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RESUME

Prérequis : Les dystrophies rétiniennes héréditaires constituent la
cause majeure de la cécité et de la malvoyance. La perte visuelle
est due a une dégénérescence des cellules de la rétine
neurosensorielle et de I'épithélium pigmentaire. Les plus séveres
sont 'Amaurose Congénitale de Leber (ACL), la Rétinopathie
Pigmentaire (RP) juvénile et a &ge de début précoce. LACL et la RP
juvénile constituent le groupe de «Early Onset Retinal Dystrophy»
(EORD).

Objectif : Exploration moléculaire de la R91W (géne RPE65) chez
des patients Tunisiens atteints d'EORD et de la RP a age de début
précoce.

Méthodes : Tous nos patients ont bénéficié d'un examen
ophtalmologique complet et d'un examen général. La recherche de
la R91W a été réalisée par un séquencage direct de I'exon 4 du
géne RPEG5 et par une digestion enzymatique.

Résultats : Parmi 47 patients, 13 étaient originaires de Nabeul.
Vingt-trois avaient une EORD avec une baisse de I'acuité visuelle &
un age de début inférieur & 2 ans. Vingt-quatre autres étaient
atteints d’'une RP précoce et présentaient cette symptomatologie
entre I'age de 4 et 10 ans. La Meilleure Acuité Visuelle Corrigée
variait entre 2/10 et 1/60. Sur les 94 chromosomes explorés, l'alléle
RI1W (325C>T) n'a été identifié qu'a I'état hétérozygote chez une
fratrie originaire de Nabeul. La fréquence de cet alléle est 2.12%
(2/94).

Conclusion : Tous nos patients présentaient des formes séveres
avec une dégénérescence rétinienne évoluée. La mutation RO1W
(325C>T) n'est pas la cause majeure de 'EORD et de la RP a age
de début précoce chez les patients Tunisiens.

Mots-clés
Rétinopathie pigmentaire & début précoce, gene RPE65, mutation
RI1W.
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SUMMARY

Background: Inherited retinal dystrophies are the major causes of
blindness and visual impairment. Visual loss is due to neurosensory
retinal and pigment epithelium cells degeneration. The most severe
were Leber Congenital amaurosis (LCA), juvenile retinitis pigmentosa
(RP) and early onset RP. The LCA and juvenile RP are called «Early
Onset Retinal Dystrophy» (EORD).

Objective: Molecular exploration of the R91W (RPE65 gene) in
Tunisian patients with Early Onset Retinal Dystrophy and early onset
RP.

Methods: All patients underwent a complete ophthalmological and a
general examinations. The R91W exploration was performed by direct
sequencing of exon 4 of the RPE65 gene and enzyme digestion.
Results: Among 47 patients, 13 were from Nabeul. Twenty three had
an EROD with a visual loss under the age of 2 years. Twenty four
were with early onset RP and had these symptoms between the ages
of 4 and 10 years. The best corrected visual acuity ranged from 2/10
to 1/60. Among the explored 94 chromosomes, the R91W (325C>T)
allele was identified in heterozygous state in a sibling from Nabeul.
The allele frequency was 2.12% (2/94).

Conclusion: All our patients had severe forms of RP with a decrease
in visual acuity and a wide advanced retinal degeneration. The R91W
mutation (325C>T) was not the major cause of EORD and early onset
RP among Tunisian patients.
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Les dystrophies rétiniennes héréditaires est un groupe hétérogene
cliniquement et génétiquement. lis sont la cause de la perte visuelle
suite & une dégénérescence des cellules photo réceptrices et de
I'épithélium pigmentaire. L'Amaurose Congénitale de Leber (ACL) est
la plus sévere et son age de début s’étale de la naissance jusqu'aux
six premiers mois. La rétinopathie pigmentaire (RP) est moins sévére
et se manifeste par une difficulté progressive de la vision nocturne
(hespéranopie) et une perte du champ visuel [1,2]. Aux stades
avancés, l'acuité visuelle (AV) est sévérement altérée et se limite
généralement a la perception lumineuse. Généralement, le fond d'ceil
(FO) est caractéristique par sa triade bilatérale: un rétrécissement
artériolaire diffus, une paleur papillaire et une migration intra-
rétinienne pigmentée.

La prévalence mondiale de la RP non syndromique est estimée a 1
pour 4.000 [3]. La RP est classée selon I'age de début de la
symptomatologie et sa sévérité. La perte visuelle de la RP juvénile
débute entre 'dge de 6 mois et 2 ans avec une évolution rapide vers
un champ visuel tubulaire dés I'age de 6 ans. L'ACL et la RP juvénile
constituent la «Early Onset Retinal Dystrophy» (EORD). La RP a
début précoce commence par une géne de la vision nocturne a partir
de I'age de 4 ans [4]. La RP classique commence a la deuxiéme et &
la troisiéme décade et évolue progressivement. Certaines formes
rares, dites séniles débutent aprés I'age de 50 ans [5].
L'hétérogénéité clinique de la RP est le résultat d'une hétérogénéité
génétique et moléculaire. La transmission de la maladie peut étre
mendélienne, mitochondriale, digénique ou sporadique. La RP
autosomique récessive (RPar) constitue 15 & 20% des RP non
syndromiques [6]. Par ailleurs, 41 génes et 3 loci morbides ont été
responsables de la RPar [7]. Parmi les mutations morbides, sont celles
rapportées dans le gene RPEG5 et sont responsables d’un continuum
de phénotype allant de 'ACL/EORD (le plus sévére) (6 a 16%) a la
RPar (2.1%) [8,9]. La RPE65 est spécifiquement exprimée dans
I'épithélium pigmentaire. Cette protéine est essentielle pour la
régénération de la 11 cis rétinal, nécessaire pour la cascade de la
phototransduction [10]. Des essais de thérapie génique ont été
réalisés pour la reconstitution de la vision chez la souris, le chien Briad
et 'Homme [11-16]. En Tunisie, une étude antérieure a suggéré la
présence d'une forme endémique de 'EORD, due a la mutation R91W
(c.325C>T) du géne RPEG65, chez trois familles consanguines, du
Nord Est du pays (Nabeul) [17].

Notre objectif est I'exploration moléculaire de la R91W (gene RPEG5)
chez des patients Tunisiens atteints dEORD et de la RP a &ge de
début précoce.

METHODES

Tous les 47 propositi de 46 familles ont bénéficié d'un examen
ophtalmologique complet qui comprenait la mesure de AV, un examen a la
lampe a fente et un examen du fond d'ceil (FO). Si possible, un champ visuel
Goldman (CV), un électrorétinogramme standard (ERG) et un OCT Spectral
Domain (SD-OCT) ont été réalisés. Un examen général a été conduit pour
la recherche datteintes systémiques. Aprés un consentement éclairé,
chaque famille a bénéficié d'une enquéte génétique et un prélévement
sanguin pour une extraction de 'ADN & partir du sang total. Une
amplification spécifique de 'exon 4 du géne RPEGS a été réalisée par une
PCR en utilisant des amorces spécifiques dont la séquence nucléotidique
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est la suivante, le sens: 5GTACGGATTGCTCCTGTCTAZ' et l'antisens
5CCTGAACATCACCTAGCACT3..

Pour la recherche de la mutation R91W (c.325C>T), des réactions de
séquencage et de digestion enzymatique ont été réalisées. Le
séquencage a été fait avec le kit Big Dye Terminator (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) en utilisant le séquenceur ABI
prism 3130 et ceci conformément aux instructions du fabricant. Une
étude in silico, avec le logiciel WatCut a montré que la R91W abolit le
site de restriction de 'enzyme RSAI. Le volume final de la réaction de
la digestion enzymatique est 12.2 pl contenant 1 pl du tampon de
enzyme (10X), 0.2 unités de I'enzyme RSAI et 6ul de H20.
L'incubation se fait a 37°C pendant une nuit. Les produits de digestion
sont ensuite séparés par une électrophorese sur un gel d'agarose a
3%. La fréquence de l'alléle muté « T » est exprimée en pourcentage
et calculée par un simple comptage de cet alléle. Elle est égale a deux
fois le nombre de génotypes homozygotes (TT) plus le nombre de
génotypes hétérozygotes (CT) divisé par deux fois le nombre total
d'individus (47).

RESULTATS

Nous avons rapporté 47 patients qui appartenaient a 46 familles
Tunisiennes. Parmi lesquels, 23 se plaignaient d’'une hespéranopie et
d’'une baisse de I'AV depuis la premiére enfance (< 2 ans) et 24 autres
présentaient cette symptomatologie & un age de début précoce (entre
4 et 10 ans). Ala derniére consultation, les &ges variaient entre 2 et 55
ans et le sexe ratio était égal a 1.2. La transmission est autosomique
récessive chez 25 familles et les 21 autres sont sporadiques.
Soixante-seize pourcent des patients étaient issus d’'un mariage
consanguin. Treize patients (28%) étaient originaires du gouvernorat
de Nabeul, 25 (53.2%) du nord, 5 (10.6%) du centre et 3 (6.9%) du sud
de la Tunisie.

Chez tous nos patients, la perte de I'AV était bilatérale. A la
consultation, les patients atteints de EORD et agés de 2 a 10 ans
avaient une Meilleure Acuité Visuelle Corrigée (MAVC) moyenne de
2/10. La méme MAVC moyenne était rapportée chez des patients avec
une RP précoce mais agés plus de 10 ans. A la deuxiéme décade, la
perte de I'AV chez les EORD était progressive et sévére (1/60). Le
segment antérieur montrait une cataracte chez 4 patients (8.5%).
L'aspect du fond d'ceil était symétrique et bilatéral et montrait une
dystrophie rétinienne avec un rétrécissement vasculaire, une péaleur
papillaire, une atrophie rétinienne surtout en périphérie associée ou
non & des migrations pigmentaires. Parmi les 12 patients qui ne
présentaient pas de pigments, 7 (58.3%) étaient agés moins de 10 ans
a la consultation. Toutefois, des hyperpigmentations en forme de
mottes ou d'ostéoblastes se manifestaient de plus en plus a partir de
la deuxiéme décade et sont présentes chez 19 parmi 21 patients
(90%) (Figure 1). Les pigments rétiniens se répartissaient soit sur les
4 quadrants et autour des vaisseaux soit sur toute la rétine. La macula
est normale chez 13 patients, atrophiée chez 10 et avec un cedéme
chez trois.

Le Champ visuelle, lorsqu'il a été pratiqué, a montré une atteinte
périphérique chez tous les sujets atteints. Par ailleurs, LERG est
altéré en mode photopique et scotopique, ce qui est en faveur d’'une
dégénérescence des cdnes et des batonnets.

La recherche de la mutation R91W (325C>T) a montré que sa
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fréquence allélique est de 2.12% (2/94). Elle a été identifiée a I'état
hétérozygote chez une fratrie (un garcon et une fille), originaire de
Nabeul et issue d’'un mariage non consanguin (Figures 2 et 3). Depuis
leur naissance, ils manifestaient un nystagmus. A I'age de 2 ans, le
propositus présentait une malvoyance importante. A 'age de 15 ans,
son AV était inférieure a 1/10 et au bout de 2 ans, elle a chuté a «Voit
Bouger La Main» (VBLM). De méme pour sa sceur, agée de 7 ans, son
AV ne dépassait pas 1/10 et au bout de 2 ans, elle a diminué a
«Compter Les Doigts» a 50 cm (CLD). Les deux patients présentaient
une myopie bilatérale (-2.5 et -3.5) mais pas de cataracte ni
d’anomalies du segment antérieur ni d’anomalies systémiques. Leurs
fonds d'yeux ont montré une péleur papillaire, des taches blanchatres
en périphérie, une atrophie chorio-rétinienne et une macula normale
(figure 1). LERG, réalisé a I'age de 6 ans chez le propositus eta 7 ans
chez sa sceur, est plat en modes photopique et scotopique.

Figure 1 : Photos fond d’yeux: Une rétinopathie pigmentaire avec un
rétrécissement vasculaire, une paleur papillaire et une atrophie rétinienne
surtout en pole postérieur et en périphérie, A et B: Absence de pigments
rétiniens: présence de taches blanchatres, C: Présence de migrations
pigmentaires en ostéoblastes, D: Présence de migrations pigmentaires en
mottes.

Figure 2 : Electrophorégrammes de la séquence nucléotidique, exon 4 du
géne RPEG5; A séquence sauvage homozygote C/C, la fléche indique la base
azotée Cytosine (C); B séquence hétérozygote C/T, la fleche indique la
mutation 325C>T (R91W).
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Figure 3 : Profil de migration sur gel d'agarose 2%. Le produit amplifié de 432
pb est digéré par I'enzyme de restriction RSAI. Cette enzyme reconnait son site
de restriction et clive 'amplicon sauvage en deux fragments de taille 360 et 72
pb. L'amplicon de la séquence mutée n'est pas digérée.

Puits 1, 3 et 4 : Patients porteurs de la mutation R19 W a I'état hétérozygote.
Puits 2,5, 7 - 12 : patients homozygotes pour la séquence sauvage.

Puits 6 : produit de PCR. Puits 13 : marqueur de taille 1 kb.

DISCUSSION

Tous nos patients, quel que soit leurs origines géographiques,
présentaient des formes séveres de dystrophie rétinienne. La perte
visuelle chez les patients avec une EORD était plus sévere que chez
les RP a début précoce. De plus, chez la plupart des patients a bas
age, la rétine était apigmentaire et la pigmentation se manifestait de
plus en plus avec 'age. Des études antérieures ont montré que I'AV
moyenne des ACL varie entre 20/100 a I'absence de la perception
lumineuse [18-20].

Parmi les 12 familles originaires de Nabeul, la mutation R91W n'a été
identifiée qu'a I'état hétérozygote chez seulement deux enfants de la
méme fratrie. Néanmoins, une étude chez trois familles Tunisiennes
(11 malades) de la méme région a suggéré que cette mutation,
rapportée a I'état homozygote, est endémique. Tous ces patients
présentaient une cécité nocturne congénitale et un ERG plat mais pas
de photophobie ni d'atteintes systémiques. lls gardent une vision
centrale utile durant la premiere décade mais ils la perdent
progressivement durant 'adolescence jusqu’au une vision qui variait
entre compter les doigts & une perception lumineuse négative a partir
de la troisieme décade. Le fond d'ceil avait deux aspects, I'un se
manifestait par des dépdts blanchatres a la moyenne périphérie a des
&ges précoces et l'autre par des pigmentations en mottes a la
moyenne périphérie a des ages plus tardifs [17].

Au cours de leur premiére décade, nos patients hétérozygotes,
avaient une atteinte visuelle plus sévére que ceux rapporté par El
Matri et al. Cette sévérité peut étre due a la nature de la deuxiéme
mutation. Lorenz et al. ont montré la présence d'un retard
psychomoteur modéré chez une fratrie atteinte de EORD et ceci est
due a I'état hétérozygote composite de la R91W et la Y368H [21].
Toutefois, nos patients ne présentaient pas d’atteintes systémiques
associées a l'atteinte visuelle. Des études antérieures ont rapporté
que la RI1W a été identifiée soit a I'état homozygote ou associée avec
d'autres mutations comme la Y368H, la M1T, la T162P, la R44Q, la
1059_1060 ins 1 pb, la V452G et la Q102K. Le phénotype est sévére
avec une atteinte visuelle bilatérale, un nystagmus et une
hespéranopie dés la naissance mais pas de photophobie [8,17,21-23].
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CONCLUSION

Tous nos patients présentaient des formes séveres de dystrophie
rétinienne avec une évolution rapide jusqu'a une perte de I'acuité
visuelle. La mutation R91W (325C>T) n'est pas la cause majeure de
'EORD et de la RP a age de début précoce dans la région de Nabeul
et en Tunisie. L'absence de cette mutation n'exclut pas l'implication
d’autres dans le géne RPEG65.
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