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Préambule

L’albinisme regroupe un ensemble d’affections héréditaires liées a un défaut de
synthése de la mélanine, pigment élaboré dans les mélanocytes, qui sont les cellules
spécialisées de la peau, des cheveux, de I'iris, de I'épithélium pigmenté de la rétine et de
l'oreille interne, et associées a un nombre et une structure normale de mélanocytes (Oetting
and King, 1999). Les individus avec un AOC ont une sensibilité accrue aux rayonnements
UV et une prédisposition aux cancers cutanés. La mélanine est également essentielle au
développement de [I'ceil. La réduction de synthése de la mélanine pendant les
développement de I'ceil est associé a un développement incomplet de la fovéa et perturbe le

trajet axonal des fibres optiques (Summers, 1996, 2009).

L’albinisme oculo-cutané (AOC) comporte une hypopigmentation cutanéo-
phanérienne généralisée et une atteinte ophtalmologique. Les différents types d’AOC non
syndromiques sont de transmission autosomique récessive et présentent des spécificités
cliniques, épidémiologiques et moléculaires (Grgnskov et al., 2007a). On en connait quatre
types associés a des anomalies géniques spécifiques. Par ailleurs, il existe des albinismes
oculaires purs (syndrome de Nettleship-Falls MIM 300500), des syndromes avec
hypopigmentation partielle comme le piebaldisme et le syndrome de Waardenburg liés a une
anomalie de migration des mélanoblastes de la créte neurale vers la peau, et des albinismes
complexes comportant des anomalies non pigmentaires (anomalie de la coagulation,
immunodéficience) dont le syndrome d’Hermansky-Pudlak (MIM 203300) et le syndrome de
Chediak-Higashi (MIM 214500) associés a une anomalie de formation du mélanosome dans

le mélanocyte.

La fonction essentielle de la mélanine est la photoprotection. Les sujets avec AOC
des populations d’Afrique noire présentent tous des dommages actiniques a un age précoce
et des carcinomes cutanés avec une fréquence d’environ 30 % dés I'age de 30 ans d’apres
les différentes études (Mabula et al., 2012; de Vijlder et al., 2012). La mélanine joue un role
de photoprotection par un mécanisme soit directe par diffraction ou réflexion du rayonnement
UV (phénoméne de capping des mélanosomes se regroupant au-dessus du noyau des
kératinocytes et des mélanocytes protégeant ainsi 'ADN de la cellule), soit indirecte par
piégeage de radicaux libres et détoxification par chélation d’agents chimiques et

pharmacologiques susceptibles de s’accumuler dans les tissus (Gibbs et al., 2000).

Sur le plan épidémiologique, 'albinisme est une affection universelle. Elle est la plus

fréquente des hypopigmentations généralisées héréditaires, avec une prévalence générale
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de 1/17 000. Cependant elle varie d’'une forme a l'autre et d’'un continent a l'autre. La forme
la plus fréquente & travers le monde est le type 1 (Gronskov et al., 2007a). Aux Etats- Unis
d’Amérique, sa fréquence pour I'ensemble de la population est d’environ 1/36 000, plus
élevée chez les Afro-Américains (1/12 000)(Lee et al., 1994). Sur le continent africain elle
peut atteindre 1/1 000 (Okoro, 1975). L'AOC1 est peu commun chez les Noirs-africains et
Afro-américains et plus fréquent chez les blancs (Caucasiens). L’AOC3 a initialement été
décrit chez les Noirs-africains et Afro-américains mais des cas ont été rapportés ensuite
chez des Caucasiens et des patients asiatiques (Forshew et al., 2005; Rooryck et al., 2006;
Yamada et al., 2011; Zhang et al., 2011). L’AOC4 est la forme la plus commune des AOC
tyrosinase positif au Japon (Inagaki et al., 2004). Récemment des mutations du géne
C100rf11 ont été impliquées dans une forme d’albinisme oculocutanée chez des patients
originaires des iles Faroe (Gregnskov et al., 2013a). Enfin un patient avec un albinisme

oculocutané présentant des mutations du géne SLC24A5 a été décrit (Wei et al., 2013a).

Les différentes revues de la littérature ainsi que les données de notre laboratoire
montre qu’environ 15% des patients avec un albinisme oculocutané restent sans diagnostic
moléculaire (Rooryck et al., 2008a). Ceci suggére que les mutations se trouvent dans les
régions non explorées des génes connus et ne sont pas détectés par les techniques
classiques ou bien qu’il existe d’autres génes responsables d’albinisme oculocutané chez

ces patients.

Le but de cette thése est d’étudier les aspects cliniques et moléculaires de I'albinisme
oculocutané et de rechercher de nouveaux mécanismes moléculaires et de nouveaux genes

impliqués dans l'albinisme.

Notre travail a consisté en la constitution d’'une base de données clinicobiologique.
Nous avons analysé les phénotypes des patients AOC selon leur génotype et les signes
cliniques des patients AOC sans diagnostic moléculaire. Nous avons développé les
techniques de diagnostic moléculaire de I'AOC afin d’augmenter le taux de détection de
mutation (puce CGH array a fagon, séquengage des genes dans leur intégralité incluant
séquences régulatrices, régions 5’ et 3’ UTR, introns). D’autre part la recherche de nouveaux
génes candidats a été menée par cartographie d’homozygotie et séquencage d’exome chez

des patients présentant un AOC typique sans mutation dans les génes connus.
Nous présenterons ce travail en deux parties.

Dans la premiere partie, nous aborderons la biologie de la pigmentation humaine,
son embryogenése, ses mécanismes et les génes impliqués dans le développement du

systeme pigmentaire et dans sa régulation. Nous décrirons ensuite les affections génétiques
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présentant une hypopigmentation en développant en particulier les aspects cliniques et

moléculaires des albinismes oculocutanés.

Dans la deuxiéme partie, seront présentés les différents travaux réalisés en décrivant
les données de I'étude clinico-moléculaire de 'AOC, de I'analyse des génes d’AOC avec
I'utilisation de la puce custom haute-résolution, et ceux de l'étude de génes candidats

impliqués dans l'albinisme oculocutané.



Introduction
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| Biologie de la pigmentation humaine

La mélanine, principal pigment influengant la couleur de la peau, est synthétisée dans
des cellules spécialisées : les mélanocytes et les cellules de I'épithélium pigmentaire
rétinien.

L'acquisition d'une pigmentation est un processus complexe, qui nécessite que le
systéme pigmentaire se développe correctement au niveau embryonnaire et que tous les
éléments impliqués dans le processus de pigmentation (mélanogenése, biogenése et
transport des mélanosomes, et finalement transfert des mélanosomes aux kératinocytes) soit
fonctionnel.

La pigmentation mélanique est génétiquement prédéterminée.

Cependant elle peut étre régulée par les rayonnements ultraviolets (UV), ainsi que
par de nombreux agents (hormones, peptides, médiateurs chimiques) qui sont capables de
stimuler ou d'inhiber la pigmentation cutanée. On peut distinguer une pigmentation
constitutionnelle et une pigmentation facultative.

La différenciation des mélanocytes ou mélanocytogenése est couramment subdivisée
en quatre étapes :

- Le développement et la migration des mélanoblastes depuis la créte neurale vers les sites
périphériques

- La différentiation des mélanoblastes en mélanocytes,

- La survie et la proliféeration des mélanocytes,

- La synthése de la mélanine ou meélanogenése.

l.a Les mélanocytes

Les mélanocytes sont des cellules dendritiques pigmentogénes, issues de la créte
neurale, situées principalement au niveau de la couche basale de I'épiderme. lls assurent la
pigmentation de la peau. lls se divisent peu sauf sous l'effet de stimulations telles que la

stimulation ultraviolette.

Le systéme mélanocytaire comprend en plus de ce compartiment épidermique
majoritaire, un compartiment folliculaire et un compartiment trés minoritaire correspondant
aux mélanocytes des muqueuses et des yeux. La masse mélanocytaire active et

fonctionnelle de la peau peut étre estimée de 1 a 1,5 cm3 chez un individu adulte.
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Au niveau de la couche basale de I'épiderme, il y a 1 mélanocyte pour 5 a 10
kératinocytes. Les mélanocytes forment avec les kératinocytes voisins des unités
épidermiques de mélanisation. Chaque mélanocyte établit ainsi des contacts avec une
moyenne de 30 a 40 kératinocytes. C’est au sein de cette unité que les mélanosomes,

organelles contenant la mélanine sont transférés au kératinocyte.

Le positionnement des mélanocytes dans I'épiderme est stabilisé par des intéractions
avec les kératinocytes et certains constituants de la membrane basale faisant intervenir
plusieurs intégrines. La cadhérine-E, exprimée in vitro par les mélanocytes et les

kératinocytes, semble jouer un réle important dans les interactions mélanocyte-kératinocyte.

Il existe une variation de la densité des mélanocytes d’'une région a l'autre du
tégument. Ainsi les zones comme la face, les avant-bras et la région génitale (2 000/mm2)

ont une densité mélanocytaire plus importante que le reste du corps (900-1 500/mm?2).

La différence existant entre les divers phototypes ne provient pas du nombre de
mélanocytes mais de leur activité pigmentogéne et du transfert de la mélanine au sein de
chaque UEM. Le mode de distribution de ces mélanosomes dans les kératinocytes aurait

aussi une influence sur la coloration finale du tégument (Fitzpatrick et al, 1979).

Des facteurs génétiques et environnementaux (exposition aux UV) font varier la

densité mélanocytaire, ainsi que la sénescence et certains facteurs hormonaux.

Les mélanocytes du compartiment folliculaire sont localisés au niveau de
linfundibulum de la paroi de la tige pilaire et dans la partie supérieure du bulbe pilaire au
contact du sommet de la papille dermique. Les phases du cycle pilaire influencent la
croissance et I'activité mélanogénique des mélanocytes. Comme dans I'épiderme, le nombre
de mélanocytes folliculaires va en décroissant avec I'dge, entrainant a partir de la troisiéme
décennie un grisonnement, puis a terme un blanchiment complet de la chevelure. Une
apoptose mélanocytaire impliquant la famille d’'oncogénes Bcl-2 pourrait intervenir dans ce

phénoméne de dépopulation mélanocytaire.
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I.b Développement des mélanocytes

I.b.1 Le développement et la migration des mélanoblastes depuis la créte neurale vers

les sites périphériques

I.b.1.1. Le développement des mélanoblastes

Les mélanocytes ont pour précurseurs les mélanoblastes, cellules dérivées de la
créte neurale. Toutes les cellules pigmentées a I'exception des cellules de I'épithélium

pigmentaire rétinien (RPE) de I'oeil dérivent de la créte neurale.

Les crétes neurales sont des structures transitoires des embryons de vertébrés, qui

apparaissent a la jonction entre I'ectoderme et le tube neural (Figure 2).

Les cellules de la créte neurale s’individualisent lors de la fermeture de la gouttiére
neurale et migrent ensuite le long de voies définies jusqu’a des régions spécifiques de
'embryon, ou elles terminent leur différenciation pour former outre les cellules pigmentaires,
plusieurs lignées cellulaires, telles que des cellules de gliales, certains neurones (ganglions
spinaux, ganglions entériques), les cellules de la médullosurrénale et certaines cellules

osseuses et mésenchymateuses du squelette facial (Le Douarin and Dupin, 1993).

La destinée des cellules de la créte neurale est restreinte en fonction de leur site
d’origine le long de I'axe neural. Des cellules de crétes neurales sont déterminées en tant
gue mélanoblastes dans la zone de migration constituée par I'espace situé entre la surface
dorsale du tube neural, les somites et I'épiderme.

La spécification est un processus par lequel une cellule indifférenciée commence a exprimer
des marqueurs et a développer le comportement spécifique d’'un de ses dérivés potentiels.
La spécification des cellules de la créte neurale détermine la voie de migration. Cette
différence de comportement migratoire est influencée par I'expression de molécules signales

et de récepteurs a la surface cellulaire (Le Douarin and Dupin, 1993).

I.b.1.2. La migration des mélanoblastes

Dés la sortie du tube neural, les deux populations cellulaires neurogéniques et
mélanogéniques dérivées de la créte neurale ont des propriétés migratoires distinctes. Les
cellules de la créte neurale neurogéniques migrent ventralement le long du tube neural puis
a travers les somites jusqu’a leur site ou elles forment les ganglions. Les cellules de la créte
neurale mélanogéniques migrent selon une voie dorsolatérale entre I'ectoderme et le

dermomyotome (occasionnellement quelques mélanoblastes passent par une voie ventrale).
13



Dés la huititme semaine de vie embryonnaire chez ’homme, ils vont pénétrer et proliférer
dans le mésoderme sous-épidermique, puis coloniser I'épiderme et les follicules pileux.

Des mélanoblastes, en empruntant les mémes voies de migration, vont également
coloniser certaines structures oculaires (choroide, stroma ciliaire et irien), auditives (organe

vestibulaire, strie vasculaire du canal cochléaire) et nerveuses (leptoméninges).

Figure 2. Schéma du développement des crétes neurales et de la formation a partir de la plaque
neurale du tube neural. Replis de la plaque neurale qui forme la gouttiére neurale puis s’individualise
en tube neural .(d'aprés www.embryology.ch/francais/vcns/tubecrete04.html)

Légende :

1. épiblaste 4. Neuroépithelium

2. bourrelets neuraux 5. canal épendymaire
3. cellules des crétes neurales en migration 6. tube neural
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I.b.2 Régulation génétique de la mélanocytogenése

La mélanocytogenése est une suite d’étapes complexes qui fait intervenir de
nombreux génes. La compréhension de ses mécanismes a été guidée par I'étude de lignées
de souris présentant différents troubles de la pigmentation et dont la sélection a permis le

clonage de génes intervenant dans la mélanogenése de la Souris et de 'Homme.

Lors de I'embryogenése et en période post-natale, les mélanoblastes expriment une
série de génes de développement. Ces génes appartiennent a deux catégories : des génes
codant des facteurs de transcription et des génes intervenant dans des voies de signalisation
impliquées dans la communication intercellulaire. lls peuvent intervenir dans la survie des
cellules du lignage mélanocytaire et/ou une ou plusieurs étapes de leur développement : leur
détermination, leur migration, leur prolifération, la colonisation des différents tissus cibles, et

enfin leur différenciation en mélanocytes (Erickson and Goins, 1995).

Les principaux sont les génes codant les facteurs de transcription MITF
(Microphtalmia-associated transcription factor), PAX3 (paired box gene 3) et SOX10 (SRY-
box containing gene 10) ainsi que des génes intervenant dans les voies de signalisation du
récepteur a activité tyrosine-kinase KIT et celle du récepteur EDRNB (endothelin receptor
type B). Ces génes sont exprimés séquentiellement par les mélanoblastes au cours de leur

différentiation (Aubin-Houzelstein et al., 2008).

I.b.2.1. Les facteurs de Transcriptions

Microphtalmia (MITF) :

C’est une protéine appartenant a une famille de facteurs de transcription impliqués
dans les processus de prolifération et de différenciation cellulaire et dans la régulation du
développement. Il s’agit d’'une protéine intégratrice clé dans la cascade régulatrice de la
pigmentation (Widlund and Fisher, 2003).

L’étude de ce géne a été réalisée initialement chez la Souris a partir des mutants
microphtalmia qui lui ont donné son nom : Microphtalmia-associated transcription factor
(Mitf). Chez I'Homme, le géne MITF est localisé en 3p12.3-p14.1 et s'étend sur 230
kilobases (kb). Il inclut 13 exons. 5 promoteurs alternatifs ont été décrits induisant la
production de 9 isoformes différentes. Cette organisation est conservée chez la Souris et

’homme.
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Différents génes régulent I'expression de MITF :

+ SOX10, en combinaison avec PAX3, régule I'expression de MITF

SOX10 se lie au promoteur de MITF et se comporte comme un activateur fort de
I'expression de MITF. Une forme mutée de la protéine SOX10 réprime de fagon dominante
négative I'expression de MITF. Il semble que I'activation de I'expression de MITF par SOX10
était stimulée par PAX3. Cette transactivation est directe : le promoteur de MITF comporte
plusieurs sites de fixation pour SOX10. Le promoteur de MITF comporte également un site
de liaison a PAX3. Ainsi, les facteurs de transcription SOX10 et PAX3 interviennent en
synergie dans I'établissement de l'expression de MITF dans les cellules du lignage

meélanocytaire.

* Interactions entre KIT et MITF

Chez la Souris, il a été montré que Kit et Mitf interagissaient génétiquement. Des
cultures de crétes neurales de souris ont permis de montrer que l'initiation de I'expression du
géne Mitf était indépendante de KIT mais que la différentiation des mélanoblastes en
mélanocytes était dépendante de KIT. De plus, le promoteur du géne Kit contient une M-box
(boite M) et I'expression de Kit peut étre induite par MITF via la boite M. Dans les
mélanoblastes, MITF est requis pour augmenter I'expression de Kit mais pas pour l'initier. De
plus, dans les mélanocytes normaux et issus de mélanomes en culture, la voie de
signalisation KIT/KITL conduit a une augmentation de la phosphorylation de MITF (Hou and
Pavan, 2008).
Une fois phosphorylé, MITF s’associe au co-activateur transcriptionnel p300 pour activer la
transcription de génes cibles(Sato et al.,, 1997). D’autres expériences ont montré que la
phosphorylation de MITF entrainait sa dégradation.
Ainsi KIT et MITF ont donc des interactions trés complexes. MITF semble nécessaire pour le
maintien de I'expression de Kit dans les mélanoblastes. La voie de signalisation KIT/KITL

semble quant a elle moduler I'activité et la stabilité de MITF dans les mélanocytes en culture.

» Régulation de I'expression de MITF par le signal WNT/Bcatenin (Goding, 2000)

I a été montré que la protéine WNT pouvait réguler I'expression de MITF. La
présence d’un signal Wnt entraine une augmentation de la concentration en 3-caténine dans
la cellule. La B-caténine est transloquée vers le noyau ou elle forme un complexe avec les
membres de la famille de facteurs de transcription LEF (Lymphoid Enhancer Factor).
Comme Sox10, les protéines de la famille Lef appartiennent a un groupe de protéines de
régulation possédant une boite de type High Mobility Group. La présence de Lef1 seul, sans

expression de WNT et donc sans B-caténine a un effet répresseur de MITF tandis que le
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complexe B-catenines/Lef1 augmente son expression. L'expression de WNT aurait donc un

role de dé-répression sur LEF1(Slominski et al., 2004).

» Régulation de I'expression de MITF par 'AMPc (Bertolotto et al., 1998)

Dans le mélanocyte, la fixation de I'aMSH (Melanocyte Stimulating Hormone) sur son
récepteur MC1R (Melanocortin 1 Receptor) induit I'élévation d'un second messager : I'AMPc
(adénosine monophosphate cyclique ou AMP cyclique). L'isolement du promoteur de MITF a
révélé la présence d'un élément de réponse a I'AMPc appelé CRE (cAMP Response
Element). Une élévation du niveau d'AMPc entrainerait I'augmentation de la concentration
cellulaire en MITF.

L'action de 'AMPc serait indirecte, une cascade de phosphorylations aboutissant a la
phosphorylation de CREB (cAMP Response Element Binding Protein) permettrait la fixation

de celui-ci sur CRE et la stimulation de I'expression de MITF.

FOXD3 :

FOXD3 est un facteur de transcription. |l réprime la transcription de Mitf durant les
phases précoces de la migration des cellules de la créte neurale et généralement réprime la
spécification des mélanoblastes et la mélanogeneése. Il a été montré que FoxD3 régulait ainsi
le switch entre les cellules gliales dérivées de la créte neurale et cellules mélanocytaires

(Thomas and Erickson, 2009). L’expression de FoxD3 est régulé par les voies Wnt et BMP.

PAX3 :

C’est un facteur de transcription dont I'action n’est pas clairement établie. Une
interaction PAX3-MITF serait en jeu : PAX3 stimulerait 'expression de MITF en se liant

directement sur son promoteur (Bondurand et al., 2000).

Le géne PAX3 appartient a la famille des génes PAX qui sont hautement conservés.
Cette famille code des facteurs de transcription caractérisés par la présence d'un domaine
de liaison a I'ADN, le domaine paired. Certaines protéines PAX dont la protéine PAXS3,
possédent un autre domaine de liaison a I'ADN, I'hnoméodomaine. Ce domaine permet la
reconnaissance de la séquence palindromique 5'-TAAT(N)2-3ATTA-3' par les protéines
dimérisées. Entre le domaine paired et 'homéodomaine, un domaine composé de huit
acides aminés a été identifié sur toutes les protéines PAX, excepté PAX4 et PAX6. Des

délétions de cet octapeptide suggérent que ce domaine est impliqué dans une activité
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d'inhibition de la transcription, alors que la partie carboxy-terminale des protéines PAX serait
un domaine d'activation de la transcription.

Des études portant sur des mutants de Souris Pax3 ont montré que PAX3 est requis pour la
migration et la prolifération des mélanoblastes, ainsi que pour leur différentiation en

mélanocytes (Hornyak et al., 2001).

SOX10:

SOX10 est un facteur de transcription impliqué dans le développement et la survie
des mélanoblastes, qui agit indirectement sur ces cellules en stimulant I'expression du MITF
en coopération avec PAX3. Cette action passe ainsi par la transactivation concomitante par
SOX10 et PAX3 du promoteur du géne du MITF (Bondurand et al., 2000).

SOX10 appartient a la famille des génes SOX. Les protéines SOX sont des facteurs
de transcription caractérisés par un domaine de liaison a I'ADN homologue au domaine HMG
(High Mobility Group) du géne SRY qui détermine le sexe chez les Mammiféres. Vingt
protéines SOX ont été identifices chez les Mammiféres, elles sont largement exprimées
durant I'embryogenése. Les protéines SOX ont été classées dans différents groupes en
fonction des acides aminés de leur domaine HMG. La protéine SOX10 fait partie du sous-
groupe E avec les protéines SOX8 et SOX9. Les protéines SOX possédent une capacité trés
forte a se lier a I'ADN. Elles sont impliquées dans l'architecture de la conformation
tridimensionnelle du complexe ADN-multiprotéines sur les promoteurs et les séquences
régulatrices, conduisant ainsi a la transcription des génes. Les protéines SOX sont
impliquées dans de nombreux processus du développement, dont la détermination sexuelle
et le développement des crétes neurales. Elles interviennent dans le devenir des cellules au
cours du développement. Les protéines SOX sont largement exprimées lors de
I'embryogenése. Chez I'adulte, elles sont exprimées dans une large variété de tissus et de
types cellulaires et chacun des génes codant les protéines SOX a un profil d'expression
précis. Au cours du développement, SOX70 est exprimé dans les ganglions sympathiques
dorsaux et craniaux, dans les ganglions entériques, ainsi que dans les cellules localisées
dans la voie de migration dorso-latérale empruntées par les mélanoblastes en migration.
Toujours a l'aide de mutants de souris, il a été montré que SOX70 interviendrait dans la

survie précoce et la détermination tardive des mélanoblastes(Potterf et al., 2001).
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I.b.2.2. Les génes intervenant dans les voies de signalisation

c-Kit :

C-Kit est un récepteur membranaire exprimé a la surface des mélanoblastes. Son
ligand le stem cell factor (SCF) ou mast cell growth factor (MGF). Ceci fait évoquer un role
du couple c-Kit/SCF dans la migration et/ou la survie des mélanoblastes via une fonction

antiapoptotique (Steel et al., 1992).

La voie de signalisation KIT/KITL est impliquée dans la migration, la prolifération
et/ou la survie de quatre types cellulaires différents : les mélanoblastes issus des crétes
neurales, les cellules hématopoiétiques dont les érythrocytes et les mastocytes, les cellules
germinales et les cellules interstitielles de Cajal. Les roles de cette voie de signalisation ont
été découverts pour ces quatre types cellulaires par I'étude des modéles murins mutants Kit
et Kitl. Le protooncogéne KIT code un récepteur trans-membranaire appartenant a la famille

des récepteurs a activité tyrosine kinase (Chabot et al., 1988).

Le géne KITL code le ligand de la protéine KIT, appelée KITL, MGF (Mast cell
Growth Factor) ou SCF (Stem Cell factor). La protéine KITL existe sous forme soluble ou
associee a la membrane plasmique des cellules. Le mécanisme de transduction du signal
par le couple KIT/KITL est analogue a celui des autres récepteurs a activité tyrosine-kinase,
activant la voie des Ras-MAP Kinases. Durant I'embryogenese, la migration et la localisation
des précurseurs des mélanoblastes sont guidés par la voie de signalisation KIT/KITL. En
I'absence des protéines KIT ou KITL fonctionnelles (étude de mutants nuls Kit de Souris), les
précurseurs des mélanocytes semblent stopper leur migration et disparaissent peu de temps
aprés. La voie de signalisation KIT/KITL est donc impliquée dans la migration des

précurseurs des mélanocytes, puis dans leur survie.
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Endothéline-3 (EDN3):

Les endothélines appartiennent a une famille de peptides de 21 acides aminés
composée de trois membres. Elles ont une activité vasoconstrictrice. Chez la Souris, les trois
endothélines sont codées par les génes Edn1, Edn2 et Edn3 (endothélines 1, 2 et 3).
Chacun de ces génes codent une pré-pro-endothéline qui est convertie en endothéline par
protéolyse. Les précurseurs des endothélines sont clivés par deux protéases pour produire
les endothélines matures et actives. Les pré-proendothélines sont clivées par des
endopeptidases pour former des intermédiaires biologiquement inactifs appelés grosses-
endothélines. Les grosses-endothélines sont ensuite clivées par des enzymes de conversion
de l'endothéline : Endothelin Enzyme Convertase (ECE) pour donner la forme active de

I'endothéline.

Les endothélines actives se lient a deux récepteurs distincts : EDNRA (Récepteur de
type A de l'endothéline) et EDRNB (Récepteur de type B a I'endothéline) qui appartiennent a
la famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G. Les
récepteurs sont codés respectivement par les génes Ednra et Ednrb chez la Souris. La
protéine EDNRB peut lier EDN1, EDN2 et EDN3 avec une méme affinité, alors que la
protéine EDNRA lie préférentiellement EDN1 et EDN2.

Le couple EDN1/EDNRA est essentiel eu développement des tissus céphaliques
dérivés des cellules des crétes neurales chez la Souris. Au contraire, le couple
EDN3/EDNRB est essentiel au développement des mélanocytes et des neurones
entériques. Il a été montré, chez la Souris, que 'EDN3 était in vitro un puissant mitogéne des
cellules pluripotentes des crétes neurales et un inducteur de la différenciation de ces cellules
vers les lignées mélanocytaire et gliale et que la voie EDN3/EDNRB était nécessaire a la

migration des meélanoblastes.
I.b.3 Différentiation des mélanoblastes en mélanocytes

La différenciation mélanocytaire est marquée par [l'acquisition d’'une activité
tyrosinase, la présence de mélanosomes matures dans le cytoplasme et la formation de

dendrites. Les mélanosomes sont des lysosomes modifiés, spécifiques des mélanocytes. Le

mélanocyte conserve un potentiel mitotique aprés différenciation.
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l.c Mélanogenése et formation du mélanosome

l.c.1 Mélanogenése

l.c.1.1. Principaux types de mélanines

Les mélanines sont des polymeéres. Il s’agit d’'un ensemble de molécules proches
présentant différents degrés de polymérisation et d’oxydation (Slominski et al., 2004). Ces
propriétés physicochimiques sont utilisées pour classer les mélanines en deux grands types,

les eumélanines et les phaeomélanines :

— les eumélanines sont des mélanines de haut poids moléculaire, de couleur brune ou noire,
insolubles dans la plupart des solvants. Elles résultent de la polymérisation oxydative de
divers précurseurs indoliques a structure cyclique dérivés de la dopaquinone, en particulier
la 5,6-dihydroxyindole (DHI). Leur couleur noire ou foncée découle de leur structure cyclique

qui piége la lumiére ;

— les phaeomélanines sont des mélanines de couleur jaune orangé, solubles dans les bases,
ayant des teneurs élevées en azote et en soufre. Elles proviennent de la polymérisation

oxydative des cystéinyl-dopas ;

— les mélanines « mixtes » : la classification biochimique des mélanines en deux types bien
distincts est schématique. Une copolymérisation impliquant des monomeéres d’eumélanines
et de phaeomélanines peut survenir in vivo, avec un mélange en quantité variable des deux

types de pigments.

l.c.1.2. Biosynthése des mélanines et contréle enzymatique de la mélanogenése

La mélanogenése résulte d’'une succession de réactions catalysées par différentes

enzymes dont trois sont bien caractérisées : la tyrosinase, la TRP-1 et la TRP-2.

Ces trois enzymes sont des protéines transmembranaires siégeant dans la paroi des
mélanosomes. Elles possédent environ 40 % d’homologie de séquence. Les régions
conservées correspondent aux domaines fonctionnels importants comme la partie C-
terminale (peptide signal), le domaine transmembranaire, deux sites de liaison au cuivre et
trois régions riches en cystéines impliquées dans le repliement correct et le maintien du

domaine N-terminal (Klabunde et al., 1998).
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Elles sont synthétisées sous forme de protéines d’environ 55 kDa, qui vont maturer et

subir des modifications post traductionnelles dans I'appareil de Golgi, avant d’étre délivrées

aux mélanosomes sous forme de protéines matures glycosylées d’environ 75 kDa (Kwon,

1993). La transcription et la fonction des 3 enzymes (tyrosinase, THI, PAH) sont régulées par

le 3’,5’-cyclic adénosine monophosphate (CAMP) cAMP response element. Ainsi, 'AMPc est

un régulateur clé de la mélanogenése. Les récepteurs qui stimulent la synthése d’AMPc

incluent le MC1R, b-MSH /MC4R, le récepteur b2-adrénergique, le récepteur muscarinique
(Schallreuter et al., 2008).

La tyrosinase est codée par le locus albino de la souris ; le géne est localisé sur le
chromosome 11 chez 'homme. Elle catalyse les deux premiéres réactions de la voie
de synthése des mélanines, I'’hydroxylation de la tyrosine en dopa et I'oxydation de la
dopa en dopaquinone (Kdrner and Pawelek, 1982). Elle constitue ainsi I'enzyme
limitante de la mélanogenese. Une activité DHI oxydase lui a également été associée
(Hearing, 1987).

La TRP-1 est codée par le locus Brown de la souris (chromosome 9 chez 'homme).
Sa fonction principale est d’oxyder l'acide 5,6-DHI-2 carboxylique (DHICA) en acide
indole-5,6-quinone-2 carboxylique (Manga et al., 2000). Tyrp1 a également un réle
important dans la stabilisation de la tyrosinase dans les mélanosomes (Jiménez-
Cervantes et al., 1998; Kobayashi et al., 1994; Winder et al., 1994).

La TRP-2 ou dopachrome tautomérase (DCT) est codée par le locus slaty de la
souris (chromosome 13 chez 'homme). Elle posséde la capacité d’isomériser la
dopachrome en DHICA. En I'absence de TRP-2, la dopachrome peut cependant étre

spontanément convertie en 5,6-DHI.
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Figure 5. Comparaison des structures exon-intron des génes de la famille tyrosinase (d’aprés (Sturm
et al., 2001). En haut, illustration schématique de la structure générique des membres de la famille
tyrosinase montrant la position du peptide signal (SS), de la région Epidermal Growth factor-like
(EGF), des deux domaines catalytiques (Metal-binding A et B), de la région riche en cystéines (Cys-
rich) et du domaine transmembranaire (TM). En dessous figurent des représentations des protéines
TYR, TYRP1 et TYRP2 (DCT) avec les exons symbolisés par des boites. La numérotation des introns
dans la partie codante est indiquée en chiffre romain au-dessus des jonctions, et la phase des introns
en-dessous. Les interruptions de phases sont notées 0 — entre deux codons, 1 — entre le premier et le
second nucléotide du codon, 2 — entre le deuxieme et le troisieme nucléotide du codon.

La synthése de mélanine a pour substrat un acide aminé, la tyrosine, transformée par
oxydation successivement en 3-4 dopa, puis en dopaquinone en présence d’oxygéne
moléculaire sous l'action de la tyrosinase. Les voies de synthése divergent a partir de la
synthése de la dopaquinone, impliquant TRP-1 et TRP-2 dans l'eumélanogenése, et
lincorporation de dérivées soufrés dans la phaeomélanogenése. La synthése de
phéomélanines dépend de la concentration en cystine. La dopaquinone est comme les

autres quinones un composé tres réactif et ainsi :

1/ En 'absence de groupements thiols (cystéine et/ou glutathion, GSH), la dopaquinone subit

une réaction de cyclisation intramoléculaire pour donner naissance au leucodopachrome,
molécule incolore possédant un noyau orthodiphénolique (forme réduite)(Riley, 1999). Le
leucodopachrome est ensuite oxydé en dopachrome, molécule colorée possédant un noyau
orthodiquinonique. Puis une réaction d’oxydo-réduction se produit entre ces deux composés
pour donner naissance a la dopa (diphénol) et au dopachrome (diquinone) colorée (d’ Ischia
etal., 2013).

- Le dopachrome ainsi formé peut suivre deux voies : la premiére est sa transformation en
acide 5,6-Di-Hydroxy-Indole-2 Carboxylique (DHICA) sous l'action de la dopachrome
tautomérase ou TRP -2. Ce composé est ensuite oxydé en DHIC-quinone sous I'action de la

DHIC-oxydase ou TRP-1. TRP-1 joue également un rdle important dans la stabilité de la

23



tyrosinase. La polymérisation des molécules de DHIC-quinone conduit aux eumélanines

brunes, solubles en raison du caractére hydrophile des groupements carboxyliques.

- L’activité du TRP1 ou du TRP2 joue un réle important dans la qualité et la quantité des
eumélanines produites. La deuxiéme voie est la décarboxylation du dopachrome en 5,6-Di-
Hydroxy-Indole (DHI) qui sera oxydé par la tyrosinase en DHI-quinone. La polymérisation
des molécules de DHI-quinone conduit aux eumélanines noires, insolubles en raison de
'absence de groupements carboxyliques. Les eumélanines mixtes sont des polymeéres trés
hétérogénes consistant en un mélange de résidus de DHI et de DHIC sous forme réduite
incolore (orthodiphénol) et oxydée colorée (orthodiquinone) unis par des liaisons C-C trés

solides entre les carbones 2, 4 et 7deDHI et les carbones 4 et 7 du DHIC.

2/ En présence de groupements thiols, la dopaquinone donne naissance a des produits

d’addition, principalement la 5-S—cystéinyldopa (5-S-CD). L’oxydation ultérieure des
molécules de 5-S-CD conduit aux phéomélanines via la production d’intermédiaires
benzothiaziniques. La formation des phéomélanines ne nécessite que lactivité de la

tyrosinase.

Le point le plus critique dans la commutation entre eumélanine et phéomélanine est
le suivant : la réaction d’addition entre la cystéine et la dopaquinone se déroule plus vite que
la réaction de cyclisation intramoléculaire. Ces aspects cinétiques indiquent que la
phéomélanogénése se produit préférentiellement lorsque la cystéine est présente, méme a

de faibles concentrations (Benathan et al., 1999).
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Figure 6. Schéma des voies de synthése des mélanines.
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l.c.1.3. Autres protéines impliquées dans la mélanogenése

La protéine P : c’est une protéine de 110 kDa de la membrane des mélanosomes, codée
par le géne situé au locus pink-eyed dilution (chromosome 15 chez I’homme). Il a été montré
que la protéine P intervient dans la régulation du pH des meélanosomes et contrble ainsi
indirectement la mélanogenése (Ancans et al.,, 2001). Elle influence la balance
eumélanine/phéomélanine. En effet, le pH est un facteur essentiel a la production de
mélanine et les variations de pH dans les mélanosomes influent directement leur activité

mélanogénique (Ancans et al., 2001).

Pmel-17 (PMEL ou gp100) : c’est une glycoprotéine de 110 kDa spécifique des
mélanocytes et des mélanomes, localisée dans la matrice des mélanosomes et codée par le
locus silver de la souris (chromosome 12 chez 'homme). Pmel17 joue un rdle essentiel
dans les premiéres étapes du développement des mélanosomes en formant aprées clivage
protéolytique une matrice amyloide fibrillaire permettant le dépét de la mélanine. La région
N-terminal (NTR) de PMEL n’est pas un composant des fibrilles mais est essentiel a leur
formation. La séquence NTR fonctionne en cis pour guider I'agrégation du domaine PKD
(polycystic kidney disease) dans le core de la matrice mélanosomale. Cette étape est
essentielle a la stabilisation et a la maturation protéolytique terminale en trans des
précurseurs des fragments fibrillogénes secondaires (Leonhardt et al., 2013). Le domaine

NTR de PMEL contrdle 'assemblage hiérarchique des fibrilles mélanosomales.

Membrane associated transporter protein (MATP) : c’est une protéine de la paroi des

mélanosomes dont la fonction exacte est inconnue. Il s’agit d’'une protéine a 12 domaines
transmembranaires, avec probable fonction de transporteur membranaire. Elle est codée par
le géne SLC45A2. Elle est impliquée dans le traffic intracellulaire de la tyrosinase vers le
mélanosome permettant sa maturation normale. Le déficit de SLC45A2 conduit a une

sécrétion extracellulaire prématurée de la tyrosinase (Costin et al., 2003).

La protéine membranaire canalaire transporteur de cystine/glutamate est codée par le
géne SLC7A11 et joue un rdle majeur dans la régulation de la phéomélanine dans les
mélanocytes, ayant peu d'effet sur I'eumélanine. Des mutations de ce géne sont
responsables chez la souris du phénotype sut (subtle grey) qui associe une dilution
pigmentaire a des anomalies plaquettaires avec allongement du temps de saignement et
présence de granules denses plaquettaires (Swank et al., 1996). De plus le, transport de la
cystéine est essentiel pour la prolifération, la production de glutathion et la protection des

cellules en culture contre le stress oxydatif (Chintala et al., 2005). Enfin SLC7A11 semble

26



réguler le transport de la Tyrosinase et son déficit entraine une accumulation de la tyrosinase

dans le Reticulum Endoplasmique.

La protéine NCKX5 code une protéine membranaire intracellulaire localisée au niveau du

réseau trans golgien (Ginger et al.,, 2008). Il s’agit d’'une protéine de transport
calcium/sodium potassium dépendant. Elle est impliquée dans la régulation de la
mélanogenése via un mécanisme faisant intervenir le métabolisme des stérols (Wilson et al.,
2013). Elle est codée par le géne SLC24A5.

l.c.2 Formation du mélanosome

La synthése des mélanines s’effectue dans les mélanosomes, organites
cytoplasmiques spécifiques des mélanocytes appartenant a la lignée lysosomiale (LRO
Lysosomes related organelles). Ces deux organelles possédent en commun un
compartiment interne acide, des protéines membranaires, les LAMP (Lysosome-associated-

membrane-protein) et des hydrolases acides.

Le mécanisme de maturation des mélanosomes proposé par Seiji en 1961 a été
confirmé par d’autres travaux (Basrur et al., 2003; Kushimoto et al., 2003; SEIJI et al., 1961).
Celui-ci se déroule en quatre stades : prémélanosome ou mélanosome stade | qui présente
une forme quasi-sphérique et une matrice amorphe. Le mélanosome au stade Il acquiert une
forme ovoide allongée avec la formation d’'une structure interne fibrillaire. Au stade lll, le
dépb6t de mélanine synthétisée par les enzymes de la famille tyrosinase (Tyr, Trp1 et Trp2),
sur la structure fibrillaire est évident et atteint un maximum au stade IV ou les structures
internes ne sont plus visibles. Tout au long de leur synthése dans la région périnucléaire des
mélanocytes, les mélanosomes subissent une maturation morphologique et sont transportés
vers I'extrémité des dendrites mélanocytaires. Dans I'épiderme et les follicules pileux, ils sont
ensuite transférés aux kératinocytes, ou ils sont progressivement éliminés lors de la
différenciation des kératinocytes qui s’accompagne de leur ascension vers la surface de
I'épiderme (Mantoux F et Ortonne JP, 2003).

Les mélanosomes matures de stades Ill et IV résultent de la fusion de
prémélanosomes (mélanosomes stades | et IlI) contenant les protéines de structure
spécifiques des mélanosomes, avec des vésicules recouvertes de clathrine en provenance
directe du trans-Golgi et transportant la machinerie enzymatique de la mélanogenése
(tyrosinase ; TRP-1 ; TRP-2)(Jimbow et al., 2000).
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Le mélanosome de type | ou endosome tardif est le précurseur commun qui pourra
ensuite se différencier en phéomélanosomes ou en eumélanosomes en fonction de deux

signaux de différenciation spécifique :

- lalpha-MSH (Melanocyte Stimulating Hormone) et la protéine signal Agouti ou ASP
(Agouti Signal Protein) qui agissent sur le méme récepteur MC1R (Melano Cortine -
1) situé a la surface du mélanocyte.

- la biodisponibilité de la cystéine, cystéine libre ou sous forme de tripeptide, le
glutathion. Les prémélanosomes ne dérivent pas du Golgi mais se forment a partir
d’endosomes particuliers, les « endosomes recouverts », qui semblent dériver des
endosomes précoces et correspondre a une forme intermédiaire entre endosomes

précoces et tardifs.

La formation des prémélanosomes se fait par enrichissement progressif des «
endosomes recouverts » en protéines structurales fibrillaires des mélanosomes telles que
pmel-17. (Berson et al., 2001). Celles-ci sont acheminées dans des vésicules dérivées du

trans-Golgi vers les endosomes recouverts avec lesquels elles vont fusionner.

D’autres vésicules, recouvertes de clathrine, issues elles aussi du trans-Golgi et
transportant la machinerie enzymatique de la mélanogenése, vont ensuite venir fusionner
avec les prémélanosomes pour former les mélanosomes matures (Sitaram and Marks,
2012).

Des mécanismes de tri et d’adressage sont propres a chacune de ces voies (Sitaram
and Marks, 2012). La maturation et I'assemblage corrects des protéines dans le réticulum
endoplasmique puis le Golgi est nécessaire a leur transport correct vers leur destination
finale. Les cellules possédent un systéme de contréle faisant intervenir des molécules
chaperonnes telles que la calnexine, la calréguline. Les calnexines interviennent dans la
maturation et I'assemblage des glycoprotéines comme la Tyrosinase (Branza-Nichita et al.,
1999; Toyofuku et al., 1999). La Calnexine a une affinité spécifique pour les oligosaccharides
asparagine-like monoglycosylés (Glu1Man9-8GlucNAc?2), ils sont formés par I'excision des
premiers et seconds glucoses (G) de [loligosaccharide initial core triglycosylé
(Glu3Man9GIlucNAc2) par l'action séquentielle de la glucosidase | puis Il. Seules les
protéines correctement maturées sont transportées vers le réseau golgien. Les
glycoprotéines venant d'étre synthétisées sont transportées sélectivement jusqu’'aux
granules secrétoires (e.g. lysosome, endosome, melanosome) via le systeme de
reconnaissance du Mannose-6-Phosphate (Jimbow et al., 2000). Les protéines impliquées

dans la synthése de mélanine (tyrosinase, TRP-1, TRP-2) sont transportées vers les
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mélanosomes et les endosomes tardifs. Les protéines Lamp-1, -2 et -3 sont présentes a
intérieur ou associés a la face externe des membranes des endosomes tardifs, des

lysosomes et des mélanosomes.

D’autres protéines impliquées dans la biogenése des mélanosomes et de divers
organites issus de la lignée lysosomale, tels que les granules denses plaquettaires et les

granules lysosomaux leucocytaires, ont été identifiées (Huizing et al., 2002):

— HPS-1 est une protéine des mélanosomes codée par le locus Pale ear chez la souris
(Feng et al., 1997). Il s’agit d’'une protéine cytosolique, de structure originale, ne partageant
aucune homologie avec d’autres protéines connues. Elle interviendrait dans la biogenése

des prémélanosomes (Nguyen et al., 2002).

— AP-3 est un complexe adaptateur interagissant avec la clathrine. Il se localise aux
endosomes précoces et interviendrait dans le tri et le transport des protéines du réseau post-

golgien et/ou du compartiment endosomal vers les mélanosomes (Theos et al., 2005).

— CHS-1 est une protéine de la membrane des mélanosomes codée par le locus Beige chez
la souris (Spritz, 1998). La taille des lysosomes est régulée par une balance entre fusion et
fission des vésicules. CHS1 interviendrait dans I'organellogenése en activant la fission de

certains organites intracellulaires, comme les mélanosomes (Durchfort et al., 2012).

— OA1 est une protéine membranaire siégeant dans la membrane du mélanosome. Elle agit
comme régulateur du tri des protéines de la mélanogenése (TYRP1) et contréle la
maturation des mélanosomes (Giordano et al., 2009). Elle agirait avec la protéine MART1
pour contrdler l'identité et la composition des mélanosomes. La perte de fonction de OA1
entraine dans les mélanocytes un défaut de localisation de protéines mélanosomales
responsable de dépbts prématurés de mélanines dans des mélanosomes non matures et est
associé a la présence de macromélanosomes (Giordano et al., 2009). OA1 est également

présent dans la membrane des cellules de I'épithélium pigmentaire rétinien.

— La mélanoréguline est impliquée dans la biogenése des mélanosomes et régule la taille du
mélanosome en agissant comme régulateur négatif de la fusion des membranes, soit
directement sur le processus de fusion, soit indirectement en facilitant le transport vésiculaire
(Rachel et al., 2012)
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l.d Transport des Mélanosomes

I.d.1 Transport des mélanosomes dans le mélanocyte

Les mélanosomes sont transportés depuis la région périnucléaire ou ils ont été
synthétisés jusqu’a I'extrémité des dendrites mélanocytaires pendant que les mélanines y

sont synthétisées.

Le transport est actif et s’effectue en deux phases via le cytosquelette : les
mélanosomes sont d’abord transportés de I'espace périnucléaire jusqu’a la partie distale du
corps des dendrites par le réseau de microtubules, puis transférés jusqu’a la pointe de ces

derniers via le cytosquelette d’actine (Aspengren et al., 2009).

Deux moteurs moléculaires associés aux microtubules, la kinésine et la dynéine,
participeraient respectivement au transport antérograde et rétrograde des mélanosomes
dans le corps des dendrites (Byers et al., 2000; Hara et al., 2000; Wu et al., 2002).

Arrivés a la partie distale du corps des dendrites, les mélanosomes se lient a une
myosine non conventionnelle, la myosine Va, qui assure ensuite, via le réseau d’actine, leur
transport vers la pointe des dendrites (Wu et al., 2002). La protéine G appelée Rab27a a été
impliquée dans le transport périphérique des mélanosomes et assurerait la liaison physique

entre myosine Va et mélanosomes a I'extrémité des dendrites mélanocytaires (Goud, 2002).

Une troisieme molécule, la mélanophiline a été impliquée dans cette liaison. Il s’agit
d’'une protéine de la famille synaptogamine like-protein (slp), qui jouerait un réle de molécule

adaptatrice en liant d’'un cété Rab27 et de l'autre la myosine Va (Strom et al., 2002).
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Figure 9. Shéma représentant les acteurs moléculaires du Transport des mélanosomes du

mélanocyte.

31



I.d.2 Transfert des mélanosomes aux kératinocytes

Les mélanosomes sont transférés aux kératinocytes quand ils ont atteint la pointe
des dendrites. Parmi les hypothéses émises, celle d’'un processus de cytophagocytose des

extrémités dendritiques par les kératinocytes semble plus probable.

Dans un premier temps, une expansion cytoplasmique dendritique contenant de
nombreux mélanosomes entre en contact avec la membrane du kératinocyte, qui va former
un repli, puis une invagination. Celle-ci va se refermer pour former une vacuole a deux

membranes.

Le récepteur de la membrane des kératinocytes : protease-activated-receptor 2
(PAR-2) joue un rble important dans le transfert du mélanosome (Seiberg et al., 2000;
Sharlow et al., 2000). PAR-2 est un récepteur a sept domaines transmembranaires couplé a
une protéine G, activée par clivage enzymatique d’'une partie de son domaine extra-
membranaire. L’activation de PAR-2 est accrue aprés irradiations répétées par les UVB.
L’activation et I'inhibition de PAR-2 conduisent respectivement a un accroissement et a une
diminution de la pigmentation épidermique. PAR-2 agirait également sur la pigmentation de
la peau en stimulant la formation de dendrites mélanocytaires via la secrétion de
prostaglandines Pge2 et Pgf2a par les kératinocytes pouvant se fixer sur les récepteurs EP1,
EP3 et FP des mélanocytes (Scott et al., 2004).

Les cadhérines semblent jouer également un rdle majeur dans I'adhésion
mélanocyte-kératinocyte. En effet, la E-cadhérine et la P-cadhérine sont exprimées dans les
mélanocytes humains et entrainent leur adhésion aux kératinocytes de fagon calcium-
dépendante. Il existe d’autres récepteurs comme les lectines impliquées dans cette adhésion
(Van Den Bossche et al., 2006). Ces derniéres se fixent sur des sucres présents a la surface

intermembranaire.

Des réarrangements de l'actine sous-corticale semblent étre impliqués dans la
modulation de la cytophagocytose des mélanosomes par les kératinocytes (Ando et al.,
2012). La phagocytose requiert la formation de pseudopodes via des réarrangements du
cytosquelette d’actine. Les kinases liées aux intégrines (ILK) jouent un réle de modulateur
dans la dynamique du cytosquelette d’actine. Il a été montré qu’en réponse a I'activation du
récepteur du keratinocyte growth factor (KGF), I'activation de la voie Rac1 dépendante

d”’ILK, conduisant a la formation de pseudopodes et augmentait la capture des
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mélanosomes (Sayedyahossein et al., 2012). Il a également été montré que l'activité de

PAR-2 était régulée par une voie de signalisation médiée par I'insuline (Hyun et al., 2010).

Tandis que les vacuoles sont transférées vers l|'espace périnucléaire des
kératinocytes, la membrane interne, correspondant a la membrane cytoplasmique du
mélanocyte, ainsi que la membrane externe des mélanosomes sont dégradées (Van Den
Bossche et al., 2006).

I.d.3 Distribution et dégradation des mélanosomes dans les kératinocytes

Dans les kératinocytes, les mélanosomes sont contenus dans des lysosomes
secondaires et se distribuent, soit de fagon isolée, soit groupés en complexes. Il semble que
la taille, et peut-étre la composition chimique des mélanosomes, déterminent le mode de

distribution intrakératinocytaire des mélanosomes.

l.e Régulation de la pigmentation constitutionnelle

l.e.1 Controle génétique

L’étude des génodermatoses hypopigmentaires humaines et des effets des mutations
murines sur la coloration du pelage a permis l'identification d’un trés grand nombre de génes

impliqués dans les processus de pigmentation cutanée.

l.e.2 Rayonnements ultraviolets

In vivo, les rayonnements UVA et UVB de la lumiére solaire sont les principaux

stimulants de la mélanogenése (Park et al., 2009).

lls induisent aussi une augmentation de la dendricité et du nombre de mélanocytes.

lls peuvent agir sur les mélanocytes directement ou indirectement en induisant la
sécrétion de facteurs paracrines et autocrines par les kératinocytes et les mélanocytes eux-

mémes.

l.e.2.1. Effets directs des ultraviolets
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L’irradiation de culture de mélanocytes par les UVB entraine une néosynthése des
mélanines. Les UV agissent ainsi directement sur les mélanocytes. Cet effet est médié par

une augmentation de I'expression et de I'activité de la tyrosinase (Gilchrest et al., 1996).

Le principal mécanisme moléculaire en cause passerait par des dommages a I'acide
désoxyribonucléique (ADN) induits par les radiations UV, en particulier par la formation de

diméres de thymidine.

L’addition de dimeres de thymidine (qui sont généralement excisés par des enzymes
de réparation) a des mélanocytes en culture non irradiés, ou I'application topique de ces
diméres sur la peau d’un cobaye, semblent stimuler la mélanogenése comme le font les UVB
(Eller et al., 1996; Gilchrest et al., 1996).

|.e.2.2. Effets indirects des ultraviolets

De nombreux facteurs kératinocytaires dont la sécrétion peut étre augmentée par le

UV sont activateurs de la mélanogenése (Park et al., 2009).

Les milieux conditionnés de kératinocytes stimulent la croissance et la synthése des
mélanines de mélanocytes en culture. Ces effets sont amplifiés lorsque les kératinocytes
sont préalablement irradiés par les UV, suggérant que des substances sécrétées par les
kératinocytes jouent un rble prépondérant dans la croissance et la différenciation

meélanocytaire.

Les principaux sont la proopiomélanocortine, les peptides dérivés I'alpha melanocyte
stimulating hormone (aMSH), 'hormone adrénocorticotrope (ACTH), I'endothéline-1 (ET-1),

le stem cell factor (SCF), le monoxyde d’azote (NO), et I'agouti signaling protein (ASP).

* La proopiomélanocortine (POMC) et ses dérivés:

L’aMSH et 'ACTH sont des hormones polypeptidiques générées par le clivage d’un
précurseur, la pro-opiomélanocortine (POMC). L’administration d’'un analogue synthétique de
'aMSH, la norleucine-4, D-phénylalanine-aMSH (NDP-MSH) a des sujets sains induit une
pigmentation cutanée sans exposition au soleil. De plus, il est admis que les
hyperpigmentations cutanées observées dans la maladie d’Addison et la maladie de Cushing

centrale sont liées a une augmentation du taux plasmatique d’ACTH.

La mise en évidence de la capacité de synthése et de sécrétion de peptides dérivés

du POMC et de l'alpha-MSH par les kératinocytes humains en culture suggére que ces
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hormones pourraient avoir un rbéle physiologique dans la mélanogenése, en particulier
d’ordre constitutif et induit par les UV. L'alpha-MSH et la NDP-MSH entrainent sur les
mélanocytes humains en culture une augmentation de la mélanogenése, une stimulation de
lactivité de la tyrosinase, de TRP1 et TRP2, et ont dans certaines conditions une action
mitogéne (Abdel-Malek et al., 1995; Hunt et al., 1995).

La NDP-MSH induit une augmentation de la teneur en eumélanines de mélanocytes
humains en culture et a des effets moindres et variables sur le contenu en phaeomélanines.
Les effets de I'alpha-MSH sont initiés par liaison de cette hormone au récepteur MC1R,

récepteur transmembranaire exprimé a la surface des mélanocytes.

Les mutations murines au locus extension (qui code MC1R) conduisant a un
récepteur non fonctionnel, donnent des souris au pelage jaune contenant plus de
phaeomélanines que d’eumélanines (Vage et al., 1997). Chez I'homme, il semble que le
phénotype roux soit associé a des variations polymorphes du récepteur MC1R entrainant
une diminution de I'affinité du récepteur pour 'aMSH (Xu et al., 1996). L’alpha-MSH pourrait
agir dans la régulation de la mélanogenése chez ’homme, en favorisant préférentiellement la

synthése des eumélanines aux dépens de celle des phaeomélanines (Hunt et al., 1995).

*Endothéline-1 (ET-1):

ET-1, peptide de 21 acides aminés, identifié initialement pour son réle dans
’homéostasie vasculaire, régule également la mélanogeneése, I'activité de la tyrosinase et
augmente le taux de TYRP1 (Imokawa et al.,, 1995; Yada et al., 1991). L’irradiation UV
stimule la production d’'UV par les kératinocytes. ET-1 augmente le taux de MC1R et I'affinité

de ce récepteur pour I'alpha-MSH (Tada et al., 1998).

*Steel/Stem cell factor (SCF):

SCF est facteur de croissance kératinocytaire qui se lie au récepteur a activité
tyrosine kinase c-kit. La liaison a c-kit conduit a une autophosphorylation du récepteur et a
lactivation de la voie Mitogen activated protein (MAP) kinase. Les MAP kinases
phosphorylent MITF conduisant a une augmentation des enzymes de la mélanogenése
Tyrosinase, TYRP1 et TYRP2. En dehors de ce réle dans la prolifération mélanocytaire, le

SCF intervient également dans la pigmentation UV-induite (Imokawa et al., 2000).

*Médiateurs de I'inflammation :
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Les prostaglandines (PGs) et les leucotrienes, composés lipidiques dérivés de I'acide
arachidonique sont des médiateurs de la réponse inflammatoire qui agissent sur la fonction
du mélanocyte. Leur taux s’éléve en cas de coup de soleil et dans un grand nombre de
dermatoses inflammmatoires (Gilchrest et al., 1996; Ruzicka, 1989; Tomita et al., 1989a).
Les mélanocytes humains expriment des récepteurs aux PGs incluant les récepteurs de
PGE, et PGF,, PGF,, stimule la formation des dendrites mélanocytaires et active la
tyrosinase. Les radiations UV augmentent le taux de récepteurs PG sur les mélanocytes
(Scott et al.,, 2004, 2005). De la méme fagon, les leucotrienes B, et C, augmentent la
synthése de mélanine et stimulent la prolifération et la mobilité mélanocytaires. L’histamine,
secrétée par les mastocytes au cours de l'inflammation peut se lier aux récepteurs H1 et H2
sur les mélanocytes et ainsi augmenter la formation de dendrites et le taux de tyrosinase
(Gantz et al., 1991; Yoshida et al., 2000).

*Les Neurotrophines :

Les Neurotrophines (NTs) constituent une famille de molécules activatrices de la
survie des neurones dans le systéme nerveux central et périphérique (Levi-Montalcini,
1987). Il inclus le nerve growth factor (NGF), NT-3, NT-4 et le facteur neurotrophique dérivé
du cerveau(Hohn et al.,, 1990; Maisonpierre et al.,, 1990; Rosenthal et al., 1990).
L’expression de NGF sécrété par les kératinocytes, est chimiotactique pour les mélanocytes
et induit leur dendricité (Yaar et al., 1991). Apres irradiation UV, I'addition de NGF augmente
le taux de la protéine antiapoptotique Bcl2 réduisant ainsi la mort cellulaire par apoptose des
mélanocytes (Stefanato et al., 2003). Le NGF semble préserver la population mélanocytaire

qui serait déplétée par les dommages causés par les UV.

* Basic fibroblast growth factor :

Le Basic fibroblast growth factor (bFGF), connu pour étre impliqué dans la croissance
des fibroblastes, présente également une activité mitogéne pour les mélanocytes(Halaban et
al., 1987, 1988). Le bFGF est produit par les kératinocytes et agit sur les mélanocytes via
des contacts intercellulaires et induit une augmentation du de I'AMPc apreés liaison sur le
récepteur membranaire tyrosine kinase. Comme les autres cytokines kératinocytaires, la

production est accrue aprés irradiation UV (Halaban et al., 1988).

* Monoxyde d’azote :

Le monoxyde d’azote ou NO est produit par les NO synthases a partir de I'arginine.

C’est un gaz diffusible. Le NO semble stimuler la mélanogenése. En présence d’inhibiteurs
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de NO synthase, la stimulation de la mélanogenése par les UVB est inhibée (Roméro-
Graillet et al., 1996).

Dans I'épiderme, une NO synthase de type neuronal est activée par les UV,
conduisant a une augmentation de la synthése de NO par les kératinocytes et les
mélanocytes. Les effets du NO sont liés a I'activation d’'une guanylate cyclase mélanocytaire,
conduisant a une augmentation de la production d’acide guanosine monophosphorique
cyclique (GMPc). L'utilisation d’inhibiteur de guanylate cyclase bloque la stimulation de la

mélanogeneése induite par les UVB et par le NO.

Ces travaux montrent que le NO est impliqué dans une régulation paracrine et
autocrine de la mélanogenése via une augmentation du contenu intramélanocytaire en
GMPc (Roméro-Graillet et al., 1997).

Le NO n’a, en revanche, aucun effet sur la croissance mélanocytaire.

* Protéine agouti :

La protéine agouti (ou agouti signaling protein) est un antagoniste de 'aMSH, qui agit

par compétition au récepteur MC1R.

Cet effet antagoniste bloque la différenciation mélanocytaire et 'eumélanogenése
induites par 'aMSH (Suzuki et al., 1997). Ceci se traduit in vivo chez les souris surexprimant
agouti (mutation dominantes lethal yellow et viable yellow) une synthése préférentielle de
phaeomélanines au détriment des eumélanines, avec pour conséquence des animaux au
pelage jaune (Klebig et al.,, 1995). Ces souris présentent aussi une obésité avec
hyperinsulinisme, par inhibition d’un autre type de récepteur de la famille MCR, le récepteur
MCR-4 (Klebig et al., 1995)

I.f R6le Physiologique de la mélanine

I.f .1 Pigmentation constitutionnelle de la peau et des phanéres

Le nombre de mélanocytes varie selon les zones cutanées chez un méme individu.
La densité des mélanocytes est d’environ 2000/mm? pour la peau de la face et des avant-

bras et de la région génitale et de 1000/mm? pour le reste du corps. Les variations de couleur
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de la peau interindividuelles ne dépendent pas du nombre de mélanocytes, qui est a peu
prés identique chez tous les humains quelle que soit leur origine ethnique. Elles sont fonction
du nombre, de la forme et du mode de distribution des granules pigmentaires, ainsi que des
types chimiques de mélanines produites. Les mélanosomes sont plus nombreux, plus larges,
avec une proportion de mélanosomes de stade IV plus importante chez les sujets a peau

noire ou foncée.

De plus, dans les peaux foncées, des mélanosomes sont retrouvés dans toutes les
couches de I'épiderme, y compris dans le stratum corneum. Il y a cependant un gradient de
distribution des granules, avec une densité plus élevée dans la couche basale. Dans les
peaux blanches, il est rare d’'observer des mélanosomes au-dela de la moitié supérieure de

la couche du corps muqueux.

Les mécanismes sous-jacents aux différences de couleurs de peau selon l'origine
ethnique sont encore mal compris. Il a récemment été montré un role essentiel de RAB27A,
dont l'activité est augmentée dans les peaux foncées par rapport aux peaux claires avec
pour conséquence un transfert de mélanosomes aux kératinocytes plus important (Yoshida-
Amano et al.,, 2012). L’autophagie aurait également un réle déterminant. En effet, elle
intervient dans la régulation de la dégradation du mélanosome dans les kératinocytes et

contribue a la diversité ethnique des couleurs de peau (Murase et al., 2013).

Il existe peu de données disponibles étudiant les rapports entre le type chimique de
meélanine et les variations de couleur de la peau. Bien que les eumélanines soient
prédominantes, des phaeomélanines sont aussi produites par les mélanocytes
épidermiques. Dans les cheveux et les poils, les mélanines synthétisées seraient
principalement des eumélanines pour les cheveux foncés, tandis qu’il s’agirait de

phaeomélanines dans les cheveux roux.

Il existe 6 phototypes principaux établis a partir de la carnation (couleur de peau dans
une région non exposée) et de la capacité des individus a pigmenter lors d’une exposition

solaire.
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Phototype Exemple Carnation Réaction solaire
Celtiques, Irlandais, Brulent toujours
I Blanche : .
Roux Ne bronzent jamais
.. . Brilent facilement
Individus a _
I eau claire Blanche Bronzent peu, avec
P difficulté
Majorité des Brulent parfois
I . Blanche :
Caucasoides Bronzent progressivement
; Asiatiques Brilent peu
IV slatlq Mate pet
Hispaniques Bronzent toujours bien
. Indiens Brilent rarement
V ) Brune ) ,
Moyen- orientaux Bronzent intensement
Brun R ) )
, . , Ne brtlent jamais
VI Africains foncé . .
o Bronzent intensément
a noire

TABLEAU |. CLASSIFICATION DES PHOTOTYPES D’APRES FITZPATRICK

I.f.2. Pigmentation Facultative
La pigmentation facultative ou bronzage a deux composantes, immédiate et retardée :

— la pigmentation facultative immédiate apparait pendant I'exposition solaire aux UV, est
d’emblée maximale, et s’atténue en quelques minutes a quelques jours. Elle ne fait pas
appel a une augmentation de synthése de mélanines, mais a une redistribution des
mélanosomes de I'espace périnucléaire vers les dendrites. Le changement de coloration de
la peau est en général modeste et quasi invisible chez les sujets a peau claire. La fonction

biologique de ce processus, qui n’a aucun effet photoprotecteur mesurable, est inconnue ;

— la pigmentation facultative retardée apparait 3 a 4 jours aprés une exposition unique aux
UV, atteint son maximum en 10 a 28 jours et persiste plusieurs semaines a plusieurs mois.

Elle procéde d’'une augmentation du nombre de mélanocytes, de mélanosomes et de la

quantité de mélanine produite.
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La dose d’UV requise pour obtenir une pigmentation retardée est en général
équivalente a celle nécessaire pour observer un érythéme solaire, bien que chez les sujets a
peau foncée bronzant facilement, une dose moindre puisse étre suffisante. Ce type de
pigmentation a une valeur photoprotectrice, qui peut augmenter d’'un facteur 3 a 4 la dose

érythémateuse minimale.

I.f .3. Action photoprotectrice des mélanines

Les mélanines agissent de deux fagons :

— de maniére directe comme un filtre solaire inerte en diffractant et/ou réfléchissant le
rayonnement UV. Lors d’une irradiation, les mélanosomes vont se regrouper (phénomeéne de
capping) au-dessus du noyau des kératinocytes et des mélanocytes, protégeant ainsi 'ADN

de la cellule ;

— de fagon indirecte en neutralisant les radicaux libres et autres espéces chimiques réactives

induites par les UV, molécules susceptibles d’induire des altérations cellulaires.

Cependant les mélanines ne seraient pas des filtres solaires trés efficaces. Leur
coefficient de protection est en effet estimé entre 1,5 et 2 sun protective factor (SPF), ce qui
équivaut a un blocage de 40 a 50 % seulement du rayonnement UV. Les phaeomélanines
elles-mémes peuvent donner naissance, sous l'action des UV, a des radicaux libres
susceptibles d’endommager les composants cellulaires et d’avoir des effets mutagénes
pouvant étre a I'origine de l'incidence plus élevée de cancers cutanés chez les sujets a peau

claire et cheveux roux.

I.f .4 Régulation immunitaire

Les mélanocytes expriment a leur surface les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe Il et diverses molécules d’adhésion. lls synthétisent, et
sont capables de sécréter de multiples cytokines proinflammatoires (tumor necrosis factor
[TNF] a, transforming growth factor (TGF) a, interleukines 1, 3, 6, 8...). lls sont aussi doués
de phagocytose et contiennent des organites, les mélanosomes, pouvant avoir des fonctions
proches des lysosomes. Il a été montré que les mélanocytes ont des fonctions de
présentation antigénique en association avec les molécules du CMH de classe Il. Ces
différentes données suggeérent que le mélanocyte pourrait étre impliqué activement dans la

régulation des processus immunitaires cutanés.

I.f .5 Chélation d’agents toxiques:
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De nombreux agents chimiques et pharmacologiques s’accumulent dans les tissus
contenant des mélanines tels que la peau, la strie vasculaire de la cochlée, I'épithélium
pigmenté de la rétine et la choroide oculaire. Les mélanocytes pourraient avoir une fonction

protectrice vis-a-vis des effets délétéres de ces produits (Zemel et al., 1995).
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II Physiopathologie des anomalies génétiques de la
pigmentation constitutionnelle

Il.a Anomalies de la migration des mélanoblastes dérivés de la créte neurale
Ce groupe d’hypopigmentation résulte essentiellement d’'un développement ou d’'une

migration aberrants des précurseurs mélanocytaires dans I'épiderme (Figure 11).

Il.a.1. Le piebaldisme

Le piebaldisme se présente cliniquement par des macules hypopigmentées
irrégulieres bien démarquées. Le signe typique et classique de I'affection est une méche
blanche, souvent associé a une zone en V de dépigmentation au milieu du front. Les Iésions
hypopigmentées du piebaldisme ont une prédilection pour la partie antérieure du corps et la
portion médiane des membres. Des petits spots d’hyperpigmentation peuvent s’observer
dans les Ilésions hypopigmentées et méme en peau normale. Le piébaldisme n’est

genéralement pas associé a une atteinte extracutanée.

Le piebaldisme est transmis sur un mode autosomique dominant. Il résulte de
mutations de KIT, codant ¢c-KIT, une tyrosine kinase membranaire responsable de l'initiation
de la prolifération et de la migration cellulaire (Giebel and Spritz, 1991). Le récepteur c-kit est
important pour la maturation des mélanocytes et des cellules mastocytaires. Un
polymorphisme (SNP) single nucleotide polymorphism) du géne KITLG (KIT ligand) a été
associé aux cheveux blonds vs cheveux bruns (Sulem et al., 2007). De plus, les anomalies
pigmentaires secondaires a l'utilisation récente des traitements par les inhibiteurs de tyrosine
kinase atteste I'importance de cette voie dans le maintien de la population mélanocytaire
épidermique (Tsao et al., 2003). Les mutations dominantes de KIT empéchent la migration
des mélanocytes a la peau comme le montre I'absence de mélanocytes et de mélanine dans

les lésions hypopigmentées (Thomas et al., 2004).

ll.a.2. Le syndrome de Waardenburg (WS)

Le syndrome de Waardenburg se présente cliniquement comme une leucodermie
congénitale associée a une surdité neurosensorielle de sévérité variable. Les zones de
dépigmentation peuvent diminuer en taille et s’estomper avec le temps. Quatre types

distincts de syndrome de Waardenburg sont décrits. Le syndrome de Waardenburg de type
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1 est hérité de fagon autosomique dominante et est caractérisé par une méche blanche, des
zones d’hypopigmentation, une dystopie des canthi et une hétérochromie irienne associé a
une surdité dans 30 a 50 % des cas. Les patients peuvent également présenter quelques

critéres mineurs comme une racine du nez large, un synophris.

Le syndrome de Waardenburg de type 2 est de transmission autosomique dominante
ou récessive. Les signes cliniques sont comparables a ceux du type 1 en dehors de
I'absence de critéres mineurs faciaux et de dystopie des canthi. La fréquence de la surdité et

de I'hétérochromie est plus importante.

Le syndrome de Waardenburg de type 3 est de transmission autosomique
dominante. Il est plus rare. Les mémes manifestations cliniques que dans le type 1 sont
observées, auxquelles s’ajoutent des anomalies musculosquelettiques (syndactylie, fusion

des os du carpe...).

Le syndrome de Waardenburg de type 4 (Shah-Waardenburg) est hérité de fagon
autosomique récessive. L’atteinte cutanée et la surdité s’associent a une maladie de

Hirschprung.

Des mutations dans 6 génes différents ont été impliquées dans les 4 types de
syndrome de Waardenburg. Les type 1 et type 3 résultent de mutations perte de fonction de
PAX3. PAX3 est un facteur de transcription du géne Microphtalmia-associated transcription
factor (MITF) qui active a son tour la transcription de génes impliqués dans la
mélanogenése. Les mutations de MITF sont responsables de WS type 2. Le WS type 2 est
génetiquement hétérogéne et des mutations dans le géne SLUG codant un facteur de
transcription a doigt de zinc, ont été décrites (Sanchez-Martin et al., 2002). Le WS type 4
peut étre causé par des mutations d’au moins 3 génes incluant EDNRB, (endothelin-B
receptor), EDN3 (ligand de EDNRB) et SOX10 qui comme PAX3 régule I'expression de
MITF. Des mutations homozygotes de EDNRB et EDN3 sont responsables d’'un WS de type
4 alors que les mutations hétérozygotes causent des maladies de Hirschprung isolées. La
perte d’expression de SOX10 conduit a une expression anormale de RET, qui est impliqué
dans la maladie de Hirschprung. De plus, la perte d’expression de SOX10 est associée a un

défaut de myélinisation et a des signes neurologiques.

Il.b Défaut de la formation et du transport du mélanosome

Contrairement aux hypopigmentations localisées typiques du piebaldisme et du WS,

les mutations affectant la maturation du mélanosome et du transport sont généralement
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associees a une diminution globale de la pigmentation de la peau, des cheveux et des yeux,

avec un nombre de mélanocytes épidermiques normal.

ll.b.1. Le syndrome d’Hermansky-Pudlak (HPS)

Les 8 types d’Hermansky-Pudlak sont transmis de maniére autosomique récessive.
Les sous-types de ce syndrome partagent des caractéristiques cliniques communes incluant
une dépigmentation cutanéo-phanérienne et ophtalmologique, un syndrome hémorragique,
une fibrose pulmonaire interstitielle et une colite granulomateuse (HERMANSKY and
PUDLAK, 1959). La prévalence a travers le monde de cette affection est faible en dehors de
Porto Rico ou elle atteint 1/800.

L’affection résulte d’'une anomalie de la biogenése des organelles lysosomiaux. Les
mélancocytes sont présents dans la peau. La maturation du mélanosome est déficiente et
les mélanosomes matures de type IV sont trés rares. De méme le taux de plaquettes est
normal mais les granules denses sont absents des thrombocytes. L’atteinte viscérale est liée
la dégradation partielle ou absente des lipides résultant de l'accumulation de matériel
céroide a lintérieur des lysosomes. L'HPS est associé a des mutations dans 9 génes
distincts : HPS1 (type 1) et HPS4 (type 4) codent des composants du complexe lysosomal
BLOC3, qui est essentiel a la formation du mélanosome; AP3B1 (type 2) code une sous-
unité du complexe AP3, qui est impliqué dans le tri des protéines vers les lysosomes ; HPS3
(type 3), HPS5 (type 5) et HPS6 (type 6) codent les composants de BLOC2 et DTNBP1 (type
7), BLOC1S3 (type 8) et BLOC1S6 (type 9) codent pour des composants de BLOC1, qui
sont nécessaires a la maturation du mélanosome (Anikster et al., 2001; Chiang et al., 2003;
Cullinane et al., 2011; Dell’Angelica et al., 1999; Feng et al., 1997).

ll.b.2. Le syndrome de Chediak-Higashi (CHS)

Le syndrome de Chediak-Higashi (CHS) est caractérisé par une hypopigmentation
modérée (cheveux blonds, peau claire) associée a un déficit immunitaire qui se présente
avec une incidence accrue d’infections pyogéniques et un syndrome hématophagocytaire.

Certains patients peuvent présenter un syndrome cérébelleux a 'Age adulte (Spritz, 1998).

La maladie résulte de mutations avec perte de fonction de CHS? (LYST), qui joue un
réle majeur dans le trafic vésiculaire (Fukai et al., 1996). En conséquence, la maturation des
mélanocytes, et la fonction des neutrophiles, des monocytes et des lymphocytes Natural

Killer sont altérés. La dysfonction cellulaire du CHS se manifeste au niveau microscopique
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par I'accumulation de mélanosomes géants dans les mélanocytes et de corps granuleux

dans les autres types cellulaires.

ll.b.3. Le syndrome de Griscelli-Prunieras (GPS)

Le syndrome de Griscelli-Prunieras présente plusieurs sous-types qui ont en
commun des cheveux gris argentés et une peau claire (Griscelli et al., 1970). Ces patients
ne présentent pas d’atteinte ophtalmologique (Mancini et al., 1998). Dans le GPS de type 1,
les patients présentent un albinisme modéré associé a des manifestations neurologiques
incluant un retard psychomoteur et une hypotonie ; dans le GPS de type 2, les anomalies
immunologiques sont au premier plan. Rarement, seule une hypopigmentation est présente
dans le GPS de type 3.

Le GPS de type 1 résulte de mutations dans MYO5A codant pour la myosine 5a, qui
forme avec RAB27a et la mélanophiline un complexe permettant le transport des
mélanosomes a travers le meélanocyte et son ancrage dans les épines dendritiques
(Ménasché et al., 2000; Pastural et al., 1997; Ménasché et al., 2003). Le GPS de type 2
résulte de mutations de RAB27a alors que le GPS de type 3 est associé a des mutations de
MLPH codant la mélanophiline ou a des mutations spécifiques de MYOb5A. De fagon
générale, toutes les altérations génétiques associées au GPS entrainent un défaut de
transport des mélanosomes avec pour conséquence une accumulation des mélanosomes

dans les meélanocytes en microscopie électronique.

ll.c Défauts de synthése de la mélanine

Au cours des albinismes, le cycle de synthése de la mélanine peut étre bloqué a
différents niveaux définissant les différents types de la maladie (Grgnskov et al., 2007a;
Okulicz et al.,, 2003). La mélanine est synthétisée par les mélanocytes trouvés dans la
couche basale de I'épiderme et les follicules pileux, dans l'iris, le corps ciliaire et la choroide
et, dans loreille interne, au niveau de la strie vasculaire. Dans I'ceil, la mélanine est
synthétisée également par les cellules épithéliales pigmentaires (iris, corps ciliaire, rétine) qui
proviennent, sur le plan embryonnaire, de la vésicule optique issue du télencéphale, alors
que les mélanocytes dérivent des crétes neurales (Bharti et al.,, 2006). Le deéfaut de
production de mélanine au niveau ophtalmologique est responsable d'un défaut de
développement de la rétine. Les génes impliqués dans la synthése de mélanine ne sont pas
exprimés par les cellules adjacentes de I'épithélium pigmentaire rétinien (Gross, 2008). Il y a

quelques années, la relation entre pigmentation et vision a été découverte avec I'utilisation
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de modéles murins, permettant de conclure que la L-DOPA, un métabolite intermédiaire de
la synthése de mélanine était le seul nécessaire au développement normal visuel et rétinien
(Lavado et al., 2006). L’étude des ligands du récepteur OA1 impliqué dans l'albinisme
oculaire pur a permis d’identifier la L-DOPA comme l'un de ses ligands. Au cours de la
synthése de mélanine, la tyrosinase est transformée en L-DOPA, qui peut se lier et activer le
récepteur OA1, stimulant ainsi la production d’au moins un puissant facteur neurotrophique
rétinien, le PEDF. Un défaut du signal médié par OA1 peut expliquer les perturbations du
développement rétinien qui sont responsables du déficit visuel dans I'albinisme oculocutané
(Lopez et al., 2008).
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TABLEAU Il. PRINCIPAUX GENES INTERVENANT DANS LA PIGMENTATION CUTANEE

Locus murin/zebrafish

Nom et fonction de la protéine produite

Pathologie associée

Geénes intervenant dans I'embryogenése du systéme mélanocytaire

Splotch PAX3 : facteur de transcription/activation du promoteur du MITF WS de type 1 et 3
Microphtalmia Microphtalmia : facteur de transcription WS de type 2
Lethal Spotting Endothélin 3 : facteur de croissance WS de type 4
Piebald lethal Récepteur B aux endothélines WS de type 4
Dominant megacolon SOX10 : modulateur transcriptionnel/activation du promoteur MITF WS de type 4
White spotting c-Kit : récepteur membranaire a tyrosine kinase Piébaldisme

Steel MGF : facteur de croissance -

C10orf11 Protéine intervenant dans la différenciation mélanocytaire AOC de type 7
Geénes intervenant dans la synthése des mélanines et la régulation de la mélanogenése

Albino Tyrosinase : enzyme de la mélanogenése AOC de type 1

Pinked-eye dilution

Protéine P : régulation du pH des mélanosomes

AOC de type 2

Brown TRP-1 : enzyme de la mélanogenése AOC de type 3
Slaty TRP-2 : enzyme de la mélanogenése _
Underwhite MATP : transporteur membranaire AOC de type 4
OA1 OA1: protéine de la membrane des mélanosomes AO de type 1
Silver Pmel-17 : protéine de la matrice des mélanosomes cheveux argentés ?
Mottled ATP7A : transporteur membranaire du cuivre Maladie de Menkes
Extension MCIR : récepteur a la MSH Syndrome red hair-fair skin
Agouti Protéine agouti : facteur inhibiteur de la mélanogenéese _
Sut SLC7A11 : intervient dans le transport de la cystéine dans le mélanosome _
Genes contrdlant la structure et la fonction des mélanosomes
OA1 Protéine OA1 de la membrane des mélanosomes AO de type 1
Beige Protéine CHS-1 de la membrane des mélanosomes Syndrome de Chediak-Higashi de type 1
Protéine HPS-1 : protéine de la membrane des mélanosomes, régulation de

Pale ear I'adressage des mélanosomes Syndrome d'Hermansky-Pudlak de type 1
Pearl Sous-unité b 3A de la protéine adaptatrice AP-3 Syndrome d'Hermansky-Pudlak de type 2
Cocoa Protéine HPS-3 : régulation de I'adressage des mélanosomes Syndrome d'Hermansky-Pudlak de type 3
Light ear Protéine HPS-4 : régulation de I'adressage des mélanosomes Syndrome d'Hermansky-Pudlak de type 4
Ru2 Protéine HPS-5 : biogenése des LRO Syndrome d'Hermansky-Pudlak de type 5
Ru2 Protéine HPS-6 : biogenése des LRO Syndrome d'Hermansky-Pudlak de type 6
Sandy Protéine BLOC1S8 : biogenése des LRO Syndrome d'Hermansky-Pudlak de type 7
rp Protéine BLOC1S3 : biogenése des LRO Syndrome d'Hermansky-Pudlak de type 8
Pallid Pallidine ou syntaxine : Protéine de la membrane des mélanosomes Syndrome d'Hermansky-Pudlak de type 9
Cappucino Protéine CNO : biogenése du mélanosome
Golden Proteine NCKX5 : Transporteur membranaire, maturation du mélanosome AOC de type 6

Geénes impliqués dans le transport et la translocation des mélanosomes
Dilute Myosine V : transport des mélanosomes Syndrome de Griscelli-Prunieras de type 1
Ashen Rab-27 : transport des mélanosomes Syndrome de Griscelli-Prunieras de type 2
Leaden Mélanophiline ?

PAR-2 : récepteur a sept domaines transmembranaires de la membrane des
kératinocytes impliqué dans le processus de cytophagocytose des
mélanosomes
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II1 L' Albinisme oculo-cutané

lll.a Les signes communs aux différents AOC

lil.a.1 Atteinte cutanéo-phanérienne

La dépigmentation de la peau et des phanéres est présente chez tous les patients
présentant un AOC. Elle est de degré variable selon la capacité résiduelle a produire de la
mélanine et dépend aussi de la modification du ratio eumélanine/phéomélanine et du
phototype du patient. Dans la forme compléte d’AOC 1, 'hypopigmentation est généralisée,
définitive et indépendante du phototype : la peau est rose, les cheveux et les cils sont blanc-
platine. Dans les formes incomplétes un certain degré de pigmentation est présent. Ainsi les
cheveux peuvent étre complétement dépigmentés blanc-platine, ou avoir une coloration

jaune, roux ou brun-clair.

La peau est généralement blanc-creme. Dans certaines formes d’albinisme, il existe

une capacité a pigmenter avec le temps.

Les naevus sont achromiques quand il n'y a aucune production mélanique ou

pigmentés dans les AOC de type 1b ou 2.

La photosensibilité peut étre marquée. Les principales complications décrites incluent
l'apparition de kératoses actiniques, de carcinomes basocellulaires et épidermoides au
niveau des zones photo-exposées. Ces tumeurs secondaires a I'exposition solaire
surviennent sur un fond dhéliodermie prématurée faite d’atrophie cutanée, de

télangiectasies, de taches brunes (Lookingbill et al., 1995).

Les carcinomes épidermoides sont les plus fréquents ; viennent ensuite les
carcinomes basocellulaires, puis les mélanomes qui sont beaucoup plus rares. Les
carcinomes épidermoides sont plus agressifs que dans la population générale avec un
risque de dissémination secondaire élevé. Bien que rares, des cas de mélanomes ont été

rapportés pour les deux formes d’AOC1 et 2 (Asuquo et al., 2009; Mabula et al., 2012).
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lll.a .2. Atteinte ophtalmologique

Les manifestations ophtalmologiques constituent un élément constant au premier plan
dans les pays tempérés. L’albinisme serait a I'origine de 5 % des malvoyances dans le
monde. La photophobie et les signes oculomoteurs ne sont pas spécifiques. Nystagmus,
strabisme, torticolis oculaire, amétropie forte sont diversement associés et réalisent des
tableaux cliniques variés. La sévérité de I'atteinte ophtalmologique varie selon les types

d’albinismes mais également pour un méme type d’albinisme.

— Le nystagmus

Le nystagmus congénital, quasi constant, peut étre découvert dans les premiers mois
de vie, lors de la période critique de maturation de la fovea, quand il est ample. Il peut étre
discret et étre décelé au cours d’'un examen de dépistage systématique. Il est typiquement
horizontal avec un caractére pendulaire et influence l'acuité visuelle. Il s’accentue a
I'éblouissement, diminue avec le port de la correction optique. La plupart des patients
atteints d’albinisme ont une posture de la téte compensatoire qui permet de diminuer le
nystagmus et d’améliorer la vision. Le mécanisme responsable du nystagmus dans les
albinismes n’est pas bien compris. Des études suggérent qu'un développement anormal du
systeme oculomoteur et une anomalie de I'organisation des corps genouillés latéraux et de
leur protection vers le cortex seraient des facteurs déterminants de I'apparition et de la

persistance du nystagmus.

— Le déficit visuel

Un des principaux signes est la mauvaise acuité visuelle. Cette malvoyance peut étre
profonde mais est plus souvent moyenne. Elle ne s’aggrave pas en dehors d’'une pathologie
oculaire associée. Dans la forme compléte, le nouveau-né présente un retard d’acquisition
des réflexes visuels. Dans les formes incomplétes, cette malvoyance peut s’atténuer avec
lage.

L’acuité visuelle peut méme atteindre 5 a 6 /10. Elle est meilleure en vision de prés ce
qui permet une scolarité en milieu ordinaire.

La vision des couleurs est habituellement normale. Le nystagmus peut étre
responsable d’une réduction concentrique des isoptéres mais il n'y a pas d’anomalie du
champ visuel liée a l'albinisme. La malvoyance est d’une part d’origine fonctionnelle et donc,
en partie, accessible a une prise en charge du nystagmus dés le plus jeune age (verres
filtrants, correction des amétropies associées quasi-constantes), et d’autre part d’origine

organique, secondaire a une hypoplasie fovéale ainsi que des altérations structurelles et
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anatomiques des cOnes (densité des cbnes faible avec espacement 3 a 4 fois plus important
que dans une fovea normale) et des voies visuelles sensorielles (anomalie de décussation
des fibres visuelles temporales) et motrices (Summers, 1996). Il semble exister un retard de
maturation visuelle présent depuis la naissance chez les enfants albinos. Le nystagmus,
présent dés la naissance serait d’abord d’origine centrale avant de s’aggraver par la suite en

rapport avec la mauvaise vision.

— La photophobie

La photophobie est un autre des signes communs observés dans I'albinisme, et peut
parfois étre invalidante. Elle n’est pas toujours proportionnelle a Iimportance de
I'hypopigmentation irienne. Elle résulte de la réduction de filtration de la lumiére secondaire
au déficit en mélanine mais n’est pas spécifique de 'AOC et existe dans d’autres pathologies

rétiniennes.

— Les anomalies de la réfraction

Les amétropies sont fréquentes dans I'AOC. L’examen d’un enfant présentant un
AOC doit comporter une étude de la réfraction quelque soit son age. La prise en charge
d’'une amétropie permet d’éviter que ne s’ajoute a la baisse d’acuité visuelle provoquée par
le développement anomal de la fovéa, un déficit lié a une anomalie de la réfraction. Elles
comportent surtout I'astigmatisme fort, 'hypermétropie moyenne ou forte qui peut étre
supérieure a +10 dioptries. La myopie forte est plus rare mais peut atteindre des valeurs de —
10 dioptries. Tous les types de strabismes sont possibles. Le risque d’amblyopie strabique
apparait cependant faible.

lll.b Les méthodes diagnostiques de ’AOC

Le diagnostic d'un patient atteint d’'un AOC repose sur I'examen clinique,

électrophysiologique (potentiels évoqués visuels) et sur I'imagerie (OCT, IRM).

lll.b.1 L’examen clinique

L’hypopigmentation est variable et doit étre évaluée en fonction de la pigmentation
des autres membres de la famille. L’existence d’anomalies oculaires et du systéme visuel est
un élément indispensable au diagnostic. Cette atteinte est précisée par 'examen a la lampe
a fente qui met en évidence I'un des principaux signes de I'albinisme : la transillumination

(Figure 12). En raison du déficit en mélanine dans le stroma et dans I'épithélium postérieur
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de liris, la lumiére réfléchie par la rétine n’est pas filtrée et les patients atteints d’albinisme

ont un aspect rose, diaphane de leur iris (Summers, 1996).

L’examen du fond d’ceil montre une hypopigmentation de I'épithélium pigmenté de la

rétine. La rétine apparait jaunatre sillonnée par les vaisseaux choroidiens anormalement
visibles (Figure 8) Le reflet fovéal physiologique est absent, témoin de I'hypoplasie fovéale ;
la macula apparait plus rouge que le reste de la rétine (Summers, 1996). La mesure de
'angle kappa, angle formé entre I'axe pupillaire et I'axe visuel, varie selon la structure
rétinienne et sa réfraction. Un angle kappa positif peut étre considéré comme un autre signe

cliniqgue d’albinisme (Merrill et al., 2004).

Figure 12 Examen ophtalmologique d’un patient présentant un AOC avec transillumination irienne
a lI'examen a la lampe a fente; vaisseaux choroidiens anormalement visibles témoin de
I’hypopigmentation rétinienne avec aspect jaunatre de la rétine au fond d’ceil et hypoplasie de la
fovéa.
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lil.b.2. Les explorations électrophysiologiques

Les électrorétinogrammes sont le plus souvent normaux. Malgré la réduction de
mélanine la plupart des fonctions de I'épithélium pigmenté rétinien sont conservées et la

rétine est capable de recevoir et de traiter la lumiére.

Les potentiels évoqués visuels sont particuliérement intéressants notamment dans

les formes modérées car ils mettent en évidence un signe assez spécifique de l'albinisme :
une asymeétrie de réponse croisée lors de la stimulation monoculaire, témoin de 'anomalie
de décussation des fibres temporales du nerf optique notamment dans les formes frustes de
découverte tardive (Guillery, 1996). Il existe un retard de latence du cété de la stimulation car
une partie des fibres temporales qui sont normalement directes, décusse chez les patients
atteints d’albinisme. Les patients ayant un nystagmus di a des causes autres que

I'hypopigmentation n’ont pas de réponses asymétriques aux Potentiels Evoqués Visuels.

lll.b.3. L’imagerie

- L’OCT (Optical coherence tomography)

La morphologie et I'épaisseur de la fovéa peuvent étre analysées par tomographie
optique de la rétine ou OCT (Optical coherence tomography) et confirmer ainsi une
hypoplasie fovéale non évidente chez un patient avec AOC (Chong et al., 2009; Meyer et al.,
2002).

- L’Imagerie par résonnance magnétique nucléaire (IRM)

L’IRM classique et I'IRM fonctionnelle ont montré une diminution des dimensions du
chiasma optique ainsi que du nerf et du tractus optique. La réduction du chiasma optique
touche surtout ses parties latérales la ou passent les fibres ipsilatérales. L'IRM fonctionnelle
a pu révéler lors d’'une stimulation monoculaire des motifs d’activation corticale différents

chez les patients albinos par rapport aux sujets sains (Schmitz et al., 2004).
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Figure 13. Disparition de la dépression fovéolaire visible en OCT chez un patient présentant un
albinisme oculocutané.
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lll.b.4. Le diagnostic moléculaire

Les différentes formes d’albinisme oculocutané non syndromiques sont difficiles a
différencier cliniguement et on tend de plus en plus vers une classification moléculaire en

fonction des mutations identifiées dans les principaux genes d’AOC.

Les laboratoires de diagnostic moléculaire réalisent I'étude des principaux génes
impliqués dans les différentes formes d’AOC 1, 2 3 et 4 : Tyrosinase, OCA2, SLC45A2 et
TYRP1. La stratégie d’analyse moléculaire est actuellement séquentielle et repose sur
'analyse consécutive des différents genes selon leur fréquence d’'implication dans I'AOC qui
varie selon l'origine ethnique. Elle comporte la recherche de mutations ponctuelles par
séquengage direct et la recherche de réarrangements géniques.

Le développement actuel des techniques de séquengage nouvelle génération permet
'analyse simultanée des génes d’AOC chez les patients.
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lll.c Prise en charge des patients présentant un AOC

lll.c.1 Photoprotection cutanée

Une photoprotection efficace dés le plus jeune &age permet de limiter le
développement de carcinomes cutanés. Une éducation thérapeutique des parents et des
enfants atteints doit étre entreprise pour une photoprotection adéquate (pour les UVB mais
aussi les UVA qui traversent le verre). En particulier, 'accent doit étre mis sur la protection
vestimentaire. L'utilité du port de vétements limitant le passage UV pour lesquels il existe
des marques spécialisées pour vétements d’été, et de chapeaux a larges bords doit étre bien
assimilé en priorité. De plus, les patients doivent étre incités a utiliser en permanence des
topiques antisolaires anti-UVA et anti-UVB a haute protection sur les zones laissées par
nécessité photo-exposées. A I'adolescence, I'éducation doit étre renforcée et une
surveillance clinique annuelle de dépistage de lésions précancéreuses et cancéreuses

cutanées est recommandée.

lll.c.2 Favoriser le développement visuel

Les problémes ophtalmologiques sont dus au nystagmus, au strabisme, a
I'hypoplasie de la fovéa et aux anomalies de développement des voies optiques. L’amblyopie
fonctionnelle liée a la photophobie et aux amétropies peut étre améliorée par des mesures
précoces (correction optique totale, protection solaire de la rétine par le port de chapeaux,
verres filtrants, lentilles teintées, corrections optiques). Les signes fonctionnels peuvent ainsi
diminuer de fagon significative et on peut noter une amélioration du comportement visuel.
L’acuité visuelle centrale est difficile a tester et impossible a améliorer dans la majorité des
cas. Des enregistrements du nystagmus ont montré une amélioration des tracés de la

poursuite qui devient plus lisse (Kirkwood, 2009; Summers, 1996).
D’autres moyens permettent une amélioration de la qualité visuelle :

- les aides visuelles pour les amblyopes et les additions optiques de prés chez I'enfant
scolarisé (verres bifocaux ou progressifs) (Collins and Silver, 1990)

- une prise en charge précoce du strabisme, dés les premiers mois de vie, est nécessaire.

- le placement rétro-équatorial des muscles droits horizontaux peut permettre une diminution
de I'amplitude du nystagmus (avec cependant le risque de voir apparaitre un strabisme et
certain degré d’ophtalmoplégie) et peut procurer une amélioration de la vision subjective
méme chez les patients avec hypoplasie fovéale. Il nécessite une analyse oculomotrice

préalable des mécanismes de compensation, un enregistrement électronystagmographique
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(Hertle et al., 2004). Il est indiqué le plus tard possible afin de ne pas induire de strabisme
sauf chez le jeune enfant quand le torticolis est majeur ou associé a un fort astigmatisme

difficile 8 compenser optiquement.

L’éducation est également primordiale : elle consiste d’abord a informer les
personnels ayant en charge le suivi éducatif de I'enfant, de son handicap visuel, permettant
de prendre des mesures simples qui amélioreront le confort quotidien et I'intégration (Okulicz
et al., 2003). L’enfant doit étre placé le plus prés possible du tableau. Les textes doivent étre
adaptés (contraste, format). L’institut pour enfants malvoyants peut déléguer un éducateur
spécialisé qui aidera les enseignants dans leur classe. Le handicap visuel doit étre signalé
dans le dossier scolaire de I'enfant. L’enfant peut avoir un aménage- ment de son emploi du
temps, des documents agrandis lors des tests d’évaluation nationaux et des examens du
brevet et du baccalauréat. La vie quotidienne peut également étre améliorée par des
mesures et objets adaptés aux personnes mal voyantes (Lund, 2005; Okulicz et al., 2003)]. Il
existe une association francaise pour 'AOC (association Genespoir, 3 rue de la Paix, 35000

Rennes).

lll.c.3 Perspectives thérapeutiques

A T'heure actuelle, il n'existe pas de traitements spécifiques de [l'albinisme
oculocutané. L’identification des bases moléculaires de I'AOC, permet une meilleure
comprehension de sa physiopathologie avec l'idée de proposer des thérapies ciblées. Les
anomalies ophtalmologiques présentent chez ces patients, sont des anomalies de
développement précoces (anomalie de décussation des fibres du chiasma optique) qui
paraissent difficiles a corriger. Cependant, la maturation rétinienne fovéale et maculaire se
poursuit en période post-natale et pourrait étre accessible a un traitement (Abramov et al.,
1982). Le role de la tyrosinase et de la pigmentation dans le développement visuel n’est pas
complétement élucidé, mais des corrélations existent entre fonction visuelle et taux de

pigmentation du fundus (Summers, 1996).

La nitisone est une molécule utilisée dans le traitement de la tyrosinémie de type 1.
Elle inhibe une enzyme du catabolisme de la tyrosine et augmente les taux plasmatiques de
la tyrosine. Il a été montré que I'administration de Nitisone a des souris ayant une diminution
de l'activité tyrosinase entrainait une augmentation des taux plasmatiques de tyrosine et une
augmentation de la pigmentation avec une augmentation du contenu en mélnine dans les
mélanocytes (Onojafe et al., 2011). La L-DOPA constitue également une approche
intéressante dans la correction des anomalies visuelles en raison de son réle majeur dans le
développement rétinien mis en évidence chez la souris albinos transgénique exprimant la
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tyrosine hydroxylase. Cette souris présente une amélioration significative de la fonction
visuelle, associée a des modifications des voies optiques et 8 une augmentation du nombre

de photorécepteurs par rapport aux souris albinos non transgéniques (Lavado et al., 2006).

lll.c.4 Conseil génétique

Le mode de transmission de 'AOC non syndromique est autosomique récessif. |l
convient d’exclure des formes syndromiques d’AOC. Le diagnostic d’AOC reste le plus
souvent clinique. La caractérisation des mutations délétéres chez la personne atteinte peut
permettre de confirmer le type d’AOC, mais est surtout utile au conseil génétique. Si les deux
mutations sont caractérisées (homozygotie ou hétérozygotie composite), on propose dans le
cadre du conseil génétique de rechercher les mutations a I'état hétérozygote chez chacun
des deux parents. Il convient d’informer le couple qui a donné naissance a un enfant atteint
d’albinisme du mode de transmission héréditaire et du risque de récurrence qui est de 25 %
pour une prochaine grossesse avec un risque identique pour les filles et les gargons. La pro-
position d’un diagnostic prénatal avec interruption médicale de grossesse en cas de récidive
d’un foetus atteint peut étre discutée en fonction de la gravité de la maladie chez I'enfant
atteint, liée essentiellement a I'atteinte oculaire et en fonction du vécu psychologique de la
maladie. L’AOC non syndromique n’est pas une forme engageant le pronostic vital mais le
phénotype de dépigmentation et le handicap visuel peuvent présenter un véritable probléme
d’intégration sociale pour le sujet atteint et pour sa famille. Dans les régions fortement
ensoleillées, ce probleme est exacerbé par les difficultés de prévention et, par ailleurs, en
Afrique, par les croyances a propos des albinos (Aquaron, 2001; Lund, 2005). Le diagnostic
prénatal peut se faire par choriocentése ou amniocentése et recherche des mutations par

biologie moléculaire.
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lll.d Les différents types d’AOC

ll.d.1. L’AOC de type | (MIM 203100)

Des mutations dans le géne TYR sont responsables de 'AOC de type 1, forme la
plus sévere d’AOC, subdivisé en deux sous-types 1A et 1B. Dans l'albinisme de type 1A,
forme la plus compléte, il y a absence compléte de production de mélanine. Les mélanocytes
sont dépourvus de mélanine et les mélanosomes sont tous au stade de prémeélanosomes |
ou Il. Le test sur bulbe de cheveux permet de classer cette forme comme tyrosinase
négative (KUGELMAN and VAN SCOTT, 1961). Le diagnostic est en général évident dés la
naissance. L’hypopigmentation est généralisée, définitive et indépendante de [Iorigine
ethnique : la peau est rose, les cheveux, les cils et les sourcils sont blanc-neige. lls peuvent
tirer discrétement sur le jaune avec I'dge. Il n'y a pas de lésions cutanées pigmentées ; les

naevus melanocytaires sont achromiques (Okulicz et al., 2003).

Dans le cas d'une activité résiduelle de tyrosinase (AOC de type 1B ou albinisme
jaune)(Giebel et al., 1991a), I'individu présente une peau et des phanéres trés blancs, des
iris bleutés translucides puis développe une pigmentation pendant la premiére décennie a la
naissance. Avec I'age, les cheveux deviennent blond clair voire blond foncé, la peau reste
claire mais peut acquérir une pigmentation au soleil de méme que des éphélides et des
naevus. Les iris deviennent bleu plus foncé, gris ou méme brun clair. Seuls quelques
mélanosomes atteignent les stades Ill et IV de maturation, et la mélanine produite est
essentiellement composée de phaeomélanine. Du fait de sa prévalence élevée chez les
Amish, il a été nommé albinisme amish. La couleur de la peau et des cheveux est influencée
par l'origine ethnique du sujet atteint. La production de DOPAquinone pourrait étre

responsable de I'aspect jaune ou blond des cheveux (Oetting and King, 1999).

Il a été décrit une forme inhabituelle ’AOC avec hypopigmentation marquée dés la
naissance puis apparition d’'une pigmentation dans certaines régions anatomiques comme
les bras et les jambes, zones les plus froides du corps. Cette forme est associée a une
tyrosinase thermosensible qui devient inactive lorsque la température s’éléve au-dela de
35°C (King et al., 1991).

La tyrosinase est I'enzyme qui catalyse les deux premieres étapes de synthése de la
mélanine, étapes communes a la formation des deux sortes de pigments : eumélanine et
phaeomélanine. La tyrosinase humaine a un réle de DHICA oxydase (Olivares et al., 2001).
L’étude de souris transgéniques avec expression inductible du géne TYR (systéme Tet-on) a

montré une correction partielle de 'anomalie de décussation des projections chiasmatiques,
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anomalie typiquement observée chez le sujet atteint dAOC (Lavado and Montoliu, 2006).
Ceci est en faveur du réle de la tyrosinase dans le développement de la rétine et des voies

optiques vers le cortex visuel (Giménez et al., 2004).

Le gene TYR a été le premier géne d’albinisme humain cloné, dans la région 11914.3,
par Barton et al. en 1998 (Barton et al., 1988). C’est 'homologue du géne murin albino ou ¢
qui s’étend sur 118 Kb et contient 5 exons ; plus de 50 % de la région codante du géne se
trouve dans I'exon 1. Son promoteur et les régions régulatrices en 5 ont été caractérisés
(Figure 12)(Oetting, 2000). Il code pour une glycoprotéine membranaire de 529 acides
aminés (aa), comprenant un peptide signal de 18 aa a I'extrémité amino-terminale, deux
sites de liaison au cuivre, une région transmembranaire a I'extrémité carboxy-terminale, et
un motif EGF (epidermal growth factor)-like. Il existe un pseudogéne situé en 11p11.2,
constitué des exons 4 et 5 de TYR et de régions adjacentes non codantes. Les séquences
communes au géene TYR et au pseudogéne TYRL difféerent pour 2,6 % des bases seulement,
ceci situant la duplication du premier géne il y a environ 24 millions d’années (Giebel et al.,
1991b). A ce jour, plus de 300 mutations et délétions ont été décrites dans ce géne (Albinism
database, http://albi- nismdb.med.umn.edu/, HGMD Biobase). Ces variants nucléotidiques
comportent des mutations non-sens, faux-sens, insertions ou délétions, mutations
d’épissage, et de rares cas de délétions de 'ensemble du géne (Coupry et al., 2001; Schnur
et al., 1996). lls se répartissent tout au long du géne avec une prédominance sur la région
codant pour le site B de liaison au cuivre. De 15 a 35% de patients selon les publications ne
présentent qu’'une mutation de TYR (King et al., 2003; Oetting and King, 1999; Opitz et al.,
2004; Simeonov et al., 2013). L’exploration des régions régulatrices en 5’ du promoteur (4
Kb) n’a pour le moment pas permis de mettre en évidence de mutation. En revanche I’ étude
de I'expression des différents alleéles parentaux a partir de 'ARN de lymphocytes a montré

un défaut d’expression de l'alléle non muté (Oetting et al., 2003).
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Figure 15. Représentation shématique de la région promotrice de Tyrosinase (d’aprés Ray et al,
Progress in Retinal and Eye Research, 2007). Le site d’initiation de la transcription est indiqué par +1.
Les motifs E-box situés dans les séquences régulatrices Tyrosinase distal element (TDE) et Tyrosinase
proximal element (TPE) sont soulignés. Le motif h5’URS correspond a la séquence régulatrice en 5.
La séquence de la GA-Complex Repeat (236bp) montre une répétition de 43 nucléotides (soulignée
et encadré par des fleches). La localisation des différents éléments répétés est indiquée par leur

position relative mais ne sont pas dessinées a I'échelle.

lll.d.2. L’AOC de type Il

Des mutations du gene OCAZ2 entrainent I'apparition d’'un AOC de type 2, tyrosinase
positive, avec une légere pigmentation des cheveux blanc a blond doré ou roux dés la
naissance, une peau claire. L’évolution se fait vers des cheveux plus foncés (blond a brun-
roux), des iris pigmentés bleus ou marron clair. L’atteinte oculaire peut s’améliorer avec la
pigmentation. La peau peut acquérir une faible pigmentation, avec formation d’éphélides, de
lentigines et de naevus, mais ne bronze pas. Certains enfants d’origine caucasienne ne sont
pas distinguables du type 1A alors que d’autres, notamment les enfants d’origine africaine,
ont la peau blanche mais les cheveux blonds jaunes. Le type brun plus pigmenté existe chez

les Noirs-africains et chez les Afro-américains (Lee et al., 1994).

La protéine P (codée par OCA2) est un composant intégré de la membrane des
meélanosomes. Chez la souris elle a été identifié¢e comme protéine transporteuse ionique,
responsable de la régulation du pH mélanosomal (Brilliant and Gardner, 2001). Le pH est
considéré comme un facteur essentiel dans les différentes étapes de production de

mélanine, et notamment le taux relatif de production d’eumélanine et de phaeomélanine
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(Ancans et al., 2001). La protéine P serait également impliquée dans I'adressage de la
tyrosinase au mélanosome et dans la stabilité du complexe mélanosomal (Lamoreux et al.,
1995; Potterf et al., 1998)(fig. 3).

Le géne OCAZ2 humain a été cloné en 1993 par Rinchik et al.(Rinchik et al., 1993) ; il
s’étend sur 345 Kb en 15913.1 et contient 25 exons dont le premier n’est pas codant. Son
homologue murin est le géne p ou pink-eyed dilution. Chez 'homme, il existe 5 transcrits
dont le plus long code pour un polypeptide de 838 aa. La structure de la protéine P, avec ses
12 domaines transmembranaires, est semblable a celle des protéines transportant de petites
molécules (famille des transporteurs SLC13A). A ce jour plus de 150 mutations réparties sur
'ensemble du géne et une cinquantaine de polymorphismes ont été décrits (Rooryck et al.,
2008a). Il s’agit de mutations non-sens, faux-sens, insertions ou délétions de quelques
bases entrainant un décalage du cadre de lecture, et de mutations d’épissage. Il existe une
délétion africaine récurrente de 2,7 Kb incluant 'exon 7 d’OCA2, dont la prévalence peut
atteindre plus de 90 % des alléles mutés dans certaines populations (Puri et al., 1997).
Certains des variants polymorphiques sont associés a une prédisposition aux mélanomes

malins dans la population générale (Jannot et al., 2005).

lll.d3. L’AOC de type Il

L’albinisme oculo-cutané de type 3 ou albinisme roux mais aussi certaines formes
d’albinisme brun sont liés a des mutations dans le géne TYRP1 (Boissy et al., 1996). Il est
plus fréquent chez les Noirs-africains et Afro-américains et c’est une forme tyrosinase
positive d’albinisme. Les signes distincts d’AOC3 comportent une peau rouge brique, des
cheveux roux a rouges et des yeux bleus a bruns(Kromberg et al., 1990). Les individus
naissent avec une trés faible quantité de pigment, mais développent une pigmentation avec
le temps. Des lentigines, éphélides, naevus peuvent aussi survenir. Le risque de lésions
actiniques semble moins important que dans les autres types d’AOC (Okulicz et al., 2003).
La protéine TYRP1 auraient diverses fonctions enzymatiques dont principalement une
activité DHI et DHICA oxydase dans la partie distale du cycle de synthése de 'eumélanine
(fig. 1). Ainsi, en cas d’absence ou de fonctionnement anormal de TYRP1 il y a blocage de la
formation d’eumélanine et seules les phaeomélanines sont synthétisées. Certains auteurs
attribuent a TYRP1 une activité tyrosine hydroxylase en collaboration avec la tyrosinase
(Olivares et al., 2001). Elle aurait également un role de stabilisation de la tyrosinase et de
modulation de son activité catalytique (Manga et al., 2000; Sarangarajan and Boissy, 2001) .
Enfin elle préviendrait la mort prématurée des mélanocytes due a la cytotoxicité médiée par

la tyrosinase (Luo et al., 1994).
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Le géne TYRP1 a été cloné par Abbott et al. en 1991 (Abbott et al., 1991) ; c’est
’homologue du géne b ou brown chez la souris ; il s’étend sur 17 Kb en 9p23. Il posséde 8
exons, dont le premier est non codant. Il code pour la glycoprotéine membranaire la plus
abondante du mélanosome, de 537 aa qui présente une grande homologie de structure avec
la protéine tyrosinase (environ 50 % des aa) d’ou son nom « tyrosinase-related protein ».
Elle posséde deux sites de liaison au cuivre, deux domaines riches en cystéine (comprenant
17 résidus cystéine), un domaine transmembranaire, une séquence signal amino-terminale
et environ six sites de glycosylation. Longtemps considéré comme limité aux populations
noires d’origine africaine ou afro-américaine, avec deux mutations récurrentes identifiées
(Boissy et al.,, 1996; Manga et al., 1997), TOCA3 a été ensuite diagnostiqué chez des
patients caucasiens et asiatiques avec la mise en évidence de nouvelles mutations (Forshew
et al., 2005; Rooryck et al., 2006; Yamada et al., 2011; Zhang et al., 2011). Il est considéré

comme la forme la plus rare d’AOC.

lll.d.4. L’AOC de type IV

L’albinisme oculo-cutané de type 4 est lié a des mutations dans le géne AlM-1
(antigen in melanoma-1) ou MATP (membrane associated transporter protein) ou SCL45A2
(Newton et al., 2001). Le phénotype est variable allant d’'une hypopigmentation sévére sans
amélioration a I'dge adulte, a une atteinte plus modérée avec repigmentation possible au
cours du temps. Le géne SCL45A2 code pour un antigéne de différenciation du mélanocyte
fortement exprimé dans les lignées cellulaires de mélanome humain. L’homologue b du géne
MATP chez le poisson medaka code pour une protéine formée de douze domaines
transmembranaires ayant un réle de transporteur dans le cycle de synthése de la mélanine
(Fukamachi et al., 2001). Dans les mélanocytes de souris mutantes underwhite (homologue
murin de SCL45A2), I'activité de la tyrosinase est diminuée a 20 % de la normale, et les
melanosomes sécrétés sont immatures. La protéine MATP semble avoir un réle de transport
de tyrosinase vers les mélanosomes de type Il, et dans le processus de maturation des

mélanosomes (Costin et al., 2003) (fig. 3).

Le géne SCL45A2 a été cloné par Newton et al. en 2001 (Newton et al., 2001). Il
s’étend sur 40 Kb dans la région 5p13.3 et est constitué de 7 exons. Il code pour un
polypeptide de 530 aa contenant 12 domaines transmembranaires putatifs, uniquement
exprimé dans les mélanocytes. A ce jour, plus de 40 mutations ont été identifiées dans
certaines populations et plus de 30% d’entre elles concernent des patients d’origine

japonaise(lnagaki et al., 2004)
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Certains polymorphismes -c.814G> A (p.Glu272Lys) et ¢.1122C> G (p.Phe374Leu)
sont associés avec des variations de pigmentation chez des individus normaux (Graf et al.,
2005). La distribution de l'alléle Phe374 et des haplotypes associés a été étudiée dans un
grand échantillon de populations et les différences marquées qui ont été observées font
suggérer que c’est un facteur important de I'hypopigmentation chez les Caucasiens,

conséquence d’'une adaptation a des taux plus bas d’ultraviolets (Yuasa et al., 2006).

lll.d.5. L’AOC de type V

Un cinquiéme locus a été associé a une forme non syndromique d’albinisme
oculocutané dans une famille consanguine d’origine pakistanaise. L’intervalle de liaison
d’OCAD5 est d’environ 3,84 Mb et comporte 14 génes. Aucun de ceux-ci n’est connu pour étre
impliqué dans une anomalie de pigmentation. Le séquencage de 9 de ces 14 génes n’a pas

mis en évidence de mutation (Kausar et al., 2013).

lll.d.6. L’AOC de type VI

Deux mutations délétéres hétérozygotes composites ont été identifiées trés
récemment dans le géne SLC24A5 (solute carrier family 24 member 5) chez un patient

d’origine chinoise présentant un AOC non syndromique.

Le géne SLC24A5 code pour la protéine SLC24A5 (solute carrier family 24 member
5) ou Sodium/potassium/calcium exchanger 5 (NCKX5) qui a une influence majeure sur les
variations de la pigmentation cutanée naturelle (Wilson et al., 2013). La protéine NCKX5 est
un membre de la famille des canaux échangeurs d'ions sodium/calcium. Elle est impliquée
dans la maturation des mélanosomes et la mélanogenése. Chez le poisson Zebre, des
mutations dans I’homologue de ce gene donnent le phénotype « Golden ». La souris mutée
Slc24a5-/- présente un tableau d’albinisme oculaire avec une dépigmentation de I'épithélium
pigmenté rétinien, du corps ciliaire et de l'iris (Vogel et al., 2008). Une réduction de la taille et
du nombre de mélanosomes sont également observées dans les mélanocytes dérivés de la

créte neural.

Ce géne s’étend sur 21 kb dans la région 15921.1. Il comporte 9 exons et code une
protéine de 500 acides aminés. Cette protéine de 43 kDa est partiellement localisée au
niveau du réseau golgien dans les mélanocytes. Les deux mutations déléteres identifiees
chez ce patient sont c.591G>A et ¢.1361insT. Le variant p.Ala111Thr du géne SLC24A5 a

été associé a un phototype claire (Lamason et al., 2005).
63



lll.d.7. L’AOC de type VII

Des mutations du géne C10orf11 ont été impliqués dans une forme d’albinisme a
prédominance ophtalmologique décrite initialement chez des patients originaires des iles
Faroe (Gronskov et al., 2013b). Les patients présentent une pigmentation plus claire que
leurs apparentés et ont tous sur le plan ophtalmologique, un nystagmus et une
transillumination irienne bilatérale. Le fond d’ceil met en évidence une dépigmentation et les
Potentiels Evoqués Visuels montrent une asymétrie croisée. La photophobie est absente. Le
géne C100rf11 code une protéine localisée dans les mélanoblastes et les mélanocytes dans
le tissu foetal humain. Le knockdown de I'homologue chez le Zebrafish conduit a une
dépigmentation et a une réduction du nombre de meélanocytes pigmentés. Le phénotype est
reversé par le géne C10orf11 sauvage mais pas par le mutant C7100rf11(Gregnskov et al.,
2013Db).

Le géne C100rf11 s’étend sur 0,7 kb dans la région 10q22.2 et est constitué de 6
exons. Il code pour une protéine de 198 aminoacides. Cette protéine est impliquée dans la
différenciation mélanocytaire. Une deuxiéme mutation homozygote (duplication d’1pb) a été

identifiee chez un patient d’origine lithuanienne.
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Objectifs de la these

Le laboratoire de génétique moléculaire du CHU de Bordeaux, en collaboration avec
l'unité de recherche (Laboratoire MRGM EA4576) s'intéresse depuis plus de 10 ans aux
bases moléculaires de l'albinisme oculocutané. Les données de notre laboratoire en accord
avec celles de la littérature montrent qu’environ 15% des patients avec un albinisme
oculocutané restent sans diagnostic moléculaire (Rooryck et al., 2008a). Ceci suggére que
les mutations se trouvent dans les régions non explorées des génes connus et ne sont pas
détectés par les techniques classiques ou bien qu’il existe d’autres génes responsables

d’albinisme oculocutané chez ces patients.

Le but de ma thése a été d’étudier les aspects cliniques et moléculaires de
'albinisme oculocutané et de rechercher de nouveaux mécanismes moléculaires et de

nouveaux génes impliqués dans cette affection.
Mon travail de thése se divise en 4 parties :

1/ Contribution a l'identification de nouvelles mutations dans les génes d'AOC et étude de
corrélations génotype-phénotype a partir de ['établissement d'une base de données

clinicobiologiques.

2/ Développement d'une puce a fagon haute-résolution pour l'identification de remaniements

dans les génes responsables d'albinisme oculocutané.

3/ Recherche de nouveaux génes dans l'albinisme oculocutané par Cartographie par

Homozygotie et séquencage haut-debit.

4/ Présentation de données moléculaires et fonctionnelles réalisées chez un patient
présentant un phénotype associant un albinisme oculocutané et un tableau neurologique

séveére lié a une anomalie de I'ubiquitinylation.
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L. Etude clinico-moléculaire de I’Albinisme oculo-cutané

l.a Introduction

L’albinisme oculocutané est une affection autosomique hétérogéne sur le plan
genetique. Sur le plan clinique, il existe une variabilité du phénotype. L'absence totale de
pigmentation peut étre observée chez les patients présentant un AOC1 ou un AOC4. Dans
les autres formes d’AOC, la dépigmentation est de degré variable et dépend du défaut
moléculaire associé au phénotype AOC mais est influencée également par le phototype.
L’hypopigmentation doit étre analysée en fonction de la pigmentation des parents et fratrie.
Les anomalies visuelles dans [l'albinisme incluent: hypoplasie fovéale, anomalie de
décussation des voies optiques, transillumination irienne , photophobie et nystagmus
(Grgnskov et al., 2007b; Summers, 2009). Les signes ophtalmologiques sont constants et

constituent I'élément clé du diagnostic.

L’hétérogénéité clinique et moléculaire de 'AOC fait rechercher des corrélations
genotypes-phénotypes. La grande hétérogénéité du phénotype des patients pose également
la question de la définition de [l'albinisme. Les critéres diagnostiques de [lalbinisme

oculocutané ne sont pas définis.

Dans cette premiere partie seront présentées les données du diagnostic moléculaire
des patients AOC analysés au sein du laboratoire de génétique moléculaire ainsi que les
caractéristiques épidémiologiques et cliniques de ces patients décrits a partir d’'une base de

données clinicobiologiques.

I.b Diagnostic moléculaire de I'albinisme oculocutané et description de nouvelles

mutations dans les génes OCA1-4

Ce travail d’analyse moléculaire a fait I'objet d’une publication initiale en 2008 dans Pigment Cell
and Melanoma Research qui rapporte la répartition des mutations chez 63 patients et décrit de

nouvelles mutations dans les 4 génes.

Nous décrivons dans une revue de 2009 parue dans Experimental Dermatology, les différents types
d’albinisme oculocutané ainsi que la stratégie d’analyse moléculaire a travers notre expérience

dans le diagnostic de I'albinisme oculocutané.
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De nouvelles mutations ont été décrites depuis dans ces 4 génes TYR, OCA2, SLC45A2 et TYRP1 et ce

travail va faire I'objet d’une publication avec un manuscrit en préparation.

Notre laboratoire de biologie moléculaire a commencé de travailler sur l'albinisme
oculocutané en 1997 avec I'analyse moléculaire du géne TYR. Une délétion en 11q14.3
incluant TYR avait été mise en évidence sur le caryotype haute-résolution réalisé chez un
patient présentant un albinisme oculocutané associé a une leucodystrophie. Le géne TYR
avait été réalisé a la recherche d’'une deuxiéme mutation (Coupry et al., 2001).

Depuis, le diagnostic moléculaire s’est développé et I'analyse compléte de TYR,
OCA2, SLC45A2 et TYRP1 par séquencage direct et QMF-PCR a été progressivement mise
en place. Pour chaque patient analysé, nous disposons d’une fiche clinique permettant de
renseigner précisément les signes cutanés et ophtalmologiques (Figure 16). Les génes sont
analysés de facon séquentielle.

La stratégie d’analyse des 4 génes est liee a la fréquence relative des différents
types d’AOC selon les populations. |l n’existe pas de corrélations génotype phénotype
suffisamment forte permettant d’orienter d’emblée vers I'analyse spécifique d’'un des génes.
Ainsi classiquement, 'analyse commence par TYR puis OCA2 chez les sujets Caucasiens et
OCAZ2 puis TYR chez les sujets d’origine africaine, et SLC45A2 puis TYRP1 sont analysés
ensuite. La pathogénicité des variants est évaluée avec I'utilisation de logiciel de prédiction
(Alamut; Polyphen2 ; SIFT).

L’analyse moléculaire s’est poursuivie au sein du laboratoire avec I'étude a ce jour de
plus de 400 patients (Figure 17). Nous avons élargi les analyses avec la mise au point du
séquencage et de la recherche de délétion des génes GPR143, impliqué dans I'albinisme
oculaire lié au chromosome X et HPS1 impliqué dans la forme la plus fréquente d’albinisme
syndromique, le syndrome d’Hermansky-Pudlak de type 1. Ce travail nous a permis de
mettre en évidence 36% de mutations dans TYR, 25% de mutations dans OCA2, 2% de
mutations dans TYRP1 et 11% de mutations dans SLC45A2. Par ailleurs, chez 6% des

patients présentant un albinisme oculaire pur des mutations de GPR 143 ont été identifiés.

1% de patients présentent des mutations dans HPS7. Nous avons identifié des
mutations dans le géne HPS17 chez 3 patients initialement décrits comme présentant un
albinisme oculocutané non syndromique. La réévaluation du phénotype chez ces 3 patients
a révélé qu'ils présentaient des anomalies de la coagulation avec des ecchymoses faciles et

un d’entre eux présentait une symptomatologie digestive étiquetée rectocolite hémorragique.
13 % des patients ne présentent aucune mutation.
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Six pour cent des patients ne présentent qu'une mutation dans un des 4 génes. Les
limites du screening moléculaire (séquencage direct) et la possibilité de mutations

introniques ou dans des régions régulatrices non détectées pourraient expliquer cet échec.

L’acquisition, par le laboratoire de diagnostic moléculaire, d’'un séquenceur moyen-
debit (PGM lon Torrent, Life Technologies) a conduit a faire évoluer la méthode
diagnostique. Il est possible d’analyser plusieurs génes de fagon simultanée en multiplexant
des amorces spécifiques des régions d’intérét. Ainsi des amorces ont été choisies afin de
créer un design permettant le séquencage des 6 genes TYR, OCA2, SLC45A2, TYRP1,
GPR143 et HPS1 en utilisant le logiciel (Ampliseq-Designer). Il est possible de vérifier le
niveau de couverture théorique des génes avec le design d’'amorces obtenu et de faire varier
les paramétres de design en diminuant la stringence afin d’augmenter la couverture. Nous
avons obtenu un design donnant une couverture satisfaisante des génes d’intérét et

permettant son utilisation en diagnostic.

Concernant les patients sans mutation plusieurs hypothéses sont émises :

(1) Le diagnostic d’albinisme oculo-cutané doit étre remis en question, notamment chez
les patients présentant une atteinte ophtalmologique atypique: absence de
nystagmus, fond d’ceil albinoide sans hypoplasie fovéale, transillumination rétinienne

modérée périphérique.

(2) Un diagnostic d’albinisme oculocutané syndromique est méconnu, les symptémes
associés pouvant étre d’apparition retardée (atteinte digestive et pulmonaire dans le

syndrome d’Hermansky-Pudlak par exemple).

(3) Les mutations se trouvent dans des régions non explorées par les techniques de
diagnostics moléculaires de routine: régions régulatrices 5UTR, promoteur,

éléments de régulation a distance, introns.

(4) D’autres génes sont impliqués dans I'Albinisme oculocutané.
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une mutation, 6%
HPS1, 1%

TYRPL, 2% /

Figure 17. Proportion relative des différentes catégories génétiques de patients.
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l.c Etude la mutation p.Gly47Asp de la Tyrosinase

Ce travail a fait I'objet d’'une communication orale a I'International Pigment Cell Congres en
septembre 2011.

Nous avons identifié de nouvelles mutations dans les génes étudiés mais également
des mutations récurrentes. Ainsi dans le gene TYR, la mutation faux-sens p.Gly47Asp est
retrouvée chez 5 de nos patients. Le caractére délétére de cette mutation est établi par les

logiciels de prédictions (Alamut Software; Polyphen2; SIFT).

D’autre part cette mutation faux-sens, localisée dans I'exon 1 du géne a été décrite la
premiére fois par Oetting et al, en 1991 chez un patient Caucasien et 3 ans plus tard par le
méme groupe chez des patients d’origine espagnole venant des iles Canaries et de Porto
Rico. Cette mutation a également été trouvée chez des patients Juifs Marocains a I'état
homozygote et chez 5 patients d’origine juive venant du Maroc et de Tunisie (Gershoni-
Baruch et al., 1994). La fréquence de la mutation chez les patients Juifs Marocains, chez les

patients des iles Canarie, de Porto Rico et des Etats-Unis suggére un effet fondateur.

En collaboration avec le Pr Aquaron (Marseille), nous avons décidé de vérifier cette
hypothése et de faire une analyse des haplotypes au locus TYR chez les patients porteurs
de cette mutation p.Gly47Asp afin de rechercher un haplotype commun aux différents

patients.

Nous avons utilisés les marqueurs microsatellites qui sont des marqueurs génétiques
polymorphiques spécifiques a un individu pour un locus chromosomique donné, définis par
des répétitions de di, tri ou tétranucléotides. La grande variabilité du nombre de répétitions
au sein d’'une population pour un microsatellite donné en fait un marqueur informatif pour
analyser I'héritabilité mendélienne d’'un locus au sein d’'une famille. lls sont uniformément
répartis sur le génome humain. La pertinence de I'information délivrée par des marqueurs
dépend du degré d’hétérozygotie dans la population.Le polymorphisme des microsatellites
peut étre exploré par PCR. Les amorces sont choisies pour amplifier une séquence unique
encadrant le motif répété. Les séquences sont disponibles dans les bases de données
informatiques accessibles par internet. L'analyse des microsatellites et de leur ségrégation
est possible grdce a une méthode fluorimétrique rapide utilisant des marqueurs
fluorochromes. L’amorce sens est couplée a un fluorophore permettant au produit de PCR

d’étre détecté par le laser du séquenceur ABI PRISM 3130.
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Nous avons analysé 7 marqueurs microsatellites au locus TYR dont 5 intragéniques
afin de rechercher chez nos 5 patients et leurs parents ainsi que chez des patients issus de
4 familles différentes.

Les résultats sont résumés dans le tableau Ill. Nous avons ainsi pu mettre en

évidence un haplotype commun aux différents patients des 9 familles de cette étude.

L’histoire de populations juives Sépharades et Marocaines pourrait apporter des
éléments sur l'origine et la dispersion de cette mutation. La proximité géographique et les
relations politiques entre Espagne, Maroc et les lles Canaries, I'exploration de Porto Rico par
les navigateurs espagnols et I'histoire de la migration des populations des lles Canaries a
Porto Rico suggérent que la mutation p.Gly47Asp dérive d’un ancétre commun. La
prévalence élevée de cette mutation dans les populations sépharades pourrait faciliter le

diagnostic moléculaire dans ces familles.

TABLEAU lll. HAPLOTYPES OBSERVES CHEZ LES PATIENTS DES 9 FAMILLES ETUDIEES.

Famile El Famille Se Famille B FamilleR Famille Si Famille La Famille De Famile Ber Famille Af
Origine Maroc Tunisie Algérie Maroc Tunisie Espagnol Israél Maroc Israél
Génotype p.Gly47Asp Hom p.Gly47Asp Het  |p.Gly47Asp /c.1037-7C>  p.Gly47AspHet  |.Gly47Asp /c.1037-7C>|.Gly47Asp /p.Arga02Gl|p.Gly47Asp /p.Arga02GlIn|.Gly47Asp /c.1037-7C>].Gly47Asp /c.1037-7C
Haplotype
D1151367 222 222 222 227 222 227 222 234 222 226 222 226 222 226 222 227 222 226
D11S870 152 152 152 146 152 152 152 156 152 152 152 152 152 156 152 156 152 150
PROM 286 286 286 284 286 305 286 295 286 305 286 286 286 284 286 286 286 286
Intron 2 165 165 165 165 165 157 165 159 165 157 161 143 161 143 161 153 161 153
Intron3 144 144 144 144 144 144 144 146 144 144 144 144 144 144 144 144 144 144
Intrond 146 146 146 150 146 146 146 146 146 146 146 144 146 141 146 146 146 146
AP1815(TA13) 139 139 139 139 139 165 139 139 139 139 139 139 139 162 139 165 139 165
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I.d Base de Données clinicobiologiques

Une des hypothéses de I'échec d’identification de mutations, est que le diagnostic
d'albinisme oculocutané pourrait étre remis en question notamment dans des formes non
typiques. Ainsi afin d’évaluer le phénotype des patients de notre cohorte et d’étudier les
corrélations génotype-phénotype, nous avons recueilli de fagon systématique pour chaque
patient des éléments cliniques dermatologiques et ophtalmologiques. Les données cliniques

sont confrontées aux résultats de 'examen moléculaire de chaque patient.

I.d.1 Méthodologie et résultats préliminaires

Les criteres renseignés sont les suivants :
-I'age a la description du patient, son origine géographique et la notion d’'une consanguinité.

-les critéres cliniques dermatologiques (couleur de la peau, couleur des cheveux a la
naissance et a I'examen, présence de naevus, pigmenté ou non, présence de kératose

actinique, tendance a pigmenter avec le temps)

-les critéres cliniques ophtalmologiques (acuité visuelle, nystagmus, photophobie,

transillumination irienne, hypoplasie fovéale, hypopigmentation irienne, résultats des PEV),
-la présence de signes associés (surdité, anomalies de la coagulation, déficit immunitaire).

Nous avons ainsi pu obtenir des données pour plus de 400 patients analysés dans le
laboratoire et nous présentons ici des données préliminaires dont I'analyse sera affinée et

précisée afin d’étre publiée.

Les patients décrits sont caucasiens pour 91% d’entre eux. Concernant les patients
avec un AOC2, 32/94 sont d'origine africaine (Cameroun: 5, Sénégal: 4, Congo : 3,
Gambie : 2, Mali: 2, Angola: 1, Burkina faso: 1, Gabon: 1, Zaire: 1, Soudan: 1,

Mauritanie : 1, Guinée : 1) et 6 sont originaires d’Afrique du Nord.

Sur le plan clinique, les patients AOC1, AOC2, AOC3 et AOC4 présentent tous une
atteinte ophtalmologique qui inclut un nystagmus, une baisse d’acuité visuelle, une
hypopigmentation rétinienne. L’hypoplasie fovéolaire n’est pas un critére renseigné de fagon
systématique, bien que ce soit un élément important de diagnostic. La photophobie et la

transillumination irienne sont des signes inconstants qui ne semblent pas corrélés a
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l'intensité de I’hypopigmentation cutanéo-phanérienne (Tableau IV et V). La couleur de [l'iris
est gris-bleu chez les patients avec un AOC1 et 4. Chez les patients avec un AOC2 et un
AOCS3, l'iris est gris bleu ou vert (Tableau VI). La photophobie est un signe retrouvé chez
96% des patients avec un AOC 4 (Tableau IV).

Parmi les résultats de l'analyse de ce recueil, certaines données confortent les
impressions cliniques initiales. La fréquence de cheveux blanc-platine est de plus de 75%
chez les patients AOCH1, et de plus de 85% chez les patients AOCA4. Elle est de 14% chez les
patients AOC2 (Tableau VIl). Les patients avec un AOC de type 2 ont des cheveux jaunes
pour plus de 50% d’entre eux. 12% des patients avec un AOC2 présentent des cheveux brun
clair et 14% des cheveux roux. La couleur des cheveux des patients avec un AOC3 est

hétérogéne (cheveux blond platine : 1, jaune : 2, roux : 2, brun clair : 2).

Parmi les 22 patients avec un diagnostic d’albinisme sans mutation identifiée dans
les génes d’AOC, le tableau clinique est variable. lls sont principalement d’origine
caucasienne (20), deux sont originaires du Moyen-Orient. La dépigmentation cutanéo-
phanérienne est variable : plus de 20% présentent des cheveux blanc-platine, 30% des
cheveux blond-jaune et plus de 45% des cheveux brun-clair. Tous les patients ont une acuité
visuelle réduite. 2 patients n’ont pas de nystagmus, mais 11 patients présentent une
hypoplasie fovéolaire, 12 une transillumination irienne et 13 une hypopigmentation
rétinienne. Le critere n'est pas renseigné pour les autres patients. Seuls 2 patients
présentent un tableau classique associant une absence totale de pigment et une atteinte

ophtalmologique sévere, comme observé chez les patients avec un AOC1.
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TABLEAU IV. REPARTITION DES SUJETS EN FONCTION DU GENE ET DE LA PHOTOPHOBIE

gene photophobie
Fréquence
% ligne
% colonne non oui  Total
TYR 13 103 116
11.21 88.79
4483 50.99
TYRP1 2 5 7
28.57 7143
6.90 2.48
OCA2 11 50 61
18.03 81.97
3793 24.75
HPS1 0 2 2
0.00 100.00
0.00 0.99
MATP 1 26 27
3.70 96.30
345 12.87
aucune mutation 2 13 15
13.33 86.67
6.90 6.44
Total 29 202 228

Données manquantes = 173
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TABLEAU V. REPARTITION DES SUJETS EN FONCTION DU GENE ET LA TRANSILLUMINATION IRIENNE

Transillumination

gene irienne
Fréquence
% ligne
% colonne non oui  Total
TYR 1 92 103
10.68 89.32
55.00 49.46
TYRP1 0 6 6
0.00 100.00
0.00 3.23
OCA2 7 49 56
12.50 87.50
35.00 26.34
HPS1 1 1 2
50.00 50.00
5.00 0.54
MATP 0 24 24
0.00 100.00
0.00 12.90
aucune mutation 1 1 12
8.33 91.67
5.00 5.91
Total 20 186 203

Données manquantes = 198
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TABLEAU V1. REPARTITION DES SUJETS EN FONCTION DU GENE ET LA COULEUR DE L’IRIS

gene Couleur de l'iris
Fréquence
% ligne
% colonne gris/bleu  vert marron Total
TYR 111 13 0 124
89.52 10.48 0.00
49.78 30.23
TYRP1 3 3 0 6
50.00 50.00 0.00
1.35 6.98
OCA2 60 17 0 77
77.92 22.08 0.00
26.91 39.53
HPS1 2 0 0 2
100.00 0.00 0.00
0.90 0.00
MATP 29 0 0 29
100.00 0.00 0.00
13.00 0.00
aucune mutation 14 10 0 24
58.33 41.67 0.00
6.28 23.26
Total 223 43 0 262

Données manquantes= 138
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TABLEAU VII. REPARTITION DES SUJETS EN FONCTION DU GENE ET DE LA COULEUR DES CHEVEUX A LA CONSULTATION

géne Couleur des cheveux
Fréquence
% ligne Blanc  Blond Brun
% colonne Platine  jaune Roux clair Total
TYR 75 37 10 4 126

59.52 2937 7.94 3.17
61.48 36.63 41.67 14.29

TYRP1 1 2 2 2 7
14.29 28.57 28.57 28.57
0.82 1.98 8.33 7.14

OCA2 14 46 12 10 82
17.07 56.10 14.63 12.20
11.48 4554 50.00 35.71

HPS1 2 1 0 0 3
66.67 33.33 0.00 0.00
1.64 0.99 0.00 0.00

MATP 25 4 0 0 29
86.21 13.79 0.00 0.00
20.49 3.96 0.00 0.00

aucune mutation 5 8 0 1 24
20.83 33.33 0.00 45.83
4.10 7.92 0.00 39.29

Total 122 101 24 28 271

Données Manquantes = 129
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AOC2

AOC4

Figure 18. Différentes colorations de cheveux chez des patients présentant un AOC1, 2, 3 et 4.
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l.d.2. Discussion

L’analyse clinico-moléculaire de nos patients nous a apporté des données cliniques
et épidémiologiques sur lalbinisme ainsi que des éléments de corrélations génotype-
phénotype. Ces premiers résultats sont des données brutes qui sont a compléter par des

analyses statistiques avant d’étre publiées.

* L’AOC de type 1 est le plus fréquent chez les patients d’origine caucasienne. Il est
genéralement associé a un phénotype sévere. Les patients présentant une mutation délétére
de TYR associée au variant thermosensible p.Arg402GIn (47/136) présentent un phénotype
modéré ou peuvent manquer certains aspects typiques comme I'hypoplasie fovéale, ou
'anomalie de décussation des voies optiques visible sur les Potentiels Evoqués Visuels. Des
formes d’albinismes oculaires autosomiques récessifs ont été décrites chez des patients
présentant une mutation délétére de TYR associée au variant R402Q (Hutton and Spritz,
2008a).

* L’AOC de type 2 est prévalent chez les patients d’origine africaine comme nous
'observons chez nos patients. La prévalence est variable selon les pays d’Afrique. Ainsi,
chez les Ibo du Nigeria la prévalence décrite est de 1/1100 (Okoro, 1975), elle est de 1/3900
en Afrique du Sud (Kromberg et al., 1987), de 1/4182 au Zimbabwe, de 1/7900 chez les
Bamiléké du Cameroun (Aquaron, 1990), de 1/10000 chez les Afro-Américains et de
1/100000 au Mali (Durham-Pierre et al., 1996). Les patients d’origine africaine avec un
AOC2 présente un tableau clinique assez homogéne d’un patient a I'autre. La délétion de 2,7
kb de lI'exon 7 est prédominante chez ces patients jusqu'a 65% chez les patients du
Cameroun. L’hypothése d’'un avantage sélectif lieé a cette mutation a été émise, mais n’a pas
été confirmée a ce jour. Chez les patients caucasiens, le phénotype d’AOC2 est variable.
L’atteinte cutanée et phanérienne peut étre trés légére avec une hypopigmentation discréte
voire absente et le tableau clinique peut étre celui d’'une forme autosomique récessive

d’Albinisme oculaire (Martinez-Garcia and Montoliu, 2013).

* L’AOC de type 4 est fréquent au Japon (Inagaki et al., 2004; Suzuki and Tomita, 2008).
Nous observons une fréquence plus élevée de mutations dans le géne SLC45A2 que dans
les autres séries (Gargiulo et al., 2011; Sengupta et al., 2007). Le phénotype des patients
présentant des mutations de SLC45A2 dans notre série est difficile a différencier de celui de
patients présentant un AOC de type 1. La dépigmentation cutanéo-phanérienne est marquée

avec une incapacité a pigmenter avec le temps (Figure 18).
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* Initialement les mutations du géne TYRP1 étaient décrites chez des patients d’origine
africaine (Kromberg et al., 1990; Manga et al., 1997). Il est décrit comme albinisme roux. Les
patients présentaient une coloration cutanée inhabituelle rougeétre, des cheveux roux a
rougeétre, une faible sensibilité aux dommages actiniques, et une atteinte ophtalmologique
modérée notamment sans I'anomalie de décussation des voies optiques classiquement
observée chez les patients AOC. Nous avons décrit de nouvelles mutations dans ce géne
chez des patients caucasiens. Les phénotypes de ces patients sont modérés. Les cheveux
sont blonds a bruns clairs avec des reflets roux et une tendance a pigmenter (Figure 18). Sur
le plan ophtalmologique, I'atteinte est classique méme si le faible nombre de patients décrits

et les données manquantes limitent l'interprétation des résultats.
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l.e Analyse de nouveaux génes

- Analyse du géne C10orf11 :

Au cours de notre travail, Grgnskov et al ont identifi€¢ une mutation non-sens
homozygote dans le géne C710orf11 chez des patients avec albinisme oculocutané
autosomique récessif issus d’'une grande famille consanguine des iles Féroé. L'étude d’'une
cohorte de patients albinos a mis en évidence une duplication homozygote de 1 bp dans
C100rf11 chez un patient lithuanien (Grgnskov et al., 2013a). Des études fonctionnelles ont
montré la localisation mélanocytaire de la protéine dans les mélanoblastes et les
mélancytes. L’étude d’'un modéle knock-down de Zebrafish (Dario rerio) avec un homologue
de C10orf11 montre une réduction de la pigmentation et une réduction du nombre apparent

de mélanocytes (Gronskov et al., 2013a).

Nous avons étudié ce géne dans notre cohorte de patients et n’avons pas identifié de
mutation. L'implication de ce géne dans l'albinisme oculocutané semble trés rare et pourrait
étre restreint a la population Féroé. Néanmoins nous prévoyons de poursuivre son analyse

chez d'autres patients AOC.
-Analyse du géne SLC24A5:

Ce travail a fait l'objet d’une publication en premier auteur dans Journal of Investigative

Dermatology.

Dans la méme année, Wei et al. ont mis en évidence deux mutations hétérozygotes
composites dans le géne SLC24A5 (c.591G>A et ¢c.1361insT) par séquencage de I'exome
chez un patient présentant une albinisme oculocutané non syndromique. Le géne SLC24A5
est impliqué dans la maturation de mélanosomes. SLC24A5 serait transporté dans les
mélanosomes matures par l'intermédiaire des protéines du complexe HPS (Ginger et al.,
2008). Il n'avait jusque la jamais été impliqué dans l'albinisme oculocutané chez 'homme.
Cependant ce géne faisait figure de bon candidat. En effet, le modéle mutant Zebrafish
golden associé a des mutations dans 'homologue slc24a5 (nckx5) présente des anomalies
mélanosomales (Lamason et al., 2005). La souris mutée SLC24A5-/- présente un tableau
d'albinisme oculaire (Vogel et al., 2008) Des variants du géne SLC24A5 sont associés a une
coloration plus claire de la peau (Wilson et al., 2013). SLC24A5 joue un réle clé dans la

pigmentation humaine (Lamason et al., 2005).

Nous avons analysé ce géne dans la cohorte de 22 patients non mutés et identifié

des mutations chez 5 patients.
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Nous décrivons les 5 patients index et 2 apparentés, qui présentent un albinisme
oculocutané de sévérité variable. Tous les patients présentant une atteinte ophtalmologique
avec un nystagmus, un déficit visuel, une hypopigmentation rétinienne et une hypoplasie
fovéale. L’hypopigmentation cutanéo-phanérienne est variable avec des cheveux de couleur

blanc platine a chatain clair. La photosensibilité cutanée est marquée chez trois patients.

Les patients 060854, 070126 et 110299 étaient homozygotes pour les mutations
c.590+4A>G, c.641delT /p.Leu214ArgfsX12 and c.546T>A/p.Ser182Arg, respectivement. Le
frére atteint (131242) et le cousin (0710127) du patient 070126 était également homozygotes
pour la mutation c.641delT /p.Leu214ArgfsX12. Le frére sain du patient était hétérozygote
pour la mutation. Des mutations hétérozygotes composites étaient trouvées chez les patients
100404 (c.344C>A /p.Ala115Glu et c.989G>A/p.Trp330X) et 120233 (c.216T>A /p.Tyr72X et
c.344C>A/p.Ala115Glu). Toutes les mutations identifiées étaient héritées de parents
hétérozygotes et étaient absentes des banques de données de SNP (HapMap,
1000genomes). Les deux mutations faux-sens  c.546T>A/p.Ser182Arg et
c.344C>A/p.Ala115Glu étaient prédites pour étre déléteres par les logiciels de prédiction

(Alamut sofware; Polyphen2). De plus, elles affectent des acides-aminés conservés.

Ainsi, nous avons montré que SLC24A5 était un géne responsable d'albinisme
oculocutané non seulement chez les patients d'origine asiatique mais également chez les
patients caucasiens et devait étre analysé au cours du diagnostic moléculaire des patients
avec AOC.
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TABLEAU VIII. PHENOTYPES ET MUTATIONS DE SLC24A5 IDENTIFIEES CHEZ LES PATIENTS.

’ r
Patient (Wei et al)
Patients 060854 070126 131242 070127 100404 110299 120233
Aged I'examen (années) 16 20 16 23 1 4 19 3
Sexe M M M M F M F M
Clinics Vannes Toulouse Toulouse Toulouse Angers Ghent Brussels
Caucasien
Ethnic & Geographic origin Caucasien Portuguais Caucasien Portuguais Caucasien Portuguais Caucasien Caucasien Syrien Caucasien Asian
consanguinité Non Yes Yes Yes Non Yes Non Non
Couleur des cheveux Blond Brun clair Brun clair Brun clair Blond Platine Brun clair Brun clair Brun clair
Couleur des yeux Clair Clair Clair Clair Clair Clair Clair Clair
Tendance & pigmenter Oui Oui Oui Oui Non Non Oui Oui
Naevus nd Oui Oui Oui Non Non Oui nd
Baisse de I'acuité visuelle Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Acuité visuellecorrigée nd 0,30 RE/ 0,40 LE 0,25 RE/ 0,40 LE 0,40 RE/ 0,30 LE 0,125 RE/0,125 LE 0,15 RE/ 0,20 LE 0,20 RE/ 0,30 LE 0,20 RE/ 0,20 LE
Nystagmus Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Couleur de l'iris Bleu Vert Vert Vert Bleu Bleu Vert Brun
Transillumination irienne Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Hypoplasie Fovéale Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Hypopigmentation Rétinienne Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Perte d'audition Oui Non Non Non Non Non nd nd
Non Non Non Non Non Non Non Non
Signes associés
Mutationl  Mutation 2
Hmz mutation Hmz mutation Hmz Hmz 1 Hmz 1 2
©591G>A  ¢.1361insT
€.590+4A>G c.641delT c.641delT c.641delT C344C>A  .983G>A C.546T>A C216T>A  c.3440>A
AA nomenclature pTrpla7x  P-Cysdbleufx
p.? p.Leu214ArgfsX12 p.Leu214ArgfsX12 p.Leu214ArgfsX12  p.Alall5Glu  p.Trp330X p.Ser182Arg p.Tyr72X  p.Alal15Glu X43
Variant Epissage q qt Fi Fi qt Fi Non-sens Tronquant
Exon 5 6 6 6 2 7 5 2 2 5 9
Polyphen Probably Probably Probably
/ / / / damaging / Probably damaging / damaging  damaging /
Conservation AA highly AAhighly  AA highly
/ / / / conserved / AA highly conserved / conserved  conserved /
Frequency (%)
Hapmap/1000genome 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
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I.f Conclusion

La répartition de la fréequence des mutations dans les génes OCA1-4 dans notre
cohorte est superposable a celles décrites par les autres auteurs (Grgnskov et al., 2007a;
Hutton and Spritz, 2008b; Wei et al., 2013b). D’autre part, la détection chez 5 patients de
notre cohorte, de mutations dans SLC24A5 conforte I'implication de ce géne dans I'albinisme
oculocutané non syndromique, le papier princeps ne décrivant qu’un seul patient (Wei et al.,
2013c). L'identification d’un nouveau locus en 4924 associé a I'AOCS5, puis de mutations
dans les génes SLC24A5 impliqué dans 'AOCG6 et C10orf11 impliqué dans '’'AOC7 confirme

I'hétérogénéité génétique de l'albinisme oculocutané.
L’identification de nouveaux génes d’AOC a fait évoluer la nomenclature.

Cette nomenclature des nouveaux génes ainsi que des différents types d’albinisme a fait I'objet
d’une revue de consensus publiée dans Pigment Cell and Melanoma Research en septembre 2013,
a laquelle nous avons participé ainsi que les laboratoires ayant mis en évidence ces nouveaux
geénes. Dans cette revue, les différents types d’albinisme oculocutané isolés et syndromiques

sont redéfinis (Montoliu et al., 2013).

Bien que I'analyse de notre base de données soit préliminaire, nous avons ainsi pu
observer que malgré la grande hétérogénéité génétique de l'albinisme oculocutané, le
phénotype est assez homogéne sur le plan ophtalmologique : hypoplasie de la fovéa,
transillumination irienne, photophobie, défaut de décussation des voies optiques,
transillumination irienne et nystagmus (Grgnskov et al., 2007b; Martinez-Garcia and
Montoliu, 2013; Summers, 2009).

D’autre part I'atteinte cutanée est hétérogene et varie selon les types d’AOC et pour
une méme forme d’AOC. Les corrélations génotype-phénotype sont rendues difficiles du fait
de l'implication d’'un nombre important de génes dans la couleur des cheveux, des yeux et
de la peau. L’hypopigmentation doit étre considérée par rapport au phototype du reste de la
famille et le diagnostic d’albinisme en premier lieu reposer sur la présence de l'atteinte
visuelle et 'hypopigmentation cutanéo-phanérienne pourrait étre considérée comme un trait

secondaire (Montoliu et al., 2013).

Les limites de cette base de données tiennent au fait que certaines données sont
manquantes, en particulier celle de I'examen ophtalmologique quand les sujets sont
examinés a un age trés jeune. D’autre part les patients ne sont pas examinés par la méme

personne. |l existe un certain degré de subjectivité dans l'analyse de I'hypopigmentation
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cutanéo-phanérienne. Ainsi nous avons prévu de faire évoluer cette base de données et de

'améliorer en prenant en compte ses faiblesses :

- Ajout dans la fiche de renseignements cliniques d’un nuancier permettant de rendre
plus objective I'évaluation de la dépigmentation cutanéo-phanérienne

- Réévaluation des signes cliniques chez les patients (évolution de la pigmentation,
apparition de Iésions actiniques, type de Iésions, évolution de [I'examen
ophtalmologique, apparition de nouveaux signes) afin d’obtenir un suivi de la cohorte
et des données évolutives et de réaliser des analyses longitudinales.

- Réévaluation des examens complémentaires ophtalmologiques nécessaires au
diagnostic et au suivi des patients en collaboration avec I'’équipe d’ophtalmologie du
CHU de Bordeaux.

- Evaluation des habitudes d’exposition solaire et du statut en vitamine D.

L’absence de mutation chez des patients présentant un AOC avec une atteinte
ophtalmologique classique nous conduit a poursuivre ce travail afin d’identifier d’autres

mécanismes moléculaires et d’autres genes responsables d’albinisme oculocutané.

l.g Article : Molecular diagnosis of oculocutanous albinism : new mutations in the
OCA1-4 genes and practical aspects.

Rooryck C, Morice-Picard F, Elcioglu N H, Lacombe D, Taieb A,, Arveiler B. Pigment Cell Melanoma
Res. 2008;21(5):583-587.

I.h Article : Genetic basis of oculocutaneous albinism.
Rooryck C, Morice-Picard F, Lacombe D, Taieb A,, Arveiler B. Exp Dermatol. 2009;4(6):611-622.

l.i Article : SLC24A5 Mutations are Associated with Non-Syndromic Oculocutaneous
Albinism.

Morice-Picard F, Lasseaux E, Francois S, Simon D, Rooryck C, Bieth E, Colin E, Bonneau D, Journel H,
Walraedt S, Leroy BP, Meire F, Lacombe D, Arveiler B. J Invest Dermatol. 2013 Aug 28. doi:
10.1038/jid.2013.360. [Epub ahead of print]

88



I1. Recherche de Remaniements dans les genes d’Albinisme
oculocutané

Il.a Données préalables

Malgré l'analyse compléte des quatre génes connus, environ 20% des patients
restent a ce jour sans diagnostic moléculaire complet, soit parce qu’aucune mutation n’a été
trouvée dans les quatre génes cités précédemment (5%), soit parce qu’une seule mutation a
été trouvée dans l'un de ces génes, la seconde demeurant inconnue (15%). Une des
hypothéses serait que les mutations ne sont pas détectées par les techniques classiques de
diagnostic moléculaire. |l pourrait s’agir de réarrangements géniques introniques ou localisés

dans les régions régulatrices.

Nous avons choisi d’utiliser la technique de CGH array, utilisée en routine par le
laboratoire depuis plusieurs années pour I'analyse des remaniements pangénomiques dans
le diagnostic des retards mentaux syndromiques et des syndromes polymalformatifs. Par
ailleurs, notre laboratoire avait initialement utilisé la CGH-array avec une puce « a fagon »
pour rechercher de réarrangements dans le géne CREBBP en 16p13.3 (Stef et al., 2007).
Les puces ciblées a haute résolution ont été utilisées par d’autres équipes pour des
pathologies comme la Neurofibromatose de type 1 et ont montré leur fiabilité et leur intérét
(Pasmant et al., 2009).

La technique d’hybridation sur puces a ADN ou CGH-array (Comparative genomic
hybridization) est une technique dérivée de I'hybridation génomique comparative, technique
cytogénétique moins résolutive (5 a 10 Mb), permettant d'analyser les variations du nombre
de copies dans I'ADN. Les préparations métaphasiques sont remplacées par des cibles
d’ADN déposées sur lame de verre. Ces cibles peuvent étre des clones génomiques de
grande taille (BACs, PACs, cosmides), des produits de PCR (exons de geénes), soit des
oligonucléotides pouvant étre dérivé tout le long de la séquence du génome (Lockwood et
al., 2006; Oostlander et al., 2004).

L’analyse des remaniements dans les génes d’albinisme oculocutané a fait 'objet de

2 publications qui vont étre présentées.

Le premier article décrit des délétions et duplications du géne OCA2 chez 5 patients dont 3 d’origine
polonaise présentant la méme délétion associée a un haplotype commun. Ce papier a été publié
dans Human Genetics en 2011.
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Le second article est une revue de tous les réarrangements identifiés dans les 4 génes d’AOC qui
décrit de facon plus précise un remaniement complexe ayant conduit a des analyses

complémentaires. Cet article est sous presse dans Pigment Cell and Melanoma Research .

ll.b Identification d’une délétion chez des patients d’origine polonaise

L’analyse moléculaire du géne OCAZ2 est réalisée par séquencage des 24 exons et
QMF-PCR aprés l'analyse du géne TYR chez les patients caucasiens. Nous avons identifié
chez 5 patients non apparentés, dont 3 d’origine polonaise des réarrangements

intragéniques par QMF-PCR. Le phénotype des patients est présenté dans le tableau VIII.

Nous avons cherché a mieux caractériser ces réarrangements. Une puce haute
résolution ciblant la région 15q a été développée afin d’analyser des délétions 15911.3 chez
les patients présentant un syndrome de Prader-Willi. La puce comporte 3067 sondes
couvrant le géne OCA2 avec une distance moyenne entre les sondes de 112 paires de
bases le long des 344 kb couvrant le géne. Elle contient par ailleurs 38530 sondes controles
réparties sur différentes régions du chromosome 15q, avec une densité variable selon les

régions.

L'utilisation de cette puce nous a permis de déterminer avec précision la taille du

réarrangement chez ces 5 patients.

L’analyse des patients 070606, 080816 et 090657 a montré que les délétions
présentées par ces 3 patients étaient strictement identiques, d’'une taille minimale de 183847
pb (chr15 :25793533..25977380 ; NCBI Build 36.1) et s’étendant des exons 3 a 20 (Figure
19a). Ces 3 patients avaient tous des origines polonaises. La délétion du patient 030857
s’étend sur 200059 pb (chr15 :25844831..26044890), elle inclut les exons 83 a 94 du géne
HERC?2 et les exons 1 a 20 d’OCA2 (Figure 19b). L’analyse du patient 080107 montre une
duplication de 138988 pb (chr15 :25817360..25956348) a I'état homozygote présente chez
ses 2 parents a I'état hétérozygote (Figure 19c). L'ensemble des réarrangements identifiés

sont représentés dans la Figure 20.
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TABLEAU VIIl. PHENOTYPE DES PATIENTS PRESENTANT DES REARRANGEMENTS D’OCA2.

Patient | Couleurdela | Couleur Couleur Anomalies Acuité Origine Mutations
peau cheveux de l'iris Ophtalmologiques Visuelle Géographique
030857 | Blanc Blanc Bleu Nystagmus <1/10 Maroc -Délétion Hétérozygote HERC2
Platine Transillumination <1/10 Intron 83 & OCA2 Intron 20
Irienne - Seconde mutation :
€.1001C>T/p.Ala334val
070606 | Blanc BlancPale | Bleu Nystagmus 1.4/10 Pologne - Délétion Homozygote exon3 320
Strabisme 1/10 (Intron 2-2Intron 20-3)
Transillumination
Irienne
Hypopigmentation
Rétinienne
080816 | Blanc Blanc, Bleu Nystagmus 2,4/10 Pére :Francais - Délétion Hétérozygote exon3a 20
Presence de créme Torticolis oculaire 2,2/10 (Alsace) (Intron 2-2Intron 20-3)
naevi Astigmatisme Mére:Polonaise | -Seconde mutation:
Délétions Hypermétropie €.1952G>A/p.Gly651Glu

Vision binoculaire
Iris transillumination

090657 | Blanc Chatain Gris Nystagmus 3/10 Francais - Délétion Hétérozygote exon 33 20
Brun Clair Strabisme 2,5/10 Polonais (Intron 2-2Intron 20-3)
Photophobie - Seconde mutation: nontrouvée
Transillumination
Irienne
Hypopigmentation
Rétinienne
Torticolis Oculaire
Astigmatisme
Hypermétropie
080107 | Blanc Blanc Bleu Nystagmus 1-2/10 Francais - Duplication Homozygote exon3 a
Presence de platine Photophobie 1-2/10 / Suédois 20
Duplication naevi Astigmatisme (Intron 2-3-Intron 20-2)

Vision Binoculaire

L’étude des haplotypes des patients 070606, 080816 et 090657 présentant la méme
délétion a été réalisée en utilisant 14 marqueurs microsatellites au locus OCA2 dont 5
intragéniques. Cette analyse a montré que cette délétion était située sur le méme haplotype

suggérant un effet fondateur chez ces patients d’origine polonaise (Figure 21).

L’utilisation de cette CGH-array haute résolution a permis de borner précisément les
remaniements. Nous avons ainsi pu amplifier par PCR et séquencer les points de cassure
des délétions des 4 patients. Chez les 3 patients porteurs de la délétion des exons 3 a 20,

nous avons pu montrer que les points de cassure étaient strictement identiques.

Les réarrangements génomiques sont favorisés par la présence de régions répétées,
présents dans le génome humain. OCA2 est un géne trés riche en régions répétées, en
particulier des séquences Alu et des éléments L1 sont dispersées tout le long du géne.
D’autre part des duplications segmentaires sont localisées dans I'intron 1 du géne OCA2 et
dans la partie 3' du géne HERC?2. Ces duplications segmentaires sont impliquées dans les
recombinaisons alléliques non homologues (NAHR) et associées a la survenue de
réarrangements récurrents (Zhang et al., 2009). Nous avons analysé les séquences de part
et d’'autre des points de cassure sans identifier d’homologie, rendant peu probable

l'implication de ce mécanisme dans la survenue du réarrangement. En revanche ces points
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de cassures sont entourés d’éléments répétés de type Alu et Line (Figure 22). La survenue
de ces réarrangement s'explique le plus probablement par un mécanisme MMBIR
(microhomology mediated replication dependant recombination) du fait de la présence de
microhomologies au niveau de ces points de cassure (Hastings et al., 2009).

L’utilisation d’'une puce trés résolutive et de microsatellites intragéniques de OCA2
nous a permis de caractériser précisément des réarrangements du géne OCAZ2 et de mettre
en évidence un effet fondateur. Nous avons décrit la premiére duplication du géne OCAZ2.
L’utilisation de cette technique constitue une approche intéressante dans le diagnostic de
I'AOC, les réarrangements du géne OCA2 étant retrouvés chez prés de 20% des patients

AOC2 dans notre expérience.
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Figure 19. Analyse par CGH-array des réarrangements d’OCA2. Pour chaque patient ou groupe de
patients, les coordonnées sont indiquées a gauche (NCBI Build 36.1/Hg18) et la valeur du Log2 ratio
de fluorescence patient/témoin spnt indiqués au-dessus des points.
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Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 20
Intron 2-2 Intron 20-2
Intron 1 Intron 20-3
Intron 20-1
Intron 2-1 Intron 2-3 Intron 20-4
Délétions !
030857 é Intron 1 Hétérozygote Intron 20 i
- o2/ P .
070606 Intron 2;—2 Homozygote Intron 20-3
Intron 2?—2 Hétérozygote Intron 20-3
080816 : »
Intron 2-2 Heétérozygote Intron 20-3
090657 !
Duplication ;
Intron 2-3 Homozygote Intr:'on 20-2

080107

Figure 20. Représentation Schématique des 4 délétions chez les patients 030857, 070606, 080816

et 090657 et de la duplication chez le patient 080107 observées en CGH array.

D15S1007
D15S1048
D15S815
D15S1019
OCA-I2
OCA-I17
OCA-I20
OCA-I22
OCA-I24
D15S217
D15S156
D15S219
D1551002
D15S986

080816

178
218
116

155

169
101
178

070606 090657
182 174 178 162 180
224 210 222 220 220
116 16 120 16 120
210 210 210 210 215
235 231 231 231 235
150 del del del 160
185 del  del del 200
155 155 155 155 155
144 148 148 148 162
189 189 189 189 185
234 221 221 221 235
167 167 167 167 177
13 14 14 13 115
183 183 193 181 183

030857
181 183
200 228
16 112
217 210
del 233
del 156
185 203

/ /
145 145
189 161
220 234
175 169
101 112
183 179

080107

178 180
222 218
%6 116
224 210
235 235
156 150
185 201
155 155
158 164
181 177
232 234
177 167
101 116
183 193

Figure 21. Analyse des haplotypes chez les 5 patients. Les alléles sont indiqués par la taille du

produit de PCR en paires de bases. del allele délété. Le surlignage gris indique I’haplotype commun

aux patients 080816, 070606, 090657.
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A Patients 070606, 080816, 030657
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Figure 22. Analyse de la structure génomique de part et d’autre des points de cassures des 3
LINE.



ll.c Recherche de réarrangements des génes d’AOC

Les résultats précis obtenus avec ['utilisation de la puce 159 nous ont conduits a
développer cette technique pour lidentification de réarrangements dans les six génes
d'albinisme étudiés actuellement dans le cadre du diagnostic hospitalier, en particulier chez
les patients pour lesquels aucune ou une seule mutation n’a été identifiée par les techniques
classiques.

Ainsi nous avons mis au point une puce haute-résolution couvrant les genes OCA1-4
(TYR, OCA2, TYRP1, SLC45A2) GPR143 et HPS1. Les sondes ont été choisies dans le

catalogue e-array d’Agilent Technologies (https://earray.chem.agilent.com/earray/) en

utilisant un filtre permettant de sélectionner de sondes hautement spécifiques. La puce
présente une densité de 1 sonde tous les 100 pb en moyenne au niveau des exons et des
introns des génes TYR, OCA2, TYRP1, SLC45A2, GPR143 et HPS1, et une densité de 1
sonde toutes les 350 pb en moyenne 0,5 Mb de part et d’autre de chaque géne. Les
coordonnées des nucleotides sont données selon la version Hg19 du génome de référence
(NCBI Build 37.1/hg19) (University of California in Santa Cruz, UCSC Genome Browser

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway). Une région servant de contrdle localisée sur un

segment chromosomique sans CNV (copy number variant) a été déterminée en utilisant la
base de données Database of Genomic variants http://projects.tcag.ca/variation/) et incluse
dans la puce: chr15 = 59950000-60450000 (5000 sondes, densité moyenne 1 sonde tous

les100 bp). La puce contient également 2118 sondes dispersées sur le génome humain

incluses de fagon systématique sur les microarrays designées pour les études en CGH array

par Agilent Technologies. Le design utilise est un format 4x44K (Agilent Technologies).

Nous avons analysé 108 patients et ainsi montré que 10% des mutations trouvées

dans les 4 génes d’albinisme oculo-cutané étaient des délétions ou des duplications.

De nouvelles délétions et duplications dans les genes TYR, OCA2, SLC45A2 ont été
mises en évidence (Figure 23). Certaines de ces anomalies n’avaient jamais été décrites
dans la littérature. Certaines délétions sont limitées a un seul exon (patients 070996,
050588, 111675, 091265, 120524). Nous avons identifié une nouvelle délétion dans le géne
SLC45A2 et une nouvelle délétion de TYR. Aucun réarrangement incluant TYRP1 n’a été

caractérisé. Les résultats sont regroupés dans la figure 23.
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Figure 23. Représentation schématique des réarrangements identifiés dans les génes OCA2, TYR et
SLC45A2.
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Chez 2 patients (101227 et 102007), un remaniement comportant deux délétions
purement introniques (intron 2 et intron 19) de 19.7 kb et 16.9 kb respectivement, a été
identifié, laissant suggérer un remaniement complexe sous-jacent (Figure 24). D’autre part
les coordonnées 5’ de la délétion de l'intron 2 et 3’ de la délétion de I'intron 19 étaient les

mémes que les coordonnées de la délétion polonaise précédemment décrite (Figure 24).

L’analyse de ce remaniement a débuté par le séquengage des points de cassures.
Nous avons dérivé des couples d’amorces de part et d’autre des délétions dans les introns 2
et 19 afin d’amplifier des fragments contenant les points de cassure avec différentes
combinaisons de couples d’'amorces. Un fragment avec une amorce sens située dans l'intron
2 (12-F) et une amorce antisens située dans l'intron 19 (I-19R) a pu étre amplifié et séquencé
(Figure 24). Ceci a clairement indiqué l'existence de la délétion de 184 kb déja mise en

évidence chez les patients polonais, avec des points de cassure strictement identiques.

28.25Mb 2814 Mb 28,04 Mb
| |

10122

% - I F Polish
12-F .

H -EI19-R
—> // < //
+ I 7] I F 7/ + och
Exon2 Exon3 Exonl9 Exon20 Exon24

Figure 24. Vue en CGH array de la région comportant le géne OCA2. Représentation
schématique du géne OCA2, des amorces utilisées pour séquencer le point de cassure et de
la délétion polonaise (rectangle gris).
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Contrairement a ce qui était observé chez les patients polonais, la CGH array ne met
pas en évidence d'anomalie de la région allant de l'intron 2 a l'intron 19, ce qui indique que le

fragment est présent mais s'est réinséré ailleurs dans le génome.

Ainsi nous avons recherché ou était réinséré le fragment comportant les exons 3 a 20
du géne. Une analyse par FISH (Fluorescent In situ Hybridization) en utilisant une sonde
télomérique du chromosome 15 et une sonde couvrant la région d’intérét RP11-322N14
(exon 3 a 20 du géne OCA2) n'a pas mis en évidence d’anomalie de signal indiquant
'absence d’insertion interchromosomique. Puis I'analyse par FISH en utilisant des sondes
situées de part et d’autre du réarrangement (RP11-570N16 et RP11-408F10) et la sonde
couvrant la région d’intérét n’a pas mis en évidence d’anomalie de signal indiquant I'absence
de remaniement intrachromosomique. Au total, cet analyse nous indique que le fragment
délété est bien présent, qu'il est réinséré dans le chromosome 15 a l'intérieur ou trés proche
du géne OCAZ2, la résolution de la technique étant insuffisante pour étre plus précis (Figure
25).

)

.5q13.1 (25,800,215:25,980,080) RP11-322N14 (BAC BlueGnome)
5g26.3 : sonde subtélomérique D15S936 (Vysis)

12 (24,960,394:25,129,607) RP11-570N16 (BAC BlueGnome)
13.1 (25,800,215:25,980,080) RP11-322N14 (BAC

BlueGnome)

—

Figure 25. Analyse par FISH réalisée sur les chromosomes en métaphase du patient (en
haut) 101227 utilisant la sonde RP11-322N14 15q13.1 (BAC BlueGnome) couvrant les
exons 3 a 19 d’OCA2 (signal vert indiqué par une fleche) et une sonde subtélomérique
D155936 15q26.3 (Vysis). Analyse par FISH du patient (en haut) 101227 utilisant la
sonde RP11-322N14 15q13.1 (BAC BlueGnome) (signal vert indiqué par une fleche) et
deux sondes encadrant la région d’intérét (RP11-570N16 et RP11-408F10).
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Afin de déterminer la nature de ce réarrangement, un séquencage du génome par
paired-end-sequencing avec faible couverture (12X) a été réalisé chez le patient 101227
suivi par une analyse bioinformatique a la recherche de paires anormales de séquences.

Cette analyse a été sous-traitée a la société Integragen (Evry).

Cette analyse a permis de retrouver la délétion de 184kb de coordonnées
chr15:28119720 et chr15:28303906 (hg19) grace a [lidentification de trois paires
indépendantes de séquences générées a partir d'amorces Forward (F) et Reverse (R)
(Figure 25).

Un deuxieme réarrangement a été révélé par un fragment de type RR identifié par six
paires indépendantes de séquences de coordonnées chr15:28143315 et chr15:28339464
(hg19). La coordonnée chr15:28143315 (designée R19 dans la Figure 26) est localisée dans
lintron 19 et correspond a la fin centromérique du fragment intron2-intron19 réinséré. La
coordonnée chr15:28339464 (R1 dans la Figure 26) est localisée dans I'intron 1, suggérant
ainsi que le segment délété s’est réinséré dans I'intron 1 du géne OCAZ2 lui-méme. Nous
avons pu amplifier ce fragment R-R en utilisant les amorces F19 et R1 chez le patient et sa
meére (Figure 26). Le séquengage de ce fragment de 202 pb a montré que 158 pb étaient
situées dans l'intron 1 et 44 pb dans l'intron 19 du géne OCAZ2. La présence d’un fragment
RR indique la survenue d’un phénomeéne d’inversion-insertion. Nous n’avons noté aucun
fragment anormal de type F-F, indiquant que l'inversion-insertion n’est pas simple mais est

associée a un mecanisme complexe.
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Figure 26. Analyse des données du séquencage haut-débit réalisé chez le patient 101227. Visualisation des
alignements des séquences sur le logiciel IGV (alignement des fichiers.bam de séquence sur la séquence de
référence). La fenétre du haut montre I'alignement des séquences normales sur la région d’intérét. Les 2
délétions hétérozygotes dans les introns 2 et 19 visualisées en CGHarray apparaissent avec une perte de
couverture d’environ 50%. Les paires de séquences anormales sont présentées dans la fenétre du bas. Les
paires de séquences anormales FR sont entourées en rouge et les paires de séquences anormales RR sont
entourées en bleu. Les couples d’amorces utilisés pour confirmer les points de cassure sont indiqués (R19-R1).
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Afin de poursuivre la caractérisation du réarrangement complexe, un assemblage de

novo a été réalisé en utilisant un logiciel spécifique (Velvet software) permettant de retrouver

la séquence du gene OCA2 chez le patient. Cet

assemblage montre une séquence

complétement remaniée du géne OCAZ2, avec de multiples fragments délétés et réinsérés et

inversés et réinsérés indiquant la grande complexité du réarrangement. La faible couverture

du séquengage ne nous a cependant pas permis de retrouver précisément l'ordre des

différents fragments et de reconstituer la séquence compléte du géne OCAZ2 remanié.

Ces données nous indiquent au total que le fragment intron 2 - intron 19 a été inséré

dans lintron 1 du géne OCAZ2 lui-méme et a subi

schématisé dans la Figure 27.

24 2322 2120 19 18 15 10
3’

, 24 2322 2120 :
3 LU

un remaniement complexe comme

FEH
N
N

" DELETION
19 18 15

l SLICING
ez ilaaiiz

INSERTION l

Figure 27. Représentation simplifiée du réarrangement complexe. Le haut de la figure montre la

séquence du géne OCA2 avec le réarrangement. Les rectang

les blancs dans les introns 2 et 19

représentent les délétions et le rectangle hachuré le fragment réinséré. Le fragment est découpé en

plus petits fragments et réinsérés de facon désordonnée dans l'intron 1. L'ordre et I'orientation

exacte des fragments n’a pas pu étre déterminée.
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Il.d Identification d’un remaniement impliquant GPR143

Nous avons analysé avec la puce a fagon contenant les 6 génes, dont GPR143 un
patient présentant un albinisme oculaire associé a une hypopigmentation cutanéo-

phanérienne marquée par comparaison avec le phototype parental.

Ce patient était né au terme d’'une grossesse normale. |l présentait depuis la
naissance une absence de fixation du regard qui I'amenait a consulter en ophtalmo-
genetique. A I'dge d’1 mois était apparu un nystagmus rapide et horizontal qui a disparu
ultérieurement. Il ne semblait pas exister de photophobie franche. L’étude de la réfraction
était en faveur d’une hypermétropie forte. L’examen du segment antérieur de I'ceil mettait en
évidence un certain degré d’hypotrophie irienne avec une transillumination discréte et la
présence d’'un embryotoxon postérieur bilatéral. L’examen du fond d’ceil montrait un aspect
trés peu pigmenté de I'ensemble de la rétine. Une discréte hétérogénéité de I'épithélium
pigmentaire en périphérie était observée a I'examen pratiqué chez la mére et la sceur du
patient. Le reste de I'examen clinique montrait une peau claire et des cheveux blonds
contrastant avec le phototype des parents et de la fratrie (Figure 28a). Ce tableau clinique
associé aux données de I'anamnése faisait suspecter un albinisme oculaire lié a I'’X. Par
ailleurs, la présence d’'un embryotoxon postérieur pouvant également faire évoquer un
syndrome de Rieger, affection autosomique dominante d’expressivité variable, nécessitant la

recherche de signes extra-oculaires comme des anomalies dentaires.

L’analyse avec la puce haute-résolution a montré une délétion incluant GPR143 et
SHROOM?2 (Figure 27a). Cette délétion d’'une taille minimale de 78.8kb (chrX:9713310-
9792147) emporte les exons 1 a 5 de GPR143 et le premier exon de SHROOM?2 (Figure
28b). Le géne OA17 est impliqué dans l'albinisme oculaire et n’est pas associé a un
phénotype cutané particulier. De fagon intéressante le géne SHROOM?2 code une protéine
de la famille Shroom, impliquée dans le contrdle du cytosquelette d’actine. Il a été montré un
réle de SHROOM?2 dans la biogenése du mélanosome et dans la localisation de la mélanine
dans les cellules de I'épithélium pigmentaire rétinien (Fairbank et al., 2006). Cette délétion
pourrait est a l'origine d'un syndrome de génes contigus, l'albinisme oculaire étant lié a la
délétion de GPR143 et la dépigmentation cutanéo-phanérienne a I'absence de SHROOM?2.
Le géne SHROOM?2 n'a jamais été impliqué dans des pathologies chez 'homme et des
études fonctionnelles complémentaires seraient intéressantes afin de mettre en évidence le

défaut de pigmentation.
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(b

Figure 28. (a) Dépigmentation des cheveux chez un patient présentant une délétion
de OA1 et SHROOM2. (b) Vue centrée sur la région délétée Xp22.3 en CGH array
incluant les exons 1 a 5 de OA1 et I’exon 1 de SHROOM2.
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Il.V Discussion

Nous avons analysé plus de 400 patients et montré que les délétions ou duplications
représentent environ 6 % des mutations. Concernant le géne OCA2, les délétions
représentent 14% des anomalies identifiées. Aucun réarrangement n’a été identifié dans
TYRP1. Cette proportion importante de réarrangements justifie leur recherche de fagon

systématique sur le plan du diagnostic moléculaire.

Les patients avec AOC porteurs de délétions présentent un phénotype d’albinisme
typique en rapport avec le géne muté. Les délétions sont généralement associées a une
perte de fonction importante de la protéine et la sévérité du tableau clinique est conditionnée
par la nature du variant présent en trans. Le patient 070996 porteur d’'une délétion de I'exon
2 de TYR et le variant thermosensible p.Arg402GIn, présente une atteinte ophtalmologique
modérée sans hypoplasie fovéale. Les patients présentant un syndrome de Prader-Willi ou
Angelman ont généralement une hypopigmentation qui pourrait étre expliquée par la

présence d’'un variant non-pathogéne hypofonctionnel a I'état hémizygote.

Cette puce custom a été développée avant la découverte des nouveaux génes d'AOC
C10orf11 et SLC24A5 dans 'AOC (Grgnskov et al., 2013b; Wei et al., 2013a).

La puce Custom permet non seulement de détecter les anomalies exoniques mais
également les anomalies introniques et les séquences flanquantes de part et d’autre de
chaque géne pouvant contenir les régions régulatrices. Nous n’avons pas, dans cette étude,
identifié de réarrangement dans les séquences régulatrices, bien que ces éléments aient
déja été impliqué dans la pathogenése d’autres affections génétiques (Benko et al., 2011;
Bondurand et al., 2012). Des régions contréles (Locus control regions (LCRs)) ont été
décrites de facon précise 15 kb et 9 kb en amont du site d’initiation de la transcription du
géne TYR (Regales et al., 2003; Yamamoto et al., 1992). L'analyse compléte de ces LCRs
ainsi que celle du promoteur situé 2 kb en amont de I'exon 1 n’a pas mis en évidence de

réarrangement limité a ces éléments régulateurs.

Le réarrangement complexe identifié chez les patients 101227 et 102007 est d’'un
intérét particulier. La CGH array nous a permis de mettre en évidence une perte de matériel
génomique dans les introns 2 et 19 du géne OCA2. Ces anomalies n'avaient pas été
identifiees par les techniques de QMF-PCR et PCR séquencgage (Rooryck et al., 2008b). Les
points de cassure dans les introns 2 et 19 étaient localisées exactement au niveau des
mémes positions que précédemment observé chez trois patients d’origine polonaise
(Rooryck et al., 2011). Nous avons finalement montré que les patients 101227 et 102007
étaient en fait porteurs de la délétion “polonaise” et qu'une partie du fragment délété (ie fin
de lintron 2 jusqu’au début de lintron 19; coordonnées 28119895 to 28303853) était
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réinséré dans l'intron 1 du géne OCAZ2. Ce réarrangement complexe désorganise le géne
OCA2.

Nous avons montré que le réarrangement était associé chez les 2 patients au méme
haplotype que la délétion “polonaise”. Nos patients n’avaient cependant pas d’origine

polonaise connue.

Ce réarrangement complexe chez les patients 101227 et 102007 pourrait
correspondre a un événement primitif sur un chromosome ancestral et le segment réinséré
aurait été secondairement perdu du fait d’'une instabilité structurale, conduisant ainsi a la
délétion isolée identifiee chez les trois patients polonais. Une autre possibilité est que les 2
événements soient survenus de fagon indépendante sur un chromosome ancestral du fait de
la structure du géne comportant de nombreuses séquences répétées favorisant les
recombinaisons. Ce mécanisme a déja été rapporté au niveau du locus MAPT en 17q, au
niveau duquel un haplotype spécifique étant associé a une structure génomique particuliere

favorise les délétions (Koolen et al., 2006; Shaw-Smith et al., 2006).

La description d’'un réarrangement complexe du géne OCA2 met en évidence le fait
que la CGH-array (locus spécifique ou whole-genome) pourrait manquer des délétions, le
fragment délété pouvant étre réinséré ailleurs dans le géne ou dans le génome et donc étre
présent en double copies. L’identification au niveau du méme locus de petites délétions
sépareées par un fragment ou plusieurs fragments présents en double copies doit donc faire

penser a la possibilité d’'un réarrangement complexe au niveau de ce locus.

ll.,e Article: High resolution mapping of OCA2 intragenic rearrangements and
identification of a founder effect associated with a deletion in Polish albino patients.

Rooryck C, Morice-Picard F, Lasseaux E, Cailley D, Dollfus H, Defoort-Dhellemme S, Duban-Bedu B, De
Ravel T JL, Taieb A, Lacombe D, Arveiler A. Human Genet. 2011;129(2):199-208.

ILf Article: High resolution array-CGH in patients with oculocutaneous albinism
identifies new deletions of the TYR, OCA2 and SLC45A2 genes, and a complex
rearrangement of the OCA2 gene.

Morice-Picard F, Lasseaux E, Cailley D, Rouault A, Toutain J, Plaisant C, Simon D, Francois S, Gilbert-
Dussartier B, Kaplan J, Rooryck C, Lacombe D, Arveiler B.. Pigment Cell Melanoma Res. (accepted
September 2013).
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I11. Recherche de nouveaux genes impliqués dans I’albinisme
oculocutané.

lll.a Introduction

Le développement des outils diagnostiques comme la CGH-array haute résolution
nous a permis d’améliorer la détection des mutations et de confirmer le diagnostic au niveau
moléculaire chez certains patients (délétion complexe). Cependant, des patients restent sans
diagnostic moléculaire et le grand nombre de génes impliqués dans la pigmentation conforte
I'hypothése de I'existence d’autres génes dans I'albinisme oculocutané. Dans le cadre de
notre travail nous avons développé des stratégies de recherche de nouveaux génes avec
I'utilisation de la cartographie par homozygotie dans des familles consanguines et le
séquencage d’exome chez des patients avec albinisme oculocutané sans diagnostic

moléculaire.

lll.b La cartographie par homozygotie

Présentation :

De nouvelles approches peuvent étre utilisées afin de rechercher de nouveaux
géenes. La cartographie par homozygotie (Homozygosity mapping) constitue une approche
efficace pour identifier de nouveaux loci de maladies autosomiques récessives. Elle revient a
rechercher, chez des patients issus d’unions consanguines, des régions génomiques
homozygotes. Depuis sa description il y a plus de 20 ans (Lander and Botstein, 1987), cette
approche a été utilisée avec succés pour localiser puis identifier les génes en cause dans
des maladies autosomiques récessives (voir les références suivantes pour quelques
exemples : Stoetzel et al.,, 2007 ; Molinari et al., 2008 ; Cossée et al., 2009 ; Muller et al,
2010). Sa puissance tient au fait que l'analyse d’'un nombre restreint de patients issus

d’'unions consanguines permet d’identifier un nouveau locus.

La découverte des SNPs (single nucleotide polymorphisms) et I'établissement d’'une
carte d’haplotypes du génome humain grace au projet HapMap dans les derniéres années,
associée a la technologie de génotypage a grande échelle des SNPs a l'aide de puces a
ADN (SNP-arrays) a facilité la mise en ceuvre de cette technique. Ce travail a été fait en

collaboration avec l'équipe du Pr. Jean-Louis Mandel (Institut de Génétique et Biologie
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Moléculaire et Cellulaire, Strasbourg). Les puces utilisées comportaient 250000 SNPs

(puces 250K Affymetrix), soit 1 SNP tous les 12 kilobases en moyenne le long du génome.

Neuf patients issus d’unions consanguines ou possiblement consanguines ont été
analysés. Deux patients étaient des fréres et sceurs atteints d’albinisme oculocutané, pour
lesquels nous disposions également des deux parents. Les 7 autres cas étaient isolés. Les
résultats obtenus chez les 9 patients ont été analysés pour rechercher toutes les régions du
genome présentant une homozygotie. Les génes de chacune de ces régions ont été
examinés a la recherche de potentiels génes candidats. Nous avons également recherché
spécifiquement des homozygoties au niveau de 39 génes connus pour étre impliqués dans
les différentes formes d’albinisme (syndromique ou non) ou dans la pigmentation. Nous
avons également comparé les résultats obtenus chez les 9 patients afin de rechercher des

régions d’homozygotie communes.
Principaux résultats :

- Quatre patients ont montré une homozygotie au locus HPS7 (syndrome
d’Hermansky-Pudlak de type 1); aucun de ces patients n’était décrit comme
possiblement atteint d’'HPS1 ; le séquencage du géne a permis d’identifier une
mutation homozygote d’HPS1 chez un des patients, mais pas chez les 3 autres.

- Deux patients ont montré une homozygotie au locus SLC24A5. L’homologue de ce
gene est muté chez le modéle poisson Zébre golden (Lamason et al., 2005) et chez
la souris (Vogel et al., 2008) qui présente un tableau d’albinisme oculaire. Ce géne
code une protéine canal échangeuse d’ions Sodium-Calcium qui influence la
pigmentation par un mécanisme faisant intervenir ’homéostasie des stérols(Wilson et
al., 2013). Nous n’avons pas identifié de mutation chez ces deux patients.

- Trois patients ont montré une homozygotie au locus CNO. Ce géne est muté dans le
modeéle murin de syndrome d’Hermansky-Pudlak cappuccino (Ciciotte et al., 2003).
CNO est une des huit sous-unités du complexe BLOC1 dont trois sont mutées dans
différents types de syndrome d’Hermansky-Pudlak de type 1 (dysbindin dans HPS7,
BLOC1S3 dans HPS8, pallidin dans HPS9). Les exons de CNO ont été séquencés
chez les trois patients. Aucune mutation n’a été mise en évidence.

- Au sein des autres régions communes a plusieurs patients, aucun nouveau géne

faisant figure de candidat fort n’a été mis en évidence.

L’absence de familles multiplexes (familles comportant plus d'un patient atteint)
constituait un inconvénient diminuant la puissance de I'analyse au cours de cette étude.

Cette technique a permis le diagnostic d’HPS1 chez un patient. Ceci a montré, méme s'il
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ne s’agit pas d’un gene nouveau, I'intérét et la pertinence de I'approche par cartographie
d’homozygotie chez des patients atteints de maladie autosomique récessive issus
d’'union consanguine. Par ailleurs lidentification de HPS7 chez ce patient non
diagnostiqué initialement comme atteint de syndrome d’Hermansky-Pudlak indique
fortement l'intérét d’étudier ce géne, et par extension les autres génes HPS, voire
'ensemble des génes impliqués dans les formes syndromiques d’albinisme, en

complément des génes OCA1-4 et OA1.

lll.c Le séquengage d’exome

Présentation :

Les nouvelles technologies de séquengage a tres haut débit permettent aujourd’hui
de séquencer chez des patients 'ensemble des exons (environ 180000) des génes codants
pour des protéines, ainsi qu’environ un millier de génes de petits ARN non codants (Bentley,
2006; Pettersson et al., 2009). Ceci permet de rechercher des mutations dans des génes
nouveaux sans a priori. Cette approche a été utilisée avec succés dans un nombre croissant
de maladies comme les maladies osseuses constitutionnelles avec I'ostéogenése imparfaite
et la mise en évidence de mutations de SERPINF1 et WNT1 (Becker et al., 2011; Pyott et
al., 2013). Le séquencage d'exome a permis d'identifier des mutations dans des formes non
syndromiques de retard mental exome (Robinson, 2010). Il a permis d'élucider les bases
génetiques de syndromes géniques rares comme le syndrome de Kabuki(Ng et al., 2010). Le
bon rapport co(t efficacité de la technique en fait une technique de choix actuellement pour

l'identification de nouveaux génes.

L’exome de six patients a été séquencé. Il s’agit de patients non apparentés chez
lesquels, pour 5 d’entre eux aucune mutation dans les génes OCA1-4 n’a été identifiée, et
pour 1 d’entre eux, une seule mutation du géne TYR (OCA1) a été mise en évidence. Pour

ces 6 patients, I'ADN était disponible en qualité et en quantité suffisante.

Ce travail a été sous-traité a la société de service Integragen (Evry). La librairie est
réalisée selon les instructions et le protocole du fournisseur (NEBNext® DNA Library Prep
Master Mix Set for lllumina®, NEW ENGLAND BIOLABS®). 3 upg de chaque ADN
géenomique ont été fragmentés par sonication aux ultrasons en fragments d'une centaine de
paires de base environ. L’ADN fragmenté est réparé aux extrémités afin d’ajouter par ligation
deux adaptateurs différents. Pour capturer des régions génomiques d'intérét, en utilisant la

capture en solution, I'objectif est de mélanger des oligonucléotides (sondes) synthétiques a
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un échantillon d'ADN génomique fragmenté. Les sondes, (ARN biotinylées de 120pb)
s'hybrident sélectivement aux régions génomiques d'intérét, aprés quoi, les complexes ADN
génomique/sonde peuvent étre capturés grace a des billes magnétiques couplées a de la
streptavidine. Elles sont ensuite lavées pour éliminer les ADN hybridés de maniére non
spécifique. Les fragments d’ADN sont élués puis séquencés sur un appareil lllumina HISEQ
2000. L’'analyse bioinformatique des données de séquence est basée sur le pipeline
d’lllumina (CASAVA1.8.2). CASAVA réalise I'alignement des séquences sur le génome de
référence (hg19). L'algorithme d'alignement utilisé est ELANDv2, qui réalise des alignements
multi-seed avec GAP. Les lectures de séquences reads avec plus de 6 mésappariements et

les doublons de PCR sont exclus.
De I'ordre de 47000 variants sont identifiés chez chacun des patients.

Nous appliguons une série de filtres afin de restreindre le nombre de variants
d’'intérét méritant d’étre retenus. Des filires stringents ont été appliqués dans un premier
temps afin de réduire au maximum le nombre de variants candidats. Les filtres pourront étre
relachés dans un second temps si aucun géne candidat n’est identifié. Ces filtres sont les

suivants :

- L’hypothése étant dans un premier temps que la maladie est récessive, seuls les
genes avec une mutation homozygote ou deux mutations hétérozygotes composites
ont été retenus ; I'hypothése de génes localisés sur le chromosome X est également

conservée pour les patients de sexe masculin.

- Dans un premier temps, nous n'avons retenu que les variants localisés dans les
régions codantes des génes ;

- Absence d’individus homozygotes dans des banques de données d’individus
contrdles (non atteints de maladies génétiques, dont I'albinisme)

- Les variants déja identifiés comme des polymorphismes dans les banques de
données ont été écartés (dbSNP, 1000 Genomes Project et Exome Variation
Sequence).

- Ne sont gardés que les variants qualifiés de pathogénes par des programmes de

prédiction de pathogénicité (Alamut Software ; Polyphen2 ; SIFT).

Quand un géne candidat a été sélectionné, la présence des variants identifiés chez le
patient est vérifiée par séquencage Sanger. L’analyse a été réalisée chez les parents quand

ils sont disponibles afin de vérifier la ségrégation en frans des variants.

Les génes sont séquencés dans une cohorte de patients.
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Echantillons d’ ADN

Séquengage d’Exome 50000 Variants

Filtres : hypothése d’'une maladie

autosomique récessive

-Au moins 2 variants dans un géne par patient N

-Fra htz< 1 hmz =0 500-900 variants
-Profondeur> 8x

-Variants situés dans la séquence codante (Exon, Faux

sens, Non sens, Variants d’épissage)

Sélection de Génes
Etude de la pathogénicité de variants (Polyphen2, Alamut)

Fonction du géne 50 variants

Confirmation par séquengage en Sanger
Etude de la ségrégation (analyse des parents)

v

Séquencage des génes candidats sélectionnés dans une = &
cohorte de patients avec AOC 10 15 .geneS
candidats

Etudes fonctionnelles

Figure 29. Description de la démarche d’analyse des données de séquencage d’exome chez les
patients avec un AOC.

Principaux Reésultats :

Nous avons sélectionné 6 patients présentant un tableau d’albinisme oculocutané
avec un nystagmus, une hypopigmentation rétinienne et une hypoplasie fovéale ainsi qu’'une
dépigmentation cutanéo-phanérienne. L’'exome de ces 6 patients a été séquencé. Un des
patients, 060675, présentait une mutation a I'état hétérozygote dans TYR. Les 5 autres
patients n’avaient aucune mutation identifiée aprés analyse de TYR, OCA2, TYRP1 et
SLC45A2.

L’analyse de I'exome chez ces patients non apparentés nous a conduits a retenir des
génes candidats. Aprés croisement des résultats chez les 6 patients, nous avons observé
que pour 18 génes deux mutations sont trouvées chez au moins deux patients. Chez chacun
des 6 patients, nous regardons également de fagon ciblée I'ensemble des génes connus
pour étre impliqués dans les différentes formes d’albinisme, et des génes de pigmentation

connus.

Nous avons pu retrouver la mutation hétérozygote déja identifiee dans TYR chez le
patient 060675. Aucune autre mutation n’a été mise en évidence dans ce géne chez ce
patient par séquencage de I'exome, indiquant que ce patient n’est probablement pas atteint
d’AOCH1, et que la cause est a rechercher dans un autre géne. L'analyse des données de
'exome chez le patient 060675 a montré 2 variants dans le géne GRIN2A. Le premier
variant est responsable d’un faux-sens ¢.810C>G/p.Asp166Glu. Ce premier variant est prédit
comme probablement pathogene par les logiciels de prédiction (Polyphen ; SIFT). Il affecte
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un acide-aminé conservé et est situé dans un domaine fonctionnel important de la protéine.
Ce variant est rare et n’a jamais été décrit a I'état homozygote chez des individus contrdles.
Le second variant c.1498-4C>G affecte I'épissage. Il n’a jamais été décrit a I'état
hétérozygote ni homozygote dans les bases de données. Chacun des parents est porteur

d'un des variants a I'état hétérozygote.
Aucun des 4 autres patients n’est porteur de mutation de GRIN2A.

Le géne GRIN2A code une protéine impliquée dans le métabolisme du glutamate. Il
s’agit de la sous-unité -1 d’un récepteur ionotropique au Glutamate (N-methyl-D-aspartic
acid, NMDA). Des mutations de ce génes ont été identifiées dans des anomalies
neurodéveloppementales telles que des déficits intellectuels isolés, certaines formes
d’autisme ou des épilepsies mais de facon intéressante récemment dans des mélanomes
(Endele et al., 2010; Wei et al., 2013a). Le lien entre anomalies de signalisation de la voie du
glutamate et mélanome n’est pas élucidée mais constituerait une piste intéressante dans la

compréhension et le traitement du mélanome (Wangari-Talbot and Chen, 2012).

L’analyse de ce géne chez 22 patients supplémentaires ne nous a pas permis

d’identifier de mutation.

L’analyse des données de I'exome du patient 091801 a mis en évidence la présence
de 2 variants dans le géne HPS1. Un des variants p.Phe72ProfsX51 entraine I'apparition
d’'un codon stop prématuré et d’'une protéine tronquée. L’autre variant est une mutation
affectant I'épissage c.1744-2A>C. Les mutations affectant I'épissage peuvent permettre la
production d’une protéine résiduelle, ce qui pourrait expliquée que le phénotype
d’Hermansky-Pudlak soit modéré et passé inapercu. Le diagnostic de syndrome

d’Hermansky-Pudlak a conduit a rechercher des anomalies plaquettaires chez ce patient.

L’analyse des données de I'exome chez le patient 100446 montre 2 variants dans le
géne SLC7A13. Le premier variant c.988C>T/p.Leu330Phe a une fréquence a l'état
hétérozygote a 2% dans la population contrdle. Il est décrit comme probablement pathogéne
par les logiciels de prédiction. Le second variant est un faux-sens ¢.1172C>A/p.Pro390His,
de fréquence a I'état hétérozygote a 0,02% dans la population contréle. Ces deux variants
concernent des nucléotides et des acides-aminés conservés et sont situés dans des

domaines fonctionnels importants de la protéine.

Le géne SLC7A13 code une protéine canal échangeuse d’ions. Elle serait exprimée
au niveau de la rétine dans les cellules de Muller et a été impliquée dans le transport du
glutamate. Elle intervient dans le maintien de 'homéostasie de I'excitabilité des cellules

rétiniennes (Sarthy et al., 2005). Le modéle murin sut (subtle gray) résulte de mutations dans
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I’'homologue murin du géne SLC7A11, codant une protéine membranaire impliquée dans le

transport cystine/glutamate (Chintala et al., 2005).

Nous avons analysé ce géne chez 22 patients AOC et nous n’avons pas identifié de

mutation.

L’analyse chez ce patient 100346 montre également deux variants dans le géne
NUDT14. Les deux variants sont situés dans I'exon 3. lls n'ont jamais été décrits dans les
bases de données a I'état homozygote et sont prédits comme probablement pathogénes par
les bases de données. Le géne NUDT14 code une UDP-glucose pyrophosphatase,
impliquée dans la glycosylation des protéines (Heyen et al., 2009). Ce géne pourrait étre un
bon candidat car les processus de glycosylation sont importants dans la mélanogenése et en
particulier dans la maturation de protéine comme la Tyrosinase. Ce géne n'a pas encore été

étudié chez d'autres patients.

Chez le patient 070757, deux variants dans le géne TRPM1 ont été identifiés. |l s’agit

d’un variant faux-sens dans I'exon 17 et d’'un autre faux-sens dans I'exon 27.

Le géne TRPM1 code une protéine canal ionique (transient receptor potential cation
channel, subfamily M, member 1). Des mutations de ce géne ont été identifiées chez des
patients présentant une forme récessive de cécité nocturne congénitale (CNC) de
transmission autosomique récessive (Audo et al.,, 2009; van Genderen et al., 2009). Un
nystagmus ou une amblyopie accompagne parfois les autres signes. L’évolution est
généralement stationnaire. L’acuité visuelle corrigée est modérément réduite et une myopie
modérée a sévere peut étre présente. L’électrorétinogramme montre l'absence de
dépolarisation a la stimulation lumineuse (onde b) et les études physiologiques complétes
montrent la dysfonction de la dépolarisation des cellules bipolaires ON activatrices,
caractérisée par la présence de récepteurs métabotropiques du Glutamate couplés a une
protéine G (MGLUR®G) situées dans la couche nucléaire interne de la rétine (Nakamura et al.,
2010). TRPM1 initialement décrit comme melastatin, a également été impliqué dans la
différenciation mélanocytaire terminale et la perte d’expression de TRPM1 a été identifiée
comme un marqueur diagnostique et pronostique du mélanome cutané primitif (Prawitt et al.,
2000). TRPM1 joue un rdle fondamental dans la physiologie mélanocytaire et dans le
développement du mélanome (Guo et al., 2012). Des variants de TRPM1 comme ceux de
EDNRB, KIT, MITF et PAX3 sont connus pour causer des phénotypes « white spotting »
chez les chevaux, qui peut aller de marques blanches communes a une robe completement
blanche (Hauswirth et al., 2013). Les patients présentant une cécité nocturne et des

mutations de TRPM1 n’ont pas d’anomalie pigmentaire identifiée.
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L’analyse de 22 patients n’a pas permis d’identifier de mutation de ces génes. Nous
avons choisi d'utiliser pour l'analyse de la cohorte de patients, le séquencage nouvelle-
génération. Nous disposons sur notre plateau technique d’'un séquenceur moyen-débit (PGM
lon Torrent, Life Technologies). Il est ainsi possible d’analyser plusieurs génes de fagon
simultanée en multiplexant les couples d'amorces. Nous avons dérivé des amorces a l'aide
du logiciel Ampliseq Designer développé par Life technologies, permettant I'analyse de 6
génes candidats dont SLC24A5 et C10o0rf11 décrit précédemment et 4 génes candidats
identifiés aprés I'analyse de I'exome.

£.810C>G/p.Asp166Glu  0/0 PRB D D €.1498-4C>G 0/0 nd nd trans
p.Phe72ProfsX51 0/0 PRED nd C.1744-2A>C 0/0 nd nd trans
£.988C>T/p.Leu330Phe 2%/0 PRB D D |c.1172C>A/p.Pro391His 0,1%/0 PRB D D trans
p.Arg52Tmp 0/0 PRB D p.Leudslle 0/0 PRB D nd
p.Gly235Trp 0/0 PRB D / p.Arg278GIn 0/0 PRB D / cis
p.Tyr186Met 0/0 PRB D / p.lle1044Tyr 0/0 PRBD / cis
p.Alag95Pro 0,02%/0 PRBD D p.Ser1250Ala J,03%/C B D trans
p.Arg574Trp 0/0 PRED nd p.Arg837X 0/0 PRBD nd nd
p.Arg35Tmp 0/0 PRB D nd p.Asp45Gly 0/0 PRBD nd nd

TABLEAU IX. PRINCIPAUX GENES CANDIDATS ISSUS DE L’ANALYSE D’EXOME DE 5 PATIENTS. ABBREVIATIONS :HTZ :
FREQUENCE DE L’ALLELE HETEROZYGOTE, HMZ : FREQUENCE DE L’ALLELE A L’ETAT HOMOZYGOTE, PRB D: PROBABLEMENT DELETERE ; D: DELETERE ;
ND : NON DETERMINE. EN GRIS LES GENES ELIMINES DU FAIT DE L’ ABSENCE DE SEGREGATION EN TRANS, VERIFIEE AVEC L’ ANALYSE DES PARENTS. EN
ROUGE, LES GENES DONT L'IMPLICATION DANS LE TABLEAU D’ AOC EST CONFIRME.
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lll.d Conclusion

L’albinisme oculo-cutané est hétérogene sur le plan génétique. Plus de 400 génes
sont impliqués dans la pigmentation et seuls 4% d’entre eux sont associés a I'albinisme
(Montoliu et al., 2013). Récemment des mutations de C700rf11 ont été décrites dans 'AOC
de type 7 (Grgnskov et al., 2013b). La fonction de ce géne qui semble impliqué dans la
différenciation mélanocytaire n’était pas élucidée avant cette description. L’identification de
mutations de SLC24A5 chez 6 patients de notre cohorte conforte I'implication de ce géne
dans 'AOC de type 6.

Ainsi méme si les mutations dans les génes connus d’AOC peuvent avoir été
manquées en raison de techniques insuffisantes ou parce que ces mutations siegent dans
des régions non explorées telles que les régions régulatrices, I'existence d’autres génes
impliqués dans 'AOC est trés probable. L’identification de nouveaux génes pourrait mettre
en évidence de nouveaux mécanismes physiopathologiques induisant un phénotype de
dépigmentation et permettre de mieux comprendre la mélanogenése et les mécanismes qui

la régulent.

L’identification de variants dans les genes GRIN2A et TRPM1, tous deux impliqués
dans la voie du glutamate pourrait constituer une piste intéressante. En effet des mutations
de GRINZ2A ont été retrouvées dans des mélanomes (Wei et al., 2011). La protéine TRPM1,
initialement décrite comme mélastatine, est également associé a la mélanomagenése mais
semble jouer un rdle dans la pigmentation (Devi et al., 2013; Guo et al., 2012). Des
récepteurs du Glutamate sont localisés sur les mélanocytes. Leur activation par le glutamate
secrété par les kératinocytes adjacents favorise la formation des dendrites mélanocytaires.
L’expression de MITF serait également stimulée par 'activation des récepteurs au Glutamate

(Hoogduijn et al., 2006). Le lien entre pigmentation et glutamate n’est pas élucidé.

L’identification de mutations de GRIN2A et de TRPM1 chez d’autres patients avec
AOC et la réalisation d’études fonctionnelles sont nécessaires pour confirmer le lien entre
ces génes et le phénotype des patients. D’autre part cette voie pourrait constituer une piste
intéressante dans la compréhension de la mélanogenése et également une cible

thérapeutique pour le traitement du mélanome et I'atteinte visuelle chez les patients AOC.
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IV. Etude d’'un remaniement impliquant les genes OCA2 et
HERCZ2 chez un patient présentant un syndrome neurologique

IV.a Contexte

Nous avons présenté I'utilisation de la CGH array haute-résolution dans le cadre du
diagnostic moléculaire chez les patients présentant un albinisme oculocutané. Nous avons
ainsi pu caractériser de fagon rapide et précise des remaniements intra-géniques dans les
génes TYR, OCA2, SLC45A2 et GPR143. La puce haute résolution que nous avons mise
au point permet I'analyse des génes et de 0,5 Mb de part et d’autre, ce qui permet de
caractériser des réarrangements s’étendant jusqu’aux génes adjacents. Nous avons décrit
plus haut une délétion hétérozygote impliquant les génes TYR et NOX4 adjacent, une
délétion comprenant SLC45A2, AMACR et C1QTNF3, et une délétion hétérozygote
impliquant OCAZ2 et les 10 derniers exons de HERC2.

La puce haute résolution nous a également permis de révéler une délétion
homozygote impliquant les génes HERC2 et OCA2 chez un patient présentant un phénotype
complexe associant un albinisme oculocutané, un tableau neurologique sévére comportant
hypotonie, hypertonie peériphérique et encéphalopathie convulsivante et des anomalies

cardiaques.
Ce travail fait I'objet d'une publication en préparation.

IV.b Cas clinique

Le cas index est un nouveau-né de sexe masculin. |l s’agit du quatriéme enfant d’un
couple de parents cousins germains, d’origine mauritanienne. Les trois premiers enfants du
couple sont sains. La meére avait dans ses antécédents une fausse-couche tardive a 28
semaines d’aménorrhée, d’étiologie inconnue. L’histoire familiale révéle le décés précoce
d’un frére et une sceur de la mére présentant un albinisme associé a une affection inconnue.
Concernant le patient, les échographies anténatales avaient mis en évidence des anomalies
cérébelleuses. A la naissance, le patient avait des mensurations standards et présentait a la
naissance une hypopigmentation homogéne de la peau et des cheveux faisant évoquer un
albinisme oculocutané. L’examen ophtalmologique montrait une dépigmentation rétinienne
modérée au fond d’'ceil. A 4 mois, un retard des acquisitions associé a des difficultés
alimentaires était noté. L’échographie cardiaque révélait un canal artériel perméable, une
dilatation du coeur gauche et une hypertension artérielle pulmonaire associés a un tableau
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d’insuffisance cardiaque. L’examen neurologique montrait une hypotonie axiale, une
hypertonie périphérique associée a des signes extrapyramidaux et a des mouvements
désordonnés. L'IRM cérébrale montrait une hypoplasie cérébelleuse déja identifice en
anténatal associée a une polymicrogyrie et a une hypoplasie du corps calleux. A I'dge de 14
mois, les difficultés alimentaires imposaient une gastrostomie. Les infections pulmonaires
récurrentes ont nécessité des hospitalisations itératives en soins intensifs. Le patient est
décédé a I'age de 2 ans au décours d’'une décompensation respiratoire. Le caryotype était
normal (46XY).

Un diagnostic d’albinisme oculocutané était suggéré. Le tableau clinique associé ne
ressemblait pas aux anomalies observées dans les différentes formes d’albinisme
syndromiques. Nous avons évoqué un syndrome de génes contigus transmis de fagon

récessive dans un contexte de consanguinité.

IV.c Principaux résultats

L'analyse de ce patient par CGH-array haute-résolution a identifié une délétion de
286 kb a I'état homozygote emportant les exons 1 & 12 d’OCAZ2 et les exons 56 a 94 du géne
HERC?2. La haute-résolution de la CGH-array utilisée nous a permis de borner précisément
la délétion (chr15:28429725.. 28142054) et de séquencer les points de cassure.

Cette délétion homozygote est selon toute vraisemblance responsable du phénotype
d'AOC en rapport avec la délétion du géne OCA2 et du tableau sévere
neurodéveloppemental en rapport avec la probable perte de fonction d'HERC2. Aucune
pathologie humaine n'ayant été associée a ce géne codant une protéine E3-ubiquitine ligase
au moment de lidentification du remaniement, nous avons essayé de comprendre les

conséquences fonctionnelles de cette anomalie génétique.

Le réarrangement prédit la production d'un transcrit de fusion HERC2-OCA2 qui
serait traduit en une protéine tronquée de HERC2. Nous avons extrait I'ARN des fibroblastes
de patient et étudié la transcription du géne HERCZ2 en utilisant des couples d'amorces
situés dans la région non délétée (HERC2-1F et HERC2-1R) et délétée (HERC2-2F et
HERC2-2R) et en utilisant un couple d'amorces a cheval sur les transcrit HERC2 et OCA2,
'amorce F est située dans I'exon 55 d’HERCZ2 et I'amorce R est située dans I'exon 23
d’'OCA2 (HERC2-OCA2-55F et HERC2-OCAZ2-55R). Le transcrit de fusion HERC2-OCA?2 est

identifié et caractérisé par RT-PCR et séquencgage (Figure 31).
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Figure 30. Vue de la délétion homozygote de 286 kb en CGH array.
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Figure 31. Etude du transcrit de HERC2. Amplification PCR de 'ADNc du patient et du témoin
obtenu aprées RT-PCR. Absence de la partie 3' de I'ARN de HERC2. Amplification et séquencage d'un
fragment fusionnant I'Exon 56 de HERC2 (bleu) a I'Exon 20 d’OCA2 (en rouge) avec les amorces
HERC2-OCA2-55F et HERC2-OCA2-55R. Les fleches bleues indiquent la positon des amorces utilisées
sur le transcrit. (T) Témoin (P) Patient. RPLPO : géne de référence.
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Nous avons ensuite étudié la protéine HERC2 et montré par Western blot et
Immunofluorescence l'absence de la protéine chez le patient par rapport a des fibroblastes

témoin.

Patient

Patient Control

M HERC2
— GAPDH

Control

0,6

0,4

1
=

Figure 32. Absence d'HERC2 dans les fibroblastes du patient. HERC2 est recherchée par
immunoblot avec un anticorps anti-HERC2. A gauche, marquage des cellules patients et controle
avec un anticorps anti-ubiquitine en rouge et anti-HERC2 (vert). Des foci intranucléaires

Ubiquitin Herc2 Merge

d'ubiquitine sont détectés dans les cellules du patient.
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Figure 33. Représentation schématique de la protéine HERC2 et de ses domaines fonctionnels
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HERC2 est une E3-ubiquitine ligase. Elle présente 3 domaines RCC1 pour et un
domaine catalytique HECT (Homology to E6-AP in their carboxyl terminus catalytique) C-
terminal impliqué dans les réactions d’ubiquitinylation (Figure 33). Les substrats qui lui ont
été associés incluent des facteurs de réparation de 'ADN : XPA et BRCA1 (Kang et al.,
2011; Wu et al., 2010). HERC2 interagit avec E6AP (produit du géne UBE3A), une autre E3-

ubiquitine-ligase, en l'activant par son domaine RLD2 (Kuhnle et al., 2011).

L’étude du marquage de l'ubiquitine dans les cellules du patient montre I'existence
d’agrégats intranucléaires d’ubiquitine traduisant une perturbation de Il'ubiquitination et

secondairement de la dégradation des protéines substrats (Figure 33).

Les substrats d'HERC2 impliqués dans la réparation de I'ADN, XPA et BRCAT1,
s’accumulent sous forme d’agrégats dans le cytoplasme des cellules comme cela est vu en
Immunofluorescence. L’analyse en Western Blot de XPA montre une augmentation de la

quantité de protéine.

L’étude en Western-Blot et en immunofluorescence de la protéine E6AP codée par
UBE3A montre une diminution significative de la quantité de protéines. De fagon corolaire,
nous avons observé une accumulation de I'un des substrats les mieux connus de EGAP, la
protéine Arg3.1. Nous avons regardé les conséquences de l'accumulation d’Arg3.1 sur
'endocytose des fibroblastes en marquant la clathrine. Nous n’avons pas observé de
différences significatives de marquage entre le patient et les contrbles (données non

présentées).

Nous avons ensuite investigué si 'accumulation des substrats d’HERC2 impliqués
dans la réparation de ’'ADN comme XPA affectait la réponse des fibroblastes a l'irradiation
aux UVB par la mesure de I'apoptose cellulaire et I'étude de la réparation de 'ADN (Figure
34). Ce travail a été fait en collaboration avec le Dr Rezvani (Unit¢é INSERM 1035,

Bordeaux).

Les fibroblastes de patients ont été exposés a une irradiation UVB et 'apoptose a été
mesurée 16 heures apres cette irradiation par cytométrie de flux. L’activation de la caspase,
a également été mesurée apres irradiation aux UV. L’analyse de la réparation de 'ADN a été
réalisée en analysant la cinétique de réparation des photoproduits 6-4 (6-4PPs) et des
diméres cyclobutaniques de pyrimidine (CPD), qui sont les Iésions photo-induites les plus
fréquentes retirées principalement par le systéme d’excision-réparation nucléotidique (NER)

avec des cinétiques différentes (Moser et al., 2005).

Ces analyses ont montré que la sensibilité a I'apoptose des fibroblastes apres

irradiation aux UVB apparait diminuée de méme que I'activation de la caspase induite par les
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UVB. L’étude de la réparation de ’'ADN a montré une augmentation significative de la vitesse
de réparation des CPD uniquement chez les patients par rapport aux contréles. Il n’y a par

contre pas de différences significatives concernant la réparation des 6,4PP.
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Figure 34. Analyse de I'apoptose et de I'activité de la caspase-3 suivant l'irradiation UV des cellules
et analyse de la cinétique de réparation des 6-4PPs et des CPD apreés irradiation UV. Une
diminution de la sensibilité a I'apoptose est observée dans les cellules du patient avec une
diminution relative de I'activité caspase et augmentation du taux de réparation des lésions CPD.
Les résultats sont la moyenne de 4 expériences indépendantes.
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IV.d Conclusion

Jusqu’a récemment le géne HERC2 humain n’avait jamais été associé a une
pathologie humaine. Le modéle murin Rjs présente un retard de croissance, des anomalies
de coordination et une infertilité. Un de ces mutants exprime une forme tronquée de HERC2
perdant son domaine C-terminal HECT. Ceci implique que la perte de l'activité E3 ligase de
HERC2 peut étre responsable du phénotype murin.

La délétion homozygote identifiée chez notre patient prédit également la production
d’une protéine tronquée perdant son domaine HECT C-terminal, conduisant a un phénotype
sévere.

De fagon intéressante, une mutation faux-sens a récemment été décrite chez des
patients présentant un phénotype Angelman-like dans des communautés Amish et
Memmonites (Harlalka et al., 2013; Puffenberger et al., 2012). Le phénotype observé chez
ces patients était cependant moins sévere, probablement parce que la proteine HERC2
mutée conserve en partie son activite.

L’ubiquitinylation est un mécanisme post-traductionnel fondamental qui permet la
dégradation de protéines cibles et régule le turn-over protéique. HERC2 stimule I'activité

ubiquitine-ligase de EGAP via son domaine RLD2 (Kihnle et al., 2011). La diminution de

l'activation de I'activité E3 ligase d’'UBE3A pourrait réduire I'ubiquitination et la dégradation
des substrats d’EGAP. Ses substrats les mieux décrits, impliqués dans I'activité neuronale,
sont Arc/Arg3.1 et Ephexin5 (Greer et al., 2010; Margolis et al., 2010). Arc est une protéine
synaptique induisant l'internalisation des récepteurs AMPA, qui sont un sous-type de
récepteurs glutamatergiques. L’accumulation d’Arc/Arg3.1 dans les fibroblastes de patient
pourrait conduire & une augmentation de I'endocytose des AMPAR perturbant la plasticité
synaptique et la formation de la mémoire aversive. Le mécanisme physiopathologique peut
étre rapproché de celui du syndrome d’Angelman (AS) qui résulte d’'une perte de fonction du
géne UBE3A (Greer et al.,, 2010; Puffenberger et al., 2012). Cependant les anomalies
secondaires a la perte de fonction d’HERC2 pourraient impliquer non seulement UBE3A
mais aussi d’autres substrats non identifiés. Ceci pourrait expliquer la sévérité du tableau
clinique observé chez le patient.

L’accumulation des substrats d’'HERC2 impliqués dans la réparation de I'ADN tels
que XPA et BRCA1 pourrait affecter le systéeme de réparation de 'ADN (Bekker-Jensen et
al.,, 2010) (Kang et al., 2011)(Kang et al., 2010) (Wu et al., 2010). Nous observons in vitro
une augmentation de la réparation de 'ADN et une diminution de la sensibilité a 'apoptose.
La réparation de 'ADN est un processus étroitement contrdlé et sa perturbation pourrait
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avoir des conséquences sur le développement embryonnaire et foetal et ainsi étre impliqué,
par un mecanisme demeurant indéterminé, dans le phénotype présenté par le patient
(Brooks et al., 2008).

La perte de fonction de HERC2 est donc responsable d'un phénotype
développemental sévere comme précédemment identifié dans le modéle murin Rjs. La
sévérité du phénotype lié au déficit fonctionnel ’HERC2 peut étre expliquée par le rble
central de cette protéine et la variété des substrats et des voies régulées par HERC2 :
régulation de la réparation de I'ADN et du cycle cellulaire, régulation de l'activité de la
protéine E6GAP/UBE3A. D'autres E3 ligases ont déja été impliquées dans des pathologies
humaines comme la forme autosomique récessive de maladie de Parkinson (MIM 600116)
(PARK2, MIM 602544), le syndrome de Johanson-Blizzard (MIM 243800) (UBR1, MIM
605981), le syndrome 3M (MIM 273750) (CUL7, MIM 609577) et le syndrome
oculocérébrofacial de Kaufman (MIM 44450) (UBE3B, MIM 608047) (Huber et al., 2005;
Kitada et al., 1998; Zenker et al., 2005). Cette observation met en évidence les effets
delétéres de la dérégulation de I'ubiquitinylation et son rdle clé au cours du développement

embryonnaire et en particulier du développement du systéme nerveux central.

IV.e Article: Severe developmental disorder phenotype associated with a homozygous
HERC2 deletion. Morice-Picard Fanny, Simon Delphine, Lasseaux Eulalie, Frangois Stéphane, Levionnois
Emeline, Cailley Dorothée, Rooryck Caroline, Rezvani Hamid Reza, Benard Giovanni, Lacombe Didier, Baumann

Clarisse, Arveiler Benoit. (En préparation)
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Conclusions et Perspectives
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Conclusions et Perspectives

L’albinisme regroupe un ensemble hétérogéne d'anomalies héréditaires associant
une hypopigmentation variable de la peau, de liris et de la rétine, caractérisée par des
défauts du nombre, de la structure et/ou de la fonction des mélanosomes. En outre,
lalbinisme peut étre associé a des défauts d’autres types cellulaires non pigmentés qui
produisent des LRO, comme dans le HPS et le syndrome de Chediak-Higashi (CH).

Depuis l'identification de mutations du géne codant la Tyrosinase en 1986 dans
l'albinisme oculocutané, d'autres génes ont été impliqués dans cette condition : OCA2,
TYRP1 puis SLC45A2 révélant ainsi sa grande hétérogénéité (Manga et al., 1997; Newton et
al., 2001; Rinchik et al., 1993; Tomita et al., 1989b). Tous ces genes codent pour des
protéines transmembranaires du mélanosome dont les fonctions sont essentielles a la
synthése du pigment et a la maturation du mélanosome L'étude des modéles murins a
largement participé a la reconnaissance de génes impliqués dans le développement et la
régulation du systéme pigmentaire. A ce jour plus de 400 génes sont impliqués dans la
pigmentation et pourraient étre impliqués dans des anomalies héréditaires de la

pigmentation.

Protéine agouti (souris)

~

omplexe
mélanosomial

N /

Mélanocyte Kératinocyte

Figure 35. Mélanogéneése et impact fonctionnel des génes mutés dans les albinismes.
Le taux relatif eumélanine-phéomélanine est contrélé via le récepteur MC1R par I'a-MSH (melanin stimulating hormone), et
une inhibition existe chez la souris par la protéine Agouti. (1) Les anomalies moléculaires dans Tyr pour ’AOC1 et dans
Tyrpl pour I’AOC3 sont responsables d’une maturation anormale de la tyrosinase et de défauts de formation du complexe
Tyr-Tyrp1 et entrainent une dégradation de la tyrosinase dans le protéasome associé au RER. (2) Dans ’AOC2 et 'AOC4, les
anomalies fonctionnelles des protéines P et MATP sont responsables d’un défaut de transport de la tyrosinase et des
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protéines mélanosomales avec relargage aberrant de vésicules contenant la tyrosinase seule (AOC2) ou associée a la Tyrpl
(AOC4). (3) Dans I’AOCS, les anomalies de NCKX5 entrainent un défaut de maturation des mélanosomes.

Au cours de ce travail, jai étudié les aspects cliniques et moléculaires de 'AOC et
décrit sa variabilité phénotypique et son hétérogénéité génétique. J'ai en particulier participé
au développement des outils de diagnostic moléculaires de I'AOC et a la recherche de

nouveaux génes.

1- Evaluation de la variabilité du phénotype AOC

L’analyse de plus de 400 patients présentant un albinisme oculocutané nous a
permis de mieux caractériser I'albinisme sur le plan clinique. L'étude du phénotype des
patients montre la constance de l'atteinte ophtalmologique, qui est associée a une atteinte
cutanéo-phanérienne hétérogéne et d’intensité variable. Les corrélations génotype-
phénotypes nous montrent que les AOC1 et AOC4 comportent une dépigmentation
généralement sévere. L'AOC2 est hétérogéne et peut comporter une dépigmentation
modérée a sévere. L’AOC3 est tres rare et les patients décrits présentent une atteinte

oculocutanée modérée.

L'atteinte cutanée et phanérienne est variable selon les génes impliqués mais
également pour un méme spectre mutationnel. L'AOC1 fait figure d'exception, les mutations
stop ou mutations tronquantes aboutissant a une perte de fonction totale de la tyrosinase
étant responsables d'un phénotype sévere, indépendamment du phototype du patient. En
revanche, les variants faux-sens du géne TYR aboutissant a une diminution de la fonction de
la protéine comme le variant thermosensible p.Arg402GIn associé en trans a une mutation
delétére donnent généralement un phénotype variable, ce qui rend difficile son interprétation
dans le diagnostic moléculaire (Oetting et al., 2009). Il a été montré que la pathogénicité de
ce variant p.Arg402GIn était influencée par le phototype du patient (Chiang et al., 2009). Les
patients de phototype clair présentent une dépigmentation et un tableau clinique globalement

plus marqué que les patients de phototype foncé.

La variabilité phénotypique est également illustrée par les patients présentant des
mutations dans SLC24A5 responsable d'AOC6 que nous avons décrits au cours de ce travail
et qui ont tous une atteinte ophtalmologique typique d'albinisme oculocutané et une atteinte
cutanéo-phanérienne trés variable allant d'un tableau évocateur d'’AOC1 a une

dépigmentation légére.

L'analyse du phénotype clinique des patients a été réalisée a partir des informations

recueillies sur la fiche de renseignements cliniques complétée par le prescripteur permettant
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la constitution d’'une base de données clinicobiologiques. Les limites actuelles de cette base
de données tiennent au fait que certaines informations sont manquantes, en particulier celle
de I'examen ophtalmologique quand les sujets sont examinés a un age trés jeune. D’autre
part les patients ne sont pas examinés par la méme personne. Il existe un certain degré de
subjectivité dans I'analyse de I'hypopigmentation cutanéo-phanérienne. Ainsi il est prévu de

faire évoluer cette étude avec plusieurs objectifs :

1/ Objectiver la description de la dépigmentation cutanéo-phanérienne (ajout d'un

nuancier de couleurs dans la fiche de renseignements cliniques).

2/ Obtenir un suivi de la cohorte et réaliser des études longitudinales grace a
I'obtention des données évolutives de chaque patient (en recontactant les prescripteurs) et la
réévaluation des signes cliniques chez les patients (évolution de la pigmentation, apparition
de lésions actiniques, type de lésions, évolution de I'examen ophtalmologique, apparition de

nouveaux signes).

3/ Réévaluation des examens complémentaires ophtalmologiques nécessaires au
diagnostic et au suivi des patients en collaboration avec I'équipe d’ophtalmologie du CHU de

Bordeaux.

Un projet d'Hépital de Jour des patients AOC, a été mis en place dans le cadre des
Centres des Références Maladies Rares de la Peau et des Anomalies du Développement du
CHU de Bordeaux. Le développement de ce parcours de soin a pour but d'améliorer la prise
en charge et le suivi des patients et d'obtenir une évaluation standardisée des patients sur le
plan dermatologique et ophtalmologique. L'examen ophtalmologique comportera de fagon
systématique une mesure de la réfraction, une analyse en tomographie optique de la rétine
(OCT), des PEV si I'dage de I'enfant le permet. Un des autres objectifs est d'améliorer la
connaissance et la description phénotypique des patients avec AOC permettant de mieux
comprendre cette condition d'identifier des groupes de patients et d'orienter les analyses

moléculaires.

Une meilleure connaissance et physiopathologique de I'affection est un prérequis au
développement de thérapeutiques ciblées. La L-DOPA constitue une approche intéressante
dans la correction des anomalies visuelles. Son réle majeur dans le développement rétinien
a été mis en évidence par l'observation de modifications significatives de la fonction visuelle,
de la modification des voies optiques et le hombre de photorécepteurs observés chez la
souris albinos transgénique exprimant la tyrosine hydroxylase par rapport aux souris albinos
non transgéniques (Lavado et al., 2006). Par ailleurs la Nitisone, un inhibiteur de la voie de

dégradation de la tyrosine utilisé dans le traitement de la tyrosinémie de type 1, a été testée
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chez des souris ayant une diminution de I'activité tyrosinase et a permis une augmentation
des taux plasmatiques de tyrosine et une augmentation de la pigmentation avec une
augmentation du contenu en mélanine dans les mélanocytes (Onojafe et al., 2011). Un essai
clinique est en cours chez des patients OCA1-B dans I'’équipe de Brian Brooks (Bethesda,
USA).

2- Développement des outils de diagnostic moléculaire

L’étude moléculaire de notre grande série de patients montre qu'environ 15% des
patients n'ont aucune mutation et que 6% des patients présentent une seule mutation dans
'un des 4 génes OCA1-4. Ce défaut de détection de mutation chez les patients AOC nous a
conduits a ameéiorer les méthodes diagnostiques. Nous avons montré l'intérét de I'utilisation
d’'une puce a fagon a la recherche de réarrangements avec l'identification de délétions dans
TYR, OCA2 et SLC45A2. Cet outil diagnostique fiable et robuste permet de borner finement
les remaniements et de détecter des remaniements limités aux introns. Un réarrangement
complexe du gene OCAZ2 caractérisé en CGH-array par un profil anormal limité a premiére
vue a des régions purement introniques a été caractérisé chez deux patients. Ce
réarrangement complexe du géne OCA2 met en évidence le fait que la CGH-array (locus
spécifique ou pan-génomique) pourrait manquer des délétions, le fragment délété pouvant
étre réinséré ailleurs dans le géne ou dans le génome et donc étre présent en double copies.
L’identification au niveau du méme locus de petites délétions séparées par un fragment ou
plusieurs fragments présents en doubles copies doit donc faire penser a la possibilité d’'un

réarrangement complexe au niveau de ce locus.

Par ailleurs, la haute résolution de la puce sur les génes d'intérét et les 500 kb situés
de part et d'autre de ces génes a permis de mettre en évidence des délétions impliquant
deux génes et correspondant a un syndrome "genes contigus". La délétion de GPR143 et
SHROOM?2 donne ainsi de fagon inattendue un phénotype oculaire et cutané, SHROOM?2
codant une protéine liant 'actine et la myosine Vlla et jouant un réle dans la régulation de la
biogenése des mélanosomes qui pourrait étre responsable de la dépigmentation observée

chez le patient.

D'autre part, la délétion homozygote incluant OCA2 et HERC2, codant une E3 ligase
explique vraisemblablement le tableau clinique d’'un patient associant un albinisme
oculocutané et une anomalie neurodéveloppementale liée a un défaut de l'ubiquitinylation.

HERC2 n'avait jamais été impliqué dans des pathologies humaines jusqu'a récemment et le

127



tableau clinique présenté par ce patient montre I'importance des E3 ligases et des voies

d'ubiquitinylation dans le développement.

Chez les patients ne présentant qu’une mutation dans I'un des 4 génes, une des
hypothéses est que le deuxieme événement moléculaire soit localisé dans les régions
régulatrices ou introniques pouvant affecter la transcription (défaut d’expression, anomalie
de I'épissage par exemple) et ne soit pas détecté par les techniques d’analyse classiques.
Afin de rechercher de telles anomalies, le séquengage de I'intégralité des 4 génes d’AOC
(incluant les exons, les introns et 20-50 kb de séquences flanquantes) a la recherche d’'un
deuxiéme variant ou événement moléculaire a été entrepris chez 16 patients. L’interprétation
des variants introniques et des variants situés dans les séquences régulatrices est difficile.
Les variants situés dans les régions non codantes pourraient étre responsables d'une
altération de I'épissage, d’'une modification de fixation d’éléments régulateurs altérant la
transcription du géne (facteurs de transcription, miRNA). L’étude de 'ARNm constituerait une
étape importante pour linterprétation des conséquences de tels variants bien qu'elle reste
difficile en routine du fait de I'expression restreinte des génes d’AOC aux cellules
pigmentaires. D’autre part le développement d’algorithmes pour l'interprétation des variants
situés dans des régions conservées non codantes apparait indispensable (Robinson et al.,
2011).

L'autre hypothése qui pourrait étre émise serait celle d'un di- ou d'un oligogénisme,
qui correspondrait a la présence d'au moins 2 mutations dans deux voire plusieurs génes
différents et qui n'a jamais été confirmée dans I'albinisme oculocutané. On pourrait supposer
que ces variants hétérozygotes agissent comme des génes modificateurs en association
avec d'autres variants dans des génes impliqués dans la mélanogenése. Le grand nombre
de génes impliqués dans la pigmentation démontre la complexité du systéme pigmentaire et
la probabilité de l'influence de genes modificateurs. Ainsi le phénotype pigmentaire pourrait
étre influencé par I'accumulation de variants génétiques dans des génes codants pour des
protéines impliquées dans la pigmentation et jouant le r6le de géne "modificateur"(Chiang et
al., 2009). Il pourrait étre intéressant chez ces patients de séquencer 'ensemble des génes
impliqués dans la pigmentation afin de répertorier 'ensemble des variants présents dans ces
genes et d’en évaluer la conséquence. La modélisation des traits complexes est cependant

difficile, et l'interprétation de telles données demeurerait complexe.

3- Hétérogénéité génétique
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Le développement des nouvelles techniques et notamment le séquengage a haut
débit de I'exome a considérablement accéléré le processus d’identification de nouveaux
genes. A ce jour prés de 350 nouveaux génes identifiés par séquengage d’exome ont été
publiés, plus de 85% des mutations étant situées dans la séquence codante (Rabbani et al.,
2012). Cette approche a notamment permis de mettre en évidence des mutations dans le
géne SLC24A5 chez un patient avec un AOC non syndromique. Nous avons confirmé
limplication de ce gene dans I'AOC et mis en évidence de nouvelles mutations chez 5
patients supplémentaires (Wei et al., 2013a; Morice-Picard et al., 2013). Nos données
actuelles indiquent que des mutations de SLC24A5 sont trouvées chez 1.25% des patients
avec AOC.

Dans l'optique d’identifier un ou des nouveaux génes d’AOC, un séquencgage
d'exome a ainsi été conduit chez 5 patients non apparentés au cours de mon travail.
L’analyse des données a mis en évidence des variants dans des génes candidats qui sont
en cours d’analyse dans la population de patients AOC non mutés et dont I'implication est a
confirmer. Nous n’avons pas identifié de variants dans des génes communs aux 5 patients
etudiés. Les principaux génes candidats retenus mettent en avant des voies jusqu’alors non
connues pour étre impliquées dans des anomalies constitutionnelles de la pigmentation chez
’homme comme la voie du glutamate avec TRPM1, GRIN2A et SLC7A13. Des analyses
fonctionnelles seront indispensables afin d’investiguer I'implication de ces génes dans le
développement de l'albinisme oculocutané. L'utilisation de shRNA dans des modéles
cellulaires (mélanocytes en culture) ou par morpholino dans des modéles poissons zébres
pourraient permettre I'étude des conséquences de l'extinction de ces géenes sur la
pigmentation, sur l'expression des protéines clés de la mélanogenése ainsi que sur la

structure et la maturation des mélanosomes.

L’hétérogénéité génétique de I'albinisme oculocutané et 'absence de familles avec
plusieurs individus atteints augmente la difficulté de l'interprétation des données issues du
séquencage d’exome. Malgré son efficacité, cette technique présente des limites et des
« échecs d'exome » sont observés. La couverture des exons et la profondeur de lecture sur
chaque exon n’est pas homogéne. Les exons riches en GC ou comportant des éléments
répétés sont plus difficiles a séquencer. Ainsi des variants situés dans des régions peu ou
non couvertes ne seront pas détectés. Par ailleurs, le fait de disposer de plusieurs individus
d’'une méme famille augmente la probabilité d’identifier des variations causales communes et

ainsi d’identifier le géne responsable du phénotype (Robinson et al., 2011).

Nous avons prévu de poursuivre la recherche de nouveaux génes avec I'analyse de

'exome de 6 nouveaux patients AOC. Parmi ces patients, deux sont apparentés. |l s’agit
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d’'une patiente issue de parents consanguins et d’'un neveu de cette patiente. Dans cette
famille, une des hypothéses est que la tante présente une mutation a I'’état homozygote dans
un géne et que le second patient présente cette mutation a I'état hétérozygote associée a
une deuxiéme mutation hétérozygote dans le méme géne. Deux autres patients sont issus
de parents consanguins, ce qui pourrait nous aider dans le filtrage et l'interprétation des

données.

Par ailleurs l'activité de diagnostic moléculaire se poursuit au Laboratoire de
genetique moléculaire du CHU de Bordeaux. L'acquisition d'un séquenceur haut débit (PGM
lon Torrent) a conduit a faire évoluer la stratégie diagnostique avec la possibilité de
séquencer de fagon simultanée les génes OCA1-4, le géne GPR143 mais également les
génes impliqués dans les albinismes syndromiques (HPS, CHS) et les génes impliqués dans

le syndrome de Waardenburg.

L’identification de nouveaux genes a un intérét pour le patient car elle permet
d’apporter des réponses sur l'origine de I'affection et de préciser le conseil génétique. Le
développement des nouvelles technologies comme le séquencage a haut débit apporte un
grand nombre d'informations, permettant l'identification rapide de nouveaux génes mais dont
l'interprétation peut étre complexe et difficile. Il semble important de bien redéfinir le
phénotype d'’AOC afin de mieux interpréter les données moléculaires et de ne pas en faire
une interprétation erronée. Le développement de modéles fonctionnels cellulaires ou
animaux constitue une étape indispensable a la confirmation et a la compréhension de
I'implication de nouveaux genes dans I'AOC. D’autre part, une meilleure compréhension des
mécanismes moléculaires et de la physiopathologie des anomalies pigmentaires et de fagon
spécifique de I'albinisme oculocutané est un préalable au développement des thérapeutiques
ciblées comme la L-DOPA ou la Nitisone (Giménez et al., 2004; Lavado et al., 2006; Onojafe
etal., 2011).
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ABBREVIATIONS

6-4 PP : 6-4 photoproduits

ACTH : Hormone adrénocorticotropique

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique

AOC : Albinisme oculo-cutané

AP-1 : Activator Protein-1 / Protéine activatrice-1

ARN : Acide ribonucléique

AT : Aminotyrosine

ATP : Adénosine triphosphate

bFGF : Facteur basal de croissance des fibroblastes

BLOC : Biogenesis of lysosome-related organelles complex
BRCA1 : breast cancer 1, early onset

CGH : Comparative Genomic Hybridization

CPD : Dimére Cyclobutane de Pyrimidine

DEM : Dose érythémateuse minimale

DHI : Dihydroxyindole

DHICA : Acide dihydroxyindole carboxylique

EDNRB : Endothelin Receptor type B

EGF : Facteur de croissance épidermique

ET-1 : Endothéline-1

FISH : Fluorescent in situ hybridization

FoSTes : Fork Stalling and Template Switching

GPR113 : G protein-coupled receptor 113

GRIN2A : Glutamate Receptor lonotropic N-methyl-D-aspartate 2A
HERC2 : HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase family member 2
HPS1: Hermansky-Pudlak Syndrome 1

I1-kB : Inhibiteur de NF-kB

L-DOPA : L-3,4-dihydroxyphénylalanine
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LCR : Low Copy Repeat

LINE : Line Intersperced Nuclear Elements
MMBIR : Microhomology mediated

MMEJ : Microhomology-Mediated End Joining
MYOS5A : Myosin VA

NAHR : Non Allelic Homologous Recombination
NER : Réparation par excision-resynthéese
NF-kB : Facteur Nucléaire-kB

NHEJ : Non Homologous end Joining

NMDA : N-methyl-D-aspartate

Mb : Megabase

OCA : Oculocutaneous albinism

OCA2 : Oculocutaneous albinism type 2

OMIM : Online Mendelian Inheritance in Man
PAX3 : paired box 3

pb : paire de bases

PCR : Polymerase chain reaction

PCRq : PCR quantitative

PGE-2 : Prostaglandine E2

POMC : Propiomélanocortine

QMF-PCR : Quantitative Multiplex Fluorescente PCR
RPLPO : Ribosomal Protein Large PO

SINE : Short Intersperced Nuclear Elements
SLC7A13 : Solute Carrier Family 7 (anionic amino acid transporter), member 13
SLC24A5 : Solute Carrier Family 24 member 5
SLC45A2 : Solute Carrier Family 45 member 2
SPF : Sun Protecting Factor

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

S0OX10 : SRY (sex determining region Y)-box 10
TRP-1 : Tyrosinase Related Protein 1

TRP-2 : Tyrosinase Related Protein 2
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TRPM1 : Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 1
UBE3A : Ubiquitin protein ligase E3A

UVA : Ultraviolets A

UVB : Ultraviolets B

XPA : Xeroderma Pigmentosum, complementation group A
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