N
N

N

HAL

open science

Folates et pathologies du neurodéveloppement : autisme
et anomalies de fermeture du tube neural

Emeline Renard

» To cite this version:

Emeline Renard. Folates et pathologies du neurodéveloppement : autisme et anomalies de ferme-
ture du tube neural. Biologie du développement. Université de Lorraine, 2018. Francais.

2018LORRO0279 . tel-02129845

HAL Id: tel-02129845
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-02129845

Submitted on 14 Jan 2020

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

NNT':


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-02129845
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




UNIVERSITE
DE LORRAINE

ECOLE DOCTORALE BioSE

BIOLOGIE, SANTE et son ENVIRONNEMENT
ED 266

Ecole Doctorale BioSE (Biologie-Santé-Environnement)

These

Présentée et soutenue publiqguement pour I’obtention du titre de

DOCTEUR DE I"'UNIVERSITE DE LORRAINE

Mention : « Sciences de la Vie et de la Santé »

Par Emeline RENARD

Folates et pathologies du neurodéveloppement : autisme et
anomalies de fermeture du tube neural

21/12/2018
Membres du jury :
Rapporteurs:  Pr Edward Quadros Professeur, SUNY Downstate Medical Center New York
Pr Franck Sturtz Professeur, CHU Limoges
Examinateurs : Pr Véronique David Professeur, CHU Rennes
« «
Pr Jean-Louis Guéant Professeur, Unité Inserm U1256, Nancy Université,

directeur de thése
Pr Bruno Leheup Professeur, CHU de Nancy, co-directeur de thése

Dr Céline Chéry Ingénieur, co-directeur de thése

Unité Inserm U1256 — NGERE - Nutrition - génétique et exposition aux risques environnementaux

Faculté de médecine 9 avenue de la Forét de Haye - B.P. 184 54505 VANDOEUVRE-LES-NANCY
CEDEX - FRANCE



Remerciements :

Mes remerciements vont tout d'abord a Monsieur le Professeur Jean-Louis Guéant,
Professeur a la Faculté de Médecine de |'Université de Lorraine, qui m'a accueilli au sein du
laboratoire INSERM U1256 depuis le Master jusqu’a la These. Je le remercie pour sa
disponibilité, son soutien et son accompagnement tout au long de la thése. J'espere avoir
été a la hauteur de ses attentes.

Je remercie Monsieur le Professeur Bruno Leheup, Professeur a la Faculté de
Médecine de I'Université de Lorraine, de m’avoir fait confiance pour ce projet et de m’avoir
accompagné tout au long de ce travail.

Je remercie Madame le Docteur Céline Chéry, Docteur de I’Université de Lorraine, Ingénieur
Biologiste au CHU de Nancy, pour son investissement, sa disponibilité et son
accompagnement dans ce travail.

Monsieur le Professeur Edward V Quadros, Professeur a la State University of

New York a Brooklyn et Monsieur le Professeur Franck Sturz, Professeur a la Faculté

de Médecine de Limoges, ont accepté d'étre les rapporteurs de cette these, et je les en
remercie, de méme que pour leur participation au Jury.

Je remercie Madame le Professeur Véronique David, Professeur a la Faculté de Médecine de
['Université de Rennes de m'avoir fait I'honneur de participer au Jury de soutenance.

Je remercie Madame le Professeur Rosa Maria Rodriguez-Guéant, Professeur a
la Faculté de Médecine de I'Université de Lorraine, pour son soutien et sa disponibilité dans
ce travail.

Je remercie Monsieur le Docteur Abderrahim Oussalah, Maitre de Conférence des
Universités a la Faculté de Médecine de I'Université de Lorraine, pour sa précieuse aide et
sa disponibilité dans les derniéres étapes de la these.

Je remercie Thomas Josse, Denise Forest-Tramoy, Pascal Perrin, Corinne Payet et Renée
Debard de I'équipe de Biologie Moléculaire du service de Biochimie du Professeur Jean-Louis
Guéant pour leurs aides dans les étapes techniques de la thése.

Je remercie chaleureusement tous les membres de 'unité Inserm U1256 que j’ai rencontré
tout au long de ces années de thése.

Je remercie mes collégues pédiatres de I'hopital d’enfants pour leur soutien et leur
compréhension au cours des ces deux derniéres années.



Dédicaces

A Pascal, a mes parents, a ma sceur, a ma famille, pour votre patience et votre
accompagnement sans faille tout au long de ce travail ;

A mes collegues de I'hopital d’enfants, pour votre soutien et votre bienveillance ;



Table des matieres

Métabolisme des folates et pathologies du neurodéveloppement .........cccccccvveeeeicineeennns 3
Les pathologies du neurodéveloppement .........ccueeeieiiiiee e e 3

[T CT=T o 1= T | 11 =P P RSP PSP 3
T B U1 o[ PSPPSR PRSP 5
1. Généralités et description CliNIQUE ........eeeeeeiiiee e e 5
2. Données épidemIOIOZIQUES .....cccccuiiieeiiiiiee ettt ee et e e e e e eaea e e e eaes 7

. T = o] Lo == PPUUPRR 8
4. Prise en charge thérapeutiQUE .......cccuuieiiiciiie i 13
iii. Lesanomalies de fermeture du tube neural.........cccoeiiiiiiiiiniiie, 14
1. Embryologie du tube NEUral .......coooo i 14
2. DeSCription ClINIQUE ..ueeiee it e e e et e e e e e e e nenraeeas 21
3. Données épidemIoIOZIQUES .....ccocuiiieieiiiiee ettt e e eaa e e e 24
N X o (o = 13 SRR 24

- R CT=T =1 o [ U< PSRRI 24

b. Folates et vitaming BL2........cooiiiiiiiiiiiiecee e 25

C.  Autres MmetaboliSMES ........cccoiiiiiiiiie e 25

d.  Facteurs SOCIO-ECONOMIGUES........uvuveeeeeeeeieiitrieeeeeeeeeeritrrreeeeeseeeeeeeessinrnraeeeeeeeens 26

e. Facteurs environNemMEeNTaUX ........cccceeiiiiiiiiiiiiiiec i 27

f.  Prise en charge thérapeuULiQUE ......ccvveeeieeiiiicicieeeee e 28
b. Métabolisme des folates et des monNOCarboNes ...........ccccvveveiiiiiiiieiiee e 29
[T CT=T o 1= | 1 =TRSO PRPROPRPPRRPIN 29
R o] = PSSP PRSP 29

= TR O o T~ o T 29

b.  Transports des folates.....ccoivieriiiiiiieiieeiee e e 32

C.  ROIES DIOCNIMIGQUES....uutiieiiee ittt e e e e e sarrrreeeeeeeeas 33

Lo R -1 o T ] [o =4 T=T TR TP 34

2. VItaming BL2 .....coiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 35
3. Cycle de la méthionine et réaction de méthylation ..........ccccoeevirreeerieeiieiiiiineeeneeeenn, 39

ii. Métabolisme des folates dans "aUTISIME .....eeeeeiiiiiiiiiiieee ettt eeeeeveaaaas 41



iii. Métabolisme des folates dans les anomalies de fermeture du tube neural............... 45

[I. Etude EFFET : évaluation de I'efficacité de la vitamine B9 sur la réduction des troubles

(o TU R o T=Tot (I UL £ o [ U PSSP 48
a. Bases scientifiques de I"EtUdE .....c.uuiii i 48
b.  Matériel et METhOE .......oiiiii e 49

i, DesCriptif de "EtUAE ....eveeeieeee e e 49
ii.  Déroulement de I'TUAE .....c.c.eiiiiiiiiii s 52
TR Y o VA I = L 1 o [ [ L PP PPRR 56
Co RESUITATS . sttt et e e e e be e e s ne e e 57
i. Description clinique de la population de I'étude .........ccccveviiviiiieieciiiee e, 57
ii. Profil génétique de la population de I'étude.........ccceeeeviiiiiiiniiiee e, 59
iii. Profil du métabolisme des folates et monocarbones ...........ccooceeeviieiiiieiniieeniieenns 60
iV. COMPAraiSON S BrOUPES ....uuueeierurieeeriiteeeesittteeessitreeeessreeseeeesssseeeessssseeesssssneessnsssees 61

M. Genes candidats et anomalie de fermeture du tube neural..........ccoociiiiiiiiinccenn, 73
a. Bases de l'étude et ObJeCtifS ....cccvvuiieiieiiiee e 73
b.  Matériel et METhOAE .......eiiiii e 75

[T o T o JU| = d oY W [T =1 AU o [ SR 75
[P o o i1 o] Tl o 11 1o U L= SRR 75
iii. Recherche de variants sur ADN génomique par séquencage haut débit ................. 75
iv. Validation des variants et étude de réplication ..........ccceeeeeiiecccciieeeee e, 76
v. Analyse pangénomique de la méthylation de 'ADN........ccccvvviieeeeiriciciiieeeee e, 77
Vi. Analyse bioinformatique ......cooe e 77
1. Analyse des résultats de SEQUENGCAZE .....uurreieeeieieciiiiree e e e cerrrrrr e e e e e e e e e e e eeneaeaeeas 77

a. Analyse pangénomique (Phase H1)......ccccveeieciiiee e e 77
b. Analyse par genes d'intérét (Phase #2) .....cccveeeeeciiiee e 78

c. Etude de réplication (Phase #3) .....ccueeeeeiiiie e e 79
2. Analyse des résultats de méthylation........cccccooieiciiiei e, 79

Co RESUITATS .. e 81
[ oY o TU1 - aToT o e [T =1 AU o LIS 81
ii. Identification de variants par NGS...........ccouiiiiiee i 83
L PRASE H L. e e e e e e e sbe e sre s 84

B o o F- YT I - 3PP 87



fii. EtUde de réPliCation ......ccciiiiiciiiieiiee ettt e e et e e e e e e e s e enanrraeee s 91

iv. Description des variants du métabolisme des monocarbones.........ccccceeeecvvveeeenneen. 92

v. Résultats de I'analyse de méthylation........cccceeviiiiiiniiiie e 93

(o B B 11 ol 11 o] o F PP PP U OPPTOPPPON 95
V. Discussion générale et CONCIUSION ......uiiiiiiiiiiiiiiiec e 100
V. RETEIBNCES .ttt st ettt s bt e st e e st e e e sabee s e eaneeesaneeeas 103
VI. FICN@S @NNEXES ...ttt s e e s b e s sab e e e saneee e 112
Fiche n°1 : Criteres d’exclusion de I'étude EFFET ......c.ccoiiiiiiiiiiiiiiieceee e 113
Fiche n°2 : Score d’évaluation ADOS (Autism Diagnosis Observation Schedule)............... 114
Fiche n°® 3 : Score SRS (Social Responsiveness SCale) ......ccccuveeiiiiieeiiiiiiee e 128

Fiche n° 4 : Technique de dosage des anticorps anti-FR alpha “blocking” et “binding”.... 135

Fiche n°5 : Dosage des vitamines B9 et B12 par RIA Technique adioisotopique, SimulTRAC-

Fiche n°6 : Dosage de I'Hcy, MMA, SAM €t SAH .....c.uviiiiiiiiiee ettt eree e einee e 137

Fiche n° 7 : Données médicales recueillies dans le dossier médical a I'inclusion des patients
(o T T =Y {0 Lo L= o o o LTSRN 139

Fiche n°8: Questionnaire utilisé lors de I'appel a 12 semaines apres la fin de traitement 140

Fiche n°9 : Extraction d’ADN sur prélevement EDTA  .......ovovieeeeeeeeeeee oo, 141
Fiche n°10 : Dosage d'ADN par PICOSIEEN ....uuiei i i e cceiieeeee e et e e e e e e e everee e e e e e e e e e 143
Fiche n°11 : Préparation de la librairie® et séquenc;age2 .................................................... 145
Fiche n° 12 : Amplification de I’ADN par réaction de polymérisation en chaine (PCR) ..... 147
Fiche n° 13 : Séquencage automatique de I’ADN par technique fluorescente’ ................ 149
Fiche n°14 : Bisulfitation de PADN™ ........cocnriuuriemeeire et 151
Fiche n°15: Etude pangénomique du méthylome de 'ADN génomique ........cccceceeeeeeennnns 152

Fiche n°16 : Liste de génes sélectionnés pour le métabolisme des folates et monocarbones

Fiche n°17: Liste de genes impliqués dans I'embryogénése du tube neural (non impliqués
dans le métabolisme des monocarbones) et associés au risque de NTD .........ccccvvveeeeeeenn. 156

Fiche n°18: Détail des beta-value du patient S27 en comparaison avec les contréles pour
les locus TTC40, LINC01166 (alias, LOC101927590), et LINC01168 (alias, LOC399829)....157

Fiche n° 19 : Données d’expression des 2 LINC : LINC01166 et LINC01168 issue de GTEx
(Genotype Tissue Expression Project (GTEXx) (gtexportal.org) .....cccceeeeecvieeeciiineeceiiieeeeas 160

LY | Y Y d To| LYo 10T o o LT 161






Abréviations
aFP: Alpha-foeto protéine
AAF: Fréquence allélique alternative
ACM: Anomalie Chromosomique Microréseau
ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics
AdoCbl: Adénosylcobabalamine
ADOS: Autism Observation Schedule
ADN: Acide désoxyribonucléique
AFTN: Anomalie de fermeture du tube neural
ANC: Apports nutritionnels recommetés

ANSES: Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du
travail

ARN: Acide Ribonucléique

BMP4: Bone Morphogenic Protein 4

BWA-MEM: Burrows-Wheeler Aligner

CBS : Cystathionine-béta-synthase

CFAP4: Cilia and Flagella Associated Protein 46
CMP: Centre Médico-Psychologique

CRA: Centre Ressource Autisme

CPDP: Centre Pluridisciplinaire de Diagnostic Prénatal
CPP: Comité de Protection des Personnes

CELF: Clinical Evaluation of Language Fundamentals
DHA: Acide docosahexaénoique

DHFR: DihydrofolateRéductase

DNMT: ADN méthyltransférase

DSM: Diagnostic et Statistical Manual of Mental Disorders



EDTA: Acide éthylenediamine tétraacétique
FGF: Fibroblast Growth Factor

FI: Facteur intrinseque

FOLH1: Folate Hydrolase

FRa: Folate receptor alpha

Hcy : Homocystéine

HGMD: Human Gene Mutation Database
IGF: Insulin Growth Factor

IMC: Indice de Masse corporelle

ITG: Interruption Thérapeutique de grossesse

LC/MS/MS : Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en
tandem

LD: Linkage disequilibrium

LINC: Long intergenic non-protein RNA

LMBRD1: Protéine lysosomale LMBR domain containing-1
5-MTHF : 5 méthyltetrahydrofolate

MMA: Acide méthylmalonique

MeCbl: Méthylcobalamine

MTHFD-1: MethyltetrahydrofolateDehydrogenase

MTR: Gene de la méthionine synthase

MS: Méthionine synthase

MUT: Mutase

NGS: Next Generation Sequencing

NTD: Neural Tube Defect, anomalie de fermeture du tube neural
OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man

PKA: Protéine kinase A



PCP: Planar Cell Polarity

PTCH1: Patched 1

RFC: Reduced Folate Carrier

RIA: Radio immunologic assay (dosage radio-immunologique)
ROS: Espéces réactives a I’'oxygene

TDAH: Trouble déficit de I’attention /hyperactivité
TGFB : Transforming Growth Factor8

THF: Tétrahydrofolate

SAH: S-adénosylhomocysteine

SAM: S-adénosylméthionine

SAM: Sequence alignement / Map

Shh: Sonic Hedgehog

SNC: Systéme Nerveux Central

SNP: Single-Nucleotide Polymorphism

SNV: Single Nucleotide Variant

SRS: Social Responsiveness Scale

TSA: Troubles du spectre autistique



Introduction:

Le neurodéveloppement morphologique et cognitif est un enjeu crucial au cours des
toutes premieres années de vie d’un individu. Il est sous la dépendance de multiples
facteurs génétiques, environnementaux, maternels dont I'importance est de mieux en mieux

cernée, plus particulierement au cours la période anténatale.

Le métabolisme des monocarbones joue un réle clé dans le neurodéveloppement. Il dépend
de deux coenzymes/vitamines, dont les folates ou vitamine B9, qui sont présents
notamment dans les légumes verts et les cobalamines ou vitamine B12, apportées par

I’alimentation animale.

L'importance du réle des folates dans le neurodéveloppment morphologique est illustrée
par la diminution du risque de survenue de malformations du tube neural par la
supplémentation en acide folique en période périconceptionnel (Vitamin Study Research

Group, 1991 ; Czeizel et al., 1992).

De récents travaux ont mis en évidence [|'importance des folates dans le
neurodéveloppement cognitif en montrant que les symptdmes autistiques pourraient étre
en lien avec une carence cérébrale en vitamine B9 secondaire a la présence d’auto-anticorps
dirigés contre le récepteur aux folates cérébral FR alpha (Folate receptor alpha). Des
résultats préliminaires suggerent une amélioration des symptomes autistiques par un

traitement par acide folinique (Frye et al., 2016).

Les folates et la vitamine B12 interviennent dans le cycle des monocarbones en permettant
la synthése de la méthionine par méthylation de I'homocystéine. La méthionine est le
précurseur de la S-adénosyl méthionine (SAM), qui est le principal donneur de méthyl
nécessaire notamment a la méthylation de I’ADN. C'est pourquoi la B9 et la B12 sont
souvent qualifiées de précurseurs ou donneurs de groupements méthyles. La méthylation de
’ADN est un des mécanismes épigénétiques clé permettant de réguler I'expression des
génes sans modification de la séquence d’ADN. Le r6le de ces deux vitamines est a mettre en
paralléle avec I’hypothese de Barker dite également de « fetal programming » selon laquelle

I’environnement et notamment I'environnement prénatal pourrait grace a des mécanismes



épigénétiques influencer la survenue de maladie tout au long de la vie (Barker et Osmond,

1986 ; de Boo et Harding, 2006).

Ce travail porte sur le réle du métabolisme des monocarbones et des folates dans les
pathologies du neurodéveloppement que sont l'autisme et les anomalies de fermeture du
tube neural. Il a un double but, évaluer le réle des déterminants génétiques de ce
métabolisme dans les anomalies de fermeture du tube neural et I'effet de I’acide folinique

sur les symptdmes autistiques.



Métabolisme des folates et pathologies du neurodéveloppement
a. Les pathologies du neurodéveloppement

i. Généralités

Le neurodéveloppement d’un enfant peut se définir comme I’ensemble des étapes de
développement du systéme nerveux a la fois sur le plan morphologique et sur le plan
fonctionnel (Chabrol B et al.). Le neurodéveloppement débute trés précocement au cours de
la vie embryonnaire dés la 3°M semaine de développement par la formation de la plaque
neurale qui sera |'ébauche embryonnaire du systéme nerveux central (SNC). Ce
développement se poursuivra au cours de la vie embryonnaire puis foetale et également
apres la naissance pendant I'enfance puis I'adolescence. D’un point de vue morphologique,
le développement du systéeme nerveux central débute par la formation de la plaque puis du
tube neural qui donnera naissance aux structures encéphaliques et a la moelle épiniére. S’en
suit une phase de prolifération et de migration neuronale, de prolifération des cellules

gliales et de mise en place de la synaptogénése jusqu’a la naissance.

A la naissance, les structures morphologiques sont en place mais elles vont poursuivre leur
maturation au cours des premiéres années de vie. La maturation du SNC comporte quatre
aspects : la myélinisation, I'établissement de relations inter-neuronales, |'organisation de
I'activité électrique du cerveau, I'organisation des grands systemes neuro-fonctionnels. La
myélinisation consiste en la formation de la gaine de myéline autour des axones dans le but

eme

d’augmenter la vitesse de conduction nerveuse. Elle apparait vers le 4™ mois de grossesse
et se termine vers 2 ans, par les grands centres du langage, de la gnosie (connaissance), de la
praxie (action). Le développement du cerveau se spécialise ensuite par I'organisation des
capacités fonctionnelles de I'enfant: organisation des expressions émotionnelles,
organisation des centres sensori-moteurs, organisation des centres perceptifs et

analyseurs...

Les pathologies du neurodéveloppement englobent un grand nombre de pathologies du

nouveau-né et de I'enfant qui peuvent étre a la fois morphologiques ou fonctionnelles.

Les anomalies morphologiques sont principalement liées a des anomalies du développement
embryonnaire, survenant en général a des stades précoces de la grossesse. La plus fréquente

concerne les anomalies liées a une anomalie de fermeture du tube neural (AFTN). Cette



malformation est, par sa fréquence, la seconde malformation congénitale apres les
cardiopathies dans le monde. D’autres anomalies plus rares sont possibles : agénésie de
certaines structures cérébrales (corps calleux, hypophyse...), défaut de séparation entre les
deux hémispheres (holoprosencéphalie), défaut de gyration cérébrale, dysplasies... avec des
conséquences cliniques variables. Ces malformations possédent probablement des origines
diverses, mais elles peuvent aussi étre la conséquence d'un accident du

neurodéveloppement survenant a des stades de développement différents.

Les pathologies du neurodéveloppement peuvent également étre liées a un défaut de
fonctionnement comme c’est le cas dans le cadre d’un retard de développement (également
appelé retard psychomoteur), dans le cadre de I'autisme ou dans les troubles du déficit de

I’attention/hyperactivité (TDAH).

Dans ce travail, nous nous concentrons sur deux maladies du neurodéveloppement
fréquentes ou le métabolisme des folates semble impliqué a des niveaux et avec des

mécanismes différents : I'autisme et les anomalies de fermeture du tube neural.



ii. L’autisme

1. Généralités et description clinique

La définition médicale de I'autisme a beaucoup évolué sur les dernieres décennies.
Initialement appelée « schizophrénie infantile » dans sa premiere définition en 1954, la
définition actuelle déterminée par la derniere classification du DSM-V (Diagnostic and

Statistical Manual of Mental Disorders) est celle des « troubles du spectre autistique ».
D’un point de vue clinique, ces troubles se définissent par deux symptomes dits de base :

- Troubles de la communication sociale

- Répertoire de comportement restreint et répétitif

Cette nouvelle classification se distingue de la précédente (DSM 1V) ou le diagnostic se
fondait sur trois symptomes clés: trouble du langage/de la communication; trouble de la
réciprocité sociale; activités restreintes ou répétitives. Une des différences concerne I'age du
diagnostic, pour la DSM 1V, les symptémes devaient apparaitre avant I’dge de 36 mois, pour
la derniére version: « les symptomes doivent étre présents des la petite enfance mais
peuvent ne se manifester pleinement que lorsque la limitation des capacités empéche de
répondre aux exigences sociales ». Dans cette classification sont compris: I'autisme infantile,
le syndrome d'Asperger, le trouble désintégratif de I'enfance et le trouble envahissant du
développement qui semblent partager les mémes caractéristiques mais a des degrés de
sévérité variables.

La sévérité de ce trouble est variable mais reste souvent responsable d’un handicap plus ou
moins sévere.

Sur le plan clinique, les troubles de la communication sociale peuvent se traduire par des
troubles de la réciprocité sociale allant de la difficulté a engager une conversation a
I'impossibilité d’initier un contact oculaire, des difficultés a maintenir ou développer des
relations sociales (adaptation et partage du jeu, intérét pour ses pairs).

Les comportements répétitifs et restreints peuvent se définir par des mouvements ou
I'utilisation d’objets répétitifs et stéréotypés, des comportements stéréotypés et inflexibles,
des centres d’intérét restreints et anormaux, associés a une sensibilité anormale a

I’environnement (hypo ou hyperréactivité a certains stimulis).



Ces signes sont a 'origine d’altération du fonctionnement social (scolaire, familial...) souvent
a l'origine d’un handicap nécessitant des adaptations (scolarité dans une structure adaptée,
présence d’une auxiliaires de vie scolaire...).

D’un point de vue pratique, le diagnostic est posé sur la base de ces différents symptomes
par les pédopsychiatres (souvent au sein de centre ressource autisme) et standardisé avec
des échelles telles que I'ADOS (Autism Diagnosis Observation Schedule) ou la CARS
(Childhood Autism Rating Scale).



2. Données épidémiologiques

Les difficultés de définitions de cette maladie au fil des années rendent difficile une
estimation précise de la prévalence de I'autisme dans le monde.
En 2012, une étude a estimé la prévalence moyenne des troubles autistiques a 62 pour
10000 dans le monde (Elsabbagh et al., 2012) avec probablement une disparité
géographique et ethnique.
Cette prévalence apparait étre en augmentation sur les derniéres décennies probablement
en lien avec un meilleur diagnostic secondaire a une meilleure connaissance de la maladie
mais la question de I'impact environnemental se pose également, puisque cette prévalence
était estimée a 1 pour 1000 il y a quelques dizaines d’années. Cette maladie est plus

fréquente chez les garcons avec un ratio de 4,3 pour 1 (Elsabbagh et al., 2012).



3. Etiologies

L'origine de l'autisme reste encore un ce jour inconnue. De nombreuses
hypothéses sont évoquées, soulignant a chaque fois une origine probablement
multifactorielle faisant intervenir des facteurs de risque environnementaux, maternels et
génétiques, intervenant probablement précocement au cours du développement.

Sur le plan génétique, hormis le syndrome de Rett lié a une mutation du gene
MeCP2 localisé sur le chromosome X, et une fréquence plus importante de troubles
autistiques en cas de syndrome de I’X fragile ou de sclérose tubéreuse de Bourneville, une
anomalie génétique n’est que rarement retrouvée chez les patients présentant des troubles
autistiques isolés (moins de 10 % des cas) (Muhle et al., 2004). L’hypothése d’une origine
génétique est toutefois soutenue par les études faites sur les jumeaux monozygotes et les
formes familiales suggérant une héritabilité proche de 80 % (Lai et al., 2014), sans toutefois
étre a 100 %.

L’épilepsie et la dépression font partie des comorbidités neurologiques fréquemment
associées aux troubles du spectre autistique (70 % selon Lai et al., 2014).

L'une des hypothéses qui relie la génétique a I'autisme, concerne le role que
I’environnement pourrait avoir sur I'expression des génes. Celle-ci est sous tendue par
I'augmentation de lincidence décrite des troubles autistiques suggérant une origine
environnementale. L'influence de I'environnement sur la génétique peut s’expliquer par des
mécanismes de régulation épigénétique, c'est-a-dire par modification de I'expression de
certains genes sans modification de la structure codante de I’ADN.

Les facteurs environnementaux suspectés sont nombreux dans l'autisme qu’ils
soient maternels avec une exposition in utero pendant la grossesse ou avec une exposition
au cours de l'enfance. Bien qu’ils soient difficiles a mettre en évidence, le role de
I’environnement est estimé comme expliquant 55 % de la variance du risque d’autisme chez
des jumeaux monozygotes (Hallmayer et al., 2011). L'environnement peut étre défini
comme l'ensemble des éléments non génétiques qu’ils soient alimentaires, infectieux,
chimiques, jusqu’aux comportements sociaux. Son impact sur l'autisme est tres
probablement multifactoriel, et suspecté comme interagissant avec des facteurs de
susceptibilité génétiques.

L'alimentation fait partie de ces facteurs susceptibles d’intervenir au cours du

développement anténatal via I'alimentation maternelle et dans les premiers mois ou années
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de vie via I'alimentation du nouveau-né et du nourrisson. Les carences nutritionnelles
maternelles sont susceptibles d’influencer le développement cérébral de I’enfant a venir, ce
pourquoi beaucoup d’études se sont intéressées aux vitamines. La supplémentation
maternelle vitaminique pendant les trois premiers mois de grossesse est associée a un risque
plus faible d’autisme chez I'enfant a venir (Schmidt et al., 2011) en lien notamment avec la
supplémentation en vitamine du groupe B et plus particulierement la vitamine B9 (Schmidt
etal., 2012).

D’autres équipes se sont intéressées au role de la vitamine D. Un taux bas de 25-
OH vitamine D chez la meére et I'enfant a venir serait associé a un risque accru d’autisme
(Grant et Soles, 2009). Ce résultat a été contredit par d’autres études mais sur de petits
effectifs. Cependant des médecins ont décrit le cas d’un enfant de 32 mois qui présentait des
troubles autistiques et une carence en vitamine D et pour lequel la supplémentation en
vitamine D a permis d’améliorer les troubles autistiques (Jia F et al., 2015).

Une des autres hypothéses concerne la consommation de poissons. Sa
consommation maternelle est source a la fois d’acide gras (notamment d’acide
docosahexaénoique (DHA)), mais potentiellement aussi de mercure (Oken et Bellinger,
2008). Sa consommation serait associée a de meilleures performances cognitives chez les
enfants mais les résultats des différentes études sont contradictoires et contrebalancés par
le réle toxique du mercure fréquemment contenu dans ces poissons. Le réle des acides gras
polyinsaturés (oméga-6 et 3) a spécifiquement été étudié. Ces acides gras longues chaines
sont impliqués dans des processus neuronaux allant de la régulation de la transcription des
génes aux processus de signalisation cellulaire et jouent un réle central dans le
développement et le fonctionnement du systéme nerveux. Le manque d’oméga-3 a été
associé dans plusieurs études a un risque augmenté de trouble du spectre autistique
(Richardson et Ross, 2000 ; Schuchardt et al., 2010).

L'exposition a différents toxiques a également fait I'objet de nombreuses
recherches (Kalkbrenner et al., 2014). Beaucoup d’études se sont intéressées a I'effet du
tabac et de l'alcool sur le neurodéveloppement et plus particulierement sur les troubles
autistiques. Plusieurs études comprenant a chaque fois d'importants biais de confusion
suggéraient un lien entre I'exposition au tabac in utero et le risque de troubles autistiques.
Une large étude suédoise n’a pas mis en évidence d’association entre tabagisme et risque de

trouble autistique apres ajustement sur de nombreux facteurs de confusions dont les

9



catégories socio-économiques (Lee et al., 2012a). Ces données ont été confirmées par
d’autres études plus récentes (Tran et al., 2013).

L’effet de I'alcool in utero sur le développement cérébral est désormais bien connu,
avec le risque de syndrome d’alcoolisation foetale en cas d’exposition anténatale a I'alcool
(Stokowski, 2004). Les signes couramment rapportés sont un retard de croissance, une
microcéphalie et un retard de développement avec des troubles du comportement.
Toutefois tres peu d’études se sont spécifiquement intéressées au lien entre I'exposition a
I'alcool en période anténatale et les troubles autistiques.

Une des grandes questions de société actuelle concerne le role de la pollution
atmosphérique sur des maladies comme I'autisme dont l'incidence a augmentée au cours
des derniéres années. Bien que les études soient compliquées a mettre en place du fait de la
complexité a évaluer I'exposition réelle aux polluants et l'interaction avec de nombreux
facteurs de confusion, certaines d’entre elles ont conclu a un risque augmenté de troubles
autistiques lié a la pollution atmosphérique (Kalkbrenner et al., 2014; Windham et al., 2006 ;
Becerra et al., 2013). Les polluants suspectés sont les métaux lourds, les particules de diesel,
les solvants chlorés et les nanoparticules.

L'une des autres sources d’inquiétude concerne l'impact des pesticides et plus
largement des perturbateurs endocriniens. Plusieurs études ont démontré une association
significative entre I'exposition aux pesticides et le risque de troubles autistiques, que ce soit
pour les organochlorés, organophosphorés et les autres classes de pesticides (Kalkbrenner et
al., 2014).

Concernant les perturbateurs endocriniens (Bisphénol A, phtalates, retardateurs de flamme
bromés...), ils sont suspectés d’interagir avec le systeme hormonal en bloquant, mimant ou
altérant la signalisation hormonale, principalement pour les hormones stéroidiennes et
thyroidiennes. L’'exposition a ces substances apparait aussi comme associée a un risque
augmenté de troubles du spectre autistique (Khan et al., 2014; de Cock et al., 2012). Les
hormones thyroidiennes possedent un réle important dans le développement cérébral du
foetus et du nouveau-né, une altération du fonctionnement thyroidien pourrait étre associée
aux troubles autistiques (Khan et al., 2014 ; Roman, 2007). Les hormones stéroidiennes
pourraient expliquer le dimorphisme sexuel observé, avec une fréquence plus importante

des troubles autistiques observés chez les garcons, et pose la question du rdle de la
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testostérone sur le développement cérébral et de I'impact potentiel des perturbateurs

endocriniens.

L'un des autres axes de recherche concerne le réle d’agents infectieux et plus

particulierement celui du microbiote, c'est-a-dire I'ensemble des micro-organismes
intestinaux. Des travaux ont montré que le microbiote d’enfant présentant des troubles du
spectre autistique était différent des autres enfants (Wang et al.,, 2013 ; Williams et al.,
2011; Wang et al., 2013). Ceci est renforcé par la fréquence plus importante de trouble
digestif chez les enfants autistes (diarrhée, constipation, douleurs abdominales
chroniques...). Si cette hypothese est vraie, la modification du microbiote intestinal des
enfants autistes pourrait peut-étre permettre une amélioration clinique. A ce jour, seuls des
traitements visant a modifier le régime des enfants, ou a ajouter des probiotiques dans
I'alimentation ont été réalisés (Grimaldi et al., 2018).
L'une des explications a la modification du microbiote chez les enfants autistes évoquée
serait 'utilisation d’antibiotiques au cours des premiers mois de vie. Une récente étude sur
une large cohorte d’enfants nés au Canada sur les 10 derniéres années n’a pas montré
d’association entre la prise d’antibiotiques pendant la premiere année de vie et le risque
d’autisme (Hamad et al., 2018). D’autres se sont intéressés a I’'accouchement par césarienne,
qui est de plus en plus fréquent dans le monde. Il nexpose pas I'enfant au microbiote
vaginal de la mere contrairement a l'accouchement par voie basse et il pourrait ainsi
expliquer la modification du microbiote intestinal de I'enfant. Une grande étude menée sur
des enfants nés en Suede entre 1982 et 2010 a démontré une augmentation du risque de
troubles du spectre autistique de 20 % chez les enfants nés par césarienne (Curran et al.,
2015).

Une des questions qui anime le débat public ces dernieres années concerne le role
des vaccins sur la survenue des troubles autistiques et plus particulierement celui du vaccin
ROR protégeant de la rougeole, oreillons et rubéole. Ceci est sous-tendu par la description
des troubles autistiques apparaissant aprés I'dge de 1 an, age ou est effectué ce vaccin.
Aucune association significative n’a été mise en évidence dans de larges études (Jain et al.,
2015). Plus largement, I’hypothése d’un lien entre les vaccins et les troubles autistiques est
sous-tendue par I'utilisation d’aluminium comme adjuvant dans beaucoup de vaccins ce qui

pourrait entrainer des désordres neuro-immunologiques chez I'enfant. De la méme facon,
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I’effet du mercure par exposition in utero ou pendant I'enfance a également été évoqué. En
effet, le mercure peut étre contenu en tres faible quantité dans le thiomersal, additif utilisé
dans les vaccins. Il est présent en plus grande quantité dans I’environnement (amalgames
dentaires, poissons, pollution atmosphérique). Les résultats des études restent a ce jour
controversés concernant le réle de I'exposition au mercure dans la survenue de troubles du

spectre autistique (Jafari et al., 2017 ; Golding et al., 2018).

D’un point de vue clinique, les enfants ayant des troubles autistiques présentent
plus fréquemment des troubles digestifs tels que des diarrhées, vomissements, douleurs
abdominales et constipation. Certaines équipes se sont intéressées a la prévalence de la
maladie czliaque chez les enfants autistes. En effet, une auto-immunité plus importante vis-
a-vis du gluten chez les enfants autistes a été décrite (Lau et al., 2013). Cependant les
résultats d’autres études a plus grandes échelles sont contradictoires (Lange et al., 2015 ;
Ludvigsson et al., 2013). Devant cette hypothése, de nombreuses familles ont mis en place
un régime sans gluten chez leurs enfants autistes. Tres peu d’études a grande échelle sont

disponibles sur I'efficacité d’un tel régime sur les troubles autistiques (Lange et al., 2015).

Sur le plan métabolique, un des grands axes de recherche concerne le role du
stress oxydatif. Celui-ci pourrait étre majoré chez les enfants autistes. Il résulte d’un
déséquilibre entre la production de ROS (espéces réactives a I'oxygene) par des substances
endogénes ou exogénes pro-oxydantes et les mécanismes de défenses anti-oxydantes.
Plusieurs travaux ont montré chez les enfants autistes des taux de glutathion peroxydase
diminués, une déplétion en glutathion réduit, entrainant une augmentation du ratio redox
(Chauhan et Chauhan, 2006). L’hyperhomocystéinémie peut étre responsable d’un stress
oxydatif par différents mécanismes : auto-oxydation de ’homocystéine formant des ROS,

augmentation de la peroxydation des lipides, production réduite de glutathion peroxydase.

En résumé, il existe de nombreuses pistes d’identification de facteurs de risques de

I'autisme, ce qui suggere de probables effets cumulatifs et multifactoriels faisant de chaque

cas, un cas différent.
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4. Prise en charge thérapeutique

D’un point de vue thérapeutique, aucun traitement curatif n’existe dans la
pathologie autistique. Les traitements ayant montré le plus d’efficacité a ce jour sont des
thérapies comportementales associant une prise en charge psychologique, orthophonique,
psychomotrice et un soutien familial. Ces prises en charge sont souvent coordonnées par des
Centres Ressources Autismes (CRA) ou des Centres Medico Psychologiques (CMP). Cette
prise en charge est souvent lourde sur le plan familial, obligeant fréquemment I'un des deux
parents a interrompre son activité professionnelle.

Les traitements médicamenteux reposent uniquement sur des traitements
symptomatiques (traitement par Risperidone en cas d’agitation, de mélatonine en cas de
troubles de sommeil) mais aucun traitement médicamenteux visant a améliorer les
symptomes autistiques n’est disponible actuellement en pratique courante.

Néanmoins, de nombreux groupes de travail se sont intéressés a de nouvelles propositions
thérapeutiques basées sur les hypotheses physiopathologiques évoquées pour les troubles
autistiques tels que le régime sans gluten, les supplémentations vitaminiques, thérapie

antioxydante (vitamine C, Zinc,...) ou encore les modifications du microbiote intestinal.
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iii. Les anomalies de fermeture du tube neural

1. Embryologie du tube neural

La neurulation est le terme utilisé pour désigner le processus embryonnaire précoce
de formation du tube neural qui donnera naissance au systéme nerveux central (structure

encéphalique et corde spinale).

La neurulation primaire consiste en la formation du tube neural issu de la transformation de
I’ectoderme de la région sus-chordale (Larsen et al.). La plague neurale va se développer en
avant de la ligne primitive sous forme d'un épaississement médio-sagittal de I'ectoblaste et
va suivre un gradient cranio-caudal grace au recrutement de cellules neuro-ectoblastiques.
Le développement de la plaque neurale est plus rapide a I'extrémité craniale, qui s'élargit en
forme de raquette, a l'origine des structures encéphaliques. L'extrémité caudale reste

étroite et deviendra la moelle épiniére.

A partir de la 3°™ semaine de grossesse, les bourrelets neuraux se forment grace une

surélévation des bords de la plaque neurale formant ainsi la gouttiére neurale. Les bords de

la gouttiére neurale vont progressivement se rapprocher pour s’accoler vers le 28°™ jour,

délimitant ainsi le tube neural. La capacité d’adhésion des cellules neuro-ectodermiques est
renforcée grace a I'expression de N-cadhérines et des N-CAMs. Des amas cellulaires vont se
détacher longitudinalement pour former les crétes neurales. La fermeture de la gouttiére
neurale se fait selon un axe cranio-caudal a partir de différents points de fusion qui vont se
fermer chacun avec des directions craniales et caudales (fermeture du neuropore rostral au
éme

29°™ jour et du neuropore caudal au 30°™ jour).

A I'opposé de la neurulation primaire, la neurulation secondaire concerne le développement

eme eme

de la partie terminale de la moelle épiniere a la hauteur du 31" somite (entre la 4™ et la

7°™¢semaine) qui formera la région sacro-coccygienne.

La différenciation encéphalique et médullaire va pouvoir commencer avec dés la fin de la
guatrieme semaine |'apparition des principales structures encéphaliques (prosencéphale,

mésencéphale et rhombencéphale).
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Les anomalies de fermeture du tube neural en région rostrale entraineront des
anencéphalies, alors qu’en position caudale elles seront responsables de spina bifida. Une

anomalie de fermeture tout au long du tube neural entrainera un craniorachischisis.

Tableau 1 : chronologie de la fermeture du tube neural (stade de Carnegie)

Les stades de Carnegie sont utilisés au cours des 8 premiéres semaines de grossesse pour
caractériser les étapes clés du développement des différentes structures embryonnaires.

Stade de Carnegie Développement embryonnaire

stade 7, env. 19 jours | plaque neurale

stade 8, env. 23 jours | bourrelets neuraux et gouttiere neurale

stade 9, env. 25 jours | gouttiére neurale toujours ouverte,

stade 10, env. 28 fusion des bords de la gouttiére neurale (formation du tube
jours neural)

stade 11, env. 29 fermeture du neuropore rostral

jours

stade 12, env. 30 fermeture du neuropore caudal (neurulation secondaire)
jours

stade 13, env. 32 fermeture compléete du tube neural

jours
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A Primary neurulation

B Secondary neurulation

Tail-bud cells Medullary cord
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Condensation Notochordal precursor Secondary neural tube

Figure 1 : Représentation des étapes clés de la neurulation primaire et secondaire

(D'aprés Nikolopoulou et al., 2017)

Neurulation primaire : formation de la gouttiére neurale, rapprochement des bords puis

fusion pour former le tube neural.

Neurulation secondaire : Les cellules de la queue du bourgeon neural se condensent dans la
ligne médiane pour former le cordon médullaire. Le cordon médullaire subit une
épithélialisation autour d'une lumiére (rouge) tandis que le précurseur notochordal reste
solide, générant le tube neural secondaire et la notochorde

DLHP, dorsolateral hinge point; MHP, median hinge point; NC, notochord; NE,

neuroepithelium; NNE, non-neural ectoderm; PM, paraxial mesoderm.
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Une cascade de mécanismes de régulation cellulaire intervient dans la formation du tube
neural, au cours de laquelle les cellules vont devoir migrer, modifier leur forme et se
différencier (Nikolopoulou et al., 2017). Au cours de la gastrulation (période de
développement au cours duquel se mettent en place les 3 feuillets embryonnaires
ectoderme, mésoderme et endoderme), I'induction de la plaque neurale se fait grace a la
notochorde qui sécréte les substances (follistatine, chordin et noggin) inhibant la sécrétion
de BMP4 (Bone Morphogenic Protein 4). BMP4 est un facteur de croissance de la famille des
TGFB (Transforming Growth FactorB) dont le réle est d’inhiber la transformation des cellules
ectodermiques en cellules neurales. D’autres facteurs sont impliqués comme les FGF
(Fibroblast Growth Factors), la voie de signalisation WNT et le systeme des IGF (/nsulin-Like
Growth Factor).

Au cours de la formation de la plague neurale, un mécanisme d’extension convergente et
médio-latéral va permettre aux cellules de <s’allonger médiolatéralement et
longitudinalement et produire des protrusions cellulaires polarisées permettant d’orienter la
direction des cellules voisines. Ce mouvement morphogénique des cellules permet un
allongement longitudinal et un rétrécissement transversal. Ce mécanisme d’extension
convergente est contr6lé par la voie non canonique Wnt/Planar Cell Polarity (PCP)
(Nikolopoulou et al., 2017).

L'implication de la voie PCP dans le mécanisme d’extension convergente de la plaque
neurale a été décrite pour la premiére fois chez I'embryon de xénope (Goto et Keller, 2002 ;
Wallingford et Harlet, 2002). Un défaut d’extension convergente secondaire a une
dérégulation de la voie Wnt/PCP entraine une plaque neurale trop large avec des bords trop
éloignés pour qu’ils se rejoignent et fusionnent. Une altération de I'extension convergente
est également observée chez la souris en cas de mutation de génes de la PCP comme Vangl/2
(Greene et al., 1998), responsable d’un craniorachischisis. Des mutations de la voie PCP ont
déja été décrites dans les AFTN chez I’'homme (Juriloff et Harris, 2012).

Les mécanismes cellulaires impliqués dans le « pliage » de la plaque neurale pour former la
gouttiére neurale font intervenir des mécanismes de constriction apicale. Une dérégulation
de cette constriction apicale peut également entrainer des AFTN. L’actomyosine semble
également jouer un role puisque des filaments d’actine sont présents au niveau des

jonctions apicales cellules neuroépithéliales du tube neural.
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D’autres ont montré que Celsrl était concentré au niveau de jonction adhérente, orientée
selon un axe médio-latéral de la plaque neurale. Celsrl coopére avec Disehvelled, DAMM1
et PDZRhoGEF pour activer Rho Kinase entrainant une activation de I'actomyosine selon une
facon polarisée responsable d’une constriction apicale et d’'une convergence vers le milieu

de cellules neuro épithéliales (Murdoch et Copp, 2010 ; Nishimura et al., 2012).

Une polarisation dorso-ventrale va se mettre en place secondairement. Cette
polarisation est sous l'influence du notochorde qui définit le plancher du tube neural, région
qui induira la différenciation précoce des neurones moteurs. Cette polarisation ventrale est
sous l'influence d’une voie de signalisation, la voie Sonic Hedgehog (Shh). Shh est produit au
niveau ventral du tube neural sous l'influence du notochorde et s’étend pour former un
gradient dorso-ventral. Ce signal régule I'activité des facteurs de transcription GLI (GLI1, 2, et
3) afin d’augmenter leur fonction d’activateur de transcription. Cette activation contréle
I’expression d’autres facteurs de transcription au niveau des cellules progénitrices ventrales
qui vont permettre la différenciation cellulaire neuronale en différents types de cellules

neuronales selon un axe dorso-ventral (figure 2).

18



Smao-P w
H B
a 3
e =8
O, 5 :
. B -
Displ $hh & Kif7 IFT122 |&
g lIFT52 i
giFres | Thmiig
ElIFM72 g
-
25 & @ 5 IFT57
@ E
L _[ﬂlmn? g
g, 100 g A
Gasl Boc \ Cdon Pichi g
GRK2 @ g
@ Smo- Fkbps —|
cytoplasm

microtubules

Figure 2 : Détail de la cascade signalisation de la voie Sonic Hedgehog

D’aprés Murdoch et Copp, 2010



La formation du tube neural est donc sous la dépendance de multiples facteurs interagissant
dans un ordre précis. Toute altération dans cette cascade de développement et de

signalisation est susceptible d’entrainer des anomalies de fermeture du tube neural.
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2. Description clinique

Les anomalies de fermeture du tube neural sont des malformations congénitales liées

a un défaut de fermeture du tube neural durant le développement embryonnaire.

Ces malformations sont classées en fonction de leur localisation. L’anomalie la plus
fréquente est I'anencéphalie qui correspond a un défaut de fermeture du tube neural dans
sa partie supérieure cérébrale se traduisant par une absence partielle ou totale d’encéphale.
Le terme spina bifida désigne les anomalies de fermeture du tube neural dans la partie
caudale (future région médullaire). On distingue les spina bifida aperta, également appelées
dysraphismes ouverts, responsables d’'une anomalie de fermeture postérieure des vertebres
avec protrusion des méninges seules (méningocele) ou associée a la moelle épiniére
(myéloméningocele). Les dysraphismes fermés, également appelés spina bifida occulta
correspondent a une anomalie de fermeture de I'arc postérieur vertébral sans anomalie
méningée ou médullaire sous-jacente, et donc sans retentissement clinique. Le
craniorachischisis, malformation du tube neural plus rare, désigne le défaut de fermeture de

I’ensemble du tube neural (région encéphalique et médullaire).

Sur le plan clinique, les anomalies de fermeture hautes ou encéphaliques du tube
neural sont dans la majorité des cas non viables.
Les spina bifida aperta sont quant a elles source d’'une morbidité importante. Les
conséquences cliniques sont variables en fonction de la localisation de la Iésion ainsi que le
handicap qui en découle : déficit moteur plus ou moins sévere, troubles vésico-sphinctériens
avec incontinence urinaire ou fécale, malformation d’Arnold Chiari, hydrocéphalie
secondaire... De nombreuses interventions chirurgicales sont nécessaires dans I'enfance :
geste de couverture rapide a la naissance, dérivation ventriculaire en cas d’hydrocéphalie,

prise en charge des troubles vésico-sphinctériens...
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Spina Bifida

Myelomeningocele
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Figure 3 : Les différents types de spina bifida

Spina bifida aperta : Méningocéle avec une protrusion isolée de méninges et
myéloéningocéle : protrusion de méninges et du cordon médullaire

Spina bifida occulta : défaut de fermeture uniquement au niveau osseux ou cutané
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Le développement de la surveillance échographique des grossesses a permis de
diagnostiquer de plus en plus t6t ces pathologies au cours de la grossesse. Un taux d’alpha-
foeto protéine (aFP) augmenté au cours du 1° trimestre peut &tre un autre signe d’appel.
Selon la gravité de la malformation, cette pathologie, si découverte en anténatal, est
accessible en France a une interruption thérapeutique de grossesse (ITG) si les parents le

demandent et aprés accord du Centre Pluridisciplinaire de Diagnostic Prenatal (CPDP).
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3. Données épidémiologiques

Chaque année, dans le monde, plus de 500 000 enfants naissent porteurs d’une spina
bifida aperta, faisant de ces anomalies I'une des malformations congénitales les plus
fréquentes aprés les cardiopathies avec une prévalence estimée entre 0,5 et 2 pour 1000
naissances (Copp et al., 2015), celle de la spina bifida est estimée a 0,5/1000 naissances en
France. La fréquence est variable en fonction de I'origine géographique avec dans notre

pays, une fréquence plus importante dans le Nord-Pas de Calais et en Bretagne.

4. Etiologies

L’origine de ces malformations est multifactorielle, faisant intervenir des facteurs
environnementaux (nutrionnels, socio-économiques), maternels et génétiques. Le facteur
étiologique le mieux connu concerne les folates mais d’autres facteurs ont été a ce jour

décrits.

a. Génétique

L'hypothése d’une origine génétique a été suspectée devant la récurrence familiale
de cas d’anomalies de fermeture du tube neural. On estime que le risque de récurrence
familiale est de 2 a 5 % contre un risque de 0,1 % dans la population générale.
Les AFTN sont plus fréquentes en cas de trisomie 13 ou 18 soulignant le role potentiel de ces
chromosomes dans la survenue de ces malformations, et également en cas de trisomie 21.
Les premiers genes retrouvés impliqués dans ces anomalies sont ceux du métabolisme des
folates.
Plus de 200 genes intervenant dans différentes voies métaboliques ont été étudiés lors
d’études cohortes de patients, d’étude cas-témoin et grace a des modeéles animaux
d’anomalies de fermeture du tube neural (notamment chez la souris) (Greene et al., 2009).
Certaines études épidémiologiques suggérent que pres de 70 % de la variance de la
prévalence des anomalies de fermeture du tube neural pourrait étre d’origine génétique (Au

etal., 2010 ; Leck |, 1974).
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b. Folates et vitamine B12
Les folates (vitamine B9) et la vitamine B12 sont des acteurs majeurs intervenant
dans le métabolisme des monocarbones et leurs métabolismes ont été tres largement

décrits dans les anomalies de fermeture du tube neural (cf infra).

c. Autres métabolismes

D’autres genes sans lien avec le métabolisme des folates ont été évoqués comme
intervenant dans la pathogénese des AFTN (Au et al., 2010).

Les genes du métabolisme du glucose ont été étudiés suite a la constatation d’une
fréquence plus élevée d’AFTN chez les enfants de femmes diabétiques ou avec une
intolérance au glucose. Des liens entre certains variants des genes du transport
intracellulaire du glucose comme GLUTI1 et 4 et la survenue d’AFTN ont été mis en évidence
tout comme pour le géne de l'insuline (/INS) ou de son récepteur (INSR), le géne de la leptine
(LEP) et de son récepteur (LEPR).

Le rble du stress oxydatif a été également évoqué, avec I'étude des genes de la
Catalase (CAT) ou Superoxyde Dismutase 2 (SOD2).

Le métabolisme rétinoique, la réparation de I'ADN, l'adhésion cellulaire sont
également suspectés d’intervenir dans cette pathologie.

Le métabolisme de I'inositol a également été trés étudié dans la physiopathologie des
anomalies de fermeture du tube neural. Plusieurs études ont démontré que linositol
pouvait prévenir les AFTN chez la souris alors que la vitamine B9 était inefficace (Juriloff et
Harris, 2012 ; Greene et Copp, 1997). D’autres études ce sont intéressées a I'effet d’une
supplémentation en inositol chez ’lhomme sur la réduction du risque d’AFTN par analogie a
I'acide folique. Une premiére étude randomisée a été réalisée en 2016 avec des résultats

encourageants mais nécessitant des études a plus grande échelle (Greene et al., 2016).

Les études de modeéles animaux et notamment chez la souris ont permis de mettre
en évidence le réle de la voie de signalisation de la polarisation cellulaire plane (Planar Cell
Polarity, PCP) dans la pathogénése des AFTN (Juriloff et Harris, 2012). Cette voie de
signalisation non canonique a un réle crucial dans le développement embryonnaire de
nombreuses espéces dont I'espéce humaine. Celle-ci est responsable de I'orientation de

diverses structures dans le plan des épithéliums, notamment par polarisation des cellules.
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Les protéines PCP régulent le processus d’extension convergente pendant la gastrulation et
la formation du tube neural. Celle-ci permet une convergence medio latérale des cellules et
une extension de I'axe antéro-postérieur.

La mutation faux sens d’un des principaux genes de cette voie, VANGL2, provoque le
développement d’AFTN chez la souris (modéle animal appelé « loop-tail ») (De Marco et al.,
2011).

Les principaux genes impliqués dans cette voie étudiés sont : VANGL1 et 2; CELSR1;
PRICKLE1 ; PTK7 ; SCRIB.

Une des autres voies de signalisation récemment décrite est la voie Sonic Hedgehog
(Shh). Cette voie est impliquée dans le développement du SNC, et plus particulierement dans
la polarisation dorso-ventrale du tube neural. L'absence de ligand Shh entraine des
anomalies de la ligne médiane telle que I'holoprosencéphalie. L’hyperactivation de cette
voie par un exces de signalisation est suspectée d’entrainer des anomalies de fermeture du
tube neural (Murdoch et Copp, 2010). Plusieurs génes ont déja été décrits dans la littérature
principalement chez la souris comme Ptchl (régulateur négatif de Shh) (Goodrich et al.,

1997), Sufu, Rab23, Tulp3 ...

d. Facteurs socio-économiques

De nombreux facteurs socio-économiques ont été étudiés dont certains ont montré
un lien avec le risque de survenue d’anomalies de fermeture du tube neural (Au et al., 2010).
Une augmentation de la fréquence des AFTN a été observée chez les méres de plus de 40
ans et de moins de 19 ans. Un bas niveau socio-économique des parents semblerait
également étre un facteur de risque d’AFTN. L'ordre des enfants a la naissance a également
fait I'objet d’études épidémiologiques qui ont pu montrer un risque accru avec |'ordre de
naissance. L'origine ethnique des meres a également été soulevée tout comme la profession
parentale (notamment avec la question de I'impact de I'exposition aux pesticides chez les

agriculteurs).
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e. Facteurs environnementaux

Le principal facteur environnemental connu ayant un impact sur la survenue d’AFTN
est une faible consommation de folates maternelle. Toutefois d’autres facteurs
environnementaux ont été étudiés dans [|'hypothese notamment d’une origine
multifactorielle (Au et al., 2010). Un des mieux décrit concerne la prise de médicaments
anticonvulsivants comme I’acide valproique ou carbamazépine pendant la grossesse avec un
risque augmenté de 10 fois si ce traitement est pris en début de grossesse. Une fievre en
début de grossesse a été également associée a une augmentation du risque d’AFTN ainsi que

la consommation de caféine.

27



f. Prise en charge thérapeutique

La prise en charge consiste uniqguement en la prise en charge des complications liées
a ces malformations. Cette prise en charge concerne uniquement les spina bifida aperta, les
formes « hautes » plus séveres ne sont en général pas viables et les spina bifida occulta sont

souvent asymptomatiques.

A la naissance, une prise en charge neurochirurgicale est nécessaire dans les 48
premiéres heures afin de protéger la zone ouverte (méninges et/ou cordon médullaire).

Celle-ci doit étre la plus rapide possible pour limiter le risque infectieux.

L’hydrocéphalie est une complication fréquemment observée dans cette pathologie et
nécessite souvent la pose d'une valve de dérivation ventriculo-péritonéale par voie
neurochirurgicale. La malformation d’Arnold Chiari est également fréquente chez ces

patients.

L'un des autres axes de prise en charge concerne la prise en charge des séquelles
neurologiques qui peuvent étre associées a ces malformations : déficits sensitivo-moteurs

plus ou moins séveéres, les troubles vésico-sphinctériens...

Récemment, des techniques de chirurgie foetale in utero ont été développées aux
Etats-Unis dans les années 2000, une premiére intervention en France a été réalisée par
I’équipe du Pr Jouannie a I'hdpital Trousseau a Paris en 2014. L'intérét de la chirurgie in
utero réside dans I'amélioration du pronostic neurologique chez ces enfants notamment sur

le plan moteur (Farmer et al., 2018).
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b. Métabolisme des folates et des monocarbones

i. Généralités
1. Folates

a. Origines

Les folates ou vitamines B9 sont des vitamines hydrosolubles essentielles c'est-a-dire
non synthétisées par I'étre humain mais apportées par I'alimentation. L'acide folique est
formé par la liaison d'une molécule d'acide ptéroique a une molécule d'acide glutamique :

I'acide ptéroylmonoglutamique.

Deux formes sont distinguées : 'acide folique, forme oxydée et les formes réduites les

tétrahydrofolates.
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Tableau 2: Différentes formes de vitamines B9 et leur formules moléculaires (issu de

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Formes vitaminiques

Abréviations usuelles

Formules

moléculaires

Acide ptéroique Pte C14H12N603
Acide Pte-Glu (acide folique) C14H12N604
ptéroylmonoglutamique

Dihydrofolate 7,8-H2-Pte-Glu (DHF) C14H12N605
Tétrahydrofolate 5,6,7,8-H4-Pte-Glu (THF) C14H12N606
N5-méthyle- 5-CH3-H4-Pte-Glu (CH3-THF ou méthyITHF)  C14H12N607
tétrahydrofolate

N5,N10-méthyléne- 5,10-CH2=H-Pte-Glu (CH2-THF ou C14H12N608
tétrahydrofolate méthyléneTHF)

N10-formyl- 10-CHO-H4-Pte-Glu ou (10-formyITHF) C14H12N609
tétrahydrofolate

N5-formyl- 5-CHO-H4-Pte-Glu (CHO-THF, acide C14H12N6010
tétrahydrofolate folinique ou 5-formyITHF)

N5,N10-méthényl- 5,10-CH=H-Pte-Glu (CH-THF ou C14H12N6011
tétrahydrofolate méthényITHF)

N5-formimino- 5-CHNH-H4-Pte-Glu (CHNH-THF ou C14H12N6012

tétrahydrofolate

formiminoTHF)

lIs sont présents dans I'alimentation sous forme de polyglutamates majoritairement dans les
légumes a feuilles vertes (salade, épinards) et les légumes verts (haricots, brocolis...) mais
également dans les abats car ils correspondent a des sites de stockages. Les folates sont des
vitamines thermolabiles, c'est-a-dire dégradées par la cuisson. Les monoglutamates sont les

formes biologiquement actives et les formes pharmaceutiques.

Les apports nutritionnels conseillés (ANC) varient en fonction des périodes de la vie, allant
de 150 pg par jour pendant I'enfance, 300 pg par jour a I'adolescence et a I’dge adulte a 400

Kg par jour chez la femme enceinte. Les réserves sont hépatiques et épuisables en quelques
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mois en cas de carence (recommandation de I'agence nationale de sécurité sanitaire de

I'alimentation, de I'environnement et du travail ANSES).

Figure 4 : Structure de I'acide folique C19H19N,Og (issu de https.//pubchem.ncbi.nlm.nih.qov)

L'absorption se fait au niveau de lintestin gréle proximal. Aprés déconjugaison des
polyglutamates grace a la Folate Hydrolase (FOLH1) présente au niveau de la bordure en
brosse de I'entérocyte, les monoglutamates sont absorbés au niveau du jéjunum. Trois
mécanismes de transports sont décrits au niveau de la bordure en brosse : le premier est le
récepteur des folates réduits (RFC) codé par le gene Reduced Folate Carrier (RFC), le second
est le folate receptor (FR), codé par le géne SLC19A1, et le troisieme est le Proton-Coupled
Folate Transporter (PCFT) codé par le gene SLC46A1. Les monoglutamates sont ensuite
réduits en N5-méthyltétrahydrofolates qui traversent la barriére intestinale pour passer

dans le sang portal.
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b. Transports des folates

Dans le sang, les folates circulent sous forme de monoglutamates et principalement
de 5-méthyl-THF. Ills sont liés soit a des protéines de faible affinité telle que I'albumine,
I'alpha macroglobuline ou la transferrine ou a un ligand de haute affinité le Folate Binding
Protein (FBP). La concentration moyenne de folates sériques circulant dans le sang est
estimée entre 5 et 15 pg/L, 20 fois supérieures a la concentration érythrocytaire.
Au niveau de la cellule, la captation et le transport intracellulaire des folates fait intervenir
les trois transporteurs : RFC, FR et PCFT. Ces différents systémes de transport possedent des
caractéristiques différentes quant a leur dépendance vis-a-vis de I'énergie, de la présence
d'ions et du pH (Forges et al., 2007 ; Guéant JL et al., 2013).
Le RFC (Reduced Folate Carrier, famille des solute carrier) est exprimé dans tous les tissus :
rein, intestin gréle, célon, systéeme nerveux central (plexus choroide, axones, dentrites,
cellules apicales bordant le canal rachidien)... Il possede une forte affinité pour les folates
réduits, mais une faible affinité pour I'acide folique.
Le Folate Receptor (FR) présente une forte affinité pour I'acide folique, mais une faible
affinité pour les folates réduits. Trois isoformes sont décrits: FR alpha, FR beta et FR
gamma, codés respectivement par FOLR1, FOLR2 et FOLR3. lls sont présents dans de
nombreux tissus, comme le rein, les plexus choroides pour FRa, les cellules
hématopoiétiques ou placentaires pour FRB. Au niveau des plexus choroides, le FRa est
localisé du co6té plasmatique ou il permet lI'entrée des folates par un mécanisme
d’endocytose.
Le PCFT appartient aussi a la famille des « solute carrier ». |l est principalement présent au

niveau intestinal (Qiu et al., 2006).
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c. Roles biochimiques

Le role principal des folates est la participation aux échanges de groupements
monocarbonés, dont les groupements méthyls. Cette vitamine possede donc une fonction
essentielle de conversion de I'homocystéine en méthionine nécessaire aux réactions de
méthylation, dans le métabolisme de I'histidine et de la glycine et dans la synthése des
nucléotides. Deux autres vitamines du groupe B sont essentielles dans le cycle des

monocarbones et agissent comme des co-facteurs : la vitamine B12 et la vitamine B2.
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Figure 5 : Cycle des folates et métabolisme des monocarbones
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d. Pathologies

Les pathologies liées a cette vitamine sont liées a leur carence ou a des anomalies
génétiques de leur métabolisme. Dans de tres rares cas, il peut s’agir d’'un défaut
d’absorption des folates d’origine congénitale comme par exemple en cas de mutation du
géne codant pour le transporteur PCFT (SLC46A1) (Kronn et Goldman, 1993). Il n’existe pas
de risque de surdosage ou de toxicité du fait d’une adaptation de I’excrétion rénale aux taux

circulants.

Les carences restent relativement fréquentes et sont la conséquence d’'une consommation
insuffisante d’aliments riches en folates ou d’une cuisson trop importante des légumes. La
seconde cause de carence est une mauvaise absorption digestive de ces vitamines

(malabsorption, maladie inflammatoire chronique intestinale, alcoolisme chronique...).

En cas de carence en folates, des signes généraux sont fréquemment observés tels
qu’une asthénie ou anorexie. L'anémie non régénérative macrocytaire est l'une des
pathologies les mieux connues liée a une carence en vitamine B9. En effet, les folates étant
nécessaires a la synthése des purines et pyrimidines, leur carence induit une baisse de la
division cellulaire des globules rouges nécessaire a leur régénération et donc une
augmentation de leur taille responsable de la macrocytose. Si une carence en fer s’associe,

le volume globulaire moyen des globules rouges peut étre normal.

Des signes neuropsychologiques peuvent étre présents en cas de carence avec des troubles

de la mémoire, du sommeil et une irritabilité.

Parfois, les patients rapportent des signes digestifs avec des nausées, vomissements et

diarrhées.

Enfin, le role des folates est important pendant 'embryogéneése, et la carence chez la
maman est associée a un risque accru de malformations congénitales chez I’enfant a venir.
Le lien le plus connu et le mieux décrit concerne les anomalies de fermeture du tube neural,
dont la recommandation de supplémentation maternelle en période périconceptionnelle a
permis de réduire le risque de malformation du tube neural (Czeizel et Dudds, 1992).
D’autres liens sont suspectés comme avec les fentes labio-palatines (Wehby et Murray,

2010) ou les malformations cardiaques (Czeizel et al., 2013).
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2. Vitamine B12

La vitamine B12 également appelée cobalamine du fait de la présence d’'un atome de
Cobalt au centre du noyau corrine, est une coenzyme essentielle dans le cycle des
monocarbones intervenant dans deux réactions: conversion de I’homocystéine en
méthionine grace a I'enzyme méthionine synthase (MS) et conversion du méthylmalonyl-
CoA et succinyl-CoA par la méhylmalonyl-CoAmutase (MUT).
Cette vitamine est présente dans les aliments d’origine animale (principalement dans les
abats, la viande rouge, la volaille) (Watanabe, 2007 ; Green et al., 2017).

Les apports recommandés sont faibles et varient en fonction de I'age (maximum chez
I’enfant et la femme enceinte), ils sont en moyenne d’environ 3 pg par jour (source ANSES).

L'absorption est complexe et fait intervenir plusieurs protéines de liaison
haptocorine, facteur intrinséque (Fl) et transcobalamine.
La cobalamine présente dans I'alimentation est liée a des protéines. Une fois dans |'estomac,
la cobalamine est libérée des protéines grace a la pepsine et a I'acidité gastrique. Elle se lie
ensuite a I'haptocorine d’origine salivaire dans I’estomac. L’haptocorine est ensuite
dégradée par les enzymes pancréatiques protéolytiques, qui vont permettre que les
cobalamines se lient au facteur intrinseque (Fl).
Chez l'adulte, I'absorption du complexe FI-B12 est réalisée au niveau des entérocytes de
I'iléon distal via un récepteur (chez I'embryon le récepteur est présent dans tout I'intestin).
Le récepteur est un complexe de grande taille, appelé CUBAM constitué de la cubiline (une
protéine multi-ligands) et de I'amnionless (protéine transmembranaire). Le facteur
intrinséque est ensuite dégradé au niveau de compartiment lysosomial.
La mégaline (LRP2), codée par le géne LRP2, présente un site d’interaction avec la cubiline,
un site de fixation des facteurs « sonic hedgehog » (SHH) impliqué dans le développement et
un site de fixation du récepteur FOLR1, récepteur a haute affinité, permettant
I'internalisation intracellulaire des folates (Gelineau-van Waes et al., 2008).
Les cobalamines se lient ensuite a une autre protéine de transport, la transcobalamine
(TCN2) synthétisée par les entérocytes. Le complexe ainsi formé passe ensuite dans la
circulation sanguine. Environ 20 a 30 % de la cobalamine est liée a la transcobalamine dans

la circulation, la majorité est liée a I’lhaptocorine.
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Au niveau cellulaire, I'absorption du complexe Cobalamine-Transcobalamine se fait
par endocytose grace au récepteur de la transcobalamine (CD320) et a la mégaline, selon les
organes et tissus. La transcobalamine est lysée au niveau du lysosome, la cobalamine est
libérée puis transférée au travers de la membrane lysosomale grace a la protéine lysosomale
LMBRD1 (protéine lysosomale LMBR domain containing-1).

Chez 'homme, les deux formes métaboliquement actives de vitamine B12 sont la 5-
désoxy-adénosylcobabalamine (AdoCbl) et la méthylcobalamine (MeCbl).

L’AdoCbl est la coenzyme de la Méthylcoenzyme A Mutase (MUT) qui catalyse la réaction qui
convertit I'acide méthylmalonique en succinylco-enzyme A au niveau mitochondrial pour
permettre ensuite 'utilisation du succunylco-enzyme A au niveau du cycle de Krebs.

Au niveau du cytoplasme, la forme MeCbl est la coenzyme de la méthionine synthase (MS)
qui permet la production de Méthionine par trans-méthylation de I’homocystéine. Le 5-

méthyl-tétrahydrofolate apporte le groupement méthyle qui sera transféré.

Le stockage de la vitamine B12 est principalement hépatique, il représente 2 a 3 mg
et permet de couvrir les besoins pendant plusieurs mois en cas de carence.

Son élimination se fait par les urines, la bile et les selles.

La carence en vitamine B12 est plus fréquente dans les pays en voie de
développement ou l'acces a la viande est difficile (Green et al., 2017). Dans les pays
industrialisés, les cas de carence en vitamine B12 sont décrits chez les végétariens ou
végétaliens. Une malabsorption digestive peut également avoir comme conséquence une
carence en vitamine B12.

La maladie de Biermer est une maladie auto-immune liée a la production d’anticorps dirigés
contre le facteur intrinseque, I'absorption de la vitamine B12 est rendue impossible par
défaut de liaison au facteur intrinséque entrainant la carence.

La maladie de Grasbeck-Imerslund est liée a un défaut d’absorption sélectif de la vitamine
B12 dd a une anomalie du récépteur du complexe vitamine B12-Fl, soit par mutation de la
cubiline ou par mutation de I'amnionless.

La principale conséquence d’une carence en vitamine B12 est I'anémie mégaloblastique
similaire a celle observée en cas de carence en vitamine B9, secondaire a une diminution de
I’'hématopoiése.
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La vitamine B12 est aussi importante au niveau du systeme nerveux central et I'on peut
observer en cas de carence une neuropathie périphérique sensitive bilatérale.

Au niveau muqueux, la carence en vitamine B12 peut s’accompagner d’une atrophie
villositaire renforgant la malabsorption ou d’une glossite « de Hunter » avec une langue lisse

et dépapillée.
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b)

Figure 6 : Représentation de la 5-désoxy-adénosylcobabalamine (a) et de la

méthylcobalamine (MetCbl) (b)
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3. Cycle de la méthionine et réaction de méthylation

La méthionine est synthétisée a partir de la reméthylation de 'lhomocystéine, grace a
la méthionine synthase dont la vitamine B12 est une co-enzyme. Elle est ensuite
transformée en S-adénosyl-methionine (SAM), qui est le principal donneur de méthyl, puis
convertie en S-adénosyl-homocystéine (SAH) (figure 5: schéma cycles folates et
monocarbones). Les groupements méthyls ainsi produits sont ensuite disponibles pour les

réactions de méthylation (de I’ADN, des protéines, ....).

La méthylation de I’ADN fait partie des mécanismes de régulation épigénétique, c'est-
a-dire des mécanismes qui permettent de modifier I'expression des génes sans modification
de la séquence codante d’ADN. Chez les mammiféeres, la méthylation de I'ADN se produit
principalement sur les résidus de cytosine suivis d'une guanine (CpG). La méthylation est
catalysée par les ADN Méthyltransférases (DNMT) qui transférent le groupement méthyl de
la S-adényl-méthionine vers le 5°™ carbone du résidu cytosine pour former la 5-
méthylcytosine. La méthylation des régions promotrices des génes est souvent associée a
une répression de leur expression, I'absence de méthylation a une activation de I'expression.
La méthylation de I’ADN s’accompagne fréquemment de modification de la structure de la
chromatine, avec la méthylation des histones entrainant une condensation de la chromatine
(appelée hétérochromatine), rendant impossible la transcription.

La méthylation de I’ADN est un phénoméne dynamique et réversible, évoluant selon
plusieurs phases au cours du développement. En effet, apres la fécondation, au cours des
premieres phases de développement a lieu une vague de déméthylation compléte du
génome, rapidement suivie avant I'implantation d’une reméthylation des génes dizygotes
(Ladstatter et Tachibana, 2018). Les génes soumis a empreinte (exprimés soit a partir de
I'allele maternel soit a partir de l'allele paternel et régulés par méthylation) sont eux
protégés de cette vague de déméthylation.

Les protéines peuvent également subir des réactions de méthylation, en général sur
I’azote N-terminal ou sur un carbone de la chaine carbonée des acides aminés. Un exemple
de méthylation de protéine est I'histone qui peut étre méthylé au niveau de leur portion N-
terminale grace des enzymes appelées histones méthyltransférase. Cette méthylation

s’associe a une activation ou une répression de la transcription des genes selon le nombre de
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résidus méthylés et I'acide aminé méthylé. La méthylation des histones s’accompagne d’une
modification de la structure de la chromatine, entrainant une condensation de la chromatine
(appelée hétérochromatine), rendant impossible la transcription.

Les lipides sont un autre substrat pour les réactions de méthylation. Par exemple, les
Phosphatidylcholines (PCs) (phospholipides constituant de nos membranes) sont synthétisés
suite a plusieurs réactions de méthylation catalysées par les transméthylases SAM-
dépendantes.

L’'homocystéine formée a Iissue des réactions de méthylation est ensuite
métabolisée par I'une des deux voies. La premiére est la trans-sulfuration, qui consiste en
une conversion irréversible de I’homocystéine en cystéine avec un intermédiaire, la
cysthathionine obtenue grace a la CBS (cystathionine-béta-synthase). La cystéine permet la
production de glutathion qui posséde un réle clé dans les réactions redox. La seconde

implique la reméthylation de ’lhomocystéine en méthionine grace a la méthionine synthase.

Le donneur de méthyl pour la méthionine synthase est le 5-MTHF qui est convertit en THF.
Le THF est ensuite méthylé et devient le 5,10-MTHF a la suite d’une série de réactions
catalysées par la MTHFD-1 (methyl tetrahydrofolate dehydrogenase de type 1). La plupart du
5,10-MTHF est métabolisé en 5-MTHF, la seule forme de folates réduits utilisée dans le
systeme nerveux central et dans le sang. La portion restante est convertit en Dihydrofolate
par la thymidine synthase aboutissant a la synthése de Thymidilate qui est nécessaire pour la
réplication de I'ADN et qui peut étre reconvertit en THF par la dihydrofolate réductase

(DHFR).
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ii. Métabolisme des folates dans I'autisme

Parmi les facteurs nutritionnels impliqués dans I'autisme, de nombreuses études se
sont intéressées au role des folates dans l'autisme. En effet, le dysfonctionnement du
métabolisme des folates et des monocarbones a été évoqué dans la physiopathologie de
I'autisme.

Les taux de SAM (S-adénosyl méthionine), d’homocystéine, de cystéine et de glutathion ont
été décrits significativement plus bas chez les enfants autistes comparés aux témoins, avec a
I'inverse des taux de SAH (S-adenosylhomocystéine), d’adénosine et de glutathion oxydé
significativement plus élevés (James et al., 2004). Ce profil métabolique pourrait traduire
une diminution des capacités de méthylation associée a un stress oxydatif (avec un ratio
redox diminué) chez les enfants autistes.

Parallelement, la supplémentation périconceptionnelle maternelle en folates a été décrite
comme associée a une baisse du risque de survenue de trouble autistique chez I'enfant a
venir (Surén et al., 2013; Schmidt et al., 2012).

De plus, la présence maternelle de variant de génes du métabolisme des monocarbones (tels
que MTHFR, CBS, BHMT, FOLR2, ...) associée a I'absence de supplémentation en folates en
début de grossesse est corrélée a un risque accru de troubles du spectre autistique (Schmidt

etal., 2011).

De précédentes études ont montré que la carence en folates au niveau cérébral peut
se traduire par des troubles neurologiques auxquels s’ajoutent des troubles autistiques
comme dans le syndrome de déficience en folates cérébral (Ramaekers et Blau, 2004). Ce
syndrome est défini sur le plan biologique par un taux bas de 5-methyl tétrahydrofolate
(métabolite actif de I'acide folique) dans le LCR, avec un taux plasmatique normal. Sur le plan
clinique, les principales manifestations sont un retard mental, une ataxie cérébelleuse, une
paraplégie spastique, une microcéphalie, auxquels peuvent s’ajouter des troubles

autistiques (Ramaekers et al., 2002).

Deux mécanismes meénent a cette carence (Ramaekers et al., 2013; Ramaekers et al., 2007).
Le premier est lié a une mutation du récepteur aux folates FRa, présent notamment au
niveau de la barriere hémato-encéphalique rendant la liaison avec I'acide folique impossible

et donc I'impossibilité de I'acide folique a passer la barriere hémato-encéphalique. Le second
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et le plus fréquent est lié a la présence d’anticorps dirigés contre ce récepteur (Anticorps

Anti-FRa ou FRA) qui empéchent la liaison avec I'acide folique en bloquant le récepteur, le

passage de I'acide folique au travers la barriere hémato céphalique est altéré, responsable

d’une carence en folates au niveau cérébral.

L'administration d’acide folinique, forme réduite d’acide folique peut corriger le

déficit en folates cérébral puisque son passage au travers la barriere hémato-encéphalique

peut étre médié, lorsque sa concentration est élevée par un autre récepteur, le Reduced

Folate Carrier (RFC) situé au niveau des plexus choroides et permet ensuite son utilisation

«directe» par les cellules neuronales.
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Figure 7: Passage de I’acide folique et acide folinique au niveau de la barriére hémato-

encéphalique. D’aprés Sequeira et al., 2013
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L’acide folinigue est une forme réduite d’acide folique sous forme de dérivé 5-formyl
d’acide tétrahydrofolique. L’acide folinique ne nécessite pas I'action de la dihydrofolate
réductase pour sa conversion (enzyme inhibée par certains médicaments comme le
méthotrexate). Son activité biologique est similaire a celle de I'acide folique. L'acide
folinique est habituellement utilisé en thérapeutique en prévention ou en correction de
I’'hématotoxicité associée a certains médicaments comme letriméthoprime, la salazopyrine,

la pyriméthamine, ou en prévention de la toxicité du méthotrexate.

L’administration d’acide folinique a hautes doses (0,5 a 1 mg/kg/j initialement, augmentée a
2 a 3 mg/kg/j en 2 prises égales selon la réponse clinique) permet de normaliser les taux de
5-MTHF dans le liquide céphalo-rachidien chez ces patients. L’amélioration clinique,
notamment des symptomes autistiques, apres un traitement par acide folinique a pu étre
évaluée chez quelques enfants présentant un syndrome de carence en folate cérébral

(Ramaekers et al., 2002).

Tout comme dans le syndrome de carence en folate cérébral, la présence d’anticorps
anti-récepteurs aux folates cérébral (anti FRa ou FRA) a été mise en évidence chez des
enfants présentant des troubles du spectre autistique (Frye et al., 2016). Deux types
d’anticorps ont été décrits : les anticorps bloquants («blocking FRA») et liants («binding
FRA»). Dans une de ces études, les anticorps anti-FRa ont été mis en évidence chez les
enfants autistes: 60 % (56 sur 93 enfants) pour les « blocking FRA » et 44 % pour les
« binding FRA » (41 sur 93), 29 % des enfants autistes avaient les deux types d’anticorps anti-
FRa (Frye et al., 2013). La présence de ces anticorps dans la population générale est estimée
entre 4 et 15 % (variabilité selon les origines géographiques : estimée a 4 % pour les
hispaniques (Berrocal-Zaragoza et al., 2009), 9 a 13 % pour les Irlandais (Molloy et al.,
2009a), entre 10 et 15 % dans la population américaine (données Edward Quadros non

publiées).

Selon le méme mécanisme que dans le syndrome de carence en folate cérébral, ces
anticorps sont responsables d’une carence en folates au niveau cérébral (taux bas de 5

méthyl tétrahydrofolate) avec comme traduction clinique possible les troubles autistiques.

Le principal mécanisme expliquant la production d’auto-anticorps dirigés contre le
FR-alpha apparait étre liée a une réaction immunitaire secondaire a la présence de FR
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soluble dans le lait de vache. Du fait d’une homologie avec le FR humain, ces auto-anticorps
ainsi produits se lient au FR présent au niveau des cellules épithéliales du plexus choroide et
bloguent le passage de I'acide folique et entraine de cette facon la carence en folate
cérébrale. Un régime d’éviction du lait de vache pendant 12 semaines permet une baisse du

taux de ces anticorps (Ramaekers et al., 2008).

L’évaluation de I'efficacité de I'acide folinique chez les enfants présentant des
troubles du spectre autistique a été tres peu étudiée a grande échelle.
Une premiere étude a été réalisée aux Etats-Unis (Frye et al., 2016) : 44 enfants autistes
avec des anticorps anti-FRa positifs ont été traités par acide folinique sous forme de
Leucovorine de calcium a doses progressives jusqu’a 2 mg/kg/jour en deux prises
quotidiennes (maximum 50 mg/jour) sur une période de 16 semaines. Comparé au groupe
controle, il a été noté une amélioration sur le plan de la communication verbale, du langage,
de l'attention et du comportement. Chez un tiers de ces enfants traités, une amélioration
modérée a importante a été notée. Une seconde étude a été menée sur 48 enfants traités
pendant 12 semaines par acide folinique (2 mg/kg/jour) versus placebo pendant 12
semaines (Frye et al., 2018). Celle-ci a pu montrer une amélioration de la communication
verbale significativement plus importante dans le groupe recevant de l'acide folinique,

I'amélioration étant significativement associée a la présence des anticorps anti-FR alpha.
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iii. Métabolisme des folates dans les anomalies de fermeture du
tube neural

L'implication de ces vitamines dans la survenue d’anomalie de fermeture du tube
neural (AFTN) a été évoquée dés les années 1970 avec la constatation de taux de folates
plasmatiques abaissés avec des taux d’homocystéine augmentés chez les meres d’enfants
avec AFTN. De premieres études interventionnelles réalisées dans les années 1980 ont
suggéré une baisse de l'incidence des anomalies de fermeture du tube neural chez des
femmes ayant des antécédents de grossesse avec AFTN grace a des supplémentations
vitaminiques multiples (dont 0,36 mg d’acide folique par jour) ou par supplémentation en
acide folique seul (4 mg/j). En 1991, une premiere étude controlée randomisée
multicentrique a pu clairement démontrer le réle d’'une supplémentation en acide folinique
(4 mg/jour) en période périconceptionnelle sur la réduction du risque de survenue d’AFTN
(Vitamin Research Study, 1991; Crider et al., 2011 ; Czeizel et Dudas, 1992). Ceci a pu aboutir
des 1992 a des recommandations pour la supplémentation en acide folique en période pré-
conceptionnelle en Grande Bretagne. En France, il faudra attendre 2001 pour que les
premieres recommandations concernant la supplémentation péri-conceptionnelle en acide
folique soient émises : 0,4 mg par jour chez les femmes sans facteur de risque et 5 mg par
jour chez les femmes a risque (ayant déja un enfant avec une AFTN, ou exposé a un
traitement a risque comme le valproate de sodium), 4 semaines avant la conception et
jusqu’a 12 semaines d’aménorrhée (recommandations HAS 2010). La supplémentation en
acide folique permettrait ainsi une baisse de 50 a 70 % du risque de survenue d’AFTN (Crider
etal. 2011 ; Rosenthal et al., 2014).

De la méme fagon, la carence en vitamine B12 chez les femmes enceintes a été associée a un
risque accru d’anomalie de fermeture du tube neural dans de nombreuses études (Molloy et
al., 2009b).

L'implication de ces deux vitamines dans les anomalies de fermeture du tube neural a
amener a étudier le polymorphisme des genes intervenant dans ce métabolisme.

Le premier géne étudié en lien avec la survenue d’AFTN est le géne MHTFR avec le
variant c.665C>T (rs1801133) (Frosst et al., 1995). Ce géne codant pour lI'enzyme 5,10
méthyltétrahydofolate réductase et se situe en position 1p36.3 sur le chromosome 1. Cette
enzyme catalyse la réaction de transformation du 5,10-méthyltétrahydorofolate en 5-

méthyltétrahydrofolate (5-MTHF).
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Le variant MTHFR c.665C>T a pour conséquence le remplacement d’une valine par une
alanine au codon 222, ceci entraine une diminution de I'activité de I'enzyme avec la
température, c’est pourquoi il est également appelé « thermolabile », ce qui se traduit sur le
plan biologique par une diminution du taux de folates et une augmentation modérée du
taux d’homocystéine. Plusieurs études ont pu démontrer I'association entre la présence de
ce variant a I'état homozygote ou hétérozygote chez I'’enfant ou sa mere et I'augmentation
du risque de survenue de spina bifida (van der Put et al., 1997; Botto et Yang, 2000).

Un autre variant du géne MTHFR a été décrit : ¢.1286A>C (rs1801131) qui induit également
une baisse de I'activité de I'enzyme associé a une augmentation du risque de survenue de
AFTN a I’état homozygote (van der Put et al., 1998).

Le variant c.80A>G du gene RFC (Reduced Folate Carrier-SLC19A1) (rs1051266) a
également été associé au risque de survenue d’AFTN s’il est présent chez la mére comme
chez I'’enfant (De Marco et al., 2003).

Deux génes principaux intervenant dans le cycle de la méthionine et reméthylation
de I’'homocystéine ont été beaucoup étudiés : le géne de la méthionine synthase (MTR) et de
la méthionine réductase (MTRR). La méthionine synthase est une enzyme qui catalyse la
réaction de transfert du groupement méthyl du 5-méthyl-THF a I’homocystéine en utilisant
la vitamine B12 comme cofacteur. Un variant du géne MTR c.2756A>G (rs1805087) a été
évoqué comme associé au risque d’AFTN chez des cas italiens (Guéant-Rodriguez et al.,
2003). Le variant du geéne MTRR c.66A>G (rs1801394) a été également décrit comme associé
au risqué de spina bifida si la mere en est porteuse a I'état homozygote (Candito et al.,
2008 ; Guéant-Rodriguez et al., 2003).

Les facteurs génétiques influencant I'absorption de la vitamine B12 sont également
associés au risque d’AFTN. La présence du variant rs1907362 sur le gene de la cubuline
(CUBN) semblerait étre associé a une augmentation du taux sérique de vitamine B12 et une
diminution du risque d’AFTN. La présence du variants c.776G>C sur le gene transcobalamine
2 (TCN2) a également été décrite comme associée au risque d’AFTN (Afman et al., 2002).
GIF, qui code le facteur intrinseque gastrique et FUT2, qui influence sa glycosylation, sont
deux genes associés a l'absorption et au taux sanguin de vitamine B12. GIF et FUT2 sont
associés au risque d’AFTN chez 183 foetus avortés comparés a 375 nouveau-nés en bonne
santé. La fréquence de I'allele GIF290C a été estimée a 0,4 % chez les nouveau-nés en bonne

santé et a 8,1 % chez les foetus présentant une AFTN (odds ratio 17,8). Le génotype combiné
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du variant hétérozygote GIF 290C et du variant FUT2 rs601338 a été signalé chez 6 des 37
foetus atteints d’AFTN, mais pas chez les autres foetus et les nouveau-nés en bonne santé (P
<0,0001) (Guéant-Rodriguez et al., 2018).

Il existe a ce jour de nombreuses études concernant le lien entre les polymorphismes des
génes du métabolisme des monocarbones et la survenue d’AFTN avec parfois des résultats
contradictoires. Malgré de nombreuses données bibliographiques, les mécanismes
impliquant les folates et la vitamine B12 dans cette pathologie ne sont, a ce jour, toujours
pas clairement élucidés mais le lien avec la méthylation est fortement suspecté.

Il existe également des cas d’AFTN dits «résistants aux folates», c’est-a-dire non prévenus
par une supplémentation adéquate en acide folique en période périconceptionnelle

suggérant I'implication d’autres voies métaboliques.
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I. Etude EFFET : évaluation de I'efficacité de la vitamine B9 sur la réduction des

troubles du spectre autistique

a. Bases scientifiques de I'étude

Notre projet entre dans le cadre d’une collaboration internationale avec le service de
biochimie du Pr Quadros de New York afin d’évaluer la prévalence des anticorps anti-FRa en
France et l'efficacité d’un traitement par acide folinique, a une dose moindre que celle

précédemment testée aux Etats-Unis.

Cette étude s’appuie en partie surle protocole d’étude utilisé par le Pr Quadros et le Dr
Rossignol aux Etats-Unis (Frye et al., 2018) dans le but de répliquer les résultats au sein

d’autres populations.

L’objectif est de réaliser une premiére étude pilote en France sur un faible nombre de
sujets afin d’obtenir des premiéres estimations francaises dans le but de réaliser
secondairement une étude sur un plus grand effectif (plusieurs dizaines d’enfants) dans

I'interrégion Est.
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b. Matériel et méthode
i. Descriptif de I'étude
Il s’agit d’une étude interventionnelle monocentrique randomisée en simple
aveugle comparant un traitement par acide folinique 10 mg par jour (5 mg deux fois par
jour) a un placebo sur une durée de 12 semaines chez des enfants présentant des troubles

du spectre autistiques réalisée au CHU de Nancy.

La population concernée par I'étude est celle d’enfants présentant des troubles du spectre
autistiques suivis au sein du service de génétique clinique a I'h6pital d’enfants ou au centre

de ressources autisme de Lorraine.

L’objectif de cette étude est d’évaluer I'efficacité de I'acide folinique, sous forme de folinate
de calcium (FOLINORAL®) 5 mg 2 fois par jour pendant 12 semaines, sur la réduction des

troubles autistiques en particulier sur la communication et les interactions sociales.

Les objectifs secondaires de I'étude sont :

- d’évaluer I'efficacité de I'acide folinique sur la réduction des symptomes autistiques
pergus par les parents.

- d’évaluer la constance du taux des anticorps anti-récepteurs aux folates FRa chez les
enfants autistes 12 semaines aprés le démarrage du traitement.

- d’étudier le lien entre la présence d’anticorps anti-récepteurs aux folates FRa au
démarrage du traitement et la réponse au traitement par acide folique 12 semaines
apres son initiation.

- d’évaluer la tolérance de I'acide folinique au cours des 12 semaines de traitement et a I'issu

de ce traitement.

Les criteres d’inclusion de I’étude sont les suivants :

- Enfants souffrant de troubles du spectre autistique définis par : Autism Diagnostic
Observation Schedule (ADQOS), Autism Diagnostic Interview (ADI), Childhood Autism
Rating Scale (CARS) ou diagnostiqué par un médecin spécialisé (pédiatre,
pédopsychiatre)

- Enfants agés de 3ansa 10 ans
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- Poids supérieur a 10 kg

- Altération du langage (basée sur I’évaluation médicale)

- Possibilité de maintenir les autres thérapies débutées avant I'étude

- Pas de modifications de prise en charge thérapeutiques dans les 8 semaines

précédant le début de I'étude

Les critéres d’exclusion sont détaillés dans la fiche 1.

Le critere de jugement principal pour cette étude est la différence du score obtenu par
I’échelle ADOS (Autism Diagnosis Observation Schedule) pour les parties «communication»
et «interactions sociales réciproques» entre linclusion (TO) et aprés 12 semaines de
traitement (512) dans les deux groupes (acide folinique et placebo).

L’échelle ADOS (Autism Diagnostic Observation Schedule) est une échelle standardisée
permettant d’évaluer les symptomes autistiques et plus particulierement la communication,
les interactions sociales réciproques, le jeu, les comportements stéréotypés et intéréts
restreints (Lord et al., 1989 ; Constantino et al.,, 2003 ; Gothamet al., 2009). Il s’agit d’un
examen de référence utilisé régulierement en France notamment pour le diagnostic de
trouble du spectre autistique et lors du suivi grace a une version francgaise. Nous avons choisi
d’utiliser les parties « interactions sociales réciproques » et « communication » car ce sont
les symptomes autistiques les plus susceptibles de se modifier sur un temps de suivi court

(Score détaillé dans la Fiche n°2).

Le résultat obtenu est un score permettant d’évaluer la sévérité des symptémes : plus le

score est élevé plus la maladie autistique est sévere (score maximal a 26).

Les criteres de jugement secondaires sont :

- L'efficacité de l'acide folinique a l'issue des 12 semaines de traitement sur la
réduction des symptoémes percue par les parents sera évaluée par la différence de score
obtenu par I'échelle d’hétéroévaluation SRS entre TO et S12 dans les deux groupes (acide
folinique versus placebo).

La Social Responsiveness Scale (SRS) est une échelle d’hétéroévaluation remplie par I'un des

deux parents permettant d’évaluer les caractéristiques comportementales autistiques :
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communication, relation sociale, comportements stéréotypés et intéréts restreints. Cette
échelle comprend 65 items, avec des scores de 0 a 3 pour les items dits «positifs» et de 4a 1

pour les items dits «inversés» (Constantino et al., 2003) (Score détaillé dans la fiche n°3).

Cette échelle permet une évaluation des troubles autistiques entre 2 ans et demi et I'dge

adulte.

Le résultat est un score sur 260. Plus le score est élevé plus la maladie autistique est séveére.
Un score supérieur ou égal a 75 est utilisé comme seuil pour définir des troubles autistiques.
Un score entre 66 et 75 indique une déficience modérée dans les interactions sociales
réciproques. Un score entre 60 et 65 signifie des déficits légers a modérés dans les
interactions sociales réciproques. Un score inférieur a 59 est considéré dans les limites de la

normale.

L’échelle SRS est rédigée en anglais, elle a été traduite en francgais pour notre étude avec

I'aide de pédopsychiatre du Centre Ressource Autisme (CRA) Lorraine (Dr Romain Coutelle).

- La constance du taux des anticorps anti-FRa sera évaluée par la différence de dosage

réalisé a l'inclusion et celui a I'issu de la 12°™ semaine de traitement. Le traitement par

acide folinique n’est pas censé modifier le taux de ces anticorps.

- La réponse au traitement sera évaluée par le score ADOS et SRS en fonction de la

présence ou absence d'anticorps anti- FRa aprés 12 semaines de traitement.

Autorisation et éthique :

L’étude a recu un avis favorable du Comité de Protection des Personnes Est Il le 09/04/2015
(n°15.04.06) et une autorisation de I'ANSM (n°150314A-31) le 01/05/2015. Elle est
enregistrée sous le numéro EUDRACT : 2015-000955-25.
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ii. Déroulement de I'étude

Deux visites au CHU de Nancy sont prévues dans le cadre de I'étude EFFET.

Visite d’inclusion a 70 :

A cette visite, 'investigateur vérifie si les critéres d’inclusion sont remplis pour le patient. Le
consentement parental signé (ou des titulaires de I'autorité parentale, le cas échéant) sera
recueilli aprés information orale et remise d’une fiche d’information écrite. Une fois le
consentement signé I'enfant pourra étre inclus dans I'étude.

La randomisation pour I'attribution du groupe de traitement (acide folinique ou placebo)
sera effectuée lors de cette visite d’inclusion. La randomisation sera faite a partir d’une liste

de randomisation simple et un numéro de I'étude anonymisé sera attribué.

Lors de cette visite, 'enfant bénéficiera d’un examen clinique avec mesure du poids de la
taille, du périmetre cranien et de I'lMC (indice de masse corporel) et d’'une évaluation des
symptomes autistiques avec les échelles ADOS et SRS.

Un bilan biologique est réalisé au cours de cette visite pour la réalisation de :

- dosage des anticorps anti-récepteur FRa (1 tube sec de 5ml de sang) (technique de dosage
détaillée dans la fiche n°4)

- dosage des folates sériques, les isoformes et leurs marqueurs métaboliques (1 microtube
tube, sec sans gel séparateur, de 1 ml de sang) (technique de dosage détaillée dans la fiche
n°5)

- dosage des folates érythrocytaires, les isoformes et leurs marqueurs métaboliques (1 tube
EDTA de 1,2 ml de sang) (technique de dosage détaillée dans la fiche n°5)

Les marqueurs métaboliques sont: homocystéine, acide méthylmalonique (MMA), S-
adénosyl méthionine (SAM), S-adénosyl homocystéine, méthionine. (Techniques de dosage
détaillées en annexe n°6).

Les isoformes des folates sont : 5 methyl-THF, THF, 5-10 méthényl-THF, et 5-FormyI|-THF.

Les données recueillies seront consignées dans le cahier d’observation spécifique a cette

étude. Ce cahier recueillera les diverses informations cliniques initiales (critéres d’inclusion
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et d’exclusion), les évaluations initiales avec les scores ADOS et SRS, le recueil des données

du suivi et la collecte d’éventuel(s) effet(s) indésirable(s).

Les informations cliniques recueillies dans le dossier médical (dont les résultats du bilan
génétique si celui-ci a été effectué avant l'inclusion dans I’étude) lors de la visite d’inclusion

sont détaillées dans la fiche n°7.

Un calendrier de traitement sera remis aux parents avec, pour chaque jour noté, le
traitement a administrer et la possibilité pour les parents d’y rapporter d’éventuel(s) effet(s)

indésirable(s).

Intervention médicamenteuse :
Dans le groupe acide folinique, les enfants recevront de l'acide folinique sous forme de
folinate de calcium en gélule (FOLINORAL®) a la posologie de 5 mg a raison de 2 fois par jour,

pendant 12 semaines, soit 10 mg par jour.

Dans le groupe placebo, le traitement sous forme de gélule contenant du lactose sera donné

en 2 prises par jour pendant 12 semaines afin de maintenir I'aveugle.

Suivi pendant le traitement :

Au cours des 12 semaines de traitement, deux contacts téléphoniques sont pris avec la
famille (a 3 et 6 semaines) pour rechercher d’éventuels effets indésirables et pour évaluer
I'observance du traitement. En cas de survenue d’effet indésirable grave, le traitement sera

arrété apres évaluation médicale.

Visite 2a S12 :

Cette visite aura lieu apreés la 12°™ semaine d’intervention. L’évaluation des symptémes
autistiques réalisée a la visite d’inclusion sera répétée avec les mémes échelles (ADOS et
SRS). L’évaluation ADOS sera réalisée par la méme personne que lors de I'évaluation a la
visite d’inclusion. Le questionnaire SRS sera rempli par le méme parent ayant répondu a

cette évaluation a la visite d’inclusion.
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L’observance des prises médicamenteuses sera évaluée par la pharmacie du CHRU de Nancy
par le comptage d’éventuelles gélules retournées dans le flacon pilulier.
Un prélevement sanguin sera réalisé au cours de cette visite pour le dosage des anticorps

anti-récepteurs aux folates FRa.

Les effets indésirables possibles seront également relevés lors de cette visite.

Suivi apres la fin du traitement :

Un contact téléphonique aura lieu 12 semaines aprés la fin de l'intervention (a la
24°™semaine aprés le début de I'étude). Un questionnaire sera rempli par téléphone afin de
recueillir d’éventuels effets indésirables tardifs (fiche n°8). Ce questionnaire recueillera

particulierement les manifestations allergiques, digestives et comportementales.
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T0: Visite 53: 56: 512 : Visite 524
Indusion Appel Appel Données Appel
l:or::nnrtleé:l:nt téléphonique : téléphonigue : cliniques téléphonique
i Compliance, Compliance, Effets Questionnaire
ADOS, SRS effets effets secondaires Effets
Biologe : anth secondaires secondaires ADOS, SRS secondaires
FRa, folates Biologie : anti- tardifs
sériques et FRa
érythrocytaire

Figure 8 : Chronologie de I’'étude EFFET
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iii. Analyse statistique :

Les variables recueilles sont décrites globalement puis selon chaque sous-groupe de
traitement. Les variables catégorielles seront décrites en pourcentage, les variables

continues par la moyenne, I'écart-type, la médiane.

L'analyse des résultats est faite en intention de traiter. La comparaison des critéeres de
jugement (scores ADOS et SRS) sera effectuée par un test t de Student aprés vérification des
hypotheses de normalité ou Man et Withney le cas échéant. Le seuil de significativité

statistique (p) est fixé a 0,05.

La corrélation de Spearman sera utilisée pour étudier le lien entre deux variables (coefficient

de corrélation rho : r).

Un calcul de puissance a posteriori sera également effectué. Aucune analyse en sous-

groupes ni intermédiaire n’est prévue.

Les analyses seront réalisées sous STATA.

56



c. Résultats

i. Description clinique de la population de I'étude

19 enfants ont été inclus dans I'étude : 4 filles et 15 gargons. La moyenne d’age a l'inclusion
est de 6 ans et 4 mois (écart-type 2 ans). L'ensemble des enfants inclus présentent un
autisme infantile diagnostiqué par des pédopsychiatres et sont suivis soit au sein du centre

ressource autisme lorraine ou de centres médico-psychologiques de proximité.
Les caractéristiques des enfants a l'inclusion sont résumées dans le tableau 3.

Un enfant a quitté I'’étude au bout de 1 mois et 3 semaines de traitement, 18 enfants ont

suivi les 12 semaines de traitement.
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Tableau 3 : Données cliniques des patients inclus dans I'étude

Moyenne Médiane Ecart type

Données néonatales

Age gestationnel (SA) 39,42 39,00 0,96
Poids de naissance (kg) 3,40 3,38 0,59
DS du poids de naissance -0,01 0,00 1,27
Taille de naissance (cm) 50,07 51,00 2,39
DS de la taille de naissance -0,41 -0,10 1,14
Périmétre cranien de naissance (cm) 34,75 34,75 1,00
DS du périmeétre cranien de naissance 0,02 -0,10 0,65

Données a l'inclusion

Age 6 ans 4mois 5 ans 6mois 2 ans
Taille a TO (cm) 117,53 116,00 13,28
DS de taille a TO 0,53 0,60 1,89
IMC a TO (kg/m?) 15,48 15,40 1,10
DSdel'IMCaTO -0,01 0,00 0,98
Périmétre cranien a TO (cm) 52,40 52,05 1,70
DS du périmetre cranien a TO 0,53 0,50 1,06
Ecole (h/semaine) 16,61 18,00 7,86
Centre spécialisé (h/semaine) 4,58 3,00 5,41
Orthophonie (h/semaine) 0,63 0,50 0,52
Psychomotricité (h/semaine) 0,21 0,00 0,57
Psychologue (h/semaine) 0,20 0,00 0,69
Dose d’acide folinique (mg/kg/j) 0,50 0,07 0,50
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Seulement 36 % des meres avaient recu une supplémentation en acide folique en début de
grossesse, seulement 10 % d’entre elles avaient bénéficié d’une supplémentation en pré-
conceptionnel (21 % des meres ne souviennent plus si elles en ont regu en

périconceptionnel).

ii. Profil génétique de la population de I'étude

Le bilan génétique a été effectué chez 15 patients (74 %): la recherche d’anomalie du
nombre de triplet CGG pour le locus FMR1 a été effectuée chez 8 patients et est normale;
I’analyse chromosomique microréseau (ACM) a été réalisée chez 8 patients. Cette derniére
analyse ne met pas en évidence de déséquilibre génomique susceptible d’expliquer la
pathologie chez 7 patients sauf pour 1 ou une délétion 5p15.2 est mise en évidence a |'état
hétérozygote. Cette délétion de 33 kb est localisée dans la totalité de I'intron 3 du géne
CTNND2 pour lequel des variations ont été décrites dans l'autisme. Un patient a pu
bénéficier d’'un séquencage de I'exome qui n’a pas permis de mettre en évidence, dans |'état

actuel des connaissances, une anomalie pouvant expliquer les troubles autistiques.
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iii. Profil du métabolisme des folates et monocarbones

Les profils biologiques pour les folates sériques et érythrocytaires et les marqueurs du

métabolisme des monocarbones sont détaillés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Résultats biologiques des folates sériques et érythrocytaires et des marqueurs du

métabolisme des monocarbones réalisé a I'inclusion.

Moyenne Médiane Ecart-type

Folates sériques a TO en nmol/L 20,0 13,8 12,58
Folates érythrocytaires a TO en nmol/L 1087,0 759,5 362,8
Vitamine B12 a TO en pmol/L 495,3 510 204
Homocystéine a TO en umol/L 5,5 5,7 1,7
Acide méthymalonique a TOen pumol/L 0,1 0,1 0,0
Méthionine a TO en umol/L 28,5 27,1 9,7
SAM a TO en umol/L 102,3 94,5 12,9
SAH a TO en umol/L 14,8 11,3 4,6
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iv. Comparaison des groupes

9 patients ont été randomisés en simple aveugle dans le groupe acide folinique et 10

patients ont été randomisés dans le groupe placebo.

Les caractéristiques des deux groupes a I'étude sont résumées dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Caractéristiques des patients randomisés au sein des groupes Folinoral et

placebo.
Groupe Folinoral Groupe placebo P
n=9 n=10
Age, ans mois, moyenne (DS) 6 ans 5 mois (2 ans 3 6 ans 5 mois (2ans4 0,69
mois) mois)
Sexe, males N (%) 6 (67%) 9 (90%) 0,25
Paramétres de naissance
Age gestationnel en SA, moyenne (DS) 39,4 (1) 39,4 (1) 0,79
Poids de naissance en DS, moyenne -0,4 (1,2) 0,4 (1,3) 0,33
(DS)
Taille de naissance en DS, moyenne -0,7 (1,2) -0,2 (1,1) 0,37
(DS)
Périmeétre cranien de naissance, -0,2 (0,6) 0,3 (0,6) 0,11
moyenne (DS)
Supplémentation maternelle en folates
En début de grossesse, N (%) 3 (33%) 4 (40%) 0,57
En pré-conceptionnel et en début de 1(11%) 1(10%) 0,74
grossesse, N (%)
Données auxologiques a I'admission
DS_IMCTO -0,4 (1) 0,3 (0,9)
Prise en charge des troubles
autistiques
Ecole en heure par semaines, moyenne 15,8 (9,7) 17,4 (5,9) 0,93
(SD)
Centre spécialisé en heure par 6,5 (6,1) 2,7 (4,1) 0,15
semaines, moyenne (SD)
Orthophonie en heure par semaine, 0,5 (0,5) 0,8 (0,5) 0,16
moyenne (SD)
Psychomotricité en heure par semaine, 0 (0) 0,5(0,5) 0,08
moyenne (SD)
Psychologue en heure par semaine, 0,3 (1) 0,1(0,2) 0,7
moyenne (SD)
Ergothérapeute en heure par semaine, 0,9 (2) 0,4 (0,5) 0,96
moyenne (SD)
Consommation de produits laitiers
Lait de vache en verre par jour, 2,2(2,2) 0,5(0,7) 0,05
moyenne (SD)
Yaourt, nombre par jour, moyenne (SD) 0,9 (0,8) 1,5(1,8) 0,3
Fromage en portion par jour (SD) 0,8(0,7) 1,3 (1) 0,2
Autres produits laitiers en portion par 0,2 (0,4) 0(0,1) 0,4
jour, moyenne (SD)
Nombre de portions de produits laitiers 4,1 (2,2) 3(2,05) 0,27

par jour, moyenne (SD)
Traitement a l'inclusion
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Mélatonine N (%) 2 (22%) 1(10%) 0,58

A visée digestive N (%) 1(11%) 0 1
Vitamine D quotidienne N (%) 0 2 (20%) 1
Traitement de fond asthme N (%) 2 (22%) 1(10%) 0,58
Traitement sédatif N (%) 1(11%) 0 1
Anti-allergique N (%) 1(11%) 0 1
Vitamine D N (%) 5 (55%) 4 (40%) 0,65
Autres vitamines N (%) 0 1(10%) 1
Dosages biologiques a TO

Folates sériques a TO en nmol/L, 17,2(12.6) 17,1 (13,2) 0,98
moyenne (SD)

Folates érythrocytaires a TO en nmol/L, 706 (277,6) 853,9 (423,5) 0,8
moyenne (SD)

Vitamine B12 a TO en pmol/L, moyenne 523,1 (240,2) 432 (167,5) 0,95
(SD)

Homocystéine a TO en umol/L, 5,3(1,1) 6,5 (2) 0,2
moyenne (SD)

Acide méthymalonique a TO en umol/L, 0,1 (0) 0,1(0) 0,9
moyenne (SD)

Méthionine a TO en umol/L, moyenne 29,5 (10,6) 26,6 (9,1) 0,9
(SD)

SAM a TO en umol/L, moyenne (SD) 96,1 (14,8) 94,7 (11,7) 0,8
SAH a TO en umol/L, moyenne (SD) 9,7 (2,6) 13,8 (5,3) 0,8
Présence d'anticorps anti FRAa TO, N 6 (66%) 5 (50%) 0,24
(%)

Anticorps anti FRA blocking a TO en 1(2,2) 1,3(2,1) 0,64
pmol/ml, moyenne (SD)

Anticorps anti FRA binding a TO en pmol 0,1 (0,1) 0,1(0,2) 0,3

IlgG/ml, moyenne (SD)
Evaluation a TO

Score ADOS a TO, moyenne (SD) 16,8 (4,4) 16,3 (3,2) 0,48
Score SRS a TO, moyenne (SD) 92,2 (13,6) 93,4 (16) 0,54
Evaluation S12

Score ADQOS a S12, moyenne (SD) 14 (5) 15,9 (3,7) 0,48
Score SRS a S12, moyenne (SD) 83,9 (14,6) 85,5 (16,3) 0,77
Données biologiques a S12

Anticorps anti FRA blocking a S12 en 0(0) 0(0) 0,28
pmol/ml, moyenne (SD)

Anticorps anti FRA binding a S12 en 0,1(0,2) 0(0,1) 0,3
pmol 1gG/ml, moyenne (SD)

Nombres de gélules oubliés pendantle 3,8 (4,9) 5,3(2,8) 0,35

traitement (moyenne (SD)
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Sur le plan biologique, a I'inclusion, 11 patients sur 19 (58 %) présentent des anticorps anti-
FRA bloquants (blocking FRA) ou liants (binding FRA): 7 patients (37 %) présentent des
« blocking FRA » et 4 patients des « binding FRA » (21 %). Un patient présente les 2 types
d’anticorps (5 %).

Au sein du groupe folinoral, a I'inclusion 6 patients sont positifs pour les FRA (66 %), 3/9
pour les blocking FRA (33 %), 3/9 pour les binding FRA (33 %). Au sein du groupe placebo, 5
patients sont positifs pour les FRA (50 %), 4 pour les blocking FRA (40 %) et 1 pour les
binding FRA (10 %) (p=0,24).

Critére de jugement principal :

A l'issu des 12 semaines de traitement, I’évolution du score ADOS au sein de groupe folinoral
est en moyenne de -2,8 points (écart type 2,2) contre -0,4 points (écart type 1.9) au sein du

groupe placebo (p=0,02) (tableau n°6A).

Plus précisément pour le sous score « communication » de 'ADQOS, I'évolution est de -1,22
points dans le groupe Folinoral versus -0,4 points dans le groupe placebo (p= 0,15). Et pour
le sous score «interactions sociales réciproques», I'évolution est de -1,78 points dans le

groupe Folinoral versus +0,2 points dans le groupe placebo (p= 0,019) (tableau n° 6B).
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Tableau 6 : variation du score ADOS entre les groupe Folinoral et placebo a l'issu des 12

semaines de traitement

A. Variation du score ADOS aprés 12 semaines de traitement

Variation ADOS S12
moyenne médiane  écart-type
Groupe folinoral -2,78 -2 1,92
Groupe placebo -0,4 -1 2,17
p=0,02

B. \Variation des sous-scores communication et interaction sociale réciproque aprés 12

semaines de traitement

Variation ADOS interaction sociale

Variation ADOS communication réciproque

moyenne écart type médiane moyenne écart type médiane
Groupe folinoral -1,22 1,30 -2,00 -1,78 1,30 -1,00
Groupe placebo -0,40 1,07 0,00 0,20 2,20 0,50

p=0,15 p=0,019
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Critéeres de jugement secondaire

A l'issu des 12 semaines de traitement, I'évolution du score SRS est en moyenne de -8,3
points dans le groupe folinoral (écart-type 13,4) contre -7,9 points (écart-type 12,7) au sein

du groupe placebo (p=0,94).

Au sein du groupe traité, la présence d’anticorps anti-FR alpha n’est pas associée a une

amélioration significative des scores ADOS ou SRS (tableau 7).

Tableau 7 : Variation des scores ADOS et SRS aprés 12 semaines de traitement en fonction de

la présence ou non d’anticorps anti-FRA dans le groupe traité par acide folinique.

Variation ADOS S12 Variation SRS S12
Moyenne Ecarttype Médiane Moyenne Ecarttype Meédiane
Anticorps FRA + -3 2,3 -3 -9,2 16,1 -5
Anticorps FRA - -2,3 0,6 -2 -6, 8,1 -8
p=0,53 p=0,76

Il 'y a pas de corrélation observée entre la quantité de produits laitiers consommés et la
présence d’anticorps anti-FR alpha (pour les anticorps bloguants, r= 0,12 et p= 0,62 ; pour

les anticorps liants r=-0,15 et p=0,6).

Il N’y a pas de corrélation observée entre la variation du scores ADOS apres 12 semaines de
traitement et le taux d’anticorps anti-FR alpha avec respectivement pour les anticorps

bloquants r=-0,11 p= 0,69 pour le score ADOS et r=-0,30 et p=0,22 pour les anticorps liants.

A l'issu des 12 semaines de traitement, 4 patients ont des anticorps anti-FR alpha positifs
(soit 21 % du groupe de l'étude), aucun ne présentent des anticorps bloquants, les 4
possedent des anticorps liants. Parmi ces 4 patients, 3 sont dans le groupe folinoral et 1 dans

le groupe placebo.

Le taux moyen de folates sériques est de 123,1 nmol/L dans le groupe Folinoral versus 31.4

nmol/L dans le groupe placebo (p=0,04) a I'issue des 12 semaines de traitement.
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Observance du traitement :

En moyenne, 3,3 gélules ont été oubliées au cours des 12 semaines de traitement (minimum
0, maximum 11 gélules) avec 3,8 gélules en moyennes dans le groupe Folinoral et 2,6 gélules

dans le groupe placebo (p=0,52).

Tolérance du traitement :

Aucun effet secondaire grave n’a été rapporté au cours de I'étude. Il n’y a notamment pas eu
de réaction allergique décrite pendant le traitement. Les parents d’un enfant ont souhaité
quitté I'étude suite a une majoration des troubles du comportement apres le début de

I'étude.

Les effets secondaires rapportés sont détaillés dans les 2 groupes dans le tableau 8.

Tableau 8 : Détail des effets secondaires rapportés par les familles au cours des 12 semaines

de traitement

Groupe Folinoral Groupe placebo p
Troubles du comportement N (%) 2 (22 %) 2 (20 %) 1
Infection virale (ORL ou digestive) N (%) 6 (67 %) 7 (70 %) 1
Trouble du sommeil N (%) 1(11 %) 0 1
Allergie N (%) 0 0 1
Troubles digestifs N (%) 0 1 (10 %) 1
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d. Discussion

Bien que réalisée au sein d’un faible effectif d’enfants, cette étude conforte les
données des premiers essais cliniques (Frye et al., 2018 ; Frye et al., 2013) en faveur d’une
efficacité de I'acide folinique sur la réduction des troubles du spectre autistique. Elle montre
en effet une amélioration significative du score ADOS dans le groupe traité par rapport au
groupe non traité. Plus particulierement, on note une amélioration significative de I'item
« interactions sociales réciproques ». Il n’y a pas d’amélioration significative pour I'item
« communication », mais une tendance est toutefois observée avec une amélioration plus
importante dans le groupe traité. Ces résultats sont cohérents avec les résultats des études
américaines (Frye et al., 2018; Frye et al., 2013) a la différence que I'amélioration la plus
significative concernait la communication verbale dans ces études. Notre résultat peut
s’expliqu