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| — Introduction

Le syndrome CANVAS est une maladie qui a été décrite pour la premiére fois en 2011. Il s’agit
d’un syndrome neurologique qui inclut trois principales atteintes: Ataxie Cérébelleuse,
Neuropathie et Aréflexie Vestibulaire. 1l s’agit d’une pathologie génétique a transmission

autosomique récessive.

Le nom de cette pathologie est un acronyme traduit de I’anglais : Cerebellar Ataxia,

Neuropathy, Vestibular Areflexia Syndrome.

Historiquement, en 2011 le diagnostic de cette pathologie était uniqguement phénotypique. Pour
poser le diagnostic du syndrome CANVAS, il fallait que le patient présente la triade ataxie
cérebelleuse, neuropathie, et aréflexie vestibulaire. (1)

En 2019, le diagnostic moléculaire de CANVAS a été décrit pour la premiére fois par Cortese
et al. Il consiste en la mise en évidence d’une expansion biallélique de type (AAGGG)exp dans
I’intron 2 du géne RFC1 (Replication Factor C subunit 1). (2)

Les trois éléments de la triade ne sont néanmoins pas les seules atteintes observées, on peut
également retrouver des symptomes tels qu’une toux chronique, un dysfonctionnement du

systéeme nerveux autonome ou encore un syndrome de Gougerot-Sjogren.

Les objectifs de cette étude sont multiples : 1) tout d’abord la description de la stratégie de
diagnostic moléculaire du syndrome CANVAS ; 2) la description de la cohorte de 236 patients
(dont 7 familles) étudiés au laboratoire de génétique moléculaire de La Timone ; 3) I’obtention

du rendement diagnostique ; et 4) la réalisation d’une corrélation phénotype/génotype.

Il — Contexte

Le syndrome CANVAS est une pathologie lentement progressive, principalement composé de

trois atteintes : 1’ataxie cérébelleuse, la neuropathie sensitive et I’aréflexie vestibulaire.

16



1. Ataxie cérébelleuse

L’ataxie cérébelleuse est une pathologie neurodégénerative du cervelet qui se traduit par des
troubles de la coordination des mouvements volontaires, des troubles de 1I’équilibre et une
atteinte oculaire. Il s’agit d’un dysfonctionnement du systéme nerveux central. Cela peut se
traduire par une dysmétrie (perte de contréle de I’amplitude des mouvements volontaires), une
dysarthrie (perte de contréle de la parole et de son amplitude), un nystagmus (perte de contréle
des mouvements des yeux) et des tremblements peuvent apparaitre. (3)

L’examen diagnostique permettant de 1’identifier est une IRM cérébrale sur laquelle on

observerait une atrophie cérébelleuse. (Figure 1)

Figure 1 : Atrophie cérébelleuse visible par IRM cérébrale d’aprés Dr Taoufik, Encyclopédie Médicale, 2020

2. Neuropathie

La neuropathie retrouvée dans le cadre d’un syndrome de CANVAS est une neuronopathie
sensitive. Il s’agit d’une dégénérescence des neurones sensitifs entrainant des sensations de
picotement, brdlure, et engourdissement.

L’examen diagnostique permettant de 1’identifier est un électroneuromyogramme (ENMG).
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3. Aréflexie vestibulaire

L’aréflexie vestibulaire est bilatérale dans le cadre du syndrome de CANVAS. Elle témoigne
d’un réflexe vestibulo-oculaire anormal et peut se traduire par des vertiges, des nausées et des
vomissements.

L’examen diagnostique permettant de 1’identifier est un bilan audio-vestibulaire.

Il — Matériels et méthodes

1. Orientation diagnostique

Avant de réaliser un examen de diagnostic moléculaire, certains signes cliniques orientent le
médecin prescripteur vers une suspicion de CANVAS. Le laboratoire de génétique moléculaire
de La Timone leur fournit une fiche de renseignements cliniques qui facilite 1’orientation

diagnostique et permet de recueillir les informations utiles au biologiste. (Figure 2)

Ce formulaire de renseignements cliniques comprend 1’identité du patient et du prescripteur, le
mode de découverte de la pathologie (lequel des éléments de la triade a été retrouvé en premier),
les signes cliniques du patient, et les examens complémentaires realisés. La neuropathie est
explorée grace a un électroneuromyogramme (ENMG), I’atrophie cérébelleuse s’observe sur

une IRM cérébrale et ’aréflexie vestibulaire a 1’aide d’un bilan audio-vestibulaire. (1)

Un nouveau motif d’expansion « pathologique » de type (ACAGG)exp a été décrit en juin 2020
uniquement dans certaines populations d’Asie-Pacifique. C’est pour cette raison que 1’origine
géographique du patient est demandée dans le formulaire. Ce motif entraine la pathologie a
I’état homozygote. On note comme signes cliniques associés : fasciculations et taux de créatine

kinase sérique éleve. (4)
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Ataxie Cérébelleuse avec Neuropathie et Aréflexie
Vestibulaire : Syndrome CANVAS

A joindre impérativement : consentement du patient et arbre généalogique

Identité du patient et du prescripteur

Nom de Famille : Nom du médecin prescripteur :

Nom d’épouse : Sexe: M F

Prénom :

Date de naissance : Origines géographiques :

Transmission : Autosomique Récessive Sporadique Consanguinité: O N

Age de début de la maladie:

Mode de découverte : Ataxie cérébelleuse / Neuropathie / Syndrome vestibulaire / Autre:...
Signes cliniques

Ataxie cérébelleuse : Statique Cinétique

Ataxie proprioceptive

Paresthésies Douleurs neuropathiques

Aréflexie tendineuse : Membres supérieurs Rotulienne Achilléenne

Syndrome vestibulaire

Dysarthrie Dysphagie

Nystagmus Oscilloscopie

Toux chronique RGO

Dysautonomie : Marche :
> Digestive » Normale sans aide
> L,Jrinaire > Anormale sans aide
> FErectile > Anormale avec aide
> Syndrome sec > Fauteuil roulant
» Hypotension orthostatique

Examens complémentaires
ENMG :
» neuronopathie sensitive

> polyneuropathie sensitive
» polyneuropathie sensitive et motrice
> autre
IRM cérébrale,;'Atrophie cérébelleuse
Bilan audio-vestibulaire : aréflexie vestibulaire

Diagnostic clinique :
CANVAS avec: Ataxie cérébelleuse / Neuropathie / Aréflexie vestibulaire

Familial / Sporadique

Figure 2 : Fiche de renseignements cliniques CANVAS



2. Diagnostic moléculaire

Le diagnostic moléculaire consiste a mettre en évidence une expansion dans 1’intron 2 du géne
RFC1 (Replicator Factor C subunit 1).

Il s’agit d’une région polymorphe dans laquelle trois motifs principaux qui different de la
référence Az (AAAAG)11 ont été identifiés: le motif Aep (AAAAG)exp, le motif Bexp
(AAAGG)exp, et le motif Cexp (AAGGG)exp. (Figure 3)

o RFC1
— 0 REEE - L - .

(hanaa),

AARAG,,

[ Ausa | (ARAGG)_
T (waceo,,

Figure 3 : Représentation schématique des différents motifs d'expansion retrouvés dans I'intron 2 du géne RFC1 d’apreés
Cortese et al., 2019

Cortese et al. ont réalisé une étude sur une cohorte de 304 individus sains, avec la répartition
suivante : 75,5% de A11, 13% de Aexp, 7,9% de B, et 0,7% de C. (Figure 4)

b N=608

\3% (AAAAG),4

) (AAAAG),,
(AAAGG),,,

= (AAGGG),,,
Undetermined

13%

Figure 4 : Estimation des fréquences auxquelles chaque motif est retrouvé (cohorte de 304 individus sains) d’aprés Cortese et
al., 2019
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Les tailles moyennes des motifs sont les suivantes : 15 a 200 répétitions pour Aexp, 40 a 1000

répétitions pour B, et 400 a 2000 répétitions pour C. (Figure 5)
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Figure 5 : Tailles moyennes des motifs Aexp, B, et C d’apres Cortese et al., 2019

Le patient est atteint s’il présente un profil homozygote C/C. Les autres profils (A/A, A/B, A/C,
B/B, B/C) n’entrainent pas la maladie. (2)

Le diagnostic moléculaire se réalise en deux étapes principales apres le prélevement sanguin et
I’extraction d’ADN.

Tout d’abord, une Short-Range Polymerase Chain Reaction (SR-PCR). Cela consiste a
amplifier un motif court. Si cette derniére est positive, c’est-a-dire qu’on observe une bande
dans le gel de migration, cela signifie que la région étudiée est suffisamment courte pour avoir
été amplifiée. Cela permet d’identifier le motif A et témoigne donc d’une absence
d’amplification pour au moins un des deux alléles. On exclut donc le profil homozygote C/C,
le patient n’est ainsi pas atteint du syndrome CANVAS.

En revanche, s’il y a absence de bande sur le gel de migration suite a la SR-PCR, celle-ci est
donc négative, ce qui témoigne de la présence d’une expansion des deux alléles. En effet, la
région avec expansion est longue et ne peut pas étre amplifiée par cette technique. Nous
réalisons une deuxieme technique, la Repeated-Primed Polymerase Chain Reaction (RP-
PCR) pour déterminer le profil du patient. Cette deuxiéme étape permet 1’obtention de profils
chromatographiques qui permettent I’identification des profil A, B, et C pour chaque all¢le.

Si le résultat de RP-PCR est le profil C/C, le patient est donc atteint du syndrome CANVAS.
Si le résultat est tout autre profil : A/A, A/B, A/C, B/B, ou B/C, le patient n’est pas atteint.
(Figure 6)
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Prélévement

v

Extraction ADN

_Short-Range PCR

‘_4 \\‘ P .
Positive Negative

v
Absence d’expansion pour Présence d’une expansion sur
au moins un des deux alléles au moins un des deux alléles

v v

Patient non atteint Repeated-Primed PCR
A\ 4

Obtention de profils chromatographiques
permettant I'identification du profil A, B
ou C pour chaque alléle

AN
¥ 4

A
Autre profil Profil C/C

(A/A, A/B, A/C, B/B, B/C) v

Patient atteint
Patient non atteint

Figure 6 : Description de la stratégie de diagnostic moléculaire

Il est possible d’obtenir des profils intermédiaires, ne permettant pas de déterminer le profil du
patient avec précision. Dans ce cas, on réalise un séquengage de I’ADN qui nous permettra de

confirmer le profil du patient par lecture directe de la séquence d’ADN.

Concernant la SR-PCR, apres réalisation de la PCR, on dépose les échantillons dans les puits
propres a chaque patient. Aprés migration on observe les résultats tout en contrélant le témoin
négatif ou positif, qui doit toujours présenter une absence de bande dans le cas d’un témoin
négatif (Figure 7) et une présence de bande dans le cas d’un témoin positif (Figure 8). Cela

permet de valider que la manipulation est correcte et qu’elle n’a pas été contaminée.

Figure 7 : Deux gels de Short-Range PCR, avec témoin négatif
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Figure 8 : Gel de Short-Range PCR avec témoin positif

3. Patients

L’étude porte sur une cohorte de 236 patients, avec 69 positifs dont 64 cas index, et 167 négatifs
dont 8 apparentés. Les analyses statistiques sont réalisées uniquement sur les cas index, soit 64
patients positifs et 159 négatifs. (Figure 9)

Positifs | Négatifs | Total
Cas index 64 159 223
Cas apparentés |5 8 13
Total 69 167 236

Figure 9 : Composition de la cohorte de patients étudiés

Ces patients proviennent du service de génétique moléculaire de 1’hopital de La Timone de
Marseille. Ils ont été adressés par les neurologues du service de neurologie adulte de La Timone

et également par des neurologues provenant de divers hopitaux de métropole et d’Outre-Mer.
Certains patients de la cohorte n’ont pas de renseignements cliniques renseignés dans leur

dossier : 2 patients positifs et 5 négatifs. lls seront donc exclus des calculs statistiques portant
sur les symptémes. (Figure 10)
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| 236Patients |

| 69Positifs | | 167 Négatifs |

5 Apparentés }-7 4-{ 8 Apparentés

‘ 64 Cas index ‘ ‘ 159 Cas index |

2 Patients sans 5 Patients sans
informations cliniques informations cliniques

62 Patients ‘ ‘ 154 Patients

Figure 10 : Représentation schématique de la cohorte étudiée

IV — Resultats
1. Statistiques

a) Rendement diagnostique

Le rendement diagnostique est de 29%. En effet, sur un total de 223 patients index testés, 64

sont positifs. (Figure 11)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10% 64

0%

M Patients Négatifs

M Patients Positifs

Figure 11 : Rendement diagnostique
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b) Corrélation phénotype/génotype

Concernant les phénotypes observés chez les patients positifs, on retrouve les proportions
suivantes.

92% des patients présentent une neuropathie, soit 57 sur 62 patients.

53% présentent une ataxie cérébelleuse, soit 33 patients sur 62.

32% présentent une aréflexie vestibulaire, soit 20 patients sur 62.

23% des patients positifs présentent la triade complete : ataxie cérébelleuse, neuropathie et

aréflexie vestibulaire, soit 14 patients sur 62. (Figures 12 et 13)

Comme décrit dans de nombreuses publications, la toux séche chronique est un symptéme
largement retrouvé chez les patients atteint du syndrome CANVAS. (2) (4) (5) (6) (7) (8) (9)
(10) (12)

Et en effet, dans la cohorte étudiée ici, 53% des patients présentent une toux chronique. (Figure
13)

Un autre symptdme souvent retrouvé chez les patients atteints du syndrome CANVAS est le
syndrome de Gougerot-Sjogren, qui est ici retrouvé chez 10% des patients, soit 6 patients sur
les 62 positifs. (Figure 13) Ce syndrome est expliqué plus en détail dans la partie d) Syndrome

de Gougerot-Sjogren.

Les proportions suivantes sont également retrouvées dans la cohorte :

34% des patients présentent une neuropathie seule, soit 21 patients sur 62.

26% des patients présentent une neuropathie associée a une ataxie cérébelleuse, soit 16 patients
sur 62.

10% des patients présentent une neuropathie associee a une aréflexie vestibulaire, soit 6 patients
sur 62.

5% des patients présentent une ataxie cérébelleuse seule, soit 3 patients sur 62.

2% des patients ne présentent aucun de ces symptomes, soit 2 patients sur 62.

Aucun patient ne présente d’aréflexie vestibulaire seule.

Aucun patient ne présente d’ataxie cérébelleuse associée a une aréflexie vestibulaire. (Figures

12 et 13)
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0 21

Aréflexie
Vestibulaire

Phénotype positif

Figure 12 : Représentation schématique de la triade phénotypique chez les 62 patients positifs

Sur un total de 62 patients positifs, les répartitions suivantes sont observées.

89% de cas sporadiques, soit 55 patients. Et par conséquent 11% de cas familiaux, soit 7 patients
positifs avec un ou des membre(s) de leur famille testé(s) également. (Figure 13)

On observe donc plus de cas sporadiques que de cas familiaux.

32% d’hommes, soit 20 patients ; et par conséquent 68% de femmes, soit 42 patientes.

On observe donc plus de femmes touchées par ce syndrome que d’hommes. (Figure 13)

Dans la partie V - Discussion, nous comparerons ces résultats a la littérature.
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Total Patients
Cas Sporadiques
Cas Familiaux

Hommes

Femmes
Neuropathie
Aréflexie Vestibulaire
Ataxie Cérebelleuse
Triade Compléte
Toux Chronique

Neuropathie seule

Neuropathie + Ataxie
Cérebelleuse

Neuropathie + Aréflexie
Vestibulaire

Ataxie Cérebelleuse seule

Aréflexie Vestibulaire
seule

Ataxie Cérébelleuse +
Aréflexie Vestibulaire

Figure 13 : Proportions observées sur notre cohorte de 62 cas index positifs

Concernant les phénotypes observés chez les patients négatifs, on retrouve les proportions
suivantes.

68% des patients présentent une ataxie cérébelleuse, soit 105 patients sur les 154 négatifs.
62% des patients présentent une neuropathie, soit 96 patients sur 154.

20% des patients présentent une aréflexie vestibulaire, soit 31 patients sur 154.

10% présentent la triade compleéte, soit 15 patients sur 154.

6% des patients, soit 9 patients, présentent une toux chronique.

28% des patients présentent une neuropathie associée a une ataxie cérébelleuse, soit 43 patients
sur 154.

25% présentent une ataxie cérébelleuse seule, soit 39 patients.

21% présentent une neuropathie seule, soit 33 patients sur 154.

5% présentent une ataxie cérébelleuse associée a une aréflexie vestibulaire, soit 8 patients.

3% présentent une neuropathie associée a une aréflexie vestibulaire, soit 5 patients.

2% présentent une aréflexie vestibulaire seule, soit 3 patients.

5% des patients négatifs ne présentent aucun de ces symptdmes, soit 8 patients.

3% des patients présentent un syndrome sec, soit 5 patients sur 154. (Figure 14)
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Comme mentionné dans la partie V - Discussion, ces résultats peuvent étre expliqués par

I’existence d’un motif pathologique encore inconnu.

3

33

Aréflexie
Vestibulaire

Phénotype négatif

Figure 14 : Représentation schématique de la triade phénotypique chez les 154 patients négatifs

c) Identification de la porte d’entrée

Concernant 1’identification du premier symptdme apparu, amenant le patient a consulter un
specialiste, on retrouve la neuropathie pour dix patients et I’ataxie cérébelleuse pour trois

patients.

d) Syndrome de Gougerot-Sjogren

Comme décrit par la Société Nationale Francaise de Médecine Interne (SNFMI), le syndrome
de Gougerot-Sjogren est une maladie rare touchant un peu moins d’un adulte sur 10 000. Les
femmes sont 10 fois plus touchées que les hommes, et la maladie s’installe le plus souvent vers
la cinquantaine. Elle peut toutefois survenir beaucoup plus tét dans la vie, entre 20 et 30 ans.

Ces formes touchant les sujets jeunes sont souvent plus séveres. (12)

Ce syndrome est une maladie auto-immune et est la conséquence d’une infiltration de certaines
glandes et principalement les glandes lacrymales et salivaires par des cellules lymphocytaires.
Ceci a pour conséquence une diminution des sécretions de larmes et de salive avec constitution
d’un syndrome sec. Cette infiltration par des lymphocytes peut s’étendre a d’autres organes et

notamment les poumons et les reins. (12)
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i / Atteinte ophtalmique

Elle se caractérise par une diminution des sécrétions de lacrymales, responsable d’une sensation
de corps étranger et de sable intraoculaire, de brilures ophtalmiques, d’une géne a la lumiére
ou a la fixation prolongée d’écran d’ordinateur. Les conjonctives sont parfois rouges et
enflammeées et cette hyposecrétion lacrymale peut étre source de complications
ophtalmologiques : blépharite, beaucoup plus rarement ulcérations de la cornée.

Cette kérato-conjonctivite séche peut étre mise en évidence par un examen ophtalmologique
simple, le test de Schirmer qui consiste & insérer dans le cul de sac conjonctival une bandelette
de papier filtre graduée, et on considére qu’il existe une hyposécrétion lacrymale si moins de 5
mm de la bandelette a ét¢ humecté par les larmes au bout de 5 minutes. D’autres examens
utilisant des colorants peuvent étre réalisés par un ophtalmologiste pour mettre en évidence des

signes de souffrance de la cornée. (12)

ii / Atteinte buccale

La diminution de la sécrétion salivaire se manifeste par une sensation de bouche seche, pateuse,
génant parfois 1’¢locution et la déglutition des aliments secs. Cette bouche séche est parfois
douloureuse responsable de brllures buccales ou linguales. Dans les formes séveéres, les
muqueuses jugales et linguales sont ternes avec un aspect vernissé, et la langue est lisse. Tout
ceci peut favoriser la survenue de caries précoces et d’infections buccales notamment a candida.
La mesure du débit salivaire qui consiste a mesurer dans un verre gradué la quantité de salive
que peut émettre le patient en 15 minutes est un moyen simple de quantifier cette hyposécrétion

salivaire. On considére qu’elle est pathologique en deca de 1,5 ml a 15 minutes. (12)

iii / Atteinte respiratoire

L’atteinte de I’appareil respiratoire se caractérise le plus souvent par une trachéobronchite séche
responsable d’une toux chronique, parfois d’une géne respiratoire ou d’infections broncho-
pulmonaires récidivantes. L’atteinte du tissu pulmonaire est beaucoup plus rare survenant chez

moins de 10% des patients. Tres rarement, elle peut évoluer vers la fibrose pulmonaire. (12)
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iv / Atteinte neurologique

Une atteinte des nerfs périphériques peut survenir chez environ 20% des patients se traduisant
le plus souvent par une neuropathie sensitive avec des sensations de fourmillements ou de
brilures au niveau des membres. L’atteinte motrice responsable d’un déficit moteur est
beaucoup plus rare. Celle du systéme nerveux central est trés exceptionnelle touchant moins de

5% des patients pouvant réaliser des tableaux cliniques proche de la sclérose en plaques. (12)

2. Description des familles
a) Famille A

i / Présentation

Au sein de la famille A, trois individus ont été testés suite au diagnostic positif du cas index :
la patiente 11-2.

Les patients I-1 et I1I-1 n’ont pas de symptomes particuliers alors que le patient II-1 présente
une neuropathie et la patiente I11-2 une neuropathie associée a une toux chronique. (Figure 15)

Le patient II-1 provient d’un autre hopital, il a été testé dans un laboratoire extérieur. Seul le
résultat final nous a été transmis : il est atteint du syndrome CANVAS.

-1
Neuropathie

-1

Figure 15 : Arbre généalogique de la famille A
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ii / Short-Range PCR

La Figure 16 nous présente les résultats de Short-Range PCR pour les membres de cette famille.
Dans le gel de migration, une bande est présente pour les individus I-1 et 111-1, ce qui témoigne
de la présence du motif A pour au moins un des deux alléles. Cela nous permet d’exclure le
profil C/C, ces deux patients ne sont donc pas atteints par le syndrome CANVAS.

En revanche, pour le patient II-2, on observe une absence de bande. Cela signifie que
I’amplification PCR n’a pas été possible car le motif en question est trop grand. La patiente est
donc possiblement atteinte, nous réalisons une Repeated-Primed PCR pour déterminer la nature

du motif.

n-1
Neuropathie
-2

-1

Figure 16 : Résultats de Short-Range PCR de la famille A

iii / Repeated-Primed PCR

Une suite de motifs a plusieurs pics répétés avec une diminution progressive de leur amplitude
témoigne de la présence du motif étudié.
Pour le patient I-1, on observe la présence du motif A et du motif C. Les pics présents sur la

chromatographie du motif B sont des artéfacts. Il est donc de profil A/C.
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Pour le patient 11-2, on exclut les motifs A et B car la chromatographie est vide pour ces deux
motifs. En revanche on retrouve clairement le motif C. Cette patiente est donc homozygote
C/C.

Pour le patient 111-1, on retrouve les motifs A et C. Les pics présents sur la chromatographie du

motif B sont des artéfacts. Il est donc de profil A/C, tout comme le patient I-1. (Figure 17)
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u |
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Figure 17 : Résultats de Repeated-Primed PCR de la famille A

iv/ Conclusion

Le patient I-1 a une SR-PCR positive et une RP-PCR témoignant du profil A/C. L’alléle A est
bien confirmé par la RP-PCR. Ce patient est donc de profil A/C, il n’est pas atteint par le
syndrome CANVAS.

La patiente 11-2 a une SR-PCR négative et on retrouve 1’all¢le C sur sa RP-PCR. Cette patiente
est donc homozygote C/C, il s’agit du profil pathologique. Elle est donc atteinte du syndrome
CANVAS.

Le patient 111-1 a une SR-PCR positive et on retrouve les motifs A et C sur sa RP-PCR. L’all¢le

A est donc confirmé. Ce patient est de profil A/C, il n’est donc pas atteint par la pathologie.
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b) Famille B

i / Présentation

Au sein de la famille B, deux individus ont été testés suite au diagnostic positif du cas index :
la patiente 1-2.

Les patients I-1 et 11-1 ne présentent pas de symptémes particuliers, alors que la patiente 1-2
présente la triade compléte : ataxie cérébelleuse, aréflexie vestibulaire, et neuropathie. (Figure
18)

1-2
Ataxie Cérébelleuse
Aréflexie Vestibulaire
Neuropathie

Figure 18 : Arbre généalogique de la famille B

ii / Short-Range PCR

Les patients I-1 et 1-2 présentent un résultat de SR-PCR négatif. En effet, on observe une
absence de bande sur leur gel de migration respectif. Cela signifie que la région étudiée est trop
longue pour étre amplifiée par la PCR. On va donc réaliser une RP-PCR pour déterminer le
profil de ces patients (A, B, ou C).

En revanche, on observe une bande de migration sur le gel du patient 11-1. Son résultat de SR-
PCR est donc positif. La région étudiée est assez courte pour étre amplifiée par PCR. On peut

donc dés a présent exclure le profil C/C pathologique. (Figure 19)
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1-2
Ataxie Cérébelleuse
Aréflexie Vestibulaire
Neuropathie

Figure 19 : Résultats de Short-Range PCR de la famille B

iii / Repeated-Primed PCR

Pour les patients I-1 et I-2, on observe une suite de motifs a plusieurs pics répétés avec une
diminution progressive de leur amplitude pour le motif C. Cela témoigne de sa présence. Les
chromatographies des motifs A et B sont vides pour ces deux patients. Ils sont donc tous deux
de profil C/C.

Pour la patiente Il-1, on observe des pics pour les motifs A et C. Les pics présents sur la
chromatographie du motif B sont des artéfacts. Elle est donc de profil A/C. (Figure 20)
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Figure 20 : Résultats de Repeated-Primed PCR de la famille B
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iv / Conclusion

Les patients I-1 et I-2 ont tous les deux une SR-PCR négative et une RP-PCR caractéristique
du profil C/C. lls sont donc homozygotes C/C. lls sont atteints du syndrome CANVAS.

La patiente 11-1 a une SR-PCR positive et une RP-PCR identifiant les motifs A et C. L’alléle A
est donc confirmé, le profil de la patiente est A/C. Bien qu’elle ait hérité¢ de 1’allele C de sa
mere, elle n’est pas atteinte du syndrome CANVAS, qui est une pathologie a transmission

autosomique récessive.

c) Famille C

i / Présentation

Au sein de la famille C, qui se compose d’une fratrie, deux individus ont été testés suite au
diagnostic positif du cas index : la patiente I1-2.
La patiente I1-1 présente une ataxie cérébelleuse, la patiente 11-2 une neuropathie associée a une

toux chronique et le patient 11-3 présente une ataxie cérébelleuse avec une neuropathie et une

%

toux chronique. (Figure 21)

n-3

Ataxie Cérébelleuse
Neuropathie
Toux Chronique

Figure 21 : Arbre généalogique de la famille B

ii / Short-Range PCR

Pour les trois patients le résultat de SR-PCR est négatif : on observe une absence de bande dans
leur puits respectif. (Figure 22)

L’amplification PCR n’a pas été possible car le motif est trop grand. Cela témoigne d’une
expansion. La fratrie est possiblement atteinte. Nous réalisons une RP-PCR pour déterminer la

nature des motifs de ces patients.

Rapport- gratuitcom @
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— -3
taxie Cérébelleuse
Neuropathie
Toux Chronique

-2

Figure 22 : Résultats de Short-Range PCR de la famille C

iii / Repeated-Primed PCR

Pour la patiente 11-1, la RP-PCR a permis d’identifier les motifs B et C, elle est donc de profil
B/C.
Pour les patients 11-2 et 11-3, le motif C est clairement identifié. Les chromatographies pour les

motifs A et B sont vides. Ces deux patients sont donc de profil homozygote C/C. (Figure 23)

-1 -> B/C

00 0 i e i i U - n-3

c/c
Ataxie Cérébelleuse
Neuropathie
Toux Chronique
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- LM““
TR 4 T Ty A

-2 > ¢/c

Motif A expansion : (AAAAG ).,
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Figure 23 : Résultats de Repeated-Primed PCR de la famille C
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iv/ Conclusion

La patiente 11-1 a une SR-PCR négative et une RP-PCR identifiant les motifs B et C. Son profil
est donc B/C, la patiente n’est pas atteinte par la maladie.

Les patients 11-2 et 11-3 ont une SR-PCR négative et une RP-PCR identifiant le motif C. lls sont
donc de profil homozygote C/C. Il s’agit du profil pathologique. Ils sont atteints par le syndrome
CANVAS.

d) Famille D

i / Présentation

Au sein de la famille D, trois individus ont été testés suite au diagnostic positif du cas index :
la patiente 1-2.

Les patients I-3 et 11-1 ne présentent pas de symptdmes particuliers. La patiente 1-1 présente
une toux chronique et la patiente I-2 présente une neuropathie associée a une toux chronique.
(Figure 24)

Figure 24 : Arbre généalogique de la famille C

ii / Short-Range PCR

Le patient 1-3 présente une SR-PCR positive. Cela témoigne de la présence du motif A pour au
moins un des deux alléles. On peut donc écarter le profil C/C pathologique.

En revanche, les patients I-1, I-2, et 11-1 ont un résultat de SR-PCR négatif. La région d’intérét
est trop longue pour étre amplifiee. Ces patients sont possiblement atteints. Pour déterminer

leur profil on réalise une RP-PCR.
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iii / Repeated-Primed PCR

La RP-PCR du patient I1-3 a permis d’identifier les motifs A et C.
Les RP-PCR des patients I-1, I-2, et 1l-1 ont permis d’identifier le motif C. Les
chromatographies des motifs A et B sont vides ce qui témoigne de 1’absence de ces motifs chez

ces patients. (Figure 25)
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Figure 25 : Résultats de RP-PCR de la famille D

iv / Conclusion

Le patient 1-3 a une SR-PCR positive et une RP-PCR positive pour les motifs A et C et négative
pour le motif B. La présence de 1’alléle A trouvée en SR-PCR est confirmée par la RP-PCR. Le
patient est de profil A/C. Il n’est pas atteint par la maladie.

Les patients I-1, I-2, et 11-1 ont une SR-PCR négative et une RP-PCR identifiant uniquement le
motif C. Ces trois patients sont donc de profil homozygote C/C. lls sont tous les trois atteints
du syndrome CANVAS.

Le patient 11-1 a hérité d’un alléle C de sa mére atteinte et d’un deuxiéme alléle C de son pére

porteur sain. Cela confirme le mode de transmission autosomique récessif.
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e) Famille E
i / Présentation

Au sein de la famille E, un individu a été testé suite au diagnostic positif du cas index : la
patiente I1-1.

Le patient 11-2 ne présente pas de symptdme particulier et la patiente Il1-1 présente une
neuropathie. (Figure 26)

Nous ne détenons pas les résultats de SR-PCR et de RP-PCR du patient I1-2, nous connaissons
uniquement son diagnostic final.

-2
Négatif

Figure 26 : Arbre généalogique de la famille E

ii / Short-Range PCR

La patiente I1-1 présente une SR-PCR négative. En effet, on observe une absence de bande dans

le gel de migration de cette patiente. (Figure 27)
La région d’intérét est trop longue pour étre amplifiée. Cela témoigne d’une expansion, nous

réalisons une RP-PCR pour déterminer la nature de cette expansion.

1A

;
n-2
i Négatif

-1

Figure 27 : Résultats de SR-PCR de la famille E
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iii / Repeated-Primed PCR

La RP-PCR de la patiente I1-1 ne permet d’identifier qu’un seul motif. Il s’agit du motif C. La
patiente est donc de profil homozygote C/C. (Figure 28)

-1->¢/C

REPEAT PRIMED PCR Expansion « A »: (AAAAG)exp
i A R GECHETT AT 1 020 53 1411 3 4P PR & AOCCWETT AP o CEL] 2 i
REPEAT PRIMED PCR Expansion « B »: (AAAGG)exp

i
REPEAT PRIMED PCR Expansion « C »: (AAGGG)exp =2

Négatif

Figure 28 : Résultats de RP-PCR de la famille E

iv/ Conclusion

La patiente 1-1 a une SR-PCR négative et une RP-PCR identifiant uniqguement le motif C. La
patiente est donc de profil homozygote C/C. Elle est atteinte par la pathologie.

Nous ne détenons que le diagnostic final du patient 11-2 : il n’est pas atteint du syndrome
CANVAS.

f) Famille F

i / Présentation

Au sein de la famille F, qui se compose de deux sceurs, une patiente a été testée suite au
diagnostic positif du cas index : la patiente 11-1.

La patiente I1-2 ne présente pas de symptdme particulier et la patiente I1-1 presente une ataxie
cerébelleuse associée a une neuropathie. (Figure 29)

Nous ne détenons pas les résultats de SR-PCR et de RP-PCR de la patiente 11-2, nous

connaissons uniquement son diagnostic final.
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-2
Négatif

Figure 29 : Arbre généalogique de la famille F

ii / Short-Range PCR

La patiente I1-1 présente une SR-PCR négative. En effet, on observe une absence de bande dans
le gel de migration de cette patiente. Ceci exclut le motif A. La région d’intérét est trop longue
pour étre amplifiée. Cela témoigne d’une expansion, nous réalisons une RP-PCR pour

déterminer la nature de cette expansion.

iii / Repeated-Primed PCR

La RP-PCR de la patiente 11-1 ne permet d’identifier qu’un seul motif. Il s’agit du motif C. Les
petits pics présents sur la chromatographie du motif A sont des artéfacts. La patiente est donc

de profil homozygote C/C. (Figure 30)

n-1->c/c

REPEAT PRIMED PCR Expansion « A »: (AAAAG)exp

%

REPEAT PRIMED PCR Expansion « B »: (AAAGG)exp

-2

REPEAT PRIMED PCR Expansion « C »: (AAGGG)exp Négatif

Figure 30 : Résultats de RP-PCR de la famille F
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iv/ Conclusion

La patiente I-1 a une SR-PCR négative et une RP-PCR identifiant uniqguement le motif C. La
patiente est donc de profil homozygote C/C. Elle est atteinte par la pathologie.

Nous ne détenons que le diagnostic final de la patiente 11-2 : elle n’est pas atteinte par le
syndrome CANVAS.

g) Famille G

i / Présentation

Au sein de la famille G, un individu a été testé suite au diagnostic positif du cas index, sa mere :
la patiente I-1.

La patiente I-1 présente une ataxie cérébelleuse et une neuropathie. Son fils, le patient 11-1 ne
présente pas de symptéme particulier. (Figure 31)

Nous ne détenons pas les résultats de SR-PCR et de RP-PCR du patient I1-1, nous connaissons

uniquement son diagnostic final.

Figure 31 : Arbre généalogique de la famille G

ii / Short-Range PCR

La patiente I-1 présente une SR-PCR négative. En effet, on observe une absence de bande dans
le gel de migration de cette patiente. (Figure 32)
Ceci exclut le motif A. La région d’intérét est trop longue pour étre amplifiée. Cela témoigne

d’une expansion, nous réalisons une RP-PCR pour déterminer la nature de cette expansion.

42



Figure 32 : Résultats de SR-PCR de la famille G

iii / Repeated-Primed PCR

La RP-PCR de la patiente I-1 ne permet d’identifier qu’un seul motif. Il s’agit du motif C. La
patiente est donc de profil homozygote C/C. (Figure 33)

1-1->C/C

REPEAT PRIMED PCR Expansicn « A »: (AAAAG)exp

REPEAT PRIMED PCR Expansion « B »: [AMGG)exp

REPEAT PRIMED PCR Expansion « C »: [AAGGG exp

Figure 33 : Résultats de RP-PCR de la famille G

iv / Conclusion

La patiente 1-1 a une SR-PCR négative et une RP-PCR identifiant uniqguement le motif C. La
patiente est donc de profil homozygote C/C. Elle est atteinte par la pathologie.

Nous ne détenons que le diagnostic final du patient I1-1 : il n’est pas atteint par le syndrome
CANVAS.

Les résultats obtenus concernant les individus de ces 7 familles confirment le mode de
transmission autosomique récessif de la pathologie et confirment également le lien entre la

présence du profil pathologique C/C et la maladie.
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3. Prise en charge

Il n’existe pas de traitement permettant la guérison du syndrome CANVAS. D’ou I’importance
d’une bonne prise en charge couvrant tous les aspects de la pathologie, qui permettra de
controler et de limiter les symptomes afin d’améliorer la qualité de vie du patient. La prise en
charge, médicale et paramédicale, globale et précoce est essentielle pour préserver au maximum

I’autonomie, les capacités fonctionnelles, et prévenir certaines complications.

a) Prise en charge de I’ataxie cérébelleuse

Il existe plusieurs moyens de prise en charge de I’ataxie cérébelleuse, notamment la
kinésithérapie qui va pallier aux déficiences dans les mouvements; la rééducation
orthophonique qui apportera une aide au langage ; I’ergothérapie permettra le réapprentissage
des actions du quotidien ; et certains médicaments qui permettront le controle des muscles
(striés squelettiques, cardiaque) et d’améliorer le controle urinaire et les mouvements oculaires.
Le patient pourra également avoir recours a un pédicure-podologue, a des aides a la

déambulation, ou encore & un orthoprothésiste.

b) Prise en charge de la neuropathie

La prescription de médicaments a but antalgique spécifiques tels que certains antiépileptiques
permettra de prendre en charge les douleurs neuropathiques.

On pourra également orienter le patient vers des associations telles que 1’ Association Frangaise
contre les Neuropathies Périphériques (AFNP) qui réalise des actions d’éducation thérapeutique

aux patients, leur permettant de mieux comprendre et de mieux vivre avec leur pathologie.

c) Prise en charge de I’aréflexie vestibulaire

La prise en charge de 1’aréflexie consiste au suivi par ’ORL et a réaliser une rééducation
vestibulaire. On pourra diriger le patient vers des associations de patients telles que
I’ Association Francaise de Vestibulopathie Bilatérale Idiopathique (AFVBI) afin qu’il soit plus

entouré et qu’il ait un meilleur vécu de sa pathologie.
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d) Prise en charge du syndrome sec et de la toux chronique

La prise en charge du syndrome sec passe par la prescription de substituts lacrymaux et salivaire
pour la sécheresse oculaire et buccale. On conseille aux patients d’éviter les facteurs
d’exposition externe tels que I’air conditionné, la fumée de tabac, le vent. En cas de travail sur
ordinateur on conseille de placer 1’écran plus bas que le niveau des yeux. Le port de lentilles de
contact est déconseillé.

Concernant la sécheresse buccale on conseille aux patients des visites réguliére chez leur
dentiste, une bonne hygiéne bucco-dentaire, la consommation de chewing-gums sans sucres qui
va stimuler la sécrétion salivaire.

La kinésithérapie respiratoire permettra de prendre en charge la toux chronique.

e) Prise en charge psychologique

L’annonce de la maladie est un événement de la vie particuliérement bouleversant sur le plan
psychologique pour la personne atteinte et sa famille. Ainsi, une consultation psychologique
leur sera proposée. Avec 1’adhésion du patient, le soutien psychologique pourra étre organisé a
des moments clés du parcours de soin et de vie du patient : autour de 1’annonce, lors d’une
aggravation, passage au fauteuil roulant, ou encore lors d’une décision médicale.

Le bilan neuropsychologique peut s’avérer nécessaire si le patient présente une plainte
cognitive (impression de difficultés de mémoire ou de concentration par exemple) ou si
I’entourage remarque des difficultés sur le plan professionnel. L’évaluation pourra permettre
de mettre en évidence d’éventuels troubles cognitifs afin de pouvoir proposer une prise en
charge adaptée aux difficultés du patient. En effet, une rééducation/remédiation cognitive en
orthophonie peut étre proposée ; des aménagements professionnels peuvent également étre

envisages. (13)

V — Discussion
1. Comparaison avec la littérature
Nous avons compareé les résultats obtenus sur notre cohorte de patients positifs avec les résultats

de deux études : celle de Szmulewicz et al. de 2011, et celle de Cortese et al. de 2020. Ces

résultats sont présentés dans la Figure 34.
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92% de nos patients présentent une neuropathie, soit 57 sur 62 patients ; contre 100% des
patients dans les publications de Cortese et al. et de Szmulewicz. (Figure 34)

53% de nos patients présentent une ataxie cerébelleuse, soit 33 patients sur 62 ; contre 73%

dans la cohorte de Cortese et al. et 100% dans celle de Szmulewicz. (Figure 34)

32% de nos patients présentent une aréflexie vestibulaire, soit 20 patients sur 62 ; contre 55%
dans la cohorte de Cortese et al. et 100% dans celle de Szmulewicz. (Figure 34)
Ce résultat est a nuancer car 1’aréflexie vestibulaire n’est pas systématiquement recherchée en

routine.

23% de nos patients positifs présentent la triade compleéte : ataxie cérébelleuse, neuropathie et
aréflexie vestibulaire, soit 14 patients sur 62 ; contre 46% dans la publication de Cortese et al.
et 100% dans celle de Szmulewicz. (Figure 34)

Dans la cohorte de I’é¢tude de Szmulewicz la totalité des patients présente la triade compléte car
en 2011 le diagnostic du syndrome CANVAS était seulement symptomatique. Par conséquent,

lorsqu’un patient présentait la triade symptomatique le diagnostic était posé. (1)

53% de nos patients présentent une toux chronique ; contre 64% dans la cohorte de Cortese et
al. (Figure 34)

Les proportions suivantes sont également retrouvées :

34% de nos patients présentent une neuropathie seule, soit 21 patients sur 62 ; contre 15% dans
la publication de Cortese et al. (Figure 34)

26% de nos patients présentent une neuropathie associée a une ataxie cérébelleuse, soit 16

patients sur 62 ; contre 16% dans la cohorte de Cortese et al. (Figure 34)

10% de nos patients présentent une neuropathie associée a une aréflexie vestibulaire, soit 6

patients sur 62 ; contre 6% dans la cohorte de Cortese et al. (Figure 34)
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5% de nos patients présentent une ataxie cérébelleuse seule, soit 3 patients sur 62 ; alors

qu’aucun patient ne présente seulement ce symptome dans la cohorte de Cortese et al. (Figure
34)

Aucun de nos patients ne présente d’aréflexie vestibulaire seule, tout comme dans la cohorte de
Cortese et al. (Figure 34)

Aucun de nos patients ne présente d’ataxie cérébelleuse associée a une aréflexie vestibulaire,

tout comme dans la cohorte de Cortese et al. (Figure 34)

Sur un total de 62 patients positifs, les répartitions suivantes sont observées.

89% de cas sporadiques, soit 55 patients ; contre 55% dans la cohorte de Cortese et al. et 85%
dans celle de Szmulewicz.

Et par conséquent 11% de cas familiaux, soit 7 patients positifs avec un ou des membre(s) de
leur famille testé(s) également ; contre 45% dans la cohorte de Cortese et al. et 15% dans celle

de Szmulewicz. (Figure 34)

32% d’hommes, soit 20 patients ; contre 45% dans I’étude de Cortese et al. et 48% dans celle
de Szmulewicz.
Et par conséquent 68% de femmes, soit 42 patientes ; contre 55% dans 1’étude de Cortese et al.

et 52% dans celle de Szmulewicz. (Figure 34)
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Publication Szmulewicz

2011

Total Patients 27

Cas Sporadiques 23 85%
Cas Familiaux 4 15%
Hommes 13 48%
Femmes 14 52%
Neuropathie 27 100%
Aréflexie Vestibulaire 27 100%
Ataxie Cérebelleuse 27 100%
Triade Compléte 27 100%

Toux Chronique

Neuropathie seule

Neuropathie + Ataxie
Cérebelleuse

Neuropathie + Aréflexie
Vestibulaire

Ataxie Cérebelleuse seule

Aréflexie Vestibulaire
seule

Ataxie Cérébelleuse +
Aréflexie Vestibulaire

Figure 34 : Etude comparative avec la littérature

2. Nouvelles expansions

Comme mentionné dans la partie 111 - Matériel et Méthode > 1. Orientation diagnostique, un

nouveau motif d’expansion de type (ACAGG)exp localisé sur I’intron 2 du géne RFC1 a été

décrit en juin 2020 par Scriba et al. (Figure 35). Ce motif pourrait entrainer le syndrome

CANVAS lorsqu’il est présent a I’état homozygote. Il entraine des signes cliniques qui n’étaient

pas décrit jusqu’a présent dans le cadre de CANVAS. Ces signes sont des fasciculations et un

taux de créatine kinase sérique élevé. Ce motif a été retrouvé dans deux familles, et plus

précisément chez trois individus d’ Asie-Pacifique. De plus, une étude a été menée sur une base

de données de plus de 26000 individus, qui a montré que ce motif (ACAGGQG) est d’avantage

présent dans des populations non-Européennes. (4)
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Figure 35 : Représentation du motif d'expansion (AGGAC)exp retrouvé dans l'intron 2 du géne RFC1 d’apres Scriba et al., 2020

L’existence d’autres motifs d’expansion pathologiques encore inconnus n’est pas exclue. Ce
qui, comme évoqué dans la partie IV - Résultats > 1. Statistiques > b) Corrélation Phénotype /
Génotype, pourrait expliquer le sous-diagnostic de certains patients présentant la triade
symptomatique.

11 serait donc opportun de rechercher ces potentiels motifs d’expansion, tout en tenant compte

des origines géographiques des patients, a I’image de Scriba et al. en 2020. (4)

3. Syndrome de Gougerot-Sjogren et CANVAS

Plusieurs publications traitant de CANVAS font mention du syndrome de Gougerot-Sjogren :

Dans la cohorte de 100 patients de Cortese et al. décrite en 2019, CANVAS a éte le premier
diagnostic posé pour 23 patients. 22 patients avaient été diagnostiqués avec une neuropathie
sensitive pure, 23 patients ont été diagnostiqués avec une pathologie neurologique complexe
autre que CANVAS, et 32 patients ont été diagnostiqués avec d’autres pathologies dont 1

patient avec le syndrome de Gougerot-Sjogren. (7)

Dans leur publication datant de 2020, Cortese et al. mentionnent le diagnostic différentiel de la

neuronopathie sensitive, qui comprend entre autres le syndrome de Gougerot-Sjégren. (9)
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La publication de Curro et al. de 2021 mentionne qu’un quart des patients présentant une
expansion du géne RFC1 avait eu un diagnostic différent auparavant. Parmi ces
diagnostics on retrouve le syndrome de Gougerot-Sjogren. Plus précisément, un patient sur un
total de 43 avait recu ce diagnostic. (10)

D’aprées 1’étude de Szmulewicz et al. de 2011, bien que des neuronopathies sensitives soient
retrouvees dans le cadre de maladies auto-immunes (telles que le syndrome de Gougerot-
Sjogren ou le syndrome de Miller Fisher), avec certains médicaments (cisplatine et pyridoxine),
et avec certaines maladies héréditaires (telles que 1’ataxie de Friedreich), les patients CANVAS

seraient testés négatifs pour ces pathologies. (1)

V1 — Conclusion

Le diagnostic moléculaire du syndrome de CANVAS permet I’éviction de D’errance
diagnostique, et donc de la multiplication des tests.

Le patient a alors la possibilité de bénéficier d’une prise en charge plus adaptée, ce qui lui
apporte un meilleur vécu de sa maladie.

De plus, ce diagnostic nous informe sur le mode de transmission de la pathologie, ce qui permet

de réaliser un conseil génétique au patient et a ses apparentés.

Les études sur ce syndrome sont essentielles. En effet, I’existence de motifs d’expansion
pathologiques encore inconnus n’est pas exclue.

En sus, une étude est actuellement en cours a La Timone, qui a pour but de déterminer la taille
totale de I’allele C grace au Next Generation Sequencing (NGS) ; d’identifier de nouveaux
motifs potentiels, ainsi que d’éventuelles mutations ponctuelles dans le géne RFC1. En effet,
une récente étude de Benkirane et al. datant du 27 juillet 2022 a mis en évidence deux patients
atteints du syndrome CANVAS présentant 1’allele C a 1’état hétérozygote, avec une mutation

du gene RFC1 sur le second allele. (14)
L’avancée des connaissances sur le syndrome CANVAS ne cesse de progresser et ces nouvelles

découvertes nous permettent d’adapter et d’optimiser nos techniques de diagnostic moléculaire,

tout en approfondissant notre connaissance de la pathologie.
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