-catégorie du machine learning, lui-méme un exemple d’intelligence artificielle,
s’inspire du fonctionnement du cerveau humain : les algorithmes traitent I'information regue de fagon
similaire a ce que feraient nos réseaux de neurones en réponse aux signaux nerveux qui leur sont
destinés. En fonction du type et de la fréquence des messages recus, certains réseaux de neurones
vont se développer quantitativement et qualitativement alors que d’autres vont régresser (aussi
appelé deep neural network). Ce sont des algorithmes mathématiques qui s’améliorent par
I’expérience (Figure 55). Ils nécessitent la plupart du temps un grand volume de données et donc une

large puissance de traitement pour constituer et exploiter un réseau de neurones.
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Figure 55. Méthodes de détection des anomalies basées sur un ensemble de données.

Il existe trois grandes catégories de techniques de détection d'anomalies : la détection d'anomalies non supervisée, supervisée
et semi-supervisée. Comme il n'est pas facile de disposer d'un ensemble de données étiquetées pour la détection d'anomalies,
la plupart des approches sont basées sur des méthodes d'apprentissage non supervisé ou semi-supervisé dont I'objectif est de
trouver les comportements anormaux. Les méthodes basées sur l'apprentissage supervisé utilisent des données entiérement
étiquetées ; la détection d'anomalies semi-supervisée utilise un ensemble de données sans anomalie pour la formation et
détecte I'anomalie si elle s'écarte de I'ensemble de données formé, tandis que la méthode de détection non supervisée utilise
des informations intrinseques pour détecter les valeurs anormales sur la base de I'écart par rapport a la majorité des
données.*&
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Le champ de la médecine profitant le plus de ce changement de paradigme est |'oncologie :
Traditionnellement, c’est une discipline qui repose sur les probabilités observées chez un ensemble de
patients ayant le méme type de cancer. Mais c’est également une discipline qui a bénéficié trés tot des
avancées de la médecine de précision avec le développement de thérapies ciblées en fonction des
caractéristiques moléculaire de la tumeur du patient. Le deep learning permet aujourd’hui d’identifier
des sous-types de cancers grace aux données d’expression des genes et a I'activité de facteurs de
transcription clés*® ; ou bien d’identifier des sous-groupes de survie en intégrant des données multi-
omiques telles que le transcriptome (séquencage des mRNA et des miRNA) des patients et le

métabolome disponible sur la base de données The Cancer Genome Atlas*®’.

Le deep learning participe également a l'identification de nouveaux biomarqueurs, que ce soient des
molécules uniques ou des profils moléculaires (Figure 56). De maniére intéressante, grace a ces outils,
I'analyse mathématique de [I'imagerie médicale peut permettre d’identifier de nouveaux

biomarqueurs*®48,
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Figure 56. Deep learning pour I'identification de profils de biomarqueurs.
Seq : Séquencage, GWAS: Genome wide association studies.*%*

La médecine prédictive, préventive, personnalisée et participative (médecine 4P) est I'un des moteurs
cliniques et sociétaux de la médecine des systétmes*®. Il existe une différence de concept entre la
médecine de précision et la médecine personnalisée : la médecine personnalisée fait référence a une

approche des patients qui tient compte de leur patrimoine génétique, mais aussi de leurs préférences,
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de leurs croyances, de leurs comportements, de leurs connaissances et de leur contexte social, tandis
gue la médecine de précision décrit un modele de prestation de soins de santé qui s'appuie fortement

sur les données, I'analyse et l'information*.

Ainsi, la médecine personnalisée est une approche globale de la médecine dans laquelle le diagnostic,
le pronostic et la prédiction de la réponse au traitement prennent en compte des facteurs propres a
I'individu, plutét que les données issues de populations de patient. Elle a le potentiel de rationaliser et
d’améliorer la qualité de la prise en charge des patients en s’éloignant du paradigme « taille
unique/patient moyen ». L’accent est mis sur I'individualité du patient en tenant compte de son
génotype, de son phénotype, de son épigénétique, de son mode de vie, de son exposition a

I’environnement, etc. (Figure 57).
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Figure 57. Le systéme de santé basé sur les sciences omiques.
Seule la génomique est représentée sur ce schéma. Plus récemment, d’autres sciences omiques viennent enrichir ce
processus.*1

Les prémisses de la médecine de précision sont déja en place dans des disciplines comme la
pharmacogénétique ou l'oncologie, comme vu précédemment. Mais le champ d’application de la
médecine de précision est bien plus large et le défi sera d’intégrer la complexité du patient et de son
environnement grace aux bases de données médicales, a 'utilisation en routine de technologies de
pointe et a I'intelligence artificielle, pour proposer aux équipes médicales des informations et des outils

cliniquement exploitables (Figure 58).

158



Preécision

o s Prévention
g::::lggtgzue Prédiction
Technologique Personnalisation
Environnementale articipation
Organisationnelle

Complexite
Déh

Figure 58. Représentation de I'interaction entre le défi de la complexité et I’exigence de la précision de la médecine moderne.
D’une part, la médecine est de plus en plus complexe dans ses dimensions cliniques, biologiques, technologiques,
environnementales et organisationnelles des soins. D’autre part, I’exigence croissante de précision dans la prise en charge
peut étre incarnée par les quatre piliers : prédiction, prévention, personnalisation et participation active du patient a sa prise
en charge.*%?

Un autre aspect clé de la médecine 4P est |'aspect prédictif et préventif dont le but est d'établir la
probabilité qu’a un patient de développer une pathologie et ainsi de mettre en place des stratégies de

prévention ou de diagnostic et de traitement précoce afin d’éviter la progression de la maladie.

Par exemple, un algorithme de deep learning a été appliqué pour prédire de multiples facteurs de
risque cardiovasculaire, notamment I'age, le sexe, le tabagisme et la pression artérielle systolique, a
partir d'images de fond d'ceil, permettant d'améliorer la stratification du risque cardiovasculaire®:,
Testé sur 11 835 participants d’une biobanque (UK Biobank), le systéeme a démontré sa capacité a

prédire I'apparition d'événements cardiovasculaires majeurs dans les cinqg ans.

Au-dela des applications pour le diagnostic précoce d'une maladie, le deep learning a montré qu'il
pouvait améliorer les soins palliatifs en évaluant les patients admis en hospitalisation et en identifiant

ceux qui risquent de mourir dans les 3 a 12 mois a venir. Ainsi, une approche proactive pourrait étre
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adoptée pour s’adresser aux patients qui pourraient bénéficier d'une consultation en soins palliatifs et

les impliquer ainsi que leurs familles dans une prise de décision éclairée®*,

Au total, I'avénement des sciences omiques et de la médecine de précision ont ouvert de nouvelles
perspectives dans la compréhension des pathologies a I'échelle individuelle, notamment grace a
I"analyse d’une grande quantité de données dans la population. Ces données permettent une meilleure
appréhension notamment de la variabilité inter et intrafamiliale dans les maladies génétiques et
d’explorer I’héritabilité manquante des maladies complexes. Le phénotypage clinique précis des
patients occupe une place cruciale puisqu’il permet d’orienter les investigations et d’interpréter les
données obtenues. Grace aux sciences omiques, il devient possible d'identifier des sous-groupes de
patients présentant des caractéristiques communes, facilitant ainsi un diagnostic plus précoce et une

prise en charge adaptée.

IV.  Les sciences omiques

a) Méthodes d’étude

L’étude d’un grand nombre d’acides nucléiques repose sur deux technologies : le séquengage a haut

débit (Next Generation Sequencing, NGS) et les puces (microarrays).

Le principe du NGS repose sur le séquengage en paralléle de millions de fragments d’acides nucléiques.
Les deux technologies les plus utilisées, Illumina et lon Torrent, séquencent un acide nucléique amplifié
de maniére clonale en séquencant le brin complémentaire en cours de synthése (sequencing by
synthesis, SBS). Si les technologies de séquencage de 2™ génération sont largement répandues dans
les laboratoires de recherche et de diagnostic (le séquencage Sanger étant le séquencage de 1°°
génération), les technologies de 3™ voire 4°™¢ génération se développent : il s’agit de technologies
permettant le séquencage de longs fragments (approches long read vs. short read pour la 2™
génération) — utilisables sur ADN natif — donnant ainsi accés a de nouvelles régions du génome et a la

compréhension de remaniements complexes, et facilitant I'assemblage de nouveaux génomes.

De nombreuses applications du NGS sont possibles : séquencage du génome humain (ADN nucléaire

ou mitochondrial) ou de régions cibles du génome humain (panels ou exome) ; séquencage de ’ADN
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tumoral ; séquencage de génomes viral ou bactérien (reséquencage ou de novo) ; séquencage des ARN,
ARN messagers et/ou ARN non codants tels que les miRNA ; identification des régions méthylées de
I’ADN par traitement de I’ADN par bisulfite du sodium puis séquencage; identification des
modifications des protéines associées a ’ADN (méthylation ou acétylation des histones) et des points
de contact de I'ADN (organisation en 3 dimensions de I’ADN) par figement des interactions puis
séquencage des régions impliquées. Ces technologies peuvent donc étre utilisées de maniere ciblée

ou non-ciblée.

Les puces a ADN permettent I'identification et la quantification de cibles grace a des sondes réparties
et fixées de facon covalente a la surface d’'une biopuce. Ces puces peuvent étre utilisées pour
I'identification de grands remaniements (duplications ou délétions) de I'ensemble du génome ou pour
I'analyse d’un profil d’expression avec des sondes complémentaires des ARN a détecter. De
nombreuses puces sont disponibles dans le commerce ou peuvent étre fabriquées sur mesure. Il s’agit
donc d’une approche ciblée, discréte, mais pouvant balayer I'ensemble du génome ou du

transcriptome d’un organisme de maniére reproductible.

b) Génomique et maladies lysosomales

Le génome est I'ensemble de ’ADN d’un organisme. L’approche génomique consiste en I’analyse du
génome dans son ensemble (whole genome sequencing, WGS). Dans le cadre du diagnostic de
maladies génétiques, cette approche peut étre réduite a I'analyse des exons de I'ensemble des genes
(whole exome sequencing, WES), réduisant ainsi la quantité de données produites a la partie la mieux

connue et la plus facilement exploitable du génome.

Dans le cadre des maladies héréditaires du métabolisme, et en particulier des maladies lysosomales,
les approches génomiques sont principalement utilisées dans un cadre diagnostique®®>*°®, Dans les cas
extrémes, ces maladies restent non identifiées pendant la vie du patient et les diagnostics sont posés
post mortem®’. Parce qu'elles sont rares, les maladies lysosomales sont difficiles a reconnaitre en tant
que telles et sont donc sous-diagnostiquées. Lorsque des investigations métaboliques et génétiques
approfondies sont réalisées chez des patients atteints de troubles héréditaires inconnus, les maladies

lysosomales peuvent représenter jusqu'a 1,5 % des diagnostics*®®.

L'analyse de I'exome et du génome par séquencage de nouvelle génération peut également révéler de
nouveaux variants impliqués dans ces troubles ainsi qu’élargir le spectre phénotypique et permettre

d’établir des corrélations génotype-phénotype®*>%, Etant donné que les phénotypes des maladies

161



lysosomales peuvent varier considérablement et que les présentations cliniques peuvent se
chevaucher avec d'autres maladies héréditaires du métabolisme voire d’autres maladies génétiques
et entités phénotypiques, 'approche globale que constitue la génomique est un outil de diagnostic
inestimable®®>, Les présentations atypiques dans ces maladies rares, voire trés rares, sont courantes,
altérant encore plus la reconnaissance clinique et rendant les approches génétiques globales encore
plus pertinentes®®510, Une autre caractéristique des maladies lysosomales, comme d'autres MHM, est
la possibilité d'apparitions tardives de la pathologie, se manifestant parfois a un age avancé avec
souvent des présentations cliniques et biologiques non caractéristiques. La génomique permet une
approche sans a priori de ces patients®'515, Ces stratégies ont ainsi mis fin a I'errance diagnostique

pour un certain nombre de patients mais sans réduire le délai diagnostique global®6->18,

Plus récemment, le WES comme analyse diagnostique de premiére intention est venu bousculer les
stratégies diagnostiques habituelles consistant en la réalisation de différentes analyses de maniére
séquentielle qui sont alors utilisées comme analyses de confirmation (investigations biochimiques,
enzymatiques ou d'imagerie)®'®. Malgré un prix encore élevé et une complexité technique, ce nouveau
paradigme semble étre une approche efficace en termes de colt et de temps par rapport aux
approches séquentielles biochimiques et moléculaires conventionnelles®®, Un exemple extréme de
cette nouvelle stratégie est I'utilisation de I'exome rapide dans le cadre clinique aigu — comme par
exemple dans le cadre néonatal —, contribuant a plusieurs domaines de la médecine de précision :

diagnostic, pronostic et résultat, gestion et thérapie, et utilisation des ressources®,

Cependant, les techniques d'exome ou de génome entier ne dispensent pas les cliniciens d'un
phénotypage minutieux car c’est celui-ci qui déterminera la meilleure stratégie diagnostique pour
chaque patient et aidera a la recherche d'informations moléculaires cliniquement pertinentes parmi la

grande quantité de données générées®

. Il est également important de garder en téte les limites
actuelles du WGS et du WES, notamment une faible profondeur de lecture par rapport au séquencage
du panel, ce qui peut entraver I'établissement d'un diagnostic moléculaire, renfor¢cant ainsi

I'importance d’établir une stratégie diagnostique personnalisée®?2,

Parce qu'il s'agit encore de processus relativement nouveaux, coliteux et chronophages, le WES et le
WGS sont encore utilisés dans les cas ol d'autres approches diagnostiques ont échoué. Il n'est donc
pas surprenant qu'elles puissent conduire a la découverte de nouveaux génes impliqués dans la

pathologie humaine et de nouvelles maladies lysosomales>?3>%4,

Le séquencage de I'exome entier représente |'essentiel des approches génomiques a I'ere des omiques,

le séquencage génomique entier étant encore peu utilisé dans un cadre diagnostique. En effet, le WGS
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représente un co(it encore conséquent et produits un grand nombre de variants non codants —variants
introniques profonds et extra-géniques — et de variants dans des régions régulatrices qui sont

actuellement difficilement interprétables.

Les bases de données génomiques en population générale sont également un outil important. Les
données de séquencage de I'exome ou du génome entier a grande échelle disponibles publiquement
(EXAC et GnomAD>%526, 1000 Genomes Project®?, etc.) permettent I'analyse de variants rares dans les
genes impliqués dans les MHM en déterminant la prévalence dans différentes populations et aident

aux classifications desdits variants, avec un réel impact clinique®%.

Au-dela de I'utilisation diagnostique, les approches génomiques peuvent étre utilisées dans le cadre
de I’étude de la physiopathologie des maladies lysosomales. Par exemple, dans la maladie de Gaucher
de type 1, les études d'association pangénomique (genome wide association studies, GWAS) peuvent
révéler des modificateurs génétiques chez des patients présentant le méme variant homozygote mais

des phénotypes variables®?

. L'analyse du génome combinée a une annotation rigoureuse du
phénotype est également une approche efficace pour identifier les genes modificateurs impliqués dans

I’apparition de cancers chez certains patients atteints de maladie de Gaucher®®°,

A l'inverse, chez les patients atteints de maladies complexes, le WES peut mettre en évidence une
charge excessive de variants dans des génes associés a des maladies héréditaires, favorisant la
compréhension de la physiopathologie. Dans la maladie de Parkinson, dans laquelle les variantes de la
maladie de Gaucher sont des facteurs de risque bien connus, il semble y avoir un nombre plus
important de variants dans d'autres genes de maladies lysosomales par rapport aux personnes non
atteintes, ce qui sous-tend I'importance de la fonction lysosomale dans la pathogenese de la maladie

de Parkinson®3!.

Dans la maladie de Fabry en particulier, celle-ci étant une maladie avec un spectre phénotypique large
et une expression clinique parfois peu spécifique, la génomique — en particulier I'approche par
séquencage d’exome — permet de diagnostiquer des patients avec atteintes rénales ou cardiaques par
exemple sans étiologie retrouvée>*2. Ceci souligne I'importance de la sensibilisation des cliniciens a la
maladie de Fabry, du dépistage par dosage de I'activité enzymatique et par étude moléculaire des
patients a risque et I'intégration du gene GLA dans les panels de genes pour différentes indications

(atteintes rénales, cardiaques, neurologiques, vasculaires...).
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c) Epigénomique et maladies lysosomales

Les modifications chimiques de I’ADN, des histones et autres molécules interagissant avec I’ADN
(protéines non-histones, ARN nucléaire), ainsi que I'organisation en trois dimensions de I’ADN,
constituent I'épigénétique*>34, Ces modifications affectent I'expression des génes sans modifier la
séquence de I’ADN. Ces marques épigénétiques peuvent étre transitoires ou transmises d’une cellule
a ses cellules filles, voire héritées d’'un parent. Elles peuvent étre programmeées, physiologiques
(organisation de la chromatine dans I'espace, génes soumis a empreinte, inactivation de I’X) ou dues a

des expositions environnementales.

Ainsi, une analyse épigénomique fournira des données différentes en fonction du temps et du tissu
analysé. L'interprétation des épi-variants reste difficile, notamment du fait de manque de bases de

données disponibles et la variabilité inter- et intra-individuelle de I'épigénome.

Les approches épigénomiques peuvent étre utilisées dans le cadre de maladies avec une
physiopathologie encore mal comprise. Par exemple, dans la maladie de Niemann-Pick de type C (NPC)
qui perturbe le trafic du cholestérol, le mécanisme qui entraine la dysfonction neuronale n’est pas
élucidé. L’analyse du métabolisme des acides aminés et de la méthylation de I’ADN chez un modéle de
souris NPC a permis de mettre en évidence une perturbation du métabolisme d’acides aminés clés
dans la méthylation de I’ADN et de la régulation épigénétique de I'expression génique avec une
hypométhylation globale de ’ADN dans le cervelet — organe impliqué dans la pathologie — de souris

pré-symptomatiques ou pauci-symptomatiques>®.

d) Transcriptomique et maladies lysosomales

Les approches transcriptomiques sont essentielles pour comprendre les mécanismes
physiopathologiques. Les principales stratégies utilisées sont le RNA-seq et les puces dans les tissus de
modeles murins de maladies lysosomales, dans les organoides dérivés de cellules souches
pluripotentes induites humaines (induced pluripotent stem cells, iPSC), dans les fibroblastes des

patients, et plus rarement dans le sang périphérique.

Le cerveau est le tissu le plus couramment étudié dans les maladies lysosomales. En effet, de
nombreuses ML présentent une atteinte du systeme nerveux central, comme, par exemple, les

mucopolysaccharidoses, la maladie de Niemann-Pick de type C, ou les céroides lipofuscinoses>3¢->4,

Des études transcriptomiques dans le cerveau de modeles murins dévoilent les voies neurologiques

altérées dans ces maladies, telles que l'altération du guidage des axones, I'homéostasie calcique,
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I'interaction ligand-récepteur synaptique, le rythme circadien et la signalisation Wnt, mettant en
évidence les mécanismes interconnectés entrainant un dysfonctionnement puis la mort cellulaire®®.
La neuroinflammation et la dérégulation de I'immunité font partie des principales voies impliquées,
avec, par exemple, une régulation a la hausse des genes de l'immunité innée avec un changement de
leur expression dépendant de I'dge et un enrichissement des génes liés a la réponse immunitaire et a
I'inflammation®3%338353% | 3 dérégulation de I'expression des génes varie entre les régions du cerveau,

indique une spécialisation régionale des génes>*’.

Dans un modeéle organoide cérébral humain de céroide lipofuscinose neuronale de type 3 (CLN3), les
études de réseau de régulation génique basées sur les interactions des génes au niveau
transcriptionnel permettent la détection de génes « hubs ». Ces génes centraux pourraient étre des
genes cibles, dont la modulation permettrait d’inverser le phénotype pathologique et de normaliser le
réseau de régulation génique. Et ce bien que ces génes ne soient pas nécessairement responsables de

I'apparition et de la progression de la maladie®®,

Les études transcriptomiques montrent également que les LD présentent des voies altérées partagées
avec des troubles neurodégénératifs complexes fréquents (maladie d’Alzheimer, maladie de
Parkinson), avec une évolution générale commune de la neurodégénérescence, quelle qu’en soit la
cause primaire, associées a un chevauchement entre les processus impliqués dans ces maladies et ceux

impliqués dans le vieillissement®3%>41,

L'activation des voies moléculaires liées a l'inflammation se retrouve également dans d’autres tissus
comme dans le foie de souris atteintes de la maladie de Farber — une sphingolipidose — et dans des
modeles murins de la maladie de Gaucher, avec des schémas d'expression altérés des genes impliqués

dans l'activation des macrophages et des génes de réponse immunitaire>*>543,

Les approches transcriptomiques peuvent également étre pertinentes dans la recherche de nouveaux
biomarqueurs, en combinaison avec des approches protéomiques. Par exemple, dans un modele
murin de la maladie de Gaucher et des fibroblastes de patients de Gaucher, une molécule auparavant
non reconnue, CHI3L1 (chitinase-3-like protein 1), une glycoprotéine sécrétée et marqueur pro-
inflammatoire, a été identifiée®*. Les concentrations de CHI3L1 étaient significativement augmentées

et ont été réduites apres traitement.

Des études transcriptomiques dans plusieurs tissus et dans le sang périphérique peuvent également
révéler des marqueurs plasmatiques potentiels ou spécifiques pour les atteintes neurologiques
associées aux maladies lysosomales®®, Cette approche peut fournir un outil accessible pour évaluer

|'effet des thérapies sur la progression de la maladie, ainsi qu'un outil efficace et peu invasif pour les

165



études sur les biomarqueurs et les mécanismes de la maladie, non seulement pour les ML, mais aussi

potentiellement pour d'autres maladies neurologiques®®.

La normalisation des voies transcriptionnelles dévoile le potentiel de traitements tels qu'un inhibiteur
d'histone désacétylase dans le foie de souris NPC ou une thérapie génique in vivo dans le cerveau et le

sang de souris MPSIIIA, ce qui en fait un potentiel marqueur précoce de la réponse au traitement>#

548

L'étude du transcriptome peut également offrir de nouvelles cibles thérapeutiques en amont de
multiples voies dérégulées dans des maladies sans thérapie disponible et peut expliquer le mécanisme

d'action des traitements dans des maladies plus fréquentes®®>C,

Les analyses du transcriptome sont le plus souvent focalisées sur les ARN codants (ARN messagers ou
ARNm). Cependant, I'exploration des petits ARN non codants et notamment des microARN (miARN)
peut offrir de nouveaux biomarqueurs. Dans la maladie de Pompe, les miARN surexprimés dans les
formes infantiles de la maladie sont exprimés a des niveaux plus élevés et de maniére précoce chez les
patients présentant une évolution plus sévére de la maladie et sont modulés par I'enzymothérapie

substitutive>5>2,

Dans la maladie de Fabry, I'approche transcriptomique a permis d’explorer la relation entre
I"accumulation de Gb3 et la vasculopathie dans des cellules endothéliales vasculaires, d’explorer I'effet
de régulateurs du protéasome dans des fibroblastes de patients, d’explorer le mécanisme d’action de
I’enzymothérapie substitutive dans des leucocytes de patients ainsi que son effet dans des lignées

podocytaires immortalisées®0553-555,

a) Protéomique et maladies lysosomales

Les protéines constituent environ la moitié de la masse seche de la cellule et sont extrémement
diverses. En quantifiant I'ensemble des protéines exprimées dans un compartiment cellulaire, dans
une cellule ou dans un groupe de cellules (d’'un organe ou d’un organisme), on obtient le protéome.
Celui-ci refléte la physiologie, la structure, les capacités métaboliques et de nombreux autres aspects
du mode de vie de I'organelle, de la cellule, du tissu ou de I'organisme. L’analyse par spectrométrie de
masse de différentes lignées cellulaires humaines met en évidence une similarité importante du

protéome entre les différentes lignées, notamment pour les protéines impliquées dans les fonctions
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cellulaires de base®®. La variabilité provient principalement des protéines impliquées dans les voies

métaboliques, qui présentent une forte redondance.

Les techniques protéomiques généerent une grande quantité de données et il est possible de visualiser
la composition des protéomes selon I'abondance et la fonction des protéines identifiées et
quantifiées®™’. On retrouve une prédominance du métabolisme et de la machinerie cellulaire

permettant la production de protéines (Figure 59).
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Figure 59. Protéomes de cellules HeLa et U20S humaines.
Les protéines sont classées par catégories fonctionnelles et représentées en fonction de leur abondance.>>6:557

Dans de cadre de I'étude de la physiologie lysosomale et de la physiopathologie des maladies

lysosomales, le terme « protéomique » recouvre plusieurs approches et concepts tels que :

- la protéomique ciblée et non ciblée,

- la protéomique « totale » (protéome de la cellule ou du tissu étudié) et la protéomique
lysosomale, avec I'étude des protéines marquées au mannose-6-phosphate>>%,

- la phosphoprotéomique avec I'utilisation d'une puce avec anticorps phosphospécifiques ou

I’analyse du sécrétome>%0>61,

Les approches protéomiques peuvent également aider a comparer les stratégies d'enrichissement des
lysosomes®®?, Différentes techniques sont employées : les techniques les plus utilisées sont les
méthodes de spectrométrie de masse couplées a la chromatographie, mais |'électrophorese

bidimensionnelle, les tests d'électrochimiluminescence ou l'immunodosage quantitatif sont
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également mis en ceuvre?8°53564 | es plateformes commerciales existantes permettent une approche
de routine des études protéomiques®®. Une grande partie des études protéomiques sont réalisées sur
des échantillons de patients, allant des cellules mononucléaires du sang périphérique aux iPSC

obtenues a partir de fibroblastes de patients et aux échantillons d’urine et de plasma 288/561,563,566-574

Un exemple de pathologie étudiée grace a la protéomique est la maladie de Niemann-Pick de type C.
Le déficit en protéine NPC1 ou NPC2, protéines intégrales de la membrane lysosomale, entraine des
défauts dans le trafic de cholestérol intracellulaire et I'accumulation de cholestérols non estérifiés dans
les  endosomes/lysosomes  tardifs®>.  Les  caractéristiques  cliniques  comprennent
I'népatosplénomégalie et la neurodégénérescence progressive, avec une variabilité importante dans
I'dge d’apparition de la maladie, les symptomes et la durée de vie. Malgré une littérature abondante,

la physiopathologie du NPC n'est toujours pas entiérement comprise.

La protéomique quantitative des fibroblastes humains porteurs du variant pathogéne le plus fréquent
dans le geéne NPC1 par rapport a des fibroblastes témoins a mis en évidence des protéines exprimées
de maniere différentielle impliquées dans divers processus cellulaires tels que la maturation des
protéines, le métabolisme énergétique, le métabolisme des especes réactives de I'oxygeéne, I'activité

antioxydante, le métabolisme des stéroides, la localisation des lipides et I'apoptose®’®.

Des modeles murins de NPC ont été largement utilisés pour étudier la physiopathologie du NPC. Des
études protéomiques sur les hépatocytes de souris NPC ont montré des modifications dans les niveaux
d'expression des protéines impliquées dans les lésions hépatiques, le métabolisme des lipides et

I'inflammation®””

. Parmi les protéines différentiellement exprimées, un certain nombre sont des
protéines lysosomales, mais d'autres sont des protéines mitochondriales, suggérant un

dysfonctionnement mitochondrial dans les cellules hépatiques NPC.

Les méthodes de spectrométrie de masse pour quantifier les protéines lysosomales dans le cerveau de
modeles souris fournissent une preuve de principe pour les approches protéomiques pour identifier
les altérations secondaires des activités lysosomales, qui pourraient représenter des réponses
cellulaires compensatoires®™°. La protéomique quantitative dans le cortex cérébral, le cervelet et le
corps calleux des souris NPC permet de mieux comprendre la physiopathologie de Ila

neurodégénérescence, de I'hypomyélinisation et de la progression de la maladie cérébelleuse®6*565578,

La maladie de Niemann-Pick C manque actuellement de traitement efficace, mais un certain nombre
de molécules ont montré un potentiel thérapeutique. Cependant leur mécanisme d'action n'est pas
entierement connu. Des études protéomiques de cellules fibroblastes NPC dérivées de patients

montrent que différentes cyclodextrines peuvent étre utilisées pour réduire I'accumulation de
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cholestérol lysosomal, avec différents niveaux de cytotoxicité®’>>%, Les traitements a la cyclodextrine
(CD) ont modifié le schéma d'expression des protéines cellulaires, suggérant que la modulation médiée
par la CD de l'accumulation de cholestérol intracellulaire peut impliquer une multitude de voies
cellulaires telles que le transport intracellulaire des vésicules, le métabolisme des lipides et la
croissance cellulaire. Les protéines régulées a la hausse comprenaient la protéine de membrane

1°8!, Les cyclodextrines faciliteraient le trafic de cholestérol au niveau des

lysosomale LAMP-
endosomes tardifs/compartiments lysosomaux, réduisant I"accumulation du cholestérol dans les

fibroblastes NPC.

Subramanian et al. ont montré grace a une approche protéomique que le traitement des fibroblastes
NPC avec le Vorinostat, un inhibiteur de I'histone désacétylase, restaure I'homéostasie du cholestérol
en améliorant les voies favorisant le repliement, la stabilisation et le trafic de la protéine mutée NPC1,

et a un impact sur les métabolismes énergétique et lipidique>®2.

Ces études protéomiques fournissent des points de départ pour de futures investigations plus ciblées
afin de mieux comprendre les cascades pathologiques dans le NPC et d’identifier des biomarqueurs

potentiels et des cibles thérapeutiques.

Dans d'autres maladies lysosomales, les approches protéomiques fournissent des données
inestimables. Elles fournissent des clés pour mieux comprendre les phénotypes associés aux maladies
lysosomales tels que le syndrome de Fanconi dans la cystinose ou la vulnérabilité précoce de la moelle
épiniére dans la céroide lipofuscinose de type 1 (CLN1)>%3°8 Elles mettent en lumiére des atteintes
d’organes qui étaient jusqu’alors inconnues, comme le phénotype musculo-squelettique dans la
maladie de Niemann-Pick de type A/B®®. Elles participent a I'identification des bases moléculaires du
role de la dysfonction lysosomale dans la neurodégénérescence dans les maladies lysosomales et les
maladies neurodégératives plus fréquentes®®®>%8 Elles contribuent & la compréhension de la
physiopathologie et a la recherche de cibles thérapeutiques candidates dans d'autres ML telles que les
céroides lipofuscinoses, la sialidose, les mucopolysaccharidoses et les maladies de Gaucher, Krabbe et
Pompe®89>%_ Elles aident & identifier de nouveaux biomarqueurs pour le diagnostic, le pronostic, et
|'évolution de la maladie, que ce soient des biomarqueurs spécifiques d’une ML ou des biomarqueurs

288,570,597-600

d’atteintes d’organes Elles participent a [I'évaluation de nouveaux systémes

d'administration de médicaments pour améliorer I'enzymothérapie substitutive®?,

Dans la maladie de Fabry, les approches protéomiques ont exploré principalement deux aspects : la
physiopathologie et les biomarqueurs. Le profilage protéomique des cellules mononucléaires du sang

périphérique (PBMC) des patients Fabry a montré un certain nombre de protéines exprimées de
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maniere différentielle par rapport aux témoins liées au repliement des protéines, a la transduction du
signal et a la prolifération cellulaire ainsi que des protéines décrites dans les accidents
cardiovasculaires et les traumatismes cérébraux, dans l'inflammation aigué et chronique, et dans les
processus neurodégénératifs, améliorant la compréhension des mécanismes moléculaires sous-
jacents a la pathologie®®3. Un autre type de cellule obtenu a partir de patients Fabry convenant aux
études de physiopathologie de la maladie est les cellules dérivées de I'urine®. Slaats et al. ont montré
qu'il s'agissait d'un modele cellulaire in vivo adéquat, car les analyses protéomiques quantitatives ont
révélé une dérégulation des protéines endosomales et lysosomales, et un schéma protéomique
ressemblant aux données du modéle de podocyte humain décrit précédemment de la maladie de

602 Les profils protéomiques plasmatiques peuvent également révéler des caractéristiques

Fabry
moléculaires de la pathogenése de la maladie de Fabry et de la réponse a I'ERT, tels que I'inflammation,
le stress oxydatif et |'activation du complément®®. Les profils protéomiques plasmatiques et urinaires
sont également utilisés pour dévoiler de nouveaux biomarqueurs. Tebani et al. ont identifié des
marqueurs plasmatiques non corrélés avec le LysoGb3 susceptibles d'étre utilisés dans le diagnostic et
le suivi du traitement de la maladie de Fabry?®. La protéomique urinaire a montré que les voies
biologiques principalement affectées par la maladie de Fabry sont liées a la réponse immunitaire, a
I'inflammation et au métabolisme énergétique’’>. Les protéines régulées a la hausse comprenaient la
prostaglandine H2 d-isomérase, et certaines de ces protéines ont été restaurées a des niveaux

normaux pendant I'ERT et pourraient donc étre des marqueurs utiles pour surveiller la réponse de

|'ERT573’574.

Une autre approche de l'identification des biomarqueurs est la détermination des profils de
biomarqueurs®’. Les profils peuvent distinguer les patients Fabry présentant peu de manifestations
cliniques de témoins, y compris de patients atteints d'autres maladies rénales, métaboliques et
cardiovasculaires, peuvent identifier des marqueurs de la progression précoce de la maladie et sont

spécifiques au sexe>®”°70,

Un certain nombre d’approches protéomiques ont exploré la physiopathologie cardiaque et rénale
ainsi que les biomarqueurs afin de surveiller la progression de la maladie spécifique & un organe®®,
Des études protéomiques de cardiomyocytes différenciés a partir de lignées de cellules souches
humaines révelent la régulation a la baisse des protéines impliquées dans la libération des vésicules
exocytaires, l'altération du flux autophagique et du renouvellement des protéines, entrainant une
augmentation des especes réactives de l'oxygéne et de l'apoptose, et la physiopathologie de

561,604

I'accumulation massive de vacuoles . lls ont également fourni des cibles potentielles pour les

thérapies adjuvantes : Chien Y. et al. ont constaté que I'arachidonate 12/15-lipoxygénase (Alox12/15)
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était le marqueur le plus régulé a la hausse dans les cardiomyocytes dérivés d'iPSC de patients Fabry>®,
Les patients a un stade avancé de fibrose myocardique sont insensibles a I'ERT. Les auteurs ont montré
que I'administration d'un inhibiteur pharmacologique Alox12/15 combiné a I'a-galactosidase réduisait
efficacement I'hypertrophie des cardiomyocytes et supprimait la régulation a la hausse des
biomarqueurs fibrotiques a la phase tardive de la cardiomyopathie de Fabry. La confrontation des
résultats protéomiques avec des parametres cliniques, tels que la fibrose myocardique identifiée par
IRM cardiaque, permet l'identification de nouveaux biomarqueurs pour la détection précoce de
I'atteinte d'organes®2. De méme, les études protéomiques peuvent aider a identifier de nouvelles
voies de signalisation candidates potentielles et des cibles pour la thérapie adjuvante a
I'enzymothérapie substitutive afin de réduire la morbidité de la maladie rénale chronique dans la
maladie de Fabry®®. La protéomique urinaire a identifié de nouveaux biomarqueurs pour le diagnostic

et le suivi des maladies rénales chez les patients Fabry pédiatriques présymptomatiques®’?.

Au total, les approches protéomiques fournissent de nouvelles perspectives pour de futures études,
peuvent caractériser des modeles nouvellement établis a partir de cellules de patients — un pas vers la
médecine personnalisée —, identifier de nouveaux biomarqueurs ou nouvelles cibles thérapeutiques

et étre utilisées pour surveiller I'évolution de la maladie 363°69.570,573,604

Il est a noter que les données protéomiques et donc les conclusions des études dépendent largement
des méthodes employées. La préparation des échantillons est une étape cruciale qui déterminera quel
type de protéines et de peptides sera détecté. Certaines protéines connues pour étre présentes dans
certains types cellulaires ou s'accumuler dans certaines maladies peuvent échapper a l'identification
dans les conditions standards®®. La technologie utilisée et I'identification ultérieure des protéines
doivent également étre prises en compte, et dans le cas de la protéomique réalisée sur des liquides
tels que le plasma et I'urine, ou sur des cellules, l'identification de protéines lysosomales ne présume

pas de leur distribution.

b) Meétabolomique et maladies lysosomales

Le métabolome est défini comme I'ensemble des métabolites présents dans un systeme biologique,
un fluide, une cellule ou un tissu donné a un moment donné*2%, |3 métabolomique consiste en la
caractérisation biochimique et la quantification des métabolites et de leurs fluctuations en réponse a
des facteurs internes et environnementaux®’. Les principales techniques utilisées sont la
spectrométrie de masse (mass spectrometry, MS) couplée a la chromatographie en phase liquide ou

gazeuse et la résonance magnétique nucléaire (nuclear magnetic resonance, NMR)®%, Les approches
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non ciblées permettent d’identifier 'ensemble des molécules de bas poids moléculaire dans un
échantillon biologique et de réaliser un profilage métabolique sans a priori. Son objectif est d'obtenir
le plus de données possible de maniere impartiale pour générer des hypothéses pouvant étre utilisées
pour une analyse ciblée ultérieure. Du fait du grand nombre de métabolites présents dans les fluides
biologiques et de leur hétérogénéité, I'identification de toutes les molécules peut étre un défi. Poury
répondre, des référentiels spectraux précis et larges bases de données sont nécessaires®®. Les
approches ciblées permettent quant a elles une meilleure précision et sensibilité. Elles sont déja
utilisées dans les laboratoires de biologie médicale®®. Ainsi ces deux approches apportent des

informations différentes et sont complémentaires (Figure 60).
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Figure 60. Workflow ciblé et non ciblé pour la métabolomique basée sur la LC-MS.¢11
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La métabolomique a été utilisée dans diverses maladies lysosomales pour I'exploration de la

physiopathologie, la recherche de biomarqueurs ainsi que I'étude de I'effet des traitements.

Par exemple, dans la maladie de Pompe, I'approche métabolomique a été utilisée pour explorer le
phénotype musculo-squelettique de la pathologie. Dans des myocytes différenciés a partir d'iPSC de
fibroblastes de patients avec une forme infantile de maladie de Pompe, I'analyse métabolomique par
spectrométrie de masse (MALDI-TOF) a mis en évidence une détérioration du métabolisme

612 Des

énergétique cellulaire qui serait principalement due a une dysfonction mitochondriale
cardiomyocytes différenciés a partir d’iPSC de fibroblastes de patients avec une forme tardive de
maladie de Pompe présentaient un schéma métabolique unique caractérisé par des concentrations
plus élevées d'acides aminés, de lactate et de glutathion oxydé, ainsi qu'une teneur plus faible en
carnitine, par rapport aux cellules contréles®s®. L’élévation des concentrations en acides aminés a
également été mise en évidence dans le muscle squelettique de souris KO pour le gene GAA comparé
a du muscle de souris sauvages par CE-MS®!*, Cette élévation est liée a I'augmentation de I'activité du
protéasome chez les souris Pompe. L'analyse métabolomique des cardiomyocytes a révélé que le
stress oxydatif et le stress mitochondrial peuvent étre a l'origine de la pathologie cardiaque associée a
la maladie de Pompe. Comme le montre le profilage métabolomique, une majoration du stress oxydatif
a également été détectée dans les cellules musculaires squelettiques et les cardiomyocytes des souris
atteintes de la maladie de Pompe in vivo. Une dérégulation des mécanismes de défense contre le stress
oxydant, tels que NRF-2, un facteur de transcription impliqué dans la réponse au stress oxydant, a
également été constatée dans les cellules musculaires squelettiques et les cardiomyocytes des souris
atteintes. En outre, il a été montré que I'ajout d'un activateur de NRF-2 pouvait atténuer la production
de glutathion oxydé et réduire les niveaux d’especes réactives de I'oxygene dans les cardiomyocytes.
L'ensemble de ces résultats suggére que le stress oxydatif pourrait étre une cible thérapeutique

potentielle dans la maladie de Pompe.

Des explorations métabolomiques ont été réalisées dans d’autres maladies lysosomales telles que la
maladie de Niemann-Pick de type C, les céroides lipofuscinoses neuronales, les mucopoly-

saccharidoses, la maladie de Farber, les gangliosidoses, etc>4*615619,

Dans la maladie de Fabry, I'approche métabolomique par spectrométrie de masse couplée a la
chromatographie liquide dans l'urine et le plasma de patients Fabry a montré I'accumulation
d’analogues du lyso-Gb3%20-52%, Les concentrations de ces analogues sont plus élevées chez les hommes
qgue chez les femmes Fabry, avec une diminution chez les patients traités par ERT. La mise en évidence
de ces analogues pourrait permettre de mieux identifier I'origine des glycosphingolipides qui

s'accumulent dans la maladie de Fabry.
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Une étude métabolomique ciblée par spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide a
permis de discriminer les patients atteints de Fabry de contrbles grace a une signature métabolique
de 13 métabolites plasmatiques, dont la méthionine sulfoxyde, deux lysophosphatidylcholines et dix
glycérophospholipides, soulignant le réle important des glycérophospholipides et du stress oxydatif
dans la pathophysiologie de la maladie de Fabry®®. Un modéle prédictif utilisant les 13 métabolites a
montré une aire sous la courbe de 0,992 pour diagnostiquer les patients atteints de Fabry. La signature
métabolique était corrélée avec les concentrations plasmatiques de lyso-Gb3 et I'activité enzymatique

de I'a-GAL.

Une étude glycosphingolipidomique par LC-MS/MS sur le plasma et I'urine d'une cohorte de patients
Fabry, regroupés en femmes symptomatiques, femmes asymptomatiques, hommes et un contréle

411 L'analyse

sain, a également démontré un remodelage métabolique dans la maladie de Fabry
multivariée a montré que dix isoformes a longue chaine de céramides dihexosides dans I'urine sont
élevés chez les patients Fabry et ont été capables de discriminer les femmes atteintes mieux que le
Gb3 et le lyso-Gb3, en particulier le groupe de femmes asymptomatiques (qui sont les plus difficiles a

diagnostiquer) des femmes témoins.

Ces approches métabolomiques mettent en évidence le remodelage métabolique survenant dans la

maladie de Fabry, ainsi que le potentiel diagnostique des approches basées sur les sciences omiques.

Afin d’étudier les processus biologiques complexes, I'approche intégrative par la combinaison des
données multi-omiques est impérative. Les données multi-omiques englobent des informations
provenant de différentes couches moléculaires telles que le génome, I'épigénome, le transcriptome,
le protéome et le métabolome (Figure 61). Ces données, générées grace aux techniques a haut débit,
sont essentielles pour comprendre la biologie et les maladies de maniére holistique. En effet,
I'intégration de ces données multi-omiques permet d'analyser les relations entre les différentes
biomolécules et leurs fonctions, et ce de maniere dynamique. Cette approche aide a combler le fossé

entre les informations génétiques, le génotype, et les caractéristiques observables, le phénotypeb%.
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Figure 61. Intégration des données omiques.
L'analyse trans-omique permet d'avoir une vue d'ensemble de milliers de facteurs et de modéles qui conduisent a des
résultats globaux qui seraient autrement indétectables par des biomarqueurs uniques. Adapté de 627,

Les données multi-omiques sont générées a partir de diverses plateformes, ce qui présente des défis
en termes de stockage et de formats. Des outils et méthodes ont été développés pour intégrer et
analyser ces données, contribuant ainsi a la compréhension des mécanismes biologiques et des
maladies en répondant a différentes questions biologiques : pour effectuer le sous-typage et la
classification des maladies sur la base de profils multi-omiques, pour prédire les biomarqueurs pour
diverses applications, y compris les diagnostics et les génes moteurs des maladies, ou pour dériver des

informations sur la biologie des maladies.

Les approches intégratives ont le potentiel d'améliorer les prédictions et la précision des phénotypes
de maladies, ce qui pourrait conduire & de meilleurs traitements et préventions®%. |l existe des bases
de données publiques qui fournissent des ensembles de données multi-omiques telles que The Cancer

Genome Atlas (TCGA) (https://cancergenome-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/) ou Omics Discovery

Index (https://www.omicsdi.org).

L'information clinique pourrait également étre intégrée pour une compréhension plus approfondie.
Cependant, des défis subsistent, tels que I'hétérogénéité des données, leur grande taille nécessitant

des calculs intensifs et le manque de hiérarchisation des outils disponibles.

Malgré ces obstacles, I'approche intégrative des données multi-omiques est considérée comme une
stratégie puissante pour décrypter les mécanismes cellulaires. Des méthodes uniformes et conviviales
sont nécessaires pour visualiser, analyser et interpréter efficacement ces données. L'intelligence

artificielle peut jouer un rdle crucial afin de répondre a ces défis, mais nécessite des ensembles de
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données suffisamment grands et de haute qualité pour I'entrainement des modéles, ainsi qu'une

expertise pour la conception et |'optimisation des architectures de réseaux de neurones®?.

Les progres récents des technologies omiques ont généré une multitude de données biologiques.
L'intégration de ces données dans des modéles mathématiques est essentielle pour exploiter
pleinement leur potentiel. Les modéles métaboliques a I'échelle du génome (genome-scale metabolic

modeling, GEM) constituent un cadre solide pour I'étude de systémes biologiques complexes®®,

Comprendre la relation complexe entre le génome et le métabolisme nécessite une modélisation
mathématique du métabolisme. La construction de modeles décrivant les processus métaboliques
cellulaires découle du besoin de saisir et d'interpréter des systémes au-dela des capacités de l'intuition
humaine, notamment lorsque les processus deviennent de plus en plus complexes. Ces modeéles
servent de passerelle pour naviguer dans la complexité et améliorer notre compréhension de la
dynamique du systéme. De plus, I'intégration de données expérimentales est facilitée par la présence
d'un modéle, permettant ainsi la génération et la vérification de nouvelles hypotheses concernant les
mécanismes sous-jacents régissant les systemes biologiques. Un modéle permet également de prédire
les effets de diverses perturbations, telles que les variations génétiques ou les modifications de

I'environnement, sur la fonction métabolique®.

La base de la construction des modeles réside dans la compréhension des substrats et des produits
impliqués, ainsi que celle des réactions qu'une cellule peut exécuter. La réversibilité des réactions, le
compartiment cellulaire dans lequel les réactions se produisent et les coefficients stcechiométriques
des métabolites sont des considérations cruciales. De plus, I'établissement des relations géne-
protéine-réaction (GPR) reliant les genes aux réactions par le biais d'enzymes est essentiel pour la

précision du modéle®®,

Les informations génomiques guident le codage des réactions métaboliques, conduisant a la formation
de peptides et de protéines participant a ces réactions. Chaque étape du processus biochimique
correspond a une réaction biochimique qui peut étre décrite mathématiquement par un vecteur.
L'agencement collectif de ces vecteurs aboutit a une matrice stoechiométrique, avec les métabolites

représentés en tant que lignes et les réactions en tant que colonnes. Au sein de la matrice, les réactions
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sont codées avec des coefficients stoechiométriques, ou les substrats portent des coefficients négatifs

et les produits des coefficients positifs®.

La transition du génome a un modele métabolique implique I'annotation des génes et la mise en
correspondance avec une base de données de réactions biochimiques. Ce processus implique la
traduction des génes en protéines et en enzymes, déterminant ainsi les réactions et les réseaux a
encoder. Les associations gene-réaction sont souvent multidirectionnelles, plusieurs genes pouvant
coder pour la méme réaction et vice versa. De nombreuses méthodes existent pour construire des
modeles a I'échelle du génome. L'objectif principal de ces modéles est de déduire les flux ou les taux
de réaction caractérisant le métabolisme de I'organisme dans des conditions spécifiques®°. Deux

approches distinctes de reconstruction peuvent étre adoptées :

- Reconstruction Bottom-Up : cette approche commence par un génome annoté, aboutissant a
un modele provisoire de réactions annotées. La curation manuelle ultérieure aboutit a un
modele fonctionnel.

- Reconstruction Top-Down : en utilisant un modele universel complet englobant toutes les
réactions métaboliques connues, les réactions encodées dans le génome sont identifiées. Le
génome est utilisé pour affiner le modéle universel, aboutissant a un modele adapté qui

correspond aux réactions codées dans le génome.

Le probleme des lacunes, ou des réactions manquantes conduisant a des composants déconnectés du
réseau, est inhérent 3 la construction de modéles métaboliques a I'échelle du génome®. Ces lacunes
résultent d'une connaissance incompléte des réactions ou de réactions spontanées. Le comblement
des lacunes est essentiel tant pour les reconstructions bottom-up que top-down. Dans une
reconstruction descendante ou top-down, le modeéle initial est complet. Ainsi on soustrait les réactions
qui ne sont pas encodées par le génome a condition que le modeéle reste le moins lacunaire possible.

Des modeles alternatifs peuvent découler des efforts de comblement des lacunes.

Les modeles a I'échelle du génome peuvent intégrer différentes couches de données omiques. En
considérant I'expression génique (données transcriptomiques) ou les abondances protéiques (données
protéomiques) comme des indicateurs de l'activité des réactions, des contraintes peuvent étre
imposées sur le modéle pour le mettre en accord avec les données expérimentales. La modélisation a
I'échelle du génome trouve de larges applications en biologie et en médecine. Elle aide a prédire les
cibles médicamenteuses, a étudier les fonctions métaboliques, a analyser les changements
métaboliques dans les processus pathogenes et a identifier des perturbations spécifiques a apporter

pour corriger un processus pathologique®? (Figure 62). L'intégration des données omiques avec les
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GEM peut conduire a de nouvelles découvertes et faire progresser notre compréhension des

mécanismes moléculaires des pathologies et en santé humaine.
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Figure 62. L'intégration de différents types de données omiques peut étre utilisée pour déduire les distributions de flux
métaboliques intracellulaires en fonction des tissus et des conditions.®33
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CHAPITRE VI : Techniques omiques utilisées dans le cadre de cette
these

|.  Technique de dosage ciblée de protéines par technologie multiplex (MSD)

La technologie développée par Meso Scale Discovery (MSD) permet la détection et la quantification de
molécules dans les échantillons biologiques. Cette technologie combine I'électrochimiluminescence
(ECL) qui se caractérise par une grande sensibilité et la technologie MULTI-ARRAY de MSD, offrant ainsi
un systeme de détection sensible et spécifique, que ce soit pour le dosage de protéines uniques ou

d’un grand nombre d’entre elles (Figure 63).

MULTI-ARRAY Plate

T

LIGHT Measurledhsignal
'

L L. Luminescence
Emitting Light
*Ru(bpy);
7 N ™% 7 Chemi-
% \T/ \Y Chemical Energy
.
' Ru(bpy)>  Ru(bpy);* TPA TPA™
: / Electro-
N\ - ‘ Electrochemically Initiated
4 e e-
Counter
Electrode Dielectric

Ay,

Figure 63. Principe de fonctionnement de la technologie MSD

Les électrodes de carbone a forte capacité de liaison situées au fond des microplaques MULTI-ARRAY et MULTI-SPOT
permettent de fixer facilement les réactifs biologiques (capacité de liaison 10 fois supérieure a celle du polystyréne). Les tests
MSD utilisent des marqueurs électrochimioluminescents qui sont conjugués a des anticorps de détection. Ces marqueurs,
appelés SULFO-TAG, permettent une détection ultra-sensible. L'électricité est appliquée aux électrodes de la plaque par un
instrument MSD, ce qui entraine une émission de lumiére par les étiquettes SULFO-TAG. L'intensité lumineuse est ensuite
mesurée pour quantifier les analytes dans I'échantillon.

Source : https.//www.mesoscale.com/en/technical _resources/our technology/ecl
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La technologie MULTI-ARRAY (multi-puce ou multi-essai, Figure 64) en plaques permet de multiplexer

les analyses en répartissant plusieurs spots recouverts d’anticorps différents dans un méme puits.

Analyte 1 Analyte 2

Analyte 3 7 I—Analy‘ce 4
96 Well 4-Spot 96 Well 7-Spot 96 Well 10-Spot

Figure 64. Puits des plaques MULTI-SPOT

Les plaques MULTI-ARRAY qui offrent des matrices dans le puits pour augmenter le débit et le multiplexage des essais sont
disponibles dans les formats 96 et 384 puits, avec jusqu'a 10 spots par puits.

Source : https://www.mesoscale.com/en/technical resources/our technology/multi-array

Le principe est proche de celui de la méthode immuno-enzymatique ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) traditionnelle (Figure 65) : des anticorps de capture spécifiques, fixés sur des

zones cibles dans le puits d'une microplaque avec électrodes, se lient a la protéine d'intérét53,

C Substrate
&
<+-Secondary
Primary Substrate antibody
antibody—s C O conjugate
conjugate
Direct ELISA Indirect ELISA
c Substrate
+—Secondary
antibody
Inhibitor— ?gbs"ate conjugate
antigen X
<— Capture antibody
Competitive ELISA Sandwich ELISA

Figure 65. Principe de fonctionnement des anticorps utilisés en ELISA.3>

La protéine liée est détectée par un second anticorps conjugué a une « étiquette » (ou tag) qui émet
de la lumiére (SULFO-TAG) lorsqu'elle est excitée par I'électricité provenant d'électrodes situées dans
la base de la plaque®®. L’étiquette utilisée est un complexe de ruthénium tris-bipyridine pouvant
émettre de la lumiére lorsqu'il est excité électrochimiquement®® (Figure 66). Le co-réactif présent dans

le « tampon de lecture » amplifie ensuite le signal.
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Figure 66. Technologie ECL.

(a) Mécanisme de génération de I'ECL a partir de complexes de ruthénium sur une électrode oxydante en présence de tampons
de lecture a base de tripropylamine (TPA). (b) SULFO-TAG NHS-ester, une étiquette ECL qui peut étre utilisée pour modifier des
anticorps en vue de leur utilisation dans des essais ECL. (c) Vue éclatée d'une plaque d'essai multi-réseaux montrant les deux
composants principaux : une plaque supérieure moulée par injection accouplée a une plaque inférieure en Mylar sérigraphié.
(d) Vues schématiques d'un puits d'une plaque multi-réseaux montrant la disposition des électrodes sérigraphiées a l'intérieur
d'un puits.637

L'instrument utilisé pour analyser les plaques est le MESO QuickPlex SQ 120MM avec le logiciel
Methodical Mind (Figure 67). C’est un instrument fiable, facile d’utilisation, avec un temps de lecture
rapide. Deux plaques peuvent étre analysées simultanément. Le logiciel DISCOVERY WORKBENCH
permet ensuite de retraiter les données et de calculer les concentrations des différents analytes en

fonction des gammes d’étalonnage.
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Figure 67. MESO QuickPlex SQ 120MM.
Source : https://www.mesoscale.com/en/products _and_services/instrumentation

Le protocole est le suivant (Figure 68) :

- Nettoyage de la plaque a I'aide d’'un tampon spécifique

- Répartition dans les plaques des calibrants et des échantillons dilués a I'aide d’un diluant
spécifique en fonction des analytes dosés

- Incubation de la plaque pendant 2 heures

- Nettoyage des plaques pour éliminer les protéines non liées

- Ajout de I'anticorps secondaire, conjugué au SULFO-TAG

- Incubation de la plaque pendant 2 heures

- Lavage de la plaque pour éliminer les anticorps de détection non liés

- Ajout du tampon de lecture et analyse avec I'instrument MSD

- Retraitement des données avec MSD Discovery Workbench

[ Light Detector |

1. Add sample <0
2. Incubate

2 5 Wash
\( _( .)'\ as|
3. Add det. Ab 6. Induce ECL
==Y I I “ 4. Incubate )\ ﬂMh

Figure 68. Protocole d'essai ECL. D’aprés 637
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Par rapport a I'ELISA traditionnel, les puces multiplex avec ECL présentent un certain nombre

d'avantages®3®%7 :

- Analyses multiplex a haut débit

- Meilleure sensibilité : Les cycles d'excitation multiples peuvent amplifier les signaux pour
augmenter l'intensité lumineuse

- Réduction du volume d'échantillon nécessaire (conservation d’échantillons précieux)

- Absence de systeme de détection enzymatique ou fluorescent évitant les problemes de
décroissance du signal au cours du temps

- Efficacité en termes de temps

- Possibilité de détecter de maniere fiable différentes protéines dans une large gamme
dynamique de concentrations (pas de dilution nécessaire par exemple)®3®,

- Facilité d’utilisation

Il.  Transcriptomique par RNA-seq

L’analyse transcriptomique a été réalisée par séquencage des ARN messagers par NGS, ou RNA-seq.

L’extraction de I’ARN a partir des podocytes est effectuée a I'aide du kit NucleoSpin® RNA/Protein. Le
principe est une lyse des cellules par incubation avec une solution contenant de grandes quantités
d'ions chaotropiques. Ce tampon de lyse inactive immédiatement la quasi-totalité des enzymes,
notamment les RNases, évitant ainsi la dégradation de I’ARN. Le lysat est filtré a travers une membrane
de silice. Le tampon de lyse crée des conditions de liaison qui favorisent I'adsorption de I'ARN sur la
membrane de silice. L'ADN contaminant, qui est également lié a la membrane de silice, est éliminé par
une solution de rDNase qui est directement appliquée sur la membrane de silice pendant la
préparation. De simples étapes de lavage avec deux tampons différents éliminent les sels, les
métabolites et les composants cellulaires macromoléculaires. L'ARN pur est finalement élué dans des

conditions de faible force ionique avec de I'eau exempte de RNase.

Le séquencage de I’ARN est ensuite réalisé sur une plateforme lllumina, par séquencage par synthése
(sequencing by synthesis, SBS) haut débit. A partir de I’ARN total, une librairie constituée de fragments
spécifiques d’ADNc est préparée. L’ARN ribosomal constitue 80 a 90% de I’ARN total. Ainsi, une étape
d’enrichissement de I’ARN messager est nécessaire : elle peut étre réalisée par déplétion de I’ARN

ribosomal ou par isolement de ’ARNm en séparant les ARN possédant une queue poly(A) des autres
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ARN. L'ARNm est ensuite fragmenté (200-300 pb) avant d’étre rétro-transcrit en ADNc. Des
adaptateurs sont ajoutés par ligation a chaque extrémité des fragments afin qu’ils puissent étre fixés
sur une lame de verre (flowcell) contenant les séquences complémentaires des adaptateurs. Des
séquences code-barres sont également ajoutées afin de pouvoir multiplexer les échantillons de
plusieurs patients. L’utilisation d’'une enzyme excisant I'uracile permet I'obtention d’une librairie brin-
spécifique. Les fragments sont ensuite amplifiés par PCR, poolés et chargés dans le séquenceur (Figure
69).

Starting
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Figure 69. Principales étapes de la préparation de librairie pour le RNA-seq.
Source : https://international.neb.com/products/e7760-nebnext-ultra-ii-directional-rna-library-prep-kit-for-
illumina#Product%20Information

La premiere étape consiste en la fixation des fragments d’ADNc sur la flowcell. Chaque fragment est
dénaturé pour s’hybrider a un oligonucléotide complémentaire de |'adaptateur, fixé sur la flowcell. Un
nouveau brin complémentaire est synthétisé a partir de chaque fragment hybridé. Le brin matrice non
attaché a la flowcell est éliminé par lavage, le brin complémentaire nouvellement synthétisé est donc
fixé a la flowcell. Ce fragment est ensuite amplifié par PCR en pont (bridge PCR) : il bascule pour
s’hybrider a un autre oligonucléotide de capture situé a proximité pour former un pont (bridge). Un

nouveau brin complémentaire est synthétisé, puis les deux brins sont dénaturés pour servir de matrice,
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et ainsi de suite, jusqu’a la formation de plusieurs milliers de clusters composés de clones d’'un méme

fragment d’ADNc sur la flowcell (Figure 70).

Ces clusters sont ensuite séquencés grace a I'utilisation de terminateurs réversibles. Le séquencage et
la lecture du nucléotide nouvellement ajouté au brin d’ADN naissant se fait en temps réel grace a
I'incorporation d’un seul nucléotide a la fois. A chaque fois qu’un dNTP est ajouté, il est scanné puis le
terminateur est clivé de facon a permettre I'incorporation du nucléotide suivant (Figure 70). Le
fragment n’est pas séquencé en entier : un certain nombre de bases d’un brin sont séquencées (75 ou
150 paires de bases par exemple), puis le brin complémentaire est synthétisé, le premier brin est
éliminé, et le méme nombre de bases sont séquencées sur ce second brin. On parle de pair-end
sequencing (2x75, 2x150, etc.). Cette approche permet de faciliter I'alignement des données sur le
génome de référence ainsi que la recherche de remaniements tels que les délétions, insertions ou

inversions.
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Figure 70. Principe du séquengage par RNA-Seq utilisant la technique SBS avec technologie lllumina.

Haut : construction d’une librairie d’ADNc a partir d’ARN total. Bas : fixation a la flowcell, génération des clusters et
séquengage. D’aprés®38
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La profondeur de lecture, c’est-a-dire le nombre de fois qu’est séquencée une méme base, dépend de
la taille des régions a séquencer et de la capacité du séquenceur utilisé. A titre d’exemple, un génome
humain entier de 3 Gb séquencé sur un automate d’une capacité de 120 Gb permet d’obtenir une
profondeur de lecture théorique de 40 X. Le séquencage a haut débit permet une approche
guantitative avec la possibilité de compter le nombre de copies d’'un méme fragment ou, pour le RNA-
seq, le niveau d’expression d’un géne.

L'analyse des données est effectuée par traitement bioinformatique. L’analyse primaire correspond a
I’analyse des données brutes (transformation des images en séquences), a I'attribution de scores de
qualité, a I’élimination des séquences des amorces et au démultiplexage des données (attribution des
données a chaque patient). L’analyse secondaire consiste en I'alighement des séquences sur un
génome de référence. Enfin, I'analyse tertiaire correspond a la détection de variations et a la

guantification.

Dans le cadre de cette these, la préparation des librairies a été réalisée a 'aide du NEBNext Ultra I
Directional RNA Library kit avec sélection des ARN avec queue poly(A) (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA). Le séquencage a été réalisé sur une plateforme lllumina NextSeq 500 (Illumina, San Diego,
CA, USA) en 2x75pb, générant environ 30M de paires de reads. L’analyse informatique a été réalisée
par le pipeline nf-core/RNA-seq v3.1, utilisant les outils STAR v2.6.1d et SALMON v1.4.0 pour

I'alignement des séquences®®.

L'approche RNA-seq présente plusieurs avantages par rapport a I'approche par hybridation sur puces

d’expression :

- C'est une approche non ciblée

- Larésolution est de I'ordre du nucléotide, pour environ une centaine de nucléotides pour les
puces

- La quantification étant corrélée au nombre de séquences lues dans une méme région, la
sensibilité est meilleure, sans limite inférieure ou supérieure de quantification

- Les quantités d’ARN initiales nécessaires sont bien moindres
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lll.  Métabolomique ciblée par kit Biocrates

La spectrométrie de masse regroupe un ensemble de techniques d’analyse permettant la mesure de
molécules aprés leur ionisation et en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z)®%. Le principe
de la mesure par spectrométrie de masse repose sur la possibilité pour un flux d’ions d’étre dévié par
un champ électrique et/ou magnétique, les trajectoires étant proportionnelles a la masse et a la charge
de chacun des ions (rapport masse/charge (m/z)). La spectrométrie de masse est largement utilisée en
métabolomique car en plus de sa sensibilité supérieure a celle de la RMN, elle offre la possibilité de
couplage a un systéme chromatographique permettant la séparation préalable des molécules et ainsi

d’augmenter la résolution des ions détectés.

Actuellement, la spectrométrie de masse couplée a la chromatographie en phase liquide (LC-MS) est
la technique la plus utilisée pour analyser le métabolome du fait des nombreux types de colonnes

existant et permettant de couvrir une large gamme de métabolites et de concentrations.

Dans le cadre de cette thése, un spectrométre de masse en tandem (MS/MS) triple quadripdle couplé
a la chromatographie liquide a haute pression a été utilisé (APlI 4000™ LC-MS/MS System, Sciex,
Framingham, MA, USA ; Shimadzu UFLC System (Shimadzu, Kyoto, Japon).

L’échantillon est introduit apres séparation par chromatographie en phase liquide (LC). La LC a haute
pression (HPLC) est une technique de séparation des molécules d’'un mélange en fonction de leur
affinité respective pour la phase stationnaire et la phase mobile qui la traverse. La phase stationnaire
est une silice greffée de chaines alkyles C18, la rendant apolaire. La phase mobile, quant a elle, est un
mélange de solvants organiques et de sels, et est donc polaire. Une fois sur la colonne, les analytes
sont plus ou moins retenus, en fonction de leur polarité et de leur taille. Il s’agit d’une chromatographie

en phase inverse.

L’analyse par injection en flux continue (flow injection analysis, FIA) est également utilisée :
I’échantillon est introduit a travers I'injecteur LC, mais sans utiliser de colonne. Cette technique permet

d'injecter par le passeur d'échantillon, une boucle de solvant a un débit donné.

L'ionisation des molécules est réalisée par électronébulisation (electrospray ionisation, ESI). Les
gouttelettes de solutés sont formées a I'extrémité d'un fin capillaire porté a un potentiel élevé a
pression atmosphérique. Elles ont une densité de charge importante en raison du champ électrique
intense. Ce champ transforme I'effluent liquide en un nuage de fines gouttelettes (spray) chargées en
fonction du mode d'ionisation. Les gouttelettes s'évaporent lentement en raison d'un courant d'air

chauffé. Elles explosent lorsqu'elles ont une densité de charge trop élevée, libérant des
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microgouttelettes constituées de molécules protonées ou déprotonées de |'analyte, qui portent un

nombre de charges variable (Figure 71).
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Figure 71. Formation d'ions.

Les analytes d'intérét sont présents dans la phase mobile et sont nébulisés a I'aide d'azote gazeux chauffé pour former un
spray a l'extrémité du capillaire afin de produire des gouttelettes chargées. Les gouttelettes chargées subissent une fission
de Coulomb et produisent des gouttelettes plus petites.®%

Les ions produits arrivent a une interface pression atmosphérique/vide ou le gaz rideau (Curtain Gas
interface, Figure 72), de I'azote ultra pur, empéche les molécules non ionisées de progresser. Les ions
chargés sont focalisés sur un systéme multipolaire radiofréquence (QO, Figure 72) sous l'influence
d’une variation de potentiel électrique et d'un pompage différentiel. Les ions précurseurs

présélectionnés sont ensuite attirés dans I'analyseur qui est un triple quadripdle.

Un quadripdle est constitué de quatre électrodes paralléles de forme cylindrique. Les électrodes
opposées sont soumises au méme potentiel. Les électrodes adjacentes sont soumises a des potentiels
de méme valeur mais opposés (deux électrodes avec un potentiel négatif, deux avec un potentiel
positif), et la polarité des barres s'inverse en continu. Les forces de répulsion-attraction mais aussi la
vitesse dans le quadripdle (énergie cinétique) imposent aux ions une trajectoire hélicoidale. En
fonction des tensions appliquées, les ions auront une trajectoire stable dans le quadripole et seront
analysés, tandis que d’autres auront une trajectoire instable. Un triple quadripdle consiste en
I’association de deux analyseurs quadripolaires en série, séparés par une cellule de collision, souvent
un quadripdle plus court. Lors d’une acquisition en MS/MS, le premier quadripdle permet de
sélectionner un ion, le second, rempli de gaz inerte a pression élevée, permet de fragmenter I'ion et le

troisieme effectue une deuxieme séparation des ions fils générés (Figure 73).
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Ainsi, les ions précurseurs présélectionnés sont attirés par le premier quadripéle Q1 (Figure 72) en
fonction de leur polarité et la tension appliquée sur les barres des quadripdles, puis ils sont repoussés
ou attirés vers celles-ci. Les ions précurseurs rejoignent alors le deuxieme quadripole (Q2, Figure 72)
ou de l'azote ultra pur est introduit. Il s’agit d’une cellule de collision : les ions précurseurs se
fragmentent en ions fragments caractéristiques de la molécule a analyser (spectre de fragmentation

unique pour chaque molécule).

Ces ions fragments sont chassés vers le dernier quadripdle (Q3, Figure 72), ils sont focalisés et dirigés
vers le détecteur : un multiplicateur d'électrons. De cette maniere, les ions séparés selon leur rapport
masse/charge viennent percuter le détecteur ou cellule CEM (Channel Electron Multiplier, Figure 72)

afin d’étre détectés et comptabilisés.
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Figure 72. Schéma du triple quadripdle (Q1-Q2-Q3) du spectrometre de masse APl 4000™.
Source : https.//sciex.com/products/mass-spectrometers/triple-quad-systems/
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Figure 73. Principe du triple quadripdle.
Les quadripdles Q1 et Q2 correspondent aux quadripdles Q1 et Q3 de la figure 71, respectivement.t%!
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L’analyse métabolique ciblée, consistant en I'analyse de 188 métabolites (Tableau 10), a été effectuée

grace au kit commercial AbsolutelDQ®p180 de Biocrates Life Science AG (Innsbruck, Autriche).

Tableau 10. Classes des analytes étudiés et méthode analytique.
La liste complete des 188 métabolites est disponible ici : https.//biocrates.com/wp-content/uploads/2022/02/biocrates-
p180-list-of-metabolites-v2-2021.pdf

Classe de I'analyte (nombre de métabolites) Méthode analytique
Sl nle) el ENEE)N Acides aminés (21)
Amines biogenes (21)
Mucopolysaccharide (1)
Lipides (145) Acylcarnitines (40)
Glycérophospholipides (90)
Sphingomyélines (15)

LC-MS/MS

FIA-MS/MS

Le kit et les réactifs Biocrates comprennent les réactifs de préparation des échantillons, les standards
internes, les calibrants, les contréles qualité, un mélange test et une plaque filtrante brevetée de 96
puits. Le kit est un essai entierement automatisé basé sur la dérivatisation par le phénylisothiocyanate
(PITC) des analytes cibles dans les échantillons liquides. La quantification est réalisée a I'aide d'étalons
internes marqués isotopiquement et de sept calibrants permettant d’établir une courbe d’étalonnage.
Les métabolites analysés par LC-MS/MS sont quantifiés de maniére absolue grace aux calibrants, tandis
que les métabolites analysés par FIA-MS/MS sont quantifiés de maniére semi-quantitative,
uniquement a l'aide des standards internes et des trois niveaux de contrdles qualité répartis sur la

plague analysée (Figure 74).
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Figure 74. Plan d’une plaque du kit AbsolutelDQ p180.
La plaque est composée de 96 puits pour un blanc (B), trois zéros (PBS), 7 niveaux de calibrants (Call a Cal7), 3 niveaux de
contréle qualité (QC1 a QC3) et de 80 échantillons.

La premiere étape consiste a mélanger le mix de standards internes et I’échantillon (seuls 10 uL sont
nécessaires). Ce mélange est déposé dans la partie supérieure la plaque filtrante et séché sous courant
d’azote. La dérivatisation des acides aminés et des amines biogenes est ensuite complétée par I'ajout
de 50 plL d'une solution de PITC a 5%, incubation et a nouveau séchage. Aprées incubation avec le
solvant d’extraction, les échantillons sont filtrés par centrifugation et recueillis dans la partie inférieure
de la plaque. Ils sont ensuite dilués avec de 'eau pour 'analyse en LC-MS/MS, avec la phase mobile

pour 'analyse en FIA-MS/MS (Figure 75).
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1. Add 10 pL of internal » q 2. Derivatization using [

standard mix, add 5% PITC, incubate " n
10 pL of samples, dry — 20 min, dry 60 min
30 min under nitrogen under nitrogen flow.
flow.

4. Filtration by - ™ 3. Add 300 pL extraction |~
centrifugation, < solvent, shake 30 min
2 min at 500 x g. at 450 rpm.

5. Remove 150 pL and transfer to a second 96-deep-well plate, dilute with 150 pL water for subsequent
LC-MS/MS assay (4000 triple quad instrument).

6. Dilute all wells in the original plate with 400 pL of FIA mobile phase (4000 triple quad instrument).

Figure 75. Etapes de préparation des échantillons pour I'analyse par kit Biocrates AbsolutelDQ®p180.

La phase mobile utilisée pour I'analyse en LC-MS/MS est un mélange d’acétonitrile et d’eau acidifié a
0,2% ; la phase mobile pour I'analyse en FIA est un mélange de méthanol et de modifiant fourni dans
le kit. Les analyses sont ensuite effectuées conformément aux instructions du fabricant du kit.
L’acquisition et le traitement des données (intégration des pics) sont réalisés par le logiciel Analyst 1.5

(Sciex) et I'analyse et le controle des données qualités par le logiciel MetIDQ (Biocrates).

Ces analyses sont toutes effectuées au sein du laboratoire de Biochimie Métabolique du CHU de Rouen
et/ou utilisées dans le cadre de I'activité clinique, notamment pour le diagnostic de MHM, soulignant

ainsi I'intérét des approches omiques dans la médecine d’aujourd’hui.
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OBJECTIFS DE LA THESE

A I’ére de la médecine de précision, I'avénement récent des sciences omiques permet d’extraire des
données biologiques a partir d’un systéme biologique de facon globale avec une approche ciblée ou
non ciblée. Ces nouvelles techniques peuvent notamment aider (i) a comprendre les mécanismes
physiopathologiques d’une maladie ou d’action d’un traitement, (ii) a identifier de nouveaux
biomarqueurs et (iii) a identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Dans le cadre de ce travail, nous

avons comme objectif de mettre en ceuvre ces sciences omiques dans la maladie de Fabry.

La maladie de Fabry est une maladie lysosomale rare. Son incidence est probablement sous-estimée
car son phénotype est peu spécifique. Cependant un diagnostic précoce a un impact important sur le

pronostic fonctionnel et vital des patients.

Bien que des biomarqueurs et des traitements soient disponibles, ceux-ci ne sont pas entierement
satisfaisants. Actuellement, un seul biomarqueur est utilisé en clinique, le lyso-Gb3. Il est a noter que
celui-ci n’est pas pertinent pour le diagnostic de certaines femmes Fabry et de patients avec certains
variants du gene GLA. De plus, ce n’est pas un bon marqueur de I'évolution de la maladie sous
traitement. Les traitements disponibles ont certes permis d’améliorer le pronostic des patients et de

ralentir le processus pathologique, mais ils ne permettent pas une réversion du phénotype complet.

Ces constats sont étroitement liés a la complexité de la maladie, au réle du lysosome dans de
nombreuses voies métaboliques cellulaires, et a la connaissance incomplete des processus

physiopathologiques impliqués au-dela de la surcharge lysosomale en substrat.

La premiére partie du travail consiste en I'analyse du transcriptome de cellules Fabry par rapport a des
cellules controles. L'objectif est d’explorer les mécanismes physiopathologiques grace a un modele
cellulaire de maladie de Fabry, des podocytes humains immortalisés KO pour le geéne GLA, fournis par
I’équipe du Dr Weisz de I’University of Pittsburgh School of Medicine, comparés a des cellules controdles.

Une étude de repositionnement de médicament est également en cours.

Le second objectif consiste a élucider le statut de deux protéines, FGF2 et IL-7, dans la maladie de
Fabry. En effet, notre équipe avait rapporté une augmentation spécifique de ces deux molécules dans
les plasmas d’une cohorte de patients Fabry francais par une approche protéomique ciblée (Tebani et
al. J Clin Med. 2020%8). Nous avons pu obtenir les plasmas d’une cohorte indépendante de 56 patients

suisses afin de confirmer et valider les premiers résultats. Par ailleurs, nous avons souhaité caractériser
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I'effet de ces protéines sur le traitement par enzymothérapie substitutive des podocytes Fabry
comparés a des podocytes contréles non traités, par une approche de métabolique ciblée dans les

cellules (résultats présentés ici) et dans le milieu de culture (étude en cours).
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PARTIE Il : SECTION EXPERIMENTALE
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CHAPITRE | : « Genome-wide expression analysis in a Fabry disease
human podocyte cell line »

l. Contexte

De nouveaux biomarqueurs sont nécessaires pour mieux stratifier et surveiller les patients atteints de
maladie de Fabry. Les approches omiques, en particulier I'analyse transcriptomique, offrent des
perspectives pour mieux comprendre la maladie, alors que leur utilisation dans cette pathologie est

encore limitée dans la littérature.

Il.  Objectifs

Cette étude vise a examiner les mécanismes sous-jacents de la dysfonction des podocytes dans la
maladie de Fabry en utilisant une analyse de I'expression génomique par RNA-seq. Cette analyse a été
effectuée dans des lignées cellulaires humaines de podocytes immortalisés de patients ayant une
maladie de Fabry et de patients contréles. Les podocytes sont un type cellulaire clé dans la maladie de
Fabry avec une atteinte précoce et un réle essentiel dans la néphropathie, les reins étant une cible
majeure de cette pathologie®?. Les cellules Fabry ont été obtenues par technique CRISPR-Cas9 par

I’équipe du Dr Weisz (University of Pittsburgh School of Medicine) a partir de cellules controles®®,

[ Résultats

L'analyse différentielle de I'expression génique entre les cellules Fabry et cellules contréles a permis
d’identifier 247 génes exprimés de maniére différentielle (valeur de p ajustée < 0,05), avec 136 génes

sous-exprimés et 111 genes surexprimés dans les cellules de Fabry par rapport aux controles.

Une analyse non supervisée en fonction des profils d’expression a révélé une tendance claire de

regroupement des échantillons Fabry d’une part et contréles d’autre part.

Les génes différentiellement exprimés ont été triés en fonction de leur niveau de sur- ou sous-
expression. Les 10 genes les plus surexprimés sont MAGEH1, DHRS4L2, LY6K, CBR3, CCDC80, EBP,
PLEKHO1, QPCTL, PDZD7 et SIL1. Les 10 genes les plus sous-exprimés sont COL7A1, PDE10A, ITGB3,
N4BP2, AFF1, STRN, TIA1, MOB1A, SMG1 et FARP2. Ces génes sont impliqués dans diverses voies
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métaboliques cellulaires telles que le stress oxydatif, le métabolisme des acides gras, l'inflammation,

les voies de signalisation Wnt et Hippo, I'apoptose et |'autophagie.

La génération d'un réseau métabolique a I'échelle du génome (genome-scale metabolic modeling) a
été réalisée a partir des données transcriptomiques. Ce réseau a montré des changements importants
dans le flux métabolique, avec 479 métabolites affectés de maniére significative. Certains
métabolismes, comme celui des phospholipides et de la dégradation du sulfate d'héparane, sont
régulés a la baisse, tandis que d'autres, comme le métabolisme des acides gras, des acides aminés, du

glucose, des nucléotides, des eicosanoides et des cestrogenes sont régulés a la hausse.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Science for Life Laboratory du KTH — Royal Institute of

Technology de Stockholm et le Centre for Host-Microbiome Interactions du King’s College de Londres.

Au moment de soumettre le manuscrit, une étude parue dans le Journal of Clinical Investigation a mis
en évidence par une approche protéomique et transcriptomique dans des podocytes Fabry la
persistance d’une dysfonction lysosomale malgré un traitement par enzymothérapie substitutive et la
réduction de la quantité de Gb3 accumulé®®. Les auteurs ont identifié 'accumulation d’a-synucléine
comme |'’événement clé de I'atteinte podocytaire. lls ont alors effectué une analyse de connectivity
mapping du profil transcriptomique des podocytes Fabry afin de réaliser un repositionnement de
médicaments. lls ont ainsi identifié un agoniste du récepteur B2-adrenergic (I'orciprénaline) comme le
principal composé permettant de corriger le profil transcriptomique d’une lignée cellulaire invalidée

pour le géne GLA.

Le repositionnement d'un médicament (drug repositioning ou drug repurposing) est |'utilisation d'un

médicament dans une indication autre que celle pour laquelle il a été initialement mis sur le marché.

Nous avons donc différé la soumission de notre article afin de réaliser une étude de repositionnement
de médicaments avec la méme approche de connectivity mapping du profil transcriptomique a I'aide

de l'outil Repurposing de la plateforme CLUE (https://clue.io/). Nous avons mis en évidence un

composé déja commercialisé et prédit comme permettant de corriger le profil d’expression Fabry avec
une significativité importante (relative score - 40 %, negative log10 transformed FDR q value : 15,6)
dans une lignée cellulaire rénale. L'identité de cette molécule n’est pas divulguée ici a des fins de
valorisation et sera nommée CRAI par la suite. Il agit sur une voie qui a déja été impliquée dans la

fibrose rénale, la dysfonction mitochondriale dans le tubule rénal et le vieillissement rénal.

A partir de ces données, nous avons réalisé une expérience de validation utilisant des podocytes Fabry
et des podocytes contrdles. Les cellules ont été cultivées jusqu’a confluence puis trypsinées. Elles ont

été transférées dans de nouvelles boites a une densité de 10 000 cellules/cm?. Une fois les cellules a
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confluence, les traitements ont été rajoutés au milieu de culture. Les cellules ont ensuite été
récupérées et centrifugées 24 heures plus tard. Le surnageant et le culot cellulaire ont été congelés a

-80°C. Les différents traitements utilisés sont :

- CRAlal0puM
- Agalsidase alfa 1 mg/mL (REPLAGAL, Takeda) a 5 uL/mL

- Bafilomycine a 100 nM, un macrolide et inhibiteur puissant et sélectif de la V-ATPase

Les groupes de traitement étaient :

- Podocytes Fabry non traités

- Podocytes Fabry + CRAI

- Podocytes Fabry + agalsidase-a

- Podocytes Fabry + agalsidase-a + CRAI

- Podocytes Fabry + Bafilomycine

- Podocytes contréles non traités

- Podocytes contréles + CRAI

- Podocytes contréles + agalsidase-a

- Podocytes contréles + agalsidase-a + CRAI

- Podocytes contréles + Bafilomycine

L'évaluation de I'effet sera réalisée en mesurant les concentration d’a-synucléine a I'aide d’un kit ELISA
et de LC3-Il, un marqueur de l'autophagie, par Western-Blot. L’article sera soumis des que les résultats

auront été obtenus et interprétés.

V. Conclusion

La compréhension des mécanismes sous-jacents de la maladie de Fabry est cruciale pour permettre un
diagnostic précoce, améliorer le pronostic, assurer un suivi fiable et développer des traitements
efficaces. La transcriptomique couplée a la modélisation métabolique a I'échelle du génome a l'aide
d'une lignée cellulaire de podocytes, offre une approche puissante et appropriée pour répondre a ces
problématiques. En analysant les modeéles d'expression génique et en simulant les altérations
métaboliques, nous avons cherché a découvrir les principaux changements moléculaires associés a la
maladie de Fabry et a faire progresser nos connaissances sur cette pathologie. Cette approche
puissante intégre des techniques de modélisation informatique avec des données d'expression

génique a grande échelle pour créer des représentations informatiques complétes de systémes
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biologiques entiers et pour mieux comprendre les processus cellulaires dynamiques et leur régulation.
Parmi les voies de signalisation impactées dans les podocytes Fabry, la voie de signalisation Hippo est
interconnectée avec la voie de signalisation Wnt et joue un réle dans la régulation de I'immunité innée
et adaptative et I'équilibre croissance/mort cellulaire®®%*, Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour explorer l'implication potentielle de la signalisation Hippo ou de ses effecteurs en
aval dans la maladie de Fabry. Une atteinte de la voie de I'autophagie a également été mise en
évidence, en accord avec la perturbation du flux autophagique démontrée par notre laboratoire?®. La
modélisation métabolique suggere une modification de la composition ou de l'intégrité de la
membrane cellulaire et des interactions cellulaires avec la matrice extracellulaire, un changement dans
|'utilisation de I'énergie cellulaire, une biosynthése accrue de molécules clés, ainsi que des processus
de signalisation, une réponse immunitaire et une régulation du stress oxydatif potentiellement altérés.
Dans l'ensemble, ces résultats fournissent des informations précieuses sur les perturbations

métaboliques qui se produisent dans la maladie de Fabry.

De nouvelles conclusions pourront étre apportées par les résultats du repositionnement de

médicaments.
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Abstract

Background: Fabry disease (FD) is an X-linked lysosomal disease caused by an enzyme
deficiency of alpha-galactosidase A (a-gal A). This deficiency leads to the accumulation of
glycosphingolipids in lysosomes, resulting in a range of clinical symptoms. The complex
pathogenesis of FD involves lysosomal dysfunction, altered autophagy, and mitochondrial
abnormalities. Omics sciences, particularly transcriptomic analysis, comprehensively
understand molecular mechanisms underlying diseases. This study focuses on genome-wide
expression analysis in an FD human podocyte model to gain insights into the underlying
mechanisms of podocyte dysfunction.

Material and Methods: Human control and Fabry podocytes were used. Gene expression
data was generated using RNA-seq analysis (lllumina). Differential expression analysis was
done using DESeq2. Principal component analysis and Spearman correlation have explored
gene expression trends. Functional enrichment and Reporter metabolite analyses were
conducted to identify significantly affected metabolites and metabolic pathways.

Results: Differential expression analysis revealed 247 genes with altered expression levels in
Fabry podocytes compared to control podocytes. Among these genes, 136 were
underexpressed, and 111 were overexpressed in Fabry cells. Functional analysis of
differentially expressed genes showed their involvement in various pathways related to
oxidative stress, inflammation, fatty acid metabolism, collagen and extracellular matrix
homeostasis, kidney injury, apoptosis, autophagy, and cellular stress response.

Conclusion: The study provides insights into molecular mechanisms underlying Fabry
podocyte dysfunction. Integrating transcriptomics data with genome-scale metabolic modeling
further unveiled metabolic alterations in Fabry podocytes. This comprehensive approach
contributes to a better understanding of Fabry disease and may lead to identifying new
biomarkers and therapeutic targets for this rare lysosomal disorder.

Keywords: Fabry disease; RNAseq; Transcriptomics; Metabolic modeling; Systems biology;
Podocyte



Introduction

Fabry disease (FD, OMIM 301500) is an X-linked lysosomal disease (LD) caused by a
deficiency of alpha-galactosidase A (a-D-galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.22; a-gal A)
encoded by the GLA gene. This enzyme is involved in the degradation of glycosphingolipids.
Glycosphingolipids are essential constituents of cell membranes and are widely distributed in
human tissues?. a-gal A deficiency results in the progressive and systemic accumulation of
globotriaosylceramide (Gbhs or GL-3) and other related glycosphingolipids in lysosomes?. The
emergence of new multifaceted roles of the lysosome in several cellular processes and its
primary function of macromolecule degradation sheds light on the mechanisms underlying FD
and LDs in general. Thus, lysosomes participate in vital processes such as antigen
presentation, cell adhesion, apoptotic cell death, interorganellar communication, and gene
regulation. In addition, lysosomes are highly mobile within the cell enabling the interaction with
various cellular compartments and maintaining cellular homeostasis. The diverse range of
functions and interactions introduces a layer of biological complexity to these organelles®. A
continuum of clinical severity is observed in FD, with the molecular abnormality and the sex of
the patient being essential determinants. The severity range spans from a severe classical
phenotype to moderate nonclassical phenotype2. The classical phenotype is mostly seen in
men. Symptoms encompass neuropathic pain, cornea verticillata, angiokeratoma,
gastrointestinal involvement, sweating anomalies, hearing loss, hypertrophic cardiomyopathy,
cardiac rhythm disorders, progressive renal failure, and stroke, with an onset in infancy®Z. The
nonclassical phenotype is milder with a later onset, a more variable course of the disease, and
can be limited to one or a small number of organs. Despite the X-linked inheritance pattern,
women often have signs and symptoms of FD related to random and/or skewed X inactivation,
but are usually less severely affected compared to mené. Reported incidences range from 1 in
476,0002 to 1 in 117,000 in the general population but may be largely underestimated as
shown by newborn screening programs with prevalences as high as 1 in 3,100 newborns in
Italy’: and 1 in 1,500 newborn males in Taiwan2. Diagnosis of Fabry disease relies on a
deficient a-gal A activity in plasma, leukocytes®® or dried blood spot!* in males, confirmed by
genotyping. Affected women can exhibit an enzyme activity within the normal range and
diagnosis rests on molecular analysis of the GLA gene®. Available treatment options are
enzyme replacement therapy (ERT: agalsidase beta, Fabrazyme®; agalsidase alfa,
Replagal®®), oral chaperone therapy (Migalastat, Galafold®*’), and conventional medical
treatment to manage the morbidities related to the disease. Phenotype-genotype correlation is
partial in FD and the relationship between genotype and quantitative difference levels of
substrates in tissues is still not well understood, thus causing different effects on organ
changes®. Studies have shown that lyso-Gb3 (globotriaosylsphingosine), converted from Gb3
by acid ceramidase within tissues, is a better biomarker than Gb3. It is the only available
specific biomarker of FD* and is primarily used in the context of initial FD diagnosis. Plasma
lyso-Gb3 levels have also been partially correlated with disease severity?>2, However, it has
not been validated for treatment monitoring and has been shown to not correlate with disease
progression or prognosis in treated patients?2. New specific biomarkers are therefore needed
to better classify and monitor Fabry patients. FD pathogenesis is complex and encompasses
multiple pathological mechanisms, including but not limited to lysosomal dysfunction, altered
autophagy and mitochondrial abnormalities®. Better understanding of the pathways involved
could result in improved prognosis and yield new biomarkers and therapeutic targets. The rise
of omics sciences has prompted a paradigm shift, in both research and medicine?2¢, These
approaches may bring new insights into the pathophysiology of rare?2 and multifactorial
complex diseases?. Among omics sciences, transcriptomic analysis offers a global picture and
may enable to explore the molecular mechanisms underlying diseases®*2.. Kidneys are a
central organ target in FD and podocytes are a key cellular type in Fabry related nephropathy, with
significant Gb3 and lyso-Gb3 accumulation, glycolipid deposits and early signs of injury32. This
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study aims to perform genome-wide expression analysis in an FD human podocyte model
compared to control podocytes to gain insight into the underlying mechanisms of podocyte
dysfunction.

Material and methods

Podocyte Culture

Our study used human immortalized podocytes kindly provided by Dr. Weisz's team3:. Two
types of cells were used: control podocytes (C1 to C9) and Fabry podocytes (F1 to F9),
obtained by CRISPR/Cas9 technology. The cells were incubated at 37°C with 5% CO2 in
Dulbecco’s modified Eagles Medium: Nutrient Mixture F-12 or DMEM/F-12 (PAN BIOTECH,
P04-41450) supplemented with 10% fetal bovine serum — FBS (Eurobio, CVFSVF00-01), 1%
glutamine 200nM (Eurobio, CSTGLUO0O0-0U), 1% penicillin 100 Ul/ml and streptomycin 100
pg/ml (Sigma-Aldrich, P0781), and 0.1% ITS cell culture supplement (PAN BIOTECH, P07-
03110). Medium was exchanged every 2 to 3 days.

RNA extraction and RNA-seq analysis

RNA samples from both cell lines were sequenced at the Rouen University Hospital genomic
platform, Rouen, France. Total RNA from podocytes was extracted using NucleoSpin®
RNA/Protein kit with a DNase treatment step to avoid contamination with genomic DNA. The
quality and quantity of RNA were assessed using a NanoDrop One spectrophotometer
(ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA). Libraries were prepared using the NEBNext
Ultra 1l Directional RNA Library Kit with polyA RNA selection (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA). One ug of total RNA was used. High-throughput sequencing of the libraries was
performed on an lllumina NextSeq 500 (lllumina, San Diego, CA, USA) using 2*75 bp
sequencing to generate 30M read pairs on average per sample. Bioinformatics analysis was
carried out using nf-core/RNA-seq v3.1 analysis pipeline to generate multi quality control report
that uses the STAR v2.6.1d and SALMON v1.4.0 tools for alignment. Visual exploration of
the BAM files was performed with the IGV tool from the Broad Institute.

Data analysis

Transcript expression levels were calculated as both raw counts and as transcript per million
(TPM). Gene expression levels were calculated by summing up all the TPM values of all
alternatively spliced protein coding transcripts of the corresponding gene for a total number of
19,670 protein-coding genes. The average TPM values are used to estimate the gene
expression level. All TPM values were TMM normalized?® between all the samples. Expression
level cut-off was set at 1 TPM. A total number of 11,798 genes were expressed at 1 TPM or
higher in all samples. The full TPM data matrix is shown in Supplementary table 1. Differential
expression analysis was conducted by using mRNA raw counts. The DESeq2 R package*
was used for differential analysis. Genes that had an adjusted p-value less than 0.05 with the
"Benjamini-Hochberg" method were identified as differentially expressed genes. Data analysis
and visualization was performed using R (version 4.0.0)3’. Clustering in heatmaps and
dendrograms based on Spearman correlation were created by first calculating a correlation
matrix of Spearman’s p*£. The correlation was converted to a distance metric (1 — p) and was
clustered using unsupervised top-down hierarchical clustering. Dendrograms showing gene
expression in heatmaps were clustered using the Ward2 algorithm. Ward’s minimum variance
method* was implemented as “Ward.D2” in the hclust function in the R package stats.
Principal Component Analysis (PCA) was performed on log transformed values (log(TPM + 1))
using the R package pcaMethods®.
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Reporter Metabolite and Subnetwork Analysis

A reporter metabolite analysis** was performed based on the differential analysis results
between Fabry and control cell lines. In brief, this method is used to identify significantly
affected metabolites based on the significance of gene changes and topology of genome-scale
metabolic models (GEMs). The differential gene expression results were obtained as
described above, and the generic human metabolic model generated was used as input for
reporter metabolite analysis. The reporter subnetwork was also retrieved using the previously
published method, removing 20 currency metabolites connected to too many reactions. The
deleted currency metabolites were “H.O”, “CO.”, “O.”, “H*”, “HCO3™, “Na*”, “CoA”, “Pi”, “PPi”,
‘AMP”, “ADP”, “ATP”, “NAD™, “NADH”, “NADP*", “NADPH”, “PAP”, “PAPS”, “FAD”, and
“FADH,.”

Results

Differential expression analysis

This work uses RNAseq data to explore genome expression profile differences between Fabry
and control podocytes. In total 11,798 genes (60% of all putative protein-coding genes) were
expressed in all analyzed samples. The whole data matrix with sample characteristics is
presented in Supplementary Table S1. To examine the data, we initially compared two
groups; Fabry samples versus control samples. Our analysis revealed 247 genes that showed
differential expression (with an adjusted p-value of less than 0.05), of which 136 genes were
underexpressed and 111 genes were overexpressed in Fabry cells compared to control cells.
Expressed genes were sorted according to the fold change. The complete list of genes and
their related statistics are presented in Supplementary Table S2. The 10 most overexpressed
genes were MAGEH1, DHRS4L2, LY6K, CBR3, CCDC80, EBP, PLEKHO1, QPCTL, PDZD?7,
and SIL1. The 10 most underexpressed genes were COL7AL, PDE10A, ITGB3, N4BP2, AFF1,
STRN, TIA1, MOB1A, SMG1, and FARP2 (Figure 2A, Supplementary Table S2). We
analyzed the data using an unsupervised method to track how the samples cluster based on
their differential expression profiles. Figure 2A shows the visualization of this data, while
Figure 2B displays the covariation of genes in their related groups. The separation of samples
was mostly observed on the PC1 dimension, which alone explains 66.7% of the dataset
variance. The PCA scores’ matrices are presented in Supplementary Table S3. To visualize
the covariation of the top genes, we performed a Spearman correlation analysis between the
differentially expressed genes. We present in Figure 2C a heatmap of the correlation between
the top 20 genes that clearly shows two clusters, upregulated and downregulated. The total
correlation matrix is presented in Supplementary Table S4.

To visualize the expression trends, we generated violin plots to show the top 10 upregulated
and 10 downregulated genes' expression levels (Figure 3A). In addition, Figure 3B shows the
functional analysis of the top differentially expressed genes that are mainly involved in the
following pathways: Oxidative stress (CBR3, DHRS4L2, SIL1, SMG1, TIAl), NAD/NADP-
dependent oxidoreductase (CBR3, DHRS4L2), inflammation (CBR3, ITGB3, QPCTL, SMG1),
fatty acid metabolism (CBR3, CCDC80, DHRS4L2), collagen and extracellular matrix
homeostasis (CCDC80, COL7AL, ITGB3), Wnt signaling pathway (CCDC80, STRN), kidney
injury (COL7A1, ITGB3, MAGEH1), apoptosis (EBP, MAGEH1, PLEKHO1, SMG1, TIAl),
Hippo signaling pathway (ITGB3, MOB1A, PLEKHO1, STRN), autophagy (ITGB3, SIL1,
STRN, TIA1), and endoplasmic reticulum (ER) stress (SIL1).


file:///F:/Envoi%20rapporteurs/Apport_des_sciences_omiques_dans_la_maladie_de_Fabry-SNANOUDJ_Sarah-envoi_rapporteurs-corrections_2023_10_10.docx%23_ENREF_41

Generation of a genome-scale metabolic network

To investigate the comprehensive dynamics of metabolites in Fabry disease, we used the
transcriptomic data to generate a genome-scale metabolic network (GEM) by integrating all
known human metabolic equations and pathways*.. The generated GEM showed a deep
change in metabolic flux with 479 significantly affected reporter metabolites. Sixty-four were
downregulated and 419 were upregulated (Figure 4) and Supplementary Table S5.
Functional enrichment analyses showed that phospholipid metabolism and heparan sulfate
degradation were downregulated. In contrast, fatty acid metabolism, amino acid metabolism,
glucose metabolism, nucleotide metabolism, eicosanoid metabolism, estrogen metabolism,
prostaglandin biosynthesis, glutathione metabolism, and leukotriene metabolism were
upregulated. The full list is presented in Supplementary Table S6.

Discussion

Investigating Fabry disease is crucial for early diagnosis, understanding disease mechanisms,
and developing effective treatments. Blending transcriptomics and genome-scale metabolic
modeling using a podocyte cell line offers a powerful and appropriate approach to address
these issues. By analyzing gene expression patterns and simulating metabolic alterations we
aimed to uncover key molecular changes associated with Fabry disease and advance our
knowledge of this disorder. Integrating GEM and high-throughput omics data offers a powerful
approach to comprehending intricate biological systems. By applying computational modeling
techniques to gene expression data, we can generate comprehensive depictions of biological
systems and glean valuable insights into the regulation and functioning of cellular
processes*“, To better reflect the dynamic nature of cellular processes, models can be fine-
tuned by incorporating transcriptomics data. This type of data, obtained through RNA
sequencing, provides information on the gene expression patterns of an organism and offers
a snapshot of the genes actively expressed in a specific cell type or tissue. When combined
with GEMs, transcriptomics data enables the inference of metabolic pathway activity and
deeper understanding of cellular function in a given condition. The comparison between Fabry
and control samples identified 247 genes with varying expression levels (adjusted p-value <
0.05). Of these genes, 136 were underexpressed and 111 were overexpressed in Fabry cells.
By assessing the functional analysis of the top 10 overexpressed genes (MAGEH1, DHRS4L 2,
LY6K, CBR3, CCDC80, EBP, PLEKHO1, QPCTL, PDzD7, and SIL1) and the top 10
underexpressed genes (COL7ALl, PDE10A, ITGB3, N4ABP2, AFF1, STRN, TIAl, MOB1A,
SMG1, and FARP?2), it was found that Fabry podocytes were most affected in the following
biological pathways: oxidative stress, inflammation, collagen and extracellular matrix (ECM)
homeostasis, apoptosis, autophagy and Hippo and Wnt signaling. The overall biological
remodeling revealed in Fabry cells is presented in Figure 5. It is worth noting that some of
these genes are involved in multiple processes.

Oxidative stress is an imbalance between reactive oxygen species (ROS) and the body's
antioxidant defenses. Oxidative stress can lead to cardiovascular-renal remodeling, which is a
major factor in the increased illness and death rate among patients with high cardiovascular
risk. In addition, oxidative stress is believed to play a crucial role in the pathophysiology of
Fabry disease®“t. The study identified several genes, CBR3, DHRS4L2, SIL1, SMG1, and
TIA1, previously associated with oxidative stress. TIA1, for instance, is an RNA-binding protein
that plays a role in apoptotic processes. Binding to particular RNA sequences contributes to
forming stress granules that help regulate cell survival and apoptosis®.. TIA1 has also been
connected to the autophagy*:. CBR3, also known as Carbonyl Reductase 3, is an enzyme that
helps detoxify carbonyl compounds. Its main function is to break down reactive carbonyl
species produced during oxidative stress, which helps mitigate its effects. CBR3 is involved in
various metabolic pathways such as leukotriene metabolism, prostaglandin biosynthesis,
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arachidonic acid metabolism, omega-3 fatty acid metabolism, eicosanoid metabolism, and
xenobiotics metabolism*. DHRSA4L2 is a part of the SDR family, which stands for short-chain
dehydrogenase/reductase. Members of this family play a role in protecting cells against
oxidative stress by participating in cellular antioxidant mechanisms. The SIL1 gene, which
produces the Nucleotide Exchange Factor SIL1, plays an important role in regulating the
folding of proteins in the endoplasmic reticulum (ER). When exposed to oxidative stress,
protein folding can become disrupted, leading to the buildup of misfolded proteins and ER
stress®>. The SMG1 gene, or Suppressor of Morphogenesis in Genitalia 1, is crucial in the
degradation of mMRNA that contains nonsense mutations. It is also involved in pathways related
to genotoxic and oxidative stress>*22, SMG1 expression is downregulated during the
inflammatory process.

In Fabry disease, inflammation is also an important factor to consider. Chronic inflammation
can be caused by Fabry disease, as there is a buildup of unprocessed glycolipid substrates.
This inflammation is triggered by pathogenic cascades**. Furthermore, Fabry disease can
impact the immune system and cause an over-expression of immune molecules, leading to
leukocyte perturbation. The activation of innate immunity can be initiated by dendritic cells
through toll-like receptors and globotriaosylceramide (Gb3) and/or globotriaosylsphingosine
(lyso-Gb3). This can lead to inflammation and fibrosis>. When Gb3 accumulates in the
kidneys, it can increase pro-fibrotic molecules and result in renal fibrosis®®. Several top
highlighted genes in this work, including CBR3, ITGB3, SMG1, and QPCTL, are also
associated with inflammation. One example is ITGB3 (Integrin Beta 3), which encodes the
integrin beta-3 subunit. Integrins facilitate communication between immune cells and the
extracellular matrix during the inflammatory response. Additionally, ITGB3 is involved in
autophagy by regulating the formation of autophagosomes and related signaling pathways=".
Another gene is QPCTL (Glutaminyl-peptide cyclotransferase-like protein) which encodes a
protein called glutaminyl-peptide cyclotransferase-like protein involved in post-translational
modifications. QPCTL is upregulated in macrophages during inflammation and may patrticipate
in modulating the immune response=:.

The extracellular matrix (ECM) is essential for maintaining the structural integrity of cells and
provides support and stability. Additionally, it regulates cell signaling, migration, and
proliferation®?. Interestingly, this work has identified several ECM-related genes (CCDC80,
COL7A1L, ITGB3) that help maintain ECM homeostasis and integrity, ensuring proper structure
and function. Among these genes, CCDCB80 (Coiled-Coil Domain Containing 80) is involved in
ECM remodeling by contributing to collagen fibers stabilization and organization®>. COL7A1
(Collagen Type VII Alpha 1 Chain) is a major component of the anchoring fibrils within the
dermal-epidermal junction. Type VII collagen is localized in the basement zone beneath
stratified squamous epithelia and is an anchoring fibril between the external epithelia and the
underlying stroma®. Alterations in the composition and organization of the ECM have been
described in FD%. Fibrosis can occur early in target organs such as the heart and the kidney®.
In the kidney, the glomerular basement membrane, a specialized ECM essential for kidney
function, is altered in Fabry disease®. Gb3 accumulation disrupts the composition and
organization of the glomerular basement membrane, leading to thickening, expansion and
fibrosis®. Moreover, lyso-Gb3 activates Notchl signaling, activating NFkB and transcribing
proinflammatory and ECM genes®. These changes disrupt renal filtration and contribute to the
development of proteinuria and renal dysfunction. Besides, some integrins have been involved
in podocyte detachment from the glomerular basement membrane leading to podocyturia.
Interestingly, the increase in ITGB3 expression reported in this study is supported by the
elevated urinary ITGB3 concentration in Fabry patients compared to the control group reported
by Utsimi et al®’.

The process of programmed cell death, known as apoptosis, occurs naturally in the body to
eliminate damaged or unnecessary cells. This work has identified several genes, such as EBP,
MAGEH1, PLEKHO1, SMG1, and TIA1, that are reported to be involved in apoptosis through
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various mechanisms. MAGEH1, a member of the MAGE gene family, is involved in causing
caspase-dependent apoptosis of renal tubular cells through the use of nephrotoxic drugs®:.
Studies have shown that PLEKHO1, a member of the Pleckstrin homology domain-containing
family, is involved in regulating apoptosis. When PLEKHOL1 is overexpressed, it promotes
apoptosis®. A higher apoptotic rate has been observed in patients with FD and is directly
attributed to elevated Gb3 levels’”. This rate is reduced in treated patients compared to
untreated ones’®’t. Importantly, it has been demonstrated that podocyte injury and loss in
Fabry disease is, at least, partially related to an increased apoptotic rate’2.

Autophagy is another revealed process. It recycles and renews damaged components within
cells. It is vital in maintaining cellular homeostasis and preventing harmful material
accumulation. In Fabry disease, disruption of autophagic flux has been demonstrated, with
altered autophagosome maturation contributing to the pathophysiology of the disease”.
Additionally, there is a loss of mMTOR kinase activity’4, which further affects the regulation of
autophagy. Autophagy disruption may lead to the accumulation of misfolded proteins and
damaged organelles within podocytes’. Consequently, this impairment may contribute to
podocyte injury and the subsequent proteinuria, hallmark of kidney dysfunction’. Among the
top upregulated genes, SIL1 (Silver homolog) is primarily known for its role in protein folding
and ER homeostasis. However, recent studies have implicated SIL1 in regulating autophagy
and the clearance of misfolded proteins through the ER-associated degradation (ERAD)
pathway?®.

Hippo and Wnt signaling are two important pathways biology that are highlighted in this
study”2’8, Hippo signaling pathway plays a significant role in controlling organ size and
regulating cell proliferation, apoptosis, and differentiation’?. On the other hand, the Wnt
signaling pathway is involved in controlling embryonic development, cell growth, and
differentiation’”2. Both pathways have been extensively studied and are crucial in various
biological processes. Among the top differentially expressed genes, STRN (striatin) and
MOB1A interact in the hippo pathway”. STRN is involved in regulation of signal transduction
pathways, mitosis and cytokinesis, cell polarity, autophagy, and protein trafficking22&:, STRN
has also been reported as a component of the mTORCL1 signaling pathway, a crucial regulator
of autophagy?t. Moreover, the hippo signaling is interconnected with the Wnt signaling pathway
and regulates both innate and adaptive immunity®2. A recent study reported that a hyper-
activation of hippo pathway alters the growth/death balance and may underlie the neuronal
loss in neuronopathic Gaucher disease®. In addition, other major partners in Hippo signaling
are under-expressed in Fabry podocytes, such as LATS1 and YAPL. Further research is
needed to explore the potential involvement of Hippo signaling and its downstream effectors
in Fabry disease. Recently, a drug repositioning study based on the transcriptomic profile of
Fabry podocytes (n=2) was published.

From a metabolic modeling perspective, this study revealed a striking transformation in the
metabolic flux, exerting a substantial influence on 479 reporter metabolites. These metabolites
are involved in various biochemical pathways and indicate significant cellular metabolism
changes. Among the affected reporter metabolites, 64 displayed downregulation trends. The
analysis showed changes in phospholipid metabolism, which could indicate a change in the
composition or integrity of the cell membrane. Additionally, the study revealed a decrease in
heparan sulfate degradation, an important component of the extracellular matrix that goes
through lysosomal degradation. This suggests potential changes in cellular interactions with
the ECM, which aligns with the remodeling of ECM as mentioned above. Furthermore, there
was an increase in activity observed in several metabolic pathways, including fatty acid
metabolism, amino acid metabolism, glucose metabolism, nucleotide metabolism, eicosanoid
metabolism, estrogen metabolism, prostaglandin biosynthesis, glutathione metabolism, and
leukotriene metabolism. These results suggest that the cells utilize and allocate energy
differently, producing more key molecules and potentially altering signaling processes. Fatty
acid and glucose metabolism are crucial for energy production, while amino acid and
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nucleotide metabolism are necessary for protein synthesis and DNA/RNA production which
also resonates with above-mentioned remodeling of oxidative stress and inflammation.

Overall, these results provide valuable insights into the metabolic rewiring that occurs in Fabry
disease. By combining transcriptomics and genome-scale metabolic modeling, this study of
Fabry disease has shed light on crucial molecular transformations underlying the disorder that
confirms its high biological plasticity. The work revealed significant changes in oxidative stress,
inflammation, extracellular matrix (ECM) homeostasis, apoptosis, Hippo and Wnt signaling,
and autophagy pathways. Furthermore, alterations in metabolic flux, cellular energy allocation,
and macromolecule degradation were observed. This illustrates the potential consequences
and functional adaptations in Fabry podocytes. Further investigations into these pathways and
their interplay may unravel new therapeutic targets or strategies for modulating cellular
metabolism. This may open new avenues for targeted interventions, aiming to alleviate the
burden of this condition and improve patient outcomes.
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Legend captions

Figure 1. Overview of the experimental design, data generation and data analysis.

Figure 2. Principal component analysis. A) Scores plot highlighting the differences the two
groups. B) Loadings plot highlighting the top driving gene expression between the two groups.
C) Spearman correlation heatmap of the top 20 differentially expressed genes.

Figure 3. A) Boxplots of the 20 top varying genes (upregulated and downregulated) between
Fabry and control samples. Lines in the violin plots refer to quantiles (0.25, 0.50 and 0.75). B)
Barplots of the change of the top genes and their functional classification.

Figure 4. Heatmap of the top reporter metabolites and their metabolic classes predicted by the
metabolic modeling.

Figure 5. Summary of the biological and metabolic remodeling of Fabry podocytes

15



Fabry Podocyte Cell Line

CRISPR Fabry knockout Cell Line Cell Culture
.;\J\:z\‘\\\ I WW i O@Q_\‘;,_--""--

RNAseq Data Generation

Isolate RNA from samples Library preparation Perform NGS sequencing

Figure 1. Overview of the experimental design, data generation, and data analysis.
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Figure 2. Principal component analysis. A) Scores plot highlighting the differences the two
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C) Spearman correlation heatmap of the top 20 differentially expressed genes.
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CHAPITRE Il : « Exploring FGF2 and IL7 as potential biomarkers of
Fabry disease »

l. Contexte

La recherche de nouveaux biomarqueurs est trés active dans la maladie de Fabry. Ces dernieres
années, les technologies omiques ont permis d’explorer de nouvelles voies afin de mieux comprendre
la physiopathologie complexe de maladies telles que la maladie de Fabry, d’identifier de nouveaux
biomarqueurs et des cibles thérapeutiques. Une approche protéomique ciblée par Tebani et al.% a
mis en évidence deux protéines significativement augmentées dans les échantillons de plasma de
patients Fabry par rapport a des plasmas de sujets sains et de patients atteints d’autre maladies

lysosomales : I'interleukine 7 (IL-7) et le fibroblast growth factor 2 (FGF2 ou bFGF).

Le FGF2 appartient a la grande famille des FGF%. Il est exprimé dans de nombreux de tissus,
notamment dans le systéeme nerveux central et le systéme musculo-squelettique. Ce facteur régule la
différenciation cellulaire et la croissance des tissus au cours du développement et participe a
I'noméostasie cellulaire. FGF2 se lie aux récepteurs du facteur de croissance des fibroblastes (FGFR) et
intervient dans un large éventail de fonctions biologiques telles que I'angiogenése, la prolifération
cellulaire et la réparation tissulaire®®. Une augmentation du FGF2 a déja été décrite dans le rein d’un
modéle murin de maladie de Fabry®’. De plus, le traitement par Gb3 de cellules endothéliales en

culture entraine la surexpression de facteurs de croissance, notamment le FGF2%%,

L’ll-7 est une cytokine pléiotrope non redondante nécessaire au développement des lymphocytes B et
T8, Son expression est élevée dans les organes lymphoides mais est détectable dans de nombreux
autres organes tels que les reins®”®. Des concentrations anormalement élevées ou non régulées d’IL-7
sont associées a une immunopathologie et soutiendraient une activité immunitaire aberrante dans les

maladies inflammatoires chroniques®®.

Il.  Objectifs

Dans cette étude, nous cherchons tout d’abord a reproduire les résultats de Tebani et al. dans une
cohorte indépendante de patients Fabry, puis a caractériser les effets du FGF2 et de I'lL-7 dans un

modele cellulaire de maladie de Fabry, des podocytes humains immortalisés modifiés par méthode
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560 Lf

CRISPR-Cas9 et fournis par une équipe américaine objectif est de valider ces protéines en tant que

nouveaux biomarqueurs potentiels.

[ Résultats

Des échantillons de plasma de 56 patients Fabry provenant de la cohorte suisse (équipe du Dr Frédéric
Barbey, Département d’Immunologie, Université de Lausanne et Centre Hospitalo-Universitaire de
Lausanne) ont été analysés. Le dosage du FGF2 et de I'lL-7 a été effectué par une technique
d’électrochimiluminescence, adaptée aux approches protéomiques ciblées. Les résultats ont été
comparés aux données obtenues par Tebani et al.?®8 dans des plasmas de patients d’une cohorte
francaise (cohorte de découverte FFABRY) ainsi que dans des plasmas contrbles et des plasmas

provenant de patients Gaucher, Pompe et Niemann-Pick de type C.

Les concentrations de FGF2 ne montrent pas de différence significative entre la cohorte de découverte
(FFABRY) et la cohorte de validation (cohorte suisse). De plus, les cohortes de validation et de
découverte montrent des concentrations significativement différentes du groupe témoin, des patients

Pompe et des patients Gaucher.

Concernant les concentrations d'IL-7, les cohortes de validation et de découverte sont
significativement différentes du groupe témoin. Il est a noter que les concentrations d'IL-7 sont plus
faibles dans la cohorte de validation que dans la cohorte de découverte mais restent significativement
plus élevées que dans le groupe Gaucher. De plus, les concentrations d’IL-7 sont augmentées dans le

plasma des patients du groupe Pompe.
Le groupe de patients NPC était trop petit pour montrer des différences significatives.

Des données cliniques ont pu étre obtenues récemment, et I'analyse des données au regard de ces

métadonnées est en cours.

Afin de caractériser les effets de FGF2 et d’IL-7 sur des podocytes humains immortalisés Fabry et

contrdles, quatre conditions ont été testées :

- Pré-traitement par FGF2 pendant 24 heures
- Pré-traitement par IL-7 pendant 24 heures
- Pré-traitement par FGF2 et IL-7 pendant 24 heures

- Incubation des cellules sans pré-traitement pendant 24 heures
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Pour chaque condition, des cellules ont ensuite été incubées 72 heures supplémentaire soit avec ajout
d’agalsidase-a dans le milieu de culture, soit sans traitement supplémentaire, puis centrifugées et
congelées. Les analyses sur les premiers réplicas montraient un effet négatif potentiel du FGF2 et/ou
de I'IL-7 sur I'accumulation de Gb3 dans les cellules Fabry traitées par agalsidase-a. Pour réaliser une
étude métabolomique, nous avons donc réalisé des réplicas supplémentaires pour les conditions

suivantes :

- Cellules contréles non traitées

- Cellules Fabry traitées par agalsidase-a sans pré-traitement
- Cellules Fabry traitées par agalsidase-a pré-traitées par FGF2
- Cellules Fabry traitées par agalsidase-a pré-traitées par IL-7

- Cellules Fabry traitées par agalsidase-a pré-traitées par FGF2 et IL-7

Afin de caractériser 'effet du FGF2 et de I'IL-7 sur les cellules traitées par agalsidase-a, nous avons
analysé par une approche métabolomique ciblée les culots cellulaires ainsi que le milieu de culture.
Nous avons utilisé un kit commercial, le kit Absolute-IDQ P180 de Biocrates, permettant la mesure de
188 métabolites. Les analyses sur culots cellulaires ont identifié 54 métabolites différentiellement
exprimés entre les différentes conditions. Les cellules témoins et les cellules Fabry traitées par
agalsidase-a sans pré-traitement ont un profil métabolique similaire, avec seulement 10 métabolites
différentiellement exprimés : six glycérophospholipides, trois acides aminés et un acylcarnitine. Le
nombre de métabolites exprimés différentiellement augmente de maniere significative lorsqu'un
prétraitement est ajouté, avec notamment plusieurs sphingomyélines et un nombre plus élevé de

glycérophospholipides exprimés différentiellement.

L’étude métabolomique des surnageants est en cours et apportera des informations précieuses sur les
échanges entre le milieu intra- et extra-cellulaire. Les données brutes ont été acquises, un gros travail

d’analyse est en cours.

Le dosage du lyso-Gb3 et I'analyse du marqueur de I'autophagie LC3-Il par Western Blot sont prévus
dans des culots cellulaires issus de cellules ayant subi différents traitements, afin de mieux
appréhender la modulation par le FGF2 et I'lL-7 de I'effet du traitement par agalsidase-a. Les cultures
cellulaires sont en cours. Les conditions expérimentales sont décrites dans le tableau ci-dessous. La

bafilomycine, un inhibiteur de la V-ATPase, est utilisé comme contréle positif.
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Cellules Pré-traitement (24h) Traitement (72h)

Podocytes contrbles 0 0
FGF2 0
IL-7 0
FGF2+IL-7 0
0 a-GAL
FGF2 a-GAL
IL-7 a-GAL
FGF2+IL-7 a-GAL
Bafilomycine

Podocytes Fabry 0 0
FGF2 0
IL-7 0
FGF2+IL-7 0
0 a-GAL
FGF2 a-GAL
IL-7 a-GAL
FGF2+IL-7 a-GAL
Bafilomycine

Sur la base de ces résultats, nous avons rédigé un article qui sera complété une fois I'analyse des
données cliniques et des données de métabolomique dans les surnageants et les dosages dans les

culots cellulaires effectués.

V.  Conclusion

La maladie de Fabry est une maladie héréditaire du métabolisme rare avec un large spectre clinique et
une morbidité élevée, ne disposant que d’un seul biomarqueur spécifique avec une efficacité partielle.
Nous avons confirmé dans une cohorte indépendante de 56 patients Fabry suisses I'élévation des

concentrations plasmatiques de FGF2 et d'IL-7 qui avait été mise en évidence par une approche
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protéomique par Tebani et al. 2020%. Des analyses plus approfondies sont en cours afin d’évaluer la

variation de ces biomarqueurs en fonction des données cliniques et biologiques des patients.

Afin de caractériser I'effet d’'une élévation de FGF2 et/ou d’IL-7, nous avons choisi un modele cellulaire
de maladie de Fabry, des podocytes humains. En effet, le rein est I'un des principaux organes cibles de
cette maladie multisystémique, avec des lésions précoces des podocytes. Nous avons mis en évidence
une modification du profil métabolique des cellules Fabry traitées par enzymothérapie substitutive
lors de l'ajout de ces deux protéines. Les métabolites différentiellement exprimés étaient
principalement des sphingomyélines et des glycérophospholipides, en particulier des
phosphatidylcholines. Ces deux classes de lipides jouent un role structurel dans la cellule, participent
a la transmission du signal et sont impliquées dans de multiples processus biologiques, tels que
l'inflammation et la différenciation cellulaire®™!. Ces modifications reflétent une altération

substantielle de la composition des membranes lipidiques dans la maladie de Fabry.

L'identification de nouveaux biomarqueurs spécifiques de la maladie de Fabry par une approche
protéomique et leur validation dans une cohorte indépendante ouvrent la voie a une éventuelle
application clinique. Ces protéines constituent une piste sérieuse dans la recherche de nouveaux
biomarqueurs spécifiques de la maladie de Fabry. Un profil métabolique spécifique aux plasmas de
patients Fabry par rapport a des plasmas contrdle a été rapporté par Ducatez et al.5?®, ’utilisation de
profils élargis de biomarqueurs incluant des protéines et métabolites permettrait de tirer parti de tout

le potentiel des approches omiques.

L'implication de I'll-7 et du FGF2 dans I'immunopathologie, I'inflammation, I'angiogenese, la fibrose et
la perturbation de l'autophagie, font également de ces protéines des cibles thérapeutiques

potentielles.

227



228



Exploring FGF2 and IL7 as potential biomarkers of
Fabry disease

Sarah Snanoud;', Frédéric Barbey?*, Agnés Boullier®, Céline Lesueur’, Carine Pilon’, Thomas
Plichet!, Esther Noel*, Régine Perrichot®, Fabien Labombarda®, Alexandre Nguyen’, Stéphane
Marret®, Soumeya Bekri', Abdellah Tebani'*

Affiliations

' Normandie Univ, UNIROUEN, INSERM U1245, CHU Rouen, Department of Metabolic
Biochemistry, 76000 Rouen, France; sarah.snanoudj@chu-rouen.fr (S.S.);
celine.lesueur@chu-rouen.fr (C.L.); carine.pilon@chu-rouen.fr (C.P.); thomas.plichet@chu-
rouen.fr (T.P.); soumeya.bekri@chu-rouen.fr (S.B.); abdellah.tebani@chu-rouen.fr (A.T.)

University of Lausanne and University Hospital of Lausanne, Department of Immunology,
CH-1011 Lausanne, Switzerland; frederic.barbey@chuv.ch (F.B.)

UR 7517 UPJV, Pathophysiological Mechanisms and Consequences of Cardiovascular
Calcifications (MP3CV), Picardie Jules Verne University, 80025 Amiens, France & Amiens-
Picardie University Medical Center, Human Biology Center, 80054 Amiens, France;
boullier.agnes@chu-amiens.fr (A.B.)

4 Department of Internal Medicine, Strasbourg University Hospital, 67091 Strasbourg, France;
esther.noel@chru-strasbourg.fr (E.N.)

Nephrology Department, Vannes Hospital, 56000 Vannes, France; regine.perrichot@ch-
bretagne-atlantique.fr (R.P.)

Department of Cardiology, Caen University Hospital, Caen-Normandy University, 14000
Caen, France; labombarda-f@chu-caen.fr (F.L)

Department of Internal Medicine, Caen University Hospital, Caen-Normandy University,
14000 Caen, France; nguyen-a@chu-caen.fr (A.N.)

8 Normandie Univ, UNIROUEN, INSERM U1245, CHU Rouen, Department of Neonatal
Pediatrics, Intensive  Care, and Neuropediatrics, 76000  Rouen, France;
stephane.marret@chu-rouen.fr (S.M.)

*These authors contributed equally to this work

* Correspondence

Dr. Abdellah TEBANI

Department of Metabolic Biochemistry,
Rouen University Hospital

76000 Rouen Cedex

France

abdellah.tebani@chu-rouen.fr



mailto:sarah.snanoudj@chu-rouen.fr
mailto:celine.lesueur@chu-rouen.fr
mailto:carine.pilon@chu-rouen.fr
mailto:thomas.plichet@chu-rouen.fr
mailto:thomas.plichet@chu-rouen.fr
mailto:soumeya.bekri@chu-rouen.fr
mailto:abdellah.tebani@chu-rouen.fr
mailto:frederic.barbey@chuv.ch
mailto:boullier.agnes@chu-amiens.fr
mailto:esther.noel@chru-strasbourg.fr
mailto:regine.perrichot@ch-bretagne-atlantique.fr
mailto:regine.perrichot@ch-bretagne-atlantique.fr
mailto:labombarda-f@chu-caen.fr
mailto:nguyen-a@chu-caen.fr
mailto:stephane.marret@chu-rouen.fr
mailto:abdellah.tebani@chu-rouen.fr

Introduction

Glycosphingolipids are an abundant subtype of cell membrane lipids. Their degradation
requires several steps and the coordinated activity of different lysosomal hydrolyzing enzymes.
Deficiency in alpha-galactosidase A (a-D-galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.22; a-GAL
A) which predominantly hydrolyzes ceramide trihexosides?® results in Fabry disease (FD,
OMIM 301500), a rare X-linked lysosomal disease (LD). a-GAL A is encoded by the GLA gene,
with about 1,000 variants recorded in the Human Gene Mutation Database.

FD is a multisystemic disorder with a wide array of symptoms, age of onset, and severity*.
Symptoms include neuralgic pain, cornea verticillata, angiokeratomas, gastrointestinal
involvement, abnormal sweating, hearing loss, hypertrophic cardiomyopathy, arrhythmia,
progressive renal failure, cerebral white matter lesions, and stroke. Clinical presentations
range from a “classical” phenotype with onset of symptoms and complications as early as
infancy®® to single organ injury in adulthood in “non-classical” form. Because of the X-linked
inheritance pattern of the disease, females generally have a less severe presentation of the
disease, or can be asymptomatic’. Progressive end-organ damages can lead to life-
threatening complications.

The prevalence of FD varies between 1/40,000 and 1/117,000 in Europe but recent newborn
screening programs suggest that it could be underestimated, due to the broad spectrum of
clinical phenotypes®. FD diagnosis relies on leukocyte!? or dried blood spot (DBS)*® a-GAL
A enzyme activity measurement in male patients, and analysis of GLA gene in females and for
confirmation in males*‘.

FD results in the accumulation of globotriaosylceramide (Gb3 or GL3), which was historically
used as a disease biomarker. However, the use of Gb3 was discontinued, as its deacylated
form, lysoGb3 (also known as lyso-GL3 or globotriaosylsphingosine), proved to be a more
reliable biomarker®®. The use of plasma and/or DBS lyso-Gb3 is recommended in the diagnosis
and follow-up of patients with classic FD, regardless the age and sex of the patient. When
increased, it can also be useful in the diagnosis of patients with a later onset who have higher
residual a-GAL activity, and disease manifestations that may be limited to a single organ?,
and can help determining the pathogenicity of a GLA variant!’. The severity of the disease has
been shown to be inversely linked to plasma lyso-Gb3 level'®1°. However, lyso-Gb3 increase
may be lacking in female patients and in patients with a non-classical disease?. It is routinely
used in male patients with classic FD for monitoring initial treatment response but it has been
established that it does not correlate well with disease progression or prognosis in patients
who have received treatment and has not been validated for therapy monitoring?!. Disease
monitoring requires the use of complementary organ-specific biomarkers and lyso-Gb3 is the
sole specific biomarker currently available??. Consequently, new specific biomarkers are
needed to stratify and monitor Fabry patients more effectively.

Two specific therapeutic approaches are available: Intravenous enzyme replacement therapy
(ERT) with human a-GAL A% and oral chaperone therapy?*, suitable only for patients carrying
amenable GLA variants. Both approaches aim to reduce substrate accumulation.

Generally, the lysosome is considered as an organelle with mainly a breakdown function, and
is thought of as the recycling plant of the cell. However, recent discoveries have put the
lysosome back at the heart of cellular metabolism, making it an authentic dynamic metabolic
hub indispensable to the cell's homeostasis. Thus, lysosomal protein deficiencies result in
substrate accumulation, but also prominently in the disruption of a large number of metabolic
pathways?®, such as autophagy impairment®® and inflammation?’, better accounting for the



complexity of lysosomal disease pathophysiology. To further understand the complex
pathogenesis of disorders such as FD?, omics sciences have been an invaluable tool in recent
years, allowing to explore as yet unknown avenues. A targeted proteomic approach by Tebani
et al.?° in the plasma of Fabry patients yielded two discriminant proteins, fibroblast growth
factor 2 (FGF2 or bFGF for basic fibroblast growth factor) and interleukin 7 (IL-7). Both proteins
were significantly increased in FD plasma samples compared to healthy controls and to plasma
samples from patients with other lysosomal disorders.

The fibroblast growth factor 2 (FGF2) belongs to the large FGF family*°. FGF2 is expressed in
a number of tissues, including the central nervous and the musculoskeletal systems. It
regulates cell differentiation and tissue growth during development and is involved in cell
homeostasis. FGF2 binds to fibroblast growth factor receptors (FGFR) and mediates a wide
range of biological functions such as angiogenesis, cell proliferation, and tissue repair®:. FGF2
has previously been reported as increased in the kidney of FD murine model®2. Furthermore,
Gb3 treatment of cultured endothelial cells resulted in the overexpression of growth factors,
including FGF232,

Interleukine 7 (IL-7) is a pleiotropic hon-redundant cytokine necessary for the development of
B and T lymphocytes®:. Its expression is high in lymphoid organs but is detectable in numerous
organs such as intestine343 liver, kidney®®, and skin®’, with both epithelial and endothelial cells
as sources®®. Abnormally high or unregulated levels of IL-7 associate with immunopathology®
and is thought to support aberrant immune activity in chronic inflammatory diseases. Vps34,
the class Ill PI3K, which plays acritical role in the initiation of autophagy“, regulates an IL-7
mediated pathway*!.

In this study, we aim to replicate Tebani et al. findings in an independent cohort, and to
characterize the effects of FGF2 and IL-7 in a Fabry human podocytes model in order to
validate these proteins as new potential biomarkers.

Materiel and methods

Patients and blood samples

Blood samples were collected from patients with a confirmed Fabry diagnosis from Switzerland
(Centre Hospitalier Universitaire Vaudois, Lausanne). A summary overview of the clinical
characteristics, phenotype, treatment, laboratory investigations, and GLA genotype of Fabry
patients is presented in Supplementary Table S1. Fifty-six patients were included: 33 with
classical phenotype including 20 females (age range: from 20.1 to 83 years, mean age: 45.9
years) and 13 males (age range: from 12.2 to 66.5 years, mean age: 41.6 years), 21 with non-
classic phenotype including 14 females (age range: 25 to 66 years, mean age: 43.1 years) and
seven males (age range: 21.3 to 73 years, mean age: 44 years). Twenty-eight were treated,
26 with ERT (21 classical and five non-classical), two with Migalastat (non-classical). Genotype
is known in 51 patients out of 56. Human controls were selected with similar mean age and
sex with no significant medical conditions. Control plasmas were purchased from Biovit (West
Sussex, UK). Informed consent was obtained from all subjects involved in the study.



Determination of plasma IL-7 and FGF2 concentrations

IL-7 and bFGF concentrations were measured in plasma using V-PLEX electrochemi-
luminescentimmunoassay platform (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD, United States).

Plasma samples (1:2 dilution) or calibrator were loaded onto a V-PLEX Plus Human bFGF
plate and a V-PLEX Plus Cytokine Panel 1 (human) plate only partially coated to measure hu
IL-7. Assays were performed per the manufacturer's protocol. Briefly, for the measure of bFGF,
150 pL of blocker A (bovine serum albumin, phosphate buffered solution with surfactant) were
distributed into each well of the bFGF plate and incubated for 1 h with vigorous shaking at
room temperature. The blocker was discarded and the plate was washed three times with
phosphate buffered saline (Meso Scale Discovery). Fifty microliters of 1:2 diluted plasma
samples and calibrators were dispensed into separate wells of the plates and incubated for 2
h with vigorous shaking at room temperature. The samples and calibrators were discarded and
the plates were washed three times with phosphate buffered saline (Meso Scale Discovery)
followed by an addition of 25 L of the 1X Detection Antibody Solution (Meso Scale Discovery)
into each well. Plates were then incubated for 2 h with vigorous shaking at room temperature.
The detection antibody was removed, and the plates were washed three times. One hundred
and fifty microliters of 2X Read Buffer T (Meso Scale Discovery) were added to each well.

Plates were read on a Quickplex SQ 120 Imager (Meso Scale Discovery). Standard curves
were generated and the assay values of the samples were interpolated from the curves using
the MSD Discovery Workbench.

Lyso-Gb3 in plasma

Lyso-Gb3 concentrations were measured by a multiplex method previously described by Polo
et al.*2,

Cell cultures and treatments

Our study used human immortalized podocytes that were kindly provided by Dr. Weisz’s
team*3,

Two types of cells were used: control podocytes, and Fabry podocytes obtained by
CRISPR/Cas9 technology. The cells were incubated at 37°C with 5% CO2 in Dulbecco’s
modified Eagles Medium: Nutrient Mixture F-12 or DMEM/F-12 (P04-41450, PAN BIOTECH,
Germany) supplemented with 10% fetal bovine serum — FBS (CVFSVF00-01, Eurobio
Scientific, Les Ulis, France), 1% glutamine 200nM (CSTGLUOO-0U, Eurobio Scientific), 1%
penicillin 100 Ul/ml and streptomycin 100 ug/ml (P0781, Sigma-Aldrich, MO, USA), and 0.1%
ITS cell culture supplement (P07-03110, PAN BIOTECH). Medium was exchanged every 2 to
3 days.

Cells were detached using trypsin which was deactivated using culture medium. Cells were
then transferred to new cell culture dishes at a density of 10,000 per cm?. After 24 hours, the
medium was changed and 10 ng/mL of recombinant human IL-7 protein (207-IL, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) and/or recombinant human FGF basic protein (233-FB, R&D
Systems) were added to the medium when indicated. After 24 hours, 5 pL/mL of human alpha-
galactosidase A (agalsidase alfa, REPLAGAL 1mg/ml, Takeda Pharmaceuticals, Tokyo,
Japan) was added. Cells were further incubated for 72 hours and then pelleted. Cell pellets
and supernatants were frozen at -80°C. HPLC Plus grade water was added and the cell pellets
were sonicated for further analysis.



Gb3 assessment using mass spectrometry

Gb3 measurement was implemented according to Mills’ method**. Cultured cells were scraped
with phosphate-buffered saline (PBS) and centrifuged 10 minutes at 2000 rounds per minute.
The pellet was hydrated using 500 pl of water (Water Plus, Carlo Erba) and mixed using
ultrasonic sound 5 times for 2 seconds. Three hundred pL of this mix were added to 300 pl of
water (Water Plus, Carlo Erba) and 50 ul of C17-CTH (Matreya) at 0.05 pug/ml used as
calibrator. A sample of 100pl was used for protein assessment. Extraction was realized with
the addition of 5 mL of chloroform (Merck) : methanol (Carlo Erba) (2 :1, v/v) by shaking on
multivortexer for 10 minutes. The two layers were separated by centrifugation for 5 minutes at
3500 rounds per minute. The higher layer was transferred to a new vial and dried under N2 at
40°C. Prior to mass spectrometer analysis, 100ul of methanol were added. Gb3 quantitative
analysis was performed with the mass spectrometer Sciex 4000 QTRAP (AB Sciex) using the
electrospray ion source (TurbolonSpray). Ten microliters were directly infused into the
electrospray via HPLC line (Shimadzu) in FIA mode (flow injection analysis).

Protein concentration

Protein concentration was determined by colorimetric assay on a COBAS 8000 module (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland).

LC3 analysis by Western Blot

The method was previously described by Chevrier et al.?6. Briefly, podocyte pellets were
washed twice with PBS and protein was extracted with lysis buffer from the NucleoSpin®
RNA/Protein kit (Macherey-Nagel, 740933). Fifty ug of protein from podocyte samples were
analyzed by SDS-PAGE 15% under reducing conditions and transferred to a PVDF
membrane. The membrane was then blocked with 1X TBS, 0.5% tween-20, and 5% nonfat
milk and incubated with the mouse monoclonal anti-LC3 antibody (Nanotools, 0231).
Enhanced chemiluminescence reagent ECL (GE Healthcare Limited, RPN 2133) was used for
protein detection with HRP-conjugated anti-mouse (Santa Cruz, SC 2031). For normalization,
membrane was dehybridized by incubating the membrane 30 min at 50°C in a dehybridization
solution (Tris-HCL 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, mercaptoethanol 7 mM) and incubated with mouse
monoclonal anti-B-actin antibody (Sigma-Aldrich, A5441). Image quantification was performed
using Quantity one and Gel doc XR from Biorad (Hercules).

Targeted metabolomic analysis

The Biocrates Absolute-IDQ P180 kit (Life Science AG, Innsbruck, Austria) was used to
perform targeted metabolomic analysis on cell pellets and culture media. The kit is a fully
automated assay based on phenylisothiocyanate (PITC) derivatization of the target analytes
in bodily fluids using internal standards for quantitation allowing the quantification of 188
metabolites. The full list of measured metabolites is presented Supplementary Table S2. All
reagents, internal and calibration standards, quality controls, test mix, and a patented 96-well
filter plate were included in the kit or provided by Biocrates Life Science AG. The
manufacturer's protocol was followed throughout sample preparation®“6. In brief, 10 yL of
centrifuged culture media or sonicated cell pellets were transferred to the upper 96-well plate
and dried under a nitrogen stream. The derivatization of amino acids and biogenic amines was
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then completed by adding 50 pL of a 5% PITC solution. After incubation, the spots were once
more dried, and the metabolites were extracted into the lower 96-well plate for analysis after
being further diluted with the MS running solvent A using 5 mM ammonium acetate in methanol
(300 pL). Isotopically labeled internal standards with a calibration curve were used for
guantification. Three concentrations of quality controls included in the kit were used as part of
the quality control process. Amino acids and biogenic amines are determined in LC-MS mode;
acylcarnitines, phospholipids, sphingomyelins, and the sum of hexoses are analyzed in flow
injection analysis (FIA). The analyses were carried out in accordance with the Kkit
manufacturer's instructions: autosampler temperature at 10 °C, injection volume at 10 pL,
reversed-phase HPLC gradient using HPLC grade water and acetonitrile, both with 0.2%
formic acid (FA), with a flow rate of 0.5 mL/min. For the FIA, only acetonitrile with 0.2% FA was
used with a max flow rate of 0.2 mL/min. A 4000 Qtrap mass spectrometer (Sciex,
Framingham, MA, USA) with an electrospray ion source was used, coupled with the liquid
chromatography (LC) instrument prominence Shimadzu UFLC System (Shimadzu,
Prominence, Kyoto, Japan). The Analyst 1.5 software (Sciex) was used for data acquisition
and processing. Further analysis and quality control process for the profiling was completed
using the MetIDQ software (Biocrates).

Data analysis

A Shapiro-Wilk test was used to assess normality. To evaluate the differences between groups,
we used the Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance (ANOVA) on Ranks and Dunn's
tests. A significance level was set to 0.05. GraphPad and R software were used for data
analysis and visualization.

Results

This work first aims to validate the specific increase of IL-7 of FGF2 in the plasma of Fabry
patients. A hundred and five plasma samples were obtained from patients from Switzerland.
IL-7 and FGF2 concentrations were measured in all 56 plasmas and compared to the results
obtained by Tebani et al. An overview of the validation cohort is presented in Figure 1 and
metadata is available in the supplementary data (Supplementary Table S1).

For FGF2 concentrations, there was no significant difference between the discovery cohort
and the validation cohort. Meanwhile, both validation and discovery cohorts were significantly
different from the control group (p<0.001), Pompe patients (p<0.001) and Gaucher patients
(p<0.001 for the discovery cohort, p<0.05 for the validation cohort).

For IL-7 concentrations, both validation and discovery cohorts were significantly different from
the control group (p<0.001). IL-7 concentrations were lower in the validation cohort than in the
discovery cohort. They were however still significantly increased compared to Gaucher
patients (p<0.05).

The NPC patients’ group was too small to show significant differences.
Results are presented in Figure 2 and the full data is provided in Supplementary Table S3.

To further characterize these potential biomarkers and their significance in the pathophysiology
of Fabry disease, we performed functional analyses on a cell model of Fabry disease, human
immortalized podocytes without a-GAL activity, compared to control human immortalized
podocytes. We pre-treated the cells with either human IL-7 protein, human FGF2 protein, both
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or neither. Half of the cells were then treated by agalsidase alfa. The experimental overview is
shown in Figure 3.

First three exploratory replicates in each condition showed a potential negative effect of IL-7
and/or FGF2 on Gb3 accumulation (Figure 4). Based on these results, nine further replicates
were performed for untreated control cells without pre-treatment and treated Fabry cells with
all four pre-treatment conditions (IL-7, FGF2, IL-7 and FGF2, and no pre-treatment), and
targeted metabolic analysis was performed on the cell pellets and the culture medium.

Fifty-four metabolites were identified as differentially expressed between the different
conditions in the cell pellets (Figures 5 and 6, Supplementary Table S4 and S5,
Supplementary Figure S1). This included 11 sphingomyelins, 28 glycerophospholipids, four
acylcarnitines, four biogenic amines, and seven amino acids.

Only six glycerophospholipids, three amino acids and one acylcarnitine were differentially
expressed between the control cells and the agalsidase alfa-treated Fabry cells without pre-
treatment. All 10 metabolites had a lower expression in agalsidase alfa-treated Fabry cells
compared to control cells with three glycerophospholipids being the most differentially
expressed (p<0.001): PC ae 30:1, PC aa 42:5, and PC aa 42:4.

The number of metabolites differentially expressed rises significantly when pre-treatment is
added, as can be visualized in Figure 5, with notably multiple sphingomyelins and a higher
number of glycerophospholipids differentially expressed. All differentially expressed
sphingomyelins had a higher expression in IL-7- and/or FGF2-treated Fabry cells compared to
control cells or to only agalsidase alfa-treated Fabry cells. Monounsaturated
glycerophospholipids were predominantly underexpressed in IL-7- and/or FGF2-treated Fabry
cells compared to the other conditions whereas polyunsaturated glycerophospholipids were
generally overexpressed.

Discussion

This project consists in characterizing two proteins, IL7 and FGF2, as potential biomarkers of
FD. As an increase in the plasma concentration of these proteins had been reported by our
team in a French cohort of Fabry patients*’, this work aims to confirm these data on an
independent cohort and to study the effect of these biomarkers on the ERT response using
cultured podocytes.

FGF2 has pleiotropic roles in several cell types and tissues; it is an angiogenic and survival
factor which is involved in cell proliferation, differentiation, and migration, as well as a variety
of developmental processes®. Interestingly, FGF2 has been implicated in podocyte injury. It
has been shown to be involved in the formation of adhesive lesions*’, to cause significant
changes in podocyte morphology and gene expressions in a dose-dependent manner and to
enhance podocyte motility®®. It also induces imbalance between proteinases and their
inhibitors, resulting in the degradation of the glomerular basement membrane and increased
glomerular permeability®*.

FGF2 is also involved in epithelial-mesenchymal transition (EMT), an important biological
process contributing to kidney fibrosis and chronic kidney disease®. It is implicated in the TGF-
B/CSTF2/FGF2 profibrotic axis®. TGF- 8 being a cytokine expressed in human renal tissue of
Fabry patients and associated with Fabry nephropathy®?54. The Wnt/B-catenin pathway, a
complex signaling network known to regulate cellular homeostasis in adult tissues, including
the kidney, also contributes to kidney fibrosis and podocyte injury, resulting in proteinuria>®°°,
Moreover, a transcriptomic approach in human Fabry podocytes showed differentially
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expressed genes compared to control cells of genes belonging to the Wnt pathway (Snanoudj
et al., submission pending).

IL-7 is a cytokine involved in chronic inflammation, mediating both humoral and cellular
responses®’. Abnormally high or unregulated levels of IL-7 and IL-7R, its receptor, are
associated with immunopathology and are thought to support aberrant immune activity in
autoimmune® and chronic inflammatory diseases®®®. It is a circulating inflammatory marker
in vascular dysfunction®, a hallmark of Fabry disease.

IL-7 has been described to inhibit autophagy by regulating AMPK/mTOR signaling®%%2 and
overexpression of IL-7 could participate in autophagy impairment described in Fabry disease?®.

Upregulation of IL-7R has been reported in the glomeruli of a mouse model of nephropathy.
IL-7R stimulation by IL-7 in podocytes leads to impaired filtration barrier function of podocytes
and podocyte injury by promoting apoptosis, suppressing nephrin activation, and disorganizing
the actin cytoskeleton®, although underlying mechanisms are poorly understood.

FGF2 and IL-7 could represent new therapeutic targets and anti-FGF2 molecules such as anti-
FGF2 aptamer®® and anti-IL-7R antibodies could potentially alleviate disease progression
under ERT or chaperone treatment.

The first part of this work enabled us to confirmed in an independent cohort of 56 Swiss Fabry
patients the elevation of FGF2 and IL-7 plasma concentrations that was unveiled by Tebani et
al.?°. The validation cohort presented some differences with the discovery cohort however, with
a higher percentage of women, of non-classic phenotype and of non-treated patients
compared to the discovery cohort. Concentrations of FGF2 were comparable in both cohorts
whereas IL-7 concentrations were lower in the validation cohort compared to the discovery
cohort, albeit significantly higher than in the control and the Gaucher groups. This could be
due to a difference in sample conservation or in the cohort characteristics, hinting to a possible
prognostic value of IL-7.

To then characterize the impact of a high concentration of FGF2 and IL-7 on ERT response,
we used a targeted metabolomic approach in a cellular model of Fabry disease. Given that
both proteins have an impact on renal pathology and that the podocyte is a key cell in Fabry
disease with early involvement, Fabry and control human podocyte cell lines were used.

Control cells and ERT treated Fabry had a close metabolic signature with only ten differentially
expressed metabolite. When the ERT Fabry cells are treated with FGF2 and/or IL-7, we
observe an increase in sphingomyelins and phosphatidylcholines concentrations. Both classes
of lipids have a structural role in the cell, participate in signal transmission, and are involved in
multiple biological processes, such as inflammation and cell differentiation®®. No additive effect
of FGF2 and IL-7 was observed.

Sphingomyelins are a subclass of sphingolipids composed of a sphingosine backbone (an
amino alcohol), a fatty acid chain attached to the amino group of a sphingosine, a phosphate
group, and a polar head group (such as choline) attached to the phosphate. They are
particularly abundant in the myelin sheath but are the most abundant sphingolipid in the cell
and is a main component of the plasma membrane®’. The membrane lipid composition is
substantially altered in Fabry disease. Major consequences of these alterations are marked
effects on the trafficking and sorting of membranes-associated proteins that could lead to
altered signaling at the cell surface with implications on gene regulation and subsequent
protein expression®. Urinary lipid profiling of Fabry hemizygotes has shown an increase in
lactosylceramide and ceramide along with decreased concentrations of glucosylceramide and



some sphingomyelins, most likely reflecting perturbed intracellular transport of lipids in renal
epithelial cells®.

Phosphatidylcholines are a type of glycerophospholipids. Glycerophospholipids are
amphipathic molecules composed a glycerol backbone, two fatty acid chains (acyl chains)
attached to the first and second carbons of the glycerol, a phosphate group attached to the
third carbon, and a polar head group (a choline in the case of phosphatidylcholines) attached
to the phosphate group. They are found in all cellular membranes, including the mitochondria,
plasma membrane, and lysosome, and are asymmetrically distributed between the two
bilayers™. They constitute the backbone of cellular membranes and play a role in membrane
fluidity and ion permeability. They also participate in signaling pathways with the liberation of
second messenger arachidonic acid by phospholipase A2 that notably modulates podocyte
function™.

Lipid composition affects the biophysical properties of membranes, which are key for receptor-
mediated cellular signaling and innate immune responses modulation, with a circular network
of coregulated sphingolipids and glycerophospholipids’. Occurrence of cross talk between
glycerophospholipid and sphingomyelin signaling pathways is described and this controlled
and coordinated signaling may be involved in cell proliferation, differentiation, and apoptosis™.

Sphingolipids and glycerophospholipids are components of the lipid rafts (LRs) in plasma
membranes. LRs are distinct, ordered, liquid domains enriched in sphingolipids and cholesterol
segregated from less ordered membrane domains composed of mainly unsaturated
phospholipids. The function of LRs depends on their lipid membrane composition. There is
increasing evidence for a regulatory role of LRs particularly in signaling and trafficking
pathways’#>. Lipid rafts are notably important for proper function of podocytes, a key element
of the glomerular filtration barrier’. In Fabry disease, the increase in Gb3 was associated with
a decrease in the molar ratio of cholesterol, suggesting that a-GAL A deficiency could alter the
membrane composition and structure within the lipid raft domains’’. The alterations in lipid raft
composition induce changes in lipid raft dynamics that may occur upon
activation/oligomerization of raft-associated proteins which could impact raft-mediated signal
transduction’®. Alterations in lipid composition has also been described in high-density
lipoprotein (HDL) particles in patients with chronic kidney disease, with dysfunctional HDLs
compared with the general population lacking the typical anti-inflammatory and cholesterol
efflux capabilities. Whole-plasma lipidomics has shown specific alterations in the lipid
composition of HDL, notably in sphingomyelins and phosphatidylcholines content®.

The kidney is one of the most affected organs in Fabry disease and end-stage renal disease
is a significant cause of morbidity in these patients®. While advanced stages of chronic renal
disease usually develop in middle adulthood in males, the first histological signs of kidney
involvement are seen as early as in utero®.. ERT only slightly delays the progression of chronic
kidney disease, and a steady decline in glomerular filtration rate is still observed in Fabry
disease patients receiving long-term ERT®2. Podocytes rely on a constant supply of lipids and
proteins to form foot processes’. However, lipid overload causes lipotoxicity. Lipid
accumulation and increased inflammation accelerate lipotoxicity and induce glomerular
disease®. Imbalanced lipid metabolism can also impact mitochondrial function and dynamics
that are essential in kidneys as they are one of the most energy demanding organs®.
Increasing evidence suggests a strong association between mitochondrial dysfunction and
chronic kidney diseases, and mitochondrial and lysosomal functions are intertwined, notably
through membrane contact sites®. Reducing intracellular lipids could therefore represent a
new therapeutic approach to slow the progression of CKD.



The identification of new specific biomarkers in Fabry disease using a proteomic approach,
and their validation in an independent cohort, paves the way for possible clinical application.
These biomarkers are a serious lead in the search for new specific biomarkers in Fabry
disease. Metabolic profile differences between Fabry and control plasma samples were shown
by Ducatez et al.®¢. The use of extended biomarker profiles including proteins and metabolites
would allow the full potential of omics approaches to be exploited.
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Legend captions

Figure 1. Overview of the cohorts’ characteristics. A) Cohorts’ sizes. B) Sex, C) phenotype,
and D) treatment distribution in the discovery and validation Fabry cohorts.

Figure 2. FGF2 (right) and IL-7 (left) plasma concentrations.
Figure 3. Experimental overview.

Figure 4. Exploratory analysis in each condition showing a potential negative effect of IL-7
and/or FGF2 on Gb3 accumulation.

Figure 5. Overview of metabolomics differential expression analysis in control and treated
Fabry cells.

Figure 6. Differentially expressed metabolites in control and treated Fabry cells.
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Figure 1. Overview of the cohorts’ characteristics. A) Cohorts’ sizes. B) Sex, C) phenotype,
and D) treatment distribution in the discovery and validation Fabry cohorts.
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Figure 2. FGF2 (left) and IL-7 (right) plasma concentrations.
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Figure 3. Experimental overview. Conditions with a larger outline are the conditions for which
a metabolomics analysis was conducted.
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Figure 5. Overview of metabolomics differential expression analysis in control and treated
Fabry cells.
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Figure 6. Differentially expressed metabolites in control and treated Fabry cells.
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A I'ére de la médecine de précision, des technologies avancées, tant sur le plan analytique
gu’informatique, permettent d’explorer le vivant a des résolutions jusqu’ici inégalées. Dans le cadre
des maladies rares, les outils de la biologie des systéemes permettent de mieux comprendre la
physiopathologie et d’identifier de nouveaux biomarqueurs ainsi que de nouvelles cibles

thérapeutiques.

La maladie de Fabry est une maladie lysosomale rare. Le lysosome est au centre du catabolisme
cellulaire, mais est également un élément clé de I’homéostasie cellulaire au-dela de ses fonctions de
dégradation. Il constitue, ainsi, un « hub » métabolique qui orchestre la signalisation cellulaire et
régule les autres organites cellulaires (mitochondries, réticulum endoplasmique, peroxysomes...). Bien
qgue la maladie de Fabry dispose de plusieurs traitements, ceux-ci ne permettent pas d’arréter
complétement I'évolution de la maladie. Il existe également un manque de biomarqueurs : un seul
biomarqueur, le lyso-Gb3, est disponible. Mais celui-ci n’est pas performant dans tous les contextes,
notamment dans le cadre du suivi de la réponse au traitement. Il s’agit d’un biomarqueur reflétant
I"accumulation du substrat de I'enzyme déficiente, non représentatif de la complexité de la

physiopathologie de la maladie.

L'objectif de ce travail était de mettre en ceuvre les sciences omiques dans la maladie de Fabry afin
d’explorer ses mécanismes physiopathologiques ainsi que de confirmer la pertinence de nouveaux

biomarqueurs.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons appliqué une approche transcriptomique sur une

lignée de podocytes invalidés pour le gene GLA vs. podocytes controles.

Les 20 génes les plus différentiellement exprimés sont impliqués notamment dans le stress oxydatif,
I'inflammation, le métabolisme des acides gras, de ’homéostasie du collagene et de la matrice extra-
cellulaire, de I'autophagie et du stress du réticulum endoplasmique. Ces perturbations ont déja été
décrites dans la maladie de Fabry. Une modification de I'expression de génes impliqués dans la voie de
signalisation Wnt et la voie de signalisation Hippo, deux voies interconnectées affectant la régulation
immunitaire et la survie cellulaire, a également été décrite. Une perturbation de ces voies

métaboliques n’a pas, a notre connaissance, été rapportée auparavant dans la littérature.

Une perturbation de la voie de signalisation Hippo a été rapportée dans une autre maladie lysosomale,
la maladie de Gaucher, avec une hyperactivation de cette voie entrainant une inhibition de génes anti-
apoptotiques et de génes de prolifération®2. Cette hyperactivation entraine également une réduction
de l'activité transcriptionnelle de YAP (Yes associated protein), un effecteur terminal de la voie de

2

signalisation®2. De facon intéressante, YAP1 est sous-exprimé dans les podocytes Fabry par rapport

aux podocytes contrdles dans notre étude (adjusted p value 0,0264 ; Supplementary Table S2).
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Dans ce cadre, il est prévu d’explorer cette voie métabolique par I’étude de I'expression du ratio entre
la forme phosphorylée de YAP et la quantité de protéine YAP totale ainsi que de la localisation de la

protéine (nucléaire ou cytoplasmique).

Les résultats obtenus ont permis de réaliser une modélisation métabolique a I’échelle du génome.
Cette approche a mis en évidence une transformation marquée du flux métabolique dans les cellules

Fabry, une altération du contenu cellulaire et de I'utilisation d’énergie.

Une régulation a la baisse du métabolisme des phospholipides a été mise en évidence. La synthese des
phospholipides ayant lieu a la face cytosolique de la membrane du réticulum endoplasmique, le stress
du réticulum endoplasmique ainsi que la perturbation des sites de contact (MCS) décrits dans les

maladies lysosomales, pourraient expliquer cette dérégulation®3,

Une régulation a la baisse de la dégradation de I’héparane sulfate a également été mise en évidence.
Ceci pourrait s’expliquer par la dysfonction lysosomale. Une augmentation de la concentration en Lyso-
Gb3 a été rapportée chez des patients non traités atteints de mucopolysaccharidoses avec une atteinte
neuronale, dont les MPSI, Il et lll caractérisées par I'accumulation de sulfate d'héparane®®. Il a été
montré que l'activité a-GAL n’est pas inhibée par I'héparane sulfate in vitro mais le mécanisme
physiopathologique n’est pas encore élucidé. L’hypothese d’une voie métabolique commune pourrait
étre envisagée. Un dosage de I'héparane sulfate chez les patients Fabry non traités pourrait étre réalisé
(héparane sulfate urinaire et/ou sanguin sur papier buvard). L'accumulation d’héparane sulfate

pourrait participer a 'atteinte neuronale décrite dans la maladie de Fabry.

Une régulation a la hausse de plusieurs métabolismes a été mise en évidence, dont des métabolismes
impliquées dans le stress oxydant ainsi que le métabolisme des leucotrienes et des eicosanoides. Ces
perturbations sont en faveur de I'intérét de I'association des traitements spécifiques de la maladie de
Fabry (ERT, molécule chaperonne) a des anti-oxydants et anti-inflammatoires (molécules ciblant le
métabolisme de I'acide arachidonique, précurseur des eicosanoides et des leucotrienes), d’autant plus

gu’il s’agit d’interventions simples : approche nutritionnelle, molécules précédemment caractérisées.

Le métabolisme énergétique est également montré comme étant perturbé par notre étude. Une
perturbation du métabolisme énergétique cardiaque a déja été décrite dans la maladie de Fabry®>,
Une étude du métabolisme énergétique rénal pourrait étre réalisée par une approche par

spectroscopie par RMN au 3!P chez les patients Fabry, avant et aprés traitement.

Une étude de repositionnement de médicaments est également en cours. En effet, nous avons
identifié une molécule pouvant agir sur les voies métaboliques dérégulées dans les podocytes Fabry.

Des explorations sont en cours pour valider ce résultat.
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D’autre part, nous avons validé les résultats d’'une étude protéomique précédente et caractérisé I'effet
des biomarqueurs candidats a I'aide d’une approche métabolomique dans un modele cellulaire de
maladie de Fabry. Les principaux effets mis en évidence sont des altérations de plusieurs classes de
lipides, pouvant ainsi perturber la composition des membranes cellulaires. Des recherches
approfondies sont en cours pour évaluer la variation de ces biomarqueurs en relation avec les données
cliniques et biologiques des patients ainsi que I'effet de ces biomarqueurs sur le profil métabolique du

milieu de culture du modele cellulaire.

La mise en évidence de nouveaux biomarqueurs spécifiques dans la maladie de Fabry grace a une
approche protéomique et leur validation dans une cohorte indépendante ouvre la voie a une
éventuelle application en clinique. Pour cela, une étude prospective de [|'évolution de ces
biomarqueurs permettrait de déterminer leur valeur pronostique et dans le suivi de I’évolution sous
traitement, que ce soit par ERT ou par molécule chaperonne. Cette étude pourrait également évaluer
I'intérét d’une approche intégrée en associant ces deux marqueurs protéiques au profil métabolique

mis en évidence par Ducatez et al.5%.

Ce travail a permis de caractériser |'effet de I’élévation du FGF2 et de I'IL-7 dans les podocytes Fabry.
Il serait aussi intéressant de caractériser cet effet dans d’autres types cellulaires relevant dans la
maladie de Fabry mais aussi d’étudier I'impact d’'une inhibition de ces protéines. Dans ce cadre, il existe
un aptameére anti-FGF2. Les aptameéres sont des oligonucléotides synthétiques capables de fixer un
ligand spécifique, voire de catalyser une réaction chimique sur ce ligand. lls agissent d’'une maniére
comparable aux anticorps mais avec un poids moléculaire bien moindre. L'aptamére anti-FGF2 (RBM-
007) a fait I'objet d’essais cliniques dans I'achondroplasie et la dégénérescence maculaire liée a I’age.
Des essais pré-cliniques sont en faveur d’un effet thérapeutique dans le cancer du poumon et dans les

douleurs liées aux cancers. Des anticorps anti-IL7 et anti-IL7R sont également disponibles.

Il est envisagé d’évaluer I'effet de ces inhibiteurs dans un modele de cellules Fabry ainsi que dans un
modele murin de maladie de Fabry. Dans un modele animal, la premiéere étape consisterait en la
caractérisation de I'expression du FGF2 et de I'lL-7 dans le plasma. L’effet des inhibiteurs, associés ou
non a une ERT, pourra étre évalué a différents ages et dans différents organes (coeur, rein, cerveau,
plasma, etc.) par le dosage du Lyso-Gb3 et du LC3-Il, I’étude de I'histologie rénale, des altérations
myocardiques (contractibilité du VG, rigidité du VG, taille et architecture des myocytes), de la rigidité

artérielle, etc.

La maladie de Fabry est une maladie trés probablement sous diagnostiquée. En effet, elle est peu
connue car rare, avec des symptdomes variables et souvent frustres. Cependant, elle peut étre

diagnostiquée par un grand nombre de spécialistes différents : médecin généraliste, pédiatre,
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neurologue, cardiologue, néphrologue, ophtalmologue, dermatologue... La sensibilisation de tous ces
spécialistes permet de réduire le délai diagnostique et d’améliorer le confort, la qualité de vie et le

pronostic fonctionnel des patients.

Sila formation des médecins et le dépistage des populations a risque sont essentiels dans le diagnostic
de la maladie de Fabry, les sciences omiques ont toute leur place dans la compréhension de la
pathologie afin d’identifier de nouvelles molécules telles que des biomarqueurs et des cibles

thérapeutiques, I'objectif étant d’améliorer la prise en charge et le suivi des patients.

Au-dela de la compréhension des mécanismes physiopathologiques, une grande part d’'ombre dans
cette maladie est la compréhension de la variabilité phénotypique. Si une corrélation phénotype-
génotype partielle est établie, la question de I'effet des différents variants expliquant un phénotype
classique pour certains variants et un phénotype non classique pour d’autres, avec des atteintes
d’organes spécifiques dans certains cas, se pose. De méme, pourquoi existe-t-il une variabilité
phénotypique pour un méme variant, y compris au sein d’'une méme famille ? Quels sont les facteurs
modificateurs ? Les réponses a ces questions pourraient permettre d’établir un pronostic plus
personnalisé et de cibler la surveillance et le traitement des atteintes d’organes. A notre connaissance,
aucune étude d'association a I'échelle du génome (GWAS) n’a été rapportée dans la littérature. Une

telle approche pourrait permettre I'identification de génes ou de variants modificateurs.

La maladie de Fabry, comme d’autres maladies, fait I'objet de nombreuses recherches avec une
littérature riche. Malgré cela, la compréhension de la physiopathologie est incomplete et la prise en
charge (biomarqueurs, traitements) n’est pas entierement satisfaisante. Les approches omiques, et a
fortiori multi-omiques, permettent une approche plus globale de la pathologie et de sa complexité
avec l'identification de nouvelles molécules candidates ou cibles potentielles. On peut affirmer un
changement de paradigme par rapport aux approches ciblées, ou bien considérer que les données
obtenues (les big data) viennent nourrir la formulation de théories et d’hypothéses qui seront ensuite

testées par des approches plus conventionnelles (Figure 76).
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Figure 76. Représentation du changement de paradigme dans I'exemple du diagnostic des maladies héréditaires du
métabolisme.
Tebani A et al. Int J Mol Sci. 2016472

Ces avancées technologiques ouvrent également la voie a un changement du paradigme unitaire : d’un
biomarqueur unique, on peut étre amené a considérer une combinaison de plusieurs biomarqueurs,
voire un profil de biomarqueurs. Les explorations peuvent étre unimodales (profil de protéines, de
métabolites) ou multimodales. Les données sont alors intégrées de maniere efficace grace aux
approches bioinformatiques. Ce concept de multimodalité peut étre étendu a d’autres types
d’exploration telles que l'imagerie médicale ou I'anatomopathologie. L'intégration des données
omiques ou de données plus ciblées identifiées grace aux approches omiques pourrait permettre

d’individualiser encore davantage la prise en charge des patients.

Dans le cadre de cette thése, nous avons utilisé des approches ciblées (métabolomique ciblée,
validation de résultats de protéomique ciblée) ainsi que non ciblées (transcriptomique). Les approches
ciblées sont généralement plus précises et plus sensibles que les approches non ciblées. Elles
nécessitent moins de ressources en termes de co(ts, de temps et de puissance de calcul, avec une
réduction du risque d’obtenir des données concernant des molécules non identifiables. Si elles
présentent un biais de sélection, elles sont cependant adaptées dans le cadre de pathologies pour
lesquelles la physiopathologie est déja, méme partiellement, connue. Les deux types d’approches ne
sont pas antagonistes mais plutét complémentaires et peuvent étre utilisées de maniere conjointe ou

séquentielle.
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Les avancées technologiques sont un phénomene continu et de nouvelles techniques continuent de
voir le jour, permettant d’améliorer la qualité des données obtenues ou d’obtenir des informations
biologiques jusque-la inaccessibles. Parmi les techniques récemment développées, nous pouvons

citer:

- Le séquencage de longs fragments d’ADN (/ong read) permettant de séquencer des fragments
d’ADN de plusieurs milliers de nucléotides (contre quelques centaines pour le séquencage
short read conventionnel). Cette approche permet de faciliter I'assemblage de génomes de
novo, d’explorer les remaniements complexes de I’ADN ainsi que de séquencer des régions du
génome jusque-la inaccessibles telles que le chromosome Y%, Différentes technologies sont
maintenant disponibles — lllumina, PacBio et Oxford Nanopore — et également applicables sur
I’ARN.

- Une autre approche permettant d’appréhender I'assemblage de novo et les remaniements
complexes du génome est la cartographie optique du génome (BioNano Genomics) qui
consiste a établir un profil enzymatique de molécules d’ADN génomique basé sur la taille et
I'ordre des fragments obtenus aprés digestion et/ou marquage, les fragments obtenus ayant
un tres haut poids moléculaire (plusieurs centaines de kb).

- L'association des techniques de biologie moléculaire avec I'identification de protéines par
anticorps permet I'identification et la quantification de plusieurs milliers de protéines dans un
méme échantillon, participant ainsi a I'accélération de la recherche de nouveaux
biomarqueurs. La technologie PEA (Proximity Extension Assay) d’Olink utilise des paires
d’anticorps liés a des oligonucléotides qui permettent de capturer et de détecter les protéines
cibles. La proximité des anticorps entraine la formation d’un amplicon d’ADN qui peut étre
guantifié par PCR quantitative ou par séquencage NGS.

- Un autre pan majeur des nouvelles approches omiques est I'approche Single Cell (ou cellule
unique). On accéde maintenant individuellement a chaque cellule dans un ensemble en
distinguant leurs propriétés spécifiques individuelles, en place et lieu d’une analyse moyennée
a I'échelle d’un ensemble de cellules. Des données de transcriptomiques, d’accessibilité de la
chromatine, d’expression des protéines de surface et récepteurs peuvent par exemple étre
obtenues de maniére cellule-spécifique®’. Ces analyses peuvent étre réalisées de maniére
unimodale ou multimodale (séquencage du génome et du transcriptome sur une méme cellule
par exemple). Ces approches peuvent mettre en lumiére divers phénomenes biologiques
cruciaux qui, lorsqu’ils sont explorés a I'aide d’analyses faisant la moyenne des données sur de

nombreuses cellules, sont soit invisibles soit caractérisés seulement partiellement.
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Les sciences omiques ouvrent la voie a une compréhension holistique des voies métaboliques et de
leurs perturbations grace a la production d’une grande quantité de données et leur retraitement par
des modeles mathématiques et l'intelligence artificielle. Elles permettent d’appréhender le
métabolisme dans toute sa dynamique et sa complexité et non plus comme un métabolisme linéaire.
Elles représentent ainsi une véritable révolution en recherche et en médecine avec de nombreux
résultats et applications concretes. Les rbles des molécules et les mécanismes de régulation
découverts, toujours plus nombreux, ne cessent de transformer notre compréhension de la machinerie

cellulaire (Figure 77).
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Figure 77. Augmentation exponentielle des publications scientifiques avec approches omiques.
Recherche des termes « -omic* » sur Pubmed : 1 662 papiers omiques publiés en 1988, I'année du début de ’Human Genome
Project, 61 498 articles publiés en 2023.

Cependant toutes ces avancées dévoilent toute I'étendue de la complexité du métabolisme, du
fonctionnement cellulaire et des interactions moléculaires. Cette complexité se reflete notamment
dans la variabilité des données de transcriptomique ou des études de I'organisation en trois
dimensions de ’ADN par exemple. Mais I'évolution exponentielle des capacités d’analyse grace aux
avancées technologiques, a l'intelligence artificielle et a I'accumulation de données laissent entrevoir
la possibilité de décrypter ces intrications complexes et d’en extraire des informations précieuses et

jusqgu'alors inaccessibles pour la médecine personnalisée notamment.

Un exemple de succes de l'intelligence artificielle dans la compréhension des processus biologique
complexe est le programme AlphaFold développé par DeepMind, I'intelligence artificielle d’Alphabet,
la maison mére de Google, et 'EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory-European
Bioinformatics Institute). Jusque-Ia, les structures d’environ 100 000 protéines étaient connues grace
a des approches expérimentales longues et colteuses, représentant une fraction des millions de

protéines connues. La seconde version du programme AlfaFold est la premiére méthode informatique
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capable de prédire les structures en 3D des protéines a partir de leur séquence d’acides aminés avec
une précision atomique, méme dans les cas ol aucune structure similaire n'est connue. La base de

données AlphaFold (AlphaFold DB, https://alphafold.ebi.ac.uk/) offre aujourd’hui un accés ouvert a

plus de 200 millions de prédictions de structures protéiques.

Au-dela de cette avancée inestimable en recherche, des outils d’intelligence artificielle sont d’ores et
déja mis au service des médecins et améliorent la prise en charge des patients : ils permettent de
détecter des anomalies sur une image, une coupe tissulaire ou un électrocardiogramme. Si ces outils
peuvent dépasser I'ceil humain, ils ne remplacent pas I'ceil de I'expert mais sont une aide précieuse
pour I'amélioration du diagnostic et de la prise en charge du patient. L'intelligence artificielle peut étre
également mise au service de la santé publique en analysant les comptes-rendus des passages aux

urgences, par exemple.

Un des défis a relever est l'intégration de ces outils au systeme de santé. Une numérisation des
données et des investissements sont nécessaires, ainsi que la mise au point d’'un modele économique
viable, la plupart des outils commercialisés actuellement étant facturés a l'utilisation avec un co(t
encore élevé. Se pose alors la question de la répartition du budget dans le cadre d’un systeme a bout
de souffle, avec un manque important de personnel médical et paramédical, et des conditions
d’exercice difficiles pour les professionnels. Mais si ces outils ne sont pas la solution pour remplacer le
personnel manquant, ils peuvent permettre de libérer du temps pour des taches avec une valeur

ajoutée médicale.

La médecine de précision est une des clés pour améliorer la prise en charge et la qualité de vie des
patients, mais également pour alléger les pressions sur notre systéme de santé grace a des actions plus
ciblées, plus pertinentes et a la réduction des errances diagnostiques et des effets secondaires de
traitements non adaptés. Mais ces médecines-la vont de pair avec une approche multidimensionnelle
du patient par la prise en compte de sa dimension sociale, psychologique, émotionnelle,
environnementale, etc. Si les outils numériques doivent intégrer nos systemes de santé, ils doivent
permettre de donner du temps au médecin pour I'accompagnement du patient, de valoriser les

interventions non médicamenteuses et de mettre au premier plan la prévention.
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Apport des sciences omiques dans la maladie de Fabry

Résumé

La maladie de Fabry est une maladie lysosomale complexe, impliquant divers mécanismes cellulaires,
notamment une dysfonction lysosomale, une altération de I'autophagie et des anomalies mitochondriales.
Il s’agit d’'une maladie multisystémique dont la sévérité est variable, avec un phénotype classique sévere,
débutant dans I’enfance, et un phénotype non-classique, plus modéré et plus tardif. Le lyso-Gb3 est le seul
biomarqueur spécifique disponible et celui-ci est imparfait, notamment chez les femmes, dans certaines
formes non-classiques et pour le suivi de I’évolution sous traitement. Les mécanismes physiopathologiques
qui sous-tendent cette maladie ne sont pas complétement élucidés. Des technologies avancées, tant sur
le plan analytique (sciences omiques) qu’informatique, permettent d’explorer le vivant a des résolutions
jusgu’ici inégalées. L’'objectif de ce travail était de mettre en ceuvre des approches omiques afin de mieux
comprendre la physiopathologie de la maladie de Fabry, de caractériser de nouveaux biomarqueurs et
d’identifier de nouvelles approches thérapeutiques. Nous avons eu recours a une approche
transcriptomique couplée a la modélisation métabolique a I'échelle du génome, fournissant ainsi des
informations précieuses sur les perturbations métaboliques qui se produisent dans la maladie de Fabry.
Nous avons ensuite validé dans une cohorte indépendante I’élévation de la concentration plasmatique de
deux potentiels biomarqueurs, FGF2 et IL-7, mis en évidence par une approche protéomique. Une
approche métabolomique dans un modeéle cellulaire de maladie de Fabry a permis de caractériser les effets
de ces deux protéines, notamment une perturbation de la composition lipidique des membranes
cellulaires. En conclusion, les outils de la biologie des systémes sont pertinents pour I'étude des maladies
héréditaires du métabolisme comme la maladie de Fabry car ils permettent une meilleure compréhension
de la physiopathologie ainsi que la découverte et la caractérisation de nouveaux biomarqueurs et de
nouvelles cibles thérapeutiques.

Mots clés : maladie de Fabry, omiques, médecine de précision, biologie des systemes, lysosome,
podocytes, transcriptomique, métabolomique, biomarqueurs

Omics sciences in Fabry disease

Abstract

Fabry disease is a complex lysosomal disease, involving various cellular mechanisms, including lysosomal
dysfunction, altered autophagy and mitochondrial abnormalities. It is a multisystem disease of variable
severity, with a severe classical phenotype beginning in childhood, and a more moderate non-classical
phenotype later in life. Lyso-Gb3 is the only specific biomarker available, but it is imperfect, particularly in
women, in certain non-classical forms and for monitoring progression under treatment. The
pathophysiological mechanisms underlying this disease have not been fully elucidated. Advanced
technologies, both analytical (omics sciences) and computational, make it possible to explore living
organisms at previously unattainable resolutions. The aim of this work was to apply omics approaches to
better understand the pathophysiology of Fabry disease, characterize new biomarkers and identify new
therapeutic approaches. We implemented a transcriptomic approach coupled with genome-scale
metabolic modeling, providing valuable insights into the metabolic perturbations that occur in Fabry
disease. We then validated in an independent cohort the elevated plasma concentration of two potential
biomarkers, FGF2 and IL-7, uncovered by a proteomic approach. A metabolomic approach in a cellular
model of Fabry disease enabled us to characterize the effects of these two proteins, notably a disturbance
in the lipid composition of cell membranes. In conclusion, systems biology approaches are relevant tools
in the study of inborn errors of metabolism, as they enable to further our understanding of Fabry disease
pathophysiology as well as the discovery and characterization of new biomarkers and therapeutic targets.
Key words: Fabry disease, omics, precision medicine, systems biology, lysosome, podocytes,
transcriptomics, metabolomics, biomarkers




