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INTRODUCTION



Intrnrhirtinn

Les erreurs innées du métabolisme sont li€es a la déficience d’une enzyme ou d’une
protéine de transport, généralement a la suite d’une seule mutation, ainsi I’activité d’une voie est
compromise a 1’étape ou intervienne la protéine concern€e. En amont de cette étape, il y’a
accumulation d’un ou plusieurs intermédiaire. Ainsi une baise de concentration des produits ou
des intermédiaires en aval (Declercq, 2001).

La phénylalanine hydroxylase (PAH) est une enzyme du foie qui permette la
transformation de la phénylalanine (Phe) en tyrosine L’activité de cette enzyme est associée a la
présence d’un cofacteur, la tétrahydrobioptérine (BH4) (Cooper, 1999; Orsini et Pellet, 2005).

Le déficit de cette enzyme provoque une maladie qui est la phénylcétonurie (PCU)
(Richardson et al., 2003). Le résultat de ces déficits est I’accumulation sanguine de la Phe et
I’apparition de ses dérivés notamment 1’acide phénylpyruvique dans les urines. Cette
hyperphénylalaninémie (HPA) entraine de graves troubles neurologiques tels que des troubles du
développement intellectuel, des troubles de 1’attention et du comportement. Elle peut également
engendrer des convulsions, une dépigmentation de la peau et des cheveux, de plus une odeur
particuliére de la peau et des urines (Richardson et al., 2003).

Ces troubles peuvent néanmoins étre évités grace notamment au dépistage systématique
des nourrissons a trois jours de vie par le test de Guthrie, suivi d’une prise en charge adaptée
(Abadie et al., 2005). Cette prise en charge comprend un régime alimentaire strict complexe
dont le but est de controler le taux de phénylalanine dans le sang et d’instaurer dans certains cas
un traitement médicamenteux.

C’est dans ce cadre que s’inscrit ’objectif de notre travail qui a pour but d’expliquer le
role biochimique de PAH dans le métabolisme, sa voir sa structure et les aspects génétique du
déficit en PAH, connaitre I’effet du déficit en phénylalanine hydroxylase et déterminer les

éléments qui doivent faire rechercher cette pathologie.
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1.2.La répartition géographique :

La prévalence de la PCU varie grandement a travers le monde (tableau 1), elle est la plus
élevée dans les populations européennes (HAS, 2011). La prévalence de I’affection varie de
1/4 000 a 1/40000, les populations d’Irlande étant les plus touchées (Feuillet, 2006). En France,
la fréquence est connue grice au dépistage néonatal systématique (HAS, 2010). Pour I’année
2008, les résultats du dépistage néonatal indiquent une fréquence de 1 sur 14152. Cette
fréquence varie en fonction des régions (HAS, 2011).

Tableau 1 : Prévalence de la PCU dans les principaux pays (Blau et al., 2010) :

PAYS PREVALENCE
France 1/17 292
ANGLETERRE 1/10 000
ITALIE 1/3654
ESPAGNE 1/6532
Allemagne 1/8553

Turquie 172 500

nord de I’Irlande 1/4500
Etats-Unis 1/15 000
Amérique latine 1/50 000 a 1/25000
Chine 1/100 000
Thailande 1/20 000

Japon 1/ 143 000
Afrique 1/100 000
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L.3. La structure de la phénylalanine hydroxylase (PAH)

La phénylalanine est un des trois acides aminés possédant une chaine latérale aromatique
avec la tyrosine et le tryptophane. C’est un acide aminé essentiel (ou indispensable).
la phénylalanine hydroxylase partage beaucoup de propriétés biochimiques et physiques avec la
tyrosine hydroxylase (Tyr OH) et tryptophane hydroxylase (Trp OH) suggérant qu'ils aient
évolué d'un ancétre commun et pourraient constituer une famille des protéines structurellement
communes (Fusetti et al, 1998). Phénylalanine hydroxylase, tyrosine hydroxylase et
tryptophane hydroxylase catalysent les réactions semblables d'hydroxylation utilisant le méme
atome de fer non héme mais différent dans leur spécificité de substrat (Flatmark et Stevens,
1999 ; Teigen et al 2007 ; Fitzpatrick, 2012).

La PAH comprendre quatre sous unité, Chacun des quatre sous unité est organisé en trois
domaines : un domaine N-terminal de 12-19 kDa impliqué dans la régulation de 1’activité suivi
d’un segment d’environ 38kDa, qui se compose d'un domaine catalytique et d'un domaine de
C-terminal de tetramerization qui a SkDa (figure 1) (Fusetti et al., 1998 ; Leandro et al., 2011).

Le domaine de tétramérisation est compose de deux brins béta, qui forment un ruban et

une longue hélice. Le bras hélicoidal de chaque sous-unité est en contact avec les trois autres
pour former un motif & enroulement en spirale. Les quatre domaines de tétramérisation enroulés
peuvent étre vus, quand les formes bispiralés les sous-unités sont tirés rapprocher pour former la
structure quaternaire de la protéine finale (figure 2) (Kobe et al., 1999).
Le domaine de tétramérisation a deux points de rotation qui permettent certaine protéine
souplesse dans sa forme, peut-étre pour permettre la formation bispiralée optimale. Cette
flexibilité n'est pas trouvée dans le Tyrosine hydroxylase de protéine similaire (Bergdoll, 1997).
a proposé que la rigidité de Tyr OH induit des contraintes de conformation sur le squelette
peptidique qui favorisent la conformation optimale pour l'oligomérisation (Fusetti et al., 1998).

Le domaine catalytique de PAH se compose de 13 hélices alpha et 8 brins béta situés
profondément & l'intérieur de la protéine. Le site actif et la zone qui l'entoure est formé par
principalement des acides aminés hydrophobes créant une situation favorable pour
I'hydroxylation de la phénylalanine hydrophobe. Chacune des sous-unités contient son propre
site actif permettant & 'enzyme de catalyser la réaction en quatre endroits différents (Erlendsen

et al., 1997 ; Fusetti et al., 1998).
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PAH Tétramére : Deux vues perpendiculaires de la structure assemblée de I’enzyme PAH sous forme
tétramérique. L’ion ferreux est représenté par une sphére grise ou rouge (Pettersan et al., 2004 ;
Ranaud, 2010).

Figure 02: Les quatre sous-unités de phénylalanine hydroxylase (Fusetti et al., 1998).
Les domaines de tétramérisation se rassembler dans le centre de l'image. Les hélices alpha
forment d'enroulements-convecteurs, des liens forts pour garder l'ensemble d’enzyme (Fusetti et
al., 1998).
IL4. Le role de la phénylalanine hydroxylase (PAH)

L'enzyme est activée par la phénylalanine et inhibée par le tetrahydrobiopterine (BH4);
les deux phénoménes ont été rapportés depuis plusieurs décennies. L'activation de l'enzyme par
la phosphorylation a été établie dans les années 70. Cependant, un arrangement complet des
effets des substrats et de la phosphorylation sur l'activité de l'enzyme et les changements
structurels responsables des changements de l'activit¢ manquent (Abita el al., 1976;
Fitzpatrick, 2012).

La PAH est fortement activée par la Phe. Ainsi une augmentation de la concentration de
la Phe augmente lactivité de l'enzyme responsable de son métabolisme pour éviter son
accumulation. L’enzyme peut étre phosphorylée, la phosphorylation met en jeu I'ATP et une
protéine kinase dépendante de IAMP cyclique. Elle est activée par le glucagon. La PAH
phosphorylée est plus active et elle est plus fortement activée par la Phe (Kruh, 1989).

La phénylalanine est un acide aminé indispensable dans 1’organisme (Chabert et
Gobert, 2007), la Phe provient de la dégradation des protéines alimentaires (origine exogeéne) ou
de la dégradation des protéines du corps humain (origine endogene).

Les deux utilisations principales dans 1’organisme de la Phe sont la synthése protéique et la
synthése de tyrosine catalysée par la phénylalanine hydroxylase (Kaufman, 1999 ; Mortureux,
2013).
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11.4.1. La voie principale de la transformation de la phénylalanine

La phénylalanine hydroxylase catalyse la transformation irréversible de la phénylalanine
en tyrosine. Cette réaction nécessite la présence d’oxygéne respiratoire, de fer ferreux et de la
tétrahydrobioptérine (BH4) comme coenzyme donneur d’hydrogéne. Les hydrogénes réduisent
un atome d’oxygene, tandis qu’un autre atome d’oxygéne vient sur le carbone 4 du noyau
aromatique de la phénylalanine (figure 3) (Raisonnier, 2003).

Durant 1’oxydation de la Phe par la phénylalanine hydroxylase (PAH), Ila
tétrahydrobioptérine (BH,4) est convertie en un intermédiaire la ptérin-4 a-carbinolamine. La
BH4 est ensuite régénérée via la quinoides dihydrobioptérine (q. BH,) grice a la ptérine-4-o-
carbinolamine déshydratase (PCD) et a la dihydrobioptéridine réductase (DHPR) NADH
dépendante. La BH, est synthétisée a partir de trois autres enzymes : la GTP cyclohydroxylase I
(GTPCH), la 6-pyruvoyl-tétrahydroptérine synthétase (PTPS) et la sépiaptérine réductase (SR) a
partir du guanosine tri-phosphate (GTP) dans le foie (Figure 4) (Thony et al., 1998).

La coenzyme de la phénylalanine hydroxylase (BH4) est un Co-substrat redox
structurellement apparenté a 1’acide folique. Au cours de la réaction d’hydroxylation, il se forme
probablement un dérivé intermédiaire hydroperoxyde, & partir duquel le BH; est oxydé pour
donner une forme active de dihydrobioptérine(BH;). La coenzyme se dissocie ensuite de
I’hydroxylase et la BH, est régénérée grice a une autre enzyme consommant du NADPH, la
dihydrobioptérine réductase.

La réassociation de la BH; avec I’hydroxylase referme le cycle (figure 5): un autre cycle
enzymatique peut commencer. La BH; n’est pas une vitamine, car elle est synthétisée par
I’organisme humain. Un intermédiaire dans sa biosynthése est un isomeére inactif de la
dihydrobioptérine. La réduction de cet intermédiaire en BH, est catalysée de facon dépendante
du NADPH par une autre enzyme, la dihydrofolate réductase. L.a BH, est ainsi rendue disponible
pour le cycle de réactions. Il faut noter, que la dihydrobioptérine réductase peut uniquement

réduire la forme active de la dihydrobioptérine (Esterl, 2007).
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11 est important de noter que la BHy4 est conjointement le cofacteur de plusieurs enzymes :
la phénylalanine hydroxylase (PAH) qui transforme la Phe en tyrosine, la tyrosine hydroxylase et
le tryptophane hydroxylase qui interviennent dans la synthése des neurotransmetteurs, comme la
dopamine et la sérotonine, la nitrique oxyde synthétase (NOS) qui permet la synthése de
monoxyde d’azote (Figure 6) (Gilles et al., 2006).

Guanosine
triphosphate (GTP)

GTPCH
Diwdroneoptérine
rphosphate Naéoptarine
PTPS
— v [— ry ]
tpf.—ah‘?dt)f{:ntjégzlg g-BH? Bioptarine l

cD

srine-4a-carbinolamide — Prirmaptarine }

Phém Ead Tyrosine
Tyre — L-Dop=a Jopamine VA
Trypt - —OH- - rotonine - HIAA
- y Jtophanea
Arg _— Citrutine — NO

NI

Figure 06: Métabolisme et action de la tétrahydrobioptérine (BH4) (Gilles et al., 2006).

GTPCH : GTP cyclohydrolase I.

PTPS : 6-pyruvoyl-tétrahydroptérine synthase.
SR : sépiaptérine réductase.

PAH : phénylalanine-hydroxylase.

TH: tyrosine-3-hydroxylase.

TPH: tryptophane-5-hydroxylase.

PCD: ptérine-4a-carbinolamide déshydratase.
NOS: nitrique oxyde synthase.

DHPR: dihydroptéridine réductase.

qBH2: quinonoide dihydrobioptérine.

HVA: acide homovanilique

5-HIAA acide 5-hydroxy indole acétique.
L-Dopa : Dihydroxy-phénylalalnine.

1.4.2.La voie secondaire de la transformation de la phénylalanine

11 existe plusieurs voies secondaires qui sont trés peu utilisées chez les sujets sains mais
elles le sont chez le sujet phénylcétonurique. Il s’agit de la transformation de la chaine latérale de

la Phe qui peut subir soit une décarboxylation ou une désamination qui induit la formation des
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A. La dégradation de la tyrosine se fait par ouverture du noyau aromatique

La tyrosine subit une transamination avec | acide a-cétoglutarique. L acide parahydroxy-
phényl pyruvique, sous 1action dune oxygénase spécifique qui contient du cuivre, subit une
réaction complexe qui implique une deuxiéme hydroxylation du noyau, une décarboxylation, une
oxydation et une migration de la chaine latérale. On obtient Iacide homogentisique. L’acide
homogentisique est oxydé, avec ouverture du cycle, par I’homogentisate oxygénase en acide
fumaryl- acétylacétique. L’acide fumarylacétique est coupé en acide fumarique et en acide
acétylacétique par la fumarylacéto- acétase (Kruh, 1989).

B. La tyrosine est le précurseur du pigment de la peau

La mélanine est un pigment responsable de la coloration des cheveux et de la peau. Les
premiéres étapes de sa synthése mettent en jeu une hydroxylase contenant du cuivre, la
tyrosinase, qui forme la dihydroxy- phénylalanine ou DOPA. La DOPA soxyde en DOPA

quinone, laquelle se cyclise en dopa chrome qui se polymérise en mélanine (Kruh, 1989).

C. La tyrosine est le précurseur des catécholamines, adrénaline et

neurotransmetteurs

Les catécholamines sont des molécules formées d’un noyau aromatique comprenant
deux hydroxyles voisins (noyau catéchol) et une amine. Les principales catécholamines

biologiques sont:

e L’adrénaline, sécrétée par la médullo-surrénale, agit par I’intermédiaire de ’AMPc, a un
role métabolique.

e Deux neurotransmetteurs, la dopamine et la noradrénaline. La noradrénaline est présente
dans toutes les régions du cerveau, en particulier le cortex, I’hippocampe,
I’hypothalamus, ainsi que dans la moelle épiniere. La noradrénaline est un intermédiaire

des synapses des fibres sympathiques.

La dopamine est concentrée dans le corps strié et joue un role essentiel dans le controle
des mouvements volontaires. La dopamine agit au niveau des ganglions sympatique. Ces
deux catécholamines semblent agir au niveau des sites récepteurs en induisant la synthése

d AMPc (Kruh, 1989).
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de phénylalanine, est principalement due a deux maladies métaboliques rares, la phénylcétonurie
lide & un déficit en phénylalanine hydroxylase et le déficit en tétrahydrobioptérine (BH4),
cofacteur des enzymes phénylalanine, tyrosine et tryptophane hydroxylases et de I’oxyde
nitrique synthétase (Sérono, 2011).
L.5.1.1.Les anomalies de la PAH
Le déficit en phénylalanine hydroxylase est responsable de I’oligophrénie phényl-

pyruvique ou phénylcétonurie. Les dérivés du catabolisme de la phénylalanine (phénylpyruvate)
sont directement toxiques pour les neurones (Raisonnier, 2003).
Trois différents types de phénotypes de phénylcétonurie ont étre distinguer selon le taux
plasmatique de Phe (tableau 2):

e la PCU typique ou classique

e laPCU atypique ou méditerranéenne

¢ |’hyperphénylalaninémie modérée permanente ou HMP
Tableau 2 : Les différents phénotypes de la PCU en fonction de la concentration plasmatique en
phénylalanine (Feuillet, 2006; HAS, 2010)

Taux sanguins de Phe
PCU typique > 20 mg/ dl
PCU atypique 10 <PHE <20 mg/ dl
HMP 3<PHE<10mg/dl

Le dosage de la Phe plasmatique est exprimé en pmol/L, mais il est aussi fréquemment exprimé
en mg/dl avec un rapport (umol/L) / (mg/dl) égale a 60. (60pumol/L=1 mg/dl) (Feuillet, 2006)

Les patients atteints d’une PCU typique ou atypique doivent suivre un régime strict
contrdlé alors que le régime des patients souffrant d’HMP ne comprend pas de produits spéciaux.
Cependant, ces personnes doivent étre suivies et les familles doivent étre informées, notamment,
s’il s’agit d’une fille car leurs futures grossesses nécessitent une surveillance particuliére
(Feuillet, 2006).
L5.1.2.Anomalie de la synthése ou de la régénération du BH,

Dans 2 % des cas, le déficit enzymatique ne concerne pas I’enzyme mais la synthése ou

le recyclage de son cofacteur (BHy) (Feuillet, 2006).
Un déficit en tétrahydrobioptérine fut reconnu comme le responsable, outre de
I'nyperphénylalaninémie, d'un déficit de la neurotransmission monoaminergique, conséquence du
dysfonctionnement des autres hydroxylases tétrahydrobioptérine-dépendantes, tyrosine- et
tryptophane-hydroxylase (Chabert et Gobert, 2007). Plusieurs défauts enzymatiques peuvent
altérer la synthése ou l'utilisation de ce cofacteur, déficit en GTP cyclohydrolase I en 6-pyruvoyl-
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I1.5.2.Les maladies héréditaires du métabolisme

Les maladies héréditaires li€es aux métabolismes résultent d’un déficit enzymatique, total
ou partiel, consécutif 4 une mutation sur le géne codant ’enzyme considéré. La perte ou la
diminution d’activité de la voie avec pour conséquence une diminution des produits en aval du
déficit (déficit fonctionnel ou déficit énergétique) ou une augmentation des produit en ament

(toxicité) (Sablonniére, 2010).

e La tyrosinase est inactive dans une maladie héréditaire, [’albinisme. il n’a aucun effet sur
les fonctions mentales (Andreasen, 2001). Les albinos se caractérisent par une absence
de pigment cutané, par des cheveux trés clairs et par des troubles de la vision (Kruh,
1989).

e Une anomalie héréditaire, lalcaptonurie, est due a labsence congénitale
d’homogentisate oxydase (voet et voet, 2005 ; Zschocke et Hoffmann, 2005). Elle se
manifeste par | élimination dans les urines de grandes quantités d'acide homogentisique.
En milieu, alcalin 1'acide homogentisique s’oxyde en quinone qui se polymérise en un
composé noir. Cette anomalie est sans gravité (Kruh, 1989 ; Horn, 2005).

e La phénylpyruvate se forme a partir de phénylalanine par transamination. Sa production
va étre augmenté du fait que la conversion en tyrosine est bloquée et que la Phe
s’accumule. la concentration de phénylpyruvate est élevée dans le plasma et dans
I’urine. D’oul le nom de la maladie : Phénylcétonurie (Horn et al., 2005 ; feuillet,
2006). Elle se caractérise par un retard mental grave (Kruh, 1989 ; Voet et Voet.,
2005 ; Cooper, 1999).

e La dopamine est concentrée dans le corps strié€ et joue un role essentiel dans le contrdle
des mouvements volontaires. En son absence se développe la maladie de parkinson

caractérisé par une rigidité et des tremblements (Kruh, 1989).
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La phénylalanine hydroxylase est une enzyme fabriquée suivant un programme génétique
trés précis. Une mutation du géne de structure peut entrainer la formation d'une protéine a
activité réduite ou nulle. Cette enzymopathie est une maladie héréditaire récessive autosomique.
Elle n'apparait que si les deux parents sont hétérozygotes et le risque 4 chaque grossesse d'avoir
un enfant atteint est de 25%. L'incidence est d'environ 1/16000 naissances, ce qui correspond &

environ 1 hétérozygote sur 60 dans la population (Gjetting et al., 2001).
I1.1. La localisation du géne de PAH

Le géne qui code la phénylalanine hydroxylase (PAH) est situé sur le bras long du
chromosome 12 dans la région 2, bande 4 et sous bande 2 (12q24, 2). Il contient 13 exons
répartis sur une distance approximative de 100 Kb (figure 11) (Woe et al., 1983 ; Scriver,
2007). Une région complexe a ’extrémité 5' non traduite contenant des éléments de régulation
trans-actives agissant en cis. Le geéne est riche en marqueurs polymorphes intra géniques, y
compris un polymorphisme biallélique des fragments de restriction et un seul polymorphisme
nucléotidique (SNP) des alleles, une courte répétition en tandem d’un tétranucléotide agissant
comme une horloge moléculaire rapide dans I'intron 3, et un nombre variable de répétitions en
tandem (VNTR) (30 cassettes en Pb de longueur) dans la région 3 'mon traduite (Sullivan et
Huret, 1985 ; Sorn et al., 2007).
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Chromosome 12

LD

The PAH gene

Intron

Exon 1 2 3 4 5 6 78 910111213

Figure 11 : Représentation schématique du locus PAH sur le chromosome 12 (Pasternak, 2003;
Ranaud, 2010).
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La plupart des mutations faux-sens trouvées dans le géne codant la PAH provoque un
mauvais repliement de la protéine et donc la perte de la fonction enzymatique (Pey et al., 2007).
Ces mutation ont été observées dans les exons 5 et 7, ce qui entralne la substitution de Arg par

Gln au niveau des résidus 158 et 261 de 'enzyme, respectivement (Okano et al., 1990).

Les mutations du géne PAH peuvent étre classées en fonction de la mesure dans laquelle
l'activité enzymatique est affectée. Contrairement aux mutations pathogénes, des mutations

silencieuses n'ont pas d'incidence activité de la PAH (Fusetti et al., 1998).

Les mutations pathogeénes se produisent souvent dans les zones de réticulation entre les
exons ou entre un exon et l'intron qui affecte la transcription et la traduction; ces interférences
affecte le repliement des protéines et de 'agrégation, et accélére la dégradation, ce qui influe sur

l'activité catalytique de PAH (Gjetting et al., 2001).

Tableau 03 : Répartition de la plupart des mutations du géne PAH (Kayaalp et al., 1997;
Waters et al., 1998).

Type de mutation Représentation graphique %
Faux sens 62,85
Délétion 12,96
Epissage 11,23
Silencieuse 5,62
Non sens 5,18
Insertion 1,30

I1.4.Classification des mutants de PAH

Parmi les 500 formes différentes du géne PAH quelques unes ont été caractérisé quel : 31
modifications de la séquence protéique de I’enzyme n’entrainent aucune modification chez
I’individu ni de son taux de phénylalanine sérique. Parmi les autres formes on distingue 4
types avec un taux sérique qui atteint ou dépasse 1000umg/L avec la nécessité d’un régime pour

éviter les atteintes cérébrales (Kayaalp et al., 1997):
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IL.5.La corrélation phénotype-génotype

Les caractéristiques fonctionnelles des différentes mutations génétiques du PAH ainsi que
les corrélations génotype-phénotype ne sont pas toujours simples (Scriver et Waters, 1999). Sur
le plan enzyme, il ya des mutations qui provoquent des altérations structurelles graves ou de
détruire le domaine catalytique de 1’enzyme, donc le résultat est 1'absence de la fonction. Le
métabolisme de phénylalanine avec ces mutations peut étre influencé par d'autres facteurs, y
compris la concentration de la tétrahydrobioptérine (Kure et al., 1999). Les analyses de la
relation génotype-phénotype ont abouti & un systéme pour classification des mutations PAH
comme sévere, modérée, légere, ou HMP (Guldberg et al.,, 1998). La gravit¢ des mutations
fréquentes dans une population particuliére détermine la fréquence relative des différentes
formes du déficit PAH. La fréquence élevée des PCU sévére est expliqué par la forte proportion
de mutations (Zchocke, 2003).

I1.6. La localisation des mutations dans la structure du géne PAH

Des études récentes de la structure de la PAH ont fourni des informations sur le site actif
et les sites de liaison de ses substrats et de son cofacteur. Il dispose trois domaines structuraux
constitué d'un domaine de régulation N-terminal (résidus 1 - 142), un domaine catalytique
central (résidus 143-410), et un domaine de tétramérisation en C terminal (résidus 411-452)

(figure 13) (Blau et Erlendsen, 2004 ; Kim et al., 2006; Sorn et al., 2007).

70% des mutations se situent dans le domaine catalytique, 16% des mutations sont dans le
domaine de régulation et 14% sont dans le domaine tétramérisation (Zurfluh et al., 2008;
Audrey, 2011).
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(De Parscau, 2001). Mais avant tout, le dépistage doit étre accepté par les parents ainsi que, s’il
est positif, ’analyse génétique permettant d’identifier la mutation en cause lorsqu’elle est
nécessaire, tout résultat positif doit conduire a la prise en charge immédiate du nouveau né dans
un but d’amélioration du pronostic et, enfin, tout programme de dépistage organisé doit étre
évalué régulierement (Ardaillou et Gall , 2007).

IIL.2. Réalisation du dépistage

I1L.2.1. le test de Guthrie

En 1963, Robert Guthrie publiait une méthode permettant d’envisager un dépistage
néonatal systématique des maladies métaboliques. Cette méthode, associant un prélévement de
sang recueilli sur papier filtre et un test simple. fut d’abord appliquée au dépistage néonatal de la
phénylcétonurie (Dhondt¢ et Farriaux, 2000).

Le principe de ce test bactériologique est d'inhiber la croissance d'un bacille par un
analogue de la phénylalanine et de lever cette inhibition par des pastilles de papier buvard
imprégné de sang riche en phénylalanine déposé sur la gélose (De parscau, 2001).

Le prélévement de sang pour le test de Guthrie est actuellement réalisé chez tous les
nouveau-nés au troisiéme jour de vie (De Parscau, 2001; Feuillet, 2006; HAS, 2010).

Le prélévement sanguin utilisé est un prélévement capillaire. Un prélévement veineux peut lui
étre préféré en raison de la douleur moins importante de ce type de prélévement mais les
recommandations nationales et internationales demeurent le prélévement au talon (Dhondt,
2010; Audry, 2011).

Les gouttes de sang sont ensuite déposées sur un papier buvard standardisé et de le laisser sécher
a température ambiante (un disque de 6 mm imprégné de sang séché équivaut a 10 pl de sang)
(De Parscau, 2001). Le dépistage se fait entre 72 et 96 heures de vie a partir de la goutte de sang
séchée sur papier buvard (HAS, 2011).

La qualité du remplissage des taches de sang est essentielle car les automates sont
étalonnés pour un certain taux d’hémoglobine/ cm? de carton buvard. La qualité du relevé des
informations sur le nouveau-né dépend de la facilité¢ a le retrouver en cas de résultat positif
(Audry, 2011).

I11.2.2. La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

Dans les années 1990, la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) a été appliquée au
dépistage néonatal ; cette technologie permet de dépister rapidement et simultanément en une
seule étape analytique sur un méme échantillon, entre autres sur le carton Guthrie.

L’objet d’un dépistage néonatal par des tests biologiques, la PCU, est susceptible d’étre
dépistée en routine par MS/MS (HAS, 2011).
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% Avec hypertyrosinémie
* Hyperphénylalaninémie transitoire (qui touche surtout les prématurées).
* Augmentation de la prise alimentaire de protéine.
* Maladie hépatique (incluant la galactosémie et la tyrosinemie).

+ Sans hypertyrosinémie
* Hyperphénylalaninémie transitoire;
* Secondaire a un médicament (trimethoprime, methotrexate, anti foliques);
* Maladie inflammatoire sévére;
» Maladie rénale.
II1.4. Le diagnostic des adultes

Le diagnostic de la PCU a I’4ge adulte s’adresse a des personnes ou le dépistage n’est pas
réalisé a la naissance ou bien présentent des signes légeéres. Malgré les signes d’appel
caractéristiques de cette maladie, certains malades développent des formes peu symptomatiques
pouvant passé inapercues. Le diagnostic peut également étre réalisé chez des patientes aprés une
mise au monde d’enfants ayant une embryofoetopathie accompagné d’une micoencéphalie. Le
diagnostic des adultes s’effectue généralement par un dosage des acides aminés plasmatiques
(Audry, 2011).
De plus, des taux éléves de Phe a 1’4ge adulte peuvent se traduire par une efficience moindre de
la mémoire et par des troubles légers du comportement (distraction, agressivité, etc.). Les
patients concernés (et/ou leur entourage) apprennent a se connaitre et savent a quels taux ces
troubles apparaissent. La prise en charge des patients adultes doit étre individuelle et tenir
compte des avantages de la libéralisation du régime et des éventuels inconvénients sur le
comportement.
Le niveau optimal d’équilibre de la Phe plasmatique sera alors déterminé en tenant compte de
ces parametres (Feuillet, 2006).
IV.5. Grossesses chez les femmes ayant une PCU
Des embryofoetopathie hyperphénylalaninémies chez des femmes ayant une PCU non

traitées pendant leurs grossesses ont été observées alors qu’un contréle des taux de Phe maternel
pendant la grossesse permet d’obtenir des enfants tout a fait normaux (Feillet, 2006). Cette
embryofoetopathie se traduit chez le nouveau-né par des malformations osseuses, cardiaques et
oculaires congénitales, une microcéphalie, une hypotrophie et une arriération mentale (Feingold
et al., 1998; De parscau, 2001; Chabert et Gobert, 2007). Elle est directement li€e a la toxicité

de la Phe quand ses taux sont trop élevés chez la mere (Feuillet, 2006).
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