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Résumé

La phénylcétonurie (PCU) est la plus commune des anomalies innées du métabolisme,

elle est caractérisée par un déficit mental léger à sévère chez les patients non traités.

En l'absence de diagnostic néonatal, les symptômes se développent en quelques mois

et peuvent être de très légers à sévères. Ils incluent retard de développement graduel, retard de

croissance, microcéphalie, convulsions, tremblements, eczéma, vomissements et odeur de

moisi. Les patients non traités développent un déficit intellectuel, des troubles du

comportement (hyperactivité) et de la motricité. Les patients ont souvent la peau et les

cheveux clairs, résultat d'un déficit en tyrosine. La forme la plus fréquente est la PCU

classique est caractérisée par des symptômes sévères. Une forme légère (PCU modérée),  ainsi

qu'une forme encore plus légère appelée hyperphénylalaninémie modérée (HPA modérée ou

HPA non PCU). Certains patients aux phénotypes légers se sont avérés répondants à la

tétrahydrobioptérine (BH4), le cofacteur de l'hydroxylation de la phénylalanine (HPA

répondant au BH4).

La PCU est généralement diagnostiqué lors de programmes de dépistage néonatal, doit

être distinguée du déficit en BH4 par un diagnostic différentiel.

Sa transmission est autosomique récessive et un conseil génétique doit être proposé aux

familles affectées, elle est causée par des mutations du gène PAH (12q22-q24.2) codant pour

l'hydroxylase de la phénylalanine. Des mutations ne touchant pas le gène PAH ont été

identifiées et causent une hyperphénylalaninémie due au déficit en BH4.l'accumulation de la

phe toxique dans le sang et le cerveau sou tendent les manifestations cliniques.

Notre étude consiste à faire une étude des dossiers médicaux des malades collectés à

partir des archives du  service de pédiatrie de l’hôpital de Sétif utilisant les résultats de

différentes techniques biochimiques (HPLC,LC-MS/MS) et cliniques (IRM, EEG), parmi les

vingh-trois cas trouvés nous avons choisis deux familles ayant une PCU typique et un déficit

n BH4 pour présenter notre étude. Une corrélation génotype /phénotype a montré que la

mutation 280 (glu lys) est la plus trouvée dans la population Algérienne et en Afrique du

Nord.

Mots clés:phénylcétonurie, phénylalanine, phénylalanine hydroxylase, cofacteur
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Introduction générale

Les maladies métaboliques mono géniques héréditaires rares sont dues à une altération

du code génétique (ou mutation de l’ADN), responsable d’une anomalie de synthèse ou de

fonction de protéines ou enzymes importantes dans le métabolisme cellulaire. Les

conséquences des maladies héréditaires du métabolisme impliquent souvent une atteinte d’un

ou plusieurs organes (cerveau, cœur, rein, ..).

La phénylcétonurie est une maladie génétique métabolique de transmission

autosomique récessive causée par l'incapacité du foie à produire un type particulier d’enzyme,

laphénylalanine hydroxylase. Cette enzyme convertit (métabolise), la phénylalanine en un

autre acide aminé, la tyrosine.

Un manque de cette enzyme se traduit par l'accumulation de concentrations

anormalement élevées de phénylalanine dans le sang et le cerveau. Au-dessus des niveaux

normaux de concentration la phénylalanine est toxique pour les cellules qui composent le

système nerveux et provoque des anomalies irréversibles dans la structure du cerveau et de la

fonction chez les patients atteintes de PCU.

Plusieurs formes de PCU sont distinguées selon la concentration de phénylalanine

dans le sang des patients.

Le traitement préconisé est surtout de type diététique  permettant de conserver un taux

de phénylalanine relativement faible, afin d’assurer un développement cérébral normal. Les

aliments à éviter dans le cadre de ce régime sont les œufs, le poisson, la viande, les laitages, et

produits céréaliers. Ce régime est complété par des aliments diététiques à base d’acides

aminés pour éviter toute carence. Un traitement médicamenteux est également possible.

Notre étude s’est basée sur l’étude  de données collectées à partir de dossiers médicaux

se trouvant au niveau du service de pédiatrie de l’hôpital de Sétif. Deux familles sont choisies

avec des enfants atteints. Ces données sont complétées par une enquête familiale, qui a

montré que les parents d’une de ces familles sont des cousins.

Une étude épidémiologique a permis de voir la distribution des fréquences alléniques du gène

de cette maladie dans la population à l’étude.

La corrélation génotype/phénotype montre quelques mutations responsables de cette

hyperphénylalaninémie, dont la mutation 280 (glu lys) est la plus fréquente dans la population

Algérienne.
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Chapitre I:Etude Biochimique

I. Généralités

I-1- Découverte de la Phénylcétonurie

La phénylcétonurie à été pour la première fois décrite en 1934 par Asborn Folling.

Celui-ci a étudié le rapport entre l’odeur particulière de l’urine de deux frères et leur retard

mental. Il a découvert que ces urines étaient riches en cétones, et plus particulièrement en

acide phénylpyruvique.

Une investigation d’une cohorte plus large de sujets atteints de retard mental lui permit

d’identifier huit autres patients présentant la même augmentation en acide phénylpyruvique

dans leurs urines. Il publia ces données et suggéra le nom (imbecillitasphenylpyruvica)

soulignant le déficit mental engendré. La dénomination phénylcétonurie (PCU) fut ensuite

proposée en 1935 par Penrose. En 1953 Jervis caractérisa le déficit enzymatique sous-tendant

la modification de la composition des urines. En 1957, le Docteur Willard Centerwall a

développé le premier test de dépistage de la PCU. Il mit au point le « test de la couche »: du

chlorure de fer est versé sur des couches mouillées et si l’urine devient verte, le test était

positif. Ce mode de dépistage n’a pas été généralisé car les enfants testés devaient avoir

quelques semaines pour que l’acide phénylpyruvique se retrouve en quantité décelable.

I-2- Définition

La phénylcétonurie est une maladie génétique récessive à transsmission autosomique

liée à la déficience de la phénylalanine-hydroxylase hépatique(Perrin, 1996). Enzyme

permettant la transformation de la phénylalanine en tyrosine. Le déficit de cette enzyme

entraîne une augmentation de la phénylalaninémie qui est responsable de la toxicité et de la

symptomatologie caractérisée par des troubles neurologiques graves. La résultante de ces

déficits est l’accumulation sanguine de la en phénylalanine et l’apparition de ses dérivés

notamment l’acide phénylpyruvique dans les urines. Cette hyperphénylalaninémie (HPA)

entraîne de graves troubles neurologiques tels que des troubles du développement intellectuel,

des troubles de l’attention et du comportement. Elle peut également engendrer des

convulsions, une dépigmentation de la peau et des cheveux. De plus une odeur particulière de

la peau et des urines dite « de souris » est commune aux phénylcétonuriques(Abadie et

al.,2005).

I-3- Métabolisme des acides aminés aromatiques

La famille des acides aminés aromatiques hydroxylase comprend la PheOH

(Phénylalanine hydroxylase), TyrOH (Tyrosine hydroxylase) et Trp OH(Tryptophane
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Hydroxylase).TyrOH et TrpOH sont impliqués dans la biosynthèse des catécholamines

et de la sérotonine, respectivement. Les trois hydroxylases contiennent des domaines

catalytiques C-terminal très conservés, mais des domaines N-terminaux distincts. Toutes les

TyrOH et TrpOH sont surtout des dimères, tétramère et des formes tétramériques de PheOH

existent en équilibre(Kobe et al.,1999).

Figure 1:Métabolisme des acides aminés aromatiques

II-Métabolisme de la phénylalanine

II-1-Les origines de la phénylalanine

La Phe est un des trois acides aminés possédant une chaîne latérale aromatique avec la

tyrosine et le tryptophane. C’est un acide aminé essentiel (ou indispensable), c'est-à-dire que

l’organisme est incapable de le synthétiser. Il est donc apporté par l’alimentation.

La Phe sanguine a deux origines. Elle provient :

- de la dégradation des protéines alimentaires (origine exogène).

- de la dégradation des protéines du corps humain (origine endogène).

La Phe est indispensable à la synthèse des protéines du corps humain. L’excédent de

phénylalanine ne peut être éliminé tel quel et doit être métabolisé au niveau du foie(Claude

and Lyon, 2012).

II-2- Métabolisme hépatique normal

La phénylalanine est normalement convertie en tyrosine par l'enzyme phénylalanine

hydroxylase. Cette réaction est catalysée par les cofacteurs de la tétrahydrobioptérine (BH4),

O2 et de fer. Le BH4 réduit le NADP+en NADPH.H+ Après l'oxydation en dihydroptérine,

BH4 régénère NADPH.
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Figure 2:Métabolisme normal de la phénylalanine

II-1-1 Voie Majeur

La PAH nécessite la présence de son cofacteur la tétrahydrobioptérine (BH4), ainsi

que de l’oxygène moléculaire O2 pour réaliser la réaction d’hydroxylation de la Phe en Tyr.

La réaction oxyde le BH4 en α 4 -hydroxytetrahydropterine, qui est ensuite prise en charge

par une 4α-carbinolaminedéshydratase et la dihydropteridine réductase (DHPR) pour

régénérer du BH4. Ainsi l’activité de l’enzyme PAH mais aussi la quantité disponible du

cofacteur sont essentiels à l’hydroxylation de la Phe en Tyr.

Figure 3:Conversion de la phénylalanine en tyrosine

Il apparait que quand la Phe et le BH4 sont liés à l’enzyme, l’ion ferreux perd de l’eau

ce qui permet la formation d’un centre de coordination permettant la génération d’un

intermédiaire actif d’O2 et l’hydroxylation couplée de la Phe et du BH4. Afin d’exercer

pleinement son activité, quatre monomères PAH doivent s’associer. Cette association passe

par l’interaction de leur partie C-terminale (résidus 414 à 420) qui présente deux
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conformations hélicoïdales alignées tête-bêche(Bassan et al., 2003; Wasinger et al., 2002). Il

a été démontré que les formes dimériques et tétramériques de l’enzyme sont

physiologiquement présentes, la forme tétramérique ayant une activité cinq fois supérieure à

la forme dimérique (Scriver et Kaufman, 2008).

II-1-1-1 la phénylhydroxylase (PAH)

Est une enzyme à expression restreinte au foie, de la famille hydroxylases

(EC.1.14.16.1), spécifique des acides aminés aromatiques: mono-oxygénase qui utilise

l’O2moléculaire. Cette enzyme utilise comme cofacteur le BH4 lui-même, commun aux

hydroxylases des trois acides aminés. Il existe sous plusieurs iso enzymes différents, dimères,

tétramères ou polymères de la même sous-unité de répétition. La masse moléculaire de

chaque sous-unité est d'environ 50 Kda(Miranda et al., 2002).

Figure4:Structure et composition biochimique de la Phénylalanine Hydroxylase(Blau and

Erlandsen, 2004)

II-1-1-2 la Tétrahydrobiotine

Le BH4 est synthétisé à partir de guanosine triphosphate (GTP) en trois réactions

chimiques faisant intervenir les enzymes GTP-cyclohydrolase-I (GTPCH), la 6-pyruvoyl-

tétrahydroptérine synthétase (PTPS) et la sépiaptérine réductase (SR) mais la synthèse seule,

reste insuffisante pour assurer une concentration adéquate de BH4.Sa régénération est donc

un aspect fondamental afin de maintenir le taux nécessaire. Le cycle se compose de deux

étapes et met en jeux deux enzymes: la PCD et la DHPR(Camp, 2014).
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Figure 5 : Synthèse et régénération de la tétrahydrobioptérine

BH4 : Tétrahydrbiopterine ; PAH : Phénylalanine Hydroxylase ; DHPR : Dihydroptéridineréductase ; PCD :

Carbinolamie-4a-Deshydratase ; GTP : Guanosine Triphosphate ; GTPCH : GTP Cyclohydrolase 1 ; PTPS : 6-

Pyruvoyl-tétrahydroptérine Synthétase ; SR : SépiaptérineRéductase.

II-1-2 Voie mineur

En l'absence de métabolisme de phénylalanine hydroxylase, la phénylalanine est

déviée dans une voie mineure qui n'est pas employéenormalement.La portion de la molécule

d'alanine est transaminées en  pyruvate, génère duphenylpyruvate(Blau, et al., 2010).

Figure 6:Voie mineur du métabolisme de la phénylalanine

II-3 Métabolisme anormal de la phénylalanine

II-3-1 Anomalie de métabolisme des acides aminés PAH

La perte de l'activité de la PAH provoque une augmentation de la concentration de

phénylalanine dans le sang et les concentrations toxiques dans le cerveau. La phénylcétonurie

non traitée est associée à une déficience intellectuelle progressive, accompagnée par une

constellation de symptômes supplémentaires, qui peuvent inclure une éruption eczémateuse,

autisme, épilepsie, et déficits de moteur. Les problèmes de développement, le comportement

aberrant, et les symptômes psychiatriques souvent devenu évident que l'enfant grandit(Blau et

al., 2010).
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II-3-2 Anomalie de la synthèse ou de la régénération du BH4

L’HPA de certains patients  ne pouvait être due à un déficit « classique » en

phénylalanine-hydroxylase en raison de l'observation de troubles neurologiques inhabituels et

non prévenus par le régime pauvre en phénylalanine, même institué précocement.

Un déficit en tétrahydrobioptérine, le cofacteur de la phénylalanine hydroxylase, fut

reconnu comme le responsable, de cette HPA, mais également d'un déficit de la

neurotransmission monoaminergique, conséquence du dysfonctionnement des autres

hydroxylases tétrahydrobioptérine dépendantes, tyrosine et tryptophane et arginine

hydroxylases(Christ, 2003) .

Figure 7: les déficits enzymatiques responsables d’hyperphénylalaninémie

(François et al., 2000)

GTPCH : GTP cyclohydroxylase I ; PTPS : 6-pyruvoyl-tétrahydroptérine synthétase ;SR : sépiaptérine

réductase ; DHPR : dihydropteridine réductase ;  PCD : ptérine-4-α-carbinolaminedéshydratase ; PAH :

phénylalanine hydroxylase ; TH : tyrosine hydroxylase ; TPH : tryptophane hydroxylase ;  GTP : guanosine

triphosphate ; BH4 ou THB : tétrahydrobioptérine ; q. BH2 ou q. DHB : quinoa des dihydrobioptérine ; HVA :

acide homovanilique ;  5-HIAA : acide-5-hydrox indolacétique ; NOS : nitrique oxyde synthétase.

III-Déficit en  phénylhydroxylase et métabolisme anormal

Le déficit enzymatique de la PCU concerne la PAH. La PAH est une enzyme

exclusivement hépatique qui n’existe pas dans le cerveau. Elle transforme la Phe en Tyr avec

comme cofacteur le BH4.Ce cofacteur a lui-même une voie métabolique de synthèse et un

système enzymatique de recyclage dont les différents déficits enzymatiques sont également

responsable d’une Hyperphénylalaninémie néonatal (HPAN)(Saudubray, 2006).
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Chapitre II:Dépistage et aspects cliniques

I-Dépistage biochimique

I-1 Les différents types d’hyperphénylalaninémie

 Phénylcétonurie typique ou classique

La PCU typique correspond à des taux de Phe plasmatique supérieurs à 20mg/100ml

de plasma au dépistage. Ce type de PCU va donc nécessiter un régime strict pour éviter une

arriération mentale profonde. Elle correspond à une activité de l'enzyme PAH inférieure à

1(Bandon et al., 2005).

 Phénylcétonurie atypique ou non classique

En cas de PCU atypique, le déficit enzymatique est moins sévère que lors d'une PCU

classique. La PAH possède alors une activité comprise entre 1 et 5% et le taux de Phe

plasmatique est compris entre 10 et 20mg/100ml de plasma. Cette forme de PCU justifie

également un traitement(Trocello et al., 2010).

 Hyperphénylalaninémie modérée permanente (HPMP)

Lorsque le déficit enzymatique est encore moindre (activité de la PAH supérieure à 5%), il

s'agit d'une hyperphénylalaninémie modérée permanente (HPMP) dans laquelle les taux de

Phe plasmatique sont spontanément inférieurs à 10mg/100ml de plasma.

 Déficit du cofacteur ou PCU maligne

Dans 1 à 2% des cas, le déficit ne concerne pas l'enzyme PAH mais la synthèse ou le

recyclage de son cofacteur, la BH4. Quel que soit le degré d’hyperphénylalaninémie, cette

hypothèse doit être éliminée par dosage des bioptérines urinaires et de la dihydropteridine

réductase sanguine dans le bilan initial prélevé au moment de la découverte de la PCU. Cette

forme particulière de PCU va nécessiter des traitements particuliers mais des séquelles

neurologiques subsisteront(Feuillet, 2006).

Tableaux I:Les différents phénotypes de la PCU en fonction de la concentration de la

Phénylalanine(Trocello et al., 2010)

Type de PCU Taux sanguins de PHE

PCU typique > 20mg/dl

PCU atypique 10 < PHE <  20mg/dl

HPAM 3 ≤ PHE  ≤ 10mg/dl
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II-Conséquence pour l’organisme du catabolisme de la phe.

II-1-Hyperphénylalaninémie et toxicité cérébrale

Il y a une corrélation entre la concentration de la phénylalanine plasmatique et la

détérioration neurologiques, les anomalies éléctroencéphalographique (EEG) et les taux

sanguins de neurotransmetteurs, en particulier de la dopamine.

En spectroscopie RMN, des anomalies au-delà de 21mg/100ml ont été mise en

évidence(Krause et al., 1985).

II-2 Carence en tyrosine

Le déficit complet d’activité de la PAH engendre une incapacité à générer de la

tyrosine à partir de phénylalanine. La tyrosine devient donc un acide aminé essentiel. Dans

cette hypothèse, le fœtus et le nouveau-né peuvent générer assez de Tyr à partir de leur stock

de Phe pour leur propre besoin. De plus la mère de par son statut hétérozygote ne peut fournir

à son fœtus une quantité suffisante de Tyr (Bessman, Williamson, and Koch, 1978).

 La tyrosine: précurseur des catécholamines

La biosynthèse des catécholamines a lieu dans la médullosurrénale et dans les neurones du

SNC et SNP. La dopamine est le premier neurotransmetteur à être formé à partir de la L-

Dopa avec l’intervention d’une coenzyme: le phosphate de pyridoxal (dérivé de la pyridoxine

:vitamine B6)(Koch et al., 2002).

Figure 8 :Biosynthèse des catécholamines(Wright, 2003)

 La tyrosine:constituant de la mélanine

La pigmentation - ou mélano genèse résulte des interactions de plusieurs gènes et de leurs

produits, et conduit à la production des mélanines. Ces pigments spécifiques sont synthétisés

par les mélanocytes, à l'intérieur d'organites spécialisés, les mélanosomes. La régulation de la

mélano genèse s'effectue à différents niveaux; cependant, l’enzyme tyrosinase est

principalement responsable du contrôle de la biosynthèse des mélanines (Kwon et al., 1987).
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Figure 9:Biosynthèse de la mélanine(Okombi, 2013)

 La tyrosine: précurseur d’hormones thyroïdiennes

De plus, dans la glande thyroïde, la production d’hormones: la tétraiodothyronine ou

thyroxine (T4) et surtout la triiodothyronine (T3), se fait à partir d’iode et de la Tyr

(Durand and Beaudeux, 2011).

II-3- Carence en tryptophane

Le trp est le précurseur de trois produits spécifiques:

- Les nicotinamide-adénine di nucléotides (NAD+, NADP+)

- La mélatonine

- La sérotonine (=5 Hydrox tryptophane).La synthèse se fait grâce à la tryptophane

hydroxylase et à son cofacteur:La BH4.

Ces derniers voient leur métabolisme grandement diminué: voire absent, en raison de la forte

monopolisation du transporteur LAT1 (L-type amino acid transporter 1) par la phe. Dans la

PCU non traitée, la carence en tryptophane contribue aux lésions neurologiques par défaut de

synthèse des neurotransmetteurs (Martinelli et al., 2013).

Figure 10:Biosynthèse de la sérotonine et de la mélanine  à partir de Tr (Bi et al.,2015)
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III- Dépistage de la phénylcétonurie

III-1 Dépistage néonatal

Le DNN, réalisé après information des parents, repose sur le test de Guthrie, un test

sanguin pratiqué au 3ème jour de la vie de l’enfant: il consiste à recueillir une goutte de sang

capillaire, prélevé au niveau du talon, déposée sur un buvard, aux coordonnées de l’enfant

(nom, date de naissance, maternité d’origine, etc.). Les patients et leur famille appellent cela «

réaliser un buvard ». Ce buvard est envoyé à un centre de dépistage qui procède à l’analyse

par spectrométrie.

Le dépistage de la PCU se fait selon le diagramme de prise de décision. Le seuil d’action est

fixé à 180 μmol/L de plasma. La démarche du laboratoire intègre l’« imprécision » de la

méthode dans le schéma de prise de décision en fixant un seuil de retest à 150 μmol/L de

plasma. Si la concentration est supérieure à ce seuil, l’échantillon est retesté en double dans

une nouvelle série(Feuillet and Huet, 2011).

Figure 11:Le sang d’un nouveau-né est collecté sur un carton Guthrie(Bodamer, 2010)

Selon le résultat de la moyenne du retest, plusieurs cas sont possibles :

- Si la concentration en Phe est inférieure à 180 μmol/L de plasma, le dosage est normal et le

dépistage est négatif.

- Si la concentration en Phe est comprise entre 180 et 300 μmol/L de plasma, un contrôle est

nécessaire. Le médecin référent demande alors un nouvel échantillon pour pouvoir conclure

sur le dépistage.

- Si la concentration est supérieure à 300 μmol/L de plasma, le dépistage est positif et l’enfant

est convoqué pour une consultation en urgence(De Montis et al., 2017).
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Figure 12:Diagramme de prise de décision utilisé par le laboratoire(De Montis et al., 2017)

III-2 Diagnostic différentiel

Ce diagnostic différentiel est important car certains de ces déficits entraînent un déficit

en neurotransmetteurs et nécessitent un traitement particulier (dopamine, 5-OH-tryptophane,

BH4).

Le diagnostic différentiel se pose essentiellement devant un dépistage néonatal positif,

c’est-à-dire un taux de Phe ≥ 3 mg/dl. Il y a un certain nombre d’hyperphénylalaninémie

secondaires qu’il faut identifier:

Avec hypertyrosinémie

• hyperphénylalaninémie transitoire (prématuré +++) ;

• augmentation de la prise alimentaire de protéine;

• maladie hépatique (incluant la galactosémie et la tyrosinémie)

Sans hypertyrosinémie

• hyperphénylalaninémie transitoire (prématuré +++) ;

• secondaire à un médicament (triméthoprime, méthotrexate, antifoliques);

• maladie inflammatoire sévère;

• maladie rénale(Glaser et al., 1998).

III-3 Diagnostic des adultes

Le diagnostic de la PCU à l’âge adulte s’adresse à des personnes nées dans des pays

ayant adopté le dépistage néonatal systématiquement ou à celles qui sont nées dans un pays

où le dépistage n’est pas réalisé. Malgré les signes d’appel caractéristiques de cette maladie,

certains malades développent des formes peu symptomatiques pouvant passéinaperçues. Le

diagnostic peut également être réalisé chez des patientes après une mise au monde d’enfants

ayant une embryofoetopathie accompagné d’une microencéphalie. Le diagnostic des adultes

s’effectue généralement par un dosage des acides aminés plasmatiques.
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IV-Aspects cliniques

VI-I-Tableau clinique

IV-I-1-Evolution de la pathologie

La PCU est une maladie d’intoxication à la phe. Cette maladie, en l’absence de prise

en charge, donne lieu à une intoxication rapidement progressive. Ce tableau clinique reste

aujourd’hui très rare dans les pays développés mais certains individus peuvent échapper au

dépistage néonatal ou être répertoriés à tort comme de faux négatifs.

Les symptômes apparaissent parallèlement à l’augmentation de la concentration en phe dans

le sang et les différents organes. Particulièrement, le système nerveux central (SNC).

(Denost Lemasson, 1989).

VI-2 Troubles cognitifs et psychologiques

Les études ont montré chez les enfants et les adultes traités, l’apparition de symptômes

neurologiques et des perturbations émotionnelles et comportementales (Yao and Yang,

2010).

 Chez les enfants

Les enfants atteints de PCU et traités rapidement et de façon continue par un régime seul,

présentent un fonctionnement intellectuel normal mais généralement inférieur à la population

moyenne et inférieur à leurs frères et sœurs.

De plus, il a été mis en évidence qu’en moyenne les résultats scolaires d’un enfant PCU

étaient moins élevés. Des dysfonctionnements ont été notés dans la mémorisation, le

raisonnement conceptuel et la stratégie organisationnelle. Des troubles de l’estime de soi ainsi

que du développement affectif ont été documentés(Glanowski et al., 2015).

 Chez les adultes

Chez les adultes, les mêmes troubles ont été révélés. Il peut également souffrir  d’un manque

d’autonomie, peuvent avoir tendance à développer des idées dépressives, une anxiété, des

phobies, des difficultés sociales d’isolement.

Figure 13:Microencéphalie d’un bébé et  d’un adulte

phénylcétonurique(https://ghr.nlm.nih.gov/condition/phenylketonuria)
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Chapitre III:Etude génétique

I-Epidémiologie

 Prévalence

La prévalence de la phénylcétonurie varie considérablement à travers le monde. Une

hyperphénylalaninémie persistante est détectée chez environ une naissance sur 4000 en

Turquie en raison d'une forte consanguinité au sein de la population (Blau et al., 2010).

Tableau II:Prévalence de la PCU dans le monde(Blau et al., 2010)

Pays Prévalence de la PCU

En Europe 1/ 10 000 naissances vivantes

Turquie 1/4000

Aux États-Unis 1/15 000

En Amérique latine de 1/ 50 000 à 1 / 25 000 naissances

En Chine de 1 / 15 000 à 1/100 500 naissances

Thaïlande moins d'une 1/ 200 000

au Japon 1/ 70 000

L’Afrique 1/100 000

Finland 1/100 000

Island 1/40000

 Incidence

L'incidence de la PCU dans les populations caucasiennes se situe entre 1 à 10.000 et 1 à

15.000 personnes. Il a été suggéré que la forte incidence de la PCU en Turquie est due

aussi à la forte prévalence de la consanguinité et la faible incidence observée en Finlande

et au Japon est due à un effet fondateur négatif prononcé en Finlande et de la dérive

génétique dans la fondation de la population de l'île japonaise (Sarkissian, Gamez, et al.,

2011).

II-Le gène PAH

II-1 Techniques d’identification du gène PAH

 La phénylalanine hydroxylase humaine recombinante produite dans Escherichia coli
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Un ADNc de phénylalanine hydroxylase humain complet a été recombiné avec un

vecteur d'expression procaryote et introduit dans Escherichia coli.

Les bactéries transformées expriment la protéine immune réactive à la phénylalanine

hydroxylase et la conversion de la phénylalanine dépendante de la ptérine en tyrosine. La

phénylalanine hydroxylase humaine recombinante produite chez E. coli a été partiellement

purifiée, et des études biochimiques ont été réalisées comparant l'activité et la cinétique de

l'enzyme recombinante avec la phénylalanine hydroxylase native du foie humain. Les

conditions de réaction optimales, les constantes cinétiques et la sensibilité à l'inhibition par les

acides aminés aromatiques sont les mêmes pour la phénylalanine hydroxylase recombinante

et la phénylalanine hydroxylase native (Ledleys, Grenett, and Woos, 1987).

 Immunoprécipitation

La première étape, le clonage d'un ADNc de PAH de rat par Immunoprécipitation des

polysomes avec un anticorps anti-PAH. Cette sonde a permis, grâce à une forte homologie de

séquence entre les ADNc de rat et d'homme, d'obtenir par simple criblage une banque de foie

humaine un ADNc de PAH pleine longueur.

Secondairement, l'organisation du gène PAH humaine a été étudiée à partir d'une

banque génomique de cosmides. Le gène comporte 13 exons dans un grand domaine de 90 kb,

la plupart d'entre eux étant concentrés en son extrémité 3'-terminale (8 exons dans une zone

de 15 kb). Cette répartition inégale a peut-être une signification en terme d'évolution

génétique. L'exon le plus long (exon 13,892 Pb) est le dernier; il contient une petite fraction

codante COOH-terminale et toute l'extrémité non codante 3'-terminale. La taille des introns

est très variable, de 1 à 24 kb, et le rapport « séquences codantes/introns» est l'un des plus bas

connu (2,4/85 kb) parmi les gènes eucaryotes (DiLella, Kwok, et al., 1986).

 L'hybridation in situ

L'hybridation in situ d'une sonde d'ADNc de PAH sur caryotype métaphasique a permis sa

localisation plus précise en l 2q22-24 (Lidsky et al., 1985).
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Figure 14:Chromosome métaphasique étalé après hybridation in situ avec phPAH247 marqué

au 125I, un ADNc de PAH de 2,5 kb cloné dans pBR322. Les flèches indiquent les grains

radioautographiques sur le chromosome 12(Lidsky et al., 1985)

Figure15:Histogrammes représentant la distribution des grains d'argent auto

radiographiques(Lidsky et al., 1985).

(A) Affectation du gène humain PAH au chromosome 12. Après hybridation in situ avec phPAH247

marqué au 251I, la distribution des grains détectés sur 100 étalements chromosomiques a été reportée

sur un idiogramme du caryotype humain haploïde divisé en unités mises à l'échelle du diamètre moyen

mesuré d'un grain d'argent (0,35 μm). De 243 grains associés avec les chromosomes, 90 (37%) ont été

affectés au chromosome 12. (B) Localisation sous-chromosomique du gène PAH. La distribution de

l'argent les grains observés sur 37 chromosomes marqués 12 ont été tracés. Des 90 grains détectés

sur le chromosome 12, 81 (90%) ont été localisés dans la région 12q22       q24.1

 Southern blot

L'analyse par Southern blot des clones génomiques de PAH et la localisation du gène sur le

chromosome 12 grâce à des hybrides somatiques indiquent qu'il n'existe qu'une seule copie de

ce gène et qu'il n'y a pas de pseudo gènePAH dans le génome humain.

Des expériences de transfection de l'ADNc pleine longueur de PAH dans un système

d'expression eucaryote ont permis de montrer que toute l'information contenue dans ce seul

ADNc de 2,4 kb est suffisante pour produire une protéine aux propriétés semblables à celles

de la PAH native humaine. Ainsi, la PAH humaine est-elle bien un dimère constitué de deux

sous-unités identiques codées par un seul et même gène et dont la différence de mobilité

électrophorétique est due probablement à l'état variable de phosphorylation (Ledley et al.,

1985).

 Northern blot

 Northern blot
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Cinq microgrammes d'ARN de foie humain normal poly A+ (canal 1) ou total (canal 2) ont

été déposés ainsi que cinq microgrammes d'ARN total de foie extraits d'un fragment de

biopsie hépatique d'un patient homozygote pour l'haplotype 38 du gène et porteur d'une forme

variante de phénylcétonurie (mutation «arabe») (canal 3). L'hybridation a été faite avec une

sonde ADNc de PAH pleine longueur.

L'hybridation a été faite avec une sonde ADNc de PAH pleine longueur. Comme le montre, le

Northern blot, l’existence d’un seul ARNm (Marvit et al., 1987).

Figure 16:Analyse en Northern blot de I'ARNm du gène de PAH (La flèche indique

l'ARNm unique de PAH de 2,4 kb)(Lyonnet et al., 1988).

Cinq micro grammes d'ARN de foie humain normal po/y A+ (cana/ 1) ou total (canal 2) ont été

déposés ainsi que cinq microgrammes d'ARN total de foie extraits d'un fragment de biopsie hépatique

d'un patient homozygote pour l'haplotype 38 du gène et porteur d'une forme variante de

phénylcétonurie (mutation «arabe») (cana/ 3). L'hybridation a été faite avec une sonde ADNc de PAH

pleine longueur. La flèche indique I 'ARNm unique de PAH de 2,4 kb.

 La cartographie du PAH

La région 5' non codante du premier exon est longue de 222 bp. Elle comporterait en

position 105-114 une séquence oligonucléotidique (UCGUUACCGC) présentant une

homologie partielle (80%) avec l'extension 3' terminale de l'ARN ribosomal de l8S. Elle est

interprétée comme un possible site de reconnaissance pour la liaison du transcrit mature avec

cet ARN ribosomal durant la traduction (Lidsky et al., 1985).

Cette même région 5' non codante contiendrait aussi deux séquences répétées

inversées longues de 13 bp, situées en position 44-56 et 108-120 et présentant une homologie

inverse de 77%. La structure en « épingle à cheveux » qui pourrait ainsi être réalisée dans

l'extrémité 5' de l'ARNm serait impliquée dans sa stabilité post- transcriptionnelle.
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La région 3' non codante est sans originalité. Longue de 851 bp, elle contient de

multiples codons stop de traduction dans toutes les phases de lecture. Elle présente trois

séquences consensus de polyadénylation (AATAAA) en position 2198 ; 2347 et 2413. La

distance entre la dernière de ces séquences et la queue polyadénylée est de 13 bp et c'est elle

qui semble être exclusivement utilisée dans le processus normal de coupure nucléolytique-

polyadénylation(Robson et al., 1982).

Tableau III:L’ADNc et les annotations de l'ADN génomique. Exon 13aADNc traduit et

couvre uniquement les codons de terminaison. Exon 13 ADNg 3' s'étend pour inclure les

signaux de polyadénylation(Konecki et al., 1992).

Exon ADNc ADNg Intron Séquence

1 1-60 1-60 1 61-4232

2 61-168 4233-4340 2 4341-22214

3 169-352 22215-22398 3 22399-39585

4 353-441 39586-39674 4 39675-50549

5 442-509 50550-50617 5 50618-61889

6 510-706 61890-62086 6 62087-64271

7 707-842 64272-64407 7 64408-65465

8 843-912 65466-65535 8 65536-70272

9 913-969 70273-70329 9 70330-72792

10 970-1065 72793-72888 10 72889-73444

11 1066-1199 73445-73578 11 73579-76708

12 1200-1315 76709-76824 12 76825-78005

13 1316-1359 78006-78897

II-2 Localisation du gène PAH
Le gène de la PAH se situe sur le chromosome 12q24.1. Le gène est constitué de 13

exons qui sont traduits en une protéine de 452 acides aminés. Plus de 550 mutations pouvant

générer une maladie ont été identifiées et rapportées sur la base de données des mutations de

la PAH .Le gène PAH est transcrit en un ARN messager de 2,4 kb. La région codante de cet

ARN messager est un cadre ouvert de lecture de 1356 Pb débutant au premier AUG, en

position 223, et finissant au codon stop UAA en position 1579. Il code pour un peptide de 451

acides aminés (si l'on exclut la méthionine initiatrice) (Scriver et al., 2003).
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Figure 17: L'idéogramme du chromosome 12 représentant l'emplacement approximatif du

gène PAH sur le bras long. La localisation du gène PAH est dénotée par marqueur rouge

(Stelzer et al., 2011).

II-2-1 Polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) dans le

gène PAH

L'analyse Southern de nombreux échantillons d'ADN génomique individuels digérés

par une batterie d'enzymes de restriction a démontré la présence d'au moins huit RFLP

associés au gène PAH. Le haut degré d'hétérozygotie de ces RFLP chez les familles

caucasiennes de PCU a grandement facilité la mise en œuvre, sur la base de l'analyse des

haplotypes, du diagnostic prénatal et du conseil génétique dans les familles de PCU. Sept

RFLP dimorphes et un trimorphique (HindIII) détectés par Southern ont été utilisés pour

définir des haplotypes distincts au locus PAH: BglII(Dworniczak,Wedemeyer, and Horst,

1991),PvuII (a) (Eisensmith and Woo, 1992)et PvuII (b), MspI(Dworniczak et al.,

1991),XmnI(Alexei A Goltsov et al., 1992), et HindIII. Sur les 384 (27 x 3) haplotypes

possibles définis par ces sites, seulement 87 sont connus (Scriver et al., 2003).

L'examen détaillé du fragment d'amplification contenant le polymorphisme détecté par

digestion HindIII a identifié une région contenant un VNTR. La comparaison de cette région

dans les familles caucasiennes de PCU démontre la présence d'au moins six allèles qui

diffèrent par le nombre d'unités répétées. Cette dernière découverte permet une expansion du
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3 kb de l'exon final du gène. Ce système VNTR est responsable de trois allèles pour le

polymorphisme HindIII du gène humain PAH qui sont 4,0 ; 4,2 et 4,4 kb de long (Woo et al.,

1983) et contiennent 3, 6-9 et 12 copies de VNTR respectivement (A A Goltsov et al., 1992).

VNTR avec 13 répétitions a été observée dans deux familles de PCU du sud de l'Iran et était

associée à des allèles normaux dans les deux familles (Kamkar, Saadat, and Haghighi,

2003).

L'analyse de parenté dans les familles de phénylcétonurie montre une ségrégation

mendélienne de ces allèles VNTR, ainsi que des associations entre ces allèles et certaines

mutations de PAH(A A Goltsov et al., 1992).

Figure 18:Séquence pour l'unité répétée de 30 Pb dérivée du séquençage de 10 allèles VNTR

différents. Les nucléotides variables sont indiqués entre parenthèses(A A Goltsov et al.,

1992).

Puisque le VNTR est un marqueur génétique hautement polymorphe et hérité de

façon  mendélienne, il est utilisé pour estimer le risque d'un allèle défectueux lié. En outre,

cette VNTR peut s'avérer utile dans des études concernant les origines et la distribution des

mutations de PAH dans différentes populations humaines (Kamkar, Saadat, and Haghighi,

2003).

II-2-3 Répétitions courtes en tandem (STR) dans le gène PAH

Les STR sont hautement polymorphes et héritées de façon stable. STR (TCTA) n

tétramérique a été décrite dans le gène de la phénylalanine hydroxylase humaine hébergeant

au moins 9 allèles (226 Pb à 258 Pb) dans le troisième intron de PAH. STR dans le gène PAH

a un niveau moyen d'hétérozygotie d'environ 75% chez les Orientaux et d'environ 80% chez

les populations caucasiennes européennes.

Figure 19:La séquence d'ADN de la région du gène PAH contenant le système STR. Les

répétitions en tandem (TCTA) sont soulignées; les régions où le polymorphisme se produit sont

soulignées deux fois. Les positions des amorces PCR utilisées pour amplifier cette région sont mises

en évidence(Goltsov et al., 1993).
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Les allèles les plus STR sont présents dans les chromosomes PAH normaux et mutants avec

une distribution continue du plus petit (226 Pb) au plus grand (258 Pb) allèle. Une fréquence

plus élevée de l'allèle de 238 Pb parmi les chromosomes mutants et la fréquence plus élevée

des allèles de 242 Pb et 246 Pb parmi les chromosomes normaux ont été établies chez des

Caucasiens de différentes populations européennes. Les deux allèles les plus courants, le 238

Pb et le 242 Pb, représentent ensemble environ 57% des chromosomes normaux et 68% des

mutants. Le haut degré de polymorphisme et la forte ségrégation mendélienne de ce système,

le rende utile pour le diagnostic prénatal et la détermination du dépistage des porteurs dans les

familles de PCU.

II-3 Banque de gène

Le gène PAH a un certain nombre d'orthologues connus dans d'autres organismes,

dont l'un des plus importants se trouve chez la souris. La souris est un organisme modèle

important pour l'étude de PAH et de son rôle dans le métabolisme, en raison de la grande

quantité de conservation entre les gènes PAH humains et murins. La figure montre les

résultats d'un alignement BLAST2 entre le PAH humaine et la souris (Panel, 2001).

Figure 20: Résultats d'un alignement entre les séquences PAH humaines et murines.

La ligne est ininterrompue et se déplace assez uniformément du coin inférieur gauche au coin supérieur droit, ce

qui signifie que les séquences sont hautement conservées. Un alignement parfait se déplace directement de bas

en haut à gauche, divisant le carré gris en moitiés exactes(Campbell, 2003).

III- Mutations du gène PAH

Plus de 98% des mutations associées à l’HPA humain se produisent au locus PAH;

le reste se trouve aux loci dédiés à la synthèse et à la régénération de la tétrahydrobioptérine.

Le gène PAH a des éléments régulateurs et une architecture typique de nombreux gènes
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d'entretien. Le locus abrite plusieurs centaines d'allèles connus, dont certains sont

polymorphes et neutres dans leur effet sur l'activité de l'enzyme PAH; la plupart sont une

cause de l’HPA (Sarkissian et al., 2008).

Plus de 560 allèles pathogènes de PAH sont documentés dans la base de données. La

grande majorité des allèles sont des causes connues (ou présumées) de PCU ou de HPA non-

PCU, ayant été confirmés chez des patients avec un phénotype HPA. Les mutations

pathogènes se répartissent en cinq classes: 63% faux-sens,  13% petites délétions,  11%

épissure,  7% putatif silencieux, 5% stop / non-sens, 1% petites insertions. Les grandes

délétions, autrefois considérées comme rares, représentent probablement environ 3% des

mutations responsables de la PCU (Trefz et al., 2009).

Figure 21:Types de mutations géniques et les  fréquences  relatives ( %) du PAH(Sarkissian,

Gamez, et al., 2011)

La plupart des mutations faux-sens se localisent sur la région entre et incluant l'exon

5 (résidu PAH 148) et l'exon 12 (résidu PAH 438): 57 de ces mutations sont situées dans la

séquence du domaine régulateur (résidus 1-142); 231 mutations ciblent le domaine catalytique

(résidus 143-410); et 14 sont situés dans la séquence du domaine de tétramérisation (résidus

411-452). De petites délétions ou insertions se produisent dans le gène PAH. Les grandes

délétions affectant les régions codantes sont rares. Les grandes insertions ou les duplications

de gènes n'ont pas encore été rapportées (Scriver et al., 2003).

Les allèles de novo sont des occurrences rares dans la phénylcétonurie et les

phénotypes apparentés. M1I et IVS3nt-6 ont été rapportés une fois comme des allèles de

novo, une fois de Norvège (Knappskog et al., 1996)et E76G a été rapporté une fois à Taiwan

(Chen et al., 2002). Une autre occurrence (non nommée) est signalée une fois en Allemagne

du Sud. Les allèles de novo ne peuvent pas être reconnus si les allèles parentaux n'ont pas été

analysés,  la pratique qui n'est pas uniforme. En conséquence, on ne peut pas dire que ces
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quelques allèles de novo ont révélés des hot spots de mutation et que le locus PAH est

inhabituellement mutable (Aulehla‐Scholz and Heilbronner, 2003).

Tableau IV:Types et nombres de variations affectant le gène PAH(Moyrand, 2015)

Type de variations Nombre de variations

Faux sens/ Non sens 519

Epissage 104

Régulateur 2

Petites délétions 88

Petites insertions 17

Petites indels 6

Grosses délétions 46

Grosses insertions 3

Réarrangement complexes 2

Variations répétées 0

Total de tous les types de variations 787

III-1 Polymorphisme des allèles du gène PAH

La séquence d'ADNc de PAH contient des allèles polymorphes reconnus. Trois

formes de polymorphisme PAH existent:

 Polymorphismes de longueur de fragments de restriction bialléliques(RFLPs)

Nommé à partir de l'enzyme de restriction correspondante (BglII, PvuIIa, PvuIIb, EcoRI, AluI,

MspI, XmnI, and EcoRV). À l'exception des sites EcoR, qui nécessitent encore une analyse

par Southern blotting, les RFLP peuvent être analysés par des méthodes basées sur

l'amplification en chaîne par polymérase (PCR) BglI(Dworniczak et al.,

1991),PvuIIa(Dockhorn-Dworniczak et al., 1991),PvuIIb, MspI(Dworniczak et al., 1991),

et XmnI(A A Goltsov et al., 1992).

 Polymorphismes multialléliques

qui comprennent une séquence hypervariable [nombre variable de répétitions en tandem

(VNTRs)] de cassettes de 30 Pb abritant au moins 10 allèles (différents par le nombre de

répétitions) dans un fragment HindIII 3 kb en aval du dernier exon dans PAH(Latorra,

Stern, and Schanfield, 1994), et une série de courtes répétitions en tandem
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[tétranucléotide (TCTA) n] (STR) hébergeant au moins 9 allèles dans le troisième intron

de PAH(Giannattasio et al., 1997).

 Polymorphisme d’un seul nucléotide

sont des allèles silencieux (non-RFLP); par exemple, un polymorphisme c.696A/ G silencieux

dans le codon 232 (Q232Q) (Lichter-Konecki, Schlotter, and Konecki, 1994).

Les allèles RFLP, STR et VNTR peuvent être combinés pour générer des haplotypes de base

au locus PAH étendu. Un minihaplotype informatif composé uniquement des allèles STR et

VNTR et accessible à l'analyse par PCR a été développé (Fang et al., 1994), ainsi que

d'autres approches (Zschocke, Graham, Carson, & Nevin, 1995). Les haplotypes de PAH

étendus (complets) portent des numéros arabes) et au moins 87 sont connus (Chien et al.,

2004).

Figure 22:La carte du locus PAH indiquant les exons et deux autres marqueurs polymorphes

couramment étudiés. Le STR dans l'intron 3 et le VNTR dans le sens descendant du dernier

exon sont montrés(Cezary Żekanowski, Jurkowska, and Bal, 2001)

La diversité des haplotypes de PAH est plus grande dans les populations africaines

que dans les populations européennes, en supposant que ces derniers sont les descendants d'un

petit groupe fondateur émergeant d'Afrique il y a 100 000 ans (Kidd et al., 2000).

Figure 23:Carte schématique du locus PAH indiquant les exons et les sites des

polymorphismes RFLP, STR et VNTR (Proņina and Lugovska, 2011).

III-2 Mutations dans la méthylation du promoteur

Bien qu'une forte exposition à la phénylalanine (phe) ait influencé la méthylation de

l'ADN.
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L'état des leucocytes dans l'hyperphénylalaninémie (HPA), le potentiel de modification de la

méthylation de l'ADN en tant que bio marqueur de prétraitement haute exposition phe chez

les nouveau-nés sans alimentation avec HPA n'a pas été explorée. L’étude de profil de

méthylation de l'ADN du promoteur du gène de la phénylalanine hydroxylase (PAH) à

différentes niveaux de PHE, et la possibilité de changements de modèle de méthylation de

l'ADN étant un bio marqueur de l'exposition élevée de  PHE chez les  nouveau-nés sans

alimentation avec HPA(Song et al., 2005).

III-3 Mutation dans les séquences régulatrices

 la mutation R408W

Parmi les mutations du PAH les plus courantes, on trouve R408W. La mutation R408W

est retrouvée à des fréquences relatives d'allèles allant jusqu'à 84% en Europe (Zschocke

et al., 2003).

La mutation R408W (c.1222C> T; CGG> TGG) (A G DiLella, Ledley, Rey, Munnich, &

Woo, 1985), transition C vers T dans l'exon 12 du gène PAH, entraîne la substitution du

tryptophane à l'arginine (Arg408 Trp408) au niveau des résidus d'acides aminés 408 et est

une mutation nulle associée à <0,3% de l'activité normale et un phénotype PCU sévère (A

G DiLella et al., 1985).

Cette mutation implique un dinucléotide CpG dans un codon dit "hyper mutable". Les di

nucléotides CP sont sous-représentés dans l'ADN génomique humain, la plupart sont

situés dans CpG îlots de promoteurs, et seulement une minorité (~ 3%) des cytosines

sont méthylés. Dans les régions promotrices, la méthylation joue un rôle essentiel dans la

régulation et l'expression des gènes. La méthylation des cytosines se produit également

dans les di nucléotides CpG dans les exons et constitue une source de mutabilité. La

cytosine méthyle dans son contexte di nucléotidique particulier (mCpG) peut subir une

désamination spontanée initiant une substitution C> T et il est généralement supposé

qu'une transition CpG vers TpG reflète la présence de cytosine méthyle. Cela pourrait être

celui des explications de la fréquence relative élevée de l'allèle c.1222C> T (p.R408W)

dans la population humaine (Murphy, Scriver, and Singh, 2006).

III-4 Mutations dans les séquences codantes

 Dans l’exon 9

Une autre mutation ponctuelle a été récemment décrite chez des patients allemands porteurs

d'un fragment de restriction anormal engendré par l'enzyme Mspl .Elle entraîne le
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remplacement d'un codon leucine (CTG) par un codon praline (CCC) en position 311. Cette

transition T    C dans l'exon 9 du gène crée de plus un nouveau site de restriction pour

l'enzyme Mspl. La mutation 311 (Leu - Pro) produit une enzyme extrêmement instable qui est

totalement inactive et ne donne aucun matériel à réaction croisée immunologiquement

détectable (A G DiLella et al., 1985).

 Dans l’exon 12

La méthodologie employée a été identique (clonage génomique et séquençage exon par exon)

et a permis de découvrir une transition C - T sur la première base du codon 408 de l'exon 12

résultant en une substitution ponctuelle arginine (CGC)       tryptophane (TGG). Là encore,

des expériences de transfection d'un ADNc porteur de cette mutation, dans une lignée

cellulaire de mammifère en culture (cellules COS de rein de singe) ont montré l'inactivité du

produit protéique mutant. Cette mutation, 408(Arg - Trp), est en fort déséquilibre de liaison

avec l'haplotype 2 du gène PAH(Anthony G DiLella, Marvi, Brayton, & Woo, 1987).

Tableaux V: Types de mutations du gène PAH et leurs conséquences sur la protéine

Sites Changement dans

le nucléotide

Changement

dans l’aa

mutations Références

Exon 3 c.208_210del TCT p.S70del Délétion (Wang et al.,2018)

Exon 3 c.331C>T p.R111X Non sens (Golzio et al., 2007)

Exon 5 c.472C>T p.R158W Faux sens (Goldberg et al., 2008)

Exon 5 c.482T>C p.F161S Faux sens (Petersen et al., 2010)

Exon 5 c.505C>A p.R169S Faux sens (Żekanowski et al., 2001)

Exon 6 c.611A>G p.EX6-96 A>G Faux sens (Heintz et al., 2012)

Exon 7 c.721C>T p.R241C Faux sens (Y. Chen et al., 2015)

Exon 7 c.727C>T p.R243X Non sens (Polak et al., 2013)

Exon 8 c.875C>T p.P292L Faux sens (Vona et al., 2016)

Exon 11 c.1068C>A p.Y356X Nonsense (Y. Chen et al., 2015)

Exon 11 c.1197A>T p.V399V SNP (Heintz et al., 2012)

Exon 11 c.1139C>T p.T380M Faux sens (Trunzo et al., 2013)

Exon 12 c.1223G>A p.R408Q Faux sens (Murphy et al., 2006)

Exon 12 c.1222C>T p.R408W Faux sens (Murphy et al., 2006)
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III-5 Mutations dans l’ARNm

Six mutations (IVS4 + 3G> C, IVS11 + 2T> C, IVS12 + 4A> G, IVS12 + 6T> A,

R400K et R400T) dans le 5’ ; les séquences consensus du site d'épissage sont identifiées. La

séquence entre -2 et +6 du site donneur d'épissage a été considéré comme hautement

conservé, et toute mutation impliquant ces sites est susceptible d'affecter le bon épissage de

l'intron. Ketterling et al. Ont postulé que les mutations d'épissage-donneur n'impliquant pas

l'invariant GT doublet à la jonction épisseuse-donneuse entraîneraient l'abolition de plus de

99% de l'épissage normal si la séquence d'épissage-donneur correspondait au consensus dans

cinq ou six bases de la séquence consensus de huit bases. Sauf pour IVS11 + 2T> C, qui  est

directement impliqué le doublet invariant GT au donneur d'épissage de  jonction de l'intron

11, les mutations IVS4 + 3G> C, IVS12 + 4A> G, IVS12 + 6T> A, R400K (c.1199G> A), et

R400T (c.1199G> C) affectent les sites donneurs d'épissage de PAH introns 4, 12 et 11 en

faisant correspondre le consensus à huit séquence en cinq ou six bases (Mount, 1982).

Figure 24:Les mutations affectant la séquence consensus d'épissage-donneur. (A) La séquence

d'épissage-donneur consensus. (B) La substitution c.441 + 3 G>C en position nucléotidique +3 de

l'intron 4 de PAH. (C) Le c.1315 + 4 A> G la substitution à la position nucléotidique +4 de l'intron 12

de PAH. (D) c.1315 + 6 T> Une substitution en position nucléotidique +6 de l'intron 12 de PAH. (E)

La substitution de G> A c.1199à la position de nucléotide 1 de  intron 11 de PAH. (F) La substitution

c.1199 G> Cà la position de nucléotide 1 de l'intron 11 de PAH (Song et al., 2005)

 Analyse de la transition GT        AT

L'ARNm de PAH mutant pourrait alors résulter d'une erreur dans le traitement de l'ARN. Une

mutation PCU prévalente résultante d'une substitution (GT         AT)  d’une seule base dans le

site cannelé d'épissage du donneur 5'-à l'exon 12/ jonction intron 12 du gène PAH.

Depuis une substitution similaire dans l'intron 2 du gène de la β-globine humaine entraîne le

saut de l'exon 2 de le transcrit ARNm correspondant, l'épissage pourrait causer le saut de

l'exon 12 dans l'ARNm et donc la mutation casant la PCU(Song et al., 2005).
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III-6 Mutation dans les introns

Une banque génomique de l'ADN d'un malade homozygote pour l'haplotype 3 a été criblée

avec une sonde d'ADNc pleine longueur de PAH et les fragments contenant les zones

transcrites du gène ont été séquencés.

La séquence nucléotidique de ces exons est identique à la séquence normale et la seule

modification identifiée siège sur la première base de l'intron 12 du gène PAH où une guanine

est remplacée par une adénine(Marvit et al., 1987).

 Analyse de « délétion»

Deux types de constatations ont permis de confirmer définitivement la responsabilité de cette

mutation intronique dans l'inactivité de l'hydroxylases mutante.

Tout d'abord l'exon 12 est bien absent des ARNm de PAH mutants lors d'une expérience de

protection à la nucléase.

Cette mutation GT   AT (intron 12) a été recherchée chez de nombreux patients

phénylcétonuriques et s'est trouvée dans tous les cas (23 gènes) associée à l'haplotype 3 du

gène de PAH suggérant un « effet fondateur» pour la diffusion de cette mutation en Europe

du Nord. Elle est globalement responsable d'environ 40 % des allèles mutés dans cette

population (Anthony G DiLella, Marvit, Lidsky, Güttler, & Woo, 1986).

Figure 25:A .Représentation schématique des produits de l'excision-épissage normal ou

aberrant (mutation GT     AT au site donneur d'épissage de l'intron 12) de I'ARN primitif du

gène de PAH. Figurent aussi les séquences de I'ARNm de PAH normal (N) ou mutant (M) qui

montrent la "délétion, de l'exon 12 ainsi que le décalage de phase de lecture qui résultent de la

mutation intronique. (Kwoket al., 1985).
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Tableau VI:Mutations du gène PAH dans les introns et leurs conséquences

Locus Mutation Type Conséquences Références

Intron 2 c.168+5G>C SNP variante d'intron (Polak et al., 2013)

Intron 4 c.441+3G>C SNP variante d'intron (Li et al., 2015)

Intron 4 c.441+5G>T SNP variante d'intron (Trunzo et al., 2013)

Intron 4 c.442-1G>A SNP variante d'accepteur
d'épissage

(Yu et al., 2014)

Intron 7 c.842+1G>A SNP variante du donneur
d'épissage

(Polak et al., 2013)

Intron 7 c.842+2T>A SNP variante du donneur
d'épissage

(Biglari et al., 2015)

Intron 8 c.913-2A>G SNP variante du donneur
d'épissage

(Srilekha et al., 2015)

Intron 8 c.913-7A>G SNP variante d'intron (Manti et al., 2016)

Intron 8 c.912+2T>C SNP variante du donneur

d'épissage

(Biglari et al., 2015)

Intron10 c.1066-11G>A SNP variante d'intron (Aldámiz-Echevarría et

al., 2016)

Intron10 c.1066-3C>T SNP variante d'intron (Grünert et al., 2013)

Intron12 c.1315+1G>A SNP variante du donneur

d'épissage

(Baturina et al., 2014)

Intron12 c.1315+4A>G SNP variante d'intron (Song et al., 2005)

III-7 Mutations associées à la réponse à la tétrahydrobioptérine BH4

Le spectre des HPA causés par un déficit en PAH va de l'HPA légère (HPAM) à la

phénylcétonurie légère (PCU légère) et à la PCU intermédiaire ou classique. Les patients

présentant un déficit en PAH sensible à la BH4 appartiennent principalement aux groupes de

HPAM et de PCU légère (Blau and Erlandsen, 2004).

Certaines mutations potentiellement sensibles à la BH4 ont été exprimées par recombinaison

dans des systèmes cellulaires eucaryotes ou Escherichia coli et se sont avérées avoir une

activité résiduelle substantielle. Environ 64% de toutes les mutations sont situées dans le

domaine catalytique de PAH, 14% dans le domaine régulateur, 10% dans le domaine de la

tétramérisation et 12% sont introniques.
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III-8 Mutation en Algérie

Certains travaux ont eu en charge un enfant porteur d'un déficit en PAH, né de parents

cousins germains, homozygote pour l'haplotype 38(Lyonnet et al., 1988). Il est né en Algérie

où aucun programme de dépistage systématique des hyperphénylalaninémie n'existe encore.

A 13 mois, il était atteint d'un retard mental très sévère avec convulsions et microcéphalie.

Ce patient, né d'un mariage consanguin et porteur à l'état homozygote de l'haplotype 38, a

reçu, de ce fait, un seul et même gène mutant de ses deux parents. Dans l 'hypothèse où le

gène mutant est exprimé, un seul et même produit enzymatique défectueux ainsi qu'un ARN

messager unique devraient être présents dans son foie (A G DiLella et al., 1985). Son étude

directe devait donc éviter un fastidieux clonage et séquençage génomique. Une biopsie du

foie à l’aiguille a été réalisée. Elle a permis de confirmer le déficit, de montrer l'existence

d'une activité résiduelle de 2-3 % (forme variante) et de mener l'analyse moléculaire sur le

fragment restant (20 mg). L'extraction immédiate des ARN de ce fragment biopsique a fourni

60 µg d'ARN totaux de bonne qualité (Munnich et al., 1982).

 Analyse par Southern

Leur analyse par Northern-blot a montré la présence d'un ARNm de PAH de taille et

d’abondance normale. Une banque d'ADNc a été construite à partir d'ADN poly A+ purifiés.

Le criblage de cette banque de 1 20 000 recombinants par une séquence normale de PAH a

permis d'obtenir sept clones d'ADNc mutants dont deux clones représentatifs de la pleine

longueur de l'ARNm. L'analyse de leurs séquences a montré une transition G    A au

nucléotide 1065 de l 'ARNm conduisant à la substitution glutamate         lysine au codon 280,

dans l 'exon 7 du gène (Lyonnet et al., 1989).

 Analyse de la « substitution» par PCR et l’hybridation

Cette mutation a été recherchée parmi 72 gènes mutants et a été exclusivement retrouvée chez

des patients atteints d'une forme variante de déficit en hydroxylase. Cette recherche a été

menée par hybridation entre des sondes oligonucléotidiques (normales ou mutées) et l'ADN

des patients amplifié par méthode PCR (polymerase chain réaction(Saiki et al., 1985). La

sonde mutante n'a hybridé qu'avec l'ADN amplifié de six patients, tous porteurs de l'haplotype

38 du gène. Aucune hybridation n'a été détectée avec des allèles mutants d'autres haplotypes,

ce qui suggère un fort déséquilibre de liaison entre la mutation 280 (glu         lys) et l 'haplotype 38

du gène de PAH.

Cette mutation a été retrouvée dans trois familles non apparentées, deux originaires d'Afrique

du Nord et une dans une famille de Bourgogne dont l 'origine française a pu être formellement

établie en remontant jusqu'en 1632 (Lyonnet et al., 1989).
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Figure 26: Analyse du génotype de trois familles nucléaires phénylcétonuriques sans

histoire de consanguinité par amplification de l'ADN (méthode PCR) et hybridation

avec un couple de sondes oligonucléotidiques normale ou mutante, pour la mutation 280
glu lys. Cette figure présente deux familles où le patient est homozygote pour l'haplotype 38 du gène

PAH, originaires d'Afrique du Nord (famille A), Saône-et-Loire, (famille B) et une troisième famille,

originaire d'Afrique du Nord, où le propositus est porteur d'autres haplotypes du gène PAH (famille

C). Les patients des familles A et 8 sont homozygotes pour la mutation (leur ADN amplifié n'hybride

qu'avec la sonde mutante). Le patient C est porteur d'autres mutations au locus PAH(Lyonnet et al.,

1988).

III-9 L'effet de mutations sur la fonction enzymatique

Au niveau de l'enzyme, il existe des mutations «nulles» (épissage, terminaison et

mutations du cadre de lecture ainsi que de nombreuses mutations faux-sens) qui provoquent

de graves altérations structurelles ou détruisent le domaine catalytique et entraînent l'absence

d'une protéine PAH fonctionnelle. En revanche, d'autres mutations (principalement faux-sens)

interfèrent principalement avec le repliement des protéines, la régulation ou les paramètres de

l'activité enzymatique et laissent la fonction résiduelle variable (Zschocke et al., 2003).

III-9-1 Faux-sens et les petites destructions d'acides aminés

 mutations du site actif

Sont des mutations affectant tout résidu dans le site actif de l'enzyme. La plupart de ces

résidus sont strictement conservés dans les séquences PAH. Le fer, lié à l'enzyme par les

chaînes latérales de H285, H290 et E330, est essentiel pour l'activité enzymatique. Certains

résidus sont impliqués dans la liaison de BH4 et des mutations dans ces résidus affectent la

liaison de la ptérine à la PAH (par exemple, L249F, L249H, L255V et L255S). D'autres
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mutations dans le site actif peuvent affecter la liaison au substrat phénylalanine, la structure

globale du site actif ou avoir des effets plus indirects en affectant le repliement et la stabilité

des protéines (Jennings, Cotton, & Kobe, 2000).

 Les mutations de la structure de domaine

Affectent soit les résidus formant les noyaux hydrophobes des domaines protéiques, soit les

résidus qui peuvent d'une autre manière être responsables de l'intégrité structurale des

domaines individuels, la minorité des mutations de structure de domaine affectent les résidus

de surface(Jennings et al., 2000).

Tableaux VII: Mutations dans l’ADNc et leurs effets sur l’acide aminé

Aberration

dans l’ADNc

Aberration

protéique

Position Domaine

protéique

Références

c.1222C>T p.Arg408Trp Exon 12 Catalytique (Murphy et al.,2006)

c.814G>T p. (Gly272*) Exon 7 Catalytique (Johnston et al., 2004)

c.781C>T p. (Arg261*) Exon 7 Catalytique (Murphy et al., 2006)

c.842C>T p.Pro281Leu Exon 7 Catalytique (Regier and Greene,
2017)

c.473G>A p.Arg158Gln Exon 5 Catalytique (van der Zee et al.,

2007)

c.1241A>G p.Tyr414Cys Exon 12 Tétramérisation (Hichri et al., 2011)

c.1208C>T p.Ala403Val Exon 12 Catalytique (Pangalos et al., 2016)

c.194T>C p.Ile65Thr Exon 3 Régulation (Polak et al., 2013)

c.898G>T p.Ala300Ser Exon 8 Catalytique (Jeannesson-Thivisol

et al., 2015)

c.1162G>A p.Val388Met Exon 11 Catalytique (Aldámiz-Echevarría

et al., 2016)

c.838G>A p.Glu280Lys Exon 7 Catalytique (Gjetting et al., 2001)

c.721C>T p.Arg241Cys Exon 7 Catalytique (Srilekha et al., 2015)

c.165delT p. (Phe55Leufs*6) Exon 2 Régulation (Polak et al., 2013)

c.143T>C p.Leu48Ser Exon 2 Régulation (Mirisola et al., 2001)

c.1042C>G p.Leu348Val Exon 10 Catalytique (Polak et al., 2013)

c.754C>T p.Arg252Trp Exon 7 Catalytique (Murphy et al., 2006)

c.441+5G>T p. (?) IVS 4 (Polak et al., 2013)

c.168+5G>C p. (?) IVS 2 (Dobrowolski et al.,

2007)
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c.1238G>C p.Arg413Pro Exon 12 Tétramérisation (Stojiljkovic et al.,

2006)

c.727C>T p. (Arg243*) Exon 7 Catalytique (Trunzo et al., 2015)

c.331C>T p. (Arg111*) Exon 3 Régulation

c.916A>G p.Ile306Val Exon 9 Catalytique (Polák,Ürge,and

Kádaši, 2015)

c.734T>C p.Val245Ala Exon 7 Catalytique (Polak et al., 2013)

c.1223G>A p.Arg408Gln Exon 12 Catalytique (Murphy et al., 2006)

c.1055delG p. (Gly352Valfs*48) Exon 10 Catalytique (Jeannesson-Thivisol

et al., 2015)

c.1066-11G>A p. (?) IVS 10 (Dobrowolski et al.,

2007)

c.1315+1G>A p. (?) IVS 12 (Regier and Greene,

2017)

c.782G>A p.Arg261Gln Exon7 Catalytique (Regier and Greene,

2017)

c.1169A>G p.Glu390Gly Exon11 Catalytique (Belostotskyetal., 011)

c.1243G>A p.Asp415Asn Exon12 Tétramérisation (Jeannesson-Thivisol

et al., 2015)

c.533A>G p.Glu178Gly Exon6 Catalytique (Georgiou et al., 2012)

c.115 117
delTTC

p.Phe39del Exon2 Régulation (Bayat et al., 2016)

c.117C>G p.Phe39Leu Exon2 Régulation (Carluccioet al.,2013)

III-9-2 Mutations non-sens et mutations lors de l’épissage

 Avec les protéines des troncatures et délétions importantes

Peuvent être causées par des mutations non-sens et d'épissage. Tandis que des mutations non

sens résultent en des protéines tronquées à l'extrémité C-terminale, les mutations d'épissage

peuvent produire des délétions terminales ou internes, par exemple par saut d'exon

(Sarkissian et al., 2011).

 les mutations d’insertion or délétion introduisent « frame shifts »

Résultera en des protéines mutantes contenant une séquence de PAH tronquée fusionnée à

une séquence non apparentée à l'extrémité C-terminale; de telles protéines sont appelées

ici protéines de fusion. Des mutations de décalage de séquence au niveau des résidus N-

terminaux au résidu Q383 conduiront à des protéines inactives. En effet, on trouve que de

telles protéines mutantes sont toutes associées à la PCU classique. Les mutations C-
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terminales au résidu Q383 peuvent indirectement affecter le site actif, interférer avec le

repliement, causer l'agrégation, ou former des protéines instables (Jennings et al., 2000).

Figure 27:Pourcentage des formes classiques de PCU selon la localisation des

variations du gène de la PAH(Creusot et al., 2013)

IV- L’intérêt d’identification des mutations

L’identification des mutations du gène de la PAH des patients ayant une PCU a deux intérêts :

 le premier est de pouvoir effectuer une corrélation génotype/phénotype dans la mesure où

l’enfant est porteur de mutations dont l’effet sur le phénotype est connu. Ceci permet

d’espérer une amélioration de la tolérance dans les premières années pour les enfants

ayant au moins une mutation dite “faible”.

 le second intérêt est lié à l’analyse du caractère BH4-sensible dont on sait qu’il est lié à

certaines mutations dont la liste se constitue progressivement. La corrélation

génotype/phénotype pour la réponse au BH4 n’est pas parfaite, il a en effet été montré une

réponse au BH4 variable chez des patients ayant le même génotype (Feuillet, 2006).

V-Génétique de la transmission de la PCU

La PCU est une maladie génétique transmise selon le mode autosomique récessif. Le gène mis

en cause est celui codant pour la phénylalanine hydroxylases.

Pour qu’un enfant naisse avec la maladie, il faut que les deux parents soient porteurs de la

mutation. La PCU apparaît quand le gène qui fournit le plan de production de la

phénylalanine hydroxylase est défectueux. Tout le monde possède deux gènes codant pour la

PAH. Pour que la PCU apparaisse, ces deux gènes doivent être anormaux. Tout sujet

possédant un gène défectueux est porteur de la PCU, mais n’en est pas atteint et peut

transmettre le gène anormal à ses enfants. Cela signifie que si les deux parents sont porteurs et

que l’enfant hérite de deux gènes défectueux, il aura la maladie (Blau et al., 2010).
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Figure 28:Mode de transmission de la phénylcétonurie(Cournarie, 2011)

VI-Conseil génétique

La phénylcétonurie étant une maladie transmise sur  le mode autosomique récessif, le risque

de  survenue de la maladie chez un autre enfant d’un couple ayant déjà un enfant atteint est de

1 sur 4. Il faut proposer une consultation de génétique aux couples s’interrogeant sur leur

avenir reproductif et sur la dimension familiale de la phénylcétonurie. Ils peuvent discuter

avec un professionnel des risques de survenue de la maladie chez d’autres enfants et des

différentes options qui s’offrent à eux.

Le gène étant connu, le diagnostic prénatal par biologie moléculaire est possible. Le

diagnostic préimplantatoire a été réalisé. Cela n’a pas été fait en France, car c’est une

pathologie traitable, ce qui fait tout l’intérêt de son dépistage néonatal. De plus, une fois le

traitement correctement suivi pendant l’enfance et l’adolescence, les patients ont une vie

normale ce qui rend éthiquement très discutable le recours à l’une ou l’autre de ces 2

techniques(Verlinsky etal.,2001).
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Deuxième partie: Matériels et méthodes

I. Introduction

Les données relatives aux enfants atteints sont collectées à partir de dossiers médicaux des

phénylcétonuriques se trouvant dans le  service de  pédiatrie de  l’hôpital de Sétif.

II. Matériels

Différentes techniques et méthodes  ont été utilisées pour dépister et analyser la

phénylcétonurie

HPLC : La chromatographie liquide à haute performance (HPLC) est une forme de

chromatographie à colonne qui pompe un mélange d’échantillons ou un analyte dans un

solvant (aussi appelé phase mobile) à une pression élevée à travers une colonne avec une

garniture chromatographique (phase stationnaire).

LC-MS/MS : La chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse (en anglais

Liquid Chromatography-mass spectrometry ou LC-MS) est une méthode d'analyse qui combine les

performances de la chromatographie en phase liquide et de la spectrométrie de masse afin d'identifier

et/ou de quantifier précisément de nombreuses substances.

IRM cérébral : Ou Imagerie par résonance magnétique est l'une des techniques d'imagerie

médicale les plus récentes. Elle permet de visualiser avec une grande précision les organes et

tissus mous, dans différents plans de l'espace.

EEG:Electro-encéphalogramme est un examen qui permet l'enregistrement de l'activité

cérébrale. L'EEG est absolument indolore.

III. Méthodes

Parmi les 23 cas atteints de la phénylcétonurie trouvés dans le service de pédiatrie de la

wilaya de Sétif, on a pris deux  familles, ayant des dossiers plus ou moins complets et qui ont

au moins un  enfant atteint pour faire notre étude;  les degrés de rapprochement des parents, la

fratrie, les antécédents pathologiques ont été connus  par une enquête familiale. Deux cas

possibles ; l’un avec  une phénylcétonurie  typique ou classique et  autres avec un  déficit au

cofacteur de l’enzyme phénylalanine hydroxylases, le  BH4 sont à l’étude.

Famille I

1- PCU typique

Il s’agit d’un enfant âgé de 2 ans +15 jours, de sexe féminin, dont le 1er de ses parents non

consanguin avec aucun antécédent pathologique, il est admis au service de pédiatrie pour un

séjour allant du 07/09/2011 jusqu’à 10/09/2017.

Nombre total de fratrie:00, grossesse signalée de la mère.



Deuxième  partie Matériels et méthodes

36

Histoire de la maladie

Le début de la symptomatologie remonte dés les 1ers mois de la vie, dont la mère ait remarqué

que son enfant, différent aux enfants du même âge.Dont les acquisitions psychomotrices ce la

motivé à consulter chez plusieurs médecins dont plusieurs bilans radiologiques ont été

demandés, et ce n’est qu’au mois de juillet 2017 où le diagnostic de la phénylcétonurie était

posé.

Tableaux VIII:Tableau clinique I de l’enfant malade 1

Diagnostics cliniques Résultats

Examen général - Microcranie. Cheveux blonds. Teint clair.

Examen neurologique - Force musculaire.

Examens psychomoteurs - Marche non acquise.

- Retard de langage.

Examen ostéo-articulaire - Pas de déformation ni malformation.

Examen uro-génital - Sans anomalies de la différenciation

sexuelle.

IRM - Microcranie et retard mental.

EEG - Microcéphale et retard mental.

Dosage biochimique de la phénylalanine

par l’ HPLC.

- Phénylalaninémie = 2808 µmol/l

Famille II

2- Déficit en cofacteur BH4:

Il s’agit de l’enfant âgé de 4 ans et 1 mois de sexe masculin, le 1er d’un mariage consanguin,

avec aucun antécédent pathologique.

Nombre total de fratrie: sœur de 18 mois avec un retard de langage non associé à la PCU.

Histoire de la maladie:

Le début de la symptomatologie semble remarquable à 5 mois, où son médecin rééducateur à

constaté un changement de comportement (il suspecté des troubles autistiques), il a demandé

un avis  de pédago psychiatrique où ils ont demandé un phénylalaninémie.
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Tableau IX: Tableaux clinique de l’enfant malade de la famille 2

Diagnostic clinique Résultats

Examen général - Peau blanche.

- Cheveux clairs.

Examen neurologique - Enfant détaché de son entourage.

- Attitudes autistique.

- Insensibilité aux différentes stimulations.

- N’accroche pas son regard.

- Agressivité.

Examen psychomoteurs - Troubles de comportement.

- Retard de développement psychomoteur (langage, position

d’assise, position debout, se tourne le ventre sur le dos).

Examen ostéo-articulaire - Malformations (pieds plats bilatéral, pieds plats valgues

gauches).

Examen respiratoire - Pas de signes de détresse respiratoire.

Examen cardio-vasculaire - Pas de souffles inbruits surajoutés.

- Rythme régulier.

Examen hépato-digestif - Abdomen souple.

- Pas de troubles de transit.

Examen uro-congénital - Organes génitaux externes de sexe masculin.

Examen IRM - Retard mental et microcéphalie.

- Atrophie calleuse.

- Elargissement bénin des espaces arachnoïdiens.

Dosage biochimique de la

phénylalanine par l’HPLC.

- Phénylalaninémie = 2396 µmol/l.

- Après le régime PHE=2107 µmol/l.
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Troisième partie : Résultats et discussions

1- Epidémiologie

Vingt-trois (23) dossiers de cas de phénylcétonuriques ont été trouvés; d’âges différents, de

sexes, et avec des hyperphénylalaninémie variables. Nous avons enregistré des cas au sein de

même familles et autres de familles différentes.

Ces 23 cas phénylcétonuriques ont été trouvés dans la wilaya de Sétif, dont la plupart des cas

sont les phénylcétonuriques typiques  avec seulement un cas de déficit en Cofacteur BH4.

En 2014:7 patients atteints de la phénylcétonurie 2 filles (même famille), 5 garçon (2 de la

même famille et 3 de familles différentes).

En 2016/2017:17 patients atteints 6 filles (2 filles même famille et 4 de familles différentes),

11 garçon.

En 2017: 23 patients phénylcétonuriques 8 filles et 15 garçons.

2- Etude biochimique et clinique

 Type de phénylcétonurie

Famille I

L’enfant de la famille I, dont le dosage de la phénylalanine par la méthode LC-MS-MS

(chromatographie couplée à la spectroscopie de masse) révèle un taux de PHE =2808 µmol/l

et devant le tableau clinique I qui montre clairement un retard psychomoteur, et un

morphotype particulier.

L’analyse de son dossier médical nous permet de voir le régime qu’il a suivi et quel  type

d’hyperphénylalaninémie s’agit-il.

Le type de l’HPA a été identifié grâce à un étude  comparative avec les résultats

publiés dans l’article (Kayaalp et al., 1997),dont la concentration de la phénylalanine est

>1000 μM est associée avec un risque élevé de développement cognitif et psychomoteur ont

confirmés le type de PCU en fonction de la concentration plasmatique de PHE, les auteurs de

ce travaille ont classé ce type d’hyperphénylalaninémie en phénylcétonurie typique ou

classique. Lorsque le patient suit un régime normal, le phénotype est plus comme HPA non-

PCU et est apparemment associé avec un risque beaucoup plus faible de développement

cognitif altéré. Ce qui est compatible avec  les résultats obtenus par analyse de dossier

médicale de l’enfant atteint de la famille I qui a aussi une PCU-typique.
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Famille II

Un dosage biochimique  de phénylalaninémie utilisant l’HPLC pour l’enfant atteint de la

famille II montre un taux de Phe =2396 µmol/l; le premier diagnostic montre qu’il s’agit

d’une phénylcétonurie typique, le tableau clinique révèle que même après un régime

alimentaire le taux de Phe  reste élevé =2107 µmol/l. Un groupe scientifique (Bardelli et al.,

2002)a été réuni, et ils ont prouvé que lorsque la phénylalaninémie reste élevé même après un

suivi de régime pauvre en phénylalanine, le déficit ne se situe pas au niveau de l’enzyme mais

au niveau de son cofacteur BH4 et le seul traitement possible c’est un médicament qui va

remplacer ce déficit et rendre le taux de phe  dans des valeurs normales.

Prise en charge:

L’objectif c’est de rendre le taux de Phe  entre 2-5 mg/dl (120-300 µmol/l).

 Corrélation Génotype/Phénotype

Une étude comparative lie le type de  mutation à la concentration de la phénylalanine faite par

une équipe de recherche (Munnich et al., 1982) nous donne les mutations possibles dans le

cas d’un phénylcétonurie typique.

Une autre  recherche a été  réalisée par (Lyonnet et al., 1988) en Algérie sur un

malade dont les parents sont des cousins germains qui est du même  profil de la famille II de

notre étude, a montré l’existence d’une mutation très fréquente dans la population algérienne.

Cette mutation a été recherchée parmi 72 gènes mutants et a été exclusivement retrouvée chez

des patients atteints d'une forme variante de déficit en hydroxylase.

Cette recherche a été menée par hybridation entre des sondes oligonucléotidiques

(normales ou mutées) et l'ADN des patients amplifié par méthode PCR (polymerase chain

réaction(Saiki et al., 1985). La sonde mutante n'a hybridé qu'avec l'ADN amplifié de six

patients, tous porteurs de l'haplotype 38 du gène. Aucune hybridation n'a été détectée avec des

allèles mutants d'autres haplotypes, ce qui suggère un fort déséquilibre de liaison entre la

mutation 280 (glu         lys) et l 'haplotype 38 du gène de PAH.

Une autre étude faite par une équipe de recherche en Tunisie(Khemir et al., 2016),

Les auteurs ont cherché à explorer l'autisme chez 15 patients Tunisiens et 4 Algériens de

phénylcétonurie, Cinq exons du gène de la phénylalanine hydroxylase (7, 6, 10, 11 et 5) ont

été amplifiés par PCR et directement séquencés. Six mutations ont été identifiées: p.E280K,

p.G352Vfs, IVS10ntll, p.I224T, p.R261Q et p.R252W.
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Tableaux X:Relation entre la concentration de la phénylalanine, diagnostic et type de

mutation

Motif du diagnostic + PHE>1200 µmol/l Allèle 1 Allèle 2

-Retard mental

-Développement psychomoteur retardé

- Retard mental et comportement autistique

- Retard mental

-Dépistage néonatal

- Retard mental et comportement autistique

- Développement psychomoteur retardé

- Dépistage néonatal

- Dépistage néonatal

- Dépistage néonatal

- Dépistage néonatal

- Développement psychomoteur retardé

- Dépistage néonatal

c44-45delCT

c163 delT

R158Q

R261Q

P281L (c842C > T)

P281R (c842 C>G)

IVS11-8G > A

IVS11-8G > A

R261X

R261X

(c781C > T)

(c163 del T

P281L (c842C > T)

*IVS 10-11G > A

IVS10-11G > A

IVS 10-11G > A

IVS 10-11G > A

IVS10-11G > A

IVS10-11G > A

IVS10-11G > A

IVS10-11G > A

R261Q

R261Q

(c782G > A)

R158Q

L287V c859 C>G

Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)

 Effet de l’excès de la phénylalanine sur les matières blanches dans le cerveau

Figure29:Cerveau d’un enfant normal et d’un phénylcétonurique par IRM

La figure ci-dessous montre que les matières blanches dans le cerveau des patients atteints

(patient 1) de PCU sont très différentes des personnes normales.Une étude comparative sur

l’effet de phe  sur le développement du cerveau (Yao and Yang, 2010), l'accumulation de Phe

qui cause par conséquent une absence de la tyrosine qui est un précurseur de
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neurotransmetteurs dans le cerveau, la concentration élevée de phe peut endommager les

matières blanches dans le cerveau qui conduisent à un retard mental et une microcéphale.

Figure 30: Effet de métabolisme anormal de la phénylalanine sur le cerveau

Phe: phénylalanine, Tyr: tyrosine, SNC: système nerveux central, PAH/ phénylalanine

hydroxylase

Les neurones du cerveau sont protégés par ces graisses et la matière protéique

appelée la gaine de myéline. Cela donne l'apparence blanche de cette partie du cerveau, donc

on l'appelle la matière blanche.

La myéline agit comme une couche d'isolation qui soulève les axones des neurones,

de sorte que les impulsions nerveuses peuvent sauter entre les bourrelets isolés entre les

myélines sur les axones. Par conséquent, il accélère le transfert des impulsions nerveuses, par

conséquent la vitesse de traitement du cerveau est très rapide et le cerveau fonctionne très

efficacement.

Cependant, chez les patients atteints de PCU, l'excès de Phe est toxique pour le

cerveau. Comme il endommage la gaine de myéline des cellules nerveuses, dont les axones ne

seront pas correctement isolés. Par conséquent, le processus d'information tend à devenir très

lent et peut également affecter le transport de l'information.

En conséquence, les patients atteints de PCU ont tendance à réagir beaucoup plus lentement

que les personnes normales, et ils ont de la difficulté à se concentrer, à penser plus lentement

et à réagir plus lentement.

 Evolution de la pathologie à l’âge adulte

Des signes neuropsychiatriques et des anomalies de l'IRM peuvent survenir chez les

patients atteints de phénylcétonurie à l'âge adulte. Nous décrivons les caractéristiques
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cliniques et radiologiques d’un patient phénylcétonurique et nous discutons de l'avantage de

poursuivre le régime à l'âge adulte en comparant avec l’étude de (Daelman et al., 2014).

Figure 31:Conséquence de différentes concentrations de phe sur le cerveau d’un adulte

phénylcétonurique.

DWI:Diffusion-Weighted Imaging (Imagerie à diffusion pondérée)

FLAIR:FLuid Attenuated Inversion Recoder (Récupération d'inversion atténuée Fluide)

Phénylalanine sérique élevée chez le patient adulte atteint de phénylcétonurie (PCU)

provoque des problèmes neuropsychologiques qui peuvent être résolus par un régime

alimentaire restreint par la phénylalanine. Par conséquent, le patient PCU doit continuer à

suivre un régime restreint à la phénylalanine à vie.

Les études IRM ont montré une intensité de signal élevée dans la substance blanche

(une leuco encéphalopathie:lésions dans la matière blanche) profonde sur les images

pondérées en DWI et FLAIR de patient atteint de PCU avec phénylalanine sérique élevée (A)
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et une lésion  aussi modérée (B).Après reprise du régime, une amélioration clinique est

constatée, cependant, le niveau optimal de phénylalanine dans le sérum devrait être de 500

μmol / L ou moins plus tard pour que le cerveau soit sans danger (C).

Donc la surveillance de la phénylalaninémie à l’âge adulte permettrait d’éviter les

complications neuropsychiatriques grâce à la reprise du régime.

Electroencéphalographie (EEG)

Une variété d'anomalies éléctroencéphalographique (EEG) a été trouvée.

Les principales présentations cliniques étaient le retard du développement global, les

symptômes d'hyperactivité, les convulsions et les caractéristiques autistiques avaient des

résultats anormaux comme des décharges épileptiques généralisées, des décharges

épileptiques focales.

 Anomalies de la substance grise

Figure 32: La substance grise du cerveau  d’un adulte normal et d’un phénylcétonurique

observée par électroencéphalographie.

PKU : Phenylketonuria

Chez le phénylcétonurique la perte de substance grise est la plus importante dans le

cortex moteur et pré-moteur et donc  une augmentation du volume de la  matière grise est

observée dans les régions vénales.

Une comparaison avec une étude Egyptienne (Sadek et al., 2013) ; révèle que les

modifications de l'EEG s'accentuèrent (quantitativement) en même temps que le taux  sanguin

de phénylalanine augmente, et diminuèrent après arrêt du traitement; ce qui suggère que les

altérations EEG constituent une mesure du degré d'intoxication par la phénylalanine ou ses
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métabolites. Les données EEG paraissent donc utiles dans une décision d'arrêter un régime en

cas de phénylcétonurie.

Nous avons conclu que la phénylcétonurie non traitée représente toujours un fardeau

important pour le développement des enfants et la fonction mentale.

LC MS-MS

Figure 33:Dosage de la phénylalanine par LC MS-MS chez un nouveau-né normal et chez un

phénylcétonurique
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3- Etude génétique

3.1 Etablissement des arbres généalogiques

Famille I

1 2   I Homme  normal

Femme normale

II Homme phénylcétonurique

1                    2

Union consanguine

Grossesse

Famille II

I

II

Père Mère

III

IV 1                                            2

3.2 Transmission de la maladie et risque génétique

La population de Sétif est de 1 489 495(http://fr.db-city.com/Algerie--Sétif) avec un

nombre de 23 atteints de phénylcétonurie en 2017.

Si les phénylcétonuriques apparaissent avec une fréquence de 23/1489495 qui est égale à

1/64760 au sein de cette  population lorsque chacun des parents donne à l’enfant l’allèle a, la

probabilité d’apparition d’un phénylcétonurique vaut donc la carré de la fréquence

d’apparition de l’allèle a.

On calcule dés lors la fréquence de l’allèle a dans la population en prenant la racine carrée de

la fréquence des enfants atteints.
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q=√1/64760= 0.0039

L’allèle A présente donc une fréquence de 1-0.0039=0.9961

Les différents génotypes apparaissent donc avec une fréquence de :

 P(AA)= 0.9961*0.9961=0.9922=D

 P(Aa)=2* 0.9961*0.0039=0.0077=H

 P (aa)=0.00000152=R

L’analyse des arbres généalogiques des familles I et II permet alors de confirmer le mode de

transmission de cette maladie cité par (Blau et al., 2010)dans la bibliographie ; les parents ne

présentent pas la maladie, ils ont des  enfants atteints ; famille I(II-1) et  famille II (IV-1) .

C’est donc que l’allèle responsable est récessif est qu’il était porté par chacun des parents. En

outre, on peut affirmer que sa transmission est indépendante du sexe car dans cette hypothèse

le père serait obligatoirement atteint (Xa/Y) puisque sa fille présenterait le génotype Xa/Xa.

Comme il ne l’est pas, c’est donc qu’il est porteur sain et que le gène se trouve sur un

chromosome non sexuel.

3.3.  Le calcul de risque  dans la population étudiée

Parmi les différents couples d’individus possibles formés au hasard, seuls les suivants peuvent

avoir des phénylcétonuriques et autres normaux.

 Le couple Aa X aa apparait avec une fréquence de: 2*0.0077*0.0000152=0.000023%

(« 2 » car le male peut être Aa et la femelle aa ou inversement).

 Le couple Aa X Aa apparait avec une fréquence de:0.0077*0.0077=0.00059%.
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La probabilité théorique d’avoir des enfants atteint pour le couple 1 est égale à=1/2.

La probabilité théorique 2 d’avoir des enfants atteint pour le couple est égale à 1/4

En  multipliant, pour chacun des couples, la probabilité d’avoir des enfants atteints, par la

fréquence théorique d’apparition du couple correspondent.

50% *0.000023% +25%* 0.00052% =0.0145%

Un couple à risque a donc 0.0145% de chance de voir le jour dans cette population.

4- Conseil génétique

La probabilité pour qu’un couple formé par un homme normal  X une femme malade

d’avoir des enfants sains est égale:

 Sont  hétérozygotes  Aa avec une probabilité = nombre de cas favorable par rapport de cas

possible de 2pq/2pq+p2 = 0.0077/0.0077+0.9922=0.77%

 Sont  homozygotes  AA sont présentes avec une probabilité = nombre de cas favorable  par

rapport de cas possible de p2/p2+2pq=0.9922/0.9922+0.0077=0.993=98.31%

Le malade ne pouvant être malade que par son génotype aa, il apparait deux types de couples:

 Le couple Aa X aa avec une probabilité de 0.77%

 Le couple AA X aa avec une probabilité de 98.31%

Pour le premier couple, seulement 50% des enfants sont sains, pour le second couple tous les

enfants sont des porteurs sains.

Donc la probabilité pour un couple  normal et malade d’avoir des enfants sains est donc la

somme de ces probabilités. Pour chacun des couples possibles, pondérées par la fréquence

d’apparition théorique des couples respectifs:

2*0.0077*0.5+0.9922*1 =0.9999=99.99% et 0.01% d’avoir des enfants atteints

Un mariage entre un homme normal X une femme normale:

 La fréquence des hétérozygotes  Aa = nombre de cas favorable par rapport de cas possible

de 2pq/2pq+p2 =0.0077/0.0077+0.9922=0.0077

 La fréquence des homozygotes AA = nombre de cas favorable  par rapport de cas possible

de p2/p2+2pq= 0.9922/0.9922+0.0077=0.9931

Trois couples peuvent existent:
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 Le couple Aa X Aa avec une probabilité de 0.0077*0.0077==0.0059%

 Le couple AA X Aa avec une probabilité de 2. 0.9922*0.0077==1.5%

 Le couple AA X AA avec une probabilité 0.9922*0.9922=98.44%

Pour le premier couple, 75% des enfants sont sains, pour le second et le troisième  couple tous

les enfants sont sains.

Donc la probabilité pour un couple   constitué d’un homme normal et d’une femme normale

d’avoir des enfants sains est donc la somme de ces probabilités. Pour chacun des couples

possibles, pondérées par la fréquence d’apparition théorique des couples respectifs:

0.75*0.000059+1*0.015+1*0.9844=0.999=99.9% et 0.1% des enfants malades

La probabilité d’avoir des enfants sains est élevé dans cette population car  le

pourcentage de l’homozygotie >>> pourcentage de l’hétérozygotie, plus que cette

maladie est récessive.

Pour un allèle muté délétère autosomique récessif a de fréquence q, le risque pour un enfant

consanguin d'être homozygote pour cet allèle est: q x Cc alors qu'il est de q2 pour les enfants

de parents non consanguins. Le coefficient de consanguinité (Cc ou F) est la probabilité pour

que les deux gènes allèles que possède un individu en un locus donné soient identiques par

descendance       cela suppose un ancêtre (A) commun aux parents P et M de l'individu (III-2)

de la famille II étudiée.

Dans la famille II les parents sont des cousins germains; pour un gène muté à transmission

autosomique récessif de fréquence q =√1/64760 =1/255

*pour la population générale: q 2 = 1/64760

*pour I, il est, par la formule: q x Cc = 1/255 x 1/16 = 1/4080=0.00024

Le risque de cette maladie  chez l’enfant (IV-2), par rapport à la population générale, est accru

du facteur

q x Cc / q 2 = Cc / q ici =1/16/1/255=15.93

En revanche, pour la famille I, il est possible de calculer le risque pour l’enfant (II-2).

Les parents ne présentent pas la maladie et ils ont un premier enfant malade, donc sont

obligatoirement des hétérozygotes. La probabilité que le 2ème enfant soit malade est égale à :

Probabilité que le 1er parent soit hétérozygote X Probabilité que le 2ème parent soit

hétérozygote X la probabilité théorique.

=2pq*2pq*1/4= 0.0077*0.0077 =0.00166%
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CONCLUSION

Un  dépistage  systémique permettra la prise en charge rapide des nouveau-nés

phénylcétonuriques, réduisant ainsi au maximum les effets délétères de l’HPA sur les

structures cérébrales, par la mise en place d’un régime pauvre en Phe. Ce régime prend une

place centrale dans la vie des patients qui doivent s’accommoder de sa rigueur.

Un conseil génétique doit être donné au couple à risque et les femmes

phénylcétonuriques doivent bénéficier d’un suivi accru lorsqu’elles envisagent une grossesse

et doivent reprendre un régime adapté quelques semaines avant et pendant la grossesse pour

limiter la toxicité fœtale.

Notre  étude montre d’après les fréquences alléniques trouvées  dans la population

étudiée, un taux d’hétérozygotes H relativement faible par rapport aux homozygotes D sains,

et une corrélation génotype/phénotype montre que la mutation 280 (glu       lys) c’est la plus

fréquente dans la population algérienne et en Afrique  du Nord.

Cette maladie est de transmission  récessive autosomique donc un risque élevé dans

les familles apparentées par rapport à la population générale car le risque relatif d’être

porteurs de mutations homozygotes est important.

Une  surveillance de la phénylalaninémie à l’âge adulte permettrait d’éviter les

complications neuropsychiatriques grâce à la reprise du régime.

Pourtant, la faible complainte des patients phénylcétonuriques à ce régime et les

complications qui y sont associées ont conduit les scientifiques à chercher de nouvelles

alternatives à ce traitement. Ces dix dernières années ont été très productives en traitements

potentiels innovants pour la PCU, avec notamment le développement et l’autorisation récente

de l’utilisation du KUVAN pour traiter certains patients.

De plus, d’autres traitements potentiels sont à un stade de développement avancé,

parmi lesquels certains sont prometteurs pour le traitement des patients ne pouvant pas être

traités par le KUVAN. Par ailleurs, en plus du bénéfice direct que ces traitements potentiels

pourraient apporter aux patients phénylcétonuriques, ils pourront également permettre de

développer d’autres traitements pour beaucoup d’autres maladies métaboliques.
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Summary

Phenylketonuria (PKU) is the most common inborn abnormality of metabolism, characterized

by mild to severe mental deficiency in untreated patients.

In the absence of a neonatal diagnosis, the symptoms develop in a few months and can be

very mild to severe. They include gradual development, growth retardation, microcephaly,

convulsions, tremors, eczema, vomiting and musty odor. Untreated patients develop

intellectual deficit, behavior al disorders (hyperactivity) and motor skills. Patients often have

light skin and hair resulting from a tyrosine deficiency. The most common form is classical

PCU is characterized by severe symptoms. A mild form (moderate PCU), as well as an even

lighter form called moderate hyperphenylalaninemia (moderate HPA or non-PCU HPA).

Some patients with mild phenotypes were found to be responding to tetrahydrobiopterin

(BH4), the co-factor for phenylalanine hydroxylation (BH4-responsive HPA).

PKU is usually diagnosed in neonatal screening programs and should be distinguished from

BH4 deficiency by a differential diagnosis.

Its inheritance is autosomal recessive and its genetic counseling has to beoffered to the

affected families; it is caused by mutations of the PAH gene (12q22-q24.2) coding for the

hydroxylase of phenylalanine. Mutations that do not affect the PAH gene have been identified

and cause hyperphenylalaninemia due to BH4 deficiency. The low levels of phenylalanine

hydroxylase support clinicat manifestations, due to the accumulation of toxic phenylalanine in

the blood and the brain.

Our sud consists of an interpretation of the medical files of the patients collected from the

pediatric department of the hospital of Sétif using the results of different biochemical

techniques (HPLC, LC-MS / MS) and clinical (MRI, EEG), among the twenty-three cases

founded;we chose two families with a typical PKU and a deficit of BH4 to make our study, a

correlation genotype / phenotype has shown that the mutation 280 (glu lys) is the most

founded in the Algerian population and in North Africa.

Key words: phenylketonuria, phenylalanine, phenylalanine hydroxylase, cofactor.



ملخص

الفطري الأكثر شیوعًا في عملیة الأیض ، والذي یتمیز بنقص عقلي خفیف إلى الولادةھو مرض حدیتيفینیلكیتون یوریا ال

.حاد في المرضى غیر المعالجین

تشملوھي . تكون خفیفة إلى شدیدةحدیثي الولادة ، تتطور الأعراض في بضعة أشھر ، ویمكن أنلفي غیاب تشخیص 

المرضى غیر المعالجین یطورون عجزاً . النمو ، وصغر الرأس ، والتشنجات ،  والأكزیما ، والتقیؤ ، والرائحة العفنةتأخر

فاتحة ناتج عن نقص وبشرةالمرضما یكون لدى غالباً . ومھارات حركیة) فرط النشاط(فكریاً واضطرابات سلوكیة 

، ) معتدلالفینیلكیتونال(شكل خفیف . یتمیز بأعراض حادةالكلاسیكيفینیلكیتونالالشكل الأكثر شیوعا ھو . في التیروزین

تم العثور على بعض المرضى الذین . PCUغیر HPAأو وكذلك شكل أخف من ذلك یسمى فرط فینیل ألانین الدم المعتدل 

BH4 responsive HPAیعانون من الظواھر المعتدلة تستجیب ل  .فینیل ألانینھیدروكسیلاز، العامل المشترك ل :).-

عن طریق BH4برامج فحص الأطفال حدیثي الولادة وینبغي تمییزھا عن نقص فيفینیلكیتونالعادة ما یتم تشخیص 

.التشخیص التفریقي

، ویجب تقدیم المشورة الوراثیة للأسر المتضررة ؛ وھو ناتج عن طفرات في جین  متنحيجسميمرضوراثیھو 

فرط تسببألانینھیدروكسیل فینیل تم تحدید الطفرات التي لا تؤثر على جین . (12q22-q24.2)لھیدروكسیل فینیل ألانین

ضة من فینیل ألانینھیدروكسیلاز المظاھر السریریة ، بسبب وتدعم المستویات المنخفBH4.فینیل ألانین الدم بسبب نقص 

.ألانین السامة في الدم والدماغتراكم مادة الفینیل

تتكون دراستنا من تفسیر للملفات الطبیة للمرضى التي تم جمعھا من قسم الأطفال في مستشفى سطیف باستخدام نتائج 

/ HPLC ،LC-MS(التقنیات البیوكیمیائیة المختلفة  MS ( والسریریة)التصویر بالرنین المغناطیسيIRM ،EEG ( ،

دراستنا ، وقد أظھر لBH4في إلفینیلكیتون الكلاسیكي وعجز ال؛ اخترنا عائلتین مع حالةموجودةالعشرین وثلاثالبین من 

.في الجزائر وفي شمال أفریقیاا دوھي الأكثر وجglu         lys(280(النمط الوراثي أن الطفرة 

BH4.العامل المساعد,فینیل ألانینھیدروكسیلاز,فینیل ألانین,الفینیلكیتون: الكلمات المفتاحیة
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Résumé
La phénylcétonurie (PCU) est la plus commune des anomalies innées du métabolisme, elle est

caractérisée par un déficit mental léger à sévère chez les patients non traités.

En l'absence de diagnostic néonatal, les symptômes se développent en quelques mois et peuvent être de

très légers à sévères. Ils incluent retard de développement graduel, retard de croissance, microcéphalie,

convulsions, tremblements, eczéma, vomissements et odeur de moisi. Les patients non traités développent un

déficit intellectuel, des troubles du comportement (hyperactivité) et de la motricité. Les patients ont souvent la

peau et les cheveux clairs, résultat d'un déficit en tyrosine. La forme la plus fréquente est la PCU classique est

caractérisée par des symptômes sévères. Une forme légère (PCU modérée),  ainsi qu'une forme encore plus

légère appelée hyperphénylalaninémie modérée (HPA modérée ou HPA non PCU). Certains patients aux

phénotypes légers se sont avérés répondants à la tétrahydrobioptérine (BH4), le cofacteur de l'hydroxylation de

la phénylalanine (HPA répondant au BH4).

La PCU est généralement diagnostiqué lors de programmes de dépistage néonatal, doit être distinguée

du déficit en BH4 par un diagnostic différentiel.

Sa transmission est autosomique récessive et un conseil génétique doit être proposé aux familles affectées, elle

est causée par des mutations du gène PAH (12q22-q24.2) codant pour l'hydroxylase de la phénylalanine. Des

mutations ne touchant pas le gène PAH ont été identifiées et causent une hyperphénylalaninémie due au déficit

en BH4. l'accumulation de la phe toxique dans le sang et le cerveau sou tendent les manifestations cliniques.

Notre étude consiste à faire une étude des dossiers médicaux des malades collectés à partir des archives du

service de pédiatrie de l’hôpital de Sétif utilisant les résultats de différentes techniques biochimiques

(HPLC,LC-MS/MS) et cliniques (IRM, EEG), parmi les vingh-trois cas trouvés nous avons choisis deux

familles ayant une PCU typique et un déficit en BH4 pour présenter notre étude. Une corrélation génotype

/phénotype a montré que la mutation 280 (glu lys) est la plus trouvée dans la population Algérienne et en

Afrique du Nord. Mots clés:phénylcétonurie, phénylalanine, phénylalanine hydroxylase, cofacteur
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