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INTRODUCTION

l. Généralités

1. Epidémiologie

La maladie de Parkinson (MP) a été décrite pour la premiére fois par James Parkinson,
chirurgien anglais, en 1817 dans un traité dénommeé « an Essay on the shaking Palsy »
et 50 ans plus tard environ reconnue comme MP par le neurologue Jean-Martin

Charcot (1).

Elle représente la 2°™® maladie neurodégénérative la plus fréquente aprés la maladie
d’Alzheimer. Sa prévalence est tres dépendante de I'age, d’environ 1% a I'age de 60
ans (2) etde 1 a 3% aprés 80 ans (3).
L’apparition de la MP est rare avant 'age de 50 ans, et il existe une forte augmentation
de l'incidence observée aprés I'age de 60 ans (2). Selon I'age de début de la MP,
plusieurs formes sont décrites :

— la forme juvénile de MP si 'age de début est inférieur a 20 ans

— la forme a début précoce (age de début entre 20 et 50 ans)

— la forme a début tardif (Age de début supérieur a 50 ans).
Il existe une prédominance masculine de la MP idiopathique (2), 60% des patients sont

des hommes contre 40% de femmes (4).

Il s’agit d’'une maladie neurodégénérative, de cause mal connue et dans la plupart des
cas aucune étiologie n’est retrouvée et la MP est dite « idiopathique » (ou MPI). Elle
est dépendante de nombreux facteurs impliquant notamment I'age, I'environnement et

la génétique (3).



2. Clinique et histoire naturelle de la MP

Dans la MP, nous pouvons distinguer les symptédmes moteurs et les symptémes non

moteurs, décrits ci-dessous.

2.1. Signes moteurs

Le syndrome parkinsonien (SP) repose sur la triade motrice représentée par I'akinésie
qui correspond a une lenteur du mouvement et un décrément en amplitude ou en
vitesse du mouvement (critére obligatoire) associée soit a une rigidité plastique soit a
un tremblement de repos (5).

Les manifestations cliniques motrices ne surviennent que lorsque approximativement

70% des neurones dopaminergiques de la substance noire ont dégénéré (6).

2.2. Signes non moteurs et autres signes évolutifs de MP

2.2.1. Marqueurs prodromaux de la MP

En phase pré motrice, plusieurs symptémes peuvent étre présents méme des années
avant le début de la maladie, au moment ou la perte neuronale est localisée au niveau
des structures non dopaminergiques du tronc cérébral, selon Braak et al. (7) ou méme
au niveau du systéme nerveux périphérique. La valeur diagnostique des signes non
moteurs est intéressante lorsque plusieurs d’entre eux sont additionnés. La spécificité
de chaque signe pris séparément est faible.

Ci-dessous, un tableau issu de la littérature regroupant les marqueurs prodromaux de

la MP, selon Obeso et al. (1).



Tableau 1 : Marqueurs prodromaux de la MP, selon Obeso et al. en 2017 (1)

) . . Délai d’apparition par
Niveau de Risque relatif
o rapport au début de
Marqueur preuve approximatif
la MP
Troubles de l'olfaction Haut 5 ?7?
Troubles du
comportement en Haut 50 13 ans
sommeil paradoxal
Constipation Haut 2,5 > 15 ans
. ) Incertain ?
Dépression/anxiétée Haut 1,8 _ .
biphasique
Troubles de la vision _
Faible 2,5 >3 ans?
des couleurs

2.2.2. Autres signes évolutifs apparaissant au cours de la MP (8)

Signes neuroveégétatifs autres que digestifs I'hypotension artérielle
orthostatique et les troubles vésico sphinctériens sont plus souvent tardifs. Une
hypersialorrhée et une hyperhidrose sont possibles.

Douleurs et troubles sensitifs plutot subjectifs, trés variables.

Troubles axiaux : tardifs avec troubles de déglutition, dysarthrie, troubles de la
marche avec chutes, freezing et festinations, instabilité posturale avec
rétropulsion, akinésie axiale.

Troubles cognitifs : tardifs concernant surtout le traitement des informations
visuospatiales, I'attention et les fonctions exécutives.

Troubles psycho comportementaux : la dépression et I'anxiété sont fréquentes,
possibles hallucinations et véritables psychoses sous traitement

dopaminergique, troubles des conduites et des impulsions (TCI). Dans la MP,

ils peuvent se manifestent par un jeu pathologique, des achats compulsifs, une
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hypersexualité, des troubles du comportement alimentaire etc... lls résultent le
plus souvent d’effets secondaires de meédicaments antiparkinsoniens (en

premier lieu les agonistes dopaminergiques).

2.3. Le stade des complications motrices

2.3.1. Fluctuations d’efficacité de la dopathérapie

Au cours de I'évolution de la MP, il existe une réapparition du SP a distance de la prise

du traitement (ou blocage).

Ces fluctuations motrices se traduisent le plus souvent par une akinésie de fin de dose,
nocturne ou matinale. Elles sont causées par une durée d’action raccourcie de la L-
dopa au cours de la maladie en raison de la perte progressive de son stockage

cérébral.

Il existe également des fluctuations non motrices pouvant prendre la forme de
dysfonctionnements végeétatifs, douleurs, troubles psycho comportementaux,

dyspnée, sensation d’oppression thoracique etc.

2.3.2. Mouvements involontaires

Classiquement, les mouvements involontaires dans la MP peuvent prendre la forme
de (8) :
— dyskinésies de milieu de dose : ce sont surtout des mouvements choréo-
athétosiques des membres, du tronc et du cou
— dyskinésies biphasiques : de début de dose (mouvements balliques) et de fin

de dose qui annoncent le retour du SP (dystonies des membres inférieurs)
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— mouvements dystoniques au réveil en varus équin, avec une extension

spontanée du gros orteil.

3. Critéres diagnostiques de la MP

En absence de biomarqueur pour la MP, le diagnostic clinique n’est pas toujours aisé
et reléve de I'expertise du neurologue. Il a donc été proposeé des critéres diagnostiques
par l'International Parkinson and Movement Disorder Society en 2015 (5) afin de les
rendre reproductibles d’'un centre a l'autre et applicable pour des cliniciens moins

expéerimentes.

Les critéres de diagnostic cliniquement établi reposent sur la présence obligatoire
d’'une akinésie associée soit a une rigidité plastique, soit a un tremblement de repos.
De plus, le diagnostic nécessite également une absence de tous les critéres
d’exclusion, de la présence d’au moins 2 critéres de soutien et de I'absence de
drapeaux rouges (5). Les critéres diagnostiques selon MDS sont présentés en annexe
de la thése.

Il ne repose donc sur aucun examen complémentaire du patient. Cependant, en cas
de doute diagnostique avec d’autres diagnostics différentiels, la réalisation d’'une
scintigraphie cérébrale a l'ioflupane (ou DAT scan®) peut étre utile et retrouve une
déplétion dopaminergique nigrostriée présynaptique significative, compatible avec un
processus neurodégénératif.

Le diagnostic de certitude repose sur I'anatomopathologie, examen réalisé sur
autopsie du patient. Nous pouvons relever qu'entre 75 et 95% des patients

diagnostiqués pour la MP lors de la premiére évaluation sont confirmés sur I'autopsie

(5)(9)(10).
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4. Diagnostic différentiel de MP

Nous détaillerons uniquement dans cette partie les SP atypiques dégénératifs ou
appelés syndromes parkinsoniens plus. En cas de SP atypique, et notamment en
présence de drapeaux rouges (cf annexe des critéres diagnostiques MDS), il faut
reconsidérer le diagnostic de MP. Classiquement, 4 SP atypiques sont décrits,

détaillés ci-dessous.

4.1. Paralysie supranucléaire progressive (PSP)

Il s’agit de la cause la plus fréquente de syndrome parkinsonien aprés la MP (11). La
moyenne d’age de début est de 63 ans. Elle représente 5% des patients avec un SP.
Elle se caractérise cliniquement par une paralysie de la verticalité du regard, une
mauvaise réponse a la L-dopa, une instabilité posturale et d’'un déclin cognitif précoce
(12). Il s’agit d’'une tauopathie : une maladie neurodégénérative avec accumulation
intracérébrale de protéines Tau anormales. La plupart des cas sont sporadiques sans
cause retrouvée, mais parfois certaines PSP sont familiales et parfois causées par une
mutation génétique (mutations du géne Microtubule associated protein tau ou MAPT

en premier lieu).

4.2, Atrophie multisystématisée (AMS)

Elle associe classiquement un syndrome parkinsonien, un syndrome pyramidal, un
syndrome cérébelleux et une dysautonomie (13). Il s’agit d’'une synucléinopathie avec
une agrégation anormale de l'alpha synucléine. Il existe 2 phénotypes principaux :

MSA-P (SP prédominant), MSA-C (syndrome cérébelleux prédominant).
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Comme pour la PSP, la plupart des cas n’a pas de cause trouvée, mais certaines AMS
ont été associées avec des mutations du géne SNCA codant I'alpha synucléine (14)

et a des mutations du gene LRRK2 dans certains cas (15).

4.3. Démence a corps de Lewy (DCL)

Elle se présente cliniquement comme une association d'une démence avec des
fluctuations des troubles cognitifs et de la vigilance qui en sont caractéristiques, un SP
et des hallucinations visuelles (11). Il existe souvent des troubles du comportement en
sommeil paradoxal et une hypersensibilité aux neuroleptiques (13). Il s’agit d’'une
synucléinopathie. Des mutations du géne SNCA ont été identifiées chez des patients
présentant un phénotype de type DCL (16). De méme, des mutations du géne codant
la glucocérébrosidase (GBA) ont été associées au développement d’'une DCL ainsi
que des mutations du géne GRN codant la progranuline chez des patients avec un

phénotype DCL-like (11)(17).

4.4. Dégénerescence cortico-basale (DCB)

Il s’agit de la cause la moins fréquente de SP atypique. L'age de début est
classiquement supérieur a 60 ans et elle se caractérise cliniquement par une apraxie
des membres mais également de la parole, un dysfonctionnement cognitif avec
notamment un dysfonctionnement exécutif. |l existe également des myoclonies, une
dystonie et une sensation de membre étranger (11).

Il s’agit également d’une tauopathie, de rares patients avec un phénotype de DCB-like

sont causeés par des mutations du géne GRN ou du géne MAPT.

14



5. Anatomopathologie

Les critéres anatomopathologiques actuels de la MP nécessitent la perte neuronale
au niveau de la pars compacta de la substance noire (le plus souvent la zone ventrale)
et la présence de corps de Lewy (inclusions intra neuronales contenant des agrégats
anormaux d’alpha synucléine) (18). La progression de la MP selon la classification de
Braak et al (7) se ferait en 6 étapes. L'atteinte débuterait au niveau du noyau dorsal
du vague au niveau du bulbe et au niveau du bulbe olfactif ou débuterait en périphérie
(tractus gastro intestinal) pour gagner progressivement selon une ascension rostrale
le tronc cérébral puis les régions limbiques puis le néocortex (7).

Cependant, chez certains malades, il n’est pas retrouvé de corps de Lewy mais
seulement une perte neuronale dans la substance noire, notamment chez les patients

présentant des mutations du géne PRKN qui code pour la protéine parkine (18).

Figure 1 : Progression de la maladie de Parkinson en 6 stades selon Braak et al. (7)
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6. Role de I’environnement

Plusieurs possibles facteurs de risque de MP ont été mis en évidence, notamment la
forte consommation de produits laitiers, I'exposition chronique aux pesticides, la
consommation de méthamphétamine. Il semblerait en revanche, que la consommation
quotidienne de tabac, de café, I'activité physique, la prise d’ibuproféne, d’inhibiteurs
calciques ou encore des taux élevés d’'urate soient des facteurs protecteurs de la MP
(19). Cependant, aucun lien de causalité n'a été mis en évidence dans des études
purement rétrospectives et il est difficile d’établir le poids de chaque facteur dans la

genese de la maladie.

7. Traitement de la MP

La prise en charge thérapeutique de la MP a I'heure actuelle repose sur la
supplémentation dopaminergique visant a compenser la perte neuronale
dopaminergique. Plusieurs thérapeutiques sont possibles et classiquement la stratégie
différe en fonction de I'age des patients.

En effet, chez les patients jeunes, il est préconisé de débuter par un traitement
stimulant les récepteurs dopaminergiques, c’est-a-dire les agonistes dopaminergiques
alors que chez les patients plus &gés par un traitement par de la L-dopa exogéne qui
sera meétabolisé en dopamine, la dopamine exogéne ne passant pas la barriere
hémato encéphalique. |l existe également d’autres traitements réduisant le
catabolisme de la dopamine (inhibiteurs enzymatiques). D’autres traitements sont
moins utilisés et dans des indications plus spécifiques, notamment les
anticholinergiques (en cas de tremblement important) et 'amantadine (indication dans

les dyskinésies).
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En cas d’évolution de la maladie avec notamment l'apparition des complications
motrices, une stimulation dopaminergique continue est possible avec plusieurs
alternatives : la stimulation cérébrale profonde (le plus souvent des noyaux
subthalamiques), linjection intraduodénale de L-dopa et l'injection sous cutanée
d’apomorphine.

Il faut savoir qu’en 2020 le traitement reste purement symptomatique et ne permet pas

de réduire ni de stopper la perte neuronale.

Il. R6le de la génétique dans la MP

1. Histoire de la génétique dans la MP

Selon les différentes études de la littérature, 10 a 15% des patients parkinsoniens
rapportent des antécédents (ATCDs) familiaux de MP (20). En 1886, Gowers
constatait déja que 15% de ses patients avaient une histoire familiale de MP et
concluait que certains malades devaient avoir une forte influence de I'nérédité (21).
En 1990, il a été rapporté deux grandes familles italiennes avec 41 personnes atteintes
sur 4 générations, selon un mode de transmission autosomique dominante (AD) et
soulevant I'existence probable d’'une composante monogénique pouvant provoquer a
elle seule la MP (22).

Ce sont lors d’analyses de liaison de familles parkinsoniennes que sont découverts
plusieurs loci de formes monogéniques de MP (nommés PARK et numérotés de 1 a
21) selon la nomenclature (23). Il faut attendre 1997 pour la découverte du premier
géne (SNCA) causal de MP. 5 a 10% des formes de MP sont imputables a une

mutation d’'un géne connu (20).
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2. Facteurs de risque génétique de MP

Des facteurs de risque génétique sont associés a la MP. Les plus fréquents sont les
suivants : les mutations de GBA et certaines mutations ou variants génétiques de
LRRKZ2 et MAPT (24). Nous détaillerons uniquement le facteur de risque le plus fort
de MP, a savoir les mutations de GBA (25).

La présence de mutations du géne GBA est classiquement décrite dans la maladie de
Gaucher, selon un mode de transmission autosomique récessif (AR). Néanmoins,
chez de nombreux patients avec une maladie de Gaucher et chez leurs apparentés a
été rapporté un SP. En effet, les mutations hétérozygotes du géne GBA constituent le
principal facteur de risque génétique de survenue d’'une MP (25), avec un odds ratio
moyen entre 5 et 6. Une mutation du géne GBA, qui code une enzyme lysosomale
permettant la décomposition du glucocérébroside en glucose et céramide, entraine la
perte de fonction de cette enzyme. Cela conduit a une accumulation de I'alpha
synucléine (3).

Les patients présentent classiquement un dge de début de la maladie plus précoce de
et une démence plus fréquente que chez les patients avec une MPI (26). La présence
d’'une mutation GBA est le plus puissant facteur prédictif du déclin cognitif dans la MP
(26). Elle prédispose a un phénotype plus sévére qu'une MPIl notamment en ce qui

concerne les symptémes non moteurs (27).
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Tableau 2 : Génes et loci impliqués dans les formes familiales de MP ou de SP (23)(3)

Locus Geéne Type de mutation Transmission
PARK1 4921-q22 SNCA Substitutions : Ala30Pro, AD
Glu46Lys, Ala53Thr,
Gly51Asp, pAla53glu
PARK2 6925-927 PRKN Homozygotes ou AR
hétérozygotes composites :
mutations non-sens,
délétions, multiplications
PARKS3 2p13 ?2?
PARK4 4921 SNCA Duplications, triplications AD
PARKS 4p14 UCHL1 Substitution 1le93Met AD
PARKG6 1p35-p36 PINK1 Délétions d’exons et AR
mutations ponctuelles
PARKY7 1p36 DJ1 Mutation L166P homozygote, | AR
délétions d’exons,
hétérozygotes composites
PARKS8 12p12 LRRK2 Nombreuses mutations AD
ponctuelles, la plus fréquente
étant la mutation G2019S
PARK9 1p36 ATP13A2 | Mutations ponctuelles AR
PARK10 | 1p32 ?2? Dominant ?
PARK11 2934 GIGYF2 Mutations ponctuelles Dominant ?
PARK12 | Xqg21 ?2? Lié a X
PARK13 | 2p12 HTRA2 Mutations ponctuelles AD
PARK14 | 22q13.1 PLA2G6 Mutations ponctuelles AR
PARK15 |22q12.3 FBX07 Mutations ponctuelles AR
PARK16 | 1932 ?2?
PARK17 | 16q12 VPS35 p.Asp620Asn le plus commun | AD
PARK18 | 3g27.1 EIF4G1 Mutations ponctuelles AD
PARK19 | 1p32 DNAJC6 Mutations non-sens, faux AR
sens ou mutation épissage
PARK20 |21g22 SYNJ1 Mutations ponctuelles AR
PARK21 | 3g22 DNAJC13 | Mutations ponctuelles AD
12924 ATXN2 Expansions CAG AD
14922 GCH1 Mutations ponctuelles AD
20p13-p12 | TMEMZ230 | Mutations ponctuelles AD
11p15 RIC3 Mutations ponctuelles AD
7p11 CHCHD?2 Mutations ponctuelles AD
2p23 PTRHD1 Mutations ponctuelles AR
7932 PODXL Mutations ponctuelles AR
15q21 SPG11 Mutations ponctuelles AR
15q22 VPS13C Mutations ponctuelles AR
Xq28 RAB39B Mutations ponctuelles Liea X
13q14.3 ATP7B Mutations ponctuelles AR
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3. Physiopathologie de la MP et apport de la génétique dans sa

compréhension

Seulement certains types de neurones développent des inclusions d’alpha-synucléine,
notamment ceux avec des axones longs, minces et peu ou non myélinisés qui sont
particuliérement vulnérables (7). De nombreux neurones dégénérent, contenant des
neurotransmetteurs variés : dopaminergiques, glutamatergiques, GABAergiques,
noradrénergiques, sérotoninergiques, histaminergiques et cholinergiques. Les
neurones dopaminergiques situés au niveau de la substance noire sont électivement
touchés car plus vulnérables et notamment en raison de la forte teneur en fer de la
substance noire. lls sont plus sensibles au stress oxydatif. La perte des neurones
dopaminergiques est a l'origine du SP. La perte des autres neurones est a l'origine

des signes non moteurs de la maladie.

Les mécanismes physiopathologiques rendant compte de la maladie sont nombreux
et méconnus. La découverte de genes impliqués ou alors de mutations génétiques en

a permis une meilleure compréhension.

Plusieurs mécanismes physiopathologiques ont été mis en évidence dans la MP
(Figure 2) (28) :
— Une agrégation anormale de l'alpha synucléine et donc son accumulation,
composant majeur des corps de Lewy
— Des dysfonctionnements des mécanismes du systeme de dégradation
ubiquitine-protéasome et de I'autophagie. Dans la MP, il existe un défaut de

clairance favorisant 'accumulation de I'alpha synucléine notamment
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— Un défaut de maintien de I'homéostasie mitochondriale, conduisant non
seulement a un défaut d’approvisionnement énergétique mais également a un
facteur important dans la génération du stress oxydatif avec la production
accrue de ROS (espéces réactives de I'oxygéne) ayant des conséquences
néfastes

— L’inflammation, participant dans la production de radicaux libres oxygénés

— Défaut d’endocytose et recyclage des vésicules synaptiques.

Figure 2 : Physiopathologie de la maladie de Parkinson selon Deng et al. 2017 (29)
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4. Description des formes génétiques de MP

Seuls les génes testés dans le kit MLPA et responsables d’'un SP ont été décrits. Les
génes sont décrits selon leur mode de transmission, puis par ordre de fréquence

décroissante.

4.1. Formes autosomiques dominantes (AD)

4.1.1. LRRK2 (ou PARKS)

En 2004, Zimprich et al. (30) découvrent des mutations ponctuelles du géne LRRK?2,
situé sur le chromosome 12. LRRK2 code pour une protéine nommée dardarine
(« tremblement » en basque), impliquée dans de nombreux processus notamment les
voies de signalisation lysosomale et endosomale, la régulation de I'autophagie (31)

mais aussi le trafic vésiculaire et la fonction mitochondriale.

Il existe plus de 100 mutations connues, mais seulement sept mutations faux sens
sont reconnues pathogénes et dont la plus fréquente est la mutation p.gly2019Ser (ou
G2019S).

Les mutations de LRRKZ2 sont les plus fréquentes causes de MP génétique, en
particulier la mutation G2019S dont la fréquence varie fortement selon les populations :
de 1 a 5% des cas selon les études chez les Européens, jusqu’a 41% des formes
sporadiques et 37% des formes familiales en Afrique du Nord (32) et 29,7% des cas
familiaux et 13,3% des cas sporadiques chez les juifs ashkénazes (33), suggérant une

probable origine commune au Moyen-Orient de la mutation.

Le phénotype clinique est généralement similaire a celui de la MPI, avec une

progression plus lente selon plusieurs études.
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Les patients porteurs de la mutation sont susceptibles d’avoir moins de signes non
moteurs que les parkinsoniens idiopathiques, notamment moins de troubles cognitifs,
d’anosmie et de troubles du comportement en sommeil paradoxal (34). L’age de début
est aprés 50 ans le plus communément.

Dans de rares cas, sont retrouvés des cas avec un phénotype de SP atypique (PSP,
AMS, DCB etc..) (15). La pénétrance est incompléte et dépendante de I'age, de I'ethnie

et du variant.

4.1.2. SNCA (PARK1 et PARK4)

La mutation faux sens p.Ala53Thr, dans le géne SNCA, est la premiére mutation

causale de MP décrite, par Polymeropoulos et al. en 1997 (35).

Le géne SNCA code pour l'alpha synucléine, une protéine fortement exprimée au
niveau des terminaisons présynaptiques cérébrales. Une mutation de SNCA est
responsable d’'une agrégation anormale d’alpha synucléine, jouant un réle clé dans le
processus neurodégénératif, provoquant une cytotoxicité et la mort cellulaire (36).

SNCA joue un rbéle majeur dans la physiopathologie des formes familiales et

sporadiques de MP, mais également dans les autres synucléinopathies.

Il existe différentes mutations du géne SNCA pouvant mener a la MP. Nous pouvons
les regrouper en deux catégories distinctes : les mutations ponctuelles faux sens ou
PARK1 selon la classification (A30P, E46K, H50Q, G51D, AS53E, A53T) et les
multiplications (duplications, triplications) ou PARK4 avec un effet de dosage génique

(36). La fréequence des mutations de SNCA dans la MP est inférieure a 1%.
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La mutation AS3T est la mutation la plus fréquente, associée a une bonne réponse a
la L-dopa. D’autres mutations sont associées a un syndrome parkinsonien plus (E46K
et démence a corps de Lewy, G51D et A53E avec un tableau possible d’atrophie
multisystématisée) (29).

En ce qui concerne les multiplications de copies du géne SNCA, il existe un effet
dosage génique avec une corrélation génotype/phénotype selon le nombre de
multiplications avec une augmentation de la sévérité, un dge de début précoce, une
progression plus rapide, une association avec une démence et une dysautonomie, une
moins bonne réponse a la L-dopa en cas de triplication (37). Selon la littérature, les

patients porteurs de duplications présenteraient une MP typique (38).

4.2. Formes autosomiques récessives (AR)

4.2.1. PRKN (ou PARK2)

Les premiéres mutations du géne PRKN codant pour la protéine nommée parkin ont
eté découvertes en 1998 (39) chez plusieurs patients japonais.

La protéine parkin est une E3 ligase impliquée dans les voies de signalisation du
protéasome, permettant la dégradation de protéines cibles endommagées via
'ubiquitination (40). Parkin est également impliquée dans le processus d’élimination
appropriée des mitochondries endommagées par I'autophagie, appelée mitophagie,

veillant au maintien de ’'homéostasie mitochondriale.

Plusieurs types de mutations peuvent étre retrouvées : des variations du nombre de

copies (délétions surtout) mais également des mutations faux-sens ou non-sens,

toutes ces mutations aboutissant a une perte de fonction de la protéine (27).
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Les mutations PRKN sont la cause la plus fréquente de MP de forme AR et rend
compte d’environ 50% des causes de MP a &ge de début inférieur a 40 ans (3), et 77%
en cas d’age de début inférieur a 21 ans (forme juvénile) (41).

L’age de début est précoce, d’environ 30 ans en moyenne dans les différentes études
et le plus souvent avant 'adge de 40 ans (42).

Le phénotype clinique est classiquement celui de la MPI, une bonne réponse a la L-
dopa mais avec quelques différences par rapport a la forme idiopathique : les patients
mutés ont plus de dystonie (surtout des membres inférieurs) et une clinique symétrique
initiale, des fluctuations motrices plus précoces, une progression trés lente et peu
d’évolution vers une démence (43). Les manifestations psychiatriques, la
dysautonomie et I'anosmie, sont rares. Une hyperréflexie clinique est possible. I

n’existe pas de différence phénotypique entre les différentes mutations.

La plus grande différence par rapport a la MPI est sur le plan anatomopathologie : la

prédominance de la perte neuronale dans la partie ventrale de la substance noire et

I'absence de corps de Lewy.

4.2.2. PINK1 (ou PARKG6)

Les premiéres mutations de PINK1, codant the PTEN induced putative kinase 1 gene
ont été décrites par Valente et al. en 2004 (44).

La mutation de PINK1 représente la 2°™ cause la plus fréquente de MP génétique
avec un mode de transmission AR avec un phénotype typique de MP et un age de
début précoce (44).

La protéine PINK1 interagit avec parkin dans I'autophagie sélective des mitochondries

et le maintien de la qualité de la mitochondrie (45). Son dysfonctionnement conduit
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donc a une accumulation de mitochondries altérées sources d’especes réactives
d’oxygéne (ROS) toxiques, conduisant a la mort des cellules neuronales et a la MP.

Le phénotype est similaire aux patients porteurs d’'une mutation PRKN, avec un age
de début Iégérement plus tardif (moyenne a 32 ans), une bonne réponse a la L-dopa
et un déclin cognitif rare. Cependant, il existe moins de signes pyramidaux que les

patients mutés pour PRKN (3).

4.2.3. DJ1 (ou PARK7Y)

DJ1 a été retrouvé dans une famille avec plusieurs consanguinités aux Pays-Bas avec
un age de début précoce de la MP en 2001 (46).

Peu de patients mutés pour DJ7 ayant une MP ont été identifies mais il reste le
troisieme géne de MP autosomique récessif a début précoce.

DJ1 peut étre impliqué dans la pathogénése de la MP en modulant I'expression des
génes lors du stress oxydatif (47).

La clinique est dominée par un début de la MP précoce (médiane a 27 ans). Son
phénotype est assez similaire aux patients PRKN ou PINK1 mais avec plus de signes

non moteurs comme les troubles psycho comportementaux et la démence (43).

5. Développement des tests génétiques et application dans la MP

Au fur et a mesure des années, de nombreuses techniques génétiques se sont
développées dans la MP permettant d’identifier une mutation génétique chez certains
malades.

Nous citerons le séquencgage par technique Sanger qui analyse un géne d’intérét
sélectionné. En effet, il s’agit d’'une approche diagnostique génétique rentable, utilisée

dans les pathologies avec des phénotypes distincts et une hétérogénéité minimale
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(48). Se sont développées ensuite d’autres méthodes, notamment la Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA, technique qui sera détaillée dans
matériels et méthodes) et le Next-Generation Sequencing (ou NGS) permettant de
séquencer de grandes quantités d’ADN en peu de temps. En effet, elles ont permis la
découverte de nombreux génes et variants génétiques rares. Ces derniéres
techniques NGS (panel de génes, exome, génome) sont beaucoup plus efficaces dans
les pathologies présentant une hétérogénéité genétique importante. Le séquengage
de I'exome entier (WES) voire du génome entier (WGS) offrent la méthodologie de test
la plus compléte, sans se limiter a cibler uniquement des génes candidats connus pour
la maladie, et constitue donc une approche prometteuse, notamment chez les patients
chez lesquels les approches monogéniques ou par panel de genes n’ont pas identifié
de mutation causale. |l s’agit donc de méthodes complémentaires pouvant étre

combinées chez certains patients sélectionnés.

Il existe une augmentation de la disponibilité des tests génétiques et de leur utilisation.
Cependant, il existe peu de recommandations officielles sur les patients parkinsoniens
a tester. En effet, de nombreuses discordances dans la littérature ont été mises en
évidence. Actuellement a I'échelle européenne, les seules recommandations de
recherche de mutation génétique chez les patients parkinsoniens, mais non
appliqguées en pratique, qui existent, datent de 2009, et préconisent (49):

— un séquengage complet du géne LRRKZ2 en cas d’antécédents familiaux de SP

avec un mode de transmission évocateur autosomique dominant
— une recherche de la mutation G2019S de LRRKZ2 en cas d’origine d’Afrique du

Nord ou chez les juifs ashkénazes
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— une recherche de mutations pour des génes autosomiques récessifs (a savoir
PRKN, PINK1 et DJ1) en cas d’antécédents familiaux avec un mode de
transmission évocateur autosomique récessif ou en cas de début de la maladie

trés jeune (< 35 ans).

Di Fonzo et al. en 2018 ont préconisé la recherche des mutations GBA, LRRK?2 et
SNCA en cas de MP a age de début précoce (inférieur a 40 ans), et en présence de
consanguinité de rechercher les mutations PRKN, DJ1 et PINK1. En cas de début
tardif il n’existe aucune recommandation hormis la recherche de la mutation G2019S
de LRRKZ2 dans les populations a fort risque (Afrique du Nord et juifs ashkénazes)

(50).

Payne et al. en 2019 proposent les tests génétiques en cas d’histoire familiale de MP
(1°" ou 2°™ degré), d’ethnie & risque ou en cas d’age de début précoce (inférieur & 50

ans) (20).

L’intérét des tests génétiques est notamment de permettre une meilleure appréhension
de I'évolution de la MP et la prédiction du phénotype clinique en fonction de la mutation
retrouvée, d’offrir un conseil génétique au niveau familial mais également un possible

intérét sur de potentielles thérapeutiques a I'avenir.
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OBJECTIFS DE L’ETUDE

L’objectif principal de notre étude était d’établir la rentabilité du kit MLPA chez les
patients parkinsoniens, c’est-a-dire le pourcentage de patients testés chez qui une

mutation a été identifiée grace a ce Kkit.

Les objectifs secondaires étaient les suivants :

- établir des corrélations génotypes-phénotypes chez les patients porteurs d’'une
mutation et de les comparer avec une population parkinsonienne sans mutation
identifiée

- proposer des critéres cliniques pour orienter les tests diagnostiques génétiques chez

les patients présentant un SP.
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MATERIELS ET METHODES

|l. Population étudiée

La population étudiée correspond aux sujets chez qui une analyse par une technique
de MLPA a été réalisée entre 2007 et 2019 au laboratoire de neurobiologie au CHU
de Lille. Les échantillons d’ADN proviennent de patients issus de centres hospitaliers
francais (Lille, Tourcoing, Valenciennes, Lens, Béthune, Amiens, Orléans, Poitiers,
Saint Etienne, Besangon, Marseille, Troyes, Nice, Epinal, Reims, Chambeéry,
Montpellier, Toulouse, Lyon, Dijon, Nimes, Rennes, Caen, Bordeaux, Libourne, Millau

et Nancy) et belge (Fleurus).

Il. Criteres d’inclusion et d’exclusion

Ont été inclus les patients avec un diagnostic de MP ou un SP atypique pour lequel le
neurologue évoquait une origine géneétique. La décision de réalisation du test par le
neurologue ne répondait pas a un consensus précis, mais en général était réalisé
devant la présence d’antécédents familiaux de MP, devant un age de début jeune ou

mal défini, en cas d’origine maghrébine ou en cas d’atypie clinique.

Les critéres d’exclusion étaient :

- absence de consentement libre et éclairé en vue de I'analyse génétique et I'analyse
de leurs données cliniques avant d’étre préleves

- diagnostic de SP dégénératif récusé a posteriori

- absence de récupération de données cliniques a posteriori.
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lll. Recueil des données

Le recueil des données s’est fait de maniére rétrospective par analyse de I'ensemble
des dossiers cliniques des patients.

Les patients ont signé une feuille de consentement éclairé ou ils donnaient leur
« accord pour le stockage et I'utilisation pour la recherche scientifique, du prélévement
aprés la réalisation des analyses a visée diagnostique », sans que I'on doive les
recontacter. S’agissant d’'une étude non interventionnelle sur dossiers cliniques, cette
étude ne rentrait pas dans les conditions d’application de la loi Jardé et n’a donc pas
nécessité I'avis du CPP. La constitution de la base de données a été déclarée a la

CNIL (n° 726/2020).

1. Données démographiques générales répertoriées

Les données démographiques générales ont été répertoriées chez les patients mutés
et non mutés lillois. Le sexe, 'dge de début de la maladie, la ville du suivi neurologique,
I'origine géographique supposée des ascendants, la présence d’antécédents familiaux
et le nombre moyen d’antécédents familiaux ont été répertoriés.

En raison de la forte prévalence de certaines mutations dans la population maghrébine
nous nous sommes attachés a définir le pays d’origine du sujet et de ses ancétres si
cette information n’était pas disponible dans le dossier.

La présence d’antécédents familiaux a été répertoriée ainsi que les degrés de parenté.
En génétique, le premier degré familial correspond aux parents, aux enfants et a la
fratrie. Le deuxiéme degré concerne les petits-enfants, les grands-parents, les oncles
et les tantes. Le troisieme degré reléve des arriéres grands-parents et arriéres petits-

enfants mais également les cousins, les grandes tantes et grands oncles.
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2. Données concernant la MP

L’age de début de la MP est 'age au moment ou le patient décrivait son premier
symptéme ou signe clinique de la maladie. Elle a été répertoriée chez les patients
mutés et non mutes.

L’ensemble des données énoncées ci-dessous ont été seulement répertoriées
uniquement chez les patients mutés.

Nous avons retrouvé chez nos patients mutés les premiers signes de la maladie
suivants : le tremblement, la rigidité ou raideur ressentie, la lenteur des mouvements
ou akinésie, la dystonie, la présence de troubles de I'équilibre évocateurs d’un
syndrome céreébelleux, la présence de troubles cognitifs et la présence d'une
paraparésie spastique.

Le délai diagnostique désignait I'écart entre les premiers symptémes et le moment du
diagnostic de la maladie.

Les troubles axiaux englobaient la présence d’'une dysarthrie ou d’'une hypophonie
seéveére, de chutes ou de troubles de déglutition.

La dysautonomie regroupait les troubles vésico sphinctériens et I'hypotension
artérielle orthostatique (sans cause iatrogéne évidente ou autre cause évidente).
L’hyperhidrose et I'hypersialorrhée n'ont pas été pris en compte dans la dysautonomie
car n’étaient relevés dans les dossiers que trés rarement.

Le terme précoce signifiait la survenue des symptédmes dans les 5 premiéres années
de la maladie.

Les troubles psycho comportementaux suivants ont été relevés : les troubles du
contréle des impulsions, la dépression, I'anxiété, 'apathie, les hallucinations.

Le délai d’apparition de la démence n’a pas pu étre répertorié en absence de donnée

explicite dans les dossiers cliniques.
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Le diagnostic neurologique des patients présentant une mutation génétique en MLPA
(ou MLPA+) et des patients lillois a été revu a partir de I'analyse de dossiers et a fait
classer les sujets en MP et autre SP.

La réalisation d’une scintigraphie cérébrale au DAT scan® dans le diagnostic initial de

MP chez les patients porteurs d’'une mutation a été relevée dans nos données.

3. Données relatives a la dopathérapie

La dopasensibilité était évaluée en administration chronique ou en test d’administration
aigue. L’année de début de la dopathérapie a été relevée au moment ou la L-dopa
avait débuté. Le délai d’apparition des complications motrices (dyskinésies et
fluctuations motrices) a été colligé en fonction du début de la maladie et en fonction
de Tlintroduction de la dopathérapie. Les patients n’ayant pas développé de
complications motrices n’ont pas été pris en compte dans le calcul du délai d’apparition
des complications motrices.

La présence d'une stimulation dopaminergique continue a été relevée chez les
patients porteurs d’'une mutation. Elle comprenait la stimulation cérébrale profonde, la

présence d’'une pompe sous cutanée d’apomorphine et la duodopa®.

IV. Analyse génétique : Test Multiplex Ligation-dependent

Probe Amplification (MLPA)

1. Principes de la technique

La MLPA est une technique semi-quantitative non automatisée basée sur une
polymerase chain reaction multiplex (ou PCR multiplex) et utilisée pour déterminer le

nombre de copies relatives d’'une région précise du génome. Elle se base sur
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I'amplification de sondes qui détectent une séquence d’ADN spécifique. Le processus
se fait en 5 étapes successives : la dénaturation initiale, I'hybridation, la ligature,
I'amplification et la séparation des fragments par électrophorése capillaire. L’analyse
des résultats se fait a I'aide du logiciel Coffalyser.Net (téléchargeable gratuitement sur

www.mrcholland.com).

Cette technique utilise la comparaison avec des échantillons de témoins sains. La
hauteur relative de chaque pic par sonde est comparée a la hauteur relative du pic de
la sonde des échantillons de référence (sujets sains) et reflete le nombre de copies
relatives de la séquence cible correspondante dans I'’échantillon a analyser. |l s’agit
d’'une délétion lorsque la hauteur relative du pic est significativement diminuée
(diminution de 50% de la moyenne pour une délétion hétérozygote) et d'une
augmentation du nombre de copies lorsque la hauteur relative est augmentée
(augmentation de 150% en moyenne pour une duplication et de 200% pour une
triplication). Les mutations ponctuelles sont en général non détectées. Tous les détails
de la techniqgue MLPA résumés ci-dessus ont été retrouvés sur le site internet

www.mrcholland.com.

2. MLPA dans la MP

Le kit MLPA utilisé dans notre étude pour la recherche de mutations génétiques dans
la MP est produit par MRC-Holland. Il est nommé MRC Holland Probemix SALSA®
P051-D2 et P052-D2 Parkinson.

Il permet de rechercher uniquement les délétions et les duplications concernant les

génes SNCA, PRKN, UCHL1, PINK1, DJ1, ATP13A2, LRRK2 et GCH1. Il permet
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également de détecter les 2 mutations ponctuelles suivantes : A30P de SNCA et
G2019S de LRRK2.

Les patients positifs en MLPA (ou MLPA+) de notre étude ont été systématiquement
confirmés par une autre méthode de type séquencage Sanger. En effet, cette
technique est particulierement intéressante chez les patients hétérozygotes pour une
maladie de transmission AR, dans la recherche d’une 2°™ mutation ponctuelle.

De plus, il a été proposé a tous les patients positifs en MLPA de notre étude une
deuxiéme analyse par MLPA pour ne pas méconnaitre une erreur d’identification.
Ci-dessous (Figures 3, 4 et 5), plusieurs exemples de MLPA sont exposés : chez un

patient non muté, chez un patient porteur d’'une mutation hétérozygote composite de

PRKN puis chez un patient présentant la mutation G2019S de LRRKZ2 respectivement.
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Figure 5 : Détail de MLPA chez un patient porteur d’une mutation G2019S de LRRK2
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V. Tests statist

Le seuil de significativité des analyses statistiques a été fixé a 0,05. De fagon

litatives

7

ées qua

épendants de donn

, les comparaisons de 2 groupes ind

7

7

resumee

nominales s’effectuaient par un test de Chi2, ou par un test exact de Fisher lorsque

les effectifs d’au moins un groupe était trop faible (n < 5). Les comparaisons des

données quantitatives entre 2 groupes s’effectuait par un test de Fisher non apparié si

les variables avaient une distribution normale, ou par un test non paramétrique de

Mann-Whitney et Wilcoxon en cas de distribution non normale. Nous avons établi des
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tableaux de contingence pour évaluer la performance des critéres d’indication des
tests génétiques.

La répartition normale a été vérifiee par un test de Shapiro-Wilk.

Les variables quantitatives ont été décrites avec leur moyenne % leur déviation
standard (SD) et les valeurs min-max, lorsqu’elles étaient de répartition normale, soit
« MESD [min-max] ». Sinon elles ont été décrites par leur médiane et intervalle

interquartile (1Q) et valeurs min-max, soit « med (IQ) [min-max] ».
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RESULTATS

|l. Résultats de I’analyse en MLPA

1. Patients porteurs d’une mutation (MLPA+)

574 patients au total ont été recrutés, seuls 557 patients ont été testés faute de
consentement chez 17 sujets (Figure 6). 51 patients se sont révélés étre porteurs
d’'une mutation présente dans le Kkit.

2 patients mutés parmi les 51 ont été exclus de I'étude car a la lecture de leur dossier
ils ne présentaient pas de MP ou autre SP. Ces deux patients ont été vérifies par
séquencage Sanger confirmant un patient faux positif et un patient hétérozygote
simple pour PINK1. Parmi les 49 patients porteurs d’'une mutation, 3 patients étaient
hétérozygotes simples pour PRKN (de transmission AR) et donc n’ont pas été pris en
compte dans le calcul de la rentabilité. La rentabilité du test MLPA de la cohorte totale
était donc de 8,3% (46/557). La rentabilité de la cohorte lilloise vérifiée a posteriori
(avec probable SP, avec exclusion des patients lillois sans MP vérifiee ou sans

renseignements et les patients non lillois) était de 9,5% (30/317).

En ce qui concerne les patients porteurs d’'une mutation en MLPA, les dossiers de 3

patients n'ont pas pu étre récupérés (Fleurus et Besangon) et donc aucune donnée

clinique n’a pu étre récupérée (hormis le sexe et I'origine démographique supposée).
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Figure 6 : Flow chart
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1.1. Patients porteurs de la mutation G2019S de LRRK2 (ou LRRK?2+)

25 patients sur 557 (4,5%) de notre cohorte étaient porteurs de la mutation G2019S
de LRRK2, soit 25 patients sur les 46 patients identifiecs en MLPA (54,3%). Les
caractéristiques démographiques générales, les signes moteurs et non moteurs, les
complications motrices, la dopasensibilité et la présence d’une stimulation
dopaminergique des patients LRRK2+, ainsi que la comparaison de leur fréquence par

rapport aux patients PRKN+, sont détaillées dans les Tableaux 3 et 4.

Dans un souci de clarté, nous nous sommes attachés a décrire le profil type du patient
LRRK2+.

Le profil type LRRK2+ de notre cohorte était représenté par :

une femme (sex ratio H/F 0,6), d’origine maghrébine dans 88% des cas, d’age

de début médian de 45 ans (14,5) et un délai diagnostique médian de 0,8 ans

— présence d’antécédents familiaux (72,7%), majoritairement du premier degré
(92,9%)

— présentation clinique d’'une MP classique

— de fréquents troubles psycho comportementaux sont retrouvés (90,9%)

— des troubles du sommeil (47%)

— une bonne dopasensibilité.

Néanmoins, nous pouvons relever la présence d'un patient porteur d’'un phénotype

d’atrophie multisystématisée et la présence notable d’'une dysautonomie précoce dans

5/22 (22,7%) des cas.
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Tableau 3 : Caractéristiques générales des patients LRRK2+ et PRKN+

LRRK2 PRKN p-value

MLPA 25/46 (54,3%) 16/46 (34,8%) 0,24

positive (%)

Sexe ratio 9/16 (0,6) 7/9 (0,8) 0,85

(H/F)

Nombre de 16/25 (64%) 11/16 (68,8%) 1

Lillois 21/25 (84%) 13/16 (81,3%) 1

Nombre de

Hauts de

France

Origine 22/25 (88%) 1/16 (6,3%) 1,8 x10°”

géographique

Maghreb

supposée

Premiers -Tremblement 16/20 (80%) -Tremblement 10/13 (76,9%) 1

symptomes -Akinésie 5/20 (25%) -Akinésie 3/13 (23,1%) 1
-Rigidité 4/20 (20%) -Rigidité 2/13 (15,4%) 1
-Dystonie 1/20 (5%) -Dystonie 6/13 (46,2%) 0,0084
-Syndrome cérébelleux 1/20 (5%) | -Syndrome cérébelleux 0/13 (0%) | 1
-Troubles cognitifs 0/20 (0%) -Troubles cognitifs 0/13 (0%) 1
-Paraparésie spastique 0/20 (0%) | -Paraparésie  spastique 2/13 | 0,15

(15,4%)

DAT scan® 6/16 (37,5%) 11/13 (84,6%) 0,021

réalisé pour le

diagnostic

Age des 45 (14,5) [31-73], (n = 22) 30,5 (8,8) [10-56], (n = 13) <0,0001

premiers

signes

(médiane en

années)

Délai du 0,8 (1) [0-2], (n=17) 5 (4,5) [0-21], (n=11) 0,0035

diagnostic

(médiane en

années)

Antécédents | TOTAL : 16/22 (72,7%) TOTAL : 10/15 (66,7%) 0,73

familiaux -1°"degré : 13/14 (92,9%) -1°" degré : 7/10 (70%) 0,27
-2°™° degré : 4/14 (28,6) -2°™° degré : 3/9 (33,3%) 1
-3°"° degré : 1/14 (7,1%) -3°M° degré : 2/9 (22,2%) 0,54

Médianedu |1 (2)[0a 3], (n = 19) 1(0,8) [0-3], (n = 14) 0,6

nombre

d’antécédents

familiaux
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Tableau 4 : Signes moteurs et non moteurs des patients LRRK2+ et PRKN+

LRRK2 PRKN p-value
Troubles psycho TOTAL : 20/22 (90,9%) : TOTAL : 12/15 (80%) : 0,38
comportementaux -TClI sous agonistes 9/20 -TCI sous agonistes 8/15| 0,74
(45%) (53,3%)
-Dépression 9/18 (50%) -Dépression 6/10 (60%) 0,71
-Anxiété 7/17 (41%) -Anxiété 9/10 (90%) 0,018
-Apathie 4/14 (28,6%) -Apathie 0/9 (0%) 0,13
-Hallucinations 10/22 (45,5%) -Hallucinations 0/15 (0%) 0,0022
Dystonie précoce 3/22 (13,6%) 8/14 (57,1%) 0,0097
<5ans
Tb axiaux précoces 3/21 (14,3%) 0/15 (0%) 0,26
<5ans
Dysautonomie précoce 5122 (22,7%) 2/13 (15,4%) 0,69
<5ans
Troubles du sommeil TOTAL : 8/17 (47%) : TOTAL : 6/12 (50%) : 1
-TCSP 8/17 (47%) -TCSP 5/12 (41,7%) 1
-SJSR 2/14 (14,3%) -SJSR 4/11 (36,4%) 0,35
Dopasensibilité 19/21 (90%) 13/16 (81,3%) 0,68
Délai introduction de la L- 1(2,9) [0-5], (n=15) 1(5,4)[0-10],(n=7) 0,79
dopa (médiane en années)
Apparition des fluctuations 19/22 (86,4%) 8/14 (57,1%) 0,11
motrices
Délai d’apparition des 4,5 (3,3)[1-14], (n =12) 5,5 (7,8) [2-24], (n = 4) 0,5
fluctuations motrices vs
diagnostic (médiane en
années)
Délai d’apparition des 1(2,5) [0-5], (n=11) 2(1,5)[1-4], (n=3) 0,84
fluctuations motrices vs
introduction de la L-
dopa (médiane en années)
Apparition des dyskinésies 8/13 (61,5%) 9/14 (64,3%) 1
Délai d’apparition des 5,5 (3,3) [3-8], (n = 8) 4 (5) [0-8], (n=05) 0,59
dyskinésies vs diagnostic
(médiane en années)
Délai d’apparition des 3(3)[1-6] (n=8) 1 (1) [0-4], (n=5) 0,08
dyskinésies vs introduction
de la L-dopa (médiane en
années)
Présence d’une stimulation TOTAL : 7/23 (30,4%) : TOTAL : 5/15 (33,3%) : 1
dopaminergique -SCP 4/23 (17,4%) -SCP 4/15 (26,7%) 0,69
-Pompe  apomorphine  5/23 | -Pompe apomorphine 1/15 | 0,37
(21,7%) (6,7%)
-Duodopa® 1/23 (4,3%) -Duodopa® 1/15 (6,7%) 1
Syndrome pyramidal 0/23 (0%) 3/15 (20%) 0,054
Syndrome cérébelleux 1/23 (4%) 0/15 (0%) 1
Syndrome parkinson plus -AMS 1/23 (4,3%) -AMS 0/15 (0%) 1
-DCL 0/23 (0%) -DCL 0/15 (0%) 1
-PSP 0/23 (0%) -PSP 0/15 (0%) 1
-DCB 0/23 (0%) -DCB 0/15 (0%) 1
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1.2. Patients porteurs d’'une mutation du géne PRKN (PRKN+)

19 patients se sont révélés porteurs d’'une mutation du géne PRKN codant pour la
protéine parkine, soit 3,4% de la cohorte totale.

Parmi les 19 patients mutés pour PRKN, 13 patients présentaient 2 alleles mutés en
MLPA (3 étaient homozygotes et 10 hétérozygotes composites). 6 patients
présentaient une seule mutation et ont été bénéficié d’'une 2°™ technique par
séquencage Sanger. Parmi les 6 patients verifiés, 3 patients présentaient une seconde
mutation de PRKN. Les 3 autres patients étaient hétérozygotes simples.

Au vu des connaissances actuelles, les patients ne présentant qu’une seule mutation
du gene PRKN (ou PRKN hétérozygotes) ne sont pas considérés comme des formes
geneétiques de MP et n'ont donc pas été inclus dans I'analyse des patients PRKN+.
Au total 16 patients PRKN+ (soit homozygotes soit hétérozygotes composites) ont été
analysés dans I'étude, soit 2,9% de la cohorte totale.

Le détail des différentes mutations de PRKN (délétions, duplications, triplications,
mutations ponctuelles) est resumé dans le Tableau 5.

Les caractéristiques démographiques générales, les signes moteurs et non moteurs,
les complications motrices, la dopasensibilité et la présence d’une stimulation
dopaminergique des patients PRKN+, ainsi que la comparaison de leur fréquence par

rapport aux patients LRRK2+, sont détaillées dans les Tableaux 3 et 4.

Le profil type PRKN+ de notre cohorte était représenté par :
— une femme plutét (sex ratio 0,8), d’origine caucasienne, d’age de début médian
de la maladie jeune de 30,5 ans (8,8) d’'un délai diagnostique médian de 5 ans

(4,5)
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réalisation fréquente d’'un DAT scan® initial pour confirmation du diagnostic
initial de MP chez 11 patients sur 13 (84,6%)

forme de MP classique chez la majorité des patients

dystonie fréquente (46,2%) trés présente au début de la maladie (localisée au
niveau des membres inférieurs chez 9 patients sur 10) et pouvant étre isolée
pendant de nombreuses années avant I'apparition du SP. Elle est précoce dans
57,1% des cas

présence d’'un syndrome pyramidal retrouvé chez 3 patients sur 15, soit dans
20% des cas. 2 patients sur 13 présentaient une paraparésie spastique comme
premier symptéme de la MP

troubles psycho comportementaux dominés par I'anxiété présente chez 90%
des patients de la cohorte. Nous pouvons souligner I'absence d’hallucination
retrouvée dans notre cohorte PRKN+

troubles du sommeil présents dans 50% des cas

une dopasensibilité et des dyskinésies dopa induites, survenant 1 an (1) aprés

I'introduction de la L-dopa.
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Tableau 5 : Détail des mutations du géne PRKN

Mutation PRKN, statut hétérozygote simple (n = 3)

Numéro de patient

Mutation (version simplifiée)

PARK 464 Duplication de I'exon 2 isolée
PARK 497 Délétion des exons 5 a 7 isolée
PARK 540 Duplication de I'exon 2 isolée

Mutation PRKN, statut homozygote (n = 3)

Numéro de patient

Mutation (version simplifiée)

PARK 103 Quadruplication des exons 5 a 6
PARK 309 Quadruplication de I'exon 2
PARK 714 Délétion homozygote de I'exon 6
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Mutation PRKN, statut hétérozygote composite (n = 13)

Numéro de patient

Mutation (version simplifiée)

PARK 149 Duplication de I'exon 3 +

Mutation ponctuelle c823C>T, p.(Arg275Trp)
PARK 202 Délétion de I'exon 4 +

Mutation ponctuelle c823C>T, p.(Arg275Trp)
PARK 369 Délétion des exons 3 4 6 +

Duplication de I'exon 7
PARK 387 Délétion de I'exon 6 +

Duplication de I'exon 11
PARK 403 Délétion des exons 3 a4 +

Mutation ponctuelle c823C>T, p.(Arg275Trp)
PARK 503 Délétion des exons 5a 9 +

Triplication de I'exon 4
PARK 575 Délétion de I'exon 3 +

Délétion des exons 3 a 4
PARK 616 Délétion des exons 3a 4 +

Mutation ponctuelle c.155del, p.(Asn52Metfs*29)
PARK 628 Délétion des exons 3 4 6 +

Mutation ponctuelle ¢.1283dup, p.(Asn428Lysfs*141)
PARK 678 Duplication de I'exon 3 +

Mutation ponctuelle c.155del, p.(Asn52Metfs*29)
PARK 742 Délétion des exons 3 4 6 +

Mutation ponctuelle ¢.1298A>C, p.(His433Pro)
PARK 498 Délétion de I'exon 3 +

Mutation ponctuelle ¢.7+5G>T, p.?
PARK 509 Délétion de I'exon 8 +

Mutation ponctuelle c.971del, p.(Val324Alafs*111)
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1.3. Comparaison des patients mutés pour PRKN et LRRK2

Nous avons retrouvé comme différences significatives statistiquement entre les
patients porteurs des 2 différentes mutations (Tableaux 3 et 4) :

— une surreprésentation de la population maghrébine chez les patients mutés
G2019S par rapport aux patients mutés PRKN+ (p = 1,8.107)

— le DAT scan® était plus souvent réalisé pour conforter le diagnostic de la MP
pour les patients PRKN+ que pour les patients LRRK2+ (p = 0,021)

— les patients PRKN+ présentaient de maniére significative plus de dystonie en
premier signe de MP (46,2%) par rapport aux patients LRRK2+ (5%)

— l'age des premiers symptdbmes était plus précoce de fagon significative
(p<0,0001) chez les patients PRKN+ et le début de la MP survenait 14,5 ans
avant les patients LRRK2+ (Figures 7 et 8)

— le délai diagnostique était allongé chez les patients PRKN+ (5 ans) par rapport
aux patients LRRK2+ (0,8 ans)

— surle plan psycho comportemental, 90 % des patients PRKN+ rapportaient une
anxiété contre 41% des patients LRRK2+ (p = 0,018). A l'inverse, 45,5% des
patients LRRK2+ rapportaient des hallucinations, contrastant a I'absence
d’hallucination rapportée chez tous les patients PRKN+ (p = 0,0022)

— concernant les complications motrices de la MP, plus de patients LRRK2+
(86,4%) avaient atteint le stade de fluctuations motrices par rapport aux patients

PRKN+ (58,8%).
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Figure 7 : Distribution de I’age de début de la MP des patients LRRK2+ (n = 22)
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Figure 8 : Distribution de I’age de début de la MP des patients PRKN+ (n = 16)
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1.4. Patients porteurs d’une mutation du géne SNCA (SNCA+)

5 patients de la cohorte présentaient une duplication des exons 1 a 6 de SNCA, soit
0,9% de la cohorte totale. Aucun patient ne présentait la mutation ponctuelle A30P ou
une triplication.

Aucune analyse statistique n’a pu étre réalisée en raison du faible nombre de patients.
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Le profil type du patient SNCA+ (Tableaux 6 et 7) était représenté par :

— une femme (100%), d’origine caucasienne, d’age moyen de début de la MP de
58,4 ans (x7,1), soit un age plus tardif que les patients porteurs d’autres
mutations

— la présence d’antécédents familiaux (100%) avec au moins un antécédent
familial de premier degré

— la prédominance de SP atypique (60% des cas) avec la présence de 2 patients
sur 5 avec un phénotype de type AMS et une patiente sur 5 avec le phénotype
de type DCL

— la présence de troubles psychocomportementaux chez toutes les patientes

— une dysautonomie précoce, présente chez 80% de nos patientes

— la présence de troubles cognitifs marqués chez toutes nos patientes et
apparaissant de maniere assez précoce

— une dopasensibilité chez 60% des sujets, moins importante que les patients
porteurs d’autres mutations, dans un contexte de prépondérance de syndrome

parkinsonien atypique.

51



Tableau 6 : Caractéristiques générales des patients SNCA+

MLPA positive (%)

5/46 (10,9%)

Sexe ratio (H/F) 0/5 (0%)
Nombre de Lillois 3/5 (60%)
Nombre Hauts de France 5/5 (100%)
Origine géographique Maghreb 0/5 (0%)

supposée

Premiers symptomes

-Tremblement 1/3 (33%)
-Akinésie 2/3 (66%)

-Rigidité 0/3 (0%)

-Dystonie 0/3 (0%)

-Syndrome cérébelleux 0/3 (0%)
-Troubles cognitifs 1/3 (33%)

DAT scan® réalisé pour le
diagnostic

2/4 (50%)

Age des premiers signes

(moyenne en années)

58,4+7,1 [50-66], (n = 5)

Délai diagnostique (moyenne en

années)

2+0,8 [1-3], (n = 4)

Présence d’antécédents familiaux

5/5(100%)
-1°"degré : 5/5 (100%)
-2°™ degré : 3/5 (60%)
-3*™degré : 0/5 (0%)

Moyenne du nombre d’antécédents
(ATCDs) familiaux

2,2+0,4 [2-3] (n = 5)
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Tableau 7 : Signes moteurs et non moteurs des patients SNCA+

Troubles psycho
comportementaux

TOTAL : 5/5 (100%)

-TCl sous agonistes 2/3 (66,6%)
-Dépression 3/4 (75%)

-Anxiété 2/2 (100%)

-Apathie 3/4 (75%)
-Hallucinations 3/5 (60%)

Dystonie précoce < 5ans 0/5 (0%)
Troubles axiaux précoces 1/5 (20%)
<5ans

Dysautonomie précoce 4/5 (80%)

<5ans

Troubles du sommeil

TOTAL : 2/2 (100%)
-TCSP 2/2 (100%)
-SJSR 0/1 (0%)

Dopasensibilité

3/5 (60%)

Délai introduction de la
L-dopa
(moyenne en années)

122 [0-4], (n = 4)

Délai apparition
fluctuations motrices
(médiane en années)

-Vs diagnostic : 5,5 (1) [3-8], (n = 2)
-Vs introduction de la L-dopa : 3,5 (5) [3-4], (n = 2)

Délai d’apparition des

-Vs diagnostic : 5,5 (1) [5-6], (n = 2)

dyskinésies -Vs introduction de la L-dopa : 3,5 (5) [1-6], (n = 2)
(médiane en années)
Stimulation TOTAL 0/5 (0%)

dopaminergique continue

-SCP 0/5 (0%)
-Pompe a apomorphine 0/5 (0%)
-Duodopa® 0/5 (0%)

Syndrome pyramidal

1/5 (20%)

Syndrome cérébelleux

0/5 (0%)

Diagnostic d’un syndrome
parkinson plus

-AMS 2/5 (40%)
-DCL 1/5 (20%)
-PSP 0/5 (0%)
-DCB 0/5 (0%)
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1.5. Autres mutations

Deux patients de notre cohorte présentaient une mutation PINK1, un patient était faux
positif a la confirmation par séquengage Sanger et un autre hétérozygote simple. A la
lecture de leur dossier, ils ne présentaient pas de MP et donc ont été exclus de I'étude.
Nous n’avons donc pas retrouvé de mutation du géne PINK1 chez des patients
parkinsoniens (0%).

Aucune mutation UCHL1, DJ1, ATP13A2 et GCH1 n’a été retrouvée chez nos patients.

2. Patients lillois non porteurs d’une mutation en MLPA

Nous avons ensuite étudié les patients chez qui I'analyse MLPA n’a pas identifié de
mutation. Seuls les patients lillois ont été pris en compte car les données des autres
centres frangais n’étaient pas accessibles. 9 patients lillois ont été exclus car aucune
information n’a pu étre récupérée. 53 patients lillois ont été exclus car n’avaient pas
de MP avérée ou un SP dégénératif a la relecture des dossiers (Tableau 8). A noter
que parmi eux, 38,8% rapportaient des antécédents familiaux de MP ou de maladie

apparentée. Au total 287 patients lillois négatifs ont été analyseés (Figure 6).

La population lilloise négative était représentée par 171 hommes pour 117 femmes,
soit un sex ratio de 1,5.

65% des patients relevaient un antécédent familial de MP, par ordre de fréquence
décroissante de 1% degré (77%), puis de 2°™ degré dans 34,2% des cas puis plus
rarement de 3°™ degré dans 15,1% des cas.

L’age de début de la maladie était en moyenne de 49,8 ans.

20 patients sur 287 présentaient un SP atypique, soit 7% des patients négatifs.
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Tableau 8 : Diagnostic différentiel de SP dégénératif de notre cohorte (n = 53)

Diagnostic différentiel de MP Nombre de

patients

Autre maladie neurologique (dégénérescence lobaire fronto

temporale, dystonie dopa sensible, ataxie 22

spinocéreébelleuse, hydrocéphalie a pression normale,
neuroferritinopathie)

N
o

Tremblement essentiel (TE)

SP dd a une lésion cérébrale

Tremblement mixte (TE et SP vasculaire)

Doute diagnostique (DAT scan® en attente)
SP a DAT scan® négatif (SWEDD)

Maladie générale (cytopathie mitochondriale, mutation /HF1)

SP iatrogéne

Trouble anxio dépressif

Nl B O N| WO = = N

Mauvaise indication du test (cancer de la langue et migraine

avec aura)

3. Comparaison des résultats des patients lillois porteurs et non

porteurs d’une mutation

La comparaison des patients mutés par rapport aux patients non mutés au kit MLPA
(Tableau 9), met en évidence plusieurs différences significatives :

— Le sex ratio : la population mutée est surreprésentée par les femmes,
contrairement a la population non mutée composée majoritairement par des
hommes (sex ratio 1,5).

— L’age de début moyen de la MP était significativement plus tardif (p = 0,0034)
chez les patients non mutés : début a 49,8 ans contre 43 ans chez les mutés,

soit un début plus précoce de 7 ans environ chez les mutés.
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— L’origine maghrébine est surreprésentée chez nos patients mutés (50%) contre

seulement 4,5 % de patients non mutés.

En revanche, il n'y avait pas de différence significative concernant la présence

d’antécédents familiaux chez nos 2 groupes de patients, ni sur la présence d’atypie

clinique.

Tableau 9 : Comparaison des caractéristiques générales entre les patients mutés et les

patients non mutés

MLPA négative (n = 287) MLPA positive (n = 46) Test
statistique
Sexe ratio HIF | 171/116 (1,5) 16/30 (0,5) 0,0017
ATCDs TOTAL 153/241 (63,5%) | TOTAL 31/42 (73,8%) 0,2
familiaux . . . .
puis parmi ceux avec |puis parmi ceux avec
ATCDs familiaux : ATCDs familiaux :
-1%" degré : 118/153 (77,1%) | -1° degré : 25/29 (86,2%) | 0,27
-2°™ degré : 52/153 (34%) | -2°™ degré : 10/28 (35,7%) | 0,86
-3°™ degré : 23/153 (15%) | -3°™ degré : 3/28 (10,7%) | 0,55
Nombre 1 (1) [0-8], (n = 241) 2 (1,5) [0-3], (n = 39) 0,056
d’ATCDs
familiaux
Age de début | 49,8+12,1 [9-84], (n = 284) | 43+14,6 [10-73], (n = 42) 0,0011
de la maladie
(moyenne en
années)
Origine 13/287 (4,5%) 23/46 (50%) 2,97.10%°
maghrébine
supposée
Diagnostic -MP  classique 267/287 | -MP classique 39/43 | 0,53
clinique (93%) (90,7%)
-AMS 10/287 (3,5%) -AMS 3/43 (7%) 0,27
-DCL 5/287 (1,7%) -DCL 1/43 (2,3%) 0,79
-PSP 3/287 (1%) -PSP 0/43 (0%) 0,5
-DCB 1/287 (0,3%) -DCB 0/43 (0%) 0,7
-DCL like 1/287 (0,3%) | -DCL like 0/43 (0%) 0,7

secondaire a maladie de
Gaucher
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4. Calcul des performances diagnostiques du test MLPA

Dans un premier temps, nous avons déterminé les seuils d’adge de début de la MP
pertinents pouvant étre discriminants entre les patients mutés et non mutés (Tableau
10) et comparé la présence, I'absence et le nombre d’antécédents familiaux chez les
patients mutés et non mutés (Tableau 11).

Le premier critére qui ressortait significatif entre patients mutés et non mutés était I'age
de début. Il existait une différence significative du pourcentage de patients débutant
leur SP < 40 ans (critere A, p = 0,0038), et < 45 ans (critere B, p = 0,0037) entre
patients mutés et non mutés. En effet, plus de la moitié des patients mutés (64,3%)
débutaient leur SP avant 'age de 45 ans contre 40,5% chez les patients non mutés.
Le deuxiéme critére significatif était la présence d’antécédents familiaux. La présence
de 2 antécédents familiaux ou plus de MP (particulierement avec la notion d’au moins
un ATCD au premier degré) était le plus souvent retrouvée chez les patients mutés (p
= 0,012 et p=0,0014) (Tableau 11).

Le troisiéme critére significatif était 'origine Nord-Africaine ou M+ (p = 2,97.10%).

Tableau 10 : Analyse statistique de la différence de la proportion des patients selon I’age de

début de la MP chez les patients mutés et non mutés

MLPA négative MLPA positive
Age de début de la MP p value
(en %) (en %)
Age <40 ans (A) 63/284 (22,2%) 18/42 (42,9%) 0,0038
Age <45 ans (B) 115/284 (40,5%) 27/42 (64,3%) 0,0037
Age <50 ans (C) 156/284 (54,9%) 29/42 (69%) 0,085
Age < 55 ans (D) 193/284 (68%) 32/42 (76,2%) 0,28
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Tableau 11 : Analyse statistique de la différence significative de la présence d’antécédents

familiaux de MP chez les patients mutés et non mutés

Nombre d’ATCDs

MLPA négative

MLPA positive

degré (F)

familiaux (en %) (en %) p value
0 ATCD (0) 88/241 (36,5%) 10/39 (25,6%) 0,19
1 ATCD ou + (1+) 153/241 (63,5%) 29/39 (74,4%) 0,19
2 ATCDS ou + (2+) 49/241 (20,3%) 15/39 (38,5%) 0,012
3 ATCDS ou + (3+) 23/241 (9,5%) 3/39 (7,7%) 0,71
1 ATCD ou + avec au
moins 1 ATCD de 1*' 118/241 (49%) 25/39 (64,1%) 0,079
degré (E)
2 ou + ATCDS avec au
moins 1 ATCD de 1*' 40/241 (16,6%) 15/39 (38,5%) 0,0014

Dans un deuxieme temps, nous avons combiné les différents critéres retrouves

significatifs afin de déterminer les indications les plus pertinentes. Nous avons calculé

les sensibilités, spécificités, valeurs prédictives positives (VPP) et valeurs prédictives

négatives (VPN). Les résultats sont présentés dans les tableaux 12 et 13.

La sensibilité (Se) correspondait a la probabilité d’avoir les critéres cliniques alors qu'il

existe une mutation en MLPA, la spécificité (Sp) a la probabilité de ne pas avoir les

critéres cliniques alors qu’il n'existe pas de mutation en MLPA. La VPP désignait la

probabilité d’étre muté alors que les critéres cliniques étaient remplis et la VPN la

probabilité de n’étre pas muté alors que les critéres cliniques n’étaient pas remplis.

L’objectif étant d’identifier un maximum de patients, nous avons défini les valeurs de

sensibilité et de VPN comme étant les plus intéressantes pour notre étude.
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Tableau 12 : Analyse statistique des sensibilités, spécificités, VPP et VPN chez les patients

mutés et non mutés ayant débuté la MP avant ou a I’adge de 40 ans

MLPA négative MLPA positive | Se Sp VPP | VPN

Critére clinique
(en %) (en %) (%) | (%) | (%) | (%)
Critere Aou 0 114/239 (47,7%) 22/38 (57,9%) | 57,9 | 52,3 16,2 88,7
Critére A ou 1+ 180/239 (75,3%) 33/38 (86,8%) | 86,8 | 24,7 15,5 92,2
Critére A ou 2+ 95/239 (39,7%) 27/38 (711,1%) | 71,1 | 60,3 | 221 92,9
Critére A ou 3+ 73/239 (30,5%) 19/38 (50%) | 50,0 | 69,5 | 20,7 89,7

Critére A ou 1+
183/239 (76,6%) 36/38 (94,7%) | 94,7 | 23,4 16,4 96,6

ou M+

A ou 2+ ou M+ 100/239 (41,8%) 35/38 (92,1%) | 92,1 | 58,2 25,9 97,9
A ou 3+ ou M+ 781239 (32,6%) 31/38 (81,6%) | 81,6 | 67,4 | 28,4 95,8

A ou M+ ou au
moins 1 ATCD de 155/239 (64,9%) 36/38 (94,7%) | 94,7 | 35,1 18,8 97,7

1°" degré

Tableau 13 : Analyse statistique des sensibilités, spécificités, VPP et VPN chez les patients

mutés et non mutés ayant débuté la MP avant ou a I’adge de 45 ans

Critere clinique MLPA négative | MLPA positive Se Sp VPP | VPN
(en %) (en %) (%) | (%) | (%) | (%)
Critére Bou 0 130/239 (54,4%) | 26/38 (68,4%) | 68,4 | 456 | 16,7 | 90,1
Critére B ou 1+ 205/239 (85,8%) | 36/38 (94,7%) | 94,7 | 142 | 149 | 944
Critére B ou 2+ 135/239 (56,5%) | 32/38 (84,2%) | 84,2 | 43,5 | 19,2 | 94,5
Critere B ou 3+ 114/239 (47,7%) | 27/38 (71,1%) | 71,1 52,3 | 19,1 91,9
Critére B ou 1+ ou
M+ 206/239 (86,2%) | 37/38 (97,4%) | 97,4 | 13,8 | 152 | 971
B ou 2+ ou M+ 138/239 (57,7%) | 36/38 (94,7%) | 94,7 | 42,3 | 20,7 | 98,1
B ou 3+ ou M+ 117/239 (49%) | 32/38 (84,2%) | 84,2 | 51,0 | 21,5 | 953
B ou M ou au
moins 1 ATCD de | 183/239 (76,6%) | 37/38 (97,4%) | 97,4 | 23,4 | 16,8 | 98,2

1°" degré
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La combinaison de critéres avec la meilleure sensibilité et VPN était :
— age de début <45 ans
— OU au moins un antécédent familial de premier degré

— OU une origine maghrébine.
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DISCUSSION

l. Comparaison de nos résultats avec les données de la

littérature

Nous nous sommes intéressés a comparer nos résultats avec The Movement Disorder
Society Genetic mutation database (MDSgene) présentés sur le site internet

www.mdsgene.org puis a d’autres études dans la littérature (Tableau 14). MDSgene

représente une base de données issue d’une revue systématique de la littérature
(articles écrits en anglais publiés dans des revues soumises avec comité de lecture)
de patients présentant des mouvements anormaux porteurs d’'une mutation génétique
causale reconnue. Il s’agit d’'une grande base de données, contenant plus de 1651
mutations différentes chez 6628 patients, extraites de 1250 publications différentes.

Pour plus de clarté et dans un souci de comparabilité entre nos données, nous devons
préciser que les pourcentages indiqués sur le site MDSgene et les articles
correspondants (43,51), ne prenaient pas en compte les données manquantes et
englobaient tous les patients mutés inclus dans leur calcul. Nous avons donc recalculé
les pourcentages en incluant seulement les données disponibles et en excluant les

données manquantes.

1. Comparaison de la rentabilité de la MLPA de notre cohorte avec

les études de la littérature

Nous avons comparé nos résultats par rapport aux données de la littérature
concernant la rentabilité du test MLPA chez les patients parkinsoniens. Nous devons
préciser qu'aucune autre étude publiée n’a de méthodologie de test génétique similaire

(MLPA, séquencage, panel, WES et combinaisons) rendant les comparaisons
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délicates. La rentabilité du test MLPA de notre cohorte (8,3%), était meilleure par
rapport aux données de la littérature : 1,4 % dans la grande cohorte anglaise de Tan
et al. (52), 3,5% dans la cohorte Hongroise de llles et al. (53).

L’étude de Tan et al. constitue la plus grande étude examinant la fréquence de
mutations génétiques connues de la MP (52). En effet, il s’agit d’'une étude
multicentrique d’'une grande cohorte anglaise prospective de 2005 patients, qui testait
la mutation G2019S de LRRK2 chez tous les patients, et les mutations PRKN, PINK1,
DJ1, VPS35 par séquencage et/ou séquengage d’exome entier dans certaines
conditions (présence d’age de début précoce, présence d’antécédents familiaux). Il
faut noter que I'analyse par le kit MLPA commercial n’était pas appliquée chez tous
les patients et donc les résultats sont difficilement comparables.

Lesage et al (54) ont recherché les mutations AD des genes les plus fréquents
(LRRK2, SNCA et VPS35) dans une grande cohorte multicentrique rétrospective de
1805 patients parkinsoniens frangais. 160 patients étaient porteurs d’'une mutation AD
(8,9%). Parmi eux, 136 étaient porteurs de la mutation G2019S de LRRK2 (7,6% de
la cohorte totale), 19 patients avec une mutation ponctuelle ou réarrangement de

SNCA soit 1,1% et 3 patients porteurs de la mutation Asp620Asn de VPS35 (0,16%).
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Tableau 14 : Comparaison par rapport aux données de la littérature

Origine de Anglaise Australienne Suédoise Hongroise
la cohorte Tan et al. (52) Bentley et al. (55) Puschmann et al. lliés et al. (53)
(56)
Nombre de
patients 2005 1725 2206 142
étudiés
Critéres Pas de critére d’age | Pas de critére d’age | Pas de critére d’age Age de début
d’age <50 ans
Test -MLPA ET 1% criblage : -Séquengage ciblé | -MLPA (n = 142)
génétique | séquencgage Sanger | -MLPA (n = 860) de 7 mutations -Séquencage
réalisé et/ou d’exome chez | -Séquencgage ciblé | connues dont Sanger des génes
les sujets d’age de | de 8 mutations G2019S de LRRK2 | PRKN, LRRK2 et
début < 50 ans avec | connues dont et A30OP de SNCA PINK1 (n = 142)
recherche G2019S de LRRK2 | (n =2206) -Panel de génes en
mutations PINK1 et | (n = 1295) -Digital droplet PCR | NGS (n = 40)
PRKN ) ou TagMan Copy -WES (n = 14)
-MLPA si au moins | 2°™ criblage chez Number Assay (n =
2 ATCDs familiaux | les patients négatifs | 2206), confirmé par
(n = 65), sinon avec ATCDs MLPA
recherche mutation | familiaux multiples :
G2019S de LRRK2 | -WES (18 familles)
et/ou séquencgage
d’exome
Nombre de | 29/2003 (1,4%) : 15/1725 (0,9%) : 13/2206 (0,6%) : 5/142 (3,5%) :
patients
mutés -18 LRRK2 (0,9%) -11 mutations -12 mutations -1 duplication de
(en %) -1 duplication de G2019S de LRRK2 | G2019 de LRRK2 SNCA (0,7%)
SNCA (0,05%) (0,8%) (0,5%) -4 duplications
-8 mutations AR de | -2 duplications -1 duplication de AR de PRKN
PRKN (2,6%) SNCA (0,2%) SNCA (0,5%) (2,8%)
-2 mutations AR de | -2 mutations AR de -0 mutation G2019S
PINK1 (0,7%) PRKN (0,2%) de LRRK2 (0%)
-0 mutation DJ1 -2 mutations VPS35 -0 mutation PINK1
(0%) (0,2%) (0%)
-0 mutation VPS35 | -0 mutation PINK1 -0 mutation DJ1
(0%) -0 mutation DJ1 (0%)
Rentabilité | 29/2003 (1,4%) Au mieux et avec 13/2206 (0,6%) 5/142 (3,5%)
de la des méthodes
MLPA (ou équivalentes =
techniques 15/860 (1,7%)
similaires)
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2. Comparaison des caractéristiques générales des patients de notre

cohorte avec les études de la littérature

L’age moyen du début de la maladie était plus précoce chez les patients mutés par
rapport aux patients non mutés, ce qui est concordant avec les données de la
littérature surtout pour les patients porteurs d’'une mutation AR (42)(43), les patients

PRKN représentant tout de méme 34.8% de notre cohorte mutée.

Nous avons retrouvé, de fagon inattendue, une forte prédominance du sexe féminin
chez les patients parkinsoniens mutés (sex ratio 0,5), et ce quel que soit le type de
mutation alors que nous nous serions attendu a une égalité de la fréquence entre les
sexes par rapport aux données de la littérature et du mode de transmission

autosomique (42)(57).

3. Patients LRRK2+

La fréquence de mutation LRRKZ2 dans notre cohorte était de 4,5 % (25/557), soit plus
élevée que la majorité des études de la littérature : 0% dans la population Hongroise
(mais I'age de début de la MP était entre 25 et 50 ans seulement) (53), 0,54% dans la
population suédoise (56), 0,9% dans la population anglaise (52), 0,8% dans la
population australienne (55), 2,9% dans la population européenne et 41% dans la
population maghrébine (32).

Il existait une forte prédominance maghrébine (88%) chez nos patients LRRK2+, en
concordance avec les données de la littérature (32). Dans I'étude de Lesage et al. (32)
qui étudiait une cohorte sélectionnée de 181 patients, il était retrouvé 41% de patients
maghrébins mutés, contre 61,1% mutés LRRK2 de notre population maghrébine totale

(22 patients sur 36 au total).
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Les patients LRRK2+ de notre cohorte présentaient un &dge de début de la MP d’en
moyenne 10 ans de moins par rapport aux données retrouvées par la méta analyse
de MDSgene (respectivement 48,1 ans contre 58,2 ans) (45), de 54,3 ans dans I'étude
multicentrique prospective de Tan et al. (62).

Cela peut étre d( a un biais de sélection du Centre Hospitalier Universitaire de patients
hautement sélectionnés, plus jeunes que les patients recrutés dans d’autres études.
En effet 'dge moyen de début de la MP des patients de notre cohorte (patients mutés
et lillois non mutés) était de 48,9 ans, alors que la cohorte de Tan et al. comprenait

1701 patients sur 2003 avec un age de début supérieur a 50 ans.

Nous avons retrouvé de maniére étonnante que seulement 36% de nos patients
LRRK2+ étaient des hommes, alors qu’il est usuellement retenu un sex ratio de 1 dans
la littérature (57). Finalement, ces résultats étaient comparables a ceux de MDSgene
ou les hommes représentaient seulement 41% des patients mutés lorsque sont pris
en compte les données manquantes relatives au sexe des patients (51).

Etant donnée la pénétrance incompléte des difféerentes mutations de LRRK2
conduisant a la MP, nous pouvons formuler I'hnypothése que chez les femmes, |l
pourrait exister soit d’autres génes sur le chromosome X, d’autres facteurs
environnementaux et/ou hormonaux favorisant la pénétrance de la MP par rapport aux

hommes.

Le phénotype de la MP était classique le plus souvent et similaire a celui de la MPI, en
accord avec la littérature (57)(52). Nous devons souligner tout de méme la présence
d’'une dysautonomie précoce chez 22,7% de nos patients LRRKZ2+, présente

également chez 23% des patients de la cohorte de MDSgene (29 patients sur 123
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patients renseignés, 601 données manquantes) et peu décrite dans la littérature. Cela
doit nous inciter a envisager la réalisation de test génétique a I'avenir devant cette
présentation clinique initiale chez un sujet jeune et/ou avec ATCDs familiaux. La figure
9 detaille la comparaison des signes moteurs et non moteurs chez les patients

LRRK2+ de notre cohorte et de MDSgene.
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Figure 9 : Comparaison des signes moteurs et non moteurs chez les patients LRRK2+ de notre

cohorte et de MDSgene
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4. Patients PRKN+

2,9% de notre cohorte totale (16 patients sur 557) présentait des mutations du géne
PRKN codant pour la parkine. La rentabilité était similaire a la cohorte anglaise (2,6%)
(52) mais dans I'étude de Tan et al., les mutations de PRKN n’étaient recherchées que
chez les patients avec un age de début de MP < a 50 ans. Ce résultat est également
comparable a I'étude Hongroise (2,8%) (53). En revanche, d’autres études de
populations ne retrouvaient pas ou trés peu de mutation PRKN : I'étude suédoise et

I'étude australienne (55,56).

L’age de début moyen de la MP était précoce a 30,5 ans, similaire aux données de la
littérature (42,43,52), avec un age de début beaucoup plus précoce que dans la MPI.
Nous devons attirer I'attention sur la présence d’'un age de début de la MP précoce
inférieur a 40 ans chez 14 de nos patients sur les 16 mutés (87,5%), ce qui corrobore
les conclusions de MDSgene recommandant la recherche de mutations PRKN chez
les patients ayant débuté la MP avant 'dge de 40 ans (43). Un DAT scan® était réalisé
chez 84,6% des patients de notre cohorte dans le diagnostic positif de la MP. Il a été
nécessaire d’utiliser plus frequemment le DAT scan® pour poser le diagnostic de MP
en aide diagnostique, probablement en raison de I'age jeune du début de la MP (début
de la maladie notamment a 10 ans chez une patiente) et de la présentation clinique
pouvant étre frustre et atypique avec une dystonie pouvant rester isolée (signe
révélateur de la MP chez 46,2% de nos patients) pendant de nombreuses années (42).
Nous pouvons citer I'exemple assez frappant d’une patiente suivie a Lille ayant
développé une dystonie isolée du membre inférieur a 'dge de 11 ans, et qui s’est vue

diagnostiquer la MP a I'age de 32 ans, soit un délai diagnostique de 21 ans.
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Le délai diagnostique était allongé par rapport aux autres mutations et aux patients
ayant une MPI pour les raisons énonceées ci-dessus.

Ce constat est important et doit amener le neurologue a rechercher un SP
potentiellement génétique chez les sujets présentant une dystonie isolée des membres
inférieurs, d’autant plus en présence d’antécédents familiaux évocateurs d’'un mode

de transmission AR.

L’anxiété était présente de fagon beaucoup plus importante (90%) chez nos patients,
que chez les patients MDS (62,2%) (43). Cela peut s’expliquer par le grand nombre
de données manquantes dans la plupart des études concernant 'anxiété, notamment
MDSgene (95% de données manquantes) et rendant cette donnée difficilement

comparable.

Nous pouvons souligner que 20% de nos patients présentaient un syndrome
pyramidal, contre 33% des patients MDS qui présentaient des symptdmes atypiques
(dont le syndrome pyramidal). 2 patients de notre cohorte sur 13 (15,4%) ont présenté
étonnamment une paraparésie spastique comme présentation clinique initiale avant
'apparition du SP survenu plus tardivement. Dans la littérature, il est souvent
mentionné une hyperréflexie (41,42) dans les caractéristiques cliniques dans la

littérature et également sur le site www.omim.org.

Cependant, les études portant sur la présence d’un syndrome pyramidal sont trés
rares. En effet, sur 958 patients PRKN+ rapportés de la littérature dans MDSgene, il

n’y avait aucune information sur leur présence ou non.
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Cela doit inciter a I'avenir a approfondir les données sur les signes associés au SP
chez les patients PRKN dans les études de corrélations génotype-phénotype afin de

confirmer ou d’infirmer nos recherches.

Enfin, un seul patient muté PRKN présentait des troubles cognitifs dans notre cohorte

(6%), contre 20% dans MDS. Cela est corroboré par les données de la littérature avec

I'absence de démence chez la plupart des patients (42).

La figure 10 détaille la comparaison des signes moteurs et non moteurs chez les

patients PRKN+ de notre cohorte et de MDSgene.
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Figure 10 : Comparaison des signes moteurs et non moteurs chez les patients PRKN+ de notre
cohorte et de MDSgene
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5. Patients SNCA+

0,9% des patients de la cohorte étaient porteurs d’'une mutation du géne SNCA ce qui
est assez similaire a I'étude hongroise a 0,7% (53). Les autres études avaient des
proportions moindres: 0,05% des patients des cohortes anglaise et suédoise (52)(56),

0,2% dans I'étude australienne (55).

L’age de début moyen de la MP était de 58,9 ans, soit un age de début classique
comparé a la MPI, alors que la plupart des études rapportaient un dge de début plus
précoce (age de début de 48 ans en moyenne) dans I'étude des duplications

hétérozygotes de SNCA chez 44 patients provenant du monde entier (58).

La forte prévalence de troubles cognitifs (100%) chez nos patients apparaissant de
maniére précoce est en accord avec MDSgene (70,2% des patients).

La prépondérance de syndromes parkinsoniens atypiques dans notre cohorte (60%)
était comparable aux données de MDSgene (82,9%). Enfin, la dysautonomie précoce
(80% dans notre cohorte) était également présente chez plus de la moitié des patients
MDSgene.

Konno et al. (58) rapportaient également la présence non négligeable de patients
porteurs d’'un phénotype clinique de SP plus (AMS et surtout DCL) et la présence de
troubles cognitifs chez leurs patients dupliqués.

Cependant, il faut noter que les patients MDSgene mutés pour le gene SNCA
présentaient de nombreuses mutations (dont les triplications), s’opposant aux

patientes SNCA+ (toutes dupliquées), rendant la comparaison difficile.

72



Aucune triplication n’a été détectée dans notre cohorte, c’est la raison pour laquelle il
a éeté impossible d’évaluer I'effet de dosage génique décrit dans la littérature avec une

sevérité clinique corrélée au nombre de copies (29).

Au total, nos résultats font pencher la balance plutét pour un phénotype plus sévére

avec des troubles cognitifs précoces et de plus fréquents syndromes parkinsoniens

atypiques en cas de mutation du géne SNCA, méme en cas de duplication.

6. Autres mutations

Aucune autre mutation dans un autre géne n’a été retrouvée. L'étude anglaise
retrouvait 0,7% de mutations PINK1 dans sa cohorte de 302 patients avec age de
début précoce. L’étude australienne retrouvait en revanche 2,1% de patients porteurs
d’'une mutation VPS35 non testée dans notre cohorte. Enfin, il faut noter que ces
mutations ont nécessité l'utilisation d’autres tests génétique (Séquengage Sanger ou

NGS) qui ne fait pas I'objet de cette étude.

Il. R6le de I’hétérozygotie du géne PRKN comme facteur de

risque de la MP

Dans notre cohorte, nous avons identifié 3 patients parkinsoniens avec une mutation
hétérozygote simple du gene PRKN (soit 0,5% de la cohorte totale). Nous pouvons
noter que parmi ces 3 patients, une patiente avec une MP de début précoce et une
dystonie des membres inférieurs présentait une grande délétion hétérozygote isolée

des exons 5 a 7 et dont nous suspectons fortement la présence de 2 délétions proches
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sur 2 alléles différents mais non confirmée en Sanger. Ne disposant pas des analyses

familiales pour confirmer notre hypothése, nous I'avons exclue de I'étude.

Une mutation hétérozygote de PRKN est détectée chez 5 a 10% des patients avec
une MP sporadique d’age de début précoce dans la plupart des données de la

littérature. Son imputabilité n’est pas claire dans la MP a I'heure actuelle (15)(51)(52).

De nombreuses études ont suggéré que des mutations hétérozygotes de PRKN
étaient considérées comme des facteurs de risque génétique de la MP (53). En effet,
de nombreux chercheurs considerent que les réarrangements hétérozygotes des
exons de PRKN comme des mutations AD avec faible pénétrance (59) ou d’autres
études comme un facteur de risque de MP.

Klein et al. (60) rapportaient plusieurs arguments en faveur de leur rbéle dans le
développement de la MP devant une fréquence plus élevée chez les patients malades
par rapport aux patients hétérozygotes sains.

Il est suggéré que la mutation hétérozygote conduirait a des désordres infracliniques
dans le métabolisme de la dopamine au niveau du striatum (59).

Dans I'étude de Shulkaya et al. (59), 7% des patients avec une MP sporadique
présentaient une mutation hétérozygote de PRKN (délétion ou duplication
hétérozygote pouvant affecter un simple exon ou tout un groupe d’exons) sans
mutation ponctuelle associée. Par contre, ces mutations du géne PRKN étaient
extrémement rare dans les populations contréles (0 a 1,09%), suggérant leur réle

important dans la pathogénése de la MP.
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lll. Impact thérapeutique de l’'identification d’une mutation

en MLPA pour le patient : vers I’émergence de la thérapie

ciblée anti LRRK2

Sur les vingt dernieres années, l'identification de mutations génétiques a eu un réel
impact sur la compréhension de la physiopathologie de la MP et une meilleure
définition des phénotypes cliniques (50). Le réle émergent des facteurs génétiques a
d’'importantes implications dans la pratique clinique et le conseil génétique.

A I'neure actuelle, il n’existe aucun traitement capable de stopper ou de réduire la
progression de la MP.

La découverte de mutations génétiques de LRRKZ2 a non seulement eu un impact sur
la prédiction de I'histoire naturelle de la MP mais surtout sur le plan thérapeutique avec
la possibilité de découverte de thérapies ciblées. La clinique similaire des patients
LRKK2+, par rapport aux patients avec une MP idiopathique, pose aussi la question
de limplication de LRRK2 dans des voies communes de la MP et donc améne la
question de leur possible efficacité sur la MP1 (61).

En 2009, Covy et Giasson et al. (62) ont étudié 120 inhibiteurs de tyrosine kinase chez
des patients LRRK2+, 5 d’entre eux étaient des candidats favorables mais des
obstacles de taille n'ont pas permis leur application clinique.

En effet, la premiére génération regroupait de larges inhibiteurs qui n’étaient pas
sélectifs de LRRKZ2 et donc porteurs d’effets secondaires non négligeables. Certains
de ces inhibiteurs ne passaient pas la barriere hémato encéphalique (63).
D’importants progrés sur les derniéres années ont permis d’obtenir des inhibiteurs de
deuxiéme génération sélectifs et puissants. Ces traitements sont dans les derniers

stades de la phase préclinique et une étude a terminé la phase 1 de I'essai clinique
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chez les volontaires sains (31). Les résultats sont prometteurs concernant leur
efficacité sur la MP et sur I'atténuation de la neurodégénerescence dopaminergique
chez les rats sauvages et mutés LRKK2 (64). Cette notion est d’autant plus importante
pour le futur avec une possible implication majeure de la génétique avec la possibilité
de traiter des porteurs asymptomatiques pour retarder ou empécher le début de la

neurodégeénerescence (63).

Cependant, la principale limite de cette thérapie ciblée est celle des effets secondaires.
LRRK?Z2 est fortement exprimée dans d’autres tissus, notamment dans les reins et au
niveau du poumon. On constate ainsi chez les patients traités par ces inhibiteurs une
sensibilité accrue aux maladies inflammatoires de I'intestin et une susceptibilité aux
infections (63). Les travaux futurs devront étre orientés vers le développement de
molécules avec une efficacité démontrée et une sécurité maximale dans les modéles

animaux afin de passer aux stades de recherche clinique.

IV. Points forts de notre étude

Notre étude était multicentrique avec un recrutement de patients issus de la France
entiére et donc permettant une généralisation de nos résultats a la population
francaise.

Il s’agissait d’'une cohorte de taille importante au vu de la sélection en amont des
patients (n = 574) ayant permis d’obtenir une bonne puissance de notre étude.

Il s’agissait également d’'une inclusion comprenant essentiellement des patients avec
un age de début précoce (+/- des ATCDs familiaux) ou tardif avec des ATCDs

familiaux. Cela nous différencie des études antérieures portant sur des cohortes de
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MP sans sélection (52,56,57), ou ne se focalisaient que sur les patients parkinsoniens
avec un age de début précoce (53).

La rentabilité de notre test était bonne (8,3%) et plus élevée que la plupart des autres
études, comme décrit précédemment. Les points forts de notre étude étaient,
notamment par rapport a d’autres études, la recherche de mutations combinées chez
tous les patients via le kit MLPA, quel que soit le mode de transmission prévisible selon
I'arbre généalogique et 'dge de début de la maladie. En effet, certaines études ne se
contentaient de la recherche de mutations AR par exemple que chez les patients avec
un age de début jeune et le kit MLPA n’était pas proposé chez tous les patients de la
cohorte étudiée (20,52,53). Cependant, des mutations PRKN ont été identifiées chez
des patients avec un age de début tardif (65).

Nous pouvons également émettre 'hypothése que la sélection de nos patients en
amont de la réalisation de l'analyse génétique était meilleure que dans les autres
études. En effet, la majorité des patients de notre cohorte présentaient des
antécédents familiaux, 'age de début de la MP était en moyenne plus jeune que les
études de la littérature. Cela suggére qu’une sélection satisfaisante des patients

parkinsoniens permet une bonne rentabilité de ce test et un bon rapport bénéfice/coit.

Un autre point fort de notre étude était la vérification des diagnostics de SP chez les
patients mutés et non mutés lillois. En effet, 53 patients sur 340 lillois négatifs (soit
15,6%) n’avaient pas de SP dégénératif. De maniére comparable, nous pourrions
imaginer que parmi les 157 patients non lillois non analysés, certains n’avaient pas de
MP.

Nous pouvons donc supposer raisonnablement que la rentabilité du kit MLPA serait

en réalité meilleure que celle retrouvée, si ce test était appliqué seulement chez les
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patients parkinsoniens, avec une sélection au préalable avant 'analyse génétique

(rentabilité meilleure de 9,5% chez notre cohorte lilloise vérifiée).

Notre étude a permis d’établir des relations génotype-phénotype chez les patients
LRRK2+ et PRKN+, globalement en accord avec les données de la littérature.

Nous pouvons mettre en avant des points forts de nos données cliniques de notre
étude par rapport aux données de MDSgene :

— Les caractéristiques démographiques générales des patients mutés et non
mutés lillois (& savoir le sexe, I'age de début de la maladie) de notre étude
comportaient peu de données manquantes (0% pour le sexe et 2% pour I'dge
de début), en opposition avec MDSgene (51).

— Nos patients mutés inclus dans I'étude étaient tous parkinsoniens, sauf 3
patients dont il était impossible de certifier s’ils étaient véritablement
parkinsoniens (absence d’'informations cliniques), soit 93,5%. A l'inverse, nous
pouvons citer 'absence de données concernant I'akinésie, critére obligatoire
dans le diagnostic de MP, chez 50% des patients PRKN+ de MDSgene (43).

— Les descriptions cliniques de nos patients ont pu étre vérifiées par analyse des
dossiers avec peu de données manquantes concernant les signes non moteurs,
permettant d’obtenir des résultats fiables concernant le phénotype non moteur,
peu étudié dans les nombreuses études avec des données manquantes allant
de 45 a 100% selon les cas (66).

— L’apparition de signes non moteurs, pouvant étre présents dans [I'histoire
évolutive chez tout parkinsonien, tels que les signes dysautonomiques, les
troubles axiaux ont été comptabilisés seulement en cas d’apparition précoce

(inférieure a 5 ans suivant le début de la MP) dans notre cohorte. A contrario,
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MDSgene, et donc la plupart des études, les classait seulement en présents ou
absents. Or ces atteintes peuvent apparaitre tardivement avec I'évolution de la
maladie. De ce fait, il était impossible d’établir de corrélations entre la présence
de ces signes non moteurs et le génotype du patient.

— Enfin, la présence de signes pyramidaux, notamment chez les patients PRKN+,
était étudiée chez 94% de nos patients, contre seulement 10% des patients de
MDSgene.

Les points forts du test MLPA étaient notamment son coat raisonnable (470 euros),
par rapport aux autres analyses de génétique, sa facilité et la rapidité dans I'obtention
des résultats (environ 2 mois). Son application est notamment trés intéressante dans
I'identification avec une bonne rentabilité des multiplications et délétions d’exons qui
peuvent passer inapergus en NGS ce qui justifie la stratégie lilloise de commencer par

la MLPA avant le NGS.

V. Limites

1. Limites de notre étude

1.1. Limites dans le recueil des données

Notre étude étant rétrospective, 'ensemble du recueil des données était récupéré a
'aide de I'étude approfondie des dossiers, a posteriori, pouvant générer plusieurs
limites.

En effet, certaines données n’étaient pas colligées dans les dossiers et n'ont pas pu
étre récupérées. Par exemple, les informations concernant I'évaluation cognitive,
comme par exemple MMS, MoCA et BREF n’étaient pas toujours renseignées ou

étaient évalués a des moments différents dans I'histoire naturelle de la MP entre les
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différents patients. Nous n’avons pas pu effectuer d’analyse concernant ce critére pour
ces raisons.

Concernant les patients mutés, aucune information n'a pu étre récupérée chez 3
patients (provenant de Fleurus et Besangon). Concernant les patients non mutés,
seules les données des patients lillois ont été analysées. 157 patients non mutés

étaient non lillois et n'ont donc pas été analysés.

En raison des lois frangaises et de I'interdiction des fichiers de données sur I'origine
ethnique ou religieuse, nous avons essayé de relever l'origine géographique des
patients et notamment I'origine maghrébine. De ce fait il y a pu y avoir des erreurs
dans le classement sur 'origine maghrébine supposeée.

Aucune information sur la religion n’a donc pu étre récupérée, ce qui aurait pu étre
particulierement intéressant, dans le contexte de forte prévalence de la mutation
G2019S chez les juifs ashkénazes estimé a 18,3% selon Ozelius et al. en 2016 et 28%
en cas d’antécédents familiaux (33).

De méme, le diagnostic de la MP n’a pas toujours été respecté et un certain nombre
de patients étaient testés alors qu'ils ne présentaient en réalité pas de MP.

Le diagnostic de MP peut évoluer avec le temps, d’ou la nécessité d’'un suivi prolongé
et de la délivrance d’informations nécessaires au centre de biologie avant la réalisation

d’analyses plus poussées en panel voire en WES.

1.2. Biais de sélection

L’ensemble des patients inclus dans I'étude étaient dans la majorité suivis dans un

CHRU en France (dont la plupart a Lille) et donc dans un centre tertiaire, cela peut
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constituer un biais de sélection, notamment des patients plus jeunes (age de début

moyen inférieur a 50 ans).

1.3. Manque de puissance concernant les patients SNCA+

Le nombre de patients mutés pour SNCA étant trop faible, ils n’ont pas pu faire I'objet
de tests statistiques et étre comparés aux autres mutations (PRKN et LRRKZ2). Nous
n’avons donc pas pu valider de corrélations génotype-phénotype chez ces patients.

De méme, 'absence de mutation retrouvée pour PINK1/DJ1 ne nous a pas permis

d’établir des relations génotype-phénotype.

2. Limites de la MLPA

2.1. Limites de la technique : faux négatifs et faux positifs

Il s’agit d’'une méthode semi quantitative et relative et elle présente donc des limites.
L’ensemble des limites de la technique peuvent étre retrouvés sur le site internet

www.mrcholland.com.

La technique MLPA présente des limites sur le plan méthodologique ne permettant
pas d’identifier certaines mutations (faux négatifs) :

- la plupart des mutations ponctuelles ne seront pas détectées par la MLPA

- elle ne détectera aucune délétion ou duplication se trouvant en dehors de la
séquence cible des sondes et ne détectera pas les inversions ou les translocations

neutres du nombre de copies.

A l'inverse, certaines situations (changements dans la séquence cible ou a proximite,

contaminations...) sont capables de générer des faux positifs, ce qui justifie que les
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anomalies détectées par la MLPA soient confirmées par une autre méthode

indépendante (QPCR, southern blot, CGH-array, séquengage Sanger etc...).

2.2. Interprétation des résultats possiblement complexe

L’interprétation des résultats n’est pas toujours aisée. Ci-dessous sont présentées
plusieurs situations difficiles a interpréter :

— En cas de 4 copies au lieu de 2 attendues (individu non muté) : cette technique
ne permet pas de faire la distinction entre une triplication hétérozygote et une
duplication homozygote (dans ces 2 cas il existe 4 copies au lieu de 2
attendues).

— En cas de délétion sur plusieurs exons, il n’est pas possible de distinguer si les
exons délétés sont sur le méme alléle (mutation hétérozygote) ou sur les 2
alléles (hétérozygote composite) (67). En effet, nous pourrons citer 'exemple
d’'une patiente de notre cohorte qui présentait une grande délétion hétérozygote
isolée des exons 5 a 7 de PRKN et qui a été exclue de I'étude.

— Toutes les anomalies retrouvées en MLPA ne sont pas forcément pathogenes,

et par conséquent toute anomalie détectée devra étre interprétée prudemment.

Ces limites techniques peuvent étre réduites avec une enquéte familiale plus poussée

et la confirmation par une seconde technique (67), ce qui est réalisé au CHU de Lille.

2.3. Limites sur la constitution du kit

Enfin, nous pouvons nous interroger sur la constitution et la pertinence des mutations
recherchées dans le kit. En effet, il s’agit d’'un kit commercial associant certaines

mutations, ne pouvant pas étre modifié et donc cela constitue un biais. En effet, le kit
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ne recherche que la mutation G2019S de LRRK2, certes la plus fréquente, et ne prend
pas en compte d’autres mutations connues, notamment la mutation R1441C. En effet,
cela n'est pas étonnant pour autant, car la plupart des études ne recherchent que la
mutation G2019S (68) et il est en effet difficile d’estimer leur réle. Néanmoins, une

étude Belge retrouvait 1,9% de patients parkinsoniens mutés R1441C de LRRKZ2 (69).

De facon plus étonnante, la seule mutation ponctuelle de SNCA recherchée en MLPA
était 'A30P. Il est admis que la mutation AS3T est la plus fréquente (3). Il serait

intéressant a I'avenir de la rechercher.
Le kit ne recherche pas de mutation GBA, certes seulement un facteur de risque de
MP reconnu, mais intéressant a rechercher a I'avenir car il constituerait le principal

prédicteur de déclin cognitif de la MP (3).

Finalement, nous pouvons nous interroger sur la présence dans le kit de la recherche

de mutations de la MP dont leur rble causal reste a définir (UCHL1, GCH1, ATP13A2).

3. Complexité de la génétique dans la MP

3.1. Que proposer aux patients négatifs apres kit MLPA

Chez de nombreux patients atteints de MP avec notamment des antécédents
familiaux, aucune anomalie génétique n’est détectée. Dans notre cohorte lilloise
négative, nous pouvons noter que 63,5% des patients rapportaient des antécédents
familiaux de MP et que parmi eux 77,1% étaient de premier degre.

Devant ces patients évocateurs d’une forme génétique de MP sans mutation retrouvée

via le kit MLPA nous pouvons nous interroger sur l'intérét d’élargir chez eux la
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recherchne de mutations génétiques par dautres méthodes génétiques

complémentaires.

En effet, concernant notre étude, certains patients négatifs en MLPA sélectionnés
(notamment multiples antécédents familiaux, &ge de début de la maladie jeune) ont
bénéficié d’'un séquengage de nouvelle génération ayant permis de mettre en évidence
3 patients issus de la méme famille mutés pour PRKN, mais également 3 patients
issus également de la méme famille, portant tous les 3 une variation de signification

indéterminée pour LRRK?2.

3.2. Next-Generation Sequencing (NGS)

Les techniques de NGS sont de plus en plus utilisées dans certains contextes cliniques
(70), en particulier dans les cas de présentations cliniques inhabituelles et en cas
d’antécédent familiaux. lls ont permis de nombreuses associations nouvelles entre
différents génes et la MP. Des études sur I'efficacité du NGS dans le diagnostic des
troubles du mouvement ont rapporté un rendement diagnostique allant jusqu’a 10,1%
pour la forme familiale et 15,7% pour la MP a début précoce (70).

La compréhension accrue des mécanismes physiopathologiques pourrait permettre
d’augmenter les chances d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques a
chaque forme génétique sous-jacente.

Elles permettront a I'avenir d’identifier des variants rares dans des génes pour le
moment inconnus dans la MP et permettre ainsi de mieux appréhender les
mécanismes physiopathologiques, élargir le spectre phénotypique mais conduisant a
un grand nombre de variants de rble indéterminé (genes CHCHDZ2, EIF4G1 etc..),

posant un défi majeur dans le conseil génétique (50).
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3.3. Variabilité phénotypique

Les corrélations génotype-phénotype permettront aux patients mutés de mieux
connaitre I'évolution de leur maladie, et aux médecins de suspecter une mutation
précise (70) en fonction du phénotype clinique du patient. Cependant, il ne faut pas
oublier qu’'un méme phénotype peut étre causé par différentes mutations (comme par
exemple les patients mutés PRKN ou PINK1) et que la méme mutation peut conduire
a différents phénotypes (50).

Nous pouvons citer I'exemple frappant d’'une de nos familles LRKK2+ qui était
composeée d’un fils porteur du phénotype AMS et dont la mere était atteinte d’'une forme
classique de MP. Un autre exemple consiste en une de nos familles SNCA+ qui était
composeée d’une tante qui présentait un phénotype de type AMS et de sa niece avec
une MP. Il existe donc des variations phénotypiques inter et intra familiales a prendre

compte.

VI. Sélection des critéres d’indication du test

Dans la pratique courante en ce qui concerne le dépistage, il s’agit avant tout pour un
test d’avoir une bonne sensibilité afin de détecter un maximum de malades et donc
d’éviter un test négatif chez des malades authentiques (peu de faux négatifs). De
méme, la VPN est particulierement intéressante pour écarter raisonnablement la

possibilité d’'une mutation en I'absence de critere de sélection clinique.

Le test MLPA constitue donc un excellent moyen de dépistage chez ces patients
préalablement sélectionnés puisqu’il répond aux qualités nécessaires a un test de
dépistage dans la vie courante : simplicité, fiabilité, reproductibilité, acceptabilité (peu

invasif) et relativement peu colteux par rapport au nombre d’analyses réalisées.
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Cependant, nous devons tout de méme nuancer nos résultats. Une patiente de notre
cohorte mutée présentait 2 mutations du géne PRKN alors qu’elle avait débuté sa MP
a I'age de 56 ans, qu’elle n'avait pas d’antécédent familial de MP et qu’elle était
d’origine caucasienne. Cette patiente ne présentait donc pas les critéres cliniques que

nous avons établis et qui sont donc imparfaits.

Les critéres que nous établissons avec cette étude devraient permettre de mieux cibler
les patients qui doivent étre testés et de réduire sensiblement les prescriptions

inadaptées de ce test de génétique.

Par ailleurs, en raison de la variabilité phénotypique retrouvant des patients avec des
phénotypes mimant des SP plus (DCL et AMS chez les patients SNCA et LRRK?2), il
nous parait opportun d’étendre par ailleurs les indications des tests génétiques aux

rares formes familiales de syndromes parkinsoniens plus.
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CONCLUSION

Nous avons démontré que la stratégie de premiere ligne du CHU de Lille était rentable.
Nos corrélations phénotype-génotype sont celles retrouvées dans la littérature mais
avec certaines particularités. Nous avons pu définir des phénotypes particuliers dans
notre étude : la dysautonomie précoce chez les patients LRRK2+, la présence d'un
phénotype clinique plus sévére avec une prépondérance de troubles cognitifs chez les
patients présentant une duplication du géne SNCA et la présence d’'un syndrome

pyramidal comme signe de début chez certains patients PRKN+.

Nous proposons les critéres diagnostiques suivants pour la réalisation d’'un test MLPA
chez les patients parkinsoniens :

— en cas d’age de début la MP inférieur ou égal a 45 ans

— OU en cas d’antécédents familiaux (dont au moins un de 1er degre)

— OU en cas d’'origine maghrébine
Nous proposons d’élargir la recherche d’'une mutation via le kit MLPA chez les patients
présentant un SP atypique (ou une MP avec présence de drapeaux rouges) avec des
antécédents familiaux au vue des phénotypes atypiques présentés par certains

patients mutés.

Cependant, dans certaines situations complexes (notamment en cas de multiples
antécédents familiaux, d’dge de début précoce de la MP, de phénotype clinique
particulier) auxquelles le clinicien doit étre attentif en cas d’absence de mutation
retrouvée en MLPA, il faudra discuter d’'une analyse plus poussée et complémentaire
par NGS. En effet, une réunion de concertation pluridisciplinaire « Parkinson et

syndrome parkinsonien génétique » a été créée a Lille dans le but de discussions
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meédico-biologiques de dossiers avant la réalisation d’analyses génétiques plus

poussées et colteuses.
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ANNEXE

Critéres diagnostiques cliniques de MP selon Postuma et al, MDS, 2015 (5)

Le critére essentiel obligatoire : Présence d’'un syndrome parkinsonien qui est défini
par une bradykinésie associée soit a un tremblement de repos ou soit a une rigiditeé.

Diagnostic cliniquement établi de MP :
1. présence obligatoire d’'un syndrome parkinsonien
2. absence de tous les critéres d'exclusion absolue
3. présence d’au moins 2 critéres de support
4. absence de drapeaux rouges.

Diagnostic clinique de MP probable :
1. présence obligatoire d’'un syndrome parkinsonien
2. absence de tous les critéres d'exclusion absolue
3. présence de drapeaux rouges contrebalancés par des criteres de soutien :
— Si 1 drapeau rouge est présent, il doit y avoir également au moins 1
critére de soutien
— Si 2 drapeaux rouges sont présents, il doit y avoir également au moins 2
critéres de soutien
— Pas plus de 2 drapeaux rouges ne sont tolérés.

Critéres de soutien :

1. Réponse claire et bénéfice spectaculaire au traitement dopaminergique.
Durant l'initiation du traitement, le patient retourne a un niveau normal ou
proche de la normale du fonctionnement. En I'absence de documentation claire
de la réponse initiale, la réponse peut étre classée comme :

a) Amélioration marquée avec de fortes doses ou une aggravation marquée
avec la diminution de dose. Ceci doit étre documenté objectivement
(>30% UPDRS Il avec le changement de traitement), ou subjectivement
(histoire documentée clairement des changements marqués par un
patient ou un soignant fiable).

b) Présence de fluctuations ON/OFF sans équivoque et marquées, qui
doivent avoir a un moment donné une atténuation prévisible de fin de
dose.

2. Présence de dyskinésies induites a L-dopa

3. Tremblement de repos d’'un membre, documenté lors de I'examen clinique
(antérieur ou actuel).

4. La présence d’'une perte olfactive : anosmie ou d’'une dénervation sympathique
cardiaque a la scintigraphie au métaiodobenzylguanidine (MIBG).

Criteres d’exclusion absolue : la présence de I'un de ces critéres exclut le diagnostic
de MP :
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Présence d’anomalies cérébelleuses non équivoques, telles qu'une démarche
cérebelleuse, une ataxie des membres ou des anomalies oculomotrices du
cervelet

Paralysie du regard supranucléaire vertical vers le bas ou ralentissement
sélectif des saccades verticales vers le bas

Diagnostic de dégénérescence lobaire fronto temporale ou de [l'aphasie
primaire progressive, selon les criteres diagnostiques apparaissant au cours
des 5 premiéres années de la maladie

Caracteéristiques parkinsoniennes limitées aux membres inférieurs pendant plus
de 3 ans

Traitement par un antagoniste des récepteurs dopaminergiques ou un agent
diminuant la dopamine a une dose et a un délai compatible avec un SP d’origine
médicamenteuse

Absence de réponse observable a forte dose de L-dopa (> 600 mg/jour) malgré
une sévérité modérée de la maladie

Perte sensorielle corticale sans équivoque (graphesthésie, stéréognosie avec
des modalités sensorielles primaires intactes), une apraxie idéomotrice claire
des membres ou une aphasie progressive

Neuro imagerie fonctionnelle normale du systéme dopaminergique pré
synaptique

Documentation d’'une affection alternative connue donnant un SP plus probable
que la MP, sur la base d’une évaluation diagnostique compléte.

Drapeaux rouges :

1.

2.

Progression rapide des troubles de la marche nécessitant l'utilisation réguliére

d’un fauteuil roulant dans les 5 ans suivant le début de la maladie

Absence compléte de progression des symptémes ou signes moteurs sur 5

ans ou plus, sauf si la stabilité est liée au traitement

Dysfonctionnement bulbaire précoce au cours des 5 premiéres années de la

maladie : dysphonie sévere ou dysarthrie (discours inintelligible la plupart du

temps) ou dysphagie sévére (nécessitant des aliments mixés, une sonde

nasogastrique ou une alimentation par gastrostomie)

Dysfonctionnement respiratoire inspiratoire : stridor inspiratoire diurne ou

nocturne ou soupirs inspiratoires fréquents.

Dysautonomie sévere au cours des 5 premieres années. Cela peut inclure :

a) hypotension orthostatique dans les 3 minutes suivant le lever : perte
d’au moins 30 mmHg de systolique ou 15 mmHg de diastolique, en
'absence de déshydratation, de médicaments ou d’autres maladies
pouvant expliquer de maniére plausible un dysfonctionnement
autonome, ou
b) rétention urinaire sévere ou incontinence urinaire au cours des 5

premiéres années de la maladie (a I'exclusion de I'incontinence a I'effort
de longue date ou de faible quantité chez la femme), qui n'est pas
simplement fonctionnelle. Chez I'homme, la rétention urinaire ne doit
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6.

7.

pas étre attribuable a une maladie de la prostate et doit étre associée a
une dysfonction érectile.
Chutes récurrentes (>1/an) en raison d’un trouble de I'équilibre dans les 3 ans
suivant le début de la MP.
Antérocollis disproportionné (dystonique) ou contractures de la main ou des
pieds dans les 10 premiéres années.
Absence de I'une des caractéristiques non motrices courantes de la maladie
malgré une durée de la maladie de 5 ans. Ceux-ci incluent des troubles du
sommeil (insomnie du maintien de I'éveil, somnolence diurne excessive,
troubles du comportement en sommeil paradoxal), dysfonctionnement
autonome (constipation, urgence urinaire diurne, symptémes d’hypotension
orthostatique), hyposmie, troubles psychiatriques (dépression, anxiété,
hallucinations).
Signes inexpliqués du tractus pyramidal, définis comme une faiblesse
pyramidale ou une hyperréflexie pathologique évidente (a I'exception d’'une
légére asymétrie des réflexes et d’'une réponse plantaire en extension isolée)

10.Parkinsonisme symétrique bilatéral. Le patient ou le soignant signale une

apparition bilatérale des symptdbmes sans prédominance secondaire, et
aucune prédominance secondaire n’est observée a I'examen objectif.
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