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Généralités

Neuropathies héréditaires périphériques

CMT - Charcot-Marie-Tooth

Groupe de maladies génétiques caractérisées par :
* une atteinte des nerfs périphériques
* une atteinte motrice et sensitive
* touchant au moins une personne sur 2 500
* présentant une hétérogénéité sur les plans: clinique,

électrophysiologique et génétique

dHMN - Distal hereditary motor neuropathy

* une atteinte des nerfs périphériques

* une atteinte uniquement motrice

Vallat JM, Funalot B. La maladie de Charcot-Marie-Tooth. Med Sci (Paris). oct 2010;26(10):842-7. doi:10.1051/medsci/2010261084.2
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Neuropathies associées au gene SORD

Géne SORD Voie des polyols
Mutation du géene SORD
Transmission : autosomique recessive Aldose reductase
Un des geénes les plus fréquemment mutés dans les CMT2 et dHMN inhibitors
Mutation la plus fréquente : c.757delG (délétion d’une seule base l @ ___________
qui décale le cadre de lecture) ' Sorbitol

Aldose reductase ‘deshydrogenase'
Pseudogéne SORD2P CHO CHOH |  sorp . CH,OH

. . +—OH t+—OH 0

Haute homologie séquence HO ——> HO—| ——> HO—
Non fonctionnel - faux positifs au séquencage j 85 NADPH NADP* | gn NAD:  NADH j 83
VUS - Variant de signification incertaine CH,0H CH,0H CH,0H
Variant génétique ni pathogéne confirmé, ni bénin écarté Glicoee Sorbitol f Filctose

Fréquent dans SORD

R
f‘iEARc” Zhu Y, Lobato AG, Rebelo AP, Canic T, Ortiz-Vega N, Tao X, et al. Sorbitol reduction via govorestat ameliorates synaptic dysfunction and neurodegeneration in sorbitol dehydrogenase deficiency
Cortese A, Zhu Y, Rebelo A, Negri S, Courel S, Abreu L, et al. BIALLELIC MUTATIONS IN SORD CAUSE A COMMON AND POTENTIALLY TREATABLE HEREDITARY NEUROPATHY WITH
IMPLICATIONS FOR DIABETES 4
Fernandez-Eulate G, Bruneel A, Stojkovic T. Les neuropathies héréditaires associées au géne SORD.
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Tableaux cliniques

Atteinte Motrice Atteinte Sensitive :
3
o Faiblesse musculaire distale des membres inférieurs N—
J Paresthésies distales (fourmillements, brilures)

J Amyotrophie progressive

. Trouble de la marche N\ . Douleurs nerveuses
e Aréflexie ostéo-tendineuse *  Fatigue chronique N—
Déformations Evolution
Pied Se—
e Pieds creux ) ) _
Orteil - R o Début : 2e—3e décennie
e Orteils en marteau ,
\ //i] . Evolution lentement progressive

Pons N, Fernandez-Eulate G, Pegat A, Théaudin M, Guieu R, Ripellino P, et al. SORD -related peripheral neuropathy in a French and Swiss cohort: Clinical features, genetic analyses, and sorbitol dosages.

Fernandez-Eulate G, Bruneel A, Stojkovic T. Les neuropathies héréditaires associées au gene SORD.
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Diagnostic des neuropathies SORD

Clinique

-

Analyse génétique

Exome
Recherche de variants bi-alléliques SORD

Dosage sorbitol

Spectrométrie de masse HPLC
Biomarqueur indirect - élévation significative

Dosage enzymatique SORD

Méthode directe
Activité enzymatique sur globules rouges

-m
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Dosage du sorbitol

METHODE INDIRECTE
Principe
* La neuropathie SORD entraine une augmentation de sorbitol circulant
Technique

e Spectrométrie de masse couplée a ’'HPLC
* Echantillon : plasma
Intérét clinique
* Permet un dépistage rapide et sensible mais équipements colteux et
personnels qualifiés
* Oriente le diagnostic génétique
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Dosage du sorbitol

PSUCRE_20260116-29 Smooth(Mn,1x2) M

o6 9.17
D-Sorbitol
862 I . 9
. . % AN f| Concentration sorbitol : 0,3uM
Patient sain /|22
7.24 / ti’ \
N 8 V
0 R e L -
Valeur normale < 5uM
PSUCRE_20260116-30 Smooth(Mn, 1x2) D-Sorbitol M
862
2214039

100

Pahent malade % Concentration sorbitol : 58,5uM
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Dosage de la SORD
METHODE DIRECTE

i Sorbitol Le dosage de la sorbitol déshydrogénase (GR) repose sur la

‘deshydrogenase’ mesure de la consommation du NADH lors de la réduction du
CHOH |  sorp . CH,OH fructose en sorbitol.
~— OH 0

HO HO—]
' 8:1 NAD* NADH j gn Le NADH absorbe a 340 nm
CH,OH CH,OH
La diminution de I'absorbance a 340 nm est proportionnelle
Sorbitol f Fructose a I'activité de la SORD
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PROTOCOLE

Agiter pour remettre en
suspension les globules
rouges

T TR
Wi~

Prélever 300ul. de sang et laver avec
600pl. de sérum physiologique x3

—

fm
¥

w J

-

QD

000

N e o

Récupérer 50 pl. de culot globulaire
ct ajouter 100pl. d’eau pour lyser les
globules rouges

&

10
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PROTOCOLE
e Lecture de A340 pendant 30 min

] -

PO

¢ Y

{) \ Ajouter 50ul. d’'un mélange fructose

(5.1 M)/TRIS

Prélever 2,5 ul dhémolysat +947,5 pl. —
d'une solution de NADH (23 mM) /TRIS -

11
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Interprétation des données

| N—\,/\J\/\/\ Principe : mesure de I'absorbance NADH a 340 nm
- \\\ g —> vitesse de disparition du NADH correspond a l'activité SORD erythrocytaire
N

-0,010 \ 7.‘\.% .
\ X\\ Standardisation : correction par ’hémoglobine "
P N : // 0

\\ \\ \ Résultat : en % d’un témoin négatif Lk \\\\
-0,025 \ \ = \ 6 \\\

N \ %\

i
\ [

NN ERANE AN EE A
N\ - A\
A\

e : 09 \X"\A
NN 1] A\

-0045 . 5 '// 5%\

\ M7 \
-0050 s ‘\ -

04 \ -

X : \

-0055 < \\

-0,060 \ 00633
3800 3900 4000 4100 4200 4300 4400 4500
Longueur d'onde (nm)

-0,065
-0,0667

5:00 10:00 15:00 20:00 25:00 30:00
0:00 Temps
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Validation analytique

ABS Cuves 1d6/A = 340 nm

0,0035
/J\ Hémolysat + TRIS
°‘M§ =% ) e R Hémolysat + TRIS + NADH
N [ = Hémolysat + TRIS + FRUCTOSE

-0,005 > = =
' N ey ey \ADH seul

NADH + FRUCTOSE

.

-0,010

-0,015

-0,020

Evaluation de la capacité du test a
mesurer uniquement l'activité de la
SORD, sans étre influencée par
d’autres molécules présentes dans
I’échantillon

-0,025

0,035

0,040 Hémolysat + TRIS + NADH + FRUCTOSE

-0,045

-0,050

-0,055

-0,060

-0,065

-0,0671 1
500 10:00 1500 20:00 25:00 30:00

0:00 Temps
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Validation analytique

Performance du test
Sensibilité = 100%

— Aucun faux négatif / Détecte tous les patients déficitaires

Spécificité = 100%
—> Aucun faux positif / Si test négatif = non malade

Tous les patients avec activité SORD non déficitaires n‘ont pas de neuropathie SORD (sorbitol normal)
Tous les patients atteints de neuropathie SORD (sorbitol augmenté) ont une activité SORD déficitaire.

14
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Va

Analyse des données d’un
méme témoin normal

idation analytique

REPRODUCTIBILITE

N =17 mesures

Moyenne (U/g hémoglobine) 1,24370721
Ecart-type 0,11971756
Coefficient de variation (%) 9,62586334

15
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Conditions pré-analytiques

TYPE DE TUBE / CONSERVATION

16
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N=1 Type de tube

ABs Cuves 1d5/2 = 340 nm JE—
0,0007 — T P — i‘;&::‘s’é’fr
N o ::uze:f;.é:i:kmz I 4 I 4
wl N Résultats observés
Les vitesses de disparition du NADH different selon le type de tube
-0,02 ¢ . . 7’ . V4
Le tube EDTA montre l'activité enzymatique la plus marquée
-0,03 +
-0,04
-0,05 1
-0,06
0074 . * Tube hépariné
Tube gris
0,105 = Tybe EDTA

5.00 10:00 15:00 20:00 25:00 30:00

0:00 Temps 17
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% différence /J1

=10+

-20=

=30+

Conservation +4°C

Suivi du pourcentage de différence de I'activité enzymatique par rapport a J1 chez 4 patients a J6/J10/)14

s T .....................

T T
J6 J10 J14

18
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Dosage enzymatique sur papier Guthrie

Protocole

Découper % disque de papier Guthrie
Imprégnation dans 942,5uL de TRIS

Ajout de 5uL de NADH et incubation 45 min 37°C
Ajout 50 pL de fructose et incubation 15 min 37°C
Lecture au spectrophotometre

1.
2.
3.
4.
5.

- spécificité identique a ’hémolysat

Résultat et conclusion

sssss

a1 ]
500 1000 2000 200 00 Longueur d'onde (nm)

1500
Temps.

* Droite décroissante moins propre qu’avec I’hémolysat

* LIMITES : 'hémoglobine est ininterprétable

Rendu d’un résultat quantitatif (%) impossible

~Methode approximative (découpe d’un demi disque Guthrie)

Conclusion : Rendu d’un résultat qualitatif possible

19
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CHO
OH

OH
OH

CH,OH

HO

Glucose

Dosage enzymatique de 'aldose réductase

Aldose reductase

CH,OH

OH

> B

NADPH NADP: . OH
CH,OH

Sorbitol

‘ NADPH seul

4l
P
g 8 B

00000

---------------------

oooooo
ooooo

000000

nnnnnn

Donc on ne peut pas doser |'aldose reductase ...

20
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Conclusion

* Dosage enzymatique de la SORD (plutot sur EDTA) : simple, rapide,
sensible, spécifique, reproductible et peu colteux !!!

* Enrichie la démarche diagnostique existante

e Outil de choix pour lever 'incertitude des variants SORD de signification
incertaine (VUS)

21
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TEMPS D’ECHANGES

AVEZ-VOUS
des questions ?

G

25
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PROTOCOLE SORD

Fructose vers Sorbitol

Protocole de recherche : mesure de 'activité enzymatique

de la sorbitol déshydrogénase (SORD) par
spectrophotométrie UV-visible

Sens : fructose vers sorbitol

Etape 1 : Lavage et hémolyse des échantillons

Remetire en suspension les globules rouges par retournements du tube de sang.
Aprés réhomogénéisation du tube vert, prendre 300 pL de gang total et ajouter 600
pL de sérum physiologique. Centrifuger 1 minute a la capsule. Enlever le surnageant
et répéter I'opération encore 2 fois.

Une fois le lavage terminé, récupérer 50 yl de culot globulaire et ajouter 100 pL d’eau
distillée. Répéter I'opération (au total : 2 hémolysats par patient).

Congeler a -80°C pendant 30 minutes minimum. Placer 1 hémolysat sur le portoir « a
faire » et 1 hémolysat dans la boite « Archives ».

Etape 2 : Préparation des substrats et du tampon TRIS (si nécessaire)

Tampon Tris : ajouter du TRIS poudre dans 500 ml d'eau distillée ; Ajouter du HCI
jusqu'a obtention d'un pH =7 4.

Fructese 5,1 mol/l : ajouter 2757 mg de fructose (D-fructose Sigma) dans 3 ml de
tampon TRIS (falcon 15 ml).

NADH 23 mmoll : ajouter 30.6 mg de NADH, H+ dans 2 ml de tampon TRIS (falcon
15 ml).

Vortexer vigoureusement les falcons pour mélanger de facon homogéne.

Préparer des ampoules de tampon + NADH a conserver & -80°C :

Produit Volume
Tampon TRIS 9425 pl
NADH 23 mmoli Sul

Etape 3 : Préparation des échantillons avant analyse

Vortexer vigoureusement I'ampoule réactionnelle décongelée.

Vortexer vigoureusement le sang décongelé puis le centrifuger a la capsule une
trentaine de secondes.

Ajouter 2,5 pl d'hémolysat aux 947,5 pl d’ampoule réactionnelle dans un eppendorf
de 1,5 ml. Bien mélanger.

Pré-incuber cet eppendorf a 37°C sur le mélangeur eppendorf pendant 45 min.
Ajouter 50 pl de fructose 5,1 molll. Bien mélanger.

Continuer la pré-incubation pendant 15 min.

Transférer le contenu de I'eppendorf (1 ml) dans une cuvette de spectrophotométre.
Analyser aux longueurs d'onde 340 et 700 nm, 1 point de lecture toutes les 1 min
minimum, pendant 15 min.



Sorbitol concentration | 0 min (beginning of | 30 min (midway) 60 min (end of
(umol/l) reaction) reaction)
Full reaction mix

Sample 1 20.6 37.1 71.8
Sample 2 153 28.7 52.0
Sample 3 20.2 31.6 56.3
Reaction mix lacking fructose

Sample 1 <5 <5 <5
Sample 2 <5 <5 <5
Sample 3 <5 <5 <5
Reaction mix lacking NADH

Sample 1 5.6 5.8 5.6
Sample 2 5.8 5.6 5.6
Sample 3 5.7 5.5 5.7

Apres le démarrage de la réaction
enzymatique, des échantillons sont
prélevés a différents temps et analysés
par spectrométrie de masse. On observe
une augmentation de la concentration de
sorbitol au cours du temps, ce qui montre
gue I'enzyme catalyse spécifiguement la
transformation du fructose en sorbitol.




N=1

Conservation a température ambiante

JO

ABs Cuves 103/A = 340 nm
0,0067
P
0010 ’ ~C Témoin Positif
.0.020 [~
! -
0,030 —
Témoin Nggatif \
o W\\‘
-0,050
PATIENT X
-0.060
0,070

ABS

J14

Cuves 189/A » 340 nm

0.0067

0,010 +

T

Témoin Positif

0020

<0030

-0.040 +
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ETUDE CINETIQUE DE LA SORD

Vmax
Km (mol/L)

0,78814628
0,37413304

vOenU

1/v0

0,6

0,5

0,4

03

0,2

01

Michaelis Menten

04 0,6 038
[Fructose] en mol/L

Lineweaver Burk

10 15 20 25
1/[Fructose]

y = 0,4747x + 1,2688

30
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Différence prix dosage sorbitol VS dosage SORD

DOSAGE SORBITOL
En pour un
global: 35 € échantillon

2,50 € |'échantillon supplémentaire

pour Environ700/800injections
info colonne XbridgeBEH amide 1000€
sorbitol deutéré (standard
interne) 417€/100mg
sorbitol 389€/125mg
ACN LCMS 1L 17 €
H20 LCMS 1L 4€
MeOH LCMS 1L 7€
temps de run 15min a un débit de
1mL/min

DOSAGE SORD

Coiit du fructose

e Prix:88,30€/kg— 0,0883€/g

e On prépare : 2757 mg = 2,757 g dans 3 mL, de TRIS
Soit 2,757 x 0,0883 = 0,243 €
On utilise 50 pL sur 3000 pL donc cotit par échantillon :
0,243 / 60 = 0,00405 €
Fructose environ 0,004 € par échantillon

Coiit du TRIS
e Prix : 160,90 € pour 50 sachets = 3,218 € / sachet
TRIS = 3,22 €/ échantillon
Coiit du NADH
e Prix:314€/g— 0,314 €/ mg
¢ Ondissout 30,6 mg dans 2 mI, de TRIS
Soit 30,6 x 0,314 =9,6084 €
Onpréleve S pL sur 2000 pL donc cotit par échantillon :
9,6084 /400 =0,024 €
NADH environ 0,024 €/ test

Coit total par échantillon
TOTAL : 3,25 € / échantillon

Temps technicien : 30min



