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Abstract

Problématique :

La maladie de Fabry est une maladie métabolique a stockage lysosomal. C'est une maladie héreditaire a
transmission récessive qui concerne l'enzyme alpha-Galactosidase A. Le géne de l'alpha-Galactosidase A
(GLA) se trouve au niveau du bras long du chromosome X «carté en Xg21.33-Xg22 ». L'enzyme muté ne
recouvre plus son role catabolisateur et il ne métabolise pas le substrat globotriaosylceramide (Gbs). Par
conséquence le Gbs s'accumule dans tous les tissus. Dans les parois des vaisseaux sanguins le Gbj
s'accumule dans I'endothelium, la tunique interne des vaisseaux sanguins. Ce déficit métabolique se traduit
par I'épaississement de la paroi vasculaire, des processus d'infarctus et ischémies du tissu cardiaque, rénal et
cerébral. L'implication cardiaque de la maladie de Fabry est décrite chez plus de 78% des patients affectés
par la maladie et se manifeste par une hypertrophie cardiaque du ventricule gauche. Toutefois, il n'existe pas
de relation étroite entre hypertrophie cardiaque et le Ghs. La sphingosine 1-phosphate a été identifiée dans
notre laboratoire et proposée comme facteur de croissance a l'origine du remodelage cardiovasculaire. De
plus, la Globotriaosylsphingosine (Lyso-Ghs) a été aussi proposée comme facteur vasoactif chez les patients
Fabry.

Objectif :

L'identification d'un biomarqueur pour le diagnostic et le suivi thérapeutique de la maladie de Fabry
représente une domaine d’investigation active en recherche scientifique. Le Gb; plasmatique ou dans les
urines, la biopsie rénale ou cardiaque qui est mis en évidence grace a la microscopie électronique sous forme
de corps concentrique lamellaires, constituent les biomarqueurs classiques de la maladie de Fabry.
Derniérement, le Lyso-Gbs et le Sphingosine-1 phosphate (S;P) ont été proposés comme marqueurs du
remodelage cardiovasculaire. Le but de ce travail est de rassembler et de discuter la littérature concernant
ces nouveaux marqueurs et, d'étudier une possible interaction entre Lyso-Gbs et le S;P.

Méthodologie :
Rassembler la littérature scientifique et analyser I’implication de ces marqueurs dans la maladie de Fabry et

leur effets cardiovasculaires. De plus, un travail expérimental est effectué. Ce travail consiste en
I'identification d'une relation possible entre le Lyso-Gbs et le S;P.

Résultats :

Avec ce travail on a cherché a actualiser et mettre a jour les notions concernant les biomarqueurs qui
prennent place dans cette pathologie et les connaissances qu'on posséde a ce jour sur les manifestations
cardiovasculaires et neurologiques.La recherche d'un biomarqueur prime par le fait qu'un nombre
considerable de patients est sous-diagnostiqués pour la maladie de Fabry et que entre les taux de substrat
enzymatique accumulé dans les tissus et I'hypertrophie cardiaque, on peut constater une discordance. Grace a
ce travail expérimental, on a exclue la possibilité d’un effet précurseur du lyso-Gb; pour le S;P. Nous avons
montré que le Lyso-Gb; est reconnu par les récepteurs du S;P avec des effets commun pour les S;P1-3 et
différents pour le S;P2. Les taux du Lyso-Gbj; et du S;P doivent étre mesuré chez les patients Fabry et une
stratégie thérapeutique doit prendre en compte le rapport S;P/Lyso-Gbs.

Mot clés :
Maladie de Fabry, Sphingosine 1-Phosphate (S,P), Globotraosylceramide (Gbhs),
Globotriaosylsphingosine (Lyso-Gbs), systéme cardiovasculaire, biomargueurs.
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Abréviations

alpha-Gal A Alpha-Galactosidase A

AGALA Agalasidase alpha- Replagal
AGALB Agalasidase Beta- Fabrazyme
AVC Accident cérébral vasculaire
BAV Bloc atrio-ventriculaire

BBB Blood brain barrier

BM Biomarqueur

CMH Cardiomyopathie hypertrophique
EIM Epaississment Intimo-Médial
ECG Electrocardiogramme

FMD Flow-mediated Dilatation

Gbs Globotriaosylceramide

GLA Gene GLA

HVG Hypertrophie ventriculaire gauche
MRI/IRM Magnetic Risonance Imagery
Lyso-Gbs Globotriaosylsphingosine

MF Maladie de Fabry

MPO Mieloperoxydase

MSL Maladie de stockage lysosomiale
NO Monoxyde de azote

ROS Radicaux libre d'oxygeéne

SiP Sphingosine 1 —phosphate

SNC Systeme nerveux central

SNP Systéme nerveux péripherique
TES Thérapie enzymatique substitutive
VC Vasculopathie cérébrale

VD Ventricule droit

VG Ventricule gauche

VSMC Cellules musculaires lisses vasculaires
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La cellules et ses organelles

La cellule est I'unité fonctionnelle d'un organisme vivant. On peut prendre en consideration deux
types de cellules: les eucaryotes et les procaryotes. La différence substantielle c'est que les cellules
eucaryotes possedent un noyau (contenant I'ADN) séparé du reste du contenu cellulaire. Les
cellules eukaryotes ont des spécialisations plus affinées par rapport aux cellules procaryotes. De
plus, les mécanismes biochimiques sont de loin plus évolués et complexe. L’autre particularité des
cellules eukaryotes est leur organisation en compartiments: le métabolisme et la synthese de
macromolécules prennent place a I'intérieur de la cellule dans des espaces particuliers et régulés
séparément les organites.

L'étre humain est constitué par ce dernier type de cellule; dans son corps, il y a au moins 200
différents types de cellules eucaryotes. Ces cellules sont subdivisées par des membranes en
bicouches lipidiques. A l'intérieur de la cellule il y a un espace large qui contient de nombreux
composants en solution, le cytoplasme. Des membranes supplémentaires divisent I'espace
intracellulaire en différents compartiments (espace confiné aux réactions biochimiques). Chaque
compartiment a un but bien précis concernano I'némostase cellulaire. Ces compartiments sont
appelés des organelles. L'organelle le plus gros c'est le noyau.

Le réticulum endoplasmique, important pour la synthese des protéines, est relié au noyau a travers
la membrane externe de celui-ci. Un autre organelle, qui est lui aussi constitué par une bicouche
lipidique membranaire, est I'appareil de Golgi. Les endosomes et les exosomes sont des vescicules
qui ont comme fonction de favoriser les échanges de substances entre le milieu extracellulaire et le
milieu intracellulaire. D'autres organelles importants dans le métabolisme cellulaire, sont les
mitocondries. Les peroxisomes et les lysosomes, ce dernier fortement impliqué dans notre travail,
sont des organelles petits et globuleux qui jouent un role essentiel dans la catabolisation de certaines
macromolécules ou, en particulier pour les peroxisomes, pour la protection contre des agents
infectieux ou la protection de I'environnement cellulaire en cas de formation intracellulaire de
radicaux libres.(1)

Mécanisme de traficking intracellulaire

Dans ce mécanisme il y a 5 acteurs principaux qui jouent leur role de la translocation protéique : les
protéines en cours de biosynthése, le ribosome, le réticulum endoplasmique rugueux (REr)
I'appareil de Golgi et les lysosomes/endosomes. Les protéines sont reconnues par un récepteur au
niveau du REr puis, une translocation vectorielle est opérée (2). Cette translocation a comme but la
maturation et le transport des protéines a I'intérieur de la cellule pour étre soit sécrétées, soit faisant
partie de la transmission des signaux en jouant parfois le role de récepteur au niveau de certains
organelles ou a la surface cellulaire. Le parcours est le suivant: les ribosomes, unités cellulaires
impliqués dans la traduction des ARNm en protéines favorisent la formation du peptide-signal (PS).
Ce dernier est reconnu par un récepteur (signal receptor peptide- SRP) situé au niveau de la
membrane du REr. La liaison PS-SRP détermine aussi l'ancrage transitoire du ribosome a la
membrane du REr pour toute la période de traduction de la protéine. Une fois celle-ci terminée, la
protéine peut se situer soit a l'intérieur de la lumiere du REr est alors destinée a étre transportée
dans l'appareil de Golgi, soit au niveau de la membrane du REr, destinée a jouer un réle «de
transmission des signaux» vers l'intérieur du REr.

Les protéines et les enzymes, aprés traduction et clivage du PS, s'acheminent vers I'appareil de
Golgi ou elles subissent des modifications post-traductionnelles (3). En 1986, Reitman et Kornfeld
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ont identifié le « signe moléculaire » qui permet la ségrégation des enzymes lysosomales vers les
lysosomes. C'est I'acquisition d'un phosphate sur un carbone en position 6 d'un mannose faisant
partie d'un oligosaccharide qui donne lieu a ce signe de reconnaissance (mannose 6-phospate) (4).
Ces pro-enzymes lysosomales se lient, ensuite, a des récepteurs situés dans les compartiments
terminaux du Golgi et ce complexe liant (Man6-P)- récepteur est emballé dans des vésicules
enrobées de clathrine (Sahagian et Steer, 1985) (5). Ces vésicules se dirigent ensuite vers des
endosomes prélysosomales et fusionnent a ce compartiment pour donner le lysosome primaire

(Figure 1C).
La localisation intracellulaire des enzymes lysosomales s'effectue grace a un signal de ciblage

(Man6-P) réconnu par un récepteur spécifique. La formation du complexe récepteur-Man6-P assure
le transport vers les lysosomes.

Le lysosome

Le lysosome est une organelle intracellulaire constituée d'une bicouche phospholipidique dans
lequel se trouve une variété d'enzymes hydrolytiques qui sont impliqués dans la digestion des
substrats complexes comme les mucopolysaccarides et les sphyngolipides. Ces enzymes
transforment ces substrats en produits solubles (produits de dégradation)(Figure 1A). Ces molécules
de haut poids moléculaire, en général, dérivent du turnover des autres organelles intracellulaires qui
entrent dans le lysosome grace au processus d'autophagocytose ou elles peuvent étre métabolisées a
partir de I'environnement extracellulaire a travers le processus de phagocytose (figure 1B).Dans le
cas d'une dysfonction ou manque d'une enzyme lysosomale, le catabolisme des substrats sus-
mentionnés est incomplet. Il en résulte une accumulation de métabolites insolubles partiellement
dégradés qui s’accumulent a l'intérieur des lysosomes (4). (Eigure 2).

Les maladies de stockage lysosomiales peuvent étre subdivisées en différentes catégories basées sur
la nature biochimique du substrat et du métabolite qui s'accumule. (Table I)
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Figure 1A (Structure&contents) et 1B (Functions).

A. Pour avoir un environnement acide favorable au bon fonctionnement des enzymes
catabolisatrices, au niveau de la membrane lysosomale on trouve des pompes a protons qui
utilisent le clivage de I'ATP en ADP+P pour transporter contre gradient a l'intérieur du
lysosome les ions H+. Le pH a I’intérieur des lysosome est acide (4-5).
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B. Schéma des fonctions du lysosome représentant la dégradation d'une mitocondrie obsoléte
par auto-phagie. Au cours de ce processus, le lysosome primaire se transforme en lysosome
secondaire, dans lequel la dégradation hydrolytique prend place. Le lysosome secondaire
contient les éléments résiduels non digérés par le processus de dégradation enzymatique
lysosomale.

— C. Synthesis and transport of lysosomal proteins
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Figure 1C. Synthése et transport des protéines lysosomales: le lysosome primaire se forme a
partir de I'appareil de Golgi. Les protéines lysosomiales sont synthétisées et o-glycosylées au
niveau du RE. Les prochaines étapes sont trés spécifiques pour les protéines lysosomales. En
deux passages réactionnels, le résidu terminal Mannose (Man) est phosphorylé au niveau du
sixieme carbone (C6) du mannose. Les protéines lysosomales portent maintenant un résidu
Man6-P. Sur les membranes de I'appareil de Golgi se trouvent des récepteurs pour le Man6-
P. Ces récepteurs reconnaissent les proprotéines lysosomales a travers le résidu sus-
mentionné qui se lient. A I'aide de la protéine clathrine, les récepteurs sont localement
concentrés. Ceci abouti a la section de membrane localement qui se sépare du reste de
I"appareil de Golgi en formant des petites vescicules contenant les proenzymes lysosomales et
d'étre transportées aux endolysosomes & I'aide de certaines vésicules de transport. A ce
niveau, la maturation du lysosome primaire commence et les groupes phosphates sont enleves
depuis le Man6-P pour former les enzymes lysosomales matures (6).
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Glycoproteinoses :

Aspartylglucosaminuria
Fucosidosis

a-Mannosidosis

b-Mannosidosis

Mucolipidosis | (sialidosis)

Schindler disease

Other disorders due to defects in lysosomal
proteins

Table 1. Nomenclature de certaines maladies lysosomales et les enzymes incriminés (colonnes
bleu)(3).



Davide Moro L'étude des Biomarqueurs dans la maladie
Travail de maitrise 2012-2013 de Fabry

Cliges sy Eangiio side

R 5 1
s Y GabctosyickmmEe——p  Chmmie W Sphingemyslin
£ Iphatide s
Rmtoe's Faber's
oBe g diagass

Pty scig Sphrgesine

Figure 2. Catabolisme des sphyngolipides. Tiré de Chii-Shiamg Chen et al (7).

La maladie de Fabry et ses manifestations clinigues

La maladie de Fabry est une maladie de stockage lysosomale. C'est une maladie héréditaire liée au
chromosome X. Le géne en question est situé au niveau du bras long du chromosome X carté en
X(q21.33-Xg22 et codé pour I'enzyme alpha-Galactosidase A. Jusqu'a maintenant, plus de 300
différentes mutations ont été identifiées. L'enzyme mutée ne remplit plus sa fonction catabolisatrice
et il ne métabolise plus ou peu le substrat globotriaosylceramide (Gbs) (8).

Par conséquent il y a une accumulation de Gbz dans tous les tissus. Dans la paroi des vaisseaux
sanguins le Gbs s'accumule au niveau de I'endothélium, la tunique interne des vaisseaux. Ce déficit
se traduit avec I'épaississement de la paroi vasculaire qui améne a I’infarctus et I'ischémie au niveau
du coeur, du systeme nerveux central et des reins.

Les manifestations cliniques concernant la MF apparaissent tot au cours de l'enfance et de
I'adolescence.(9) Elles incluent des douleurs intermittentes aux extremités (acroparésthesies), des
Iésions cutanées typiques (angiokératomes, voir figure 3), une opacité de la cornée qui se traduit par
une diminution de l'acuité visuelle sans agnosies (Figure 3), une transpiration insuffisante
(ipohydrose), une intolérance au chaud, au froid et envers I'exercice physique, ces derniers appelées
«crises Fabrygues». Ces crises sont caractérisées par un malaise et une douleur aigué généralisée
qui dure plusieurs jours, une protéinurie et des problémes de motilité gastrointestinaux (8).

Chez l'adulte, I'implication rénale de la maladie porte sans équivoque a l'insuffisance rénale
terminale, laquelle nécessite une thérapie chirurgicale, a savoir la transplantation de I'organe (11).
Les manifestations cardiaques incluent des pathologies valvulaires (plus fréquemment l'insuffisance
de la valve mitrale), une dilatation de I'aorte, des coronariopathies, des anomalies de la conduction
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et une hypertrophie ventriculaire gauche en amenant le patient a une défaillance cardiaque grave,
des arythmies, et des infarctus du myocarde (10,12)(Figure 4&5). Les manifestations cérébro-
vasculaires incluent des attaques ischémiques transitoires, des ictus cérébraux précoces, des lésions
de la substance blanche cérébrale, une sensation de vertige, un tinnitus, des hémiparésies, et des
complications rationnellement déductibles causées par la « vasculopathie Fabryque » comme la
dysarthrie, la dyplopie, des nystagmus, une hémiataxie, une perte de mémoire et de I'ouie (13).

Plus rare, mais a ne pas sous-estimer, est la symptomatologie sur le plan endocrino-métabolique. Un
work-up devrait étre fait chez les patients Fabry pour maintenir sous controle la fonction de l'axe
hypothalamo-hypophysaire. La complication la plus importante réside dans la “selle turcique vide”.
Le mécanisme, selon Faggiano et al semble étre reli¢ a la présence d’auto-anticorps dirigés contre
I'nypothalamus et I'nypophyse (14).

Figure 3. A et B. Les angiokératomes, caractéristiques de la MF, sont des angiectasie s rouge
foncé/noir identifiables au niveau de la région qui se situe entre le nomril et les cuisses. Ces lesions
dermatologiques, non bulleuses, deviennent de plus en plus nombreuses et de diamétre grandit avec
I'4ge. C. Opacité kératitique qui n’interfére pas avec la vue. Cette opacité de la cornée se retrouve
chez presque tous les hommes affectés par la MF et chez 70-90% des femmes carriers (5).

Les manifestations cliniques chez les femmes porteuses (carriers) varient entre une asymptomaticité
totale a les manifestations cliniques représentées au-dessus concernant les patients de sexe
masculin. Malgré que la majorité des porteuses ménent une vie normale, elles peuvent toutefois
vivre I'expérience symptomatique de la maladie pendant leur propre enfance ou adolescence ou
d'étre assujettiés a des manifestations cliniques sévére apparentées a celles observées chez I’homme.
Les patient agees, peuvent développer une hypertrophie ventriculaire gauche (15,16).

Des variantes atypiques existent dans la population masculine affectée par la MF. Les
manifestations cliniques, chez ces patients, peuvent étre peu importantes ou associées a une
apparition tardive de la maladie (8). Les études effectués par Elleder et al (1990) et Von Sheidt et al
(1991) suggeérent que la variante cardiaque de la MF peut étre une cause importante de
I'nypertrophie ventriculaire idiopathique ou de la cardiomyopathie hypertrophique a apparition
tardive (17,18).
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Figure 4. Sections de microscopie optique (en haut a gauche) et de microscopie éléctronique ultrafine
(en haut a droite et en bas) d'une biopsie endomyocardique chez un patient Fabry. Ceci montre
I"épaississement et la rétraction de la lumiére de I'artére coronarienne intramurale principalement
causée par I'hyperplasie et I'hypertrophie des cellules musculaires lisses associées a la présence de
corps osmiophiliques mis en évidence grace a la technique de coloration Azur Il (figure en haut et a
gauche, masses de couleur noir), et & la microscopie électronique (les deux autres figures) qui montre
des amas glycosphyngolipidiques organisés en corps membraneux (taches blanchatres).
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Figure 5. Patient Fabry. A. ECG a 12 dérivations qui montrent les signes d'HVG ; dépression du
segment ST et ondes T négatives dans les dérivations précordiales ce qui suggére une CMH. B. Fin de
la dyastole (a gauche) et fin de la systole (a droite) dans une échographie apicale a 4 chambres qui
démontre une hypertrophie murale sévere et une oblitération de la cavité de I'apex ventriculaire. C.
Angiographie ventriculaire dans une vision oblique antérieure droite (30°) qui met en évidence une
hypertrophie massive apicale du VG. D. Biopsie endomyocardique du VG qui met en évidence les
cellules normales (fleches noires) et les cellules qui contiennent des inclusions glycolipidiques (petites
pyramides noires). -coloration a I'hématoxiline et éosine-

Le but de notre travail

Le but de notre travail est de recueillir et discuter les caractéristiques de I'nypertrophie cardiaque et
I'ECG dans la maladie de Fabry présentées par la littérature scientifique. Documenter I'utilisation
des biomarqueurs «paracliniques» comme I'ECG pour la reconnaissance précoce de la maladie est
une autre thématique prise en considération dans notre travail.

La discussion de l'utilité et de lI'apport des biomarqueurs biochimiques lipidiques et non-lipidiques
comme le Gbs, le Lyso-Gbs, la S;P et la MPO, comme données complémentaires a celles de type
paraclinique est, elle aussi, exposée dans notre travail.

Il se focalise essentiellment sur les anomalies cardiovasculaires et neurologiques, I'hypertrophie
et/ou dilatation cardiaque et vasculaire. Par ailleurs, des données de laboratoire sont apportées pour
établir une relation métabolique possible entre la S;P, Gbs et le Lyso-Gbs.

En particulier, on été étudié le rapport possible entre le Gbs et le Lyso-Gbs avec les récepteurs de la
S:P. Ces derniers, étant responsables de l'activation intracellulaire des voies biochimiques
concernant la prolifération et la survie de la cellule en elle-méme, pourraient subir un effet
d'activation trés similaire a l'action de S;P par le Gbs/Lyso-Gbs. En peu de mots, on pourrait penser
a la fonction de agonistes sur les récepteurs de la S;P par le Gbs/Lyso-Gbs, en potentialisant I'effet




Davide Moro L'étude des Biomarqueurs dans la maladie
Travail de maitrise 2012-2013 de Fabry

de la S;P. Certains études effectuées par Brakch et al ont toutefois déja mis en évidence comme le
Gbs n'a pas d'effet sur les différents récepteurs de la S;P.

L'expérience consistait a observer la croissance des cellules musculaires lisses dans un
environnement contenant le Gbs. Le résultat montrait I'absence de critéres de croissance pour ces
cellules, en conduisant ainsi a la conclusion que le Gbs n'a pas d'effet sur les S;PRs. On outre,
I'équipe de Brakch a aussi montré I'absence d'une voie biochimique qui permet le passage du lyso-
Gbs en S;P.

Les expériences opérées vise a évaluer I’effet du Lyso-Gbs sur les S;PRs. D'un point de vue
clinique, on pourrait obtenir des nouvelles perspectives thérapeutiques pour la MF. Maintenant,
outre les thérapies mentionnées telles que la réduction du substrat, de substitution, chaperoniques
(en voie d'étude) et chirurgicales soulignées par notre travail concernant la MF, il existe des
thérapies moléculaires qui agissent au niveau des voies biochimiques dont on retrouve les
biomarqueurs pris en considération par notre étude. En particulier, il est a noter l'existence
d'inhibiteurs du récepteur de la S;P (sous-type 1) de Novartis-Switzerland, en phase d'étude III.
Notre travail ouvre la possibilité d’expansions d’application thérapeutique.

La maladie de Fabry et le systeme cardiovasculaire

L 'hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) comme cardiomyopathie dans la maladie de Fabry

Les cardiomyopathies (CM) sont des maladies du muscle cardiague associées a une dysfonction
cardiaque. The World Health Organization (WHO) a classifié les cardiomyopathies dans 5 types
(19): dilatées, hypertrophiques, restrictives, reliées a la dysplasie arythmogeénique du VD et non-
classifiées.

La cardiomyopathie dilatée (CD) est associée a une dilatation de la cavité ventriculaire gauche et a
une diminution de la contractilité du myocarde. Cependant le VD peut étre concerné aussi. La CD
est la forme de CM la plus commune qui concerne a peu prés 90% de toutes les CM (20).

La liste des causes de la CD est longue et tres variée. Parmi les étiologies les plus répandues et
identifiables de la CD on retrouve la CD familiale. Une étude faite par Michels et al démontre que
20% des patients avec CD idiopathique ont une histoire familiale positive. De plus, des études sur
des familles avec CD ont démontré de nombreuses possibilités de transmission génétique
concernant les CD parmi lesquelles on trouve une transmission autosomique dominante,
autosomique récessive, liée au chromosome X, et au génome de la mitochondrie. Il y a aussi
plusieurs manifestations phénotypiques qui incluent une CD, une CD avec des pathologies du
rythme cardiaque, des CD associees a des myopathies musculo-squelettiques et des CD associées a
des pertes de l'ouie (21).

La cardiomyopathie hypertrophique (CMH) peut se manifester avec une hypertrophie gauche ou
droite, plutét asymetrique et qui inclue le septum interventriculaire. Un épaississement de la paroi
VG égal ou de plus de 15 mm suffit pour poser le diagnostic de CMH. La CMH est I' une parmi les
formes les plus communes de maladie héréditaire cardiaque avec une prévalence, chez les jeunes
adultes de 1:500 (29). De plus, elle est le deuxiéme sous-type de cardiomyopathie aprés la
cardiomyopathie dilatée (22,23).

Parmi les causes de la CMH on retrouve les causes génétiques/familiales, des pathologies
d'obstruction mécaniques comme la sténose aortique, des maladies systémiques, y compris
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I'nypertension, des endocrinopathies et, enfin, des pathologie métaboliques, notamment reliées a un
phénomene de surcharge d'un substrat comme dans la maladie de Fabry (24).

La CM restrictive (CMR) est caractérisée par un défaut de remplissage ventriculaire et des volumes
ventriculaires dyastolique diminués associé a un fonctionnement ventriculaire gauche normal ou a
peu prés normal. La composante clé de cette CM est la diminution de la compliance ventriculaire,
sans une augmentation de I'épaisseur des parois cardiaques dans la majorité des cas, qui améne a un
élargissement biatrial.

L'amyloidose est probablement la cause la plus fréquente de CMR. Des autres causes infiltratives
sont liées a I'némochromatose, la sarcoidose, la maladie de Fabry et a une variété d'autres maladies
peu communes (23).

Plus de 50% des patients Fabry ont une symptomatologie cardiaque a partir de 36 ans. 33% des
femmes et plus de 50% des hommes atteints par la MF qui ne recoivent pas de traitement,
développent une HVG. La majeurité partie des auteurs traitant de la conformation cardiaque des
patients Fabry ont rapporté que I'HVG est associée a une absence de dysfonction systolique et
diastolique. Le ventricule gauche (VG) subit un remodelage de type concentrique prédominant sans
dilatation des cavités comme I'ont démontré en 2000 par Linhart et al. Toro et al en 2009. Grace a
l'utilisation du Tissu Doppler (TDI), ont mis en évidence que les patients Fabry ont des
dysfonctionnements ventriculaires systoliques et diastoliques sans anomalies échocardiographiques
standard fonctionnelles (25,26).

En effet, les anomalies fonctionnelles cardiaques chez les patients Fabry se manifestent sous-forme
de cardiopathie de type restrictive ou dilatée, selon le stade de la maladie. La cardiopathie est de
type hypertrophique et concentrique, associée a des processus fibrotiques secondaires témoignant
d'une cardiopathie restrictive quand elle devient compensée. La transition de la cardiopathie
compensée a la cardiopathie décompensée semble montrer une insuffisance cardiaque de type
dilatee.

Du point de vue histologique, la manifestation de la MF au niveau cardiaque est caractérisée par
une vacuolisation myocytaire et une inclusion intralysosomale visibles a la microscopie
électronique.

De plus, les patients Fabry ont des zones d'expansion interstitielles qui peuvent étre aisément mises
en évidence avec l'imagerie par résonance magnétique (MRI), ce qui suggere donc que la fibrose
progressive peut contribuer a la réduction de la fonction systolique ventriculaire. Les patients
atteints de la MF devraient ainsi subir un monitoring, afin de pouvoir suivre toute modification de la
fraction d'éjection cardiague, un marqueur clinique trés utile dans I'évaluation de la progression de
la maladie. A cet égard, les premiéres manifestations d'un déficit du fonctionnement du VG peuvent
étre identifiées tot avant I'épaississement de la paroi myocardique (27).

Niemann et al ont rapporté que les dép6ts de Gbs dans le VD s'opérent en parallele avec les dépdts
du VG et est lié au stade de la cardiopathie. De plus, aucune déformation ou fibrose n'apparait au
niveau du VD. Niemann souligne la persistance de paramétres normaux fonctionnels pour le VD y
compris pour les stades avances, sans visualisation de processus fibrotique (28).

Pour le suivi des patients Fabry la fonctionnalité du VD ne représente pas un bon paramétre de
monitoring de la maladie.

La fibrose myocardique associée a une anomalie de la motilité myocytaire jouent un réle important
dans l'augmentation de la morbidité et mortalité lors de la cardiopathie terminale chez le patient
Fabry (Waidmann et al., 29). Il y aurait ainsi une transition d'un coeur hypertrophique gauche a une
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fibrose importante du myocarde. Les zones dyskinétiques semblent étre le résultat de la fibrose qui
progresse, suite a une microcirculation altérée (Hasegawa, 30). On est en présence d'un cercle
vicieux, ou les acteurs principaux seraient les cardiomyocytes fibrotiques et une microcirculation
cardiaque préjudiciable qui défavorise I'apport enzymatique de alpha-Galactosidase A au niveau
myocytaire. Ces observations souligne I’importance d’une prise en charge précoce des patients
Fabry avec la thérapie de substitution enzymatique (TES) pour éviter I'apparition et le maintien de
ce cercle vicieux.

Les aspects vasculaires de la MF

A partir de 2001, la TES a été introduite pour les patients Fabry. Comme cela a déja été souligné
auparavant, cette thérapie a comme but celui de réduire au maximum le substrat incriminé dans la
MF (Gbg).

Cependant, malgré la réduction du Gbg, on observe quand méme une progression de la maladie, ce
qui suggere I’existance d’autres causes de la vasculopathie chez le patients Fabry (31-34), tel qu’un
fonctionnement anormal des vaisseaux associé a un état pro-thrombotique avec la formation de
ROS (35,36).

Les patients Fabry montrent une augmentation de I'épaisseur intimo-médiale (EIM) de la carotide
commune, brachiale, et de l'artére radiale comparées aux sujets contrbles. Cet épaississement dans
certains endroits vasculaires plutét que dans d'autres n'est pas encore bien compris mais
I'augmentation du risque pour des complications cardiovasculaires a été documentée (37-39).

A noter que les patients Fabry présentent un dysfonctionnement endothéliale, caractérisé par
I’altération du “flow-mediated dilatation” ou “FMD” (39).

L’étude de Aerts et al en 2008, indique que le lyso-Gbs joue un role d'inducteur de la prolifération
cellulaire des cellules musculaires lisses in vitro (40). On ne sait toujours pas a travers quel
mécanisme le Lyso-Gbj agit.

L'équipe de Rombach et al a bien étudié I’existance d’une relation entre I'EIM et le FMD d'une part,
et les taux de Lyso-Gbs plasmatiques d'autre part (41).

Les résultats de leur étude montrent qu'une augmentation de I'EIM et une diminution du FMD au
niveau de l'artere brachiale sont, toutes deux, associées au taux du Lyso-Gbs, ceci est maintenu
méme en présence de la TES. A noter que pour les patients atypiques, les taux plasmatiques du
lyso-Gbs sont bas, présentant I'EIM et FMD comparables aux patients contréles.

Il est & remarquer que I'EIM et le FMD au niveau de l'artére brachiale sont des indicateurs de
l'artériosclérose (42,43). Cependant, Rombach et al, n'ont pas constaté une artériosclérose
significative chez les patients Fabry pris pour leur étude. D’ou la conclusion qu’une augmentation
de I'EIM est plut6t associée a une augmentation du risque d'ictus (infarctus vasculaire).

Rombach et al ont proposé leur mécanisme physiopathologique qui vise a expliquer la raison de
I’augmentation du risque d'ictus. Le Lyso-Gbs induirait un phénomene de stress étroitement lié a
I'action proliférative qu'il exerce sur les cellules. Ce stress pourrait augmenter I'expression des deux
récepteurs de l'angiotensine (I et II). Une activité augmentée de I'angiotensine Il avant le
commencement de la thérapie substitutive enzymatique a été déja rapporté dans la littérature (44),
ce qui renforce I'hypothése physiopathologique de Rombach et al.
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Une autre explication concernant I'augmentation de I'EIM chez les patients Fabry pourrait étre aussi
reliée a des taux plasmatiques élevés de Si;P mais le mécanisme exact qui expliquerait cette
augmentation n'est pas encore bien établie.

La persistance des anomalies vasculaires malgré la TES et les autres co-thérapies souligne la
modeste contribution thérapie actuelle. Des recherches dans le demaine de la physiopathologie de la
MF sont essentielles pour la découverte d’autres thérapies plus performantes.

Les manifestations neurologiques de la maladies de Fabry

La MF inclut des manifestations neurologiques qui impliquent soit le systéme nerveux central
(SNC) soit le systeme nerveux périphérique (SNP). Le mécanisme pathologique de base est relié a
I’accumulation de Gbs au niveau des cellules de Schwann, dans les ganglions spinaux et dans les
neurones du SNC. Les manifestations cliniques de la sphéere neurologique sont attribuables a des
cérébrovasculopathies associées a une augmentation de I'incidence d'ictus et d'accidents vasculaires
cérebraux (AVC) (45).

Cependant, la pathogenese de la vasculopathie de Fabry reste peu comprise. Elle serait
probablement liée en partie a un contréle fonctionnel pathologique des vaisseaux sanguins qui serait
secondaire a une dysfonction de I'endothélium suit au défaut de l'enzyme alpha-Gal A. La
vasculopathie obstructive, reliée en premier lieu a l'accumulation cellulaire de glycolipides ou
secondairement a un processus inflammatoire (débuté suite au stockage pathologique de
glycolipides intracellulaire ou par d'autres facteurs de risques cardio-vasculaires), peut développer
en réponse a un dysfonctionnement de la paroi vasculaire et de I'endothélium, trés similaire a ce
qu'on observe dans l'artériosclérose.

Au niveau du SNC, l'implication vasculaire a été bien documentée au niveau du systéme
vertébrobasilaire et de la circulation carotidienne, mais elle est plus répandue et commune au niveau
de la premiére citée auparavant et de la circulation postérieure (46,47).

Ce qui signifie que plusieurs défauts neurologiques peuvent toucher les patients Fabry. On inclut,
dans cette catégorie I'némiparésie, les vertiges, une sensation de nausée, la dyplopie, les nystagmus,
la dysarthrie, les céphalées, les ataxies cérébelleuses et plus rarement des hémorragies
intracérébrales.

Des anomalies sur le plan psychiatriques ont été décrites suite a cette vasculopathie cérébrale et des
études récentes ont montré que 2-4% des patients ayant subi un AVC, dans la population générale
d'un ge compris entre 18 et 55 ans, ont la MF (48).

La vasculopathie cérébrale (VC) chez les patients Fabry, peut étre subdivisée et catégorisée en deux
classes: la VC des vaisseaux larges, et celle des vaisseaux moyens (49).

Les AVC qui proviennent des grands vaisseaux sont causés normalement par l'occlusion ou par des
phenomenes thrombotiques des larges vaisseaux intracraniens. Toutefois, I'ictus de type embolique
peut aussi prendre place. Les AVC chez les patients Fabry sont mis en évidence grace a l'utilisation
de la résonance magnétique (IRM) (50,51), de maniere similaire aux autres occlusions vasculaires.
Un autre indicateur de la vasculopathie des vaisseaux larges chez les patients Fabry, est la
dolichoectasie ou I'élongation et la dilatation du vaisseau concerné. L'artére basilaire et parfois
I'artére carotide, sont impliquées dans ce processus de remodelage structurel pathologique (46).
Cependant, les patients Fabry présentent plus fréeqguemment des VC des vaisseaux moyens. Les
Iésions prédominent principalement au niveau de la substance blanche, rencontrées surtout dans la
région periventriculaire et leur prévalence augmente avec I'age (47,52).
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Le mécanisme avec lequel le défaut de alpha-Gal A et I'accumulation de glycolipides cause cette
vasculopathie n'est pas totalement compris. Moore et al (45) ont émis I'hypothése que la
vasculopathie chez les patients Fabry est étroitement associée a des anomalies des composants du
flux sanguin et de la paroi vasculaire conduisant & une dysfonction vasculaire. Au niveau
plasmatique il a été montré une augmentation de la molécule-1 de I'adhésion cellulaire vasculaire
(VCADM-1), de la P-sélectine, de la molécule-1 soluble de l'adhésion cellulaire (sIAM-1), de
I'inhibiteur de I'activateur du plasminogene et la diminution des taux de thrombomoduline combinée
a une augmentation de I'expression de certaines protéines monocytaires (en particulier le
CDI11b),indiquant la prédominance d’un état pro-thrombotique dans la MF (53).

A noter que le dysfonctionnement de la circulation cérébrale a été déja observé lors de différentes
études (54-56). Ces études montrent une hyperperfusion cérébrale accrue par rapport a des patients
contréles. Cette hyperperfusion prédomine au niveau de la circulation cérébrale postérieure.
Curieusement, cette hyperperfusion cérébrale est trouvée chez les patient Fabry avec une fonction
cardiaque et un volume d'éjection encore conservée (55). A ce point-la, comment pourrait-on
s'expliquer l'etiopathogénie de cette hyperperfusion?

Des études effectuées par Stemper et al (57) concernant les mesures de perfusion vasculaire post-
ischemiques au niveau de I'avant-bras dans une petite population de patients Fabry qui manifestait
cliniquement le début d'un processus ischémique aux membres supérieurs, ont montré une
diminution de I'hyperémie dans I'avant-bras (ce qui est logique) mais une hyperperfusion exagérée
au niveau de la peau. Ce qui suggere l'existence d'une hétérogénéité dans la réponse des différents
lits vasculaire suite a I'accumulation de Gbs au niveau endothélial. Moore et al, dans le méme année
que I'équipe de Stemper a produit ces données, a démontré que I'nyperperfusion cérébrale est un
phénomene vasculaire qui n'est pas du tout lié a une conséquente hyperactivité neuronale (49).

L'hyperperfusion est aussi associée avec des calcifications au niveau de la substance blanche, dans
le pulvinar et dans les régions postérieures du thalamus (58,59). Il y aurait aussi des signes qui
pourraient conduire a la conclusion que l'autorégulation cérébrovasculaire et la vasoréactivité
peuvent jouer un rdle dans cette hyperperfusion cérébrale. Concernant cet aspect, Alterescu et al
(56) ont montré aussi un lien entre une altération de la fonction des voies biochimiques du
monoxide d'azote et I'nyperperfusion cérébrale. En effet, I'équipe de Alterscu a émis I'nypothése que
la dysfonction vasculaire dans la MF est due a une augmentation de la libération massive des
espéces d'oxygene réactives (ROS) au niveau endothélial, qui améne, de suite, a une augmentation
du stress oxydatif et a la formation de peroxynitrite, impliquées dans la persistance de cette
vasodilatation. Une autre étude réalisée par Moore et al en 2004 (60) a montré que les patients
Fabry présentent une réponse vasculaire cérébrale a I'ascorbate amoindrie. L'ascorbate est un
puissant anti-oxydant. Ce que I'équipe de Moore attendait, c'était la diminution de cette
hyperperfusion cérébrale suite a l'injection d'ascorbate endoveineuse chez les patients Fabry. La
diminution de la réponse a I'ascorbate pourrait étre donc causée par la libération excessive de ROS.
Cependant, I'étiologie de cette libération excessive de ROS n'est pas claire. Ceci serait
secondairement associée a I'accumulation de glycolipides intracellulaires, essentiellement le Gbs.
Ce qui conduirait au déclenchement des voies biochimiques responsables de la production de ROS
et a une dilatation de la couche musculaire des vaisseaux cérébraux.

La neuropathie périphérique dans la MF se manifeste par une douleur neuropathique, une sensation
diminuée du chaud et du froid et des altérations de la motilité intestinale (pour ce dernier:
symptomatologie dysautonomique). Les patients affectés par la MF, vont manifester les premiers
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symptdémes neuropathiques environ vers la fin des 10 premiéres années de vie ou pendant la puberté
(61).

Le mécanisme etiopathologique précis de la douleur neuropathique n'est pas encore démontré.
Jensen et al (62) pensent que le taux augmenté de Gbs au niveau des compartiments membranaires
extra-lysosomales peuvent interférer avec la fonction de certaines protéines impliquées dans la
transmission de I'impulsion électrique neuronale telles que les protéines du canal sodium (Sodium
Channel Proteins). En effet, I'équipe de Jensen a mis en évidence une augmentation de I'expression
de ces protéines au niveau des corps axonaux des nerfs afférents. L'hyperexcitabilité nerveuse
périphérique peut étre aussi due a des changement moléculaires au niveau du nocicepteur
périphérique, de la corne postérieure de la moelle ou encore au niveau du cerveau (homenculus
sensitif; la zone de I'élaboration et de la perception consciente des informations sensitives
périphériques) (63). Ces changements incluent, une augmentation de I'expression des canaux
membranaires sodium, une réponse exagérée a certaines substance endogénes activant la
dépolarisation des nocicepteurs, et 1’altération de I'influx intracellulaire de calcium au niveau des
fibres nerveuses responsables de la transmission de la douleur.

L'objectif principal du traitement est de prévenir les AVCs et les autres manifestations
vasculopathiques de la MF.

La TES, approuvée dans ces derniéres années, ne semble pas concerner I’ensemble des
manifestations neurologiques évoquées ci-dessus (64,65).

Cette therapie trés spécifiques pour la MF ne semble pas diminuer Il'incidence de la survenue de
ictus cerébraux (66,67).

Les agalsidases alpha et beta, administrés par voie endoveneuse (2x/semaine), entrent dans la
circulation mais ils ne traversent pas la barriere hémato-encephalique. L'imagerie par résonance
magnetique est un instrument tres sensitif et il devrait étre inclue dans le monitoring chez les jeunes
patients affectés par la MF (68). Actuellement la TES est une thérapie qui semble prévenir la
progression pathologique de la MF. Toutefois, des évidences en faveur d’effets bénéfiques
concernant la VC n’ont pas été rapportées.

En conclusion, chez des patients Fabry présentant une VC, ce serait trés utile d'associer a la TES
une prophylaxie primaire (comprenant, si indiqué, des anti-hypertenseurs, des statines et des anti-
arythmiques) et secondaire (AINS et d'autres agents anti-thrombotiques).

Par contre, concernant la douleur neuropathique, la TES semble la diminuer et étre efficace (69).

La thérapie

Les maladies de surcharge lysosomales prennent leurs origines dans une déficience enzymatique qui
améne a l'absence/diminution de la dégradation d’un métabolite donné. Ce métabolite, par sa
déposition au niveau intarcellulaire, affecte le tissus et aboutit a un dyfonctionnement d’organes tels
que le rein, le coeur ou encore le cerveau. La thérapie possible est I’apport de molécules faisant la
fonction de la protéine défectueuse.

Selon la gravité de la maladie la transplantation de la moelle osseuse peut étre envisagée, méme si
c’est une stratégie thérapeutique lourde. Vue D’issue parfois fatale, ce mode de thérapie est
actuellement réservé aux leucémies et certaines maladies oncologiques.

Par ailleurs, ces derniéres années, une évolution continue et des progres dans la recherche dont le
but est de trouver de nouvelles alternatives aux options de traitement classiques décrits en haut
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comme la transplantation de la moelle osseuse, ont conduit aux développement d’autres traitement.

Parmis ces traitements, on peut citer le remplacement enzymatique exogeéne et certains bloqueurs de
la formation de métabolites a 1’origine de la physiopathologie de la maladie.

La thérapie avec transplantation de moelle osseuse

Les premiéres tentatives thérapeutiques curatives pour les maladies d'accumulation lysosomale ont
été effectuées avec la transplantation de cellules amniotiques et cellules fibroblastiques avec des
résultats mediocres et peu contributifs a I'amélioration clinique des patients. La transplantation
osseuse pour le traitement des maladies lysosomales a été effectué par Hobbs et al au début des
année ‘80. Cette thérapie donne des résultats médiocres en ce qui concerne la symptomatologie
neurologique. Wada et al en 2000 et Hickey en 1990 démontrent qu’il y aurait une activation des
lymphocytes T. L’activation lymphocytaire favorise essentiellement un passage beaucoup plus aisé
et simple a travers la barriere hémato-cérébrale (BBB, blood brain barrier). Cependant, la thérapie
consistant dans la transplantation de moelle osseuse rencontre certaines limites.

Elle est optimal a but curatif au niveau du SNC, mais moins efficace au niveau du tissu
mésenchymateux.

L'efficacité de la transplantation de moelle osseuse dépend aussi de I'expression phénotypique de la
maladie. Plus elle est haute, moins la thérapie est efficace. Un autre facteur déterminant concernant
I'efficacité de cette thérapie est le timing d'action de cette derniere. Plus cette thérapie est
administrée aprés une longue période de temps a partir des premieres manifestations cliniques de la
maladies, moins intenses seront les effets curatifs.

Le traitement de substitution enzymatique (TES)

La premiere maladie de stockage lysosomale traitée par TES fut la maladie de Gaucher en 1965 par
Brady et al au National Institute of Health, USA. Plusieurs essais cliniques de TES utilisant un
enzyme humain recombinant ont été réalisés pour d'autres MSL comme la MF par Wraith et al en
2004. Cependant, les résultats de la TES varient selon la pathologie en question.

Les aspects importants, a tenir en compte pour une bonne éfficacité de la TES sont I'age
d'apparition, la vitesse de progression de la maladie et la présence ou l'absence d'un tableau
symptomatologique au niveau de la sphére neurologique.

Actuellement, il n'existe pas de données scientifiques a propos du fait que les enzymes exogenes
administrés au patient traversent la BBB. De plus, I'administration intrathécale d'enzymes exogenes
a peu ou pas montré de bénéfice pour les manifestations neurologiques associées aux MSL.

Pour la MF, la TES offre un bon contréle de la maladie dans le cas ou le traitement a été introduit
en concomitance avec l'apparition des premiers symptémes.

La TES, pour la MF, consiste essentiellement en deux types d'enzymes exogenes: I'Agalasidase
Beta ( Genzyme Corporation, Cambridge, MA, USA) et I'Agalasidase alpha (Shire human Genetic
Therapies Inc, Cambridge, MA, USA). Leur administration réduit les douleurs neuropathiques,
stabilise la fonction renale, accourcit le complexe QRS et diminue progressivement I'épaississement
interventriculaire et la masse du VG. Plus spécifiquement I'AGALA stabilise la fonction rénale chez
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les patients avec une insuffisance rénale légére a modérée, réduit la taille ventriculaire gauche et
diminue le score (VAS) de la douleur.

L'AGALAB, par contre, présente une meilleure clearence des dépdts de Gbs au niveau des
endothéliums microvasculaires, stabilise la fonction rénale et permet de diminuer ou retarder les
complications associées a la dialyse (dans le cas ou c'est nécessaire de I'adopter a but
thérapeutique), réduit I'nypertrophie ventriculaire gauche et améliore la fonction contractile
myocardique (70-72).

Autres thérapies

D'autres sont en cours d'étude.

Entre autres on trouve la thérapie par réduction du substrat. Elle consiste en l'inhibition de I'enzyme
glucosyltransferase, en défavorisant le passage du céramide en glucosylcéramide. Le principe actif
de ce medicament est I' N-butyldesoxijirimicine (NB-DNJ). En inhibant la formation du
glucosylcéramide on induit un défaut de lactosylcéramide (produit suivant de la dégradation du
glucosylcéramide, ce dernier est précurseur de la ganglio-série, lacto-série, et globo-série comme le
Gbs). Ceci abouti a moins d’accumulaion de substrat non métabolisé. (Figure 6).
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Figure 6. Action du NB-DNJ sur la formation de substrat suite a un defaut enzymatique. En
bleu: Réactions biochimiques inhibées par le NB-DNJ prévenant P’action de I'enzyme
glucosyltransferase.

Parmis les thérapies qui présente un grand intérét dans le futur on trouve aussi la thérapie par
utilisation des chaperones. L'utilisation de chaperones permet de stabiliser I'enzyme mutante en
promouvant sa maturation pour une meilleure activité enzymatique et un rendement fonctionnel
adéquat.
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Biomarqueurs

Le biomarqueur (BM) est une caractéristique mesurée objectivement et évaluée comme indicateur
de processus physiologique ou pathologique, ou d'une réponse pharmacologique a une intervention
thérapeutique. Cette définition a été conciliée par le National Institute of Health, USA.

Le BM peut avoir différents buts: la recherche et la connaissance de la physiopathologie afin de
définir une cible thérapeutique, la classification des individus, la prédiction de I'évolution d'une
pathologie (le suivi), I'évaluation de I'efficacité d'une pathologie sous traitement, lI'adaptation du
traitement selon la réponse d'un patient ou encore la recherche des mutations lors de certaines
études de pharmacogénétique (73-75).

Un BM refléte I'étendue d'un processus biologique et il est directement lié aux manifestations
cliniques de la maladie incriminée (76).

Une fois qu'un BM est identifié, il faut tenir compte de sa fiabilité et pertinence clinique. La charge
totale de la maladie doit pouvoir se refléter dans ce méme marqueur, et il ne devrait pas étre affecté
par des conditions indépendantes de la maladie primaire ou d'autres comorbidités.

Un BM devrait étre peu colteux voire completement non-invasif, facile d’acces et utilisation.

En ce qui concerne le MSL, Cox et al identifie deux familles de BM (77). Les BM directs (comme
les macromolécules liées au processus pathologique d'accumulation lysosomale; le Gbs pour la MF
prise en considération dans ce travail) et les BM indirects, comme I'observation de certains
changements au niveau des cellules, de certaines molécules, tissus ou fonctionnement d'un organe
en particulier (pour la MF on retrouve le phénomeéne de remodelage cardiovasculaire, une opacité
cornéenne ou encore une démence et une insuffisance rénale). En 2008, Aerts spécifie en peu plus
la thése de Cox (78). Aerts, concernant les BM, prend en compte les métabolites primaires
accumulés suite au défaut enzymatique. Comme Cox le fait (par exemple le Gbs pour la MF ou la
sphyngomyeline pour la Niemann-Pick) Aerts rajoute une autre sous-classe aux BM primaires
définis par Cox: les protéines plasmatiques spécifiqguement secrétées par les cellules qui accumulent
les substrat non-metabolisés.

En ce qui concerne la MF, la problématique tourne autour du fait qu'aucun moyen de détection
spécifique n'existe encore afin d'émettre le diagnostic de MF.

Le tableau symptomatologique de la MF est large et il se mélange facilement avec celui d'autres
pathologies. D'autre part, la reconnaissance de cette maladie est difficile car il n'existe pas de BMs
ou symptémes cliniques qui peuvent conduire le médecin a poser le diagnostic exact.

De plus, la nécessité d'évaluer I'atteinte systématique de la MF et la réponse aux traitements (en
particulier la TES) priment beaucoup dans la pratique. En effet, en ce qui concerne la réponse au
traitement chez les patients Fabry, il n'existe pas encore de marqueur biologique qui soit capable
dattirer l'attention du médecin au moment opportune pour commencer la TES ou pour la
modifier/adapter.

Anomalies a l'électrocardiogramme (ECG) dans la MF: un BM indirect de la
MFE

L"électrocardiogramme physiologigue
L'ECG représente I'enregistrement de I'activité électrique du coeur qui traduit le cycle de la fonction
cardiaque.
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Le tracé de I'ECG

L'activité électrique du coeur est étroitement liée a sa fonction physiologique: Les impulsions du
myocarde lors de contractions cardiaques se traduisent par la génération de différences de
potentiels, qui varient dans I'espace et dans le temps et qui peuvent étre enregistrés grace a l'aide
d'électrodes. L'enregistrement de la variation du potentiel par les électrodes mis sur la surface
corporelle se fait grace a la conductibilite des liquides interstitiels du corps humain. Le tracé
électrocardiografique représente la méthode la plus facile, la moins chére et la plus pratique pour
observer si l'activité électrique du coeur est normale ou s'il y a des pathologies de nature
mécaniques ou électriques. Le tracé normal de I'ECG est caractérisé par un aspect caractéristique
qui varie uniqguement en présence de certains probléemes. Le tracé est caractérisé par différentes
ondes, positives et négatives, qui se répétent pour chaque cycle cardiaque (figure 7).
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Figure 7. Un tracé ECG physiologique (en premiere dérivation).

L'onde P: est la premiére onde qui se génére dans le cycle, elle correspond a la dépolarisation des
oreillettes. Elle a des petites dimensions, puisque la contraction des oreillette n'est pas puissante. Sa
durée varie entre 60 et 100 ms.

Le complexe QRS: c'est un ensemble de trois ondes qui se suivent l'une aprées l'autre. Ce complexe
correspond a la dépolarisation des ventricules. L'onde Q est négative et de petite taille; I'onde R est
caractérisée par un pic trés haut et positif; I'onde S est négative et de petite taille. La durée totale du
complexe QRS se situe entre 60 et 90 ms.

Onde T: c'est la derniere onde qui apparait et elle représente la repolarisation des ventricules. Elle
n'est pas toujours identifiable, parce qu'elle peut aussi avoir des valeurs trés petites.

Onde U: c'est une onde qu'on ne peut pas toujours apprécier dans un tracé ECG. Elle correspond a
la repolarisation des faisceaux musculaires qui permettent I'ouverture et la fermeture des valves
tricuspidienne et mitrale.
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L'ECG chez les patients Fabry

Les principales anomalies visibles & I'ECG chez les patients affectés par la MF sont reliables a une
diminution de la durée de I'onde P, a une diminution de l'intervalle PQ et a une diminution de la
largeur du complexe QRS (79). Une certaine tendance a la dispersion de la dépolarisation (présente
dans les segments QT et Qtcorrigé (QTc)) est aussi observée chez le patients Fabry. En particulier,
la diminution de la durée de I'onde P présente une bonne spécificité et sensibilité pour la détection
précoce de la MF comme premier signe clinique de la maladie (79,80). Voici un exemple d'un ECG
Fabry qui montre le pattern typique des signes électrocardiographiques. (figure 8)

Voltage coriteria FN—wave inversion
Short PR interval for LVH

Figure 8. ECG d'un patient Fabry avec les signes typiques de cette maladie a I'ECG.

L’intervalle PQ est nettement diminué par rapport a la norme mais il n’est mis en évidence que chez
14% des patients affectés (79). Le raccourcissement de I'intervalle PQ peut trouver une explication
possible dans 1’accumulation du Gbz autour du noeud atrio-ventriculaire. Ceci rendrait la
conduction du faisceau de dépolarisation myocardique plus rapide. De méme, I'accumulation du
Gbs atrial peut aussi accélérer la conduction de depolarisation, en donnant naissance au signe le plus
important visible a I'ECG et spécifique pour la MF, a savoir, la diminution de la durée de I'onde P.

Certaines études ont rapporté que le diamétre des cellules impliquées dans la transmission de I'onde
dépolarisante au niveau cardiaque peut étre impliqué dans la vitesse de conduction (79-82).

En particulier, l'augmentation du diamétre de ces cellules est directement proportionnelle a
l'augmentation de la vitesse de conduction de I'impulsion électrique. 1l est actuellement admis que,
dans la MF, l'accumulation chronique de Gbsz au niveau des cellules est impliquée dans la
transmission de l'impulsion cardiaque et est responsable d' une augmentation de la vitesse de
conduction. Il en résulte aussi une diminution de la durée des intervalles PR et QT (79,80). En ce
qui concerne la dispersion de la repolarisation dans l'intervalle Qtc/QT et aussi son prolongement,
ces deux aspects sont étroitement liés au risque augmenté de développer des arythmies
ventriculaires et des pathologies telles que le syndrome de Brugada et le syndrome du QT court.
L'arythmie ventriculaire, la plus connue associée a la MF, c'est la tachycardie ventriculaire (80).

Si I’arythmie est mise en contre balance par rapport au développement de [I'hypertrophie
ventriculaire du coeur gauche, I'arythmie apparait plus précocement par rapport a I'hypertrophie.
L'hypertrophie va apparaitre méme en retard par rapport a la précoce accumulation de Gbs
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intracellulaire. Ce qui rend l'utilisation de moyens de diagnostique comme les ultrasons (US) ou
I'echo-doppler (Doppler-US) inefficaces pour une détection précoce de cette maladie. L’ensemble
de ces éléments attribue & I'ECG un rdle important dans la détection précoce des manifestations
cardiaques de la MF (81).

L'ECG dans les pathologies a dépot amyloide

Dans la majorité des ECG effectuées chez des patients souffrants d'amyloidose ou d'autre
pathologies de stockage extracellulaire d’immunoglobuline on trouve des signes non-spécifiques et
non-patognomiques de la maladie.Une réduction de I'amplitude du complexe QRS est, en général,
bien marquée. La présence d'un bas voltage concernant le complexe QRS dans la troisieme
dérivation (<0.5 mV) peut ce pendant étre présent. Il est souvent associé a une déviation axiale et a
un bloc atrio-ventriculaire de premier degré (81-83).

Curieusement, la majeure partie des patients mantiennent un rythme sinusal associé a une correcte
largeur du QRS, causée par une inexplicable tendance au stockage des dépdts amyloides entre le
faisceau de His et les fibres de Purkinije plutét qu'au niveau du noeud atrioventriculaire. Des
changement non-spécifiques du segment ST conduisent trés souvent au diagnostic d'ischémie
myocardique.(83,84)

Parmi les signes principaux observés dans I'ECG (figure 9) d'un patient affecté d'amyloidose ou
autre pathologie d'accumulation extracellulaire d'immunoglobuline on peut citer(83,84):

-Diminution du voltage du complexe QRS

-BAV (Bloc Atrio-ventriculaire) du ler degré

-Sous-décalage de I'onde Q

-Pattern pseudo-infarctus

-Diminution de I'amplitude ou absence des ondes R dans les dérivations précordiales a droite
-Bloc de branche associé & des anomalies de I'axe du coeur

-Fibrillation atriale

Amylose cardiaque
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Figure 9. Pattern typique des signes électrocardiographiques qu‘on peut retrouver chez les patients
atteints d'une pathologie d'accumulation extracellulaire de type protéinique.

Tant pour la MF, que les pathologies concernant des dépots de amyloides, il peuvent avoir un
tableau symptomatologique tres similaire. L'équipe de Gavin a proposé un algorithme scientifique
qui permet la distinction entre ces deux types de pathologie en se basant uniquement sur I'analyse
de I'électrophysiologie cardiaque (Figure 10). Ici on a uniquement comparé les deux en n'utilisant
qu'un examen paraclinique tel que I'ECG. On peut remarquer combien deux types de pathologies de
dépdts (intra- et extra-cellulaire) différent au niveau de leurs mécanismes physiologiques.

La maladie de Fabry présente un ECG de dépdt non classique. Ce dernier est spécifique de la
maladie de Fabry mais reste a I’heure actuelle non explicables.

LVH
QTe
Fabry a7 Fabry 14717 |
HHD 4520 HHD 18520
Amyloidosis 1117 Amyloidosis BT
AS S50 - 440 me = 440 me AS 15120
HG Tian L i HEC 1320
Fabiry o7 Fabiry 17117
HHD orxn + LOW VIOLTAGE + SHORT Pryn~0 HHD 1/20
Amyloidosis 1417 = 1.5 mV < 40 ms amyloidnsis [1Ta )
o (1Rl ] = AS WZo
HG orzn l l HG Wzo
B 9 Sensitivity 100 %%
100 L Spocificity 90 %
AMYLOIDOSIS FABRY

Figure 10. Procédure a suivre devant un ECG suspect lors de pathologies “de stockage” telles
gue I'amyloidose ou la MF.

Les biomarqueurs lipidigues de la maladie de Fabry

Gb’g e LVSO'Gb’; (le’g)

Le Gbs est un triesoxylceramide (85). Comme les autres céramides, le Gbs est impliqué dans des
événements physiologiques importants. La sur-expression et I'accumulation intralysosomale de Gbs
sont observables dans la MF.

Le Gbs appartient aussi a la classe des glycolipides les plus exprimés dans les tissus cancéreux. La
sur-expression de Gbs est mieux caractérisée dans I'adénome colorectal et dans le lymphome de
Burkitt. Il peut étre aussi présent dans d'autres types de tumeurs comme le cancer du sein ou du
testicule. Dans l'adénome colorectal, il a été rapporté une claire corrélation entre le potentiel
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métastatique de la tumeur et la sur-expression de Gbs. La sur-expression du Gbs s'observe dans la
maladie qui constitue le sujet de cette étude (86).

D'autre part, le Lyso-Gbs a une structure trés similaire au Gb3 mais son réle physiologique est peu
clair. Une étude effectuée par Zhou et al a cependant trouvé que le lyso-Gbgs est capable de stimuler
les lymphocytes NK aussi bien chez I'étre humain que chez le rat (87). Dans ce sens, I'équipe de
Zhou a pu conclure que le lyso-Gbs peut étre le principale élément endogéne qui favoriserait la
fonction et le développement des lymphocytes NK.

Le Gbh; et le Lyso-Gbz ont été décrits comme des biomarqueurs de la MF. lls ont été mis en
évidence et quantifiés dans le plasma et dans les urines des patients Fabry. Le domaine de recherche
dans le but de découvrir de nouveaux biomarqueurs associés a la maladie et a sa sévérité ainsi qu'a
la réponse au traitement (en particulier la TES) reste un domaine trés actif.

De nombreuses méthodes ont été developpées afin d'isoler et mesurer le Gbs, comme la
chromatographie gas-liquide et la chromatographie a couches minces. Les glycosphingolipides
peuvent étre individualisés et identifiés par la spectrométrie de masse. Avec l'avenement des
méthodes d'ionisation (softer ionization) de la spectrométrie de masse, les analyses de faibles
quantités de glycosphingolipides acides, les acides gras et de la sphingosine ont été rendu possibles.
Le développement de la méthode d'extraction a, ensuite, permis une détermination rapide,
automatisée et quantitative du Gbs dans le plasma et dans les urine grace a l'utilisation de la
chromatographie liquide en conjugaison a la spectrométrie de masse (88). Cette méthodologie
permet d'identifier avec précision le taux du Gbsz chez les patients Fabry- hétérozygotes ou
hémizygotes (89).

Young E et al, utilisant la méthodologie d'individualisation des biomarqueurs décrite plus haut, a
montré que les taux urinaires de Gbsz peuvent étre considérés comme marqueurs plus spécifiques de
la MF par rapport au taux plasmatique (90).

Cependant, la présence de faux négatifs suite au dosage du Gbs urinaire n'est pas a exclure. En effet,
les patients hétérozygotes avec la MF peuvent ne pas présenter de concentrations urinaires
pathologiques de Gbs.

De nombreux essais ont été faits dans le but d'identifier les patientes hétérozygotes a partir du profil
lipidique urinaire par spectrometrie de masse. Cependent, cette méthode ne permet pas d'identifier
tous les patientes Fabry (90).

En ce qui concerne la physiopathologie liée a I'excés d’accumulation de Gbs dans différents tissus,
Seongee Park et al ont pu mettre au point la dysfonction endothéliale des vaisseaux sanguins chez
des souris Fabry (91). Dans les détails, au niveau de la membrane plasmatique des cellules
endothéliales, la protéine canal Kc3.1 est altérée. La protéine Kc3.1 présente au niveau de la
membrane des cellules endothéliales est impliquée dans la transmission de 1’hyperpolarisation au
niveau des cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins en causant une vasodilatation.

Dans la MF, lI'accumulation du Gbs, réduit I'expression de Kc3.1 a travers la down-regulation de
ERK et AP-1, deux facteurs de transcriptions, et l'up-regulation de REST, un autre facteur de
transcription. Une accumulation de Gbs intracellulaire induit une diminution de la concentration
intracellulaire de PI-3K, étroitement lie au bon fonctionnement du Kc3.1. Dans ces conditions,
I'activité du Kc3.1 diminue fortement avec la possibilité pour les vaisseaux sanguins de se dilater.
Le Kc3.1 est maintenant I'objet d'une possible cible thérapeutique future.
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Le Lyso-Gbs est le deuxieéme sphyngolipide qu’on retrouve dans la MF. Il a un haut degré de
solubilité dans les milieux aqueux et, chimiquement, il dérive du Gb3 par déacylation.

Des expériences in vitro ont rapporté que les cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC)
proliférent en présence de plasma provenant de patients Fabry. Ces mémes VSMC exposees a du
lyso-Gbs a des concentrations tres similaires a celles trouvées dans le mileu plasmatique des patient
affectés par la MF poussent egalement. On peut en déduire que le Lyso-Gbs pourrait jouer un role
important dans la pathogenése de la MF (92).

Le Lyso-Gbz a été proposé comme inhibiteur de I'enzyme alpha-Galcatosidase A. Ceci pourrait
expliquer le cercle vicieux qui va s'installer chez le patients Fabry symptomatiques ou le Gbs, le
Lyso-Gbgs et I'alpha-Gal A sont les acteurs principaux.

En effet, comme cela est cité plus haut, le Lyso-Gbs dérive du processus de déacylation du Gbs. Le
lyso-Gbjs inhiberait a ce point l'alpha-Gal A en amenant a la formation d'une excessive quantité de
Gbgs suite a une aggravation de la fonction de I'alpha-Gal A, déja compromise a la base chez les
patients Fabry.

Le Sphingosine 1-Phosphate

Le S;P peut étre considéré comme produit final commun de la dégradation des sphingolipides. Il a
une fonction de messager secondaire a l'intérieur de la cellule et de messager extracellulaire en se
liant & ses récepteurs de surface membranaire associés a la protéine G.

Dans la recherche de marqueur circulant responsable de I’hypertrophie cardiaque dans la maladie de
Fabry, les travaux de nos laboratoires (Brakch et al) ont permis d'identifier et de mettre en évidence
une présence plus importante du S;P chez les patients Fabry. Une corrélation entre la concentration
de S;P dans le plasma des patients Fabry et une augmentation de la prolifération des cellules
musculaires lisses a été montrée (92).

Le remodelage cardiaque de la MF et I'hypertrophie des cellules musculaires lisses qui entourent les
vaisseaux sanguins peut étre régi par le méme mécanisme. Ce concept prend origine par la
corrélation observée entre I’epaississement intima-media et I’hypertrophie cardiaque chez les
patients Fabry.

Ces deux parametres englobent I'hypertrophie cardiaque et I'épaississement intimo-medial de
I'artére carotidienne commune correlent une bonne corrélation avec le taux circulant du S;P.

Le S;P est décrit comme ayant un r6le de promoteur de la croissance et de I'hypertrophie impliquée
dans le remodelage cardiovasculaire chez les patients des deux sexes qui présentent la MF. Les
patients de sexe masculin ont un taux plasmatique de S;P plus élevé par rapport a des individus
contréles non affectés par la MF.

Par ailleurs l'administration du S;P chez la souris induit un développement de remodelage cardiaque
et vasculaire similaire a celui observé chez le patients atteints de la MF (93).

L'hypertrophie cardiomyocitaire semble étre médiée par le récepteur 1 de la S;P (S;PR1).
L'utilisation de auto-anticorps qui inhibent la fonction de ce récepteur a pu mettre en évidence une
diminution de I'évolution de I'hypertrophie cardiaque (94). En outre, d'autres études ont proposé que
le composé S;P retrouvé dans les lipoprotéines de haute densité (HDL) a un role protecteur dans les
pathologies athéromateuses actives au niveau de I'endothélium vasculaire (95). Récemment, il a été
proposé que les patients atteint par la MF semble étre protégés des événements atheromateux tel la
formation de plaques d'artériosclérose (athéromes) par rapport aux patients non Fabry a un score
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similaire pour les facteurs de risque cardiovasculaires (96). Ces observations peuvent nuancer
I’effet supposé délétaire du S;P.

L'S;P est, donc, un médiateur bioactif qui participe au remodelage cardiovasculaire chez les patients
Fabry mais qui pourrait avoir un réle protecteur concernant les plaques athéromateuses.

Les biomarqueurs non-lipidigues

La MF peut étre aussi décrite comme une maladie inflammatoire. En effet on y retrouve un état
anémique, en état pro-artériosclérotique et pro-thrombotique, une altération des voies biochimiques
du monoxyde d'azote (NO), une augmentation de la production des radicaux libres d'oxygéne
(ROS) et une augmentation des taux plasmatiques de la myeloperoxydase (MPO). Les
complications macrovasculaires dans la MF, telles que les thromboses, sont augmentées. La
microcirculation est, elle aussi, altérée par I'accumulation de Gbs au niveau de I'endothélium
vasculaire. Les cellules présentent des vacuoles, deviennent hypertrophiques et conduisent a des
phénomenes ischémiques.

Moore et al joint au dossier scientifique le fait qu'un défaut de alpha-Galactosidase est étroitement
lié a une dérégulation de la production de NO. Une production excessive de NO, associée a la
présence de ROS, amene a la formation de péroxynitrite, un oxydant responsable des
endommagements cellulaires et de cytotoxicité. Comme cité auparavant, les patients Fabry ont un
état «pro-artérioscerotique». Les sphingolipides jouent un réle important dans la signalisation des
processus inflammatoires impliqués dans I'athérogénese. Cependant, contrairement a ce qui peut
étre attendu, I'étude de Vedder et al, effectué sur un collectif de 440 hommes affectés par la MF ne
présentent pas de formes précoces d'artériosclérose (97).

Selon Utsumi et al, les complication de la MF sont a associer au développement acceléré du
phénomene d'artériosclérose sous-adjacent et non a la formation directe d'athéromes suite a
I'excessif taux de sphyngolipides plasmatiques secondaire au mauvais fonctionnement de I'enzyme
alpha-Galactosidase (98).

En conclusion, I'association de la MF a I'artériosclérose ne semble pas claire; introduire la MF dans
un contexte pro-artériosclérotique plutbt que anti-artériosclérotique reste a définir et a mieux
caractériser.

Un autre biomarqueur non lipidique qui se trouve en hautes concentrations plasmatiques est la
myeloperoxydase (MPO).

Des études récentes ont confirmeé une augmentation proportionnelle du risque des événements
cérébrovasculaires et de dysfonctions endothéliales a I'augmentation des taux plasmatiques de MPO
(99,100).

La MPO est un enzyme qui se trouve dans les neutrophiles, macrophages et monocytes ayant une
activité oxydante et péroxydative forte. Le principal activateur de la MPO est justement le ROS.
Comme cela a été décrit auparavant, les patients Fabry ont un taux de ROS élevé par rapport a la
normale ce qui se traduit par l'activation de la MPO. Une activation massive de la MPO amene
essentiellement a une augmentation de l'interaction entre les leucocytes et les cellules endothéliales
vasculaires (état connu sous le nom de «rolling» en anglais, premiéere étape de la diapédése) qui se
traduit par une augmentation du risque thrombotique.
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La MPO est aussi capable de faire la péroxydation des lipides circulants (HDL/LDL) en favorisant
le processus inflammatoire intimo-meédial a la base de la formation des athéromes. Outre a avoir des
caractéristiques pro-artériosclérotiques, la MPO a un rdle inhibiteur de la NO synthase (101). Ceci
affecte le muscle des vaisseaux en inhibant la vasodilatation (102). Ce qui se traduit par la
vasculopathie chez les patients Fabry.

Kaneski et al en 2006 ont toutefois fait observer que I'effet de la TES n'affecte pas du tout les
concentrations plasmatiques de MPO en gardant quand méme un risque de phénomenes
cardiovasculaires dans une mesure non negligeable chez les patients Fabry bien que déja sous
traitement TES (100).

Les thérapies futures pour ce qui concerne la MF, et, plus en général les autres MSL, doivent donc
tenir compte de I'effet toxique de la MPO.

Travail expérimental

Comme indiqué auparavant, dans la maladie de Fabry les dépobts tissulaires sont composés
principalement par le Gbs. Chez les patients atteint par cette maladie, les taux de Gb; sont élevés
dans les tissus, le plasma et les urines. L’autopsie pratiquée chez ces patients aprés déces, montre
que I’hypertrophie cardiaque ne peut pas étre expliquée par le seul dépdt du substrat Gbz. Un
mécanisme impliquant «un facteur trophique » responsable de 1’hypertrophie cardiovasculaire
constatée a donc été propose.

Dans notre laboratoire, nous avons utilisé les plasmas de patients Fabry couplés a un essai de
prolifération cellulaire, pour démontrer la présence d’un facteur trophique dans le plasma des
patients Fabry (Figure 11). Une corrélation entre 1’hypertrophie cardiaque et la prolifération des
cellules musculaires lisses vasculaires mises en culture a été démontrée (92). Ceci confirme
I’hypothese que dans le plasma de patient Fabry, il existe un facteur responsable de I’induction de
I’hypertrophie cardiaque.
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A. B.

Figure 11. Prolifération de cellules musculaires lisses en présence de plasma de patients Fabry
versus de sujets sains.

A: Les VSMCs sont incubées en présence du composé Tetrazolium. L’absorption a 490 nm
refléte Pactivité métabolique et traduit le taux de prolifération cellulaire en présence de
plasma de patients Fabry versus sujets sains.

B: Histogramme de comparaison de la prolifération cellulaire entre un groupe de patients
Fabry versus un groupe de sujets sains (** p<0.01).

Nous avons donc cherché a identifier la molécule possiblement a 1’origine de ce phénoméne. En
parallele, un autre groupe de recherche a identifié et proposé le Lyso-Gbs comme molécule
responsable de I’hypertrophie (101). Nos recherches utilisant notre essai cellulaire nous ont amenés
a identifier le sphingosine 1-phosphate comme facteur potentiellement responsable de
I’hypertrophie cardiaque (94).

La comparaison de la structure chimique du lyso-Gbs et du S;P ainsi que leurs effets similaires sur
la prolifération cellulaire nous conduisent a imaginer I’existence d’une relation possible entre les

molécules lyso-Gbs et S;P (Figure 12).

Figure 12. Quelle relation peut exister entre le Gbs, le lyso-Gbs et le S;P?

Le dosage du Gbs et du Lyso-Gbs dans le plasma ou les urines des patients montre qu’il existe une
corrélation entre ces deux molécules (89). Selon la méme logique, nous avons réalisé des
expériences pour montrer I’existence d’une relation entre le Gbs et le S;P. Pour cela, nous avons fait
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générer des anticorps anti-S;P chez le lapin et avons utilisé des anticorps anti-Gbs commerciaux.
Nous avons ensuite réalisé un marquage immuno-histologique sur des fibroblastes de patients Fabry
et non Fabry.

La Figure 13 montre un marquage immunologique anti-Gbs des fibroblastes issus de patients Fabry
versus des fibroblastes de sujets contr6les. Les analyses montrent que le marquage des cellules
Fabry est plus intense et plus abondant. Les mesures de I'intensit¢ de marquage et le rapport
d’intensité par unité de surface montrent que ces deux parametres sont plus élevés dans les cellules
Fabry par rapport aux cellules non Fabry.

Nous avons ensuite réalisé les mémes expériences avec les anticorps anti-S;P. La comparaison de
I’intensité de marquage montre effectivement un marquage intense des cellules Fabry, cependant la
comparaison du rapport d’intensité par unité de surface ne présente pas de différence importante
entre les cellules Fabry et les cellules contrdles.

CD77, contrdles CD77, fibroblastes Fabry CD77, fibroblastes contrdles

S,P, contrdles S,P, fibroblastes Fabry S,P, fibroblastes contréles

Figure 13. Immuno-marquage de Gbs et S;P sur des fibroblastes Fabry versus des fibroblastes
de sujets sains. Les cellules fibroblastes contréles sont moins marquées que les cellules Fabry.

La variation de I’intensité de marquage aussi bien pour le Gbsz que pour le S;P va dans le méme sens
et est en faveur d’une association entre la génération de ces deux molécules. Or, la différence
observée au niveau du rapport de 1’intensité par unité de surface refléte le comportement sécrétoire
différent de ces deux molécules. Bien qu’il s’agisse d’'une molécule que I’on trouve dans le milieu
extracellulaire, le Gbs se trouve majoritairement stocké a 1’intérieur de la cellule. Ces propriétés ne
sont pourtant pas partagées par le S;P : cette derniére molécule est présente en intracellulaire mais
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se trouve majoritairement dans le milieu extracellulaire. Le S;P semble d’ailleurs présenter un faible
taux de stockage intracellulaire (Figure 14).
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Figure 14. Mesure d’immuno-marquage (intensité et rapport intensité/surface cellulaire) du
Gbs et du S;P chez les fibroblastes Fabry et les fibroblastes contrdles.

Ces expériences suggerent 1’existence d’une relation entre le Gbsz et le S;P, et implique qu’en
présence de Gbs, du S;P peut étre généré. Les résultats de nos expériences ne peuvent pas étre
utilisés pour établir une corrélation directe. Par ailleurs, les anticorps ne sont pas capables de
discerner le Gbs du Lyso-Gbs, ce qui indique que les molécules mises en évidence peuvent aussi
bien étre des molécules Gbs que Lyso-Gbs ou un panachage de ces deux molécules dans des
proportions non déterminées.

Pour apporter d’autres éléments en faveur d’une corrélation directe entre les deux molécules, nous
avons comparé 1’effet du S;P, du Gbs et du Lyso-Gbs sur la prolifération des cellules musculaires
lisses mises en culture. Le Gbs n’a pas d’effet sur la prolifération cellulaire alors que dans des
conditions identiques, Lyso-Gbgs et S;P induisent une prolifération cellulaire similaire.

Ces expériences ont €té réalisées par deux techniques différentes: la premicre par mesure d’activité
métabolique, ce qui refléte le nombre de cellules métaboliqguement actives et confirmée par FACS,
et la seconde consiste en un comptage individuel des cellules (Figure 15).
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Figure 15. Analyse de la prolifération des cellules musculaires lisses aprés 48 heures
d’incubation en présence de différentes concentrations de Gbs, Lyso-Gbs; ou S;P. Seul Lyso-
Gbjs et S;P induisent une prolifération des cellules musculaires lisses.

Nos expériences ne permettent pas d’établir une relation entre le Gbgs et le S1P ni entre le Gbs; et le
lyso-Gbs.

Pour évaluer I’existence potentielle d’une relation entre S;P et Lyso-Gbs, nous avons utilisé
I’antagoniste de récepteur S1P1, le W146. Les cellules musculaires lisses vasculaires (VSMCs) en
culture ont été incubées parallelement en présence de S;P et de Lyso-Gbs, une premiere fois en
présence de ’antagoniste du récepteur S1P1 et une seconde fois en 1’absence de I’antagoniste du
récepteur S;P1. Les résultats obtenus montrent que I’effet prolifératif des deux molécules a été
inhibé en présence de I’antagoniste du récepteur S;P1. Ceci indique qu’une relation entre le S;P et
le Lyso-Gbs est a envisager, sans en connaitre le lien exact.

Une relation directe impliquerait que le Lyso-Gbs soit métabolisé en S;P. Le S;P ainsi généré est
libéré dans le milieu extracellulaire et, se liant au récepteur S;P1, induit la prolifération cellulaire.
Par ailleurs, I’on peut imaginer que le Lyso-Gbs sans é&tre un précurseur moléculaire du S;P, induit
la génération de S;P par « contre régulation » cellulaire, aboutissant a la prolifération cellulaire

visualisée (Figure 16).
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Figure 16. L utilisation de I’antagoniste du récepteur S;P1 (W146) induit une diminution de la
prolifération cellulaire provoquée aussi bien par Lyso-Gbs que S;P (* p<0.05, n=6).

Pour établir une relation directe entre le S;P et le Lyso-Gbs, nous avons réalisé les expériences
suivantes:

Des cellules musculaires sont mises en culture et différentes quantité de Gbs et de Lyso-Gbs ont été
additionnées et les cellules incubées pour la nuit. L’analyse par spectroscopie de masse des cellules
incubées et le surnageant ne montre pas de présence significativement élevée de S;P supérieur aux
cellules sans additif. Ces résultats ne confirme pas notre hypothése et exclue la génération du S;P a

partir du Lyso-Gbs.(Figure 17)

Seule le fait que le S;P et le lyso-Gbs sont des molécules qui compétent pour les mémes récepteurs
est maintenue. Pour apporter plus d’arguments pour cela nous avons étudi¢ I’effet antagoniste sur
I’action S;P et lyso-Gbjs sur la prolifération des cellules musculaire lisses.
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Nos expériences montrent que

le Lyso-Gb3 n’est pas précurseur du S1P

Figure 17: Schéma représentant la formation possible du S;P a partir du lyso-Gbs.

L’effet antagoniste pour les deux récepteurs S1P1-3 et S;P2 a été étudié par I’antagoniste JTE 013
pour le S;P2 et I’antagoniste VPC 23019 pour les récepteurs S;1P1-3. La figure 18 montre que le
récepteur S;P2 n’est pas responsable de la prolifération induite par le S1P. Par contre, quand les
récepteurs S;P1 et S;P3 sont bloqués par le VPC 23019, la prolifération des cellules musculaires

lisses est inhibée.
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Figure 18. L’utilisation de I’antagoniste du récepteur S;P1 (W146) induit une faible
diminution de la prolifération cellulaire provoquée aussi bien par S;P. L’antagonite S;P1-3
VPC 23019 induit une bonne inhibition de la prolifération.

La concentration intermédiaire de 12.5 microM de ces deux antagonistes a été utilisée pour
identifier lequel des récepteurs est le plus impliqué dans la prolifération des cellules musculaires
lisses.

La Figure 19 montre qu’en présence de I’antagoniste VPC 23019 la prolifération des cellules
musculaires est faible mais pas complétement absente. Or, comme attendu la prolifération est plus
importante quand les récepteurs S1P1-3 ne sont pas bloqués.
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Figure 19. Elle montre que I’effet du S;P est différent lors du blocage des récepteurs S;P1-3
gue lors du blocage du récepteur S;P2. En haut, la mesure de proliferation cellulaire (OD 490
nm arbitrary units) est valable pour des petites concentrations de S;P.

Nous avons par la suite caractérisé ce méme phénomeéne pour le Lyso-Gbs. Les deux antagonistes
VPC 23019 et JTE 013 inhibent I’effet du Lyso-Gbs avec un effet maximum a partir de 25 microM.
Lequel de ces récepteurs est impliqué dans la prolifération des cellules musculaires lisses? Pour
répondre a cette question nous avons réalisé des expériences similaires a celles effectuées avec le

S:P. (Figure 20)
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Figure 20. L’effet du lyso-Gbs inhibé par les antagonistes des récepteurs du S;P. Les
récepteurs S;P sont ciblé par le Lyso-Gbs.

En présence d’une concentration inhibitrice intermédiaire nous avons additionné différentes
concentrations de Lyso-Gbs et mesuré I’induction de prolifération.

Les résultats obtenus montrent, lors du blocage du récepteur S;P2, qu’une importante prolifération
est induite dépendante de la concentration avec un effet maximum a 2 microM de Lyso-Gbs. Lors
de I'utilisation de I’antagoniste VPC 23019 bloqueur des récepteurs S;P1 et S;P3 I’effet du lyso-
Gbg est inhibiteur de la survie cellulaire. Le taux des cellules est plus bas, a travers le récepteur
S1P2 la prolifération cellulaire n’est plus induite et méme un effet de mort cellulaire est observé

(Figure 21).



Davide Moro L'étude des Biomarqueurs dans la maladie
Travail de maitrise 2012-2013 de Fabry

S1P antagonists and LysoGb3

effects on VSMC
0.80-
-+ Without
& JTE 013125 uM
0.75- I -= VPC 23019 12.5 uM

OD 490 nm arbitrary units

4.3.12.15.20
LysoGb3 (M)

Figure 21. Le Lyso-Gbs a travers le récepteur S;P2 induit une mort cellulaire alors que a
travers le S;P1-3 il induit une prolifération. Les récepteurs S;P1-3 et S;P2 refletent le
phénoméne de “bon” récepteur et “mauvais” récepteur.

Le Lyso-Gbj est reconnu par les mémes récepteurs que le S;P mais a des effets différents. A travers
les récepteurs S1P1 et S;P3 il induit une prolifération. A travers le récepteur S;P2, il induit la mort
cellulaire.

Ce travail nous a permis d’exclure 1’effet précurseur du lyso-Gbs pour le S;P. Par contre le Lyso-
Gbs est reconnu par les récepteurs du S;P avec des effets commun pour les S;P1-3 et différents pour
le S;P2.

Conclusion

Ce travail actualise et met a jour les notions concernant les biomarqueurs qui prennent place dans
cette pathologie et les connaissances qu'on possede a ce jour sur les manifestations
cardiovasculaires et neurologiques.

L'atteinte cardiaque de la maladie de Fabry se traduit par une hypertrophie du ventricule gauche,
plutét concentrique. Vu que l'activité métabolique du ventricule droit est moins intense, ce dernier
est préservé. Dans les cas avancés de la maladie, une fibrose secondaire du tissu myocardique se
développe, ce qui amene a une dyskinésie du tissu musculaire cardiaque pendant la phase
systolique. L'atteinte fonctionnelle se manifeste par une cardiopathie de type restrictive ou dilatée,
ce qui depend fortement du stade de la maladie. La cardiopathie hypertrophique est, le plus souvent,
concentrique, avec une fibrose secondaire qui se developpe par la suite, ce qui est en faveur d'une
cardiopathie restrictive lorsqu'elle est compensee. Lorsquelle se décompense, a ce moment-Ia,
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I'atteinte est de type dilatatoire associée & une dilatation de I'anneau fibrotique valvulaire aortique.
La cardiopathie dans la maladie de Fabry ressemble fortement a la cardiomyopathie hypertrophique
d'apparition tardive. Les critéres et les caractéristiques de la cardiopathie de la maladie de Fabry,
dépend aussi des comorbidités sous-adjacentes et d'autres pathologies possibles dont le patient
souffre.

Le déficit enzymatique de l'alpha-Gal A se traduit par une accumulation précoce de Gbs dans les
tissus, ce qui conduit, a long terme, a des lesions multi-organes. La détection précoce de ce
processus représente la seule possibilité de prévenir les grands dommages terminaux multi-organes.
Ceci dit, une sensibilisation des équipes soignant cette pathologie joue un réle primordial.

Chez des patients dont on pose le diagnostic de maladie de Fabry, la prise en considération de
certains “biomarqueurs physiologiques” ou “paracliniques”, telles que 1'électrocardiogramme ou la
TDI, aide I'équipe soignante dans la détection de la progression de la maladie. Les principales
anomalies visibles a 'ECG chez les patients affectés par la MF sont reliables a une diminution de la
durée de I'onde P, a une diminution de Il'intervalle PQ et a une diminution de la largeur du complexe
QRS. En particulier la diminution de la durée de l'onde P présente une bonne spécificité et une
sensibilité pour la détection précoce de la MF comme premier signe clinique de la maladie. D'autres
méthodes qui semblent trés sensibles a déceler les atteintes fonctionnelles précoces, avant méme
I'apparition symptématologique référée au coeur, est I'imagerie par TDI. A travers ce type de
technique radiodiagnostique, on peut visualiser les anomalies lors de la contraction et de
myorélaxation myocardiaque avant qu'une hypertrophie du ventricule gauche ne se développe.
Concernant I'MRI cardiaque, il permet I'étude anatomique de la morphologie de la cardiopathie et,
de plus, la mise en évidence des zones ou la fibrose myocardique s'est déja développée. Une MRI
pathologique, qui révéle des zones fibrotiques traduit une pathologie avancée et cette technique peut
étre bien utilisée dans le diagnostic des cas séveres. Cependant, la problématique essentielle prend
place dans I'utilisation d'un biomarqueur diagnostique avant la premiére apparition des symptdmes
de la maladie.

Le processus athérosclérotique ne semble pas étre observable de facon constante chez les patients
Fabry et les effets du défaut génétique en alpha-Gal A au niveau des plaques athéromateuses sont
tres peu connus. Cependant, un lien entre défaut de alpha-Gal A et n’est actuellement pas démontré.
Par ailleurs, il a été déja souligné qu'une partie non négligeable de malades, avec un AVC ou
infarctus du myocarde, a une mutation génétique qui se situe au niveau du gene GLA. Ceci montre
clairement que les complication macro- et micro- vasculaires sont des entités cliniques qu'on
retrouve d'une maniére constante chez les patients Fabry.

Cependant, une production pathologique de NO, I'anémie ou la MPO, I'état inflammatoire qui est
déclenché par ces éléments est le point commun. Le NO, I'état anémique ou la MPO peuvent, quand
méme, faire partie intégrante du diagnostic différentiel. Face donc a une cardiomyopathie d'origine
X, la présence de ces élements sus-mentionnés, augmentera la possibilité d'étre comparée a la
maladie de Fabry.

Par contre, en ce qui concerne les biomarqueurs lipidiques, le Gbs est le substrat qui caractérise le
défaut enzymatique et permet de poser le diagnostic de la maladie de Fabry. On peut le retrouver
méme chez les patients asymptomatiques en quantité importante. De plus, la concentration
plasmatique de Gbs ne réfléte pas la quantité totale de Ghs dans tous les tissus car il se trouve
surtout dans le milieu intracellulaire. La sévérité de la maladie ne doit pas étre reliée aux taux
plasmatiques de Gbs, car la variation inter-individuelle chez la population Fabry montre gu'il n'y a
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pas une corrélation étroite entre le degré symptomatique du patient et les taux plasmatiques du Gbs.
Bien que le Gbs n‘ait pas un bon rendement concernant la prédiction de la sevérité de la maladie, il
est un biomarqueur fiable et trés utile; quand on suspecte la MF et, qu'en méme temps les valeurs du
Gbs plasmatiques sont au-déla de la norme, on mesure l'activité enzymatique de l'alpha-Gal A. Le
génotypage confirme le diagnostic.

Le Lyso-Gbs a été nommé comme un deuxiéme biomarqueur lipidique. La réaction biochimique de
déacylation du Ghs donne le Lyso-Gbs. Il est hydrosoluble, et, logiquement sa mesure dans le sang
périphérique serait plus & méme d'exprimer la quantité intracellulaire de Gbs et la sévérité de la
maladie. Au contraire, les taux de lyso-Gbs par rapport au taux de Gbs ne sont pas significatifs et
trop aléatoires. En conclusion, le lyso-Gbs n'est pas un bon biomarqueur convenable a utiliser.

Le troisieme biomarqueur pris en considération dans ce travail est le S;P. Il fait partie de la famille
des constituants physiologiques du plasma de chaque individu. Expérimentalement, il favorise la
croissance et la prolifération des cellules musculaires lisses des vaisseaux et des cardiomyocytes. En
conséquence, on peut déduire qu'il joue un rdle non-négligeable dans I'hypertrophie cardiaque. En
effet, il a été trouvé une corrélation entre les taux plasmatiques de S;P et I'index de masse
ventriculaire gauche (qui refléte I'hypertrophie). S1P a une affinité trés élevée pour ses sous-types de
récepteurs qui sont capable de reconnaitre de trés faibles changements de concentration. On peut en
déduire que S;P a les caractéristiques nécessaires pour étre un biomarqueur de la sévérité du
processus de “remodeling” cardiovasculaire chez les sujets Fabry. En ce qui concerne le futur, le
S1P ou ces récepteurs, peuvent constituer un ciblage thérapeutique important.

En ce qui concerne la partie de laboratoire, ce travail a mis en evidence que le Lyso-Gbs et le S;P ne
sont pas étroitement liés d'une fagon biochimique. A savoir, il n'y a pas de réactions biochimiques
directes qui favoriseraient le passage du Lyso-Gbsz en S;P. Un deuxiéme point fort de notre travail
qui a été demontré c'est le fait que le Lyso-Gbs et le S;P agissent au niveau des mémes récepteurs
(S1PRs). De plus, on a découvert gu'une sous-classe de ces récepteurs, notamment le S;P2, quand il
lie soit le lyso-Gbs, soit le S;P on remarque un effet apoptotique sur les cellules. En ce qui concerne
les autres sous-classes de récepteurs, le S;P1 et le S;P3, on a remarqué plutét I'effet envers, ca veut
dire une proliferation cellulaire. Dans la litterature on a trouvé déja des notions en faveur d'un effet
proliferatif excercé par le lyso-Gbs; mais pas encore des études qui expliquait d'une fagon précise le
mécanisme a travers lequel il le fait et a travers quel type de récepteur. D'autre part, concernant le
S:P, on a confirmé son effet proliferatif sur les cellules et on a mis en evidence une action
d'inducteur de mort cellulaire s'il se lie aux S;P2 (sous-classe 2 des récepteurs de la S;P).

Annexe — travail expérimental : méthode

Culture cellulaire

Les cellules musculaires lisses ont été isolées a partir de I’aorte de rats Wistar. Les fibroblastes
Fabry ou contrbles non Fabry ont été isolés a partir de biopsies de peau.

Les cellules musculaires lisses et les fibroblastes ont été cultivés dans du milieu DMEM glucose
19/L (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Life Technologies, Inc. Grand Island, NY USA) avec
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10% de sérum bovin feetal (Biochrom AG, Berlin, Allemagne) et +% d’antibiotiques (pénicilline,
streptomycine) dans une atmosphere humidifiées (5% CO,/95% air) a 37°C.

Essai de prolifération cellulaire

Compose Tetrazolium : Les cellules musculaires lisses (2000 cellules/puits) ont été ensemencées
dans une plaque de 96 puits et incubées pendant 24 heures. Les cellules ont été lavées avec du PBS
et incubées pour une autre période de 24 heures dans du milieu DMEM sans sérum.
Successivement, les cellules ont été mises en présence des composés S;P, Lyso-Gbs ou Gbs et
incubées 24 heures supplémentaires. La prolifération cellulaire a été mesurée a I’aide du réactif
« Cell Titer Aqueous assay ». L’utilisation de ce réactif est basée sur la mesure de la conversion du
produit 3,4-(5-diméthylthiazol-2yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)2-H-tetrazolium
en produit formazan par les enzymes déhydrogénases présentes dans les cellules. L’absorption a
490 nanomeétres est trouvée uniquement dans les cellules métaboliquement actives et traduit la
prolifération cellulaire.

Lors d’utilisation d’antagonistes, les cellules sont incubées en présence d’antagoniste pour 1 heure
et I’agoniste S;P ou Lyso-Gbsz est rajouté et les cellules sont incubées pour 24 heures. La
prolifération cellulaire est mesurée a 1’aide du « Cell Titer Aqueous assay ». Les concentrations
utilisées pour les différents antagonistes, S1P et Lyso-Gbg sont indiquées sur les figures.

FACS: Les cellules musculaires lisses (90 000 cellules/puits) ont été ensemencées sur une plaque de
12 puits dans du DMEM contenant 10% de sérum bovin. Apres 24 heures, les cellules ont été lavées
au PBS et incubées avec du DMEM sans sérum pendant 24 heures supplémentaires.
Successivement, les cellules ont été incubées pour 24 heures en présence de différentes
concentrations de S;P, Gbs ou lyso-Gbs (Concentrations successives de 0, 10 nM, 100 nM, 500
nM, 1 uM et 10 uM). Les cellules sont lavées avec du PBS trypsinisées et re-suspendues dans 1 ml
de DMEM. Le propidium iodide (PI) a été additionné pour une concentration finale de 1 pug/ml. La
cytométrie du flux a été pratiquée avec un cytometre (Becton Dickinson, Basel, Switzerland)
utilisant le programme CellQuest. Les cellules ont été analysées selon les signaux « forward- et
side-scatter, respectivement FSC et SSC». Un total de 9000 cellules a été analysé. Le P1 a été utilisé
pour discriminer les cellules vivantes des cellules mortes.

Immuno-histochimie

Mise en évidence de la présence du S;P et du Gbs dans des fibroblastes.

Des lamelles rondes de 1.1 cm de diametre sont trempées dans de 1’éthanol a 70% et passées sous
une flamme pour la stérilisation. Ces lamelles sont ensuite déposées trois par trois dans six puits
Wells Costar. 300 a 600 cellules de fibroblastes de sujets Fabry ou non Fabry sont déposées sur
chaque lamelle ronde. Apres 2 heures d’incubation a 37°C, 2 ml de milieu DMEM contenant 10%
de serum bovin feetal et 1% d’antibiotiques suivi de 48 heures d’incubation. Aprés incubation, les
cellules sont fixées dans 1 ml de PFA (paraformaldehyde) 4% incubé a 4°C pour 24 heures. Les
cellules sont rincées trois fois avec une solution de PBS contenant 100 mM de glycine. Les cellules
sont perméabilisées pendant 4 minutes dans 500 ml de PBS contenant 0.1% de Triton X-100. Les
cellules sont rincées trois fois au PBS et les sites non spécifiques sont saturés avec 150 ml de BSA
0.5% dans le diluant Dako S3022 pendant 1 heure. Les anticorps S;P1 (1/1000) et CD77 (1/60) sont
dilués dans la méme solution, additionnés aux cellules et incubés pour 24 heures a 4°C. Les
lamelles sont rincées trois fois avec du tampon Tris filtré et les anticorps anti-lgG de lapin sont
additionnés. Apres 30 minutes d’incubation a température ambiante les cellules sont rincées trois
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fois. 200 ml de DAB et 200 ml de AEC sont additionnés respectivement pour le S;P et le Gbs puis
incubation des cellules a I’abri de la lumiére pendant 5 minutes a tempeérature ambiante. Les cellules
sont rincées trois fois a 1’eau distillée puis contre colorées pendant 3 minutes a ’hématoxyline de
Gill II. Les lamelles sont rincées a 1’eau trois fois et montées avec du milieu aqueux sur une lame en
verre pour une visualisation au microscope.
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