Apport de la génétique dans les troubles de la mobi  lité liés aux
anomalies du métabolisme de la vitamine D

A/ Etat des lieux :

La vitamine D est classiquement associée au mésatmiphosphocalcique et osseux en augmentant
la captation intestinale du calcium. Cependang, it passée d’un statut ou son utilisation sedimi

a la prévention du rachitisme chez le nourriss@elai d’'un traitement efficace pour la prévention
des fractures ostéoporotiques, particulieremert tdgesujets ages.

La vitamine Dest une molécule apportée a la fois par I'alimémmaf20 %) et synthétisée au niveau
de I'épiderme sous l'action des rayons ultra-vmlé&ille subit deux étapes d’hydroxylation au niveau
du foie en position 25 (ger&Y P2R]) puis au niveau du rein en position 1-alpha (gewe27B}, ce

qui permet la synthese du calcitriol ou 1,25(@B) qui est la forme biologiquement active de la
vitamine D. Le calcitriol est ensuite transporté pae protéine de liaison spécifique (VDBP) vess le
cellules cibles ou il exerce ses effets en se hamh récepteur nucléaire spécifique appelé VDR. [1
Il est inactivé par la 24 hydroxylase (géD€P24A).
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Le rachitisme est une maladie du squelette de dignen croissance di a un défaut de sa
minéralisation ce qui entraine des déformationewsss au niveau du thorax, au niveau des
membres inférieurs avec des déformations caratitgies en varus source de de déformation du
bassin et de retard de croissance. [1] Non traitées lésions laissent des séquelles source de
douleurs et de troubles de la motilité. La suppléaton systématique des la naissance en vitamine
D a réduit de facon importante l'incidence des it&rhes et de leurs conséquences pathologiques
telles que I'hypocalcémie et les déformations ossgu

Néanmoins, la supplémentation par la vitamine Dprend pas en compte les rachitismes dits
pseudo-carentiels (Vitamin D Deficiency Rickets BDR) liés a une anomalie de son métabolisme.
Des anomalies génétiques ont été retrouvées a robabes étapes de la biosynthése de la forme
active de la vitamine D [5-12]. Malheureusement &@mes sont rares et restent peu connues.
Cependant, il est indispensable de faire un diggngsécis de ces anomalies afin d’apporter le
traitement le plus efficace. Par exemple, I'adntraison de cholécalciférol (VitD 3) sera inefficace
en cas de mutation de CYP27B1 alors que la presnrigle dérivés @& hydroxylés assurera la
restitution compléte de I'architecture osseuse
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Enfin, si I'action endocrine de la vitamine D estrbconnue, elle exerce aussi une action intracrine
au sein d’'organes qui possédent a la fois uneitictialpha hydroxylase et des récepteurs (muscles,
systeme nerveux, colon ...). Une association esitdéantre des déficits en vitamine D et le risque
de certains cancers, d'infections, de maladieammfhatoires ou cardiovasculaires. [3,4].

Le laboratoire de génétique moléculaire@shtre de Référence des Maladies Rares du métateolis
du Calcium et du Phosphoet a ce titre, recoit des prélévements de pat@ésentant une anomalie
du métabolisme phosphocalcique a type d’hypocakeéhides déformations osseuses compatibles
avec le diagnostic de rachitisme ou des situatidinypercalcémie morbide par anomalie du
catabolisme de la 1,25(OHD. [5].

C’est actuellement le seul laboratoire en Frané&mudie les geneSYP2R1, CYP27B1 et CYP24A1
par PCR-séquencage. Néanmoins, lorsqu’une léstadestdifiée dans un géne, il faut démontrer que
cette Iésion est bien responsable de la pathokigie taux faible de mutations retrouvées montre
d’'une part que le ciblage des individus suscemilldle présenter des lésions génétiques doit étre
amélioré et d’autre part que d’autres genes doi@rtimpliqués.

B- Objectifs du projet

- caractériser I'activité biologique des variants@éques identifiés et actuellement non classés.

- rechercher des critéres cliniques et biologiqguemptant d’orienter le diagnostic génétique et
mettre en place les outils biologiques permettantjdantifier les métabolites intermédiaires sur la
voie de la vitamine D afin d’améliorer la pertinerades études génétiques

- mettre a profit les techniques d’études pangénoasiCGH array et NGS) disponibles sur le site pour
avancer dans lidentification des bases molécidaiieez les sujets présentant un profil clinique et
biologique typique mais chez lesquels aucune |lgggm@tique n’'a été identifiée.

C-Matériel et Méthodes

Nous disposons d’'une cohorte unique en France tiknfs=(200) chez lesquels une étude génétique
a été demandée afin d’'identifier I'origine de I'amalie du métabolisme du Cacium et du phosphore
et/ou de la pathologie osseuse. Tous ces patiahtdooné leur consentement aux études génétiques
dans le respect des lois de bioéthique. Des réceples prélevements seront anonymisés par
attribution d’un numéro interne unique (numéro amifle et numéro d’individu). Seuls ces numéros
seront utilisés.

Des lésions ont été identifiées chez une vingtaieepatients sur chacun des 3 geénes [5, 15].
Certaines n’ont jamais été décrites (variants nassés) et doivent étre étudiées.



1 — Caractérisation de I'activité biologique desariants non classés.
a) Approchein silico.
L’'acces a différentes banques de données, GenBardembl permet d’effectuer I'alignement des
différents orthologues des génes impliqués et d'émer la localisation et la conservation des
résidus de la protéine synthétisée. La conservatitar-espece d'un résidu est en faveur de son
importance sur le plan biologique. Si la variationche ce résidu elle aura un risque élevé d’étre
délétere. Une modélisation de la protéine mutée gteel réalisée.[13].
b) Etude de l'activité biologiqum vitro
L’activité de I'enzyme synthétisée a partir de &ggence normale ou mutée sera étudiée par des
techniques d’expressiom vitro. Nous partirons d'un plasmide contenant la forraavage de
chaque gene, gracieusement fourni par le Docteemy@le Jones (Université de Kingstone, Ontario)
[9]. La mutation sera introduite en utilisant I¢ ®uickChange (Stratagene)
-Transfection
Les plasmides contenant soit la séquence sauvagdasséquence mutée sont lipotransfectées
(lipofectamine et Reagent Plus (Invitrogen) de fat@nsitoire dans des cellules procaryote type
CHO que nous utilisons régulierement au laboratdidd. Apres culture et expression du géne, la
présence de la protéine sera testée par Westetrsd3tm des protocoles classiques du laboratoire en
utilisant les anticorps spécifiques disponiblesn(Saruz). Apres lyse cellulaire, 100 pug de protéine
sont séparés par électrophorése en SDS PAGE 10 Wis tmnsférées a une membrane de
nitrocellulose. Apres blocage des sites non spgef, la membrane est incubée en présence de
I'anticorps dilué au 1/568° puis le complexe révélé par une incubation aveantitorps secondaire
anti souris et les protéines détectées par éldtimie luminescence.
- Analyse de l'activité enzymatique
Apres transfection, les cellules sont laisséesabier pendant 36 heures dans du milieu supplémenté
soit en vitamine B 25(OH)D;, l-alpha-25 (OH)R tritiées pour étudier respectivement la 25-
hydroxylase, la Ix-hydroxylase et la 24-hydroxylase. Le profil métiaipoe sera étudié par HPLC
en fonction du protocole décrit par Kauffman eftidl].

2 — Etude de la relation génotype/phénotype

- Mise en place d'un fichier : L'objectif est d’idéfier des paramétres cliniques et biologiques
permettant de séparer les patients susceptiblamid’ane mutation, des patients chez lesquels
d’autres genes pourraient étre impliqués et doigenet recherchés. Nous avons actuellement pres de
200 patients qui nous ont été adressés pour rd@renne anomalie du métabolisme de la vitamine
D. Cette cohorte est unique en France. Nous awengiiié des Iésions génétiques chez 20 % des
sujets touchant les genes CYP2R1, et CYP271 paupdt¢ients présentant une hypocalcémie et
CYP24A1 chez ceux qui présentent une hypercalcfmiks].

- Etude des métabolites de la vitamine D par LCM/SMS
La vitamine D et ses métabolites principaux peutrd dosés dans le sérum ou le plasma par des
techniques utilisant la radioimmuno-assay. La clatmgraphie en phase liquide couplée a une
détection en spectrométrie de masse en tandemCeM3/MS offre une meilleure spécificité et
sensibilité et permet de s’exonérer des variatiomhiites par la protéine de liaison [16,17].
L'objectif est d’étudier le profil des métaboliteke la vitamine D en utilisant le LC-MS/MS
disponible API 3200 Qtrapde chezApplied®). Un défaut métabolique sera caractérisé par une
accumulation du substrat et une diminution desytedAprés validation technique, les échantillons
des patients présentant un déficit enzymatiquenseestés et comparés avec des sujets sains et des
sujets présentant des signes cliniques sans aresnggnétiques.
Les données cliniques et biologiques obtenues lgsegujets avec mutation ou sans mutation seront
compareées entre elles et avec celles des sujetranar(tests ANOVA et test paramétriques) afin de
constituer des groupes homogénes de patients sibespde présenter les méme anomalies
géneétiques.



3- Identification de nouveaux genes.
L’objectif est de rechercher des lésions génétiquesmises en évidence par la technique classique
de PCR-séquencage dans les génes-candidats asttuBidentifier de nouveaux génes impliqués
dans cette pathologie en utilisant les techniqug@nomiques disponibles sur le site, CGH-array
(Comparative Genomic Hybridization) haute résolut{il) et Exome sur séquenceur a haut débit,
(lon torrent Life technologies et lllumina GAllx)a constitution de groupes homogenes de patients
(définis dans le chapitre 2) permettra d’augmelat@ertinence de ces analyses.
Une CGH array a 1 millions de clones recouvre leogge a une résolution moyenne de 1kb, et
génere la description de variants de séquencenastn@nt fréquents qui seront comparés aux bases
de données génome entier (Ensembl, UCSC genomeséroatabase of genomics variants). Le
couplage CGH array-SNP (Agilent CGH+SNP 4*180K $unet G) permet de mettre en évidence
des micro-remaniements (délétions, duplications) également des pertes d’hétérozygotie
(indicatrice de disomies uniparentales segmenjagesde realiser ainsi des études de liaison [18].
L’'analyse des familles consanguines sera priviggiémpte tenu de la puissance de I'approche
« étude de liaison » couplée au séquencage haittemme d’un individu atteint avec une analyse
ciblée sur les loci d’intérét. Le principe de latographie génétique par homozygotie est baséesur |
fait que, dans les familles consanguines avec ddadies génétiques de transmission autosomique
récessive, les enfants atteints ont hérité de lmen@utation, transmise par leurs deux parents. On
recherche la région pour laguelle des marqueurgnpmphiques sont homozygotes chez tous les
enfants atteints et hétérozygotes chez les saies. Mutations récurrentes dans les groupes
homogenes de patients ou sur la base d’une anayse (enfant atteint et les deux parents) seront
recherchées selon une stratégie d’exome. Cellensiste a capturer I'ensemble des régions
codantes ou exome puis a les séquencer au moyen s&quenceur a haut débit. (Pour des
explications détaillées de ce protocole voir lalaltion Nature' Methods’ de Gnirke [19]). Les
données générées par séquencage d’exome sont atifuies et nécessitent le maniement de filtres
pour faire le tri entre les différentes séquendesitifiées, qui sont proches de milliers de vaviai
de séquences a trier. Il sera indispensable de a@mjes différents profils informatiques générés
pour les cas index. La puissance de I'outil de sagage d’Exome nécessite I'étude d’au moins 10
cas homogenes pour espérer dégager les genesgaBlesn La masse de données informatiques sera
travaillée avec un bio-informaticien pour compasaisles données obtenues par CGH array haute
résolution et séquencage d’exome, en espérant alesatisations. Enfin, les mutations seront
validées par un séquencage type Sanger.

D- Résultats attendus

Il s’agit d’'un projet ambitieux utilisant une cob®unique en France de patients. La faisabilitéede
projet repose sur les compétences issues desi@finidu centre de référence grace a qui la cohorte
de patients a été constituée, des biologistes @hfbrmaticiens du laboratoire de génétique
moléculaire qui apporteront leur expertise a I'étgénétique.

Les maladies rares du métabolisme du calcium gthdgphore sont rares car non diagnostiquées et
'importance de la vitamine D dans le domaine desdaté publique est régulierement soulignée.
L’identification des lésions génétiques permet dexmer de facon précise la maladie, d'éviter les
errances thérapeutiques et de mettre en placeailentent adapté au déficit Outre une meilleure
compréhension des mécanismes physiopathologiqués\aEl permettra la mise en place d'outils
diagnostiques pour une meilleure efficacité thénéigae et un conseil génétique.
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