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Résumé

Le géne GDF5 est principalement exprimé au niveau des articulations durant la
période embryonnaire. Il est connu pour étre responsable de différentes pathologies
osseuses selon son mécanisme d’altération : brachydactylie en cas de perte de
fonction mono-allélique ; symphalangisme et synostoses multiples en cas de gain de
fonction hétérozygote ; syndrome de Grebe, syndrome de Du Pan et syndrome de
Hunter-Thompson en cas de perte de fonction bi-allélique ; susceptibilité a I'arthrose
et dysplasie de hanche en présence de polymorphismes au sein de son promoteur.

Par les nombreux phénotypes auxquels il est associé, GDF5 illustre bien les difficultés
d’interprétation des variations identifiées par les nouvelles techniques de séquencage.
L’objectif principal de ce travail est la mise en évidence de corrélations génotype
phénotype en lien avec des altérations de GDF5. Les objectifs secondaires sont la
mise en évidence de phénotypes peu connus ainsi que la description précise des
différentes atteintes. Nous avons étudié au sein du centre de référence des anomalies
des membres de Lille une cohorte de 79 patients porteurs d’'une variation pathogéne
du géne GDF5. Il s’agit d’'une étude multicentrique internationale rétrospective basée
sur les données cliniques et moléculaires de patients étudiés depuis 2000. Cette étude
a mis en évidence que la clinodactylie du 2™ rayon est significativement plus
fréquente chez les patients de notre cohorte comparativement a ceux décrits dans la
littérature jusqu’a présent. Le manque de puissance de notre échantillon de patients
n‘a pas permis de mettre en évidence d’autres différences statistiguement
significatives. Cependant, nous remarquons certaines atteintes qui semblent avoir une
fréguence plus importante dans notre cohorte par rapport a la littérature, notamment

I'atteinte dentaire, I'atteinte des hanches et I'hyperlaxité.



Introduction

Les anomalies du développement des membres représentent environ 4% des
malformations congénitales soit 1 naissance sur 700. Leurs étiologies sont trés
diverses et peuvent étre liees a des maladies génétiques, des pathologies vasculaires,
des causes mécaniques ou des molécules tératogenes. L’utilisation récente des
capacités d’étude du génome par les techniques de séquengage haut débit a permis
d’améliorer les perspectives en matiére de diagnostic étiologique dans les
malformations congénitales. Ainsi, de nouvelles pathologies génétiques ont été
décrites sur le plan clinique et moléculaire permettant de mieux cerner les processus
a l'origine du développement des membres. Ces avancées ont grandement modifié
les classifications des différentes pathologies qui étaient initialement basées sur les
aspects cliniques mais qui tendent de plus en plus a intégrer I'aspect moléculaire. De
nombreuses classifications ont été réalisées en tenant compte des aspects cliniques,
radiologiques et moléculaire des anomalies des membres. On peut, par exemple,
classer les malformations des membres en 4 sous-types : les défauts de formation ou
anomalies déficitaires, les défauts de différenciation ou anomalies de séparation, les
duplications ou structures surnuméraires et les brachydactylies. Les futurs enjeux de
la génétique clinique vont consister en une description phénotypique précise afin de
pouvoir orienter correctement l'interprétation des examens de biologie moléculaire. I
est pour cela nécessaire d’obtenir des cohortes de patients de taille suffisante dans
des centres de référence afin d’observer les différentes manifestations en lien avec
I'expressivité variable des pathologies selon les individus (1).

Ce travail de thése porte ainsi sur I'étude d’'une importante cohorte de patients porteurs
d’anomalies du géne GDF5, qui code une protéine de 501 acides aminés (AA):
Cartilage-Derived Morphogenetic Protein type 1 (CDMP1). Celle-ci joue un role
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essentiel dans la mise en place des articulations, notamment au niveau des membres,
mais est également impliquée dans le développement de la dent et au niveau du
systeme nerveux central.

Aprés un résumé de |'état des lieux des connaissances sur la formation des os, la mise
en place des articulations, le développement des membres et des dents, le gene GDF5
et son territoire d’expression, la protéine CDMP1, son processus de maturation et ses
réles au niveau des tissus osseux, dentaires et neurologiques, les modeles animaux
d’anomalies de Gdf5, les pathologies liées aux anomalies de GDF5 chez 'homme et
les perspectives thérapeutiques, nous détaillerons le travail de thése, qui a porté sur
'analyse clinique et moléculaire d’'une cohorte de 79 patients porteurs de variants
déléteres de GDF5 (a notre connaissance la plus importante cohorte de patients
porteurs d’anomalies de GDF5 décrite jusqu’a présent). Nous détaillerons ainsi, la
symptomatologie observée chez les patients porteurs de variants de classe 4 et 5 de
GDF5, soit mono-alléliques responsables d’'une perte ou d’'un gain de fonction, soit bi-
alléligues. Les données de notre cohorte seront comparées aux données de la

littérature, puis discutées.



ETAT DES LIEUX DES CONNAISSANCES

Le géne GDF5 a été décrit pour la premiére fois en 1994. Depuis son premier
séquencage, les mécanismes moléculaires et les voies de signalisation dans
lesquelles il intervient ont été précisees. Il existe différentes nomenclatures pour le
désigner notamment : Growth Differentiation Factor 5 (GDF5) ou Bone Morphogenetic
Protein 14 (BMP14) ou Cartilage-Derived Morphogenetic Protein 1 (CDMP1),
cependant nous utiliserons le terme GDF5, qui est le terme le plus consensuel.

Nous allons dans un premier temps détailler les processus physiologiques du
développement osseux, des membres et de la dentinogénése dans lesquels GDF5 est

impliqué.

| Développement osseux

Le gene GDF5, qui est principalement exprimé au niveau des articulations, exerce un
réle essentiel au niveau de leur mise en place et de leur maintien. Tout d’abord, nous
allons décrire I'apparition des ostéoblastes a partir du sclérotome qui constitue la
premiére étape de la formation osseuse. Une fois les structures osseuses en place,
nous détaillerons la mise en place des articulations ainsi que les mécanismes

moléculaires a I'origine de I'architecture des membres.

1 Formation du mésoblaste et des somites
A la fin de la 3éme semaine de développement embryonnaire se produit la gastrulation
aboutissant a la formation de trois feuillets :
- L’endoderme ou endoblaste (hypoblaste).

- L’ectoderme ou ectoblaste (épiblaste).



- Le mésoderme ou mésoblaste.

Trilaminar Embryo
(transverse section)

neural plate
ectoderm S
mesoderm [
endoderm T

notochord

Figure 1 : Schéma représentant les 3 feuillets embryonnaires aprés la gastrulation en coupe transverse,
d’aprés (2).

Le mésoblaste va ensuite se séparer en deux formant le mésoblaste axial et le
mésoblaste intra-embryonnaire séparant les deux autres feuillets embryonnaires.
A J18, sous l'influence de la notochorde, le mésoblaste intra-embryonnaire va se
diviser en trois lames :

- Lalame para-axiale.

- Lalame intermédiaire.

- Les lames latérales.

neural groove

ectoderm

mesoderm aflle)  Paraxial | lateral plate
endoderm

notochord intermediate

{only right shown)

Figure 2 : Schéma représentant I'évolution du mésoblaste en coupe transverse, d’apres (2).

La lame para-axiale va former différentes structures individualisées a l'origine du

squelette et des muscles : les somites.
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Figure 3 : Schéma représentant la mise en place des somites en coupe transverse, d’aprés (2).

Ces somites vont ensuite se séparer en trois régions :
- Le dermatome a l'origine du derme et de I'hypoderme.
- Le myotome a l'origine des muscles.
- Le sclérotome a l'origine du squelette axial.
Ces étapes se déroulent jusqu’a la 5™ semaine de développement embryonnaire a

partir de laquelle la formation osseuse va débuter (2).

ectoderm

neural crest

neural
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»
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Figure 4 : Schéma représentant la différentiation des somites, d’aprés (2).



2 Ossification endochondrale
Il existe deux types d’ossification : l'ossification endochondrale et l'ossification
endomembraneuse.
L’ossification endomembraneuse permet de former des ostéoblastes a partir du
mésenchyme sans formation de matrice cartilagineuse intermédiaire. C'est le
processus qui a lieu lors de la formation des os du crane, de la face et des clavicules.
L’ossification endochondrale est le processus de formation a I'origine des os de la base
du créane, du rachis et du squelette appendiculaire.
Les cellules mésenchymateuses a l'origine du squelette appendiculaire expriment la
protéine Prx1 (aussi appelé Prrx1). Elles vont ensuite se transformer en chondrocytes
afin de pouvoir laisser la place aux ostéocytes et former le processus d’ossification
endochondrale.
L’ossification endochondrale est divisée en cing étapes :

- Transformation des cellules mésenchymateuses en cellules cartilagineuses
sous l'influence de facteurs paracrines qui induisent I'expression de Paxl et
Scleraxis au niveau des cellules mésenchymateuses situées a proximité. Ces
deux facteurs de transcription sont a l'origine de Il'activation des génes
spécifiques au cartilage.

- Les cellules mésenchymateuses vont ensuite se condenser en nodules
compacts pour former les cellules cartilagineuses, les chondrocytes. Cette
étape est initiée par les protéines N-Cadherine et son maintien est assuré par
les protéines N-CAM. Chez 'Homme, le géne SOX9 est exprimé lors de la

phase de condensation précartilagineuse.



- La troisieme étape consiste en une prolifération rapide des chondrocytes afin
de former la structure de I'os futur. Durant les phases de division cellulaire, ils
vont sécréter la matrice extra-cellulaire spécifique au cartilage.

- La quatrieme étape débute apres la phase de division cellulaire et consiste en
'augmentation de volume des chondrocytes afin de former des chondrocytes
hypertrophiés. lls vont également modifier la matrice extra-cellulaire en ajoutant
du collagéne X et de la fibronectine pour permettre la formation de carbonate
de calcium. La prolifération et 'augmentation de volume des chondrocytes est
sous l'influence de la voie de signalisation des protéines de la morphogénése
osseuse (Bone Morphogenetic Proteins ; BMPs), dont fait partie GDF5/CDMP1.

- La cinquieme étape est I'invasion du cartilage par les vaisseaux sanguins au
niveau du centre de la formation. Les chondrocytes vont ensuite mourir par
apoptose et étre remplacés par les ostéoblastes en périphérie et I'espace

interne des os longs va se transformer en moelle osseuse (3,4).

Epiphyseal
cartilage

Mesenchyme Cartilage  Hypertrophic Osteoblasts Blood Proliferating
vessel

chondrocytes chondrocytes

Growth plate

Bone marrow

- O o yT e

Bone

i

Growth plate

Secondary ossification center T (W)

Figure 5 : Schéma représentant la formation des os longs d’apres (3).



3 Développement articulaire
Le réle de l'articulation est de permettre le mouvement entre deux structures osseuses
adjacentes. Elle a également un réle dans I'amortissement et la transmission des
charges biomécaniques lors du mouvement. Les articulations sont classées en trois
catégories selon le mouvement qu’elles permettent :

- Les synarthroses : ne permettent pas de mouvement, les 0s sont presque en
contact et séparés par une fine membrane de tissu conjonctif (sutures
craniennes)

- Les amphiarthroses : surfaces osseuses contigus, séparées par des disques
fibrocartilagineux plats ne permettant qu’'un mouvement limité (vertebres,
symphyse pubienne)

- Les diarthroses : permettent un mouvement libre entre les surfaces osseuses.
La cavité articulaire est tapissée par une membrane synoviale. Elles peuvent
parfois posséder des ménisques ou des ligaments (articulations des membres)
(5,6).

Nous étudierons par la suite les étapes du développement de l'articulation synoviale.

3.1 Formation de I'interzone articulaire
L’initiation de la formation de I'articulation est sous le contréle de la protéine Wntl14
(ou Wnt9a) qui est a l'origine de la formation d’'une bande articulaire par condensation
et aplatissement des cellules mésenchymateuses, appelée également condensation
préchondrogénique. Wnt14 induit I'expression du gene Gdf5 tres précocement, 24 a
36h avant la formation de linterzone articulaire. Son expression va augmenter

progressivement de méme que celle des genes codant les autres protéines



spécifiques de l'interzone (Gdf6, Gdf7, Coll, Col3) et cela va entrainer l'inhibition de

I'expression des protéines chondrocytaires (Sox9, Col2al, Col9, Aggrecan).

Mesenchymal Jgim ‘ Chondrogenic Cavitation Joinf(
condensation specification  gijfferentiation formation
- - ap < - <> < - ==
o= | eups| o =1 == =
- | M DS - - e = | Articular
e, [Chordin| [« -0 :: Outer lay :’. cartilage
<= [Noggin| ™% = - o - - :
g P g <} T Y - —— < : Synovial
.. < |initiation 0- :.u'l:nterzqn e ﬁsﬁlntmedl (=7 cavity
g - = |foma : - ..: layer ‘. > <
- <> E~4 <>
.... Wnt14 :.. adfs :: :.. ....

Figure 6 : Schéma représentant la formation de l'articulation synoviale d’aprés (5).

3.2 Cavitation

L’interzone va ensuite évoluer vers un espace articulaire rempli de liquide, séparant
deux éléments squelettiques adjacents, c’est |la cavitation. Ce processus est initié par
les stimuli mécaniques induits par les mouvements embryonnaires. En effet, en
'absence de mouvement, on observe une fusion des surfaces articulaires. Le réle du
mouvement dans la formation de I'articulation n’est pas encore totalement élucidé mais
il pourrait étre a l'origine d’'une croissance différentielle des éléments de la surface
articulaire soit en endommageant les tissus, soit en altérant la composition de la
matrice extra-cellulaire au niveau de la bande articulaire (7).

Les stimulations mécaniques favorisent la sécrétion d’'une enzyme appelée Uridine
Diphosphoglucose Déhydrogenase (UDPGD). Cette enzyme joue un réle dans la
maturation de I'acide hyaluronique (HA), qui est un glycosaminoglycane non sulfaté.
C’est la molécule majeure a l'origine du processus de cavitation. Les molécules d’HA

vont se lier a leur récepteur cellulaire, la protéine CD44 ou HA Binding Protein (HABP),
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ce qui va étre a l'origine de la séparation des cellules et former ainsi la cavité articulaire

(8,9).
HA ;’/
\
¢ CD44

= s
T v N\ \
| N ) J
\\:_ _./‘ .\ .—/’; 3 “/r‘
Cell aggregation (condensation) Cell separation (cavitation)

Figure 7 : Schéma représentant le processus moléculaire a I'origine de la cavitation d’aprés (10).

Il Formation des membres

Le développement des membres résulte de processus finement régulés au niveau
temporo-spatial ou interviennent de nombreux facteurs de transcription et éléments
régulateurs permettant la mise en place correcte des membres supérieurs et inférieurs.
L’apparition du bourgeon des membres a lieu a partir de J26-J28, sous l'influence
principale du gene TBX5 pour le membre supérieur et J28-J30, sous l'influence des
genes TBX4 et PITX1 pour le membre inférieur (11,12).
Le bourgeon du membre est initialement composé de cellules mésenchymateuses
homogenes recouvertes de cellules ectodermiques. Les cellules vont ensuite proliférer
et se différencier en plusieurs types cellulaires a l'origine du membre final. Ce
processus est contrélé selon 3 axes :
- L’axe proximo-distal (de I'épaule aux doigts et de la hanche aux orteils). La
croissance selon cet axe est gouvernée par la créte apicale ectodermique

(Apical Ectodermal Ridge, AER) (13).
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L’axe antéro-postérieur (du pouce a l'auriculaire) contrélé par la zone d’activité

polarisante (Zone of Polarizing Activity, ZPA) (14).

L’axe dorso-ventral (du dos de la main vers la paume ou du pied vers la plante)

régulé par I'ectoderme dorsal (15).
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Figure 8 : Représentation des 3 axes de polarisation du bourgeon du membre.
D’apres (16), modifié par le Pr PETIT, thése d’université le 04/12/2014.

Les genes jouant un role essentiel pour la morphogénése des membres sont les genes
HOX. Ce sont des genes homéotiques répartis en 4 clusters, HOX A, HOX B, HOX C
et HOX D sur différents chromosomes (7, 12, 17 et 2 chez 'Homme). Ces génes
participent a l'identité des différents segments morphologiques spécifiques de chaque
partie du corps le long de I'axe antéro-postérieur, c’est-a-dire que les genes exprimés
en 3’ sont exprimé précocement au niveau des régions antérieures et proximales du
corps et les génes situés en 5 sont exprimés plus tardivement dans les régions

distales et caudales de 'embryon. Ces génes sont les architectes a 'origine du plan

d’organisation correcte des membres (17).
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Human (HOX) and mouse (Hox)
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Figure 9 : Schéma de l'organisation des génes HOX en cluster d’aprés (17).

[l Développement dentaire

Le développement embryonnaire dentaire résulte de I'interaction entre épithélium et
mésenchyme. |l est divisé en 4 étapes :

- Le bourgeon dentaire débute vers 6 semaines de grossesse, il correspond a la
multiplication de cellules épithéliales au sommet du mésenchyme qui formera
la future méachoire ou lame dentaire.

- Il est suivi par le stade de la cupule qui marque le début de 'agencement des
cellules du bourgeon dentaire. Un groupe de cellules mésenchymateuses va
former la papille dentaire, qui produira la dentine et la pulpe dentaire. Le
bourgeon dentaire va s’organiser autour de la papille et prendre la forme d’'une
cupule, et produira par la suite I'émail pour devenir 'organe de I'’émail. Un autre
groupe de cellules mésenchymateuses va s’agglomérer autour des structures
précedentes et former le follicule dentaire qui produira le parodonte, la structure
de soutien de la dent. Le parodonte est composé du cément, du ligament

parodontal ou desmodonte, de la gencive et de I'os alvéolaire.
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- Le stade de la cloche correspond a la différenciation histologique et
morphologique des cellules dentaires embryonnaires. Son nom provient de la
modification de la morphologie de I'organe de I'émail qui prend une forme de
cloche. Durant cette période, la lame dentaire, qui relie la dent a I'épithélium
buccal, se désintégre, séparant les dents en développement de I'épithélium
buccal.

- Le dernier stade correspond au stade de la couronne, durant lequel les tissus
minéralisés, émail et dentine, vont se former. Les cellules superficielles de la
papille dentaire vont augmenter de volume et se différencier en odontoblastes
afin de sécréter la dentine. Durant ce processus, elles vont étre repoussées
vers le centre de la papille. Secondairement, I'épithélium dentaire interne de
l'organe de I'émail va se différentier en améloblastes. Lorsque les améloblastes
seront au contact de la dentine elles vont produire une matrice organique qui
formera I'émail (18,19).

Toutes ces étapes sont essentielles afin d’obtenir une maturation dentaire correcte.

Enamel

Dentin
Gingiva ———
(part of gum) ,_\

> Crown

Pulp chamber
(blood vessels
and nerves)

Root canal

Peridontal r Root

ligament

Cementum

Nerve root and
blood vessels

Figure 10 : Schéma de I'anatomie de la dent, d’aprés (19).
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IV GDF5

Nous allons décrire le gene GDF5, la protéine GDF5/CDMP1, sa structure, son
mécanisme d’action et les voies de signalisation dans lesquelles elle est impliquée, le
territoire d’expression et les roles de CDMP1/GDF5. Nous terminerons en décrivant
les éléments régulateurs du géne de découverte plus récente, ainsi que les différents

modeles animaux qui ont été utilisés pour mettre en évidence ces découvertes.

1 Gene GDF5
GDF5 est situé sur le bras long du chromosome 20 en position 20g11.22 a la position
GRCh38 (chr20:35,433,347 - 35,454,749). Il est a l'origine de différents transcrits
d’ARN messagers dont un majoritaire au niveau des membres (NM_000557.4) d’'une
longueur de 2368 paires de bases et qui contient 2 exons codants et 2 exons non-

codants.

ATGAGACTCCCCARACTCCTCACTTICTTGCTITGGTACCTGGCTTGGCTGGACCTGEAR
TTCATCTGCACTGTGTTGGGTGCCCCTGACTTGGGCCAGAGACCCCAGGGGACCAGGCC

GEATTGECCARAAGCAGAGGCCARGGAGAGGCCCCCCCTGOCCCGRAACGTCTTCAGGCC

GEEEETCACAGCTATGETGOGGGGGCCACCAATGCCARTGCCAGGGCARAGEGAGGCACT
GEECAGACAGGAGGCCTGACACAGCCCARGAAGGAT GAACCCARAAAGCTGOCCCCCAGA
CCeEECEECCCTGAACCCARAGCCAGGACACCOTCCCCARACARGECAGGCTACAGCCCGS
ACTGTGACCCCAARAGGACAGCTTCCCGGAGGCARAGGCACCCCCARAAGCAGGATCTGTC

CCCAGCTCCTTCCTGCTGAAGRRAGGCCAGES SCCCSSSCCCCC CGAGAGCCCAAGGAG

CCGTTTCGCCCACCCCCCATCACACCCCACGAGTACATGCTCTCGCTGTACAGGACGCTG
TCCGATGCTGACAGRARRAGDS SSCAAEASCASCSTuAAuTTuu SSETSSCCTSSECAA”
ACCATCACCAGCTTTATTGACARAGGGCARGATGACCGAGETCCCG CAGGAAGCAG
AGGTACGTGTTTGACATTAGT GCCCTGLAGAAGGATGGGCTGC SSS SCCSASE GCGGE
ATCTTGCGEAAGAAGCCCTCGGACACGGCCAAGCCAGCGGCCCCCGRAGGCEGEECGGEGET
GCCCAGCTGAAGCTGTCCAGCT GCCCCAGCEECCGECAGCCGECCGCCTTIGCTGEATGIG
CoCTCoGT G CAGGCCTGEACGLAT CTGGCTGEGAGGTGTTCGACATCTGGAAGCETCTTE
CGAAACTTTAASAACTCSSCCCASCTQT"CCTSSASCTSSASSCC GEGAACGGEGECAGE
GCCGTGEACCTCOGT GECCTGGGCTTCGACCGEGCCGCCCGGCAGGTCCACGAGARRAGED

CTGTTCCTGOTGTTIGECCGCACCARGAARCGEGACCTGTTCITTART GAGATTARGECC
CGCTCTGGCCAGGACGATARGACCGT GTATGAGTACCTGTICAGCCACHEEE N
BBBEEB CACTGGCCACTCECCAGGECARAGCGACCCAGCARGARCCTTARGGCTCGCTGE
AGTCGGARGGCACTGCATGTCARCTTCAAGGACATGGGCTGGGACGACTGGATCATCGCAR
CCCCTTGRAGTACGAGGCTTTCCACTGCGAGGGECTGTGCGAGTTCCCATTGCGCTCCCAC
CIGGAGCCCACGRATCATGCAGTCATCCAGACCCTGATGAACTCCATGGACCCCGAGTCC
ACACCACCCACCTGCTGTGTGCCCACGCGECTGAGTCCCATCAGCATCCTCTTCATTGAC
TCTGCCARCAACGTGETGTATAAGCAGTATGAGGACATGGTCGTGEAGTCGIGTGGCTEE

RG]

Figure 11 : Séquence codante de TARNm du géne GDF5.
En vert peptide signal ; en rose site de clivage ; en bleu la protéine mature.
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2 Protéine GDF5/CDMP1
2.1 Structure

La superfamille des Transcription Growth Factor 3 (TGF[3) contient 33 membres chez
les mammiféres incluant Nodal, les Activines, les Inhibines, les BMPs. Les BMPs
contiennent différents sous-groupes selon leur structure protéique relativement
similaire : les BMP 2-4 ; les BMP 5-6-7 (OP-1-8) ;les BMP 9-10 ; ainsi que les
protéines GDF5(BMP14)-GDF6(BMP13)-GDF7(BMP12), qui ont 83% d’homologie
entre elles et 46 & 57% avec les autres BMPs.

GDF5 code une protéine de 501 acides aminés (AA) aussi connue sous le nom de
Cartilage-Derived Morphogenetic Protein type 1 (CDMP1), qui fait partie de la
superfamille des TGFB, dans le groupe des BMPs. GDF5/CDMP1 est d’abord
synthétisée sous la forme d’'un précurseur de 501 AA incluant un peptide signal N-
terminal de 27AA et un site de clivage polybasique en position 377-382 : Arginine-
Arginine-Lysine-Arginine-Arginine (RRKRR). Le prodomaine est constitué de 354AA
avec un unique site de glycosylation contenant un N de liaison en position 189 et un
site de liaison potentiel a I'néparine (239LRILRKKP246). La protéine mature contient
117AA dont 7 cystéines trés conservées en C-terminal, 6 d’entre-elles permettent, a
I'aide de ponts disulfures, de créer une structure 3D caractéristique la « cystéine knot
structure » permettant la conformation de la protéine. GDF5/CDMP1 est maturée puis
se dimérise au niveau du compartiment intracellulaire en homo ou hétéro-dimeére grace
a la 4¢me cystéine en position 465 qui permet la liaison a d’autres protéines BMPs par
formation d’un pont disulfure. Il y a ensuite une protéolyse au niveau du site de clivage
puis sécrétion au niveau du compartiment extra-cellulaire lui permettant de se lier a

ses récepteurs et d’activer ses différentes voies de signalisation (20-22).
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Avant-bras*

GDF5
L h r
Pe.ptide Protéine
signal Site de méature
clivage

. Stabilisateurs de I'avant-bras*

Cystéines conservées

*D'aprés Farooq et al.

. Prediction d’'interaction avec NOG® *Daprés Degenbolke et al.

Figure 12 : Schéma représentant la pro-protéine GDF5 avec les différents sites impliqués dans les

interactions de la protéine.

En vert : peptide signal. En gris : avant-bras ou LAP. En violet : sites prédits comme stabilisateurs de I'avant-bras
d’apres (23). En rose le site de clivage RRKRR. En bleu : protéine mature. En rouge : prédiction des sites de fixation
a son inhibiteur NOG a I'aide du complexe BMP7:NOG (PDB 1m4u) de la base de données Protein Data Bank,
d’aprés (24). En jaune : cystéines conservées.
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Figure 13 : Séquence de la protéine mature GDF5 d’aprés Protein Data Bank.

Feuillet plissé {3 représenté par des fleches jaunes. Hélice a représentée par une hélice rose. Boucle représentée
par des courbes violettes. Les cystéines ont été surlignées en vert et leurs ponts disulfure ont été représentés par
des traits verts.

GDF5-A GDF5-B

Figure 14 : Représentation de la structure tridimensionnelle d’'un dimeére de protéine GDF5 actif d’aprés

Protein Data Bank.
Feuillet plissé B représenté par des fleches jaunes. Hélice a représentée par une hélice rose. Boucle représentée
par des courbes violettes. Ponts disulfures représentés par des traits verts.
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2.2 Maturation protéique et régulation extra-cellulaire
Les structures secondaires au sein de la famille des TGFB sont relativement
conservées expliquant la relative similarité entre les 33 membres de la famille ce qui
permet de supposer un mécanisme commun de maturation et de régulation (25).
Le mécanisme suivant a été décrit pour les protéines de la famille TGFB donc nous
pouvons penser qu’il a également lieu avec la protéine GDF5/CDMP1.
Lors de la synthese, le domaine mature de la protéine TGF[ reste lié a son prodomaine
par liaison non-covalente, afin de maintenir la protéine dans une conformation
adéquate pour sa dimérisation. TGFB va ensuite étre clivée par des proprotéines
convertases subtilisine-like mais reste liée a son prodomaine appelé LAP (Latency
Associated Protein). L’ensemble LAP + TGFB est nommé Small Latent Complex
(SLC). Le LAP va se lier aux protéines LTBP (Latent Transforming growth factor
Binding Protein) grace a un pont disulfure afin de former le Large Latent Complexe

(LLC), qui est essentiel pour la sécrétion de la protéine.

Clivage

|
e

Prodomaine Domaine

Mature

SLC Domaine mature

Prodomaine = LAP

3

LLC

LTBP

Figure 17 : Schéma représentant les étapes de formation du complexe LLC.
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Une fois sécrété au niveau de la matrice extracellulaire, le LLC permet, par
intermédiaire de LTBP1 ou 2, de se lier aux fibrillines 1 et ainsi étre connecté a la
matrice fibreuse extracellulaire. Cette liaison permet de garder les protéines TGFf
sous forme latente et les empéche de se lier a leurs récepteurs tant qu’elles sont
associées au complexe. Ce complexe joue un role de réservoir de cytokines pouvant
passer sous forme circulante active aprés clivage par des métalloprotéinases (26—29).
L’interaction de GDF5/CDMP1 avec les protéines LTBP a été démontrée par la
découverte d’'une variation délétére au niveau du prodomaine de GDF5. Cette variation
faux-sens est responsable d’un effet dominant négatif par perturbation de la
dimérisation des protéines GDF5 apres clivage du prodomaine. Le dimere protéine
mutée/sauvage empéche la liaison de I'hétérodimére aux protéines LTBP et est
responsable d’'une absence de sécrétion de la protéine GDF5/CDMP1 (23).

La partie du prodomaine de la protéine impliquée dans I'exportation de la protéine
mature GDF5 est aussi appelée avant-bras (forearm).

L’interaction entre GDF5/CDMP1 et les protéines LTBP se modifie au cours du
développement car LTBP1 est surtout actif dans la phase précoce de condensation
cartilagineuse alors que LTBP2 est surtout actif dans la phase tardive du

développement articulaire des doigts (30).
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Figure 18 : Schéma représentant l'interaction extracellulaire des protéines TGF@ d’aprés (28).

2.3 Voie de signalisation
Une fois la protéine GDF5/CDMP1 sous forme de dimére circulant, elle se lie aux
récepteurs serine/thréonine kinase membranaires de type | et Il afin d’activer les voies

de signalisation intracellulaires dépendante ou indépendante de SMAD (31).

2.3.1 Voie dépendante de SMAD
GDF5/CDMP1 se lie spécifiqguement aux récepteurs de type | : BMPR1B (ALK®6) et,
avec une tres faible affinité, BMPR1A (ALK3) afin d’activer la voie dépendante de
SMAD. C’est une Arginine en position 57 qui est responsable de la forte affinité de
GDF5/CDMP1 pour BMPR1B contrairement a la protéine BMP2 qui a une affinité pour

les 2 types de récepteurs (32).
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. Type ll Type |
Ligands receptor receplor R-Smad co-Smad

Figure 15 : Classification des différentes familles de protéines BMP et leurs récepteurs d’aprés (33).

En présence de ligand, les récepteurs de type | et Il s’oligomérisent en homo ou
hétérodimeres afin de former un complexe préformé (PFC). Une fois sécrété et
dimérisé en homo ou hétérodimere, GDF5 se lie au PFC. Les récepteurs de type Il
vont ensuite phosphoryler les récepteurs de type | au niveau d’'un domaine riche en
glycine et serine (GS domain) localisé en N-terminal du domaine sérine/thréonine
kinase. Une fois activés, les récepteurs de type | vont phosphoryler les récepteurs
SMAD 1/5/8 aussi connus sous le nom de R-SMAD. Les R-SMAD vont se lier a
SMAD4, appelé également co-SMAD, ce qui permet leur translocation dans le noyau
et assure la régulation de genes cibles via des facteurs de transcription, des co-

activateurs et des co-répresseurs (33-37).
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Figure 16 : Représentation de la voie de signalisation dépendante de SMAD des protéines BMP d’aprés
(38).

2.3.2 Voie indépendante de SMAD
GDF5/CDMP1 peut également activer différentes voies de signalisation
indépendantes de SMAD, non spécifiques des BMP, comme la voie mitogen-activated
protein kinase (MAPK) p38 ou la voie Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK) 1/2

dont le réle est surtout lié a la prolifération et la différenciation ou I'apoptose (33,37,39).

2.4 Inhibition de GDF5
L’activité de GDF5/CDMPL1 est inhibée par un antagoniste des BMP appelé NOGGIN
qui masque le site de liaison aux récepteurs par une interaction directe protéine-

protéine et empéche sa fixation aux récepteurs de type | et Il (33).
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GDF5 peut exercer lui-méme un rdle d’antagoniste de BMP2 dépendant du type
cellulaire. En effet, ce phénoméne a été observé dans des cellules myoblastiques
murines (C2C12) mais n’a pas été observeé dans des cellules de tératocarcinome murin
(ATCDS5). Les cellules ATCD5 semblent étre un modele trés représentatif de la
maturation osseuse et cartilagineuse ce qui laisse supposer que ce mécanisme n’a
pas lieu durant la chondrogénese (40). Le mécanisme a 'origine de ce phénomeéne est

encore peu connu, probablement en lien avec un co-récepteur (41).

3 Territoires d’expression et réles de GDF5/CDMP1
3.1 Expression et réles au niveau ostéoarticulaire

GDF5 est principalement exprimé dans les tissus osseux et cartilagineux durant la
période embryonnaire mais persiste a un niveau plus faible et de maniére plus
ubiquitaire tout au long de la vie.

Durant la formation de linterzone articulaire, Gdf5 est exprimé au centre de la
condensation préchondrogénique ou il favorise la différentiation chondrocytaire et
'augmentation de volume des cellules ce qui conditionnera la taille de la future
articulation. Son expression va ensuite étre diminuée par l'intermédiaire de son
inhibiteur Noggin pour se localiser au niveau des bordures de l'interzone articulaire
avant et durant la phase de cavitation. Gdf5 joue alors un rdéle dans la prolifération
chondrocytaire afin de favoriser la croissance du segment osseux sous-jacent
(4,5,7,10,42,43).

Gdf5 ne participe pas a I'étape de cavitation mécano-dépendante car son expression
n'est que trés modérément diminuée par la stimulation mécanique. Cependant, il

exerce un réle d’inhibiteur de l'aide hyaluronique (HA) au niveau de la bordure de

l'interzone articulaire, afin de délimiter dans I'espace la phase de cavitation (9,44).
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Plus récemment, des études ont montré que Gdf5 avait également un réle au niveau
du maintien de l'articulation mature, par I'intermédiaire d’'une activation de Sox11 (45).
De plus, Gdf5 semble avoir un réle dans la réparation cartilagineuse. Il a été démontré
une augmentation de I'expression de Gdf5 dans des modeéles murins d’arthrose, ainsi
gue dans du cartilage humain arthrosique. Son expression est également augmentée
aprés un traumatisme articulaire aigu chez des souris. Ce processus de réparation
implique les séquences régulatrices d’aval du géne et I'expression de Gdf5 est
inversement proportionnelle a celle du co-facteur de transcription Yes-associated
protein (YAP) (46).

Par ailleurs, une étude suppose que le gradient d’expression de GDF5 au niveau du

bourgeon des membres est a 'origine de I'induction de I'expression de TBX3 (47).

3.2 Expression et rbles au niveau dentaire
Le réle de GDF5 au cours de la formation dentaire demeure encore incertain,
cependant de récentes études semblent préciser son implication.
L’expression de GDF5 a été initialement détectée durant le développement de la
racine dentaire au niveau du cément, du ligament parodontal, de I'os alvéolaire et des
odontoblastes (48).
Gdf5 est exprimé dans le tissu parodontal en développement chez le rat, dans les
cellules du ligament parodontal ainsi que dans les cellules a proximité de 'os alvéolaire
et du cément durant la formation de la racine. Son expression est tres limitée dans le
temps et elle diminue lors de la terminaison de la formation de la racine (49).
Le réle de GDF5 a été confirmé par de nombreuses études chez I'animal montrant que
'administration de GDF5 humain recombinant (rhGDF5) favorise la régénération

parodontale. Un role similaire a été démontré sur des cellules humaines in vitro,
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cependant, une étude clinique plus récente n’a pas montré de différence significative
sur la régénération du parodonte chez 'lHomme (50-55).

Une étude récente a évoqué un possible role de GDF5 durant 'amélogénése,
supposant qu’'une partie du signal détecté durant la formation racinaire ne serait
finalement que le reflet de son action au niveau de la phase tardive de 'amélogénése.
Il a été constaté chez les souris porteuses d’une variation de Gdf5, connue pour étre
responsable de synostoses multiples chez I'Homme (W408R, N445T), une
augmentation de la formation de I'’émail et une activation de la phosphorylation de
Smad 1/5/8. Plusieurs hypotheses restent a confirmer pour expliquer cette observation
mais il semblerait que la stimulation de la voie de signalisation de BMP2 soit en cause,
soit par perte d’antagonisme de NOGGIN, soit par perte de spécificité de GDF5 pour

BMPR-I (56).

3.3 Expression et réles au niveau du systéme nerveux central
Bien que peu étudiée pour le moment, la protéine GDF5 semble avoir un rle au niveau
du systeme nerveux central (SNC). Elle semble favoriser la croissance et la
ramification axonale sympathique durant la phase de développement post-natal du
SNC. Elle a également montré son role dans la survie des neurones dopaminergiques
au sein des noyaux gris centraux.
Cette découverte met en lumiére des éventuelles perspectives thérapeutiques de la

protéine rhGDF5 dans la maladie de Parkinson (57,58).
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4 Eléments régulateurs de GDF5

Les aires d’activité de GDF5 au cours du développement embryonnaire sont
relativement bien conservées chez la souris, le poulet et 'THomme ce qui a permis d’en
identifier les éléments régulateurs (59-61).

Le site d’initiation de la transcription ainsi que le promoteur de GDF5 ont été identifiés
peu de temps apres le séquencage du géne. Le promoteur minimal est situé a
proximité immédiate du site d’initiation et a une taille de 108pb. Il est activé par un
facteur de transcription en doigt de zinc YY1.

Récemment, différents enhancers de GDF5 ont été mis en évidence en amont et en

aval du géne (62,63).

Promoteur

R3 R4 R5
! ! ]
[ [ ]

51 52 53 54 S5 56 57 58

Figure 20 : Schéma représentant les différents éléments cis-régulateurs de GDF5 identifiés.

En amont :

- Une premiere région de 754 pb, déenommeée R1, située 5 kb avant le gene, en
contréle l'activité principalement au niveau du squelette axial, en particulier au
niveau des cotes, de la colonne vertébrale, de la téte et de la machoire. Son
activité est également retrouvée au niveau de I'espace interdigital antérieur des

pattes avant et arriére.
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- Une deuxieme région de 802 pb, dénommeée R2, située a proximité immédiate
du promoteur de GDF5, contrdle son activité au niveau des articulations
proximales des épaules, des coudes, des hanches et des genoux. Par ailleurs,
son activité est trés faible au niveau des doigts et absente au niveau de
I'articulation huméro-ulnaire.

Afin de préciser le mécanisme de cet enhancer, les auteurs ont montré que la
partie d’aval de R2, appelé R2d+e était trés conservée au cours de I'évolution
et était suffisante pour exprimer GDF5 au niveau des régions précédemment
citées. R2d est exprimé uniquement au niveau des hanches et des genoux alors
que R2e est exprimé uniqguement au niveau des épaules et des coudes.

Les auteurs ont également identifié des sites de fixation au facteur de
transcription BARX2 au niveau des enhancers R2d et R2e. La fixation de
BARX2 sur un site nommé S6 au niveau de R2d active I'activité de GDF5 au
niveau des genoux. La fixation de BARX2 sur des sites nommés S7 et S8 au

niveau de R2e permet son activité au niveau des épaules.

Figure 21 : Territoires d’activité de R1 et R2, d’aprés (63).
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En aval :

Une région de 586 pb, dénommée R3, située en +71 kb en aval du gene, est
exprimée au niveau des espaces interdigitaux et plus modérément au niveau
d’'une bande digitale transverse, des coudes et des genoux.

Une région de 975 pb, dénommée R4, située a +81 kb en aval, est exprimée au
niveau des articulations des coudes, des genoux et des articulations
interphalangiennes. Son activité est plus modérée au niveau des épaules et des
hanches.

Une autre région de 337 pb, dénommée R5, située a +98kb du gene, est
exprimée au niveau des phalanges en développement et modérément au
niveau des coudes et genoux.

R3 et R4 pourraient avoir un réle répresseur sur l'activité de R5 au niveau des
doigts. Les auteurs émettent 'hypothése d’'une régulation a 'aide d’'un élément
trans-régulateur inconnu a ce jour.

Enfin, une région de 2,5 kb, située a +45kb du géne, nommée GROW1 est
exprimée au niveau de la zone de croissance des os longs. Elle expliquerait le

role de GDF5 au niveau de la croissance des os longs (64).

R3+R4+R5

Figure 22 : Territoires d’activité de R3, R4, R5, d’aprés (63).
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5 Modéles animaux
De nombreux modeles animaux ont été développés au fil des années afin de mieux
cerner le role et les territoires d’expression de GDFb5.
La protéine homologue de Gdf5 chez le zebrafish est appelée « Contact ». Elle est
impliquée initialement dans la croissance cartilagineuse et la différentiation du
mésenchyme condensé au niveau des nageoires dorsales, anales et caudales. Plus
tard, Contact est exprimé au niveau de la segmentation des nageoires radiales
dorsales et anales (65).
Chez le poulet, 'administration de Gdf5 a confirmé son réle dans la croissance et la
différentiation des cartilages épiphysaires des doigts sans induire la formation
d’articulation synoviale. Son rble semble relativement similaire a celui observé chez
'’Homme ce qui fait du poulet un bon modeéle d’étude (60).
Chez la souris, un modéle d’étude spontané appelé « brachypodisme » est porteur de
variations déléteres inactivatrices bi-alléliqgues de Gdf5. Elle présente un
raccourcissement des 4 membres, prédominant au niveau de la fibula, sans atteinte
du squelette axial. On remarque une fusion des phalanges proximales et médianes,
des anomalies de nombre des phalanges ainsi que des fusions du carpe et du tarse.
La condensation mésenchymateuse est présente chez ces souris et identique a celle
des souris sauvages, alors que la formation de I'interzone n’a pas lieu.
Ces différentes observations ont permis de mieux cerner les mécanismes
fondamentaux de la formation articulaire et renforce le poids de la protéine
GDF5/CDMP1 lors de la mise en place de I'articulation embryonnaire ainsi que de la

croissance des épiphyses des os longs (66).
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En dehors du squelette, Gdf5 est exprimé chez la souris au niveau de l'utérus, du
placenta, de I'oviducte, du cerveau, du thymus, du coeur, des poumons, des reins, des
surrénales, mais sans altération décrite lors de son inactivation (67).

L’absence d’atteinte du squelette axial chez les souris Gdf57 pourrait s’expliquer par
une possible compensation par d’autres Gdf (Gdfé ou Gdf7) étant donné leur
homologie. Cette hypothése est renforcée par le fait que les souris double KO pour
Gdf5 et Gdf6 présentent des défauts majeurs de formation des articulations ainsi que
de la longueur des os, touchant aussi bien le squelette axial que le squelette
appendiculaire (68,69).

Les souris ont ensuite été le modele d’étude privilégié afin de mieux comprendre la
physiopathologie des variations a l'origine de phénotypes spécifiques comme le

symphalangisme (70,71).

V Pathologies associées a GDF5

Dans I'espéce humaine, les anomalies du géne GDF5 sont associées a de nombreux
syndromes suivant le type de laltération moléculaire en cause. Nous étudierons
d’abord les formes cliniques en lien avec une perte de fonction mono-allélique, dont la
plus caractéristique est la brachydactylie de type C. Il existe également d’autres formes
de brachydactylies, plus rares, en cas de variation de GDF5, les brachydactylies de
type Al et A2. Nous détaillerons par la suite les syndromes en lien avec un gain de
fonction mono-allélique du géne, soit le symphalangisme proximal de type 1B et le
syndrome des synostoses multiples de type 2. Nous évoquerons ensuite les
phénotypes en lien avec une perte de fonction bi-allélique qui sont : le syndrome de
Grebe, le syndrome de Du Pan et le syndrome de Hunter-Thompson. Nous

terminerons I'étude des phénotypes liées aux anomalies du géne GDF5 par le role des
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polymorphismes au sein de son promoteur tant que facteurs de prédisposition a

I'arthrose et la dysplasie de hanche.

1 Syndromes avec perte de fonction mono-allélique
La brachydactylie est I'atteinte la plus fréquente en cas de perte de fonction mono-
allélique de GDF5. Elle correspond au raccourcissement d'un ou plusieurs
doigts/orteils. Différentes phalanges, métacarpiens ou métatarsiens peuvent étre
atteints selon le mécanisme moléculaire en cause permettant de les classifier. La
premiére classification a été élaborée radiologiquement par Temtamy en 1951, puis
modifiée en 1978 par Temtamy et McKusick pour classer les brachydactylies de A a E

avec 7 sous-groupes pour la brachydactylie de type A (72).

TypeC Type D Type E

Figure 23 : Classification de Temtamy 1978, d’apres (73).
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Depuis de nombreuses classifications sont apparues, se basant sur cette premiere
description, en la modifiant a mesure que les mécanismes moléculaires en cause
étaient découverts (73-76).

La brachydactylie de type C est 'atteinte typique décrite dans les anomalies du géne
GDF5, cependant certains cas de brachydactylie de type Al ou A2 ont été rattachées

a des anomalies de ce géne.

1.1 Brachydactylie type C

La brachydactylie de type C (BDC) ou de type Haws [#113100] est I'atteinte
caractéristique en cas de variation « perte de fonction » hétérozygote de GDFb5.
Cependant, certains auteurs rapportent des variations faux-sens a I'état homozygote
dans trois familles différentes (77,78).

Elle correspond a un raccourcissement des phalanges médianes des rayons I, Ill et
V, ainsi qu’un raccourcissement du 1¢" métacarpien. Le 4™ rayon est conservé et
devient le doigt le plus long. |l peut parfois s’associer une atteinte des pieds mais qui
reste en général plus modérée. On retrouve parfois une polyphalangie en particulier

au niveau des phalanges proximales et médianes des rayons Il et lII.

Figure 25 : Photographie, radiographie et schéma des caractéristiques de la BDC, d’aprés (74,79).
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En dehors de l'atteinte des extrémités, il est fréquemment associé des anomalies

dentaires, une relative petite taille, une hyperlaxité Iégere, une dysplasie de hanche et

un retard d’age osseux.

1.2 Brachydactylie de type Al
La brachydactylie de type Al (BDA1l) ou de Farabee [#112500] correspond a un

raccourcissement des phalanges médianes des doigts Il & V avec une atteinte de la
phalange proximale du pouce. Elle est habituellement transmise sur un mode
autosomique dominant et rattachée a des variants déléteres d’'IHH. Cependant, ce
type de brachydactylie a été rapporté a plusieurs reprises dans la littérature scientifique

en lien avec des variations du gene GDF5.

Chez des sujets homozygotes pour un variant délétere de GDF5 (c.1195C>T),

dans une famille canadienne d’origine frangaise (80).
Le second article mentionne une BDA1 associée a une maladie des synostoses
multiples en lien avec une variation hétérozygote de GDF5. Il semblerait

cependant que le raccourcissement des phalanges médianes soit la

conséquence de la synostose précoce et non d'un défaut primaire du

développement des phalanges (24).

Figure 26 : Photographie, radiographie et schéma des caractéristiques de la BDAL, d’apres (74,81).
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1.3 Brachydactylie type A2
La brachydactylie de type A2 (BDA2) ou de Mohr-Wriedt [#112600] correspond & une
atteinte isolée de la phalange médiane des 2°™es rayons des index et des orteils
entrainant une déviation ulnaire. Transmise sur un mode autosomique dominant, elle
est génétiguement hétérogene et peut étre rattachée a des variations délétéeres de
BMPR1B, de GDF5 ou a une duplication dans un élément régulateur en aval de BMP2.

(82—85).

Figure 28 : Photographie, radiographie et schéma des caractéristiques de la BDA2, d’apres (74,86).
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O ote pe (3 aunoge OCa atlio ¥ pe A
c.121delG p.GlydlaspfsTerds décalage du cadre de lecture| hiz classe 4 prodomaineg BDC (87) et (90)
c.158delT p.leus3ArgfsTerdd décalage du cadre de lecture| hiz classe 5 prodomaine BDC (88) et (89)

c.158_159insC p.Alas4GlyfsTerdo décalage du cadre de lecture| hiz classe 5 prodomaineg BDC (BE)
c.206_207insG p.Thr70HisfsTer24 décalage du cadre de lecture| htz clasze 5 prodomaine BDC {79), (38), et (20)
€.297dupC p.Argl00GInfsTera décalage du cadre de lecture| htz clasze 5 prodomaine BDC (91)
c.404delC p.Prol35GInfsTerl2 décalage du cadre de lecture| htz clasze 4 prodomaine BDC (92)
c.493delC p.llels75erfsTer2s décalage du cadre de lecture| hiz classe 5 prodomaineg BDC (87)
c.498dupC p.llel67HisfsTerl8 décalage du cadre de lecture| htz clasze 5 prodomaine BDC (91)
C.517A=C p.Metl73leu faux-sens hmz clasze 4 ctabilisateur avant-bras BDC (78)
c.527delT p.Lleul76ArgfsTerl? décalage du cadre de lecture| htz clasze 4 prodomaine/avant-bras BDC (93)
C527T>C p.Leul76Pro faux-sens htz classe 4 Stabilisateur avant-bras BDC (23)
CB01A>C p-Thr201Pro faux-sens htz classe 4 prodomaine/avant-bras BDC (94)
c608C-A p.Thr203Asn faux-sens hmz classe 4 stabilisateur avant-bras BDC (77)
c612C=A p.Serz0dirg faux-sens htz classe 3 Stabilisateur avant-bras BDC (28)
c.755delG p.-Ala254ProfsTerl décalage du cadre de lecture| htz classe 5 prodomaine/avant-bras BDC (90}
C.788T>C p.LeuZ63Pro faux-sens htz classe 4 prodomainefavant-bras BDC (94)
Ez%iﬁz?:;élgfg;?efg p'%iﬁi?;j:f;:::':‘::::w faux-sens htz clasze 4 prodomaine/avant-bras BDC (95)
c.811ins23 prodomaine/avant-bras BDC (BE)
c.830delT p-Leu277CysfsTerl7s décalage du cadre de lecture| htz classe 5 prodomaine/avant-bras BDC (BE)
C.901C>T p.Arg301Ter non-sens htz classe 5 prodomaine/avant-bras BDC (90)
C.1139G=4 p.Arg3g80GIn faux-sens htz classe 4 Site de clivage BDAZ (84)
c11895C>T p.Arg3g9s5Cys faux-sens hmz classe 3 protéine mature BDAL (20)
€.12407T>C p.Trp414Arg faux-sens htz clasze 4 Site de fixation NOG/BMPR1A/BEMPRLE | BDAL/SYNS2 (24)
c1312C>T p.Argd38Cys faux-sens htz classe 4 Site de fixation NOG/BMPRLA/BMPRLEB BDC (88), (20) et (96)
C.1322T>C p.Leud4d1Pro faux-sens htz classe 4 protéine mature BDAZ (82) et (83)
. 1456G>4 p.ValdgemMet faux-sens hmz clasze 4 protéine mature BDC (77)
C.1461T>G p.Tyrd87Ter Non-sens htz clasze 5 Site de fixation NOG BDC (97)
. 1493G>C p.Cys4985er faux-sens htz clasze 4 cystéine conservée BDC (88)

Tableau 1 : Variations de GDF5 rapportées dans la littérature scientifique comme responsables de

brachydactylies, d’aprés (23,24,77-80,82-84,87-97).
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Figure 29 : Schéma représentant la position des variations de GDF5 responsables de brachydactylies
rapportées dans la littérature scientifique.
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1.4 Dysplasie « en forme d’ange »
La dysplasie « en forme d’ange » [#105835] ou « Angel-Shaped Phalango-Epiphyseal
Dysplasia » (ASPED) a été décrite sous ce nom pour la premiére fois par Giedion en
1993, en référence a la ressemblance avec les petits anges utilisés pour décorer le
sapin de Noél. Cependant, les premiers patients avaient été décrits en 1967 par
Bachman dans « hereditary peripheral dysostosis », sans que cette dysplasie soit
réellement identifiée a I'époque (98,99).
Il s’agit d’'une perturbation compléte du développement des épiphyses, diaphyses et
métaphyses des phalanges médianes, pouvant comporter des épiphyses en cones ou
pseudo-épiphyses, responsables d'une apparence d’ange. La forme d’ange des
phalanges a également été décrite au niveau des phalanges médianes des pieds et
du 1°" métacarpien. Elle est secondaire & un asynchronisme de croissance entre les
épiphyses, métaphyses et diaphyses des phalanges.
Les différents composants de « I'ange » sont : les ailes formées par une manchette
diaphysaire, un centre méta-diaphysaire correspondant au « corps » qui peut étre vide
ou associé a une épiphyse en céne formant la « jupe » et une pseudoépiphyse formant
la « téte ».
Cette anomalie est visible uniquement durant la croissance et se normalise
progressivement pour aboutir, a 'age adulte, & un raccourcissement des phalanges

médianes et du premier métacarpien.

36



Figure 30 : Radiographie des différents aspects de la dysplasie en ailes d’ange, d’aprés (99).

by

Il est fréquemment associé a cette dysplasie un profil métacarpo-phalangien
particulier, une dysplasie des épiphyses fémorales supérieures et, parfois, une
hyperlaxité distale ainsi qu’'une hypodontie.

L’ASPED peut se retrouver dans de nombreuses dysplasies osseuses associées a un
retard d’age osseux : chondrodysplasie ponctuée brachy-télé-phalangique, dysplasie
spondylo-megaépiphyso-métaphysaire, ostéochondrodysplasie létale, acrodysplasie
avec hypoplasie fibulaire... Il ne s’agit pas d’'un syndrome en tant que tel mais plutot
d’'une description radiologique permettant d’orienter les investigations vers une
catégorie de dysplasie osseuse avec retard d’age osseux.

L’association de la dysplasie en aile d’'ange avec la brachydactylie de type C, par
variation délétére de GDF5 a été identifiée plus tard dans plusieurs cohortes de
patients mais elle reste relativement peu rapportée dans la littérature scientifique. Cela
peut s’expliquer par le caractére transitoire de I'aspect « d’ange » des épiphyses au
cours de la croissance ou du caractéere peu connu de cette dysplasie qui n’est que

rarement identifiée en dehors de consultations spécialisées (91,92,100).
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2 Syndromes avec gain de fonction
2.1 Symphalangisme proximal de type 1B
Le symphalangisme proximal type 1B (SYM1B) [#615298] est une affection, de
transmission autosomique dominante, touchant les articulations. Il est caractérisé par
une fusion progressive des articulations interphalangiennes proximales des mains, de
degré variable et épargnant le pouce. Parfois les articulations métacarpo-
phalangiennes peuvent également étre touchées. Un signe clinique fréquemment
observé est 'impossibilité de serrer le poing. Il est souvent associé a une coalition des

os du carpe, du tarse et, parfois, a une surdité de transmission par fusion des osselets.

Figure 31 : Radiographie de patients atteints de SYM1B, d’aprés (101,102).

Il a été décrit pour la premiére fois en 1915 par Cushing, qui lui a donné son nom. De
nombreux cas ont été décrits par la suite avant que le géne ne soit identifié. Dans un
premier temps (1999) le symphalangisme proximal a été rattaché a des variants
hétérozygotes deélétéres du géne NOGGIN responsables d’'une perte de fonction
(SYM1A) (OMIM 185800) (101,103-108).

Secondairement, des variants déelétéres de GDF5 ont été identifiés chez des patients
atteints de symphalangisme proximal (SYM1B) [#615298]. Ces variations déléteres
hétérozygotes sont situées dans le domaine actif ou dans le prodomaine de la protéine

GDF5 et aboutissent a un gain de fonction protéiqgue. GDF5 perd alors sa spécificité
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pour le récepteur BMPR1B, augmente son affinité pour le récepteur BMPR1A, sans
modification de son affinité pour son répresseur NOGGIN (32,82).

Un modéle murin Knock-in a été créé avec la variation située dans le prodomaine
rapportée dans la littérature : p.Leu373Arg. Dans ce modele murin, on observe une
augmentation de la protéolyse de la protéine Gdf5 in vivo ainsi qu’une augmentation
de la phosphorylation des Smad 1/5/8 et de la transcription des génes cibles Smurf1l,
Col2al et Sox9. Les souris présentent un phénotype similaire a celui observé chez les
patients atteint de symphalangisme (70).

Ainsi, trois variants déléteres de GDF5 ont été rapportés dans la littérature médicale

dans le cadre d’'un SYM1B. Elles sont décrites dans le tableau 2.

2.2 Syndrome des synostoses multiples de type 2

Le syndrome des synostoses multiples de type 2 (SYNS2) [#610017], associe un
symphalangisme a une atteinte de plus grosses articulations (fusion progressive au
niveau des poignets, chevilles, genoux, coudes et du rachis lombaire), & une surdité
de transmission par fusion des osselets et a une dysmorphie caractéristique (face
allongée, nez tubulaire avec hypoplasie des ailes du nez, philtrum court et lévre
supérieure fine).

La maladie des synostoses multiples a été décrite pour la premiere fois en 1966 par
Fuhrmann puis a été rapportée de nombreuses fois dans la littérature médicale. De
transmission autosomique dominante, elle est génétiguement hétérogene et peut étre
liée a des variants déléteres de NOG (SYNS1) [#186500], GDF5 (SYNS2) [#610017],

FGF9 (SYNS3) [#612961] et GDF6 (SYNS4) [#17898] (108—112).
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Figure 32 : Schéma représentant la voie de signalisation de GDF5 par son récepteur BMPR1B et les
différentes protéines responsables de maladie des synostoses multiples.

Les fleches vertes représentent le role activateur de la protéine. Les traits rouges représentent le réle inhibiteur de
la protéine.

Au niveau de GDF5, seules 5 variations faux-sens entrainant un gain de fonction par
perte de l'inhibition par NOGGIN ont été répertoriées dans le cadre de SYNS2. Elles

sont décrites dans le tableau 2.

c1118T>G p.Leu373Arg faux-sens htz classe 4 prodomaine [ avant-bras SYMI1B (97)
C.12407T>C p.Trpd4ld4Arg faux-sens htz classe 4 Site de fixation NOG/BEMPR1A/BEMPR1E BDAL/SYNS2 (24)
c1313G>T p.Argd3BLeu faux-sens htz classe 4 Site de fixation NOG/BMPR1A/EMPRIE | SYMI1B/SYNSZ (82), (102) et (114)
c.1334A>C p.Asndd45Thr faux-sens htz classe 4 Site de fixation NOG SYMNS2 [116)
c.1335T>G p.Asn445Lys faux-sens htz classe 5 Site de fixation NOG SYMNS2 [116)
c.1424G=A p.Serd758sn faux-sens htz classe 4 Site de fixation BMPR1A/EMPR1B SYNS2 [115)
C1471G=4A p.Glud91lys faux-zens htz classe 4 Site de fixation NOG/EMPR1A/BEMPR1B SYM1B (113)

Tableau 2 : Variations de GDF5 rapportées dans la littérature scientifiqgue comme associées au
symphalangisme et aux synostoses multiples, d’aprés (24,82,97,102,113-116).

Il'y a une erreur de nomenclature dans l'article (82) car la séquence codante de GDF5 contient 1503pb
et la variation est décrite comme ¢.1632G>T. En se référant a la nomenclature protéique, R438L, on
peut supposer que la mutation de cet article est la méme que celle de l'article (102), du moins elle a la
méme conséquence au niveau de la protéine.
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c.1118T>G
¢.1240T>C
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Figure 33 : Schéma représentant la position des variations de GDF5 associées au symphalangisme et
aux synostoses multiples rapportées dans la littérature scientifique.

3 Syndromes avec perte de fonction bi-allélique
3.1 Syndrome de Du Pan
Le syndrome de Du Pan [#228900] a probablement été décrit pour la premiere fois en
1924 par Du Pan. Il associe une hypoplasie ou aplasie de la fibula et une
brachydactylie complexe. Depuis sa premiére description, quatre familles ont été
décrites dans la littérature scientifique, deux d’origine européenne, une d’origine arabe
et une d’origine pakistanaise. L’atteinte fibulaire est assez variable : classiquement il
s’agit d’'une agénésie mais récemment un patient a été décrit avec une hypoplasie

fibulaire (117-121).
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Figure 34 : Radiographies de patients atteints de syndrome de Du Pan, d’aprés (117,119,121).

La brachydactylie est assez hétérogene avec une atteinte prépondérante des
phalanges médianes et proximales et un respect des phalanges distales. L’atteinte du
pouce est plus importante avec une brachydactylie sévére entrainant un défaut
fonctionnel. Il peut également s’y associer une fusion des os du carpe.

Les parents porteurs de variations a [I'état hétérozygote sont généralement
asymptomatiques, cependant on note parfois une brachymésophalangie discrete chez
certains d’entre eux.

Les variations déléteres a 'origine du syndrome de Du Pan sont, le plus souvent, des
variants faux-sens, homozygotes ou hétérozygotes composites, situés au niveau du
domaine actif de GDF5. Cependant, un cas de transmission autosomique dominante

a été décrit (121) : Les deux patientes atteintes (une mére et sa fille) sont porteuses
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de trois variants délétéres en cis (sur le méme alléle). Ces variations sont décrites

dans le tableau 3.

3.2 Chondrodysplasie de type Grebe
Le syndrome de Grebe [#200700] a été décrit en 1952 par Hans Grebe (122). Il est
caractérisé par une atteinte sévére du squelette appendiculaire avec un gradient de
sévérité proximo-distal, sans atteinte extra-squelettique ou du squelette axial. On
observe un raccourcissement rhizomélique modéré avec un raccourcissement
mésomelique plus important notamment une atteinte importante de I'ulna et de la fibula
entrainant une incurvation radiale et tibiale. L’atteinte est plus sévére aux membres
inférieurs qu’aux membres supérieurs. Au niveau des extrémités l'atteinte est trés
importante avec une désorganisation des os du carpe, des métacarpiens et
métatarsiens tres raccourcis et des phalanges absentes ou extrémement courtes, plus

ou moins associées a une polydactylie.

Figure 35 : Photographies et radiographies de patients atteints de syndrome de Grebe, d’aprés (123—
125).

L’anomalie moléculaire a été découverte en 1997 par J. Terrig Thomas dans une

famille brésilienne avec 20 individus atteints. L’étude du géne GDF5 a révélé la
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présence d’'un variant délétére (c.1199G>A) a I'état homozygote chez les individus
atteints et une hétérozygotie composite pour ce variant et un second (c.1144delG)
chez un individu. Des études fonctionnelles ont montré que le variant c.1199G>A
empéche la sécrétion de la protéine GDF5 et exerce un effet dominant négatif avec la
possibilité de former un hétéro-dimere avec les protéines BMP2, BMP3, BMP7 (OP1)
a l'origine de leur inactivation (123).

Par la suite d’autres variations tronquantes homozygotes de GDF5 ont été décrites,

elles sont résumées dans le tableau 3.

3.3 Chondrodysplasie de type Hunter-Thompson
De nombreux nanismes mésoméliques ont été décrits par Campailla et Martinelli en
1971, mais c’est en 1976 que Hunter et Thompson décrivent pour la premiére fois cette
entité distincte. Dans le syndrome de Hunter-Thompson [#201250] I'atteinte est limitée
aux membres avec une atteinte principale des segments mésoméliques et
acroméliques, et une atteinte prédominante des membres inférieurs. Il peut s’y
associer des luxations au niveau des hanches, des genoux, des chevilles et des
coudes. L’atteinte des mains est variable selon les patients mais on note un respect
relatif des dernieres phalanges. L’atteinte des membres inférieurs est majeure au

niveau des segments mésoméliques (126,127).
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Figure 36 : Photographie et radiographie d’un patient atteint de syndrome de Hunter-Thompson, d’aprées
(128).

A ce jour, seulement trois patients ont été décrits dans la littérature scientifique, une
écossaise initialement décrite par Hunter et Thompson, et un fréere et une sceur
originaires de la tribu des indiens Cholos de Colombie.

La dysplasie de Hunter-Thompson semble étre un phénotype intermédiaire entre la
dysplasie de Du Pan et la dysplasie de Grebe.

Sur le plan moléculaire, une seule variation a été décrite dans cette dysplasie, il s’agit
d’une insertion, a I'état homozygote, de 22 paires de bases au niveau du domaine actif
de GDFb5 (c.1453 1474ins22). Cette variation aboutit a un codon stop prématuré et a
une protéine tronquée qui est non fonctionnelle (129).

Tous ces syndromes avaient été décrits cliniquement avant la découverte du géne
GDF5, ce qui expligue la présence de chevauchements phénotypiques entre eux. lls
semblent correspondre a un spectre phénotypique lié a une méme entité allant du
moins séveére, le syndrome de Du Pan, au plus sévere, le syndrome de Grebe, mais

partagent une méme caractéristique : des variations bi-alléliques de GDF5.
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c.157dupC p.Leus3ProfsTerdl | décalage du cadre de lecture hmz classe 5 prodomaine Grebe (124)
c.206_207insG p.Thr70HisfsTer24 | décalage du cadre de lecture hmz classe 5 prodomaine Grebe (130)

c.257dupC p.Argl00GInfsTers | décalage du cadre de lecture hmz classe 5 prodomaine Grebe (123) et (131)
c.527T=C p-Leul76Pro faux-sens/perte de fonction hmz classe 4 stabilisateur de |'avant-bras Grebe (23)
C.704T=C p.Leu235Pro faux-sens hmz classe 3 prodomaine/avant-bras Grebe (132)
c.B72G=A p.Trp2581Ter non-sens hmz classe 5 prodomaine/avant-bras Grebe (124)

€. 1114insGAGT p.Tyr372Ter non-sens hmz classe 5 prodomaine/avant-bras Grebe (125) et (133)
. 1129C>T p.Arg377Trp faux-sens hmz classe 4 Site de clivage Grebe (134)
c.1133G=A p.Arg378GIn faux-sens htz cp classe 4 Site de clivage Du Pan (117)
c.1144delG p.Ala382Thr décalage du cadre de lecture htz cp classe 5 Site de clivage Grebe {123)
c.1199G=A p.Cys400Tyr faux-sens hmz/htz cp classe 4 cystéine conservée Grebe (123)
c.1306C=A p.Pro436Thr faux-sens htz cp classe 4 Site de fixation NOG/BMPR1A/BMPR1E Du Pan (117)
£.1309_1311del/c 1315T=A/c.1319A>T p.? cis Site de fixation BMPR1A/BMPRLE Du Pan (121)
c©.1309_1330dup p.Thrada4dllefsTerdd | décalage du cadre de lecture hmz classe 5 protéine mature Ht-Th (129)
€.1322T>C p.Leud41Pro faux-sens hmz classe 4 protéine mature Du Pan (118)

Tableau 3 : Variations bi-alléliques de GDF5 rapportées dans la littérature scientifique comme associées
aux syndromes de Grebe, Du Pan et Hunter-Thompson, d’aprés (23,117,118,121,123-125,129-134).

€.1309_1311del [ c.1315T>A [ ¢ 1319A>T

c.157dupC

€.206_207insG

€.297dupC
€1128C>T
C.1133G=A
c.1144delG
€.1199G>A
C.1306C>A

C.704T=C
C.872G=A
€.1114insGAGT

€.13227>C

D C.527T=C

GDF5

.1309_1330dup

|:| Perte de fonction Syndrome de Grebe

|:| Gain de fonction <> Syndrome de Du Pan

|:| Conséquence inconnue
* Syndrome de Hunter-Thompson

Figure 37 : Schéma représentant la position des variations bi-alléliques de GDF5 associées aux
syndromes de Grebe, Du Pan et Hunter-Thompson rapportées dans la littérature scientifique.

4 Polymorphismes et facteurs de susceptibilité
La dysplasie congénitale de hanche ou dysplasie développementale de hanche (DDH)
[#142700] est un trouble du développement de [Iarticulation coxo-fémorale

responsable d’un défaut d'implantation de la téte fémorale au niveau de 'acetabulum
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pouvant se manifester par une légére laxité de [larticulation, une luxation, une
dysplasie acétabulaire ou de la téte fémorale. A plus ou moins long terme, cette
malformation est responsable d’ostéo-arthrose entrainant une atteinte fémorale et une
limitation des mouvements, nécessitant une prothese totale de hanche (PTH) précoce.
C’est 'une des malformations squelettiques les plus fréquentes dans la population
c’est pourquoi sa détection et son traitement rapide sont essentiels afin de retarder le
recours a la chirurgie et diminuer son impact fonctionnel (47,48).

L’étiologie de cette malformation est multifactorielle avec une part environnementale
et une part génétique qui se précise d’années en années.

Le réle de Gdf5, par lintermédiaire de ses séquences régulatrices d’aval, a été
démontré sur la morphologie de la hanche. En effet, les séquences régulatrices d’aval
gouvernent I'expression de Gdf5 au niveau de I'acetabulum et de la téte fémorale en

prénatal et peu en post-natal chez la souris (135).

Femoral head

Figure 38 : Comparaison d’une hanche dysplasique (A) avec une hanche normale (B), d’apres (136).
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Figure 39 : Représentation des différents facteurs génétiques impliqués dans la survenue de DDH
d’aprés (136).

Un polymorphisme nucléotidique (Single Nucleotide Polymorphisme, SNP) dans la
région du 5UTR de GDF5, initialement décrit comme plus fréquent chez les patients
souffrant d’arthrose précoce (rs143383 ou c.+104T>C) a été également observé dans
des populations japonaises et chinoises d’origine Han atteintes de dysplasie
développementale de hanche. L'implication des polymorphismes au sein de la région
5'UTR a été confirmée sur des populations caucasiennes grace a plusieurs études
d’association pangénomiques (Genome-Wide Association Study, GWAS). Ces études
ont confirmé le réle du SNP précédemment décrit (rs143383) ainsi que d’'un autre
polymorphisme (rs143384 ou c.+105C>T) sur des populations francaises et
britanniques (137-139).

Cet alléle diminue modérément l'activité du promoteur de GDF5 dans les cellules
chondrogéniques et non chondrogéniques. Le mécanisme de régulation de
'expression de GDF5 semble complexe et I'effet du polymorphisme rs143383 serait

influencé par le deuxieme polymorphisme, rs143384. L’alléle T du rs143383 est
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responsable d’'une diminution de I'expression de GDF5 uniquement lorsqu’il est suivi
en cis par l'allele T du rs143384 et forme I'haplotype TT (61,140,141).

Récemment, il a été démontré que le promoteur de GDF5 était plus frequemment
hyperméthylé en cas de DDH qu’en I'absence de DDH. Cela pourrait expliquer le
meécanisme d’action des 2 SNP décrits préecédemment. Cependant aucune étude n’a
étudié le lien entre ces SNP et la méthylation du promoteur de GDF5 pour le moment
(142).

De nombreuses études ont ensuite précisé I'implication de ce SNP rs143383 dans la
survenue d’arthroses précoces de genou, de hanche, du rachis lombaire et des doigts.
Bien que plusieurs méta-analyses ont confirmé I'implication du SNP comme facteur de
risque d’arthrose de genou, les résultats sont contradictoires sur la survenue
d’arthroses du rachis lombaire, de hanche et des mains selon les populations étudiées

(61,143-145).

VI Perspectives thérapeutiques

Le gene GDF5 a été séquencé pour la premiere fois en 1994 permettant ainsi la
production de la protéine recombinante humaine GDF5 (rhGDF5) in vitro, ainsi que la
production d’anticorps anti-GDF5 humain. Cette découverte a permis de mieux
comprendre le réle et le territoire d’expression de cette protéine, cependant, cette
méthode ne permettait pas de production a grande échelle (21).

C’est en 2000, qu’une nouvelle technique de production de rhGDF5 par « repliement
directe » a été mise au point, permettant une production industrielle de la protéine
entrainant une diminution des codts de production. Cette découverte a ouvert la voie

a une possible utilisation de la protéine a des fins thérapeutiques (146).
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De nombreuses études pré-cliniques ont été effectuées in vitro et in vivo depuis cette
découverte afin de mettre au point une thérapie efficace par rhGDF5 sur différentes

atteintes osseuses.

1 Etudes chez I’animal
1.1 Régéncération cartilagineuse et osseuse
Plusieurs études ont montré la capacité de formation de cartilage in vitro et in vivo. La
premiére étude, basée sur 'implantation ectopique de rhGDF5 associée a une matrice
de collagene | et d’hydroxyapatite au niveau de la région thoracique et tibiale
postérieure a montré la formation ectopique de tissu cartilagineux et osseux chez le
rat. Une seconde étude avec injection ectopique de rhGDF5 associée a du collagéne
| dans le muscle du mollet du rat montre également une formation cartilagineuse avec
un peu de formation osseuse et d’'une structure ressemblant & de la moelle osseuse.
Une troisiéme étude chez des souris, a montré que l'injection d’'une construction par
bio-impression 3D de GDF5 associé a des cellules souches hématopoiétiques
favorisait la formation et la réparation cartilagineuse ainsi que la chondroprotection.
Enfin, les propriétés d’induction de formation osseuse par perte d’inhibition de
NOGGIN via des variations déléteres a l'origine de synostoses multiples ont été
utilisées en thérapeutique. La protéine GDF5N*T a montré sa supériorité sur la
régénération osseuse par rapport a la protéine GDF5WT chez le rat. Cette protéine

GDF5 modifiée est appelée GDF5 superagoniste (147-150).

1.2 Formation de la calvaria
Des études ont initialement mis en évidence que l'injection, au niveau du périoste, de

rhGDF5 associé a de l'atelocollagene de type | bovin permettait une meilleure
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formation d’os et de moelle osseuse sur le plan quantitatif et qualitatif comparativement
a de l'atelocollagéne seul chez le rat. Par la suite, une autre étude a montré que
'administration de rhGDF5 associé a du beta-tricalcium phosphate (B-TCP) a des rats
présentant un défaut de calvaria permettait une régénération de la calvaria 5 fois

supérieure au traitement standard (151-153).

1.3 Enrobage péri-implant
Plusieurs études ont montré le réle favorisant I'ostéoformation et I'intégration des
implants osseux au niveau fémoral chez le lapin, du plancher du sinus maxillaire chez
le cochon, mandibulaire et de I'os alvéolaire chez le chien lorsqu’ils étaient enrobés

d’'un assemblage contenant de la rhGDF5 (154-156).

1.4 Réle au niveau vertébral

Plusieurs études, sur différents modéles animaux (lapin, mouton), ont montré que
'administration de rhGDF5 associé a une solution d’hydroxyapatite et de collagéne
type | (Healos) permettait d’améliorer le processus de fusion vertébrale aprés
arthrodése comparativement a I'autogreffe ce qui pourrait constituer une alternative
intéressante a cette derniére. L’administration de rhGDF5 associé a une matrice de
disque intervertébral bovine a également montré son efficacité sur 'augmentation de
la synthese de protéoglycanes in vitro, ainsi que sur 'augmentation de la hauteur des
disques intervertébraux in vivo, chez le lapin. (157-160).

De nombreuses études pré-cliniques ont été effectuées chez l'animal avec des
résultats relativement encourageants pour certaines indications, cependant il n’y a
encore que trés peu d’études cliniques sur l'utilisation de rhGDF5 en thérapeutique

chez ’'Homme. Nous allons les détailler ci-dessous.
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2 Etudes cliniques
2.1 Enrobage péri-implant
Une étude prospective randomisée a été réalisée a la suite de ces résultats permettant
de montrer l'innocuité de rhGDFS5 associée a du 3-TCP sur 'augmentation du plancher
du sinus maxillaire en cas d’extraction dentaire, parodontite ou pneumatisation du
sinus. Un essai clinique randomisé de phase lla a été effectué pour évaluer I'efficacité
et 'innocuité de rhGDF5 associé a du B-TCP sur 'augmentation du plancher du sinus
maxillaire. Il a été montré que le gain obtenu avec rhGDFS5 était similaire a celui obtenu

par le traitement standard, sans effet indésirable associé (161,162).

2.2 Régénération parodontale
Deux essais cliniques randomisés de phase lla ont montré I'absence d’effet indésirable
sur la régénération parodontale de rhGDF5 associée a du 3-TCP en traitement de la
parodontite. Cependant, concernant I'efficacité, les essais manquaient de puissance

pour obtenir une différence statistiquement significative (55,163).

2.3 Dégénération disques intervertébraux
Plusieurs essais cliniques de phase | et Il ont été effectués récemment afin d’évaluer
la sécurité et la tolérance de linjection de rhGDF5 au niveau des disques
intervertébraux de patients présentant une dégénération discale débutante. Ce
traitement a été testé sur des populations australiennes, coréennes et américaines.
Les premiers résultats semblent montrer de bons résultats au niveau de la tolérance
ce qui laisse penser que de futures études de phase lll vont étre effectuées afin

d’étudier I'efficacité de ce traitement (164,165).
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TRAVAIL DE THESE

| Matériel et Méthodes

1 Objectifs

L’équipe clinico-biologique de Génétique du centre hospitalier de Lille est le centre de
référence francais en matiere d’étude des malformations du développement des
membres aboutissant a la centralisation des analyses moléculaires dans cette
indication depuis environ 20 ans. Elle recoit également des demandes d’analyse en
provenance de I'étranger. C’est dans le cadre de ces expertises qu’a été constituée
cette cohorte de patients porteurs de variants déléteres de GDF5.

Il s’agit, a notre connaissance, de la plus importante cohorte de patients porteurs d’une
variation pathogéne de GDF5 rapportée dans la littérature scientifique, nous
permettant de réaliser une étude de cohorte multicentrique internationale
rétrospective. L’objectif principal de l'étude est la caractérisation de corrélations
génotype-phénotype. Les objectifs secondaires sont la mise en évidence de
phénotypes peu décrits dans la littérature scientifique, ainsi que la détermination de la

fréquence des différentes atteintes liées aux variations délétéres de GDF5.

2 Recueil de données
2.1 Recrutement des patients
Les patients ont été recrutés parmi les patients adressés entre 2000 et 2020 au
laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Lille, spécialisé dans les anomalies du
développement des membres. Les patients proviennent de différents centres de
Geéneétique de France (Amiens, Caen, Clermont-Ferrand, Dijon, Lille, Lyon, Marseille,
Montpellier, Nantes, Nice, Paris, Rennes, Rouen, Saint-Denis, Strasbourg, Toulouse

et Tours) ainsi que de I'étranger (Belgique, Grande-Bretagne, Italie, Mexique).
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L’indication de I'étude moléculaire des génes impliqués dans les anomalies du
développement des membres, contenant le géene GDF5, a été validée en réunion
clinico-biologique apres recueil des informations cliniques et radiologiques et des
consentements signés par les patients. Les indications de l'analyse moléculaire
étaient : brachydactylie, synostoses multiples, symphalangisme, dysplasie en « aile
d’ange » ou chondrodysplasie de type Grebe. Les patients pour lesquels les
informations cliniques n’étaient pas disponibles, ainsi que les patients porteurs de

variations de classe inférieure a 4 selon la classification ACMG, ont été exclus (166).

2.2 Recueil des informations cliniques

Dans un premier temps, une revue exhaustive de la littérature nous a permis d’établir
une fiche clinique détaillée reprenant les différentes atteintes rapportées chez les
patients porteurs de variations délétéres de GDF5 (Cf. annexe 1). Cette fiche a été
adressée, sous forme d’un questionnaire, aux différents prescripteurs extérieurs au
centre hospitalier de Lille afin de compléter, ou actualiser, les informations
communiquées lors de la demande danalyse moléculaire. Le nombre de
guestionnaires adressés aux prescripteurs extérieurs au centre hospitalier de Lille est
de 51, avec taux de réponse de 90,2% (46/51).

Les dossiers des patients adressés par le Centre Labellisé pour les Anomalies du
Développement (CLAD) de Lille ont été réévalués rétrospectivement afin de
renseigner la méme fiche. Les radiographies et photographies ont été analysées

lorsqu’elles étaient disponibles.

! La classification de I’American College of Medical Geneticists (ACMG) permet de classer les variations en 5
groupes : 1 non délétere ; 2 probablement non délétére ; 3 de signification inconnue ; 4 probablement
délétere ; 5 délétere.
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2.3 Classification des variations du géne GDF5

Une nouvelle interprétation, selon la classification ACMG, des variations de GDF5
rapportées dans la littérature scientifique ainsi qu’au sein de notre cohorte a été
réalisée. Au sein de notre cohorte, 3 patients porteurs d’'une variation de classe 1, ainsi
que 4 patients porteurs d’'une variation de classe 3 ont été exclus. La présence de
variations de classe 1 est liée aux résultats rendus avant la publication des critéres de
la classification ACMG. Ces variations avaient été rendues a titre informatif, sans
conclure a leur pathogénicité.

En revanche, pour I'étude comparative entre notre cohorte et les données de la
littérature scientifique, les variations de la littérature scientifique de classe 3 (chez un
patient atteint de BDC (88), un patient atteint de syndrome de Grebe (132) et une
famille atteinte de syndrome de Du Pan (121)), aprés réinterprétation selon la
classification ACMG, ont été conservées au sein de notre étude car les auteurs avaient

considéré ces variations comme pathogénes lors de la publication.

3 Analyses statistiques
3.1 Détermination de la fréguence des signes cliniques
Lors de I'analyse de la littérature scientifique, nous avons noté une grande difficulté a
déterminer la fréquence des atteintes présentes chez les patients atteints de BDC,
compte-tenu de descriptions parfois approximatives. Afin de tenir compte de la
subjectivité inter-individuelle lors de l'interprétation des images radiologiques, et pour
permettre une uniformité entre les patients, les atteintes des mains ont été interprétées
uniquement pour les publications présentant une iconographie comportant les
radiographies. Pour les autres atteintes, elles ont été considérées comme non

disponibles en I'absence de notion dans la description clinique de l'article.
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Au sein de notre cohorte, seuls les signes cliniques retrouvés chez au moins deux
patients ont été pris en compte. La déficience intellectuelle, bien que présente chez
plus de deux patients, n’a pas été prise en compte car elle était expliquée par d’autres
étiologies. L’atteinte des mains a été analysée uniquement chez les patients dont les
radiographies étaient disponibles. Les autres symptdémes ont été considérés comme
négatifs dés lors qu’ils n’étaient pas mentionnés dans la fiche clinique remplie. L’age
osseux a été déterminé uniquement chez les enfants dont les radiographies étaient
disponibles.

Les analyses de fréquence ont été effectuées uniquement chez les patients présentant
une brachydactylie de type C car les effectifs des patients présentant d’autres

phénotypes en lien avec des anomalies de GDF5 étaient trop faibles.

3.2 Etudes comparatives

Les analyses statistiques ont été effectuées par I'équipe de biostatistique du CHU de
Lille. La fréquence des atteintes a été comparée entre les patients de notre cohorte et
ceux de la littérature scientifique a I'aide d’un test du Khi? ou test exact de Fisher selon
les cas (pour les anomalies dentaires, anomalies des hanches et hyperlaxité). Le seuil
de significativité statistiqgue a été fixé de maniére usuelle par p<0,05. L’analyse n’a pu
étre réalisée pour les atteintes vertébrales, le retard d’age osseux, I'arthrose et les
patients asymptomatiques en raison d’un effectif trop faible.

Une analyse descriptive des différentes atteintes par tranche d’age (0-6 ans, 6-18 ans,
>18 ans) a ensuite été effectuée sur 'ensemble des patients (littérature + cohorte).
Aucune analyse comparative n’a été réalisée par tranche d’age en raison d’'un effectif

trop faible pour chaque sous-catégorie.
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4 Analyses moléculaires
Les techniques de biologie moléculaire ayant évolué durant la période de recrutement,
les patients n’ont pas tous bénéficié des mémes techniques d’analyse. Initialement le
séquencage de GDF5 était effectué par la technique de séquencage Sanger mais,
avec l'arrivée des techniques de séquencgage haut débit, le séquencage Sanger n’est
plus utilisé que pour la validation des variations identifiées en NGS. Ne seront décrites
dans cette étude que les techniques utilisées actuellement par le laboratoire de

biologie moléculaire du CHU de Lille.

4.1 Extraction d’ADN
L’ADN génomique a été extrait chez les patients et leurs parents, si disponible, a partir
d’un prélévement sanguin périphérique sur tube EDTA par la technique Chemagic Star
(Hamilton, Chemagen) avec le kit B1k (PerkinElmer®) selon le protocole recommandé
par le fournisseur. Si le patient était un feetus, 'ADN a été extrait a partir de tissu
congelé par la technique Chemagic Prepito-D avec le kit Prepito Cyto Pure
(PerkinElmer®). L'ADN a été dosé par spectrophotométrie par le kit Quant-iTTM
PicoGreenTM (ThermoFisher scientific®) selon le protocole recommandé par le

fournisseur. La lecture a été réalisée sur un spectrophotométre SAFAS Xenius®.

4.2 Séquencage haut débit
Les librairies ont été préparées par la technique de capture SureSelect QXT
(Agilent®), selon le protocole du fournisseur. Le séquencage Paired-end (2x150pb) a
ete effectué sur un séquenceur MiSeq (Illlumina®) sur une Flowcell standard. Les
données de FastQ ont été alignées sur le génome humain de réféerence (GRCh37-

hg19) en utilisant I'algorithme Burrows-Wheeler Aligner (BWA, v0.7.15-r1140). L’appel
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de variants a été effectué en utilisant le logiciel Genome Analysis Tool Kit (GATX,
v3.7). Le Variant Call Format (VCF) a été annoté par Varscan (v2.3.6) et intégré a une
base de données interne appelée DVD (CHU-Lille). La recherche de réarrangements

a été réalisée par les logiciels open source CNVkit v0.8.5 (167) et CANOES (168).

4.3 Séquencgage Sanger
Le séquencage Sanger a été utilisé pour analyser les exons non couverts, pour
confirmer les variations identifiées par séquencage haut débit et pour réaliser I'étude
de ségrégation familiale lorsque les prélevements parentaux étaient disponibles. Les
fragments ont été amplifiés par la techniqgue ABI Prism 3730XL Genetic Analyzer

(Applied Biosystems®, Courtaboeuf, France).

Il Résultats

1 Répartition des patients
Durant la période d’étude, un variant de GDF5 a été identifié chez 88 patients. Aprés
classification des variations selon les criteres ACMG, il s’agissait, pour 7 d’entre eux
d’'une variation de classe 3 ou moins et les informations cliniques étaient absentes
chez 2 patients. Ces patients ont été exclus. Les 79 patients restants étaient composés
de 48 cas index et 31 apparentés.
Parmi eux, 74 patients présentent une BDC, un est atteint de SYM1B, deux souffrent
de SYNS2, deux ont une chondrodysplasie de type Grebe et un patient est atteint d’'un

syndrome de Du Pan. La patiente 43 présente a la fois un phénotype de BDC et de
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SYM1B ce qui explique qu’elle soit comptabilisée 2 fois et que le total de patients soit,

par conséquent, de 79 et non 80.

88 patients

2 enchus 7 exelug
Abgence Critéres ACMG
dinfarmatian <4

Syndrome de Du
Pan
1 patient

Symphalangisme
1 patient 79 patients

Synostoses Syndrome de

Multiples Grebe
2 patients 2 patients

Brachydactylie
73+1 patients

1 Cas index 1 Apparenté 1 Cas index 1 Apparenté

45 Cas index 29 Apparentés

Figure 40 : Schéma représentant la répartition des patients de la cohorte.
A noter que la patiente 43 présente a la fois une BDC et un SYM1B ce qui explique le nombre de patients présentant
une brachydactylie soit de 74 (73+1) et que le nombre de patients total soit de 79 et non 80.

2 Brachydactylie de type C

2.1 Signes cliniques
74 patients présentaient un phénotype compatible avec une brachydactylie de type C.
lls sont répartis en 45 cas index et 29 apparentés. Les radiographies étaient
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disponibles pour 59 patients. Les résultats et la comparaison avec les données de la

littérature sont résumés dans le tableau 4.

cohorte pourcentage [littérature pourcentage Slii::::::é
Effectif 74 33
Sexe 42F/32M 1Z2Ff17M
ﬁge Az _mnv 20,6 _ moy 11,3
min 0 - max 76 min 0,75 -max 52

Dysplasie en « ailes d'ange = 22/63 34,95% 5/27 18,5% p=0,12
Brachymetacarpie 1*™ rayons 49/63 77,8% 16/27 59, 3% p=0,072
Brachymésophalangie 2™ rayans 51,/63 81% 18/27 66, 7% p=0,14
Brachymésophalangie 3*™* rayons 36,/63 57,1% 13027 48 1% p=0,43
Brachymeésophalangie 5™ rayons 47/63 74,65 19/27 70,4% p=0,68
Brachybasophalangie 2™ rayons 14/63 22,2% B/27 29, 6% p=0,45
Brachybasophalangie 3™ rayons 14/63 22,7% 10/27 37% p=0,1%
Clinodactylie 2*™* rayons 22/66 33,3% 1730 56, 7% p=0,031
Clinodactylie 3*™* rayons 14/66 21,2% 11/30 36,7% p=0,11
Clinodactylie 5*™* rayons 43/66 65,2% 17/30 56,7% p=0,33
Polyphalangies 19/63 30,2% 9/27 33,3% p=0,77
Pseudoépiphyses 16/63 25,4% 6/27 22,2% p=0,75

Autres atteintes

Atteinte des pieds 20/49 40,8% 11/26 42 3% p=029
Taille<-205 21/57 36,8% 7/18 36,8% p=1
Retard d'3ge osseux 24/26 92,5% 7/B B7.,5% effectif<g
Anomalies dentaires 19/55 34,55% 1/15 6, 7% p=0,051
Anomalies des hanches 15/61 24,65 3/19 15,8% p=0,54
Hyperlaxité 15/62 25,8% 2/17 11,8% p=0,33
Atteinte vertébrale 5/60 8,3% 2/19 10,5% effectif<g
Arthrose 6/33 18,2% 014 0% effectif<g
Asymptomatigue 3/74 4,1% 4/33 12,1% effectif<g

Tableau 4 : Fréquence des différentes atteintes des patients présentant une brachydactylie de type C

Les patients de l'article (91) ont été exclus de la colonne littérature car ils font partie de notre cohorte.

2.1.1 Atteinte des extrémités

Les anomalies les plus fréquentes des extrémités (retrouvées dans plus de 50% des

cas) sont une brachymésophalangie bilatérale des 2émes, 3émes gt 5émes rgyons, une

brachymétacarpie bilatérale des 1°'s rayons et une clinodactylie des 5¢™¢s rayons. Les

autres atteintes comme la brachybasophalangie et la clinodactylie des 2¢mes et 3emes
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rayons ou la polyphalangie sont relativement moins fréquentes mais assez
caractéristiques de la BDC. La polyphalangie est présente chez 30,2% des patients
étudiés, elle concerne principalement les phalanges proximales et médianes des 2émes
et 3°Mes rayons.

La dysplasie en « ailes d’ange » a une fréquence de 34,9% et touche principalement
les phalanges qui sont le plus souvent raccourcies comme les 1S métacarpiens et les
phalanges médianes des 2émes, 3¢émes et 5émes rayons. Elle est exceptionnellement
présente au niveau de la phalange médiane des 4°™s rayons chez un patient. Les
pseudo-épiphyses sont présentes chez 25,4% et se situent au niveau de la base des
2¢mes métacarpiens.

Les clinodactylies des 2°mes et 3mes rayons sont habituellement secondaires a une
dysplasie de l'articulation de la base des phalanges proximales en delta entrainant une
déviation des doigts. Cela n'est pas le cas de la clinodactylie des 5°™es rayons, qui est
secondaire a une dysplasie intrinséque de la phalange médiane des 5™ rayons.
L’atteinte des pieds est présente chez un peu moins de la moitié des patients de notre
cohorte et de la littérature, respectivement 40,8% et 42,3%. Elle est extrémement
variable et systématiquement moins sévére que celle des mains. On retrouve, le plus
fréquemment, une brachymésophalangie des 2émes 3eémes 4eémes gt Geémes rayons,
jusqu’a une agénésie totale pour les formes les plus sévéres. On peut parfois observer
une atteinte des 1°" métacarpiens ou de la phalange proximale des 1 rayons.
Aucune analyse précise sur la fréquence de chaque atteinte n’a été effectuée au

niveau des pieds car les radiographies n’ont été que peu realisées.

61



Figure 41 : radiographie de la main droite du patient 10-1 montrant I'évolution de la BDC.

A : 2 mois ; B : 13 mois, apparition d’'une dysplasie en ailes d’ange & la phalange médiane du 4¢™ rayon ; C : 22
mois, apparition d’'une pseudoépiphyse a la base du 2™ métacarpien ; D : 6 ans, aprés chirurgie de réaxation,
apparition d’'une polyphalangie au niveau de la phalange proximale du 3¢™e rayon ; E: 8 ans ; F : 11 ans.

La seule différence statistiquement significative mise en évidence concerne les
clinodactylies des 2¢ms rayons. Elles sont relativement plus fréquentes dans la
littérature scientifique comparativement a notre cohorte avec des fréquences
respectives de 56,7% dans la littérature versus 33,3% dans notre cohorte. Pour les

autres atteintes il n’y a pas de différence statistiquement significative mise en évidence

au seuil de p=0,05.

62



Figure 42 : Schéma représentant les atteintes classiques retrouvées dans la brachydactylie de type C.
Les fleches droites indiquent les phalanges atteintes de polyphalangie. Les fleches courbées indiquent les doigts
atteints de clinodactylie. Les phalanges en gris indiquent un raccourcissement. Les étoiles indiquent les
phalanges atteintes de dysplasie en « ailes d’ange ». Le carré indique la localisation des pseudoépiphyses.

2.1.2 Autres signes cliniques

Le retard statural est présent chez 36,8% des patients de notre étude (21/57) et de la
littérature (7/19). Il est systématiquement modére, toujours supérieur a -3,5 DS, et
semble bien répondre a I'administration d’hormone de croissance pour les quelques
patients qui en ont bénéficié. La taille moyenne finale chez I'adulte est de -1,2DS
(n=17).

L’atteinte la plus fréquente est le retard d’age osseux. Elle est présente chez 92,3%
des patients dont les radiographies étaient disponibles (24/26). La comparaison avec
les patients de la littérature n’a pas été possible car le nombre de patient avec mention
d’'un retard d’age osseux était trop faible (n<8).

Les atteintes dentaires sont trés variables selon les familles, on observe
majoritairement des caries et des malpositions dentaires, plus rarement une relative

fragilité dentaire ou un retard d’éruption, ainsi que d’autres atteintes rapportées chez
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un seul individu : anomalie d’émail, hypoplasie racinaire, agénésie dentaire. Il est de
ce fait difficile d’identifier une atteinte caractéristique en lien avec les anomalies de
GDFb5. La fréquence des atteintes dentaires semble néanmoins plus fréquente dans
notre cohorte avec 34,5% de patients (19/55) atteints versus 6,7% pour la littérature
(1/15), cependant cette différence n’est pas statistiquement significative avec p=0,051.
L’atteinte des hanches est principalement une dysplasie de 'articulation coxo-fémorale
mais on observe également des luxations congénitales de hanche ainsi que des
ostéochondrites. Elle parait toucher plus fréquemment les patients de notre cohorte
avec 24,6% des patients (15/61) atteints contre 15,8% dans la littérature (3/19), sans
gue cette différence soit statistiquement significative.

L’hyperlaxité est le plus souvent modérée et n’engendre une géne fonctionnelle que
de maniére exceptionnelle. Elle touche plus fréquemment les articulations distales,
cependant il est possible gqu’elle soit majoritairement proximale. Elle semble plus
fréquente dans notre cohorte avec 25,8% des patients atteints (16/62) contre 11,8%
dans la littérature (2/17), bien que cette différence ne soit pas statistiqguement
significative.

L’atteinte vertébrale touche respectivement 8,3% des patients de notre cohorte (5/60)
contre 10,5% des patients de la littérature (2/19). On observe essentiellement des
scolioses non séveres chez trois patients de notre cohorte ainsi qu’un patient atteint
de spondylolisthésis et un autre présentant une vertébre surnuméraire avec un défaut
de fusion de l'arc postérieur.

L’arthrose est trés variable selon les patients et peut toucher différentes articulations :
cervicale, digitale, coxarthrose, gonarthrose. Elle est présente chez 18,2% (6/33) des

patients de notre cohorte alors qu’elle n’a jamais été mentionnée dans les patients de
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la littérature scientifique (0/14). Les patients atteints d’arthrose ont un age compris
entre 35 et 46 ans.

La fréquence des patients asymptomatiques semble plus élevée dans la littérature
scientifique avec 12,1% des patients (4/33) comparativement a notre cohorte qui ne
comporte que 4,1% de patients asymptomatiques (3/74). Cependant, une analyse

statistique n’a pas pu étre effectuée par manque d’effectif suffisant.

Figure 43 : Radiographie de la main gauche de différents patients de la cohorte.

A : patient 37-2, B : patient 2-1, C : patient 2-2, D : patient 33-3 a 'dge de 1 an, E : patient 42 a 'dge de 1 an, F :
patient 31, G : patient 37-1 a '&ge de 27mois, H : patient 18-1, | : patient 18-2, J : patient 18-3, K : patient 20 a 'age
de 8ans et 5mois, L : patient 1-1, M : patient 1-2, N : patient 1-3, O : patient 24, P : patient 38-3, Q : patient 21-1 a
I'age de 10mois, R : patient 3-1 a I'4ge de 2 ans, S : patient 11-1 a 'dge de 5ans, T : patient 11-2, U : patient 6-1 a
I'age de 10 ans, V : patient 6-2.
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2.1.3 Atteinte par classe d’age

On remarque que les dysplasies en « ailes d’ange » ainsi que les pseudo-épiphyses
ne touchent aucun adulte, elles sont uniquement présentes chez les patients de 0 a 6
ans et de 6 a 18 ans. Cela est cohérent avec le fait que ces anomalies ne sont visibles
gue lors de la phase de croissance osseuse. Le retard d’age osseux n’est présent, par
définition, que durant la phase de croissance ce qui explique qu’il n’est plus constaté
a I'age adulte.

On observe le phénomeéne inverse pour I'arthrose qui est seulement présente chez les
patients de plus de 18 ans. Ce résultat concorde avec la physiopathologie de I'arthrose
qui est plus fréquente chez les personnes agées.

Les autres signes cliniques ne semblent pas étre influencés par I'age car la proportion

de patients atteints ne varie que peu selon les classes d’age.
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_ _ absent 10 (47,6%) 3 (21,4%) 27 (100%)
Dysplasie en « ailes dange »
présent 11 (52,4%) 11 (78,6%) 0 (0%)
absent 2 (9,5%) 3(21,4%) 9(33,3%)
Brachymétacarpie 1% rayons
présent 19 (90,5%) 11 (78,6%) 18 (b6, 7%)
absent 4(19% 0 (0% 8(29,6%
Brachymésophalangie 2™ rayons = [ ) (0%) [ )
present 17 (81%) 14 (100%) 19 (70,4%)
absent 7133,3%) 5 (35,7%) 15 (55,6%)
Brachymésophalangie 3™ rayons
présent 14 (66,7%) 9 (64,3%) 12 (44,4%)
i ) absent 2(9,5%) 2114,3%) 11 (40, 7%)
Brachymésophalangie 5™ rayons
présent 19 (90,5%) 12 (85,7%) 16 (59,3%)
) absent 14 (33,3%) 11 (78,6%) 23 (85,2%)
Brachybasophalangie 28™= rayons
présent 7 (66,7%) 3 (21,4%) 4(14,8%)
) absent 15 (71,4%) 11 (78,6%) 23 (85,2%)
Brachybasophalangie 3*™ rayons
présent 6 (28,6%) 3 (21,4%) 4(14,8%)
absent 15 (71,4% 9 (64,3% 20 (66, 7%
Clinodactylie 25™ rayons (71,4%) [ ) [ J
présent 6 (28,6%) 5 (35,7%) 10 (33,3%)
) ) absent 13 (61,9%) 11 (78,6%) 27 (90%)
Clinodactylie 3*™ rayons
présent B (38,1%) 3 (21,4%) 3 (10%)
: : absent 4 (19%) 4 (28,6%) 14 (46,7%)
Clinodactylie 5*™ rayons
présent 17 (81%) 10 (71,4%) 16 (53,3%)
_ absent 14 (66,7%) 9 (64,3%) 21(77,8%)
Folyphalangies
présent 7133,3%) 5 (35,7%) 6(22,2%)
absent 14 (66,7% 6 (42,9% 27 (100%
Pseudoépiphyses t ) l: ) l: )
présent 7133,3%) B(57,1%) 0 (0%)
) ) absent 11 (68,8%) 7(63,6%) 10 (47,6%)
Atteinte des pieds =
present 5(31,3%) 4 (36,4%) 11 (52,4%)
absent 12 (63,2%) 10 (71,4%) 14 (60,9%)
Taille=-2D5
présent 7(36,8%) 4 (28,6%) 9(39,1%)
) absent 0 (0%:) 2 (18,2%) 0
Retard d'dge osseux
présent 15 (100%) 9 (81,8%) 1]
) ) absent 12 (75%) 8 (57,1%) 15 (62,5%)
Anomalies dentaires
présent 4 (25%) 6(42,9%) 9(37,5%)
) absent 15 (75%) 11 (78,6%) 20 (76,9%)
Anomalies des hanches
présent 5(25%) 3 (21,4%) 6123,1%)
; absent 18 (90%) 8 (50%) 20 (B0%)
Hy perlaxité
présent 2 (10%) 8 (50%) 5 (20%)
) absent 19 (95%) 13 (92,9%) 22 (B8%)
Atteinte vertébrale
présent 1(5%) 1(7,1%) 3 (12%)
absent 0 6 (100%) 21 (80,8%)
Arthrose
présent 1] 0 (0%) 5(19,2%)
) absent 23 (100%) 16 (100%) 31(91,2%)
Asymptomatique
présent 0 (0%) 0 (0%) 3 (8,8%)

Tableau 5 : Différents signes cliniques par classe d’age : <6 ans, 6-18 ans, >18 ans.
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2.2 Résultats moléculaires

Trois variations délétéres sont retrouvées de maniére récurrente dans notre cohorte et

la littérature : ¢.157dupC ; ¢.498dupC et c.1312C>T.

La variation ¢.157dupC a été rapportée chez de nombreux patients de familles
différentes : 11-1, 11-2, 17, 18-1, 18-2, 18-3, 22, 34, 41 et (124). On observe le
méme phénomene pour la variation ¢.498dupC : 1-1, 1-2, 1-3, 3-1, 3-2, 3-3, 3-
4, 26-1, 26-2. Dans le cas de ces deux variations, I'architecture du géne, qui
comporte des sites de répétition poly-A ou poly-C en amont, pourrait favoriser
les erreurs lors de la réplication, et donc I'ajout ou le retrait d’'une base Adénine
ou Cytosine. Il s’agit d'un mécanisme bien connu d’apparition de variations
récurrentes au sein du génome. On constate par ailleurs, une délétion au niveau
du méme nucléotide (c.157del) chez les patients 21-1 et 21-2 ce qui est trés en
faveur de ce mécanisme.

La 3®me variation, ¢.1312C>T, est un faux-sens hétérozygote présente
également dans des familles différentes : 9, 29-1, 29-2, (88), (90) et (96). Ces
familles sont originaires de régions tres variées ce qui n’est pas en faveur d’'un
éventuel effet fondateur. De plus, le mécanisme cité précédemment n’a pas lieu
dans la survenue de cette variation car il n’'y a pas de site de répétition
nucléotidigue en amont. Nous pouvons supposer, en nous basant sur le
phénotype de BDC observé chez les patients, que cette variation est
responsable d’'une perte de fonction protéique, sans que cela ait été confirmé
sur le plan fonctionnel. Il serait intéressant de réaliser des études fonctionnelles
de cette variation afin de mieux comprendre les raisons de sa récurrence et ses

conséqguences.
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3 Symphalangisme proximal de type 1B
3.1 Signes cliniques

Notre cohorte comporte une patiente atteinte de SYM1B. Son pére serait également
atteint, cependant le séquencage de GDF5 n’a pas été effectué chez lui, par
conséquent il ne fait pas partie de notre cohorte.
Cette patiente numéro 43 présente un début de synostose des articulations
interphalangiennes proximales des rayons 2-3-4-5 de maniére bilatérale au niveau des
mains. Elle présente également une brachymétacarpie, une brachymétatarsie ainsi

qu’une dysplasie bilatérale des 1°'S rayons.

Figure 44 : Radiographie de la main (A) et du pied (B) de la patiente 43.

3.2 Résultats moléculaires
La variation détectée chez la patiente 43 : ¢.1118T>C, est une variation faux-sens
responsable de la modification de la Leucine en position 373 par une Proline. Cette
variation se situe au niveau de l'avant-bras dans le prodomaine de la protéine

GDF5/CDMP1, a proximité du site de clivage. Une variation faux-sens au méme codon
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responsable de la modification de la Leucine en position 373 en Arginine a été

rapportée dans la littérature comme responsable d’'un SYM1B (97).

4 Synostoses multiples
4.1 Signes cliniques
La cohorte comprend deux patients d'une méme famille présentant un phénotype
compatible avec une maladie des synostoses multiples. La patiente 45-1 a été
adressée en consultation de génétique en raison d’une fusion des articulations
interphalangiennes proximales au niveau des rayons 3-4-5 associée a une rétraction
des coudes, une raideur du rachis lombaire et une rétraction des orteils. Le patient 45-
2 est le frere de la patiente 45-1 et il présente également une rétraction des doigts et

des orteils. Les patients présentent par ailleurs une taille inférieure a -2DS.

Figure 45 : Radiographies patiente 45-1

4.2 Résultats moléculaires
La variation identifiée dans la famille : ¢.1240T>C, est une variation faux-sens

hétérozygote responsable de la modification d’'un acide aminé Tryptophane par une
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Arginine en position 414. Elle se situe au niveau de la protéine mature et altere un
acide aminé impliqué dans la fixation a NOG, BMPR1A et BMPR1B. Cette variation
avait déja été rapportée comme responsable d’'une maladie des SYNS2 ainsi que

d’'une BDA1 (24).

5 Syndrome de Grebe
5.1 Signes cliniques

Notre cohorte comporte deux patients d'une méme famille, d’origine pakistanaise,
atteints d’un syndrome de Grebe.

Le patient 47-1 est un enfant de 9 ans présentant un raccourcissement huméral, radial
et ulnaire associé a une brachydactylie extréme. Au niveau de la main droite il possede
4 doigts possédant une ou deux phalanges, avec un 5™ doigt pédiculé dont I'exérése
a été réalisée chirurgicalement. Au niveau de la main gauche il présente 6 doigts
possédant une a deux phalanges, avec une duplication du 5™ doigt. L’atteinte est
plus marquée aux membres inférieurs avec des raccourcissements fémoraux, tibiaux
et fibulaires associés a une luxation congénitale de hanche. Il présente 5 orteils trés
courts au niveau du pied droit et 4 orteils au niveau du pied gauche en raison de
I'amputation d’un 5¢™e orteil pédiculé.

Le patient 47-2 est un feetus, dont la grossesse a été interrompue a 14 semaines
d’aménorrhée, aprés la découverte anténatale de malformations évocatrices d’un
syndrome de Grebe. Ce foetus présentait une agénésie cubitale, un raccourcissement
huméral et radial ainsi qu’'une hexadactylie au niveau de la main gauche. Il n’y avait

pas d’ossification des membres inférieurs mais présence bilatérale de 5 orteils.
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Figure 46 : Photographies du patient 47-1

5.2 Résultats moléculaires
La variation retrouvée chez les patients : ¢.1129C>T, est une variation faux-sens a
I'état homozygote responsable de la modification d’'une Arginine en position 377 en
Tryptophane au niveau du site de clivage de la protéine GDF5/CDMP1. Cette variation
a déja été identifiée a I'état homozygote dans la littérature scientifigue comme

responsable d’'un syndrome de Grebe (134).

6 Syndrome de Du Pan
6.1 Signes cliniques
Notre cohorte comporte une patiente présentant un phénotype évocateur d’un
syndrome de Du Pan. La patiente 46 est issue d’'un couple apparenté. Elle présente
une agénésie des phalanges médianes au niveau des mains ainsi qu'une hypoplasie

au niveau des pieds. Elle présente également un retard statural a -3,5DS cependant il
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n’a pas été noté d’hypoplasie au niveau des fibulae. Elle avait été adressée initialement

au laboratoire pour étude du gene IHH dans I'hypothése d’'une BDAL.

Figure 47 : Radiographie patiente 46.

6.2 Résultats moléculaires
La variation : c.1130G>A a été retrouvée a I'état homozygote. Elle est responsable de
la substitution d’'une Arginine en position 377 par une Glutamine au niveau du site de
clivage de la protéine GDF5/CDMP1. Elle n’a jamais été rapportée dans la littérature

scientifique.

7 Etude moléculaire
Trente-quatre variations différentes de GDF5 ont été identifiées au sein de notre
cohorte, dont 27 qui n’avaient jamais été décrites dans la littérature scientifique. Au
total, ce sont 76 variations différentes de GDF5 qui ont été identifiées chez les patients
de notre cohorte et de la littérature scientifique jusqu’'a présent. Les variations sont
réparties en :
- Quarante-trois variations tronquantes réparties tout le long du gene dont une

délétion complete du géne.
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- Trente et une variations faux-sens situées principalement au niveau de I'avant-
bras, du site de clivage et de la protéine mature, dont une variation (c.631G>A)
touchant un site accepteur d’épissage. Ces variations faux-sens ont des
conséquences variables selon leur localisation et les caractéristiques physico-
chimigues de I'acide aminé impliqué. Ces conséquences sont difficiles a prédire
et leur interprétation a été effectuée au cas par cas.

- Par ailleurs, la description de plusieurs variations en cis, sur le méme alléle,
(c.1309_1311del ; c.1315T>A ; c.1319A>T), chez un patient présentant un
phénotype de syndrome de Du Pan rend linterprétation tres difficile et ces
conséquences impossibles a déterminer (121).

Les variations faux-sens, identifiées chez les patients de notre cohorte, situées au
sein du domaine mature de la protéine ont été modélisées en 3D a l'aide du logiciel
missense 3D. On remarque que, dans la plupart des cas, elles sont responsables
d’'une modification de conformation de la protéine qui pourrait expliquer leur
pathogénicité. Par ailleurs, pour les variations représentées en B et N sur la figure 48
(p.Cys400Tyr et p.Cys498Ser), le changement de conformation de la protéine peut
s’expliquer par la rupture d’'un pont disulfure car il y a remplacement d’une Cystéine
par un autre acide aminé. En ce qui concerne la variation représentée en E
(p.Pro436Thr), le logiciel prédit le remplacement d’un isomére Proline en cis (cis-
Proline) par un autre acide aminé, ce qui enléve un acide aminé important pour la
conformation protéique. Il est donc tres probable que cette variation soit pathogene.
Enfin, la variation représentée en D (p.Gly431Arg) concerne une Glycine située dans
une courbure protéique, selon le logiciel, cela aboutit a une conformation aberrante

avec un score MolProbity clash éleve ce qui est en faveur de son caractere pathogene.
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Figure 48 : Schéma représentant la modification de la conformation 3D de la protéine GDF5 en cas de
variation faux-sens obtenu a I'aide du logiciel missense 3D (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/).

La structure de la molécule sauvage est indiquée en gris, I'acide aminé sauvage impliqué est indiqué en noir. La
modification de la structure de la protéine mutée est indiquée en rose, 'acide aminé impliqué par la variation est
indiqué en rouge. A : p.Arg399Cys, B : p.Cys400Tyr, C : p.Trp414Arg, D : p.Gly431Arg, E : p.Pro436Thr, F : p.Arg438Cys, G :
p.Arg438Leu, H : p.Leud441Pro, | : p.Asn445Thr, J : p.Asn445Lys, K : p.Ser475Asn, L : p.Vald86Met, M : p.Glu491Lys, N :
p.Cys498Ser.

Il Discussion

Le recueil d'informations cliniques et moléculaires durant plus de 20 ans par le centre
de référence des malformations des membres du CHU de Lille a permis d’établir la
plus importante cohorte de patients porteurs d’anomalies du géne GDF5 connue a ce
jour. Aprés I'application des critéres d’exclusion nous avons obtenu une cohorte de 79
patients présentant une variation délétére de GDF5. Apres le recueil des informations
cliniues des différents patients nous avons pu établir une corrélation génotype-
phénotype la plus précise possible, ainsi qu’'une description des différentes atteintes
observées. La fréquence des atteintes a pu étre comparée entre les patients de notre
cohorte et ceux de la littérature scientifique. Cependant, le seul signe présentant une
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différence statistiguement significative dans notre cohorte par rapport aux patients de
la littérature est la clinodactylie des 2¢™es rayons. Cela peut s’expliquer par un mangue
de puissance de I'étude. En effet, la problématique d’un faible nombre d’échantillon de
patients est récurrente dans le cadre des maladies rares. Il est difficile d’établir une
fréquence relative pour les différents signes cliniques a l'aide des patients rapportés
dans la littérature compte tenu de leur trés faible effectif. De plus, cela expose a de
nombreux biais difficilement évitables (absence d’information homogéne entre les
articles). Nous avons cependant décidé de calculer une fréquence en fonction des
patients décrits dans la littérature afin d’avoir un point de comparaison par rapport aux
patients de notre cohorte, malgré les nombreuses limites de cette analyse. Toutes ces
raisons expliquent que la mise en évidence de variations significatives soit difficile et
que la seule différence statistiquement significative soit la clinodactylie des 2émes
rayons. D’autres signes cliniques ont une fréquence probablement différente entre les
patients décrits jusqu’a présent et notre cohorte comme la brachymétacarpie des 1°™
rayons, les anomalies dentaires ou I'arthrose, cependant cette différence n’a pas été
mise en évidence du fait d’'un trop faible effectif des patients de la littérature. C’est
pourquoi la centralisation des données de patients dans un centre de référence ou la
mise en commun des informations cliniques et moléculaires est essentielle afin d’avoir
un échantillon suffisant de patients atteints de maladies rares a comparer lors de
prochaines études. Ce n’est que grace a ces étapes de description cliniques détaillées
gue nous pourrons ameliorer la prise en charge de ces pathologies encore trop peu

connues.

1 Perte de fonction mono-allélique
Le phénotype typique de l'altération mono-allélique de GDF5 est la BDC cependant,

certaines variations peuvent étre responsables d’'un phénotype de BDA1 ou BDA2
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rendant le diagnostic différentiel difficile. Les atteintes classiques de la BDC sont

résumées dans la figure 42. Ces atteintes sont toutes inconstantes et présentent une

variabilité inter-individuelle importante, pouvant aller jusqu’a I'absence de symptémes.

En reprenant les patients de la littérature décrits comme présentant une BDA1 ou

BDA2 en lien avec une anomalie de GDF5 on remarque qu'’il y a systématiquement

associé un raccourcissement, parfois modeste, du 1" métacarpien, ce qui n’est pas

classique pour une BDA1 ou BDA2. L’étude du 1°" métacarpien semble donc étre un

bon élément d’orientation vers le géne GDF5 (80,82—84).

Concernant les atteintes associées, chez les patients souffrants de BDC :

Le retard d’age osseux est extrémement fréquent lorsque les radiographies sont
réalisées en période de croissance.

Il est vraisemblable que les fréquences respectives de la dysplasie en “ailes
d’ange” et des pseudo-épiphyses sont sous-estimées dans les différentes
cohortes car ces deux types d’atteinte sont uniquement visibles a une certaine
période du développement des phalanges et ne le sont plus a I'dge adulte,
comme le montre notre étude en sous-groupe d’age. Les radiographies n’étant
pas réalisées systématiguement au moment de leur visibilité, il est facile de
passer a cOté de ces atteintes.

Concernant les différences respectives de fréquences, observées entre notre
cohorte et celle de la littérature, pour I'atteinte dentaire, I'hyperlaxité et I'atteinte
des hanches. Elle peut s’expliquer par le fait que ces questions, que nous avons
spécifiguement posées dans notre questionnaire clinique (ce qui a permis de
compléter le phénotype des patients de notre cohorte), ne I'ont probablement

pas été dans d’autres études.
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o On observe une proportion de 34,5% de patients souffrant d’'une atteinte
dentaire dans notre cohorte, cependant les atteintes présentées par les
patients sont trés variables. Cette variabilité nous interroge sur le lien de
causalité de cette atteinte et les anomalies du géne GDF5. L’examen
orthodontique ainsi que des panoramiques dentaires n’étant que trés
rarement effectués en consultation de génétique, il serait nécessaire
d’étudier plus précisément cette atteinte afin de préciser son lien avec la
pathologie des patients.

o L’hyperlaxité étant majoritairement modérée et n’engendrant
gu’exceptionnellement une géne fonctionnelle, il est probable qu’elle soit
sous-évaluée.

o Les patients ayant majoritairement consulté ponctuellement en
geénétique clinique, nous n'avons que peu d’éléments concernant leur
suivi. Cela peut expliquer la faible proportion de patients présentant de
I'arthrose. Il serait intéressant de mettre en place un suivi longitudinal de
ces patients a I'dge adulte afin de dépister et de prendre en charge
précocement la survenue d’arthrose.

Concernant le nombre de patients asymptomatiques portant une variation pathogéne
du géene GDF5, on remarque une fréquence supérieure, bien que non significative,
dans la littérature par rapport a celle de notre cohorte. Cette différence peut s’expliquer
par notre recherche d’exhaustivité. En effet, nous avons systématiguement demandé
des radiographies chez les patients décrits comme asymptomatiques. Ceci nous a
permis de mettre en évidence des atteintes a minima, principalement une
brachymétacarpie des 1°s rayons chez plusieurs patients sans plainte fonctionnelle,

qui auraient pu aisément étre considérés comme non atteints. Par conséquent, la
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proportion réelle de patients totalement asymptomatiques est probablement

surestimée dans la littérature.

2 Perte de fonction bi-allélique
Les deux patients présentant un syndrome de Grebe ont un phénotype concordant
avec la littérature scientifique. lls présentent une atteinte plus marquée au niveau des
membres inférieurs, en particulier au niveau distal. Cela engendre une géne
fonctionnelle importante mais il n’y a aucune atteinte des capacités intellectuelles. Il
est intéressant d’observer une polydactylie chez de nombreux patients alors qu’elle
n’est jamais présente dans les autres formes cliniques liées aux anomalies du gene
GDFS5.
Concernant la patiente atteinte d’'un syndrome de Du Pan, elle présente une agénésie
des phalanges médianes qui n’est pas classique. Cette atteinte est plutot
caractéristique d’'une BDA1 par perte de fonction hétérozygote du géne IHH.
Cependant la patiente présente également une dysplasie des phalanges proximales
des hallux, en lien avec des phalanges delta, ainsi qu'une absence d’hypoplasie des
fibulae. Ces nombreuses atteintes atypiques font douter de la classification de
syndrome de Du Pan, cependant la ressemblance avec le patient de l'article (117),
ainsi que les caractéristiques de la variation identifiée a I'état homozygote nous ont
amené a ce diagnostic.
A notre connaissance aucun patient présentant un syndrome de Hunter-Thompson,
autre que ceux de la description princeps et des indiens Cholos, n’a été rapporté dans
la littérature scientifique.
La variabilité inter-individuelle importante, ainsi que le chevauchement de certaines

atteintes phénotypiques illustrent bien la difficulté de la classification en une entité
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syndromique. Ces syndromes ayant été décrits avant l'apparition des études
moléculaires, ils ne sont bien souvent que le reflet de la variabilité phénotypique des
variations « perte de fonction » bi-alléliques de GDF5, rentant plutét dans le cadre d’un

spectre phénotypique que d’entités différentes.

3 Gain de fonction
Le symphalangisme proximal lié aux variations de GDF5 est une affection évolutive au
cours du temps. Les symptdémes apparaissent dans I'enfance avec une augmentation
progressive de la géne fonctionnelle, jusqu'a la fusion totale des articulations
interphalangiennes proximales. La patiente de notre cohorte a, par ailleurs, une
dysplasie importante des 1°® métacarpiens et métatarsiens qui n’avait pas été
rapportée jusqu’a présent. Le syndrome des synostoses multiples évolue de la méme
maniére que le symphalangisme. Il débute dans I'enfance mais ne se limite pas aux
seules articulations interphalangiennes. Les patients de notre cohorte ont uniquement
une atteinte des phalanges, des coudes et du rachis lombaire et ne souffrent ni d’'une
autre atteinte articulaire, ni de surdité liée a la fusion des osselets, comme cela est
classique dans la maladie des synostoses multiples de type 1. En effet, aprés une
revue exhaustive de la littérature, aucun patient atteint de SYNS2 en lien avec une
altération de GDF5 ne présente de surdité. En revanche, les deux patients de notre

cohorte présentent un retard statural.

4 Interprétation moléculaire
Contrairement aux variations tronquantes du gene (non-sens, décalage du cadre de
lecture ou de site d’épissage), l'interprétation des variations faux-sens ou des régions

non codantes représente une difficulté majeure de la pratique des généticiens.
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On constate que les variants déléteres situés au niveau des régions codantes de la
protéine GDF5/CDMP1 mature sont responsables de phénotypes tres différents selon
leur localisation au sein du gene. L’amélioration des connaissances sur le réle des
différentes régions de la protéine GDF5/CDMP1 nous a permis d’améliorer
l'interprétation des variations et I'établissement d’'une corrélation génotype-phénotype,
qui reste malgré tout incompléte. Ce travail est caractéristique de l'effort que les
généticiens vont devoir fournir a I'avenir afin de préciser les différents phénotypes en
relation avec un méme gene.

Ainsi, de nombreuses variations faux-sens hétérozygotes situées au niveau du
prodomaine dans la région de I'avant-bras, du site de clivage et de la protéine mature

GDF5 ont été rapportées dans littérature et dans notre cohorte.

4.1 Variations situées au niveau de I'avant-bras (LAP)

Les variations au sein de l'avant-bras (LAP) de la protéine sont responsables
principalement d’'un phénotype de BDC ou de syndrome de Grebe. Cela suggére un
mécanisme de perte de fonction qui pourrait étre expliqué par différentes hypothéses :
- La premiére est un défaut de liaison aux protéines LTBP et une absence de
sécrétion de la protéine GDF5/CDMP1 selon le mécanisme démontré par
Farooq et al. (23). En effet, les variations ¢.517A>C (p.Metl73Leu) (78),
c.527T>C (p.Leul76Pro) (23), c.608C>A (p.Thr203Asn) (77) et c.612C>A
(p.-Ser204Arg) (88), sont situées au niveau des acides aminés predits comme
stabilisateurs de I'avant-bras ce qui pourrait expliquer le mécanisme a l'origine

d’'une perte de fonction. Cette hypothese a été validée pour la variation

(p.Leu176Pro) qui est responsable dune diminution de [lactivité des
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phosphatases alcalines, qui sont le reflet du processus de chondrogénése et
permettent de mesurer indirectement 'activité de GDF5/CDMP1 (23).

- La seconde hypothese est celle d’'une perte d’affinité pour les récepteurs
BMPR1A et BMPR1B. En effet, méme si les autres variations faux-sens situées
dans cette région: c.601A>C (p.Thr201Pro) (94), c.704T>C (p.Leu235Pro)
(132), ¢.788T>C (p.Leu263Pro) (94), ne sont pas prédites comme altérant un
site stabilisateur de l'avant-bras, les analyses fonctionnelles effectuées sur
certaines d’entre elles (p.Leu201Pro ; p.Leu263Pro), ont révélé une diminution
de l'activité de la voie dépendante de SMAD par diminution de l'interaction avec
BMPRI1A et surtout BMPR1B (94).

- La derniére hypothése expliquant une perte de fonction est 'augmentation de
la dégradation des protéines mutées par des protéases responsables d’'une
demi-vie plus courte.

Ces études fonctionnelles couplées a I'analyse des interactions 3D de la protéine nous
permettent d'améliorer l'interprétation des conséquences de ces variations, bien

qu’elles demeurent encore imparfaites.

4.2 Variations situées au niveau ou a proximité du site de clivage
De nombreux variants faux-sens hétérozygotes déléteres, responsables de
phénotypes variables, sont situés a proximité ou au niveau du site de clivage. Les
arguments en faveur de leur pathogénicité sont forts car ils modifient la séquence
extrémement conservée du site de clivage. Cependant, les mécanismes a 'origine des
différents phénotypes restent difficles a prédire, d’'ou l'importance des études

fonctionnelles ou de conformation protéique (84,117).
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Plusieurs logiciels de représentation de la conformation 3D de la protéine ont permis
de prédire les acides aminés impliqués dans les interactions de GDF5/CDMP1 avec
ses récepteurs BMPR1B, BMPR1A et son inhibiteur NOG.

Ces prédictions sont particulierement utiles concernant la variation ¢.1240T>C
(p-Trp414Arg) qui est responsable simultanément d’'une BDA1 évocatrice d’'une perte
de fonction et de synostoses évocatrices d’un gain de fonction. Cette variation, située
sur un acide aminé impliqué dans l'interaction avec NOG, BMPR1A et BMPR1B, est
responsable & la fois d’'une perte de sensibilité a I'inhibiteur NOG (donc d’un gain de
fonction) et d’'une perte d’affinité pour les récepteurs BMP (donc d’une perte de
fonction) (24).

D’autres altérations des acides aminés impliqués dans les interactions avec les
récepteurs BMP ont été rapportées comme responsables de BDA2 : ¢;1322T>C
(p.Leu441Pro) ou de symphalangisme c¢.1313G>T (p.Arg438Leu) (82). Clest
également le cas pour les variations responsables de synostoses multiples dont I'acide
aminé modifié est uniguement en interaction avec NOG c¢.1334A>C/c.1335T>G
(p-Asn445Thr/Lys) (116).

Nous n’avons pas identifié, dans notre cohorte, de variation pathogéne située dans les
régions non codantes de GDF5, car elles ne sont pas étudiées dans un cadre
diagnostique. Or, l'implication récente de facteurs de susceptibilité d’arthrose au sein
de la région 5’UTR du géne doit nous questionner sur la possibilité de variations non-
codantes a l'origine de pathologies de transmission monogénique. De plus, la
découverte des régions régulatrices de GDF5, chacune spécifique d'un type
d’articulations, pourrait permettre de compléter les analyses moléculaires chez les
patients ayant un phénotype tres fortement évocateur de pathologie liee au géne

GDF5 et sans variation délétere identifiée.
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CONCLUSION

Notre étude d’'une importante cohorte de 79 patients présentant une variation du géne
GDF5 a permis de préciser la fréequence des différentes atteintes phénotypiques, en
cas de brachydactylie. La synthése et l'interprétation systématique des variations
moléculaires rapportées jusqu’a présent constituent une aide a l'interprétation et a la
corrélation génotype-phénotype des futures variations a identifier.

Ce travail reflete la difficulté de l'interprétation clinique et moléculaire des variations
présentes au sein d’'un méme géne. Avec 'amélioration des capacités de séquencgage
et 'augmentation des données que cela va générer, la mise en commun et la
centralisation des informations cliniques, en lien avec une altération moléculaire, va
devenir essentielle afin d’aider les généticiens dans leur interprétation. Cela illustre
limportance de la relation entre les cliniciens et les biologistes, qui se traduit dans
notre centre de référence par des réunions clinico-biologiques, afin d’avancer dans les
interprétations difficiles. Ce travail va permettre de mieux connaitre la fréquence et
les différentes atteintes liées aux anomales du géne GDF5 et pourra guider les
cliniciens dans la surveillance et le traitement de ces patients.

Au sein du laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Lille, nous possédons
actuellement 12 échantillons de patients avec un phénotype compatible avec une
brachydactylie de type C sans variant délétere identifié au niveau de ce gene et des
autres génes connus pour étre responsables de brachydactylies ou impliqués dans la
voie de signalisation de GDF5/CDMPL1. Il serait intéressant d’étudier, chez ces
patients, les éléments régulateurs et les séquences non-codantes du gene GDF5 afin
de compléter les analyses a l'aide des nouvelles connaissances scientifiques a notre

disposition.
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Annexe 1 : Fiche de renseignements clinigue envoyée aux prescripteurs

PATIENT: NOM: PRENOM : DATE DE NAISSANCE :

Phénotype du patient :

1 Symphalangisme

[] Synostoses multiples

O] Brachydactylie de type Al

[] Brachydactylie de type A2

(] Brachydactylie de type C

L] Dysplasie en aile d’ange

[ Dysplasie acro-mésomélique de Hunter-Thompson
] Syndrome de Du Pan

[] Chondrodysplasie de type Grebe

O] Arthrose précoce

Anomalies squelettiques :

Si possible, notez I'atteinte sur le schéma

. Barrez les éléments absents

° Noircissez les éléments hypoplasiques
° Hachurez les éléments fusionnés

° Noter A en cas d’arthrose

. Notez D en cas de dysplasie

1) Atteinte Rhizomélique :

] Fémur :

1 Humérus :

[] Hanche : [ Dysplasie de hanche
[1 Ostéochondrite
[J Luxation congénitale
] Autre :

L] Epaule:

2) Atteinte Mésomélique :

[ Radius :

1 Ulna:

L] Tibia :

L] Fibula :

L1 Patella:

[ Genou:

[ Coude : [ Luxation de la téte radiale L] Autre




3) Atteinte Acromélique

L] Poignet : [J Malformation de Madelung [ Autre
[ Cheville :

] Anomalie du carpe :

(] Anomalie du tarse :

[ Pieds plats/creux

[ ] Déviation cubitale du Il

[] Déviation cubitale du Il

[] Clinodactylie du V

Si possible, notez I'atteinte sur le schéma
e Barrer les éléments absents
e Noircissez les éléments hypoplasiques
e Hachurez les éléments fusionnés
e Ajouter un élément en cas de polydactylie
e Notez PP en cas de polyphalangie
e Notez AA en cas de dysplasie en aile d’ange

0
0 ™ D 0

J \

0 oq {
’ [] 00 %%OQ

[ Scoliose

et
_—
JC
( ) YO OO0

0

L] Spondylolisthésis
(] Fusion vertébrale
Précisez I'atteinte :

5) Arthrose: [ OUI [J NON
Segment(s) atteint(s) :

Age d’apparition :

ATCD familial :

6) Autre:

[ Hyperlaxité :
Segment(s) atteint(s) :

L1 Rétraction articulaire :
Segment(s) atteint(s) :

o

S—



L] Entorses a répétition :
Segment(s) atteint(s) :

Anomalies dentaires :

Si possible, notez les dents atteintes sur le schéma

Autres Anomalies :

Mensurations en DS : Poids

Retard d’age osseux [
Retard staturo-pondéral (1
Surdité I

Dysmorphie ]

Autres malformations :

Arbre Généalogique :

Pénétrance incompléte []

1) Anomalie du développement

[] Agénésie dentaire
Indiquez le nombre :
[J Micro/Macrodontie
1 Anomalie de forme
Précisez :

2) Anomalie d’éruption
[ Retard d’éruption

[ Eruption précoce

[J Malposition dentaire
O] Perte précoce

[J Ankylose

3) Anomalie de structure
] Email

[ Dentine

[J Cément

L] Caries fréquentes
Précisez :

Taille

Périmetre Cranien
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Annexe 3 : Tableau des différentes variations pathogéenes identifiées au sein du gene GDF5

Protéine

Statut Pathogenicte

Localisation

Fhénotype

Patient

c-34dupT p.TrplzleufsTerls  |décalage du cadrz de lecture | hiz classe 5 signal peptide BDC/BODE pt 25-1, pt 25-2, pt 25-3
c.37delT p.Asp30ThrfsTers?  |decalage du cadrz de lecture | hiz classe 4 prodomaineg BDC pt 13-1, pt 13-2
c.iz21dels p.ElydlaspfeTeras  |décalage du cadre de lecture | btz classe 4 prodomaine BOC (87} et [90]
C.121_130del3GATTGECCA p.Glyd1lysfaTara3 déczlage du cadre da lecture | btz classe 5 prodomaine BOC pt 30
ci57dupt p.LeusiProfsTerdl décalage du cadre de lecture | hmz classe 5 prodomaine BDC/Grebe |pt 11-1, pt 11-2, pt 17, pt 18-1, pt 18-2, pt 18-3, pt 22, pt 34, pt 41 et (124)
c.157delc p.Leus3TrpfsTersd | décalage du cadre de lecture | hiz classe 5 prodomzaine BDC pt 21-1, pt 21-2
c.i53delT p.LzussargfsTersd  |décalage du cadre de lecture | hiz classe 5 prodomaine BDC [38) et (B3]
c.158_158insC p.alas4chyfsTerdd décalage du cadre de lecture | htz classe 5 prodomaine BDC [88]
c.174delc p.FheSELeufsTer2s  |décalage du cadre de lecture | btz classe 4 prodomaine BOC pt?
C.206_207insG p.Thr70HisfsTer24 déczlage du cadre de lecture | htz classe 5 prodomzaing BDC {73}, (B8] &t [20)
C.206 207insG p.Thr70HisfsTer24 décalage du cadre de lecture | hmz tlasse 5 prodomaine Erebe (130)
c.262_z263delca p.GinEaalafsTers décalage du cadre de lecture | htz classe 5 prodomaine BDC pt 32
c287dupc p.ArgELOOGINfsTers  |decalage du cadre de lecture | hiz classe 5 prodomaine BOC pt 2, pt 15
c.287dupC p.Argi00GinfsTers  |décalzge du cadre de lecture | hmz classe 5 prodomaine Grebe [123) et (131}
c.333_33sdelTCCc p.ProiizlysfsTerlo  |décalage du cadre de lecture | btz classe 5 prodomaine BOC pt2E
C379CsT p-GIn127Ter nNon-52ns htz tlasse 5 prodomaing BDMC pt 16-1, pt 16-2
C.404delc p-Pro13scinfsTeriz | déczlage du cadre de lecture | hiz classe 4 prodomzaine BDC pt 19 et (32)
CAG50ET P-ATEL1SETEr non-32ns htz classe 5 prodomaine BDC pt 8-1, pt B-2, pt 8-3
C.483delc plleis7serfsTar2s  |decalage du cadre de lecture | hiz classe 5 prodomaine BDC [87]
c.498dupc p-lle167HisfsTerla déczlage du cadre da lecture | btz classe 5 prodomaine BOC pt 1-1, pt 1-2, pt 1-3, pt 3-1, pt 3-2, pt 3-3, pt 3-4, pt 26-1, pt 25-2, pt 30
C.51TASC p-Met173LEu fauz-sens hmz classe 4 stabilisateur avant-bras BOC [78]
c€.517_535dup p.LeulE0CysfsTerz0 | déczlage du cadre de lecture | hiz tlasse 5 prodamaine/avant-bras BOMC pt 33-1, pt 33-2, pt 33-3
c.527delT p.Lleul7sargfsTerl? |déczlage ducadre de lecture | hiz classe 4 prodomaine/avant-bras BDC (23]
C527T=C p.Leul7sPro faux-sens htz classe 4 stabilisateur avant-bras BDC [23]
C527T=C p.Leul7sPro fauz-sens hmz classe 4 stabilisateur avant-bras Greba [23]
c.5459delT p-AsplE4ThrfsTers £czlage du cadre de lecture | btz classe 4 prodomaine/avant-bras BOC pt 37-1, pt 37-2
CE01ASC p.-Thrz01Pro fawx-sens htz classe 4 prodomaine/avant-bras BDMC [24]
C.EOBCHA p.Thrzo3asn fauz-sens hmz classe 4 stabilisateur avant-bras BDC [77]
CELZCHA P-SEr20d4arg faux-sens htz classe 3 stabilisateur avant-bras BDC [88]
CE31G=A p.AspZilAsn faux-s=ns/epissage htz classe 4 prodomaine/avant-bras BDC pt 38-1, pt 38-2, pt 38-3
C637C:T p-ArE213Ter Non-32ns htz classe 5 prodomaine/avant-bras BOC pt 14, pt 20, pt 43
C.704T=C p.LEU235Pro fauz-sens hmz classe 3 prodomaine/avant-bras Grebe (132)
C.755%dels p.&lazsarrofsTerld  |déczlage ducadre de lecture | htz classe 5 prodomaine/avant-bras BDMC ]
C.7BET=C p.LEUz&3Pro faux-sens htz classe 4 prodomaine/avant-bras BDC [24]
C.78E_810dup p.Ghy271Ter nNon-32ns htz classe 5 prodomaine/avant-bras BOC pt 10-1, pt 10-2, pt 10-3
C.BO03_E27delins2s p-Cysz6d_serz7sdelinss faum-sens htz classe 4 prodomaine/avant-bras BOC [95]
C.E1lins523 déczlage du cadre da lecturs prodomaine/avant-bras BOC [88]
C.E30delT p-Leuz77CysfsTerl7e Ecalage du cadre de lecture | btz tlasse 5 prodomaine/avant-bras BDMC (28]
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CE72G=A p-Trp29iTer nOn-32ns hmz classe 5 prodomaine/ avant-bras Erebe [124)
C.EOZAST p.Lys29BTer non-32ns htz classe 5 prodomaing/ avant-bras BOC pt 4-1, pt 4-2, pt 24
CO01CET P-Arg30LTER non-3Ens htz clasze 5 prodomainge/ avant-oras BDC [=20]
C.574dupa p.Ely326TrpfsTer31 | décalage du cadre de lacture htz clazze 5 prodomaine/avant-oras BOC pt31
C.9B9_go7delineGCCGELGEIC D.45p330G I fsTer123| décalage du cadre de lecture htz classe 5 prodomaine/ avant-bras BOC pt 40
c.1108dupT p.Tyr370LeufsTerz |decalage du cadre de lecture htz clasze 5 prodomainge/avant-oras BDC pt 36
C.1134insGAGT P.Tyr372Ter non-5Ens hmz clasze 5 prodomainge/avant-bras Erebe {125] et [133])
CA118T=G P.LEu373IArE fawx-s2ns htz clazze 4 prodomainge/avant-oras EYMI1E [27]
C111ET=C p.LeuI73IPro faux-sens htz classe 4 prodomaine/ avant-bras EYMI1E pt 43
C.1120C:T PATESTTTIR fawx-s2ns hmz clasze 4 Site de clvage GErebe pt 47-1, pt 47-2 et (134)
C.1130G=A pP-ArE377GEIN fawx-s2ns hrmz clazze 4 site de clivage Du Pan pt 45
C.1133G:4 P ArES7EGEIN faux-sens hitz cp classe 4 site de clivage Du Fan [117)
C113BC=T pAATESE0TIR faux-s=ns htz classe &4 site de clivage BDG pt 27
C.1138G:A p-ATE3E0GEIN faux-s2ns htz clasze 4 Site de clivage BDAZ [E5]
c.ildddels p.ala3E2Thr décalage du cadre de lacture| hizcp classe 5 site de clivage Erebe [123)
C11850=T p.ATE3S5CYS faux-sens hmz classe & protéine mature BDAL (&0)
C.1109G:A P.Cys400Tyr faux-sens hmz/htz cp|  classe & cystéine conssrvee Grebe {123}
CA240T=C p.Trpda4Arg faux-sans htz clazse 4 [Site de fixation NOG/EMPRLA/BMPRIE| BDAL/SYNSZ pt45-1, pt 45-2 2t [24)
c.1264dupC p.Lewd22profsTer2 |décalage du cadre de lecture htz classe 5 Eite de fixation NOG BDC pt12
CA1Z01G=A p.Ghyaziarg faux-sens htz classe & protéine mature BDC ptaz
CAS0ECEA p-Frod3sThr fawx-s2ns htz cp clasze 4 |Site de fixation NOG,/EMPRLA/BEMPRILE Cu Pan [117)
CA1308_1311delfc.1315T>A /C.13104T p? ¥ s clasze 3 Eite de fixation/BMPRLAEMPRLE Du Pan [121)
1308 _1330dup p.ThraaallefsTerdad |décalage ducadre de lecture| hmz clasze 5 proteéine mature Ht-Th [123)
€A312C:=T P.ATEA3ECYS faux-sens hitz classe 4 [site de fixation NOG/EMPRLA/BMPRLE BOC pt 3, pt 20-1, pt 28-2, (38), (90 et {25)
CAT13ET p.ArgAZELEY faux-sens htz classe 4 [Site de fixation NOG/EMPRLA/BMPRIE [SYM1B/5VNS2 {E2), {102) et {114)
C.1313_1314delGC p.argd38LeufsTerda? | décalage du cadre de lacture htz classe 5 |Site de fixation NOG/EMPRLA/BMPRLE| BOC/SYMLE ptad-1, pt 44-2
C1322T=C p.LeudaiPro faux-sens htz classe & protéine mature BDAZ [B2) et (B3]
cA13ZIT>C p.LeuddiPro faux-sens himz classe & protéine mature Du Pan {118}
C-1334A:C p.Asna45Thr fawx-s2ns htz clazze 4 Eite de fxation NOG S¥YMS2 [118)
CA335T=6 p-Asnddslys faux-sens htz classe 5 Site de fxation NOG S¥ME2 [116)
C.1424G:4 p.5erd754sn faux-s=ns htz classe &4 Site de fixation BMPRLA/BMPRIE S¥ME2 [115)
CA1A56E A p-waldEEMet faux-s2ns himz classe & protéine mature BDC (77]
C1461T>5 P.Tyrdg7Ter nOn-32ns htz classe 5 Eite de fixation NOG BDC [a7]
C1462A:T p.Lys4EBTer non-32ns htz classe 5 site de fixation NOG/EMPRLA/BMPRILE BDG pts
C.1471G:=A p.GludeiLys fawx-s2ns htz clasze 4 |Site de fixation NOG,/EMPRLA/BMPRILE EYMI1E [113)
CA1471GET p-SludsiTer noOn-3Ens htz clazze 5 |Site de fination NOG,/EMPRLA/BMPRILE BOC pt 35
€.1493G>C p.Cys48ESar faux-sans htz classe 4 cystéine conservée BOC (BE]
c.?_-319]_{*s55_¥pdel p.? délétion htz classe 5 zbsence de géne BDC pt 6-1, pt 6-2, pt 23
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Annexe 4 : Tableau des sighes clinigues des patients de la cohorte atteints de brachydactylie

patient | sexe | age Af | BD M1 BD PZ D2 BD P2 D3 BD P2 D5/BD PL D1 BD P1D2 BD PLD3| cdinoD2 dine D3| ding D5 poly | pied T=-205 [retard &0 dentaire | hanche |hyperlaxité| vertebrale | arthrose SR | ) tre
phalangie | epiphysea miatigue
P1 D2 P2 surmumarairs|
pt1-2 F 14 ans o 1 1 1 1 o 1 1 o 1 1 N 4] 4] o o o o 4] defaut fusion 4] o ]
b2 BIC post
dysplasie polyphalangie . ostéo
pt1-3 M |10ans| PZD5 1 1 1 1 o o ] articulation 1 FLDZ L] 04 05 o 1 carnes chondrite L] o L] o ]
EDPZDZ D3
pti-1 F | 42ans o 1 1 1 1 o o o o o 1 o 4] Dd agénésie o nd 1 douleurs 4] o cervicale o o
FZO5
M1, P2 .
pt2-2 F 12 ans o205 1 1 o 1 o o o o o 1 o 1 4] o 1 malposition o 1 o 4] o o
pt2-3 M | 15ans o 1 1 o 1 o o o o o o o 4] nd o o o o 1 o 4] o o
pincement
pt 2-1 M| 42 3ns o 1 o o o o 0 o o o o o o o nd nd  mzlposition  oowo- 1 o comarthross o o
fémaral
pt3-2 F |48ans o 1 o o o o o o o o 1 o 4] 4] nd nd ned nd nd nd nd o o
pt3-3 F | 2Gans o 1 1 o 1 o o o o o 1 o 4] € oS P2 nd ned nd nd nd nd o o
pt3-4 | F |48ans| O o o o 1 o 0 0 o o 0 o 0 | halluevalgus| 1 nd fragilité o o g  |genarthross 0
digitale
pt3-1 rA Zans o 1 1 o 1 o o o o o 1 o 1 4] o 1 o o 4] o nd o nd
ptd-2 F |34ans nd nd ned nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd i nd ned nd nd nd nd nd o
M1 P2 retard
pta-1 F 4ans 0205 1 1 o 1 o o o o o o o 4] nd 1 1 é{uptinn o 4] o nd o nd
pts F | 32ans o 1 1+01 o 1 o 1 o o 1 1 o 4] 4] o nd caries o 4] o 4] o o
M1 P2
pt6-2 F 11 ans 1 1 1 1 o o ] o o 1 o [+] [+] 1 1 o o [+] o nd o ]
DZL3
pt6-1 F |45ans o 1 1 1 1 o o o o o 1 o 4] 4] 1 nd o o 4] o 4] o o
pt7 F | 4%ans o 4] o 1+D4 o o o o o o o o 4] 4] o nd o o 4] o 4] o o
pt B-2 F | 15ans nd nd nd nd nd nd nd nd BOD D2 nd nd nd distale nd nd o o
pt B-3 M| 43 ans nd nd nd nd nd o o 1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd o
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paly preuda IR
atient AA | BOMI BD P202 EBD P2 D3(B0 P2 D5|BD P1DLED PLO2(ED P1 D3| cineD2 | cinoD3 [cino S ed | Ta-2DS retard AD dentaire | hanche |hyperlaxité vertibrabe| arthrose Autre
R dge phatungie | dpiphyse | B [
d lagie
pta-1 Bans | O 0 1 1 1 1 o a fEplas 1 1 D203 1 o o 1 o o distile o nd o 0
articulation
F202D03
pta aans L0t 1 1 1 1 1 a o o 1 ] o o 1 1 o o a o nd o o
pt 102 3an:| nd nd nd nd nd nd nd nd o o 1 nd ned nd nd et nd ndl nd ndl nd o nd
. curetage
pt 10-3 Jams |P202D5 1 1 0 1 o o a o o 1 ] 1 o o 1 caris o a o nd o s
) dysplasie | dysplasie
pt 10-1 Zjours PIODE | 1 1 1 1 o 1 1 FpASIE | CYEpas 1 | mp2o3 1 o o 1 o o a o nd o o
AT UOn oS or
. luxatian
d lagie
pt11-2 nd o 1 1 1 a o o 1 fEplas o ] F103 1 o 1 nd o LOH  [recur 0 |cowarthrose| O 0
articulatian
EEnOux
ptii-1 lans| O 1 0 o a o o g | dreplasie | dysglasie |y P1D3 1 o 1 1 D || eona valga | TEEECHEN | g nd o 0
articulaton|articuatior medianes
pt 12 a3ans| nd ned nd nd i nd nd ned nd nd nd nd nrt nd nd ndt nt ad ned ad nd nd nd
BD P2 D2,
pt112 Mans| 0 1 o 0 a o o a o o ] ] o L] o nd o o a o o o o
1 B0 P1F2
pt 13-1 | ® 1 1 0 1 o o a o o 1 ] o |oLeoPal 1 1 o dysplasie a o nd o 0
D408
caries | dysplasie
pt 14 Bame | ML [1+m2| 1 1 a o o a o 1 ] ] o o o 1 | snomakie | ooten | distals o o o ol
amail | chondrits
pt 15 16 ans nd nd nd nd nd ndd nd md ndd nd nd nd nd nd ndd nd nd nd 1 nd nd o nd
dysplasie »
pt 162 aans| 0 1 1 1 1 o o a i o 1 F102 o o o nd malpasiion| O modérés | 0 o o 0
ATLIC LN
dysplasie | dysplasie N )
pt 16-1 Sams | PIDL | 1 1 1 1 o o a FpASIE | CYEpas 1 F1O3 1 o o nd malpasiion| O distale | seoliose nd o o
AT UOn oS or
1
pt 17 oeis | © o 1 1 1 0 1 a 0 o 0 F102 o nd nd 1 nd ad e ad nd o 0
d lagie
pt 182 ans| 0 0 1 1 1 1 o a fEplas] o ] ] o nd 1 ndt o o a o o 0| wtragiia
ATLIC LN
BD P2 02
_ dysplasie b3 o8, _
pt 18-3 Wans| @ 1 1 | agendsie| 1 o o O et B 1 F103 0 | pinisie| 1 nd o o a o o 0| wtragile
P2 05
BD P2 02
pt 18-1 Tans| 0 1 1 1 1 0 o g | drplasic o o o o D3 D5, 1 nd caries o a o o 0 | Hdragile
articulation apénésie
P2 05
pt 18 13ams| PIDS | © 1 1 1 ] 1 1 ] o 1 | Pipioa 1 nd ] nd ";::m“‘“ o a o o o 0
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g Pl | paeudo ymp
patient Sge | AA |BDM1BD 20280 P2D3 BD P205 B0 PLO1(B0 PLD2BOPLDI dinoD2 | clino 03 dina D5 | BT, | FLL pied | T>-205 |retard AD| dentsire | hanche |hyperbaxité vertébrale| arthrose o Autre
dysplasie BD P2 D2
pt2n Gans | M1 1 1 1 0 o oeation] @ o | Pipzoa U opioe 1 0 o 0 o nd a o
pt 21-2 dans| 0 a o a i o o o o o a o o nd i o 0 o i 1 o
10 retard litkrizssess
pt 21-1 ' o 1 1 1 1 o o 1 1 PZD3 a o o 1| 4ruption o 0 o nd L i
dysplasie | dysplasie entorses i
ptaz Tans| 0O 1 1 a i o e | | © P1D2 a nd o nd i LI [ o i a o
ptaa Jans | nd ni nd i nd nd nd nd nd nd ni nd 1 nd 0 fid nd nd nd a 0
B0 D2 D3
dysplasie D4, satén ' .
24 268 o a 1 1 1 o o o P1D3 a o nd distale | scolinse i a o
pt e articulation agEndsie chondrite |
Ds
Bt 25-2 9ans |P2D2D5| 0 1 a 1 o o 0 1 o 1 o 1 nd 0 o 0 0 nd a 0
pt 25-3 4ans |P2D2D5| O 1 a 1 o o o 1 o a o 1 nd i o ] o nd a ol
BO M4 spandyla
pt 25-1 2ans| 0O a 1 a 1 o o o 1 o a s 1 nd nd o 0 e 0 0 | Dilégire
pt 26-2 Tans| nd i nd i nd nd nd ned nd nd i ne o nd i o 0 o i 1 o
dysplasie
pt 26-1 Tans [M1F2D3 1 1 1 1 o Cyplazie o 1 o a nd 1 1 i Epiphyse 0 o nd a o
articulation & maral sup
fragments
16 | P2D5, dysplasie
ptaz e | s 1 1 a 1 o oeention]  ® 1 o 1 nd o nd 0 o 0 o nd a o
dysplasie AR P D2 !
pt2s 12ans|M1P2O0E[ 1 1 1 1 o Bkt B o o 1 |oapel  © nd i o distale o nd a o
pt 28-2 IBans| 0O 1 1 a i o o o o o a o 1 nd i o 0 o i a o
pt 28-1 Jans | 0 1 1 1 1 o o o 1 o 1 o 1 1 i o 1 o nd a o
pt30 Emois| nd nd nl nd nd nd nd nd nd nd nd nd nel nd nd fd nd nd nd nd nl
ptil Z3ans| 0O 1 1 1 1 o o o 1 o a ne o nd i dysplasie | proximale | 0 i a o
ptaz Imois| 0O 1 1 1 1 o o o 1 o o |BDPZDS| O nd nd o 0 o nd a o
pt 33-2 Teans| nd ni fd i nd nd nd nd nd ad ni nd fid nd | fragilite o 0 o i a o
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patient sexe | age AA | BD M1 BD P2 DZ BO P2 D3 BOD P2 D5 BODPLDL BOPLDZ BOPLDZ cdinoD2 | clino D3 |cdino DS poly . ,'“_E"dn pied  T:=-205 retard A0| dentsire | hanche hyperlaxite vertebrale| arthrose VMR ) tre
phalangie | épiphyse matigue
pt 33-3 11 jours, 0O 1 ] 1 1 o 1 fa] o o] 1 o] ] nd [+] 1 fragilite [+] o o nd o fa]
pt 33-1 4sans| O 1 0 1 1 o 1 o o [} 1 [} 0 nd nd nd fragilite o o scoliose | vertgbrale o o
pt34 3lans| 0 1 1 ] o o o 1 dysplasie o] o F1D3 ] ortzils [+] nd o dysplasie o o 5] o fa]
articulation courts s
35 3 ans M1, P2 1 1 1 1 o o 1 dysplasiz | dysplasia 1 o o o o nd nd |dysplasie o o md o o
m D2 D5 articulation articulation| P
. Iposito .
e Sjours| © 1 1 1 1 0 0 1 0 o 1 o 0 WDEEIS " nd nd nd |dysplasiel o o nd o o
pt 37-2 35ans| O [+] ] ] o o o fa] o o] o o] ] fa] [+] nd o [+] o o 5] 1 ptadelung
pt37-1 4 jours ] 1 1 1 1 ] 0 1 ] 1 a F1LC3 o ] o 1 nd o o 4] md a strabisme
||'.l‘t 3B8-2 42 ans L] o 1 o a a L] L] a o 1 o o nd nd nd nd 1 nd nd [ a L]
. dysplasie | dysplasie
|pt 38-3 12 maois| P2 01 1 1 1 1 o 1 L |orticsstionzrculstion. © P1DZD3 ] nd [+] 1 nd [+] o o nd o fa]
dysplasie
pt 38-1 39 ans o o 1 1 ] ] 1] o articulation o 1 o o nd L] nd ] o a ] a o o
dysplasie | dysplasie BD P2 D2 comarthrose myopie
EL] 35 fa] 1 1 1 1 o 1 1 . 3 . ] o F1D3 ] [+] d o [+] o o EI o L
m s articulation articulation O3 D4 05 n [zonarthros sEVEn2
ptao 43ans| nd nd nd nd nd nd nd nd o o] 1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd md o nd
ptdl 7 ans n1 1 1 o 1 ] 1] o ] o 1 o 1 nd 1 1 ] o 1 ] md o o
ptaz Gmois | M1 1 ] 1 1 o 1 fa] o o] 1 o] 1 fa] [+] 1 o [+] o o nd o fa]
Retracticn
ptds 1mois | M1 1 o o a a L] L] a o 1 o o BD BA1 nd 1 a o o 4] md a phalanges
distales
Retracticn
pt 4a-2 2¥ans| 0 1 1 ] 1 o o fa] o o] 1 o] ] BoPzD2 1 nd o [+] o o 5] o phalangss
b3 D4 03 distales
Retracticn
phalanges
pt 44-1 1B mois PEDSDS 1 1 1 1 o o o o 1 1 o 0 E'D; B g 1 o dysplasie o o nd o distalas
pohydactylie
post-zxizle
dysplasie
ptas 53 ans o 1 1 o 1 a o o rticdation o o o o o nd nd nd nd nd nd md o o

Abréviations : AA : dysplasie en « ailes d’ange », AO : age osseux, BD :

D4 : 4™ rayon, D5 : 5°™ rayon, LCH : luxation congénitale de hanche, M1 : 1°" métacarpien, nd : non disponible, pt : patient, P1 : 1% phalange, P2 : 2™ phalange.

brachydactylie, carti : cartilage, clino : clinodactylie, DI : déficience intellectuelle, D1 : 1% rayon, D2 : 2°™ rayon, D3 : 32™ rayon,
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