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L’étymologie du mot génétique vient du terme grec « genno » qui signifie « donner
naissance ». Elle est définie comme « une science de I’'hérédité, qui concerne les genes, et dont
les premiéres lois ont été dégagées par Mendel en 1865" ». Aujourd’hui, la génétique est un outil
incontournable dans de nombreux domaines biologiques et une étape essentielle dans le
développement d’approches thérapeutiques des maladies génétiques. Depuis ces premieres lois,
150 ans ce sont écoulés et ont été ponctués d’événements majeurs, pour en arriver a nos

connaissances actuelles.

En effet, c’est dans les années 1860 que le moine et botaniste Johann Gregor Mendel
(1822-1884) réalisa une série d’expériences sur des pois qui lui permit d’observer que certaines
caractéristiques extérieures’ sont transmises d’une plante meére a sa descendance tout en
respectant une logique statistique. Ces résultats lui permirent de formuler I’hypothése selon
laquelle cette transmission se fait grace a des « éléments biologiques » (que nous appelons

actuellement geénes), et qu’il doit y avoir au moins deux exemplaires par « éléments ».

La molécule d’ADN’ a été visualisée pour la premiére fois par le chimiste Friedrich
Miester (1844-1895) alors qu’il étudiait la structure des cellules en 1871. Il attribua le terme de
« nucléine » a cette substance qu’il découvrit dans les noyaux cellulaires. Puis, c’est en 1882 que
les premiers chromosomes furent identifiés par I'allemand Walter Flemming (1843-1905), qui
rapporta également le fait que les chromosomes se partageaient en deux au cours de la division
cellulaire (la mitose). Mais, ce n’est que 20 ans aprés que le lien fut établi entre les lois de

Mendel et les chromosomes comme molécule porteuse de I’hérédité.

Les lois de Mendel ont ensuite été ardemment défendues par William Bateson (1861-
1926) en Angleterre, notamment avec la parution de son ouvrage Gregor Mendel’s principle of
heredity en 1902. C'est également Bateson qui introduisit le terme de « génétique » en 1906. Il

développa également les notions d’ « allele », d’ « hétérozygote » et d’ « homozygote ».

En 1909 apparlt enfin le mot « gene » attribué par Wilhelm Johannsen (1857-1927)

comme étant ces éléments internes a la cellule, hérités et transmis. Une année plus tard,

" Le petit Larousse, édition 1985

% Introduction a 'analyse génétique, 3°™ édition ; Griffiths, Miller, Suzuki, Lewontin, Gelbart ; De Boeck
University s.a ; 2002

* Toutes les abréviations de ce manuscrit sont détaillées dans la partie « Abréviations »
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Thomas Hunt Morgan (1866-1945) révéla que le chromosome est le support des génes et qu’il y

a plusieurs genes par chromosomes.

Il faudra ensuite attendre quelques années pour faire de nouvelles avancées dans le
domaine de la génétique. Et c’est en 1953 que James Dewey Watson (1928) et Francis Harris
Compton Crick (1916) publierent la découverte de la structure spatiale de I’ADN, avec I'aide de
Rosalind Franklin et Maurice Wilkins (Watson JD, Crick FHC, 1953%). Les quatre composants de
I’ADN — I'adénine, la thymine, la cytosine et la guanine (A, T, C et G) sont alignés sur deux
molécules qui tournent autour de leurs axes. Les liaisons entre ces molécules sont établies par
formation de liaisons hydrogénes entre les paires A-T et C-G. Les scientifiques parlent désormais
de « double hélice d’ADN ». Mais ce n’est que quarante ans plus tard que les microscopes les
plus perfectionnés livreront la preuve visible du modele élaboré par Watson et Crick. Cette
découverte fut récompensée en 1962 par le prix Nobel de physiologie décerné aux deux

chercheurs.

Le lien entre I’ADN, I’ARN et les protéines avaient déja été établi: ’ADN est porteur
d’une information permettant la production des protéines en passant par une étape
indispensable, la transcription en ARN... Mais une question persistait : comment ? Crick apporta
la clé de ce déchiffrage par la publication du code génétique et de ces 64 codons, en 1961 (Crick

FHC, et al. 1961).

La premiere moitié du XXeme siécle permit de révéler la présence de I’ADN dans le noyau
de chacune des cellules composant un organisme, et de le caractériser comme la molécule
porteuse de I'hérédité se transmettant de génération en génération. La fin de ce siecle a
également vu la découverte de techniques moléculaires remarquables. Ces avancées ont permis
I’étude plus fine de la molécule d’ADN et ainsi la découverte d’anomalies pouvant se glisser au

ceceur de la séquence nucléotidique, susceptibles d’engendrer des pathologies.

Deux techniques révolutionnaires firent leurs apparitions. Le séquencage permettant la
lecture de I’ADN - c'est-a-dire I’'enchainement des éléments A, C, G et T sur un simple brin d’ADN
— qui fut possible grace a deux techniques élaborées indépendamment par Walter Gilber et

Frederick Sanger en 1977 (Maxam AM, et al. 1977 ; Sanger F, et al. 1977). Cette découverte offrit

* Article en annexe
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un prix Nobel aux deux co-fondateurs du séquencage, en 1980. La seconde technique fut
I’'amplification de I’ADN, appelée PCR pour Polymerase Chain Reaction. Bien que le principe de
cette technique ait été élaboré en 1971 par le norvégien Kjell Kleppe, le concept devint réalité
par le travail de Karry Bank Mullis, publié en 1986, qui fut récompensé en 1993 d’un prix Nobel

pour sa réalisation (Mullis KB, et al. 1987).

La génétique apporte enfin de nombreuses réponses dans le domaine des maladies
humaines jusque la incomprises et parfois jugées a mal. Ce fut le cas de la trisomie 21
découverte par JérGme Lejeune et son équipe en 1958 (Lejeune J, et al. 1959). Ceux-ci
démontrerent la présence d’un chromosome supplémentaire sur la paire 21 du caryotype des
malades présentant « un mongolisme », qui était a ce moment |a, considéré comme une
dégénérescence raciale. Ce fut les premiers pas de la génétique médicale. Puis c’est en 1985,
gu’une des premiéres mutations génétiques humaines fut rapportée dans la littérature. Jane
Gischtier et son équipe identifierent deux mutations non-sens dans le géne du facteur VIl de
coagulation impliquées dans I'"hémophilie A (Gitschier J, et al. 1985). La génétique médicale a
ensuite connu un essor considérable, notamment depuis le séquencage de la totalité du génome

humain en 2001 (Lander ES, et al. 2001).

Dans le laboratoire du docteur Laurence Colleaux, nous étudions la génétique des
pathologies du systeme nerveux central (SNC). Ce travail vise a mieux comprendre les bases
physiopathologiques des déficiences intellectuelles (DI) et les processus développementaux
permettant la mise en place du SNC au cours du développement. Ces résultats ont aussi pour
objectif de fournir les éléments nécessaires a la prises en charge des familles par des généticiens
qui leurs apporteront explications, soutien psychologique, et conseil génétique pour les

grossesses ultérieures.
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1) Définitions et classifications des déficiences intellectuelles

La déficience intellectuelle (DI), précédemment connue sous le terme de retard mental
(RM) (Salvador-Carulla L, et al. 2008), se définie par « une réduction significative des capacités a
comprendre des informations nouvelles ou complexes, a I'apprentissage de nouvelles aptitudes,
..., avec une autonomie limitée, ..., qui débute avant I'dge adulte et qui persiste durant le

développement. » (Department of Health, London, p14).

Les DI sont un probléme de santé publiqgue majeure et entrainent des colts trés
importants pour la société. En Europe et aux Etats-Unis, chaque patient représente une dépense
moyenne de 1 a 2 millions de dollars pour une prise en charge totale, médicale et
institutionnelle. Cela en fait des maladies extrémement colteuses, plus colteuses encore que le
cancer (Ropers HH. 2010). De plus, les DI ont souvent été négligées par le public, car pendant
longtemps, elles ont été considérées comme étant liées a I'’éducation ou au niveau social des

familles.

La DI est évaluée principalement par le quotient intellectuel (Ql) qui s’établit grace a des
grilles standard d’évaluation adaptées a I'dge et au niveau de développement du patient. Ainsi,
au cours des premieres années de vie, lorsque I'enfant ne maftrise pas totalement le langage, les
cliniciens utilisent le test de Denver ou I’échelle de Brunet-Lezine. Ces grilles permettent
d’estimer le quotient de développement (QD) de I'’enfant afin d’évaluer si celui-ci présente un
retard psychomoteur. Lorsque I'enfant est en mesure de s’exprimer, les médecins peuvent alors
établir le Ql grace a d’autres tests cognitifs standardisés. Ces tests permettent aussi d’établir le
Ql verbal (échelle de Weschsler) ou encore le QI de performance. Le Ql moyen de la population
est fixé arbitrairement a 100 et se distribue dans la population selon une courbe gaussienne

(figure 1).
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Figure 1 : Distribution gaussienne du QI dans la population général
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Le Ql est considéré comme normal lorsque le score est de plus ou moins 30 par rapport a

la moyenne (déviation standard de +2 ou -2). Ainsi les personnes présentant un Ql inférieur a 70

sont considérées avec un retard intellectuel.

Les études épidémiologiques montrent que ces pathologies touchent environ 3% de la

population générale (Ropers HH. 2010). La prévalence théorique des DI séveres (-3DS) est

estimée a 0,23% de la population. Néanmoins, les résultats montrent une distribution bimodale

du Ql (voir figure 1) avec un pourcentage plus élevé de DI séveres (0,3%-0,4% de la population)

(Cans C, et al. 1999) sans raison apparente. Selon le DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of

Mental Retardation, 4th Edn), les déficiences intellectuelles se classent en quatre catégories

(table 1) (Daily DK, et al. 2000).

Table 1 : Caractéristiques développementales en fonction du niveau de déficience intellectuelle

DI légére DI modérée Dl sévere DI profonde
~70% des cas ~ 10 des cas ~ 10 des cas ~ 10 des cas
50<QlI<70 35<Ql<49 20<Ql<34 Ql<20
Capacité a acquérir des Retard notable, comme le Retard évident et marqué Retard marqué dans tous
connaissances retard de langage (langage, motricité et les domaines

Nécessité d’une aide en
mathématique et pour la
lecture

Interactions sociales
possibles

Intégration sociale
fréquente

Souvent autonome

Capacité a apprendre les
notions d’hygiéne et de
sécurité
Participation a des activités
simples ou réalisation de
taches sous supervision

Capacité a se déplacer seul
dans des lieux familiers

interactions sociales)
Marche tardive ou absente

Peu ou pas de langage
Compréhension possible de
certains mots et peut montrer
une forme de réponse

Entrainement possible a une
certaine autonomie mais
nécessité d’une assistance et
une supervision dans toutes les
taches

Nécessité d’une
assistance proche pour
chacune des taches
quotidiennes
Incapacité a étre
autonome

Tableau extrait de I'article de Daily DK, et al. 2000
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D’autres tests sont également établis pour évaluer le niveau d’adaptation de I'enfant.
C’est le cas du PEP-R (profil psycho éducatif — révisé) qui permet de définir le potentiel de départ
de I'enfant avec ses forces et ses faiblesses pour ensuite établir un profil d’apprentissage adapté
afin de développer les compétences émergentes. Il y a également le test de Vineland prenant en
compte les capacités de la personne évaluée dans une situation structurée (ex : des situations de

la vie quotidienne) dans le but de déterminer les capacités d’autonomie.

Les DI sont également classées en fonction de la présence d’autres signes cliniques
associés ou non chez les patients. Deux classes de DI se distinguent : les DI non syndromiques
(DI-NS), lorsque seul le retard intellectuel est noté; et les DI syndromiques (DI-S), lorsque
d’autres signes cliniques sont associés tels que la microcéphalie/macrocéphalie, des
malformations congénitales (atteinte de différents organes), des anomalies du bilan
métabolique, des anomalies radiologiques et/ou des dysmorphies faciales (Kaufman L, et al.
2010). Cependant, les examens cliniques étant de plus en plus poussés, il devient extrémement
rare de n’observer qu’un retard intellectuel isolé. Parfois les patients ont été diagnostiqués avec
une DI-NS, mais lorsque les investigations cliniques sont approfondies, d’autres signes minimes
apparaissent. C'est pourquoi, le terme de DI non spécifique a récemment fait son apparition. Ce
terme regroupe les DI non-étiquetées pour lesquelles aucun signe clinique majeur n’est associé,
empéchant l'identification d’un syndrome cliniquement reconnaissable. Il apparait alors que les
signes cliniques tels que la microcéphalie (de 0 a -2DS), les dysmorphies faciales mineures, ou
encore les convulsions au cours de la petite enfance, ne sont pas des critéres déterminants dans

la définition d’une DI cliniquement reconnaissable ou syndromique.

2) Etiologie des déficiences intellectuelles

2.1) Causes environnementales des DI

Les causes environnementales représentent prés de 15% de I'étiologie des DI. On

distingue :

- Les causes prénatales: I'ingestion de drogue/d’alcool ou l'atteinte par certaines

infections de la mere en période de grossesse.
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Ainsi, les infections durant la grossesse (CMV, rubéole, toxoplasmose, HIV) sont
responsables de 3 a 8 % des DI (Bower C. et al, 2000). De méme, les intoxications pendant la
grossesse (alcool, valproate de sodium) sont aussi responsables de DI syndromiques. Le
syndrome de I'alcoolémie foetale (FAS) entraine des DI de modérée a sévere et la prévalence est
estimée de 1 a 9 bébés touchés pour 1000 naissances (Sampson PD, et al. 1997 ; Spohr HL, et al.
2007). Cette atteinte, décrite en 1967 par deux francais, entraine un syndrome polymalformatif
comprenant un retard de croissance et des anomalies psychomotrices (Lemoine P & Harousseau
H, et al. 1968). Au début des années 1970, I'alcool a été reconnu comme une substance
tératogéne. Les nombreuses études réalisées sur le FAS montrent que I'éthanol libre est capable
de passer la barriére placentaire pour affecter les cellules et tissus en cours de développement
notamment au niveau du SNC. Un effet cytotoxique est constaté dans différentes régions du
cerveau : les ganglions basaux, le corps calleux, le cervelet, I"hippocampe.... L'éthanol
empécherait aussi la migration de cellules essentielles a la mise en place de I'encéphale et
induirait des désorganisations tissulaires (Niccols A. 2007). D’autres études montrent que
I’éthanol absorbé par le feetus dés les premieres semaines de vie pourrait méme induire des
aberrations chromosomiques létales. Bien que les campagnes de prévention redoublent d’année
en année, le taux de nouveaux nés atteints d’un FAS reste important, notamment dans les pays

développés.

- Les causes périnatales : complications de I'accouchement

- Les causes postnatales : infections du SNC (méningite, encéphalite,...) et asphyxies
(noyades et séquelles postopératoires, traumatismes craniens avec hémorragie

cérébrale, déshydratation du nourrisson...) (Newell SJ, et al. 1987).

Néanmoins, il est important de situer ces causes dans un contexte socio-économique. En
effet, dans les pays en voie de développement, la prévalence des DI dues aux causes
environnementales sont deux a trois fois plus fréquentes que dans les pays industrialisés
(Ropers, HH. 2010). Le manque de moyens et de prévention dans ces pays est aussi reflété par
une mortalité infantile accrue. C’'est ce que démontre cette étude menée au Pakistan révélant
que la mortalité infantile touche environ 10% des naissances (Gustavson KH. 2005) tandis que la
prévalence mondiale est proche de 5%. Dans les pays industrialisés, de nombreux procédés ont

été développés dans la prévention des risques auprés des femmes enceintes, mais également
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aupreés du personnel médical qui améliore sans cesse la prise en charge des patientes (suivi de la

grossesse, et accouchement) et des nouveau-nés.

2.2) Causes génétiques des DI

2.2.1) Anomalies chromosomiques et DI

Parmi les causes de DI, les anomalies chromosomiques sont la principale étiologie. Elles
sont responsables de 10-20% des cas (McMullan DJ, et al. 2009 ; Koolen DA, et al. 2009 ; Morrow
EM. 2010). Il s’agit essentiellement d’anomalies chromosomiques de nombre ou de structures
déséquilibrées telles que des délétions, duplications, dérivés de translocations ou d’inversions
péricentriques et paracentriques. Dans les années 2000, I'avénement de la technique de CGH-
array a permis de doubler le nombre d’anomalies chromosomiques décelées chez les patients
avec DI, en mettant en évidence des remaniements submicroscopiques non visibles sur
caryotype. Ainsi, I’étude globale du génome par caryotype puis par CGH-array révele environ 20-
30% de déséquilibres génomiques considérés comme causals chez ces patients (Miller DT, et al.

2010).

En 1956, le nombre de chromosomes de I'espéce humaine a été établi. Cette découverte
est a la base de I'étude du caryotype humain. C’'est donc a ce moment la que la cytogénétique en
tant que spécialisation de la génétique apparait. En 1959, la découverte de la premiere anomalie

chromosomique fut la trisomie 21 par I’équipe de Jérdme Lejeune (Lejeune J, et al. 1959).

Ces derniéres années, la cytogénétique a connu un essor considérable notamment grace
a l'utilisation de méthodes de plus en plus résolutives. Les premiers caryotypes se réalisaient sur
des chromosomes au stade métaphasique et étaient traités par un marquage au Giemsa. La
nomination des bandes G et R (inverse des bandes G) fait son apparition dans les années 1970 et
permet d’améliorer la détection d’anomalies chromosomiques. Enfin le caryotype a haute
résolution se fit en 1976. Les chromosomes pouvaient étre observés au stade prométaphasique,
c'est-a-dire a un stade mitotique ou ils sont moins condensés (Goldenberg A, et al. 2009 ; Yunis
1), et al. 1976). La résolution du caryotype passa de 400 bandes analysables a mille, par génome

haploide.
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Puis I'introduction d’outils de la biologie moléculaire a permis d’augmenter la détection
d’anomalies chromosomiques. La cytogénétique moléculaire implique des techniques

d’hybridation telles que la FISH et la CGH-array.

La FISH utilise des sondes de fragments génomiques, correspondant a une région
chromosomique donnée, et pouvant étre marquées afin d’obtenir un visuel aprés hybridation in
situ sur des noyaux cellulaires en interphase ou en métaphase (Goldenberg A, et al. 2009). Les
sondes ont une taille proche de 200 Kb et permettent la détection d’anomalies chromosomiques
submicroscopiques non visibles sur le caryotype, méme de haute résolution. Cependant, la FISH
ne permet pas I'étude globale du génome. Elle est employée suite a un examen clinique détaillé
permettant la reconnaissance d’un phénotype connu associé a une anomalie chromosomique
spécifique, et s’utilise comme un outil de diagnostic. Elle se pratique également pour la

confirmation d’un résultat obtenu préalablement par CGH-array.

Le principe de la technique de CGH array consiste a co-hybrider la méme quantité d’ADN
d’un patient et d’un témoin, marqué chacun par un fluorochrome différent, sur une lame de
verre sur laquelle sont déposées des séquences d’ADN (appelées sondes). L'ensemble du
dispositif s’appelle «puce a ADN» ou micro-array. Aprés avoir hybridé les deux ADN sur la puce a
ADN, un rapport de fluorescence est calculé au niveau de chaque sonde. Un traitement
statistique des données est ensuite réalisé grace a des logiciels dédiés et les résultats sont
donnés sous forme de représentation graphique. L’existence d’un gain ou d’une perte d'un
segment génomique chez le patient sera détectée par une variation du rapport de fluorescence
dans un sens ou dans l'autre (si la puce contient la séquence d’ADN correspondant au segment
génomique en déséquilibre). La résolution de cette technique a considérablement progressé et
les derniéres puces CGH présentent jusqu’a 2 millions de sondes permettant de visualiser des
remaniements aussi petits que 10 Kb de taille (Ropers HH. 2010). Le terme de CNV (Copy
Number Variant) apparait avec la CGH-array. Plusieurs dizaine de syndromes ont été décrits a ce
jour. La table 2 résume les principaux syndromes de DI causés par des CNV récurrents et

cliniquement reconnaissables.
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Table 2 : Principaux syndromes avec DI, cliniquement reconnaissables, impliquant des anomalies de CNV

récurrentes

Syndrome OMIM | Locus CNV Phenotype

1921.1 612474/ 1921.1 Del/dup Highly variable phenotype from asymptomatic to severe DD. Autism,

délétion/duplication | 612475 schizophrenia, congenital heart abnormality, ligamentous laxity or joint
hypermobility, hypotonia, seizures, cataracts. Deletions associated with
reduced brain size; duplications associated with increased brain size

3q29 609425/ 3g29 Del/dup Variable. May include mild/moderate ID with mild dysmorphic facial

délétion/duplication | 611936 features, including long and narrow face, short philtrum and high nasal
bridge, autism, ataxia, chest-wall deformity, long, tapering fingers,
microcephaly/Variable

5q14.3 délétion 600662 5q14.3 Délétion Severe ID, seizures, hypotonia

8g23.1 600576 8g23.1 Del/dup Congenital heart disease, congenital diaphragmatic hernia, DD and a

délétion/duplication characteristic behavior profile with hyperactivity and
impulsiveness.//Variable, incl prominent forehead and arched eyebrows,
adrenal insufficiency, tetralogy of Fallot, partial 2/3 syndactyly of the toes
and cleft palate

9q34 délétion 610253 9q34.3 Délétion Severe ID, hypotonia, brachy(micro) cephaly, epileptic seizures, fl at face
with hypertelorism, synophrys, anteverted nares, everted lower lip, carp
mouth with macroglossia, and heart defects

15q11.2 BP1/BP2 15911.2 délétion DD/ID, epilepsy

microdélétion

15q12 608636 15g11.2- duplicatio | ID, seizures, behavioral difficulties, including impaired social interactions

duplication/triplicati ql3 n and impaired use of nonverbal communication, impaired language

on development

15qg13.3 délétion 118511 15g13.3 Del/dup DD with mild/moderated learning disability, seizures, autism,
Schizophrenia

15q24 15q24 Del/dup Mild ID, growth retardation, microcephaly, digital abnormalities,

délétion/duplication hypospadias, and loose connective tissue. High anterior hairline, broad
medial eyebrows, hypertelorism, downslanted palpebral fissures, broad
nasal base, long smooth philtrum, and full lower lip/mild DD, hypotonia,
tapering fingers, characteristic facial features, and prominent ears

16q11.2 611913 16g11.2 Del/dup Susceptibility locus for autism (deletion)/ schizophrenia (duplication),

délétion/duplication global DD, behavioral problems, dysmorphism, Epilepsy and abnormal
head size. Deletions associated with increased head size; duplications
associated with reduced Head size

16g13.11 16g13.11 Del/dup Risk factor for autism, ID, idiopathic generalized epilepsies//Variable

délétion/duplication

17q912.31 610443 17q921.31 Del/dup Moderate DD/learning disability, neonatal hypotonia, poor feeding in

délétion/duplication infancy (often requiring naso-gastric feeding for a period), oromotor
dyspraxia, epilepsy, heart defects (ASD, VSD), kidney/urological
anomalies. Silvery depigmentation of strands of hair, with age there is an
apparent coarsening of facial features, friendly/amiable behavior

22q13.3 del/Phelan- | 606230 22q13.3 Délétion Severe expressive language delay, behavioral disturbance, including

McDermid hyperactivity and aggressive
outbursts, hypotonia, ID/DD

22q13.3 délétion 606232 22q13.3 Délétion Neonatal hypotonia, global DD, normal to accelerated growth, absent to

(Phelan-McDermid) severely delayed speech, autistic behavior and minor dysmorphic features

Xql11.22-p11.23 Xql1.2 Délétion ID, speech delay, and EEG anomalies

Angelman 105830 15g11-Q12 Mat, del, Severe DD/ID, profound speech impairment, ataxic gait, excitable

pat personality, and inappropriately happy effect, microcephaly,

hypopigmentation and seizures

Aniridia, tumeurs de | 607108 11913 Délétion Aniridia, decreased vision, cataract, glaucoma, Peter’s anomaly, corneal

Wilms (WAGR) clouding

Cri du chat 123450 5q15.2 Délétion High-pitched monotonous cry, microcephaly, round face, hypertelorism,
epicanthic folds, micrognathia, impaired growth, severe DD and learning
disability

DGS/VCFS//duplicati | 188400/ 22q11.2 Del/dup DD/ID, outflow tract heart defects, immune deficiency, transient/severe

on22ql1.2 192430/ neonatal hypocalcaemia, velopharyngeal insufficiency, absence of thymus

608363 gland// Not a clinically recognizable syndrome, diagnosis follows

molecular testing. DD/ID, delayed psychomotor development, growth
retardation, and muscular hypotonia

DI-LX, microcéphalie, | 300749 Xpll.4 Délétion Postnatal microcephaly, severe ID, and disproportionate pontine and

hypoplasie cerebellar hypoplasia

cérébelleuse

Dyschondrostéose 127300 Xpter- Délétion Short stature, mesomelic limb shortening, characteristic “Madelung”

Leri-Weill p22.32 deformity of the forearms (bowing of the radius and restriction of
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pronation/supination of the forearm)

Greig céphalopoly- 175700 7913 Del/dup Craniosynostosis, (poly)syndactyly, macrocephaly, scaphocephaly, high

syndactylie forehead, frontal bossing, hypertelorism, downslanting palpebral fissures,
broad nasal root, normal intelligence

Hypoparathyroidie, 146255 10q14 Délétion Hyperparathyroidism, sensorineural deafness, and renal dysplasia

sensoneural, atteinte

rénale

Hypoplasie 300200/ Xg21.3- Del/dup Failure to thrive, hypogonadotropic hypogonadism, cryptorchidism,

congénitale des 300018 p21.2 hyperpigmentation, primary adrenocortical failure, adrenal insufficiency,

surrénales et hypoplastic adrenal glands, absence, delayed pubertal development and
hypogonadisme/réve puberty//Gonadal dysgenesia, male-to-female sex reversal

rsion sexuelle

(sensible au dosage

génique)

Jacobsen 147791 11923 Délétion IUGR, ID, micro/macrocephaly, micrognathia, low set ears, diverse ocular
manifestations (hypertelorism/ telecanthus, palpebral fissures), depressed
nasal bridge, short nose, VSD, missing ribs, pectus excavatum, pyloris
stenosis, genitourinary anomalies (hypospadia, hypoplastic female
external genitalia), joint contractures, clinodactyly, brachydactyly,
hypotonia

Langer-Giedion 190351 8q24.12 Délétion Short stature, long fl at philtrum, protruding ears, pear-shaped nose, thin
upper lip, short hands/feet, coneshaped epiphyses, severe brachydactyly,
short metacarpals, short phalanges, sparse hair, multiple cartilaginous
exostoses, laterally sparse eyebrow, ID.

Lissencéphalie 300067 Xg22.3-g23 | Délétion Classic lissencephaly with ID (males)/ subcortical band heterotopias
(females); ID, delayed motor development, ataxia, dysarthria, limb
spasticity, pachygeria/agyria, corpus callosum agenesis

Miller- 247200/ 17913.3 Del/dup Lissencephaly, microcephaly, wrinkled skin over the glabella and frontal

Dieker/17p13.3 613215 suture, prominent occiput, narrow forehead, downslanting fissures, small
nose and chin, cardiac malformations, hypoplastic male external genitalia,
growth retardation, and DD/ID with seizures and EEG abnormalities//Mild
brain structural abnormalities, moderate to severe DD and failure to
thrive, macrosomia, and pervasive developmental disorder, and facial
dysmorphologies

Pelizaeus- 312080 Xq22.2 Del/dup Hypomyelinative leukodystrophy, nystagmus, spastic quadriplegia, ataxia,

Merzbacher and DD

Potocki-Shaffer 601224 11g11.2 Délétion Foramina parietalia permagna, multiple exostoses, and in some cases,
craniofacial dysostosis and ID.

Prader-Willi 176270 15g11.2- Mat, del, Moderate ID, postnatal hypotonia and feeding difficulties; failure to thrive

ql2 pat in infancy; obesity due to insatiable appetite and food seeking/ hoarding,
hypogonadotrophic hypogonadism, sexual activity is uncommon and
fertility is rare

Rein polykystique de | 600273 16p13.3- Délétion Tuberous sclerosis, renal cysts, liver cysts, and intracranial aneurysm

I’enfance et Sclérose p13.12

tubéreuse

Rétinoblastome 180200 13qg14.1- Délétion Retinoblastoma, retinal calcification, osteogenic sarcoma, pinealoma,

ql4d.2 leukemia, lymphoma, Ewing sarcoma, prominent eyebrows, broad nasal
bridge, bulbous tip of the nose, large mouth with thin upper lip, and long
philtrum

Rubinstein-Taybi 180849 16p13.3 Délétion ID, broad thumbs and toes, congital/juvenile glaucoma, cardiac anomalies
and facial abnormalities

Saethre-Chotzen 601622 7p21 Délétion Asymmetry of the face, craniosynostosis, small ears with long and
prominent ear crus, syndactyly (often 3rd-4th toes and/or 2nd-3rd fi
nger), DD

Smith 182290 17q11.2 Del/dup DD, learning disability, behavioral disturbance (sleep disturbance and self-

Magenis/Potocki- injurious behavior), infantile hypotonia, short stature, obesity with small

Lupski hands and feet, facial characteristics, including fl at, square, rather heavy
face./Infantile hypotonia, failure to thrive, ID, autistic features, sleep
apnea, and structural cardiovascular anomalies

Sotos/5q35 606681 5935 Del/dup Macrocrania, dolichocephaly, prominent forehead, apparent

duplication hypertelorism, higharched palate, increased birth length and weight,
excessive growth in childhood, disproportionately large hands and feet,
hypotonia, DD and speech delay/short stature, microcephaly and speech
delay

Syndrome de lubs 300260 Xq28 Dup/tripli | Recurrent infections, infantile hypotonia giving way to spasticity in

cation childhood, severe ID, and lack of speech acquisition, gastroesophageal

reflux, swallowing difficulties, facial hypotonia and excessive drooling, and
inability or limited ability to walk
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Syndrome des 109400 9g22.3 Délétion Odontogenic keratocysts of jaws, skeletal anomalies, nevoid basal cell

cellules nerveuses carcinoma

basales/gorlin-Goltz

William- 194050/ 7q11.23 Del/dup DD/ID, behavioral characteristics (anxiety, ADHD), overfriendliness,
Beuren/duplication 609757 congenital heart disease (SVAS, supravalvular pulmonary stenosis), facial
7q.23 characteristics, including periorbital fullness, bulbous nasal tip, long

philtrum, wide mouth, full lips, full cheeks and small widely spaced
teeth//Mild growth retardation, subtle facial dysmorphism, including high
and broad nose, short philtrum, severe expressive language delay
(especially syntax and phonology)

Wolf-Hirsohhorn 194190 4916.3 Délétion Low birth-weight and postnatal failure to thrive, microcephaly, DD,
hypotonia, seizures, facial appearance with sagging everted lower eyelids,
a “Greekhelmet” profile, a short nose and very short philtrum, iris

colobomas
Yeux du chat 115470 22q11.2 Triplicatio | Coloboma of the iris, anal atresia with fistula, downslanting palpebral
n fissures, preauricular tags and/or pits, frequent occurrence of heart and

(mosaique | renal malformations, near-normal intellectual development

)

DD : Developmental Delay. Table réalisée a partir des articles de Vissers LE & Stankiewicz P. 2012

Les phénoménes de disomie uni-parentale font aussi partis des anomalies
chromosomiques qui entrainent la perte ou le gain anormal d’expression génique. Elles
expliquent certaines pathologies bien que la forme diploide de I'allele soit respectée. Ces

anomalies sont liées a I'empreinte parentale.

L'empreinte parentale est un phénomene physiologique qui concernent un certain
nombre de génes chez les mammiféres et qui conduit, dans des conditions normales, a
I'expression d’une seule des deux copies parentales de chacun des genes (soit la copie
maternelle soit la copie paternelle). Elle résulte d’une marque épigénétique qui entraine une
répression génique : c’est la méthylation des ilots CpG. Chaque individu regoit un chromosome
de chaque paire en provenance de la mére et du pére et certains d’entre eux sont associés a des
empreintes parentales qui leurs sont propres (chromosomes 6, 7, 11, 14 et 15). Dans le cas d’une
disomie, les deux chromosomes d’'une méme paire sont hérités d’un seul parent (I'embryon
contient alors deux chromosomes paternels ou maternels au sein d’'une méme paire). Ainsi,
I'empreinte parentale est apposée sur les deux chromosomes de la méme maniére entrainant
une perte d’expression des génes soumis a empreinte ; ou a l'inverse, une surexpression génique

lorsque celle-ci est absente (Flint J, et al. 1996).

Deux syndromes connus refletent ces anomalies d’empreinte : le syndrome d’Angelman
(MIM : 105830) et de Prader-Willi (MIM : 176270) décrits en table 3. Le Prader-Willi est causé

soit par une délétion paternelle ou par une disomie uni-parentale maternelle du locus 15q11-

- 26 -




13 et entraine la perte d’expression de certains genes présents dans cette région. Le syndrome
d’Angelman est la pathologie opposée du syndrome de Prader-Willi. Elle est causée soit par une

délétion maternelle ou une disomie uni-parentale paternelle de ce méme locus 15q11-q13.

Table 3 : Description clinique et génétique du syndrome d’Angelman et de Prader-Willi

Syndrome d’Angelman Syndrome de Prader-Willi
Clinique Déficience intellectuelle sévere Hypotonie natale
Déficit important de la parole Obésité (hyperphagie)
Ataxie cérébelleuse, accompagnée parfois d'une Dysmorphie faciale (bouche éversée, petit front)
épilepsie Hypogonadisme (retard de puberté ; infertilité)
Comportement : enfants d’apparence joyeuse, souriant | Retard des acquisitions
en permanence et rigolant de fagon inappropriée Comportement : TOC ; coléres
Petite taille

Hypo pigmentation

Génétique | 70% des cas : délétion maternelle du locus 15q11-q13 70% des cas : délétion paternelle : locus 15q11-q13

2% des cas : disomie uni parentale paternelle du 20-25% des cas : disomie uni parentale maternelle
chromosome 15 du chromosome 15
2-3 % ces cas : mutation d’empreinte parentale 2-5% des cas : défaut d’empreinte parentale
25% des cas : Mutation du géne UBE3A (locus 15g11.2) (mutation)
Références | Kishino T, et al. 1997 McAllister CJ, et al. 2011

D’autre part, bien que cela ne concerne pas les anomalies de dosage génique, il est
intéressant de constater que les disomies uni-parentales peuvent également étre a l'origine de
maladies récessives, lorsqu’une mutation héritée de I'un des deux parents devient pathologique
sous forme homozygote. Ce phénomeéne a notamment été décrit dans la mucoviscidose
lorsqu’elle est engendrée par une microdélétion identifiée au niveau du chromosome 7, héritée

de la mere, et retrouvée sous forme homozygote chez le patient (Spence JE, et al. 1988).

La recherche d’anomalies chromosomique utilisant la CGH array a également été
largement employée dans des cohortes de patients atteints de pathologies supposées
monogéniques (Kaufman L, et al. 2010). Le but est de déceler des anomalies chromosomiques
récurrentes associées a un phénotype précis, afin d’identifier d’éventuel(s) géne(s) en cause.
Cette stratégie a fait 'objet de nombreux résultats dans les pathologies dominantes. Ce fut
notamment le cas pour le géne CHD7 impliqué dans le syndrome de Charge (MIM : 214800)
(Vissers LE, et al. 2004) ; le géne TCF4 dans le syndrome de Pitt Hopkins (MIM : 610954) (Amiel J,
et al. 2007) et plus récemment le gene NFIX impliqué soit dans un syndrome de Sotos-like (MIM :

117550) ou dans le syndrome du Marshall-Smith (MIM : 602435) (Malan, et al. 2010).
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2.2.2) Formes monogéniques de DI

2.2.2.1) Transmission des formes autosomique dominante de DI

La prévalence des formes autosomiques dominantes de DI (DI-AD) reste difficile a
estimer actuellement (Ropers. 2008). En effet, la recherche de géenes impliqués dans les DI-AD
est complexe, et le petit nombre de genes identifiés dans ces pathologies ne rend compte que
d’un faible pourcentage des DI d’ordre génétique. En revanche, le taux de réarrangements
chromosomiques, a |'origine de lésions monoalléliques impliquées dans les DI, laisse supposer
que le taux de mutations de novo responsables de DI-AD, serait similaire. Ce qui pourrait étre
estimé a 10-20% des causes des DI génétiques. Ainsi, les stratégies permettant I'identification de

mutations dominantes sont limitées pour plusieurs raisons. Dans la majorité des cas, les DI-AD:

- ne sont pas familiales ; en effet, les personnes développant ces pathologies se marient
rarement et n’ont généralement pas de descendance
- présentent une trés grande hétérogénéité génétique (observation faite pour de
nombreuses pathologies d’ordre génétique).
Le cumul de ces deux probléemes, hétérogénéité clinique et absence d’antécédents
familiaux, rendent impossible I’étude d’association ou de liaison chez ces patients (Kaufman L, et

al. 2010 ; Hamdan FF, et al. 2009 ; Ropers HH. 2010 ; Backx L, et al. 2010).

Pour s’affranchir de ces limites, deux approches sont utilisées. La premiéere s’appuie sur
I’étude d’anomalies chromosomiques révélées au préalable par CGH-array ou caryotype (cf
partie 2.2.1 : anomalies chromosomiques impliquées dans les DI). La seconde porte sur I'étude
de génes candidats. C'est le cas des études menées par Hamdan FF et collaborateurs, qui ont été
mises en place dans le centre Synapse to Disease Group (Montréal). Ils ont ainsi identifié deux
patients avec une mutation dans STXBP1, par la réalisation d’un séquencage systématique de 5
genes candidats (impliqués dans la neurotransmission: STX1A, VAMP2, SNAP25,
STXPB1/MUNC18-1 et SYT1) parmi une large cohorte de 94 patients, atteints de DI idiopathique,
et dont le pédigrée suggére une transmission autosomique dominante (Hamdan FF, et al. 2009).
Le travail du Synapse to Disease Group s’est poursuivi par une sélection de 197 génes codants les
sous-unités des récepteurs au glutamate et protéines partenaires au niveau de la synapse

neuronale, lesquels ont été séquencés dans une cohorte de 95 individus. Les résultats ont révélé
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des variants prédits pathogenes pour quatre nouveaux génes: KIF1A, GRIN1, CACNG2, and
EPB41L1 (Hamdan FF, et al. 2011). Au total, ces deux stratégies ont permis I'identification de 9

genes dont les mutations sont responsables de DI-AD non spécifiques (table 4).

Enfin, plus récemment, une troisieme approche de recherche de genes responsables de
DI-AD est apparue et s’appuie sur le séquencage et I'analyse d’Exome. Ces études consistent a
utiliser une technique de séquencage a haut débit employée suite a un enrichissement en
séquences codantes du génome, soit environ 40 mégabases. Actuellement, la difficulté majeure
de cette approche est I'analyse des données, compte-tenu du trés grand nombre de variants
identifiés pour chaque individu (entre 10 000 et 20 000) (Ng SB & Buckingham KlJ, et al. 2010 ; Ng
SB & Bigham AW, et al. 2010). Différents filtres sont alors appliqués pour trier au mieux
I'ensemble de ces variants. Ainsi, les variations qui se situent dans les séquences intergéniques,
dans les introns (hors sites d’épissage), et celles responsables d’'un changement synonyme, sont
éliminées. De méme, les variants déja répertoriés dans les banques de données, du type dbSNP
ou 1000 Genomes, qui regroupent I'ensemble des variants préalablement séquencés chez des
personnes dites saines, sont exclus des analyses tandis que les variants prédits pathogénes sont
conservés (sites online de prédiction : Polyphen, Shift). Une autre limite de cette approche est la
couverture du génome qui est encore incompléete et ne permet I'étude que de 80-90% de la

totalité des séquences codantes.

Ce paradigme a été appliqué sur 10 trios de patients-parents ou seuls les variants de
novo ont été retenus, avant d’apposer différents filtres sélectifs. Les génes candidats par leurs
fonctions, ainsi que les variants non synonymes prédits pathogenes ont été conservés pour 6
d’entres-eux (9 variants identifiés au total). Cette étude confirme également que les mutations
de novo sont fréquentes dans les DI-AD et a permis de caractériser |'étiologie pour 6 des 10

familles étudiées (Vissers LE & Ligt J, et al. 2010).
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Table 4 : Genes identifiés dans les formes autosomiques dominantes de déficiences intellectuelles non

spécifiques
Géne MiM Locus Type de Phénotype Référence
mutation
MBD5 611472 2g23.1 Délétion ; DI sévere ; Retard moteur ; hypo actif ; interactions Wagenstaller
(MRD1) faux-sens sociales pauvres ; épilepsie possible J, etal. 2007
DOCK8 611432 9p24.3 Délétion ; DI sévere ; Absence de langage ; épisodes de Griggs BL, et
(MRD2) translocation convulsion ; scoliose al. 2008
CDH15 114019 16¢24.3 Faux-sens Moyenne a sévere DI Bhalla K, et
(MRD3) al. 2008
KIRREL3 607761 11g24.2 Faux-sens Moyenne a sévére DI Bhalla K, et
(MRDA4) al. 2008
SYNGAP1 | 603384 6p21.32 Non-sens ; Fs- | DI modérée a sévére ; retard de langage important ; | Hamdan FF,
(MRD5) SP parfois strabisme ; parfois épilepsie. et al. 2009
STXBP1 602926 9g34.11 Délétion ; DI sévere ; Hypotonie ; épilepsies Hamdan FF,
non-sens et al. 2009
DYNC1H1 | 600112 14g32.31 Faux-sens DI sévere (QI=50) ; Iégére microcéphalie ; 1égere Vissers LE, et
dysmorphie faciale ; plagiocéphalie (garcon) al. 2010
YY1 600013 14932.2 Faux-sens DI sévere (QI=50) ; Iégere microcéphalie ; légere Vissers LE, et
dysmorphie faciale ; telecanthus (gargon) al. 2010
DEAF1 602635 11p15.5 Faux-sens DI profonde ; Absence totale de langage ; caractére | Vissers LE, et
joyeux ; petite taille al. 2010
CiC 612082 19g13.2 Faux-sens DI moyenne ; légere microcéphalie ; retard Vissers LE, et
psychomoteur al. 2010
GRIN1 138249 9g34.3 Faux-sens DI modérée a sévere chez une patiente. Dl associée | Hamdan FF,
avec une épilepsie chez un homme etal 2011
KIF1A 601255 2qg37.3 Faux-sens DI modérée, aucun signe spécifique. Ou Hamdan FF,
neuropathie (MIM : 614213) Ou Paraplégie etal 2011
spastique (MIM : 610357).
CACNG2 602911 22qg12.3 Faux-sens DI modérée. Hamdan FF,
etal 2011
EPB41L1 602879 1p35.3 Faux-sens DI sévere Hamdan FF,
etal 2011

MRD : (Mental retardation autosomique dominant) acronyme utilisé par OMIM ; Fs-SP : mutation frameshift avec apparition
d’un codon STOP prématuré ; MIM : référence du géne sur omim ; ID géne : identification du géne. Les génes en bleus représentent ceux qui
ont été identifiés par I'analyse d’exome dans des trios familiaux.

2.2.2.2) Déficiences intellectuelles liées au chromosome X
Parmi les DI génétiques, les formes liées au chromosome X (DI-LX) sont un groupe a part
entiére. Les DI-LX touchent exclusivement les garcons dans le cas d’'une hérédité récessive, et les
troubles sont plus modérés voire asymptomatiques chez les femmes vectrices/conductrices.
L’étiologie des DI-LX avait été estimée a 20-25% des cas. Puis, ce chiffre a été réévalué a la baisse
et les DI-LX représentent aujourd’hui 10 a 12% de I'étiologie génétique (Ropers HH. 2010 ; Gécz

J, et al. 2009).

Les recherches concernant I'implication du chromosome X dans les DI ont débuté dans
les années 1990, ce qui fut plus précoce que pour les autres formes de DI génétiques. Les
observations selon lesquelles, les DI sont 1,4 fois plus fréquentes chez les hommes que chez les

femmes ainsi que le caractére hémizygote de I’homme pour les genes portés par le chromosome
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X, ont fortement contribué a la détection des génes impliqués dans les DI-LX (Ropers HH. 2010 ;
Gécz J, et al. 2009). Ainsi, la premiére anomalie génétique identifiée dans ce groupe de
pathologies, fut le syndrome de I’X fragile causé par une répétition anormale de la séquence
CGG au niveau de la région 5'UTR du gene FMRI1. Elle entraine une absence d’expression de
FMRP (Verkerk AJ, et al. 1991). A présent, plus de 100 génes ont été associés aux DI-LX et sont
représentés sur les figures 2a et 2b. Ces figures ont été réalisées grace au site en ligne:

http://www.ggc.org/research/molecular-studies/xlid.html qui recueille toutes les informations

concernant les DI-LX, fournies grace a des collaborations internationales telles que 'EURO-MRX

(http://www.euromrx.com) et I'lGOLD Consortium. Ces deux consortiums ont permis une

avancée considérable dans le démembrement génétique et dans la compréhension des bases

moléculaires des DI-LX.

L'EURO-MRX est un consortium Européen établit en 1995 qui regroupe chercheurs et
cliniciens. Cette collaboration a permis d’associer les données cliniques acquises dans une large
cohorte de 600 familles multiplex (familles composés de plusieurs enfants) dans lesquelles
ségrége une DI-LX, avec des données de cartographie génétique et de clonage positionnel. Le
projet s’est ensuite poursuivi par un séquencage systématique de 90 génes, sélectionnés sur le
chromosome X (génes précédemment associés a une DI-LX ou ayant une forte expression
cérébrale), chez I'ensemble des individus de la cohorte. Les mutations causales ont été
identifiées pour 42% des familles mais pour le reste des fratries, aucune étiologie n’a été établie

(De Brouwer AP, et al. 2007).
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Figure 2a : Représentation graphique des génes impliqués dans les formes non- syndromiques de
déficiences intellectuelles liées au chromosome X, et leur localisation génomique.
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| Greenwood Genetic Center,updated March 2012

Rq : Les genes écrits en rouge représentent des génes qui ont été associés soit a des DI non syndromiques soit des DI
syndromiques (phénotypes variables).

Le consortium IGOLD (International Genetics Learning Disabilities) fut le premier projet
de séquencage a haut débit ciblé sur les séquences codantes du chromosome X. La séquence des
exons a été déterminée pour 718 genes connus (soit 1 Mb de séquence) puis séquencée dans
une cohorte de 208 familles présentant une DI-LX. Ce projet couvre 75% de I'ensemble des

régions codantes du chromosome X. Cependant, I'étiologie a été déterminée pour seulement
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25% des familles participant a ce programme de recherche (Tarpey P, et al. 2009 ; Raymond FL,

et al. 2009).

Ces résultats montrent que pour la majorité des familles, dont le pédigrée suggere une
DI-LX, I'étiologie reste indéterminée lorsque |'étude se restreint aux séquences codantes du
chromosome X. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer cette observation. En effet, de
nombreux variants pathogénes se situent dans les régions non codantes du génome, telles que
les régions promotrices, les séquences régulatrices (enhancers/silencers), ou encore dans les
introns (notamment les séquences liées aux processus d’épissage). D’autres anomalies non
visibles par I'analyse des séquences codantes sont également celles touchant les marques
épigénétiques (dérégulation des microARN, défaut de méthylation des ilots CpG ou encore une
atteinte du code histone pouvant modifier la structure chromatinienne). Une autre raison
évidente est le manque de couverture des séquences codantes des genes du chromosome X. De
plus, ces études ne rendent pas compte des réarrangements chromosomiques ou des CNV.
Enfin, bien que I'étude des arbres généalogiques des familles laisse penser a une transmission

lide a I’X, les anomalies génétiques pourraient aussi étre portées par les autosomes.
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Figure 2b : Représentation graphique des génes impliqués dans les formes syndromiques de
déficiences intellectuelles liées au chromosome X, et leur localisation.
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L'ensemble de ces découvertes a permis de regrouper les protéines impliquées dans les

DI-LX en différentes classes : par rapport a leurs fonctions ainsi que leurs localisations cellulaires.

Comme le montre la figure 3, les fonctions des protéines responsables des DI-LX sont

principalement impliquées dans le métabolisme (15%), la régulation de la transcription (22%), les

composants de la membrane (15%) et la transduction des signaux (19%).
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Figure 3 : Représentation en diagramme de la localisation et de la fonction des protéines dont les
mutations sont responsables de DI-LX
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Illustration tirée de I'article de Chiurazzi P, et al. 2008; a) localisation des protéines codées par les genes impliqués dans les
DI-LX ; b) fonctions des protéines impliquées dans les DI-LX.

Plus de 90 génes impliqués dans les DI-LX ont été identifiés et ont permis d’établir des
relations génotypes/phénotypes. Cependant, ces pathologies restent extrémement hétérogénes
d’un point de vu clinique méme lorsque I'on considére les patients ayant la méme anomalie
génique (Kaufman L, et al. 2010 ; Ham AL, et al. 2005). C’est pourquoi, dans de nombreux cas le

diagnostic définitif n’est établi que lorsque le défaut moléculaire est identifié.

De facon intéressante, les données génomiques les plus récentes révelent que le nombre
de génes sur le chromosome X est de 818 tandis que le génome entier compte prés de 19 586
génes. Ainsi, la totalité des genes codés par le chromosome X représente 4% du génome humain.
Or I'étiologie des DI-LX est de 10-12%. Ceci laisse supposer d’un enrichissement de génes codant

des protéines dont les fonctions sont impliquées dans la mise en place et/ou le développement
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du SNC, sur le chromosome X. Cette observation peut également expliquer le fait que les
hommes (hémizygotes pour les genes du chromosome X) soient plus touchés par les DI (Gécz J,
et al. 2009 ; Frints SG, et al. 2002). En effet, les femmes conductrices des pathologies récessives
de DI-LX ont un second chromosome X, capable de compenser I'anomalie portée par le premier.
Dans certains cas, un biais de I'inactivation du chromosome X est également constaté chez les
femmes vectrices afin que seuls les génes du chromosome X sain, soient exprimés. |l semble que
le biais de linactivation du chromosome X concerne certaines classes de pathologies,
notamment celles dont le phénotype est sévere. Ce phénomeéne est notamment observé dans
I'Incontinentia Pigmenti (MIM 308300), maladie touchant exclusivement les femmes (déces in
utero des garcons porteurs de la pathologie) chez qui le biais d’inactivation du chromosome X
atteint des ratios supérieurs a 90 :10 (Martinez-Pomar N, et al. 2005). Une autre étude démontre
gue dans une cohorte de 90 femmes vectrices d’'une DI-LX (parmi 20 DI-LX de nature différente)
50% d’entres elles montrent un biais de I'inactivation du chromosome X, contre seulement 10%

dans une population de femmes controles (Plenge RM, et al. 2002).

Les progres importants réalisés sur les DI-LX ont été possibles grace a la facilité de
discerner le mode de transmission des mutations, mais aussi grace au large pédigrée des familles
qui ont participées a ces programmes et qui permettent de réaliser des études de liaison trés
fiables. La stratégie de combiner ces études de liaisons avec une recherche de génes candidats a

largement fait ses preuves dans |'identification des génes de DI-LX.

2.2.2.3) Formes autosomiques récessives des DI

Si I'identification des genes responsables de DI-LX a connu un essor considérable, les
progrés ont été nettement moins marqués dans la recherche des étiologies des formes
autosomiques récessives de DI (DI-AR). L'extréme hétérogénéité génétique et clinique de ces
pathologies et la taille souvent trop restreinte des fratries ont longtemps freiné I'identification
de génes associés aux DI-AR. De plus, I'aspect non syndromique ou non spécifique des DI rend
souvent difficile le regroupement de plusieurs patients dans une méme analyse. L'ensemble de
ces facteurs empéche ainsi toute étude de liaison et les recherches doivent étre pratiquées au
sein de chacune des fratries (Kuss AW, et al. 2010 ; Ropers HH. 2010). Néanmoins, les DI-AR

représenteraient a elles seules, environ 25% de |'étiologie génétique des DI (Rafig MA, et al.
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2010). L'investigation de ces pathologies participe donc fortement a la compréhension des bases

physiopathologiques des DI.

Pour s’affranchir de ces limites, I'étude de familles consanguines multiplex est une
approche de choix. Les mariages consanguins augmentent de fagon importante le risque de
développer une DI, ou toute autre anomalie congénitale, transmise sous forme récessive (Kuss
AW, et al. 2010). La consanguinité augmente la probabilité qu’une variation génétique
pathogéne se retrouve sous forme homozygote chez les descendants a I'origine d’une

pathologie.

La méthode de cartographie par autozygotie repose sur le principe qu’un ancétre
commun non malade soit porteur d’une mutation a I'état hétérozygote qu’il transmettra a sa
descendance et ségrégera dans la famille. Suite a une union consanguine, le variant pathogene
sera alors présent en double copies chez les malades, dits homozygotes par descendance (voir
figure 4). Les malades sont porteurs homozygotes pour la mutation mais également pour les
fragments de chromosome flanquants le locus morbide et les marqueurs génomiques proches
(SNP : Single Nucleotide Polymorphism et marqueurs microsatellites). Plusieurs régions sont
homozygotes par descendance, mais elles sont souvent différentes d'un individu atteint a
I'autre. Cette stratégie a donc pour but d’identifier des régions homozygotes communes aux
enfants atteints et génodifférentes des enfants sains (homozygotes sauvages ou hétérozygotes
pour la mutation). L'efficacité de cette méthode dépend de deux paramétres importants : le
nombre total d’enfants dans la famille (traduisant le nombre de méioses) et le degré de
consanguinité : plus celui-ci est éloigné, plus le nombre de recombinaisons augmente et plus la
région suspecte est réduite. L'étude se poursuit alors par I'analyse de génes candidats qui
consiste a étudier les genes présents dans l'intervalle critique et dont le dysfonctionnement

pourrait rendre compte du phénotype observé.

C’est grace a cette stratégie que le premier gene impliqué dans une DI-AR non spécifique
a été découvert en 2002 par le groupe de Laurence Colleaux (Molinari F, et al. 2002). Lorsque j’ai
débuté ma these, cing génes de DI-AR non spécifiques avaient été identifiés, puis six autres I'ont

été au cours de mon doctorat (table 5). La méthode alliant la cartographie par autozygotie et
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une stratégie de recherche de génes candidats s’est révélée étre une stratégie puissante dans

I'identification de génes responsables de DI-AR car elle a permis la découverte des 8/11 genes.

Trois génes (TECR, MANB1P1, et ST3GAL3) récemment découverts ont été identifiés
grace a une nouvelle approche: I'association de la cartographie par autozygotie et du
séquencage d’exome. Les résultats du séquencgage a haut débit sont particulierement étudiés au
niveau du locus d’intérét identifié par la cartographie par autozygotie (Caliskan M, et al. 2011 ;
Rafig MA, et al. 2011, Hu H, et al. 2011). D’autres stratégies apparaissent, comme I'équipe de
Ropers et collaborateurs qui ont mis au point une approche innovante ayant permis la
publication de 50 geénes candidats de DI-AR (Najmabadi H, et al. 2011). lls ont combiné la
cartographie par autozygotie a un séquencage a haut débit des séquences codantes présentes
dans l'intervalle des loci candidats. Les résultats de cette étude sont détaillés dans la partie

Discussion et conclusions générales de ce manuscrit.

Figure 4 : Méthode de la cartographie par autozygotie

j — Méthode décrite pour la premiere fois en 1987 ayant largement
! fait ces preuves dans le domaine des pathologies récessives

’ (Lander ES et al. Science 1987). Le principe stipule qu’une

mutation présente sous forme hétérozygote chez un ancétre
“ commun (fleche) sain, ségrége dans la famille. Puis, au cours d’un
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Table 5 : Génes impliqués dans les déficiences intellectuelles non syndromiques de forme autosomique

récessive.

Geénes Locus | Phénotype Fonction protéine Références

PRSS12 4928.1 DI sévere (QI<50) ; Neurotrypsin : enzyme de la famille des sérines protéase capable Molinari F, et al.

(MRT1) non syndromique de cliver I'agrine qui devient ligand activateur de synapses 2002 ; Matsumoto-

impliqué dans la formation des filopodes a I'origine des dendrites Miyai K, et al. 2009

CRBN 3qg26.2 DI modérée Cerebelon : protéine impliquée dans la régulation négative du Higgins JJ, et al.

(MRT2) (50<Ql<70) ; non complexe AMPK par dephosphorylation de la sous-unité o ; 2004 ; Lee KM, et al.
syndromique Complexe intervenant dans les réactions au stress (ischémie 2011

hypoxique). Protéine précédemment associée a I’action d’une E3
ligase mais cette interaction reste a démontrer.
CC2D1A 19p13. DI sévere avec CC2D1A/Freud-1 : Protéine impliquée dans I'activation de la voie Basel-Vanagaite L,
(MRT3) 12 absence de langage principale NF-kB, dans la cascade d’activation impliquant TRAF2 et al. 2005
(voie TNF). Action qui semble restreinte au SNC. Souris Cc2dla-/-: | Zhao M, et al. 2010
mort postnatale suite a I'incapacité de respirer; implication de la Zhao M, et al. 2011
protéine dans la maturation et dans le trafic vésiculaire au niveau
de la synapse.
GRIK2 6016.3 DI modérée a sévere ; Glutamate receptor 6 gene (GLUR®) : les souris Glur6 -/- Motazacker MM, et
(MRT6) -q21 non syndromique présentent des anomalies du LTP (long-term potentiation) au al. 2007 ; Contractor
niveau de I’hippocampe. Des études sur le rat montrent que A, etal. 2001 ;
GLURG est impliqué dans I'endocytose du récepteur Kainate au Martin S, et al. 2007
niveau de la synapse, participant a I'excitation de la fibre axonale.

TUSC3 8q12 DI sévere sans autres Tumor suppressor candidate 3: protéine pouvant étre impliquée Molinari F, 2008

(MRT7) signes distinctifs dans la N-glycosylation grace a son interaction avec le complexe Garshasbi M, 2008
reportés N-oligosaccharyl transferase. La glycosylation joue un réle au Khan MA, 2011

niveau de la plasticité synaptique. Cependant I'implication de
TUSC3 au niveau de la synapse reste a démontrer.

TECR 19q13. Retard intellectuel Trans-2,3-enoyl-CoA reductase : Glycoprotéine synaptique Caliskan M, et al.

(MRT14) 12 modéré a sévere ; impliquée dans la synthése de trés longue chaine d’acides gras. 2011 ; Moon YA, et
légeres déficiences L’orthologue du géne TECR chez la souris est tres fortement al. 2003
motrices exprimé dans le cerveau.

SOBP 6021 DI non syndromique Sine Oculis Binding protein ortholog : Zinc finger protéine Birk E, et al. 2010
ou syndromique impliquée dans la mise en place de la cochlée chez la souris. Forte
(protrusion maxillaire, expression de Sobp dans le systéme limbique de la souris
strabisme, épilepsie, (régulation de I'apprentissage, de la mémoire et des
psychose, perte de comportements affectifs).

I"audition)

MAN1B1 9g34.3 DI sévere non Mannosyl Oligosaccaride, alpha 1,2 mannosidase : protéine du Rafig MA, et al.

(MRT15) syndromique ou réticulum endoplasmique faisant partie de la classe des 2011
syndromique mannosidases ; appartenant a la famille des glycosyl hydrolase.

(dysmorphie faciale ; Participe a la sécrétion des glycoprotéines mal formées dirigées
épilepsie ; vers la dégradation
Clinodactylie*)

MED23 6q23.2 DI moyenne a Mamalian Mediator 23 : présente au sein du complexe médiateur Hassimoto S &
modérée, non composé de 20 sous-unités. Complexe intervenant dans la Boissel S, et al. 2011
syndromique transcription, comme un adaptateur dirigeant les facteurs de

transcription au niveau des genes cibles.

ZC3H14 14q31. DI non spécifique Zinc finger CCCH-type containing 14 isoform 1: protéine Pak C & Garshasbi

3 fortement exprimée dans les neurones de I'hippocampe et M, et al. 2011

capable de réguler des ARNm en les liant au niveau de la queue
poly(A)

ST3GAL3 1p34.1 Di non spécifique B galactoside a2,3 Sialyltransferase-Ill: cette enzyme est Najmabadi H, et al.
impliquée dans la transformation de I'acide Sialique et est 2007
localisée au niveau du Golgi tardif. Ce substrat participerait a des Hu H, et al. 2011
processus de communication cellulaire mais son réle est mal
défini. Son absence chez la souris est létal embryonnaire.

Rq : Les geénes apparaissant en bleu ont été décrits dans la littérature apres le début de mon doctorat (octobre 2008)

Enfin, il est important de noter que les DI-AR sont également d’une extréme

hétérogénéité génétique comme le démontre la figure 5. Les régions liées a des DI-AR sont

présentes sur la totalité du génome.
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Figure 5 : Représentation des loci identifiés dans le cadre des formes autosomiques récessives de
déficiences intellectuelles.

MRT : 7 Loci identifiés par Najmabadi H et
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par OMIM pour désigner les retards
mentaux autosomiques récessifs. Les genes ayant été impliqués dans des formes autosomiques récessives de déficiences
intellectuelles non syndromiques sont également localisés sur cette figure(en noir: découverts avant le début de mon
doctorat ; en rouge : découvert pendant la période de mon doctorat)

D’autre part, la majorité des genes précédemment identifiés dans les DI-AR ont été
retrouvés chez une unique famille, ou dans un unique village, dans le monde. C'est le cas de
PRSS12 qui a été corrélé a 3 familles présentant une DI, toutes issues du méme village ; laissant
supposer d’'un effet fondateur de cette variation. Ce phénoméne a également été observé pour
CC2D1A. L'équipe de Lina Basel-Vanagaite a rapporté 9 familles, toutes issues du méme village,

présentant les mémes symptémes, et toutes porteuses de la méme mutation du géne CC2D1A.

Dans de rares cas, le gene causal a été identifié chez plusieurs familles indépendantes.
Lorsque j'ai débuté mon doctorat, TUSC3 était le seul gene associé a deux familles
indépendantes. Concernant les genes découverts récemment, seuls MAN1B1 et ST3GAL3 ont été
corrélés a plusieurs familles d’origine différente. C'est pourquoi, a présent, des lors qu’il y a
recrutement d’une famille consanguine avec une DI non spécifique, des collaborations
internationales se mettent en place afin d’organiser des dépistages systématiques des régions
homozygotes au sein de ces familles. Ceci a pour but d’optimiser le recoupement avec les loci

précédemment identifiés dans les DI-AR (Ropers. 2010).

- 40 -



3) Objectifs des travaux

Malgré ces progrés technologiques et I'avancement de nos connaissances sur |'origine
génétique des DI, I'étiologie de la maladie reste inconnue dans 50% des cas. Parmi ces cas
idiopathiques, 25% des causes suivraient une transmission autosomique récessive. Mon travail
de theése a donc pour objectif de participer au décryptage des mécanismes moléculaires et

physiopathologiques sous-tendant les formes autosomiques récessives de DI.

L'approche de cartographie par autozygotie s’est révélée extrémement fructueuse pour
localiser les régions contenant les genes responsables de ces pathologies. Toutefois, elle conduit
souvent a lidentification de régions candidates de grande taille (8-12 Mb), du fait de la petite
taille des fratries étudiées. L'étude des nombreux genes candidats localisés dans ces intervalles
est colteuse longue et fastidieuse. De plus, elle est le plus souvent restreinte aux régions
codantes et sites consensus d’épissage. Les microremaniements a distance en 5’ et 3’ des génes

ainsi que les mutations introniques échappent au criblage.

L'objectif de mon travail de thése était donc de tester I'intérét de combiner I'approche
de cartographie par autozygotie avec une étude d’expression génique. Cette stratégie a été
appliquée chez deux familles multiplex et consanguines de notre cohorte pour lesquelles soit

une biopsie cutanée soit une lignée lymphoblastoide a été obtenue.

1 - La famille Ja est une famille de cing enfants, dont trois présentent une DI sévere
associée a une paraplégie spastique progressive, une petite taille et un caractére timide et
amicale. Ce travail, réalisé en collaboration avec une équipe allemande, a permis d’identifier
trois nouveaux genes impliqués dans les DI-AR. De plus, il nous a permis de caractériser un

nouveau syndrome cliniquement reconnaissable.

2 — La famille BM est composée de quatre garcons dont trois présentent un retard
intellectuel sévere avec une absence quasi-totale de langage et une microcéphalie variable.

L’étude clinique plus fine a permis de révéler une anomalie a I'IRM tres rarement observée.
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Cette particularité nous a conduits au recrutement de patients présentant ces mémes
caractéristiques. De facon trés intéressante, ces recherches nous ont dirigés vers un autre projet
dans lequel nous avons fait des corrélations génotypes/phénotypes sur la base de cette
anomalie a I'IRM. Les résultats suggérent un role clé de la signalisation NF-xB dans le
développement cérébral, en particulier la myélinisation du systéme nerveux central, et le

développement cognitif.

Ces chapitres sont ensuite discutés dans une derniere partie de discussion et conclusions

générales.
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PARTIE 1: IDENTIFICATION D’ ANOMALIES

GENETIQUES IMPLIQUEES DANS LES
DEFICIENCES INTELLECTUELLES
AUTOSOMIQUES RECESSIVES
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Chapitre 1) Evaluation de I'intérét de combiner cartographie primaire et
analyse transcriptomique pour identifier des génes impliqués dans des DI-AR :
preuve de concept

La tres grande majorité des familles consanguines de notre cohorte, résulte d’'un mariage
entre cousins du premier degré (cousins germains, CS: 1/16) ou du second degré (cousins issus
de germains, CS: 1/64) entrainant un coefficient de consanguinité (CS) élevé chez la
descendance. Le petit nombre de méioses entre I'ancétre commun et les patients limite le
nombre de recombinaisons alléliques et favorise la détection de régions homozygotes de grande
taille pouvant contenir jusqu’a 200 genes connus. La recherche de genes candidats devient alors
longue et fastidieuse car il faut étudier et analyser toutes les informations recueillies dans
plusieurs banque de données (USCS ; Ensembl ; NCBI ; ExPASy ; HGNC ; GeneCards ; ...), géne par
géne, sur leur fonction, leur implication ou non dans une pathologie et leurs territoires
d’expression. De fait, cette recherche se limite souvent aux génes les plus caractérisés a ce jour,
et sous-estime les genes prédits pour lesquels le manque d’information ne permet pas d’orienter

le séquencage.

Pour s’affranchir de cette limite, nous avons testé I'intérét de combiner la cartographie
par autozygotie et I'étude d’une puce a expression de génes (ou transcriptome) dont I'analyse
est dirigée spécifiquement au niveau de la région d’intérét. Le but est d’identifier des génes dont
I'expression est altérée chez les patients et qui sont localisés dans la région candidate. Ceci

permet d’orienter le séquencage des génes candidats.

Les études de liaison ont été réalisées par Christine Bole-Feysot et Mohammed Zarhrate
travaillant a la plateforme génomique de la Fondation Imagine, sur des puces Affymetrix® 250K
(250 000 SNP répartis sur tout le génome) a partir de ’ADN des familles (parents, enfants sains
et atteints). Les études transcriptomiques sont également réalisées a la plateforme génomique
de la Fondation Imagine a partir des ARN totaux extraits de cellules de patients et de contrdles.
Les puces utilisées sont des puces Affymetrix® U133 plus 2.0 ; elles permettent I'étude de 47 000
transcrits dont certains sont définis a partir de genes prédits. Les données générées par ces
techniques sont ensuite traitées au service bioinformatique de Necker par Patrick Nitschke et

Jean-Marc Plaza.
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Cette stratégie a été validée en 2008 par deux études indépendantes. Une équipe a
identifié le géne responsable d’une glomérulosclérose associée a une épilepsie dans une famille
consanguine et multiplex (Berkovic SF, et al. 2008). Et un second article a révélé des mutations

dans d’IDH3 impliquées dans une rétinite pigmentaire (Hartong DT, et al. 2008).

Néanmoins, cette approche présente plusieurs limites:

- Il est nécessaire que la mutation causale de la pathologie altere la stabilité du transcrit
du géne concerné. Les mutations capables d’induire cet effet sont les mutations
conduisant a "apparition d’un codon stop prématuré : non-sens, insertions/délétions de
un ou plusieurs nucléotides entrainant un décalage du cadre de lecture, mutations
d’épissage. L'analyse de la base de donnée HGMD (site online « Human Genome
Mutation Database ») suggére que les mutations conduisant a I'apparition d’un codon

STOP prématuré, représentent 40% des mutations responsables de maladies génétiques.

- |l faut également que le géne impliqué dans la pathologie soit exprimé dans le type
cellulaire de notre étude (fibroblastes ou lignées lymphoblastoides). Les études
précédentes sur les DI-AR indiquent que la grande majorité des genes identifiés sont

exprimés dans les fibroblastes.

Afin de valider cette stratégie, une étude pilote a été réalisée chez la famille Lef pour
laguelle une mutation non-sens avait été identifiée dans TUSC3. Les résultats de cette étude ont
également démontré la diminution du transcrit TUSC3 par RT-PCR quantitative (Molinari F, et al.

2008).

Le transcriptome a été pratiqué chez un patient de la famille Lef, a partir d’ARNm extraits
de fibroblastes, et comparé a celui de 3 controles indépendants. Chacun des individus est
rapporté a un individu de référence C12, dans le but d’établir un ratio représentatif de
I'expression génique pour chacune des sondes présentes sur la puce. Ainsi, un ratio de 1
correspond a un taux de transcrit équivalent entre I'individu testé et I'individu contrdle C12 ; un
ratio inférieur a 1 révéle la diminution du transcrit et a I'inverse un ratio supérieur a 1 démontre
une surexpression génique, chez le patient. Le résultat peut étre renforcé si plusieurs sondes

reconnaissent un méme transcrit. En effet, lorsque le gene est de petite taille, il est fréquent
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gu’une seule sonde soit capable de reconnaitre son ARNm ; en revanche, si le géne est de grande

taille plusieurs sondes peuvent s’hybrider au méme transcrit.

Les données de notre étude pilote nous ont révélées plusieurs informations :

1)

Les résultats de la puce a expression de gene montrent I’extréme variabilité de
I'expression de nombreux genes (~2 000), pour tous les individus analysés
(patients et contrdles confondus). Cette approche doit donc impérativement
étre précédée d’une étude de liaison afin d’établir une/plusieurs région(s)

candidate(s) permettant d’orienter les analyses transcriptomiques.

Pour I'étude pilote, le locus d’intérét comprend 65 génes connus (version
Hgl9 sur UCSC). Or les données transcriptomiques interprétables et
significatives permettent I'analyse de 45 génes dans la région d’intérét, soit

environ 70% de la région.

Enfin, la mutation non-sens identifiée dans TUSC3 entraine la diminution du
ratio des deux sondes capables de reconnaitre ce transcrit (voir tableau ci-
dessus) tandis que le ratio est proche de 1 pour les 3 contrdles indépendants.
De plus, c’est le seul gene de la région a montrer une sous-expression de cet
ordre. Il est a noter que la normalisation et le traitement des données
informatiques, a tendance a «lisser » le déclin de '’ARNm et minimiser le
ratio. En effet, la RT-PCR en temps réel individuelle réalisée chez le patient Lef,
montre une diminution du transcrit de 50 a 75% (en fonction du gene de
référence utilisé). Ceci correspondrait a un ratio de 0,5 et 0,25
respectivement. Or les ratios établis par le transcriptome, pour ce méme

transcrit, sont proches de 0,7 (soit 30% de déclin de ’ARNm) (voir tableau ci-

dessous).

Sonde LEF/C12 | Cont.1/C12 | Cont.2/C12 | Cont.3/C12 | P value
209228 x_at | g 7346 1,0556 0,9801 0,9898 1,33e-19
213423 x_at 0,7683 1,0474 0,9698 0,9882 1,72e-21

Les sondes 209228 x_at et 213423 x_at sont spécifiques du gene TUSC3.
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Cette étude préliminaire a révélé les limites de cette méthodologie, mais surtout elle a
démontré I'intérét de combiner cartographie par autozygotie et analyses transcriptomiques dans

la détection de génes responsables de DI-AR.
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Chapitre 2) Anomalies du complexe AP4 responsables d’une DI sévére et
syndromique

Les parties 1-3 de ce chapitre ont fait I'objet de I'article : « Adaptor protein complex 4
deficiency causes severe autosomal-recessive intellectual disability, progressive spastic

paraplegia, shy character, and short stature » (Abou Jamra R & Philippe O, et al. 2011).

La partie 4 de ce chapitre concerne un article en cours d’écriture du Dr Annick Raas-
Rothschild « Adaptor—related protein complex 4, beta 1 subunit (AP4B1): a new player in

autosomal recessive mental retardation syndrome ».

1) Evaluation clinique des patients Ja (ID01)

La famille Ja est une famille arabo-israélienne composée de 5 enfants (trois filles et deux
garcons), nés d’un mariage entre cousins issus de germains. Cette famille est suivie par la
pédiatre Annick Raas-Rothschild, au centre hospitalo-universitaire d’Hadassah en Israél. Trois
des cinq enfants, deux filles et un garcon, présentent des symptomes similaires : une DI sévere
avec une absence de langage ; une microcéphalie et une symptomatologie neurologique alors
qu'il existe une hypotonie a la naissance, les patients développement secondairement une
hypertonie et une hyperréflexie, et une spasticité avec perte de la marche ; une petite taille et
un comportement timide, enjoué et sympathique. Ils sont nés aprés une grossesse et un
accouchement sans particularité. A I'examen, il existe des particularités morphologiques avec, un
palais haut, une hyperlaxité des genoux marquée par un genu recurvatum et des pieds plats. Il
n'y a pas d'épilepsie ni d'anomalie de la vision ni de l'audition ni de malformation associée, une
lignée lymphoblastoide a été établie a partir de I'individu IV.2 (fille atteinte) et de I'individu V.3

(sceur saine) (Abou Jamra R & Philippe O, et al. 2011) ou figure 8 du manuscrit).

Nous n’avons pas obtenu de photographies des patients, ni d'images cérébrales par IRM
ou scan. En revanche, une lignée lymphoblastoide a été établie a partir de I'individu 1V.2 (fille
atteinte) et de I'individu IV.3 (sceur saine) (Abou Jamra R & Philippe O, et al. 2011) ou figure 7 du

manuscrit). Nous avons donc entrepris d’appliquer notre stratégie d’étude a la famille Ja (ID01).
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2) Cartographie par autozygotie couplée a une étude transcriptomique

2.1) Cartographie par autozygotie de la famille Ja.

Le tour du génome a mis en évidence deux régions homozygotes communes aux enfants
malades et génodifférentes des enfants sains : une grande région sur le chromosome 1 (1p13.2-
g21.2) et une sur le chromosome 5 (5934) comme cela est indiqué en figure 6. Seules les régions
de plus de 2 Mb et pour lesquelles le LOD score est supérieur a 2, ont été conservées pour la

suite de I’étude.

Figure 6 : Représentation graphique des résultats de la cartographie par autozygotie de la famille Ja.
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a. Représentation graphique des études de liaison de la famille Ja avec les régions candidates représentées en rouge. b.
région candidate du chromosome 1 péricentromérique. c. région candidate du chromosome 5 sur le bras long du
chromosome. La ligne horizontale représente pour chaque graphique le LOD a 0.

Afin de confirmer ces résultats, des marqueurs microsatellites ont été analysés pour
chacune des régions candidates dans le but de valider les résultats obtenus par I'étude de
liaison. La région sur le chromosome 5 a été exclue car les marqueurs microsatellites analysés
ont mis en évidence des recombinaisons, réduisant la taille de la région et la rendant moins
pertinente pour la suite de I'étude. Les analyses transcriptomiques ont donc été dirigées

spécifiguement sur la région du chromosome 1, bornée par les marqueurs D15502;rs1868992
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(voir figure 7). La région retenue est une région péricentromérique de 37,4 Mb (version Hgl9 de
UCSC), dont la position est : chr1:112 309 397-148 174 732. Elle contient 146 géenes connus et est
bornée par les génes : KCND3 et MTMR11.

Figure 7 : Arbre généalogique de la famille Ja montrant les bornes de la région du chromosome 1.
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2.2) Analyse transcriptionnelle de la famille Ja.

LW

ks

o I

W

L'étude de I'expression génique a été réalisée a partir des deux lignées lymphoblastoides
dérivées des sujets IV.2 et IV.3. Bien que I'analyse ait été pratiquée sur la totalité des transcrits,
seule la région d’intérét au niveau du chromosome 1 a été examinée, en premiere intention. Les
résultats montrent que 66 génes sont analysés par la puce au niveau du locus d’intérét, soit
seulement 45,5% de la totalité des genes codés dans cet intervalle. Les résultats sont présentés
sous forme schématique en figure 8 et révéle une forte instabilité des transcrits entre les deux

sceurs, puisque le ratio des sondes est rarement proche de 1.
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Figure 8 : Représentation graphique des données transcriptomiques au niveau de la région du
chromosome 1 chez la patiente IV.2
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En abscisse : Position génomique des transcrits sur le chromosome 1 ; en ordonnée : ratio établi pour chacune des sondes
de la puce transcriptomique : IV.2 (EA)/IV.3 (ES). La ligne en pointillée représente un ratio de 1.

Nous avons tout de méme tenté d’interpréter ces résultats et recherché les génes pour
lesquels le ratio des transcrits était le plus éloigné possible de 1. Cependant, les valeurs n’étaient
soit pas significatives, soit une autre sonde du méme géne contredisait les résultats. Nous avons
donc conclu a partir de cette étude menée sur des lignées lymphoblastoides, que les données
obtenues ne sont pas interprétables. Nous avons fait I’hypothése qu’une telle observation peut
étre due aux conséquences de I'immortalisation des cellules par I'EBV (virus d’Epstein Barr) qui
pourrait en modifier I'expression génique. De plus, le nombre de génes analysables dans ce type
cellulaire (45% des genes totaux) semble nettement inférieur au nombre de geénes interprétables
a partir de fibroblastes (70% dans notre étude pilote). Ainsi, nous avons poursuivi cette étude

par une stratégie classique : I'’étude de genes candidats.

3) Identification de mutations touchant les sous-unités du complexe AP4

3.1) Etude de genes candidats dans la famille Ja.

L'étude de génes candidats m’a conduit au séquencage de 10 génes (table 6) avant
d’identifier une insertion homozygote de 3 bases TAT dans I'exon 5 du géne AP4B1 (MIM

_51 -



607245). Cette insertion co-ségrége dans la famille Ja avec la pathologie et n’a pas été retrouvée
parmi 796 chromosomes contréles (Abou Jamra R & Philippe O, et al. 2011 : figure 1). Elle
provoque un décalage du cadre de lecture et entraine la substitution de I'acide aminé (aa)
Glutamine 163 en Valine, suivie de 'apparition d’'un codon stop prématuré a I'aa n+1 de la
mutation (p.(Glul63ValfsX1). Les électrophorégrammes de la famille Ja démontrant I'insertion
des trois nucléotides TAT sont présentés en figure 2.C de I'article. AP4B1 a été analysé au cours
de I'étude transcriptionnelle mais aucune des trois sondes capables de reconnaitre le transcrit,

ne montre de déclin.

Bien que les données transcriptomiques n’aient pas révélées de sous-expression du
transcrit AP4B1 chez la patiente IV.2, nous I'avons quantifié par RT-PCR quantitative. L’analyse a
été réalisée a partir d’ARN totaux extraits de fibroblastes, dont la biopsie cutanée a été obtenue
au cours de I'étude. Les résultats montrent un effondrement du taux du transcrit AP4B1 proche
de 80% chez la patiente V.2 comparé a 3 contrdles indépendants (Abou Jamra R & Philippe O, et
al. 2011 : figure 1.B). Il est tout de méme surprenant que ce résultat n’ait pas été visible sur les
analyses transcriptomiques d’autant plus que le taux du transcrit est fortement atteint (80% de
diminution). Nous suspectons a nouveau que l'immortalisation des lymphocytes par I'EBV
pourrait modifier I'expression des génes lymphocytaires. Afin de vérifier cette hypothése, nous
pourrions réitérer I'analyse du transcriptome a partir des ARN totaux extraits des fibroblastes de

la patiente IV.2 afin de conclure sur la pertinence du transcriptome dans cette étude précise.
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Table 6 : Génes candidats séquencés chez la famille Ja.

Geéne

Fonction/Réle

CAPZA1

(F-actin capping protein alpha-1 subunit); protéine structurale impliquée dans la croissance et la maintenance
cellulaire, dans I'organisation des structures de la cellule (actine); ubiquitaire et peu exprimée dans le cerveau;
semble étre impliquée dans le mouvement cellulaire

Rq : Ce gene semble étre un bon géne candidat car un groupe de genes associés a des microcéphalies possédent un
domaine de liaison aux microtubules. Un lien semble étre établi entre les protéines rapportées dans les
microcéphalies et ayant un réle dans la structure et le maintien du cytosquelette (Bond J, et al. 2006).

CTTNBP2

Gene prédit; un géne similaire chez le rat interagit avec un régulateur de I'actine du cytosquelette ; forte expression
cérébrale.
Rq : 1/3 sonde du transcriptome reconnaissant ce transcrit semble étre diminuée de maniére significative

KCND3

(potassium voltage-gated channel) Protéine présente au sein d'un complexe protéique impliqué dans la formation
de pore a potassium. Ces canaux participent au potentiel d'action retrouvé soit dans le cceur ou dans les neurones ;
protéine extrémement conservée

Rq : Protéine fortement exprimée dans différentes parties du cerveau. De plus, KCND3 est le seul gene commun a
deux régions identifiées dans une DI-AR: région de la famille Ja, et région identifiée chez une famille Turque
(Uyguner O, et al. 2007).

TSPAN2

(Tetraspan 2): fait partie de la famille des tetraspanes, protéines transmembranaires impliquées dans la
transduction de signaux; TSPAN2 jouerait un role dans la maturation des oligodendrocytes a un stade précoce et
participe a la maturation de la glie mais également de la gaine de myéline

MOV10

Geéne identifié a partir d'une banque d'ADNc de cerveau feetal; protéine capable de fixer Argonaute 1 et Argonaute
2 impliquées dans le clivage des MicroARN

Rq : Géne dont la fonction pourrait participer a la régulation de transcrits importants dans la mise en place du SNC,
particulierement au cours du développement; et particulierement bien conservé dans I’évolution

NHLH2

Fortement exprimé dans le SNC et dont I'expression est restreinte a la petite enfance; participerait a la
neurogéneése; souris KO (knock out) pour le géne Nhih2: microcéphalie, infertilité; hypogonadisme et obésité

PDE4DIP

Domaine d'association des microtubules ainsi qu'un domaine "leucine Zipper" semblable par homologie a la
centrosomine de la drosophile; expression ubiquitaire.

Rq : Protéine qui semble participer a la mise en place du cytosquelette dans la cellule; classe de protéine également
retrouvée dans les microcéphalies (Bond J, et al. 2006).

SIKE

SIKE interagit avec IKK-epsilon acteur de la voie NF-KB, dans la voie d'activation des interférons; fortement exprimée
dans le cerveau, ceeur, reins et placenta; bien conservée dans les espéces.
Rq : La voie NF-KB a déja été associée au cours de différentes études a des DI, majoritairement syndromiques

SV2A

Souris n'exprimant pas Sv2a: normales a la naissance, retard de croissance; crises convulsives; décés a 3 semaines;
suggérant des déficits neuronaux et endocrinaux; Géne fortement exprimé dans le cerveau humain; s'exprime tout
au long de la vie et participerait a la mise en place de la synapse et a la neurotransmission

WDR3

Protéine avec des répétitions du motif WD; impliquée dans divers processus cellulaires: cycle cellulaire,
transduction de signal, apoptose, régulation génique; Protéine ubiquitaire mais aussi tres exprimée dans le cerveau
et le placenta

AP4B1 code une des quatre sous-unités du complexe AP4 signifiant Adaptor Protein (AP)

4. Les complexes AP étaient jusque trés récemment au nombre de quatre : AP1, AP2, AP3 et

AP4, mais un cinquiéme complexe AP5 a été découvert fin 2011 (Hirst J, et al. 2011). Chaque

complexe possede une fonction et une localisation qui lui est propre. lls participent tous au trafic

vésiculaire des protéines, par le biais des mécanismes d’endocytose et d’exocytose. Chaque

complexe AP est composé de 4 sous-unités, appelées adaptines ; deux d’entre elles sont de haut

poids moléculaire (a/y/e/6/C et B1 a B5) et forment la charniére du complexe AP, et les deux

autres adaptines de plus faible poids moléculaire (11 a 5 et ol a 5) permettent le maintien des

deux grosses sous-unités entre elles (voir figure 9).
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Figure 9 : Représentation des quatre premiers complexes AP identifiés.

AP3 AP4

Représentation des 4 complexes AP et de leurs 4 sous-unités respectives. Le 5eme complexe AP découvert trés récemment
n’est pas présenté sur cette figure. Figure réalisée par les membres du laboratoire du Dr Harvey T. McMahon, Neurobiology

Division, Laboratory of Molecular Biology, Cambridge (UK)

3.2) Autres mutations touchant le complexe AP4

En collaboration avec I'équipe allemande d’André Reis de |'université d’Erlangen, nous
avons eu acces a une cohorte de 64 familles atteintes de DI-AR, multiplex et consanguines. Parmi
celles-ci, deux familles (MR061 et MR071) présentent des symptdmes cliniques similaires a la
famille Ja. Cependant, le génotypage a révélé une liaison significative au locus 14q11-q12 (9,1
Mb) et 15g21.1 (32.9 Mb) respectivement ; tous deux différents de la région d’intérét de la
famille Ja. La famille MR061 a été analysée par un séquencage a haut débit, suite a un
enrichissement en séquences codantes, par le biais d’'une capture d’exon, soit 1.22% du génome
total (SureSelect Human All Exon Kit, Agilent®). Les analyses ont particulierement portées sur la
région d’intérét et ont permis l'identification d’une mutation non-sens d’AP4S1 (MIM 607243)
codant la sous-unité Sigma du complexe AP4. L'étude de la région candidate 15921.1 dans la
famille MRO71 a permis de localiser AP4E1 (MIM 607244), un géne codant une autre sous unité

du complexe AP4 (Epsilon). Le séquencage direct de ce géne a montré une insertion de 4
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nucléotides entrainant la modification d’un site d’épissage a la fin de I’exon 5 (Abou Jamra R &

Philippe O, et al. 2011 : figure 2 et 3).

Ainsi, les trois mutations homozygotes rapportées dans I'article sont présentes au sein
des genes codant trois des quatre sous-unités du complexe AP4 (sous-unités Sigma, Beta et
Epsilon) et conduisent a I'apparition d’une symptomatologie spécifique et similaire entre les
trois familles (voir table 1 Abou Jamra R & Philippe O, et al. 2011). Ce syndrome est dénommé

« syndrome AP4 » dans la suite de ce manuscrit.

3.3) Anomalies du complexe AP4 dans la littérature

Pendant que nous réalisions ce travail, deux autres articles ont également rapportés des

mutations touchant les génes codant pour des sous-unités du complexe AP4.

L’équipe de Grazia Mancini a Rotterdam a publié une mutation homozygote d’un site
donneur d’épissage d’AP4M1 (MIM 602296) (c.1137+1G—>T) codant la sous unité Mu du
complexe AP4 (Verkerk AJ, et al. 2009). Deux pathologies distinctes ségrégent dans cette
famille : un syndrome d’artéeres tortueuses (MIM 208050) et une DI associée a une tétraplégie
spastique. Le rapport clinique montre de nombreux signes similaires avec le tableau clinique des
familles Ja (ID01), MR0O61 et MRO71. Outre certains signes associés au syndrome d’artéres
tortueuses, les patients sont atteints d’une DI sévére avec hypotonie infantile, une hypertonie
progressive, une absence de marche, un signe de Babinski, une absence de langage et des rires
stéréotypiques. Les investigations métaboliques sont normales. Un examen anténatal (ultrason)

montre une dilatation ventriculaire cérébrale a la 20°™¢

semaine de grossesse chez une des
patientes. Le scan cérébral réalisé chez un patient de 4 mois rapporte une ventriculomégalie et
un élargissement des espaces subarachnoidiens. L'IRM réalisée chez ce patient a I'age de 15 ans
démontre une atrophie cérébelleuse diffuse, un élargissement asymétrique des ventricules
latéraux, un élargissement des cornes occipitales, un corps calleux fin et une perte de la

substance blanche, mais une intensité normale de la substance blanche résiduelle (voir figure

10).
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Figure 10 : Anomalie a I'IlRM d’un patient présentant une mutation d’AP4M1

IRM conventionnelle réalisée a I'age de 13 ans
(image du haut) et a 21 ans (image du bas) chez
le méme patient atteint d’une DI associée a une
tétraplégie spastique. La séquence montre une
perte de la substance blanche diffuse mais
asymétrique avec un élargissement massif des
cornes occipitales. Les observations suggérent
également une hydrocéphalie passée. Il y a une
absence de signes du syndrome d’artéres
tortueuses. La séquence révele aussi une
atrophie modérée du cervelet (Verkerk AJ, et al.
2009).

Au cours de cette méme étude, les scientifiques ont recueilli des coupes de cerveau
prélevées chez un patient porteur d’'une mutation d’AP4M1 avec syndrome d’artéres tortueuses
et décédé des suites d’'une pneumonie. L'analyse de ces coupes montre de larges ventricules,
une atrophie sévere du corps calleux, une réduction de la myéline et une gliose de la substance
blanche au niveau des hémisphéres cérébraux. Enfin, un marquage par immunohistochimie
démontre que le complexe AP4 interagit avec les récepteurs au glutamate GluR1 a GluR4, ainsi
qgue le récepteur GluR62 exprimé uniquement dans les cellules de Purkinje au niveau des
synapses des neurones post-synaptiques. Le marquage spécifique du récepteur GIuRS2 au
niveau des cellules de Purkinje semble montrer un transport insuffisant des vésicules
médiatrices du GIuRS82. Les récepteurs sont anormalement accumulés au niveau de la zone
périnucléaire de |'appareil de Golgi comparé a des neurones contréles. Le marquage de la
calbindine (protéine du cytosquelette) révele également une anomalie morphologique de
I'arborisation des dendrites des cellules de Purkinje, plus épaisse et de taille diminuée par

rapport aux cellules de Purkinje contréles (Verkerk AJ, et al. 2009).

Le second article rapporte une délétion a I'état homozygote emportant une partie du
géne AP4E1 et du gene SPPL2A (MIM 608238). SPPL2A est peu caractérisé mais il pourrait avoir
un réle dans le systéme immunitaire inné et acquis. Les patients atteints sont nés a terme. lls

présentent une DI profonde associée a une hypotonie néonatale progressant vers une
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tétraplégie spastique et une hyperréflexie, une dysmorphie faciale, une microcéphalie et des
crises d’épilepsie. L'un des patients montrent également un nystagmus saccadé. Les images a
I'IRM révéelent une ventriculomégalie, une atrophie cérébelleuse et corticale, une réduction du
volume de I'hippocampe, une réduction diffuse de la substance blanche dans la région frontale

et une réduction du corps calleux. L'EEG est anormal Moreno-De-Luca A, et al. 2010).

Enfin, beaucoup plus récemment, un troisieme article rapporte une microdélétion
d’AP4B1 chez une famille consanguine arabo-israélienne. La famille est composée de deux
enfants, atteints d’un syndrome dont le tableau clinique est extrémement proche des familles
mutées pour les sous-unités du complexe AP4. Cette délétion d’une paire de base (c.664delC;
p.1222fs) entraine I'apparition d’un codon STOP prématuré au niveau de I'exon 5 et n’avait
encore jamais été rapportée chez les autres patients atteints du syndrome AP4. Cette étude a
également permis I'identification du locus SPG47 (AP4B1) a I'origine d’une paraplégie spastique

(Bauer P, et al. 2012).

4) Etude génétique de la famille Ta.

La famille Ta est une famille arabo-israélienne suivie a I’hopital Hadassah de Jérusalem
par le Dr Annick Raas-Rothschild. Suite a une double union entre cousins germains, deux boucles
de consanguinités sont présentes dans cette famille. Parmi les sept enfants de la descendance
(figure 11.A, 11.B), quatre d’entre eux sont atteints d’un syndrome cliniquement similaire au
syndrome AP4 décrit précédemment (voir table 7). L'IRM chez ces patients montre également
une diminution de la substance blanche, associée a un corps calleux fin et une ventriculomégalie
(table 7 et figure 11.C). Une analyse de cartographie par autozygotie a permis de localiser le
géne morbide dans un intervalle de 1.9 Mb sur le chromosome 1 (1p13.2: rs12404563-
rs2798469) contenant AP4B1. Le séquencage de ce géne a permis d’identifier une délétion de
deux nucléotides AC au niveau de I'exon 7. Cette délétion entraine un décalage du cadre de
lecture et conduit a [I'‘apparition d’'un codon STOP prématuré, 30 aa plus loin
[(NM_006594.2(AP4B1_v001):c.1159_1160delAC) ;
(M_006594.2(AP4B1_i001):p.(Thr387Argfs*30)] (nomenclature établie par le site en ligne

Mutalyzer (http://www.mutalyzer.nl/2.0/nameGenerator).
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Enfin, une analyse par RT-PCR quantitative a démontré I'instabilité du transcrit AP4B1
dans les fibroblastes d’un des sujets atteints de la famille Ta (figure 11.D). La diminution
significative du taux de transcrit AP4B1 chez la famille Ta, et chez la famille Ja, suggere un
mécanisme de « Nonsense Mediated mRNA decay » ou NMD. Chez les eucaryotes, ce
mécanisme de controle qualité vise a éliminer les ARNm qui comportent un codon stop
prématuré, résultant soit d'une erreur de transcription, soit d'une mutation, soit encore d'une
erreur d'épissage. Ceci permet d'éviter la synthése de protéines tronquées ou mutantes dont le
possible effet dominant négatif serait plus néfaste pour la cellule que I'absence compléte de

protéine (Holbrook JA, et al. 2004).
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Table 7 :

Description clinique des patients mutés pour AP4B1.

Famille Ta.

Famille Ja.

Mutation AP4B1

p.(Thr387Argfs*30)

p.Glul63_Valfs*1

Sexe (patient) M (1116) M (1114) F(1115) M (1112) F(IV.2) F(Iv.4) M (IV.5)
age d'évaluation 7.5 2 5,4 3,5 23 15 11
Périmétre -2.2DS -2 DS -1 DS -1.5DS -2DS -2.5SD -3SD
cranien (cm)
taille (cm) 112 (-2.2 DS) 92 (+1.5 DS) 105 (-2 DS) 94 (50th) Petite NA NA
Poids (kg) +1.5DS 0DS 17 (-1SD) 14.5 Surpoids Surpoids -
Dl sévere + + + + + + +
Langage - - - - + - -
Rires + + + + + + +
stéréotypiques
Caractere amical + + + + + + -
ettimide
Attraction + + + + NA NA NA
musicale
Hypotonie + + + + + + +
Néonatale
Hypertonie + + + + + + +
progressive
Hyperréflexie + + + + + + +
Signe de Babinski + - - - + - +
Spasticité + + + + + + +
hypersalivation + + + + - - +
Démarche fauteuil roulant [fauteuil roulant |fauteuil roulant |fauteuil roulant |fauteuil roulant + fauteuil roulant
Convulsion + + + + - - -
Hypertrichose* + + + + NA NA NA
Tracheomalacie + + + + NA NA NA
Bifrontal + + + + NA NA NA
narrowing
Supination + + + NA NA NA NA
limitation
Tendon d’Achilles + + + +
court
Ventriculomégali + NA NA NA NA NA NA
e prénatale
IRM Corps calleux Corps calleux NA ventriculoméga NA NA NA

fin; anomalies
de la substance
blanche;
Ventriculoméga
lie

fin; anomalies
de la substance
blanche;
Ventriculoméga
lie

lie
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Figure 11 : Description de la famille Ta.
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A : arbre généalogique de la famille Ta ; B : photographie du patient I1l.6 en fauteuil roulant ; C : IRM du patient I11.6
montrant une ventriculomégalie, un corps calleux fin et une anomalie de la substance blanche périventriculaire ; D : PCR
quantitative en temps réel montrant une diminution d’expression du transcrit AP4B1 chez la famille Ta et chez la famille Ja,
comparée a deux controles (test student de significativité : * p=0,5, ** p=0,1, *** p<0,1). Deux geénes de référence ont été
utilisés : GAPDH et 8-Actine.
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L’étude approfondie des sept familles décrites ci-dessous permet d’affiner le phénotype
du syndrome AP4. Cing de ces familles sont décrites en table 1 de I'article 1, ou sont résumées

les données cliniques.

5) Discussion

5.1) Le point sur les différents complexes AP

Les complexes AP sont capables de se fixer sur la face externe des vésicules de transport
recouvertes d’'un manteau protéique (ex: la clathrine). Les deux sous-unités de haut poids
moléculaire sont chacune munies d’'un « appendice » ou « bras », dont I'un permet la fixation du
complexe AP a la vésicule (sous-unité beta), et I'autre fixe la protéine cargo a transporter (sous-
unité y1/a2/63/€4/75). Ce mécanisme est illustré en figure 12. Bien que Le complexe AP4 ait été
identifié en 1999, ses spécificités de transport sont encore mal connues (Dell’Angelica EC, et al.

1999).

Les complexes AP1, AP2 et AP3 se lient aux vésicules recouvertes de clathrine. Le
complexe AP4 a lui été associé a des vésicules recouvertes de protéines ARF couplées a des
protéines G, formant un autre manteau protéique. AP1 et AP3 participent au transport des
protéines membranaires présentes au niveau des vésicules sortantes du trans-Golgi et dirigées
vers les endosomes. Puis les vésicules sont redirigées des endosomes vers la membrane externe
de la cellule ; ce qui permet la localisation des protéines transmembranaires par exocytose. En
revanche, AP2 a été décrit comme un acteur de I'endocytose et intervient dans I'entrée des
protéines en provenance du milieu extracellulaire, ou dans le recyclage de protéines

membranaires, par internalisation (Boehm M, et al. 2001 ; Hirst J, et al. 1999).
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Figure 12 : Représentation du complexe AP2 dans son action

Complexe AP2 fixé sur la face
externe d’une vésicule recouverte
de clathrine. Le bras de la sous-
unité B2 permet la fixation au
manteau protéique. L’autre
appendice, présent au niveau de
la sous-unité a2 (complexe AP2),
fixe la protéine cargo a
transporter. Figure réalisée par
les membres du laboratoire du Dr
Harvey T. McMahon,
Neurobiology Division, Laboratory
of Molecular Biology, Cambridge
(UK).

éme

Enfin, trés récemment un 57 complexe AP a été décrit dans la littérature : le complexe
AP5 (Hirst J, et al. 2011), révolutionnant les connaissances dans le domaine du trafic

membranaire.

L’équipe de Jennifer Hirst a rapporté une protéine C140rf108 (14922.3) présentant des
homologies avec les sous-unités Mu des adaptines des quatre autres complexes. Grace a une
technique de double hybride, ils ont également isolé une seconde protéine DKFZp761E198
(11913.1). Celle-ci présente des homologies avec les protéines Beta des complexes AP. De
méme, la protéine DKFZp761E198 présente un bras caractéristique des sous-unités de haut
poids moléculaire, bien qu’il soit de plus petite taille que les 4 autres. Le marquage de la
protéine C14orf108 par immunofluorescence révele une localisation cytosolique, en accord avec

la localisation des complexes AP (Hirst J, et al. 2011).

Une autre étude menée dans le laboratoire de Franck Buccholz (Stabicki M, et al. 2010) a
mis en évidence un assemblage de protéines comprenant DKFZp761E198, KIAA0415 (7p22.1),
SPG11 (15g21.1), SPG15 (14g24.1) et C200rf29 (20p13). Des alignements de séquences révéelent
que la protéine KIAA0415 présente des homologies avec les adaptines a/y/8/e bien qu’elle soit

dépourvue de I'appendice nécessaire a la fixation des protéines cargos. Tandis que la protéine
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C200rf29 semble étre ’'homologue de la petite sous unité Sigma. Ainsi, chacune des sous-unités

du complexe AP5 est représentée :

DKFZp761E198 (AP5B1, MIM 614367) : sous-unité Beta (B5) / (11g13.1)
- Cl40rf108 : (AP5M1, MIM 614368) sous-unité Mu (u5) / (14922.3)

- C200rf29 : (AP5S1, MIM : 614825) sous-unité Sigma (c5) / (20p13)

- KIAA0415 : (AP5Z1, MIM: 613653) sous-unité Zeta (5) / (7p22.1)

De facon intéressante, I'équipe de Jennifer Hirst a démontré par des études
phylogéniques que le complexe AP3 serait le plus ancien des cinqg complexes, suivi d’AP4, AP5
puis AP1 et AP2. Cependant, les complexes AP1 et AP2 auraient plus évolué que les autres
complexes, les rendant indispensables pour la vie. Le complexe AP5 est aussi le complexe qui
présente le moins de ressemblance avec les autres complexes AP. D’autre part le complexe AP4
et AP5 semble spécifique des organismes supérieurs puisqu’il n’est pas retrouvé chez les espéces
telles que: Drosophila Melanogaster, Caenorhabditis elegans ou saccharomyces cerevisiae

(Boehm M, et al. 2001 ; Hirst J, et al. 2011).

Enfin, un dernier point abordé par ce travail, et directement lié a nos résultats sur AP4,
est important. Les protéines SPG11” (15921.1, MIM 610844) et SPG15 (14g24.1, MIM 612012)
seraient deux protéines cargos véhiculées par les complexe AP5. Des mutations récessives ont
été mises en évidence dans des cas de paraplégies spastiques associées a des troubles
neurologiques. Bien que certains points cliniques différent, les patients mutés pour SPG11
(Stevanin G, et al. 2007 ; Del Bo R, et al. 2007 ; Hehr U, et al. 2007) et SPG15 (Elleuch N, et al.
2007) montrent un phénotype similaire au syndrome AP4; a savoir: ils présentent une
paraplégie spastique progressive apparaissant entre 10 et 19 ans et conduisant a une disparition
totale de la marche, un corps calleux fin a I'lRM dans la majorité des cas, une neuropathie, une
substance blanche anormale (hypomyélinisation), une atteinte des facultés mentales et des

troubles de la vision.

" SPG est I’acronyme de Spastic ParapleGia utilisé par OMIM.
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Une étude a établi que 40% des patients atteints de paraplégie spastique associée a un
corps calleux fin présentent des mutations de SPG11 (Crimella C, et al. 2009). Une seconde étude
menée sur une cohorte indépendante révele également que la plus commune des formes de
paraplégie spastique est causée par SPG11 (18,4%), tandis que SPG15 concerne 10,5% des

familles (Boukhris A, et al. 2009).

5.2) Mutations rapportées dans les autres complexes AP

Le complexe AP5 pourrait donc avoir un role similaire au complexe AP4. Les symptomes
mis en évidence par les défauts de SPG15 et SPG11, protéines cargos du complexe AP5,
conduisent a une pathologie ressemblante au syndrome AP4. Afin d’étayer cette hypotheése, un
autre travail a révélé des mutations homozygotes récessives touchant la sous-unité T (KIAA0415)
impliquée dans une paraplégie spastique héréditaire SPG48 (Slabicki M, et al. 2010). Néanmoins,
les signes clinigues semblent moins sévéres car les symptomes débutent a un age proche de 50
ans sans troubles neurologiques associés. Or, |'atteinte des protéines cargos (SPG11 et SPG15)
du complexe AP5 engendre un phénotype plus sévere puisque les symptomes débutent a un age
plus précoce (10-19 ans) et qu’une DI est également constatée. Une hypothése pouvant
expliquer cette observation est que les protéines SPG11 et SPG15 puissent avoir plusieurs
transporteurs, dont le complexe APS5. Ainsi, un autre complexe protéique pourrait assurer, en

partie, le transport des protéines cargos du complexe AP5 lorsque celui-ci est défectueux.

Des mutations touchant les complexes AP1 et AP3 ont aussi été rapportées dans la
littérature. Les mutations d’AP1S2 sont a l'origine d’'une DI sévére et syndromique liée au
chromosome X. Les patients développent une hydrocéphalie et des calcifications cérébrales au
niveau des noyaux gris centraux (Saillour Y, et al. 2007 ; Borck G, et al. 2008). Par ailleurs, c’est
grace a l'association des mutations d’AP1S2 avec une DI-LX que le choix du gene candidat s’est
orienté sur AP4B1 chez la famille Ja. Une autre mutation a été décrite dans AP3B1 et est
responsable d’un défaut plaquettaire associé a des troubles hémorragiques, une fibrose
pulmonaire et un albinisme, mais aucune DI n’a été rapportée pour ce syndrome (Dell’Angelica

EC, et al. 1999).

Certaines des sous-unités des complexes AP sont codées par différents génes. C'est

notamment le cas de la sous-unité beta d’AP3 (AP3B1 et AP3B2), de la moyenne sous-unité mu
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d’AP1 et d’AP3; (AP1IM1, AP1IM2 et AP3M1, AP3M2) et de la petite sous-unité sigma d’AP1
(AP1S1, AP1S2, et AP1S3). C’'est pourquoi, la mutation homozygote rapportée dans la littérature
d’AP3B1 n’est pas létale car la sous-unité B du complexe AP3 est codée par deux génes distincts
(AP3B1 :5q14.1 et AP3B2 : 15¢g25.2). Cette observation est également valable pour la sous-unité
Sigma du complexe AP1 (AP1S1: 7q22.1; AP1S2: Xp22.2 et AP1S3: 2g36.1). Ainsi, chez les
patients mutés pour AP3B1 ou AP1S2, les complexes AP1 et AP3 ne sont pas totalement absents
de 'organisme ; c’est pourquoi on peut supposer que ces deux mutations ne conduisent pas un
phénotype létal. Ceci laisse penser que le complexe AP4 est moins indispensable pour la vie, que
les trois autres complexes AP, mais qu’au contraire il semble jouer un réle majeur dans les

fonctions cognitives des organismes supérieurs et dans la mise en place du SNC.

5.3) Protéines cargos du complexe AP4 : TARP et APP

Transport de la TARP

Une lignée de souris invalidée pour I'orthologue murin du géne AP4B1 (AP—46'/') a été
générée par I'équipe japonaise de Michisuke Yuzaki (Matsuda S, et al. 2008). Les souris sont
fertiles, ne présentent pas d’anomalies anatomiques ni cérébrales visibles et ont une longévité
normale. L'étude par immunohistochimie des neurones de I'hippocampe et des cellules de
Purkinje montre une absence compléte de complexe AP4. Ceci indique que, conformément a ce
qui a été décrit pour les autres adaptines, I'absence d’une seule sous-unité du complexe AP4 est
suffisante pour empécher la formation du complexe AP4. Les souris AP-8" sont donc totalement

dépourvues du complexe AP4.

De maniére intéressante, des structures ressemblant a des granules sont visualisées le
long des axones des deux types neuronaux étudiés (cellules de Purkinje et neurones de
I’'hippocampe). Ces structures sont localisées au niveau de vésicules particulieres appelées
autophagosomes impliquées dans la dégradation des protéines. L'analyse de ces granules révele
la présence anormale de deux acteurs protéiques: les récepteurs AMPA et la protéine TARP. Les
récepteurs AMPA (pour alpha-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) sont des
récepteurs ionotropes du glutamate. lls sont normalement localisés dans la densité post-
synaptique des synapses glutamatergiques (voir figure 13). Les récepteurs AMPA font I'objet

d'un trafic cellulaire intense: (exocytose, endocytose, mais aussi diffusion latérale a la
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membrane). La régulation de la quantité de récepteurs AMPA a la synapse est responsable dans
de nombreux cas des phénomeénes de plasticité synaptique. Les TARP (transmembrane AMPA
Receptor Regulatory Protein) sont une famille de protéines transmembranaires associées aux
récepteurs AMPA. Outre leur réle de chaperon facilitant le trafic des récepteurs AMPA lié a leur
biosynthese, ces protéines modifient les propriétés électrophysiologiques des récepteurs AMPA
et leur ancrage a la surface membranaire (Payne HL, et al. 2008). Ces résultats suggérent donc
que le complexe AP4 pourrait participer a la régulation et a la distribution de certaines protéines
cargos, notamment la TARP liée aux récepteurs AMPA, présentes au sein du réseau somato-

dendritique de certains neurones cérébraux (Matsuda S, et al. 2008).

Figure 13 : Neurones de I’hippocampe chez une souris contréle comparés a une souris AP-48"
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Mécanisme observé dans les neurones de I’hippocampe et les cellules de Purkinje chez les souris WT (wild type) et AP-46"
(figure tirée de I'article de Matsuda S, et a/.2008)

L'étude sur la souris transgénique Ap46'/' se poursuit dans le laboratoire de Shinji
Mastuda par des expériences d’électrophysiologie et des analyses comportementales afin de
mieux comprendre le réle du complexe AP4 dans le développement et dans le fonctionnement

cognitif.
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Transport de ’'APP

La protéine APP est une protéine fortement exprimée dans le cerveau capable d’étre
clivée par 3 secrétases (secrétase a, secrétase B et la secrétase y). Les secrétases a favorisent le
clivage de I’APP en protéines sAPP-a participant a la plasticité synaptique (hotamment au niveau
des neurones cholinergiques). La secrétase B permet le clivage en deux produits : SAPP-f et C99.
sAPP-B possede un role similaire a la sAPP-a. En revanche, le second produit C99 peut étre clivé
par la secrétase y en différentes taille de protéines néfastes pour les cellules neuronales,
nommées B-amyloides (AB). La forme AB42 est la forme la plus pathogéne pour le neurone et est
impliqguée dans la formation d’agrégats protéiques retrouvés notamment dans la maladie

d’Alzheimer (Zhang H, et al. 2011).

L’équipe de Burgos et collaborateurs a mis en évidence un motif YKFFE au sein de la
protéine APP capable d’entrer en interaction avec la sous-unité Mu4d (A4PM1). Lorsque
I'interaction entre le complexe AP4 et la protéine APP est abolie, celle-ci n’est plus localisée aux
endosomes, contrairement aux cellules sauvages démontrant le transport d’APP du réseau trans-
golgien vers les endosomes. Cette localisation anormale d’APP conduit a 'augmentation de la
production de la secrétase y et favorise le clivage d’APP sous sa forme pathogene AB. De plus,
une augmentation de la protéine Tau a également été constatée lorsque I'interaction Mu4/APP
est abolie (Burgos PV, et al. 2010). Cette étude souligne, a nouveau, un des réles du complexe
AP4 dans le SNC, mais elle met également en avant le role du complexe AP4 dans le transport

vésiculaire au départ du réseau trans-golgien vers les endosomes.

6) Conclusions et perspectives

6.1) Conclusions de I’étude

Les résultats de ces études ont donc conduit a la description d’'un nouveau syndrome
cliniguement reconnaissable : le syndrome AP4. Au total 7 familles ayant des anomalies des
génes codant une sous-unité du complexe AP4 ont été décrites. Ces différentes observations
permettent de définir ce nouveau syndrome par I'association d’une DI profonde, d’une absence
de langage, d’une petite taille, d’'une hypotonie postnatale, d’'une hypertonie progressive, d’une
perte de la marche vers I'dge de 2,5 ans, d’une spasticité des membres inférieurs et d’un

caractére timide, enjoué accompagné de rires stéréotypiques. D’autres signes cliniques peuvent
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étre associés dans certains cas : une hyperlaxité des articulations des membres inférieurs, des
pieds-bots, des crises d’épilepsie, des anomalies dentaires et/ou du palais, une hypersalivation
et un surpoids. De plus, les patients, pour lesquels une IRM a été réalisée, montrent une perte
de la substance blanche, un corps calleux anormalement fin et une ventriculomégalie. Les

différents signes cliniques sont résumés dans la table ci-dessous.

Signes cliniques Patients
Microcéphalie 15/20
Petite taille 8/8
DI séveére 20/20
Absence de langage 19/20
Rires stéréotypiques 17/18
Caractere amical et timide 10/18
Hypotonie Néonatale 18/20
Hypertonie progressive 18/20
Hyperréflexie 15/15
Signe de Babinski 9/15
Spasticité 20/20
Absence démarche 17/20
Convulsion 8/20
IRM (corps calleux fin ; 10/10
ventriculomégalie ; anomalie de la
substance blanche)
Patients mutés AP4B1 9
Patients mutés AP4AM1 5
Patients mutés AP4E1 4
Patients mutés AP4S1 3

Le complexe AP4 pourrait avoir un réle dans le transport et le recyclage des récepteurs
AMPA dans certains neurones post-synaptiques mais également dans le transport de la protéine
APP. Ces acteurs protéiques ont un role primordial dans la plasticité synaptique. Ainsi de telles

anomalies touchant le complexe AP4 pourraient expliquer le syndrome observé.

6.2) Perspectives

Une étude visant au criblage systématique des quatre sous-unités du complexe AP4 chez
des patients atteints de paraplégie spastique apparaissant dans la jeune enfance et associée a
une DI sévéere doit maintenant étre mise en place pour estimer la prévalence du syndrome AP4

dans une telle cohorte.
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En collaboration avec le laboratoire du professeur Robinson a 'université de Cambridge
en Angleterre, des travaux sont en cours sur les fibroblastes dérivés de patients de la famille Ja
pour tenter d’identifier de nouvelles protéines cargo pouvant étre fixées par le complexe AP4.
Les protéines cargos peuvent étre identifiées par des approches de doubles hybrides ou de co-
immunoprécipitation suivies par une analyse des protéines extraites par spectrométrie de
masse. Les différentes expériences peuvent étre réalisées a partir de la protéine €4 (AP4E1)
munie du bras capable de fixer les protéines cargos et servant de proie pour la capture des
protéines partenaires du complexe AP4. Une fois ces différents acteurs identifiés, I'étude de la
localisation de ces protéines pourra étre entreprise chez les patients touchés par le syndrome

AP4 afin d’évaluer I'impact de la défaillance du complexe AP4 dans la pathologie
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REPORT

Adaptor Protein Complex 4 Deficiency Causes Severe
Autosomal-Recessive Intellectual Disability, Progressive
Spastic Paraplegia, Shy Character, and Short Stature

Rami Abou Jamra,1.8* Orianne Philippe,28 Annick Raas-Rothschild,? Sebastian H. Eck,* Elisabeth Graf,*
Rebecca Buchert,! Guntram Borck,2 Arif Ekici,! Felix F. Brockschmidt,>6 Markus M. No6then,s6
Arnold Munnich,2 Tim M. Strom,47 Andre Reis,!.® and Laurence Colleaux2.9*

Intellectual disability inherited in an autosomal-recessive fashion represents an important fraction of severe cognitive-dysfunction disor-
ders. Yet, the extreme heterogeneity of these conditions markedly hampers gene identification. Here, we report on eight affected indi-
viduals who were from three consanguineous families and presented with severe intellectual disability, absent speech, shy character,
stereotypic laughter, muscular hypotonia that progressed to spastic paraplegia, microcephaly, foot deformity, decreased muscle mass
of the lower limbs, inability to walk, and growth retardation. Using a combination of autozygosity mapping and either Sanger
sequencing of candidate genes or next-generation exome sequencing, we identified one mutation in each of three genes encoding
adaptor protein complex 4 (AP4) subunits: a nonsense mutation in AP4S1 (NM_007077.3: ¢.124C>T, p.Arg42*), a frameshift mutation
in AP4B1 (NM_006594.2: c.487_488insTAT, p.Glul63_Ser739delinsVal), and a splice mutation in AP4E1 (NM_007347.3:
€.542+1_542+4delGTAA, 1.421_542del, p.Glu181Glyfs*20). Adaptor protein complexes (AP1-4) are ubiquitously expressed, evolution-
arily conserved heterotetrameric complexes that mediate different types of vesicle formation and the selection of cargo molecules for
inclusion into these vesicles. Interestingly, two mutations affecting AP4M1 and AP4E1 have recently been found to cause cerebral palsy
associated with severe intellectual disability. Combined with previous observations, these results support the hypothesis that AP4-
complex-mediated trafficking plays a crucial role in brain development and functioning and demonstrate the existence of a clinically

recognizable syndrome due to deficiency of the AP4 complex.

With a worldwide prevalence of around 2%, early-onset
cognitive impairment, commonly referred to as intellec-
tual disability (ID), is the most frequent cause of severe
disability and a leading socioeconomic healthcare problem
in Western countries.! For the last two decades, remarkable
progress has been made in the elucidation of ID condi-
tions. About 30% percent of severe ID cases have been
ascribed to chromosomal imbalances.” Defects in X-linked
genes account for about 10% of male ID cases.” Yet despite
these recent advances, the cause of ID remains unex-
plained in the majority of cases, and this leaves families
without accurate diagnosis or genetic counseling. In partic-
ular, very little is known about the autosomal-recessive
forms of ID (ARID). The broad genetic heterogeneity of
ARID precludes any possibility of pooling families, and
the scarcity of large pedigrees suitable for linkage analyses
have hitherto hampered identification of the genes
responsible for most of these cases. This problem has
been successfully circumvented by the use of autozygosity
mapping in large consanguineous families; in nonspecific
ARID ten genes have been identified so far.!"*~? Neverthe-
less, mutations in each of these genes only account for one

or very few families, suggesting that many genes remain to
be identified.

Here, we present linkage analyses, mutation discovery,
and clinical characterization of a recognizable ARID
syndrome in eight affected individuals from three consan-
guineous families.

Family IDO1 is a sibship of three affected and two
healthy siblings born to healthy parents, who are second
cousins of Israeli-Arab descent (Figure 1A and Table 1).
Pregnancy and delivery were unremarkable in all three
affected cases. At birth all three siblings presented with
microcephaly and muscular hypotonia, which later devel-
oped to hypertonia. At the time of examination, a clinical
assessment showed hyperreflexia, spastic paraplegia, and
an inability to walk unaided. All affected individuals re-
vealed a severe cognitive deficit, marked speech delay,
and adaptive impairment. Furthermore, they presented
with microcephaly, a high palate, mildly remarkable facial
gestalt with a wide nasal bridge, short stature, hyperlaxity,
genu recurvatum, pes planus, and a waddling gait. All three
affected individuals had stereotypic laughter and markedly
shy character. None of the patients had seizures, vision or
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8These authors contributed equally to this work

“These authors contributed equally to this work

*Correspondence: rami.aboujamra@uk-erlangen.de (R.A.J.), laurence.colleaux@inserm.fr (L.C.)

DOI 10.1016/j.ajhg.2011.04.019. ©2011 by The American Society of Human Genetics. All rights reserved.

788 The American Journal of Human Genetics 88, 788-795, June 10, 2011



Relative expression level of AP4B1/GAPDH

el e

o Il

3

cont. 1

AP4B1 mRNA guantification

cont. 2

Figure 1.
IDO1

(A) Pedigree of the family.

(B) Electrophoregrams illustrating the
C.487_488insTAT, p-Glu163_Ser739de-
linsVal variant in exon 5 of AP4BI1. Data
are shown for homozygous affected
individuals, heterozygous healthy parents,
and homozygous wild-type healthy
siblings.

(C) Quantitative RT-PCR analysis of AP4B1
mRNA. AP4B1 expression in fibroblast
cells from three controls and from patient
IV-2.

Data are normalized to glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).
Means = standard deviation are given
(n = 3 independent experiments). ***p

Genetic Analysis of Family

(]

cont. 3 V-2

c . . value of < 0.01 (Student’s test) for the
AP4B1, NM_006594: ¢.478_788insTAT, p.Glu163_Ser739delinsVal difference of expression. **p value of
< 0.05 (Student’s test) for the difference
Gly Ala leu Val _Asn__ Glu _ leu Tyr Ser leu Lleu of expression.
Gly Ala _leu Val Asn Val STOP
ATGGTGCCCTGGTAAATGTATAATTATACAGTTTGCTGC
Index family, all affected individuals were
i n AN A A markedly shy, amicable, and calm
I\ YA f\ A f o7 .
\ / Vv /| /\f \/ ]\ VY and kept smiling or laughing for no
L —--4’-y\ . ,L;_ ~  obvious reason but did not have
Parent laughter bursts. None of the patients

had seizures, a hearing impairment,
or any anomalies of inner organs
(Table 1). The nephew of the index,

VI-3, has an wunclassified vision
impairment. In addition, V-9 and
VI-7 presented with moderate intel-
lectual disability, could walk and

hearing impairments, or any anomalies of inner organs
(Table 1).

Family MR0O61 is composed of three nuclear families from
middle Syria; the families have one affected child each: the
index, V-14, his nephew VI-3, and his cousin once removed
V-28 (Figure 2). Pregnancy, delivery, and neonatal period
were unremarkable. Affected individuals sat at age one
and walked at age two to four but lost their ability to walk
six to 24 months later. At the time of examination, clinical
assessment showed muscular hypertonia, especially of
lower limbs; contractures; talipes equinovarus; weak and
decreased muscle mass of the shanks; and a clinical suspi-
cion of peripheral neuropathy. All affected individuals
revealed a severe cognitive deficit and absent speech and
could only express basic needs (i.e., thirst, hunger, and
strangury). Further, they presented with microcephaly
(VI-3 and V-28); mild facial dysmorphisms, including
a prominent and bulbous nose, a wide mouth, and coarse
features; short stature; and mild spasticity in flection of
upper limbs, which could be used only for simple tasks
(e.g., holding a bottle of water). Similar to the former

speak, and did not have growth retar-
dation and thus presented clinically
with a different form of disability.
Family MRO71 is composed of two nuclear families who
are from the north of Syria and had one affected child
each: the index, III-5, and his cousin, III-11 (Figures 3A
and 3B). The pregnancy and birth were unremarkable in
both cases. The parents reported muscular hypotonia in
the neonatal period; this later developed to muscular
hypertonia, especially of the lower limbs. At the time of
examination, clinical assessment revealed contractures;
talipes equinovarus; and decreased muscle mass of the
shanks; together these findings resembled peripheral
neuropathy. All affected individuals presented with
a severe cognitive deficit and absent speech. Furthermore,
they had microcephaly; short stature; and a mildly remark-
able facial gestalt that included a prominent and bulbous
nose, a wide mouth, and coarse features. Individual III-11
had epilepsy. Both patients showed a shy, amicable, and
calm character. They smiled or laughed for no obvious
reason but did not have laughter bursts. None of the
patients had vision or hearing impairments or any anom-
alies of inner organs (Table 1). In this family one other
cousin, III-1, presented clinically with a different form of
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Table 1.

Clinical Findings in Patients with Mutation in Distinct AP4 Subunits

This Report
Moreno-De-Luca

Family IDO1 MRO61 MRO71 et al.*? Verkerk et al.*’
Patient v-2 V-4 V-5 V-14 V28 VI3 1I-5 m-11  1v-4 V-5 IV-1 1IV-3  IV-4 IV-51V-6
AP4 subunit B1 B1 B1 S1 S1 S1 E1l E1l El El M1 Ml M1 M1 Ml
disrupted
Sex F F M M F M M F F M F M F M M
Age at evaluation 23 15 11 22 20 18 11 6 23 22 24 23 22 1.5 21
(years)
Severe ID + + + + + + + + + + + + + + +
Normal speech  + - - - - - - - - - - - - NA -
Stereotypic + + + + + + - + + + + + + NA +
laughter
Shy character + + - + + + - - NA NA NA NA NA NA NA
Neonatal + + + + NA + + + + + + + + + +
hypotonia
Progressing + + + + + + + + + + + + + NA +
to hypertonia
Hyperreflexia + + + + NA + NA NA + + + + + NA +
Babinski sign + - + NA NA NA NA NA + + + + + NA +
Spasticity + + + + — + + + + + + + + NA +
Drooling - - + + + + - - + + + + + NA +
Walk 2.5 2.5 2.5 2 2.5 - - - - - - - - -
independently
(years)
Ambulation wheelchair + wheelchair — - - crawling crawling — - - - - NA -
Foot deformity — — - - + + + + + NA NA - + - - =
Head -2SD -2.5SD -3 SD —-1SD —-4SD -2SD -3SD  -4SD -3SD -3SD —-1SDOSD -2SD NA -2.5SD
circumference
Height (cm) ! l l 145 130 140 125 105 NA NA NA NA NA NA NA
Epilepsy — - - — - - - + + + - - - - =
Sphincter control — — - + + + - - - - - - - NA -
Eye evaluation = normal normal normal normal normal amblyopia normal normal normal normal NA normal NA  NA POD
Hearing normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal NA  NA NA NA NA
evaluation
Overweight + + normal normal normal normal normal normal NA NA NA NA NA NA NA

The following abbreviations are used: F, female; M, male, NA, not available POD, pale optic disc. The following symbols are used: +, present; —, absent; |, short

stature, but not exactly measured.

disability. She had mild ID, could walk and speak, and did
not have growth retardation.

Chromosome analysis and metabolic screening
(including plasma amino acid, lactate, carnitine and
urinary oligosaccharides, mucopolysaccharidoses, and
organic acids) as well as biochemical screening for GM1
Gangliosidosis, Tay Sachs, and Krabbe diseases were all
normal. No brain magnetic resonance imaging was avail-
able for any of the patients.

All procedures followed in this study were approved by
the local ethical committee at the contributing Universi-
ties and proper informed consent was obtained. Additional

consent was obtained from parents of affected persons
whose photographs are presented in this work. Blood
samples were collected from all affected and most unaf-
fected siblings and parents. Blood lymphoblasts (families
MRO61 and MRO71) and skin fibroblasts (patient IV-2 of
family IDO1) were cultured. Genomic DNA was extracted
by standard methods and analyzed with the Affymetrix
GeneChip Mapping 250K array (family IDO1) or 6.0 array
(families MR0O61 and MRO71) (Affymetrix, Santa Clara,
CA, USA). Analysis did not reveal pathogenic deletions or
duplications. Mendelian segregation was calculated with
PedCheck software and was confirmed in all instances.'*™'*
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Figure 2. Genetic Analysis of Family MR061

(A) Pedigree of family; arrows indicate index. Family MRO61 is large with multiple affected individuals with variable phenotypes. Grey
symbols denote individuals in whom clinical presentation is markedly different and who have no AP4S1 mutation (heterogeneity within
the family).

(B) Electropherograms illustrating the mutation in exon 2 of AP4S1.

(C) Facial appearance of affected individuals with discreet remarkable facial gestalt, including a prominent and bulbous nose, a wide

mouth, and coarse features and photographs of lower limbs with foot deformity and decreased muscle mass of the shanks.

We performed linkage analysis with ALLEGRO under an
autosomal-recessive mode of inheritance with 99% pene-
trance and a disease allele frequency of 0.001 by using the
EasyLinkage interface software.'*'® Multipoint linkage
analysis resulted in significant linkage peaks at 1p13.2-
q21.2 for family IDO1, at 14q11-q12 for MR061,'7 and at
15921.1-q25.1 for MRO71. Further genotype and haplotype
analyses confirmed homozygosity by descent and defined
critical intervals of 34 Mb, 9.1 Mb, and 32.9 Mb, respectively
(Table S1, available online). Individuals from families MR061
and MRO71, who presented with a clinically distinct form of
ID, neither showed linkage to the above-mentioned regions
nor, in the case of individuals V-9 and VI-7, showed
a common locus. This means that in families MR061 and
MRO71 three and two different ID disorders exist,
respectively.

After prioritizing genes according to their expression in
the brain and their putative role in the central nervous
system, we screened eight genes mapping to 1p13.1-
q21.2 in family IDO1 by using direct sequencing of
all coding exons and exon-intron junctions. We
identified a 3 bp homozygous insertion (NM_006594.2:

c.487_488insTAT) within exon 5 of AP4B1 (encoding the
B subunit of the adaptor complex 4 [MIM 607245]) (Fig-
ure 1B). This variant cosegregated with the disease and
was not present in NCBI dbSNP (build 131) or detected
in any of 796 control chromosomes, including 160 chro-
mosomes from individuals of Israeli-Arab origin. This
frameshift mutation (p.Glu163_Ser739delinsVal) was pre-
dicted to cause premature termination of translation.
Quantitative real-time PCR with the ACT method showed
significantly less AP4B1 transcript in patient skin fibro-
blasts than in three controls (p = 0.0084-0.013 with
Student’s test, Figure 1C). These results suggest that the
primary effect of this frameshift mutation is nonsense-
mediated decay.

DNA from individual V-14 of family MR0O61 was en-
riched with the SureSelect Human All Exon Kit, which
targets approximately 38 Mb, that is 1.22%, of the human
genome (Agilent, Santa Clara, Ca, USA). Sequencing was
carried out on an [llumina Genome Analyzer [Ix (Illumina,
San Diego, CA, USA) as 54 bp or 76 bp paired-end runs.
Image analysis and base calling were performed with the
Genome Analyzer Pipeline version 1.5 with default
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Family MRO71

Figure 3. Genetic Analysis of Family MR071
(A) Pedigree of family MRO71.

AP4E1, NM007347: c542+1_542+4delGTAA, r.543_702del

Val Val Lys Ghy 19AA STOP

val Val Ly Asp Leu His Ser Lys Gl lle Val

— — — — — — — — — ——
GTTGTAAAGGATC ACATTCTAAGGAGATTGTACG

Index 1
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cDNA sequence from lymphoblastoid cell lines

11-11

Bunqis AyijeaH

(B) Representative sequence traces from cDNA showing skipping of exon 5.

(C) Facial appearance of affected individuals includes discreet remarkable facial gestalt with prominent and bulbous nose, wide mouth,
and coarse features. Also shown are photographs of the lower limbs with foot deformity and decreased muscle mass of the shanks.
(D) RT-PCR products of mRNA from homozygous affected individuals, heterozygous healthy parents, and homozygous wild-type
healthy siblings; the expected size from the normal AP4E] allele (512 bp) as well as a smaller band corresponding to aberrant splicing

of the mutated allele with skipping of exon 5 (389 bp) is shown.

parameters. We performed read alignment with BWA
(v 0.5.8) by using the default parameters'® with the human
genome assembly hgl9 (GRCh37) as reference. Single-
nucleotide variants and small insertions and deletions (in-
dels) were detected with SAMtools (v 0.1.7).} Variant
annotation was performed with custom Perl scripts inte-
grating data from dbSNP (v131) and the UCSC Genome
Browser knownGene track. Additionally, we compared
variants to 80 sequenced exomes in an in-house database
to identify further common variants that are not present
in dbSNP. We captured 26,037 variants; 6,655 variants
were coding and homozygous, 345 of those were not anno-
tated, and 139 of those were nonsynonymous. Only two
variants were located in the linked region on chromosome
14: a missense variant in the last exon of SLC22A17
(NM_020372.2: ¢.1429G>A, p.Val477Met) and a nonsense
variant in the first coding exon of AP4S1 (NM_007077.3:
c.124C>T, p.Arg42*). In silico analysis with Muta-
tionTaster?® and PolyPhen?! indicated a high probability

for a pathogenic effect for both variants. The variants
were also absent in 740 Syrian control chromosomes and
cosegregated with the affected status within the family.
Both SLC22A17 (highly expressed in the brain and
belonging to the organic cation transporter family [MIM
611461]) and AP4S1 (encoding the small subunit of the
adaptor complex 4, MIM [607243]) are thus good a priori
candidates for ID. Because the clinical presentation of
affected persons with mutations in the different AP4
subunits shows high similarity (Table 1), we assume that
the AP4S1 mutation, which truncates the protein at its
very beginning, is the main determinant of the phenotype
in this family, although we cannot exclude an additional
effect of the SLC22A17 or other variant in the linked
region.

Finally, we tested homozygosity at the four loci coding
for the subunits B1, E1, S1, and M1 of the AP4 complex
by genotyping cohorts of 22 French and 62 Syrian'’
ARID families with Affymetrix GeneChip Mapping 6.0,
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Affymetrix GeneChip 250K (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA) or Illumina 610K arrays (Illumina, San Diego, CA,
USA). One Syrian family (MR071) showed linkage to
chromosome 15 containing AP4E1. Direct sequencing of
this gene (encoding the ¢ subunit of the adaptor complex
4 [MIM 607244]) identified a homozygous splice-donor
site mutation in intron 5 (NM_007347.3, ¢c.542+1_542+
4delGTAA) (Figure 3). This variant cosegregated with the
phenotype, was not present in dbSNP build 131, and was
absent in 740 control chromosomes from healthy individ-
uals of Syrian descent. This mutation was predicted to
abolish the intron 5 splice-donor site. Consistently, anal-
ysis of AP4E1 transcript from patient lymphoblastoid cell
lines revealed skipping of exon 5 (Figure 3). This deletion
was predicted to cause a frameshift and a premature
termination of translation in exon 6 (NM_007347.3:
r.421_542del, p.Glul81Glyfs*20). In an additional Syrian
family, an individual who had a homozygous 11 bp
deletion in intron 11 of AP4E1 (c.1346+44_1346+
54del GCAGTGACTTT) was identified . In silico analysis
indicated that this deletion is not pathogenic and it was
present in 20% of 320 control chromosomes from healthy
individuals of Syrian descent. No additional, not anno-
tated variants were identified.

Adaptor protein complexes (AP1, AP2, AP3, and AP4)
play a key role in signal-mediated trafficking of integral
membrane proteins. They mediate different types of
vesicle formation and the selection of cargo molecules
for inclusion into these vesicles. These evolutionarily
conserved heterotetrameric complexes share a common
structural organization and are composed of four subunits:
two large subunits or adaptins (~100 kD; a-¢/p1-4), one
medium (~50 kD; p1-4), and one small subunit (~17 kD;
c1-4).>% AP1-3 complexes are widely distributed among
eukaryotes from yeast to humans. By contrast, the AP4
complex is absent in organisms such as Saccharomyces
cerevisiae, Caenorhabditis elegans, and Drosophila mela-
nogaster.23 Moreover, although AP1, AP2, and AP3
complexes have been shown to be associated with clathrin
vesicles, the AP4 complex functions independently of cla-
thrin and is preferentially linked to membranes regulated
by the small GTPase ARF, another coat-vesicle protein.?*2°

As shown in Figure S1, expression analysis of AP4BI,
AP4E]1,and AP451 transcript levels by quantitative RT-
PCR in various adult and fetal tissues revealed ubiquitous
expression in all fetal and adult brain structures tested. It
has been suggested that the AP4 complex is involved in
various sorting processes. In HeLa cells, the u4 subunit
interacts with the cytoplasmic tyrosine motif of lysosomal
cargo proteins such as the lysosome-associated membrane
protein 2 and mediates their direct transport to lysosomes
without passing via the plasma membrane. In Madin-
Darby canine kidney cells (MDCK), the u4 subunit inter-
acts with different cargo proteins destined for the basolat-
eral membrane. In the brain, the AP4 complex has been
involved in the transport of amyloid precursor protein
(APP) from the trans-Golgi network to early endo-

somes.?” Ap4bl-deficient mice were fertile, exhibited no
anatomical brain abnormalities, and had normal life spans,
body weight, and grip power. They exhibited no ataxia but
a significantly poorer rotorod performance than wild-type
mice did. There was no information about learning ability
of the Ap4bl-deficient mice. Analysis of those mice
demonstrated that Ap4 mediates the trans-Golgi network
to the postsynaptic somatodendritic domain transport
of d2 and a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepro-
pionic acid (AMPA) glutamate receptors in both cerebellar
Purkinje cells and hippocampal neurons.”® We thus
propose that motor disturbances observed in patients
with mutations in the AP4 complex might be because of
cerebellar dysfunction caused by mislocalization of gluta-
mate receptors. Similarly, defective AMPA receptor sorting
might impact synaptic plasticity in hippocampal neurons
and cause ID.

Mutations in other AP complexes have already been
linked to human disorders. Mutations of AP1S2 (encoding
the o small subunit of the adaptor complex 1 [MIM
300629]) cause an X-linked intellectual disability
syndrome associating muscular hypotonia, delayed
walking, speech delay, aggressive behavior, brain calcifica-
tions, and elevated cerebrospinal fluid protein levels (MIM
300630).%”° Mutations in AP3B1 (encoding the B subunit
of the adaptor complex 3 [MIM 603401]) cause Herman-
sky-Pudlak syndrome type 2 (HPS [MIM 608233]), a disease
characterized by hypopigmentation of the eyes and skin,
prolonged bleeding, and lysosomal ceroid storage.>’

Interestingly, homozygosity for a splice-donor site muta-
tion in AP4M1 (encoding the p subunit of the AP4 complex
[MIM 602296]) was found to be associated with an auto-
somal-recessive spastic tetraplegia with intellectual
disability and white matter anomalies (MIM 612936).3!
Moreover, a 192-kb-long deletion encompassing SPPL2A
(MIM 608238) and AP4E1 (MIM 607244) was also found
to be associated with autosomal-recessive cerebral palsy,
microcephaly, and intellectual disability (no MIM number
has been assigned).>*> Patients carrying mutations in
AP4M1 and AP4E1 share many clinical features with those
patients described in our study (Table 1). Primarily, all
patients had an infantile muscular hypotonia that pro-
gressed to spasticity, hypertonia, and paralysis and became
unable to walk. They presented with a severe ID, absent or
markedly delayed speech, stereotypic laughter, and growth
retardation. In addition to those common symptoms,
several other features were observed in some of the
patients: microcephaly, epilepsy, waddling gait, joint hy-
perlaxity (in patients with AP4B1 mutation), and feet defor-
mity (Table 1). Yet, despite this phenotypic variability, our
data suggest that disruption of any of the four AP4 subunits
causes a clinically recognizable AP4-deficiency syndrome.
This was also supported by the fact that three other individ-
uals in families MRO61 and MRO71 have a clinical pheno-
type of ID different from the AP4 syndrome and
consistently do not carry the familial mutations homozy-
gously. Heterozygous carriers of the mutations have no ID.
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In conclusion, our findings illustrate the power of
combining systematic autozygosity mapping with large-
scale sequencing for unraveling the molecular bases of auto-
somal-recessive ID. More importantly, they suggest the exis-
tence of a clinically recognizable AP4-deficiency syndrome
characterized by the association of severe ID, growth retar-
dation, stereotypic laughter, progressive spasticity, and
inability to walk. Finally, this study provides further support
to the hypothesis of a crucial role of AP4-mediated traf-
ficking in brain development and functioning.

Supplemental Data

Supplemental Data include one figure and one table and can be
found with this article online at http://www.cell.com/AJHG/.
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Chapitre 3 : Contribution des anomalies de la voie NF-kB a I’étiologie des
déficiences intellectuelles : TRAPPC9 un nouvel acteur

Ces travaux ont fait 'objet d’une publication: « Combination of linkage mapping and
microarray-expression analysis identifies NF-kappaB signaling defect as a cause of autosomal-

recessive mental retardation» (Philippe O, et al. 2009).

1) Evaluation clinique des patients

La famille BM, d’origine Tunisienne et suivie par le Docteur Marléne Rio a I'hopital
Necker Enfants-Malades, est composée de quatre garcons issus d’un mariage entre cousins issus
de germains (Philippe O, et al. 2009: figure 1.A). Trois d’entre eux sont atteints d’une DI sévére
(Ql=35) associée a une microcéphalie variable, une légére dysmorphie faciale, un cou court, une
obésité tronculaire tendant a disparaitre avec la croissance et un retard psychomoteur mais sans
anomalies motrices persistantes (figure 14). Les trois garcons ont un caractére joyeux et I'un
d’entre eux présent une hyperactivité. Les signes cliniques associés a la DI de ces patients sont
peu spécifiques et n’évoquent pas de syndrome connus, rendant difficile le recrutement de

patients susceptibles d’étre atteints de la méme maladie.

Figure 14 : Deux enfants de la famille BM atteints de DI
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Cependant, les images des IRM cérébrales de deux enfants de la famille BM montrent
des signaux particuliers rarement observés chez des patients atteints de DI. En effet, différentes
séquences a I'IRM sont utilisées pour la lecture des images : la séquence T1, T2 et FLAIR. Ces
séquences permettent d’observer des images avec différentes intensités de signaux en fonction
des tissus observés (graisse, os, substance grise, substance blanche, etc.). La séquence FLAIR est
une séquence en inversion-récupération pondérée T2 sur laquelle on a « supprimé » le signal de
I'eau libre (et donc du liquide céphalo-rachidien), qui apparait alors en hyposignal par rapport
aux images en T2. Cette séquence est trés utilisée dans I'exploration cérébrale. A I'exception des
sujets tres jeunes dont I’dge est inférieur a 2 ans, une concordance est observée entre les
anomalies cérébrales observées en FLAIR et celles des séquences T1 et T2. Or chez les enfants de
la famille BM, I'IRM révéle des hypersignaux de la substance blanche uniquement présents sur la
séquence FLAIR alors que la séquence T2 apparait normale. Cette observation suggére un défaut
atypique de la substance blanche (Philippe O, et al. 2009 : figure 1.B). Aucune autre anomalie n’a
été rapportée chez les enfants de la famille BM pour les séquences T2 et FLAIR lorsqu’ils sont

comparés a des individus contréles de méme age et de méme sexe.

2) Cartographie par autozygotie et analyse transcriptomique

2.1) Cartographie par autozygotie de la famille BM.

Une étude de liaison a été réalisée par génotypage sur puce Affymetrix® GeneChip
Mapping 10K array a permis de mettre en évidence deux régions chromosomiques candidates
uniques d’une taille supérieur a 2 Mb et statistiquement significatives compte tenu du lien de

parenté des parents.

La premiere région candidate est localisée sur le chromosome 8g24.21-q24.3, entre les
marqueurs rs2395855 et rs1397380. Cette région de 12,16 Mb dont le LOD score maximal
calculé est de 3,13, comprend environ 34 génes connus (GRCh37/hg19, UCSC). La seconde, dont
la taille est de 29,89 Mb, est bornée par les marqueurs rs982833 et rs750841 en Xg25-928 avec
un LOD score maximale de 0,9 et compte 186 génes caractérisés (Philippe O, et al. 2009 : figure

2.B).
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Dans un deuxieme temps, des marqueurs microsatellites hautement polymorphes ont
été analysés afin de compléter les travaux de cartographie réalisés. Cette étude a permis de
confirmer les deux régions d’homozygotie mais n’a cependant pas permis de réduire l'intervalle
des deux loci identifiés par I'étude de liaison ni de les exclure. C'est pourquoi, I'étude

transcriptomique réalisée dans un second temps a été pratiquée sur les deux régions critiques.

2.2) Analyse transcriptomique de la famille BM.

Compte tenu du nombre important de génes (220) compris dans I'intervalle de ces deux
loci, la mise en place d’une analyse par une puce a expression a semblé pertinente. L'étude
transcriptomique (Affymetrix® U133Plus2 array) a été réalisée a partir des ARN totaux extraits de
fibroblastes du patient V.l, comparée a 3 controles indépendants, sous I’"hypothése d’un mRNA
decay consécutif a la mutation. L’analyse du transcriptome a été restreinte aux seules deux
régions chromosomiques candidates dont les résultats sont présentés sous forme de ratio,

sonde par sonde.

Au sein de la région du locus 8g24.21-g24.3, 30 transcrits ont été couverts par la puce, ce
qui correspond a une couverture de 88% des génes de la région. Au niveau du locus Xq25-g28,
135 transcrits ont été analysés, soit 84% des genes de la région. Les résultats de I'analyse
transcriptomique orientaient sur un géne candidat, en révélant une diminution significative d’un
unique transcrit au sein des deux intervalles retenus : le gene TRAPPCY au locus 8q24.21-g24.3

(voir figure 15 et table 8).
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Figure 15 : Analyse génétique et transcriptomique de la famille BM
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A : Représentations graphiques des LOD score sur la totalité du des loci 8q24.21-q24.3 et Xq25-g28. La ligne rouge marque
le LOD score a 6=0. B : Représentation graphiques des données du transcriptome. La courbe rouge représente les ratios du
patient BM/C12 et les trois autres celles des trois contrdles (ramenés sur le méme individu de référence C12). La ligne en
pointillé indique un ratio de 1.

Table 8 : Ratios des 3 sondes de TRAPPC9 du patient BM et des 3 contréles

Sondes BM/C12 | Cont.1/C12 | Cont.2/C12 | Cont.3/C12 | P value
221836_s_at | 0,6226 1,0079 0,9626 0,9738 4.0447e-14
56829_at 0,8881 1,0190 1,0156 0,9999 0.0764
221672_s_at | 0,9588 1,1757 1,1232 1,0508 1

Trois sondes de la puce transcriptomique sont complémentaires du transcrit TRAPPCO9.
Bien que seules 2 sondes sur trois, montrent une baisse significative de I'expression de TRAPPC9,
nous avons orienté notre analyse sur ce géne comme pouvant rendre compte de la DI des
individus atteints de la famille BM. Dans un premier temps, nous avons confirmé par RT-PCR en
temps réel, l'instabilité du transcrit TRAPPC9 (Philippe O, et al. 2009 : figure 2.B). Les résultats
révelent un effondrement de I'expression relative du transcrit TRAPPC9 proche de 90%. Le

séquencage direct des 23 exons et des jonctions intron-exon de TRAPPC9 a permis de mettre en
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évidence la substitution d’un nucléotide C vers T, a I’état homozygote, conduisant a I'apparition
d’un codon stop prématuré au niveau de I'exon 9: (NM_031466.5(TRAPPC9 v001): c.1708C>T ;
NM_031466.5(TRAPPC9_i001): p.(Arg570*) annotation établie par le site Mutalyzer 2.0). La
variation ségrége avec la maladie dans la famille BM et n’a pas été retrouvée parmi 1120

chromosomes controles.

3) Fonctions de la protéine TRAPPC9

Initialement décrite sous le nom de NIBP signifiant « NIK and IKKB Binding Protein », la
protéine TRAPPCY est capable d’interagir avec les protéines NIK (MAP3K14, MIM 604655) et

IKKB (IKBKB, MIM 603258), deux acteurs majeurs de la voie NF-kB (Hu et al. 2005).

3.1) Les voies NF-kB

Chez les vertébrés, la famille NF-kB est composée de cing facteurs de transcription:
NFKB1 (ou p50 et son précurseur P105, MIM 164011), NFKB2 (ou P52 et son précurseur P100,
MIM 164012), REL (ou c-REL, MIM 164910), RELA (ou p65, MIM 164014) et RELB (MIM 604758).
Ces protéines s’assemblent sous différentes formes d’homo- et d’hétérodimeres dans le
cytoplasme. Les facteurs de transcription NF-kB posseédent un domaine commun nommé REL,
représenté par 300 aa en partie N-ter qui contient les séquences de fixation a I'ADN, de
dimérisation, de localisation nucléaire et de fixation aux protéines inhibitrices IkB. Les cing
membres de la famille NF-kB sont classés en deux sous-groupes : les NFkB et les protéines REL.
Les NFkB (p105 et p100) contiennent un domaine IkB-like en C-ter qui sera hydrolysé par le
protéasome (lieu de dégradation des protéines) pour former les protéines matures p50 et p52
(Courtois G, et al. 2006). Les REL sont matures et sont retenues dans le cytoplasme par les
protéines inhibitrices IkB. Apres activation de la voie NF-kB par différents stimuli extracellulaires,
les dimeres NF-kB sont capables de transloquer la membrane nucléaire et ainsi moduler
I'expression de plusieurs centaines de genes cibles. Cette activation est régulée par deux voies :

la voie principale et |a voie alternative NF-kB (Courtois G, et al. 2006).

La voie principale ou encore voie canonique est représentée principalement par le
dimeére RELA/p50. Ce dimére est maintenu sous forme inactive dans le cytoplasme grace aux

protéines inhibitrices IkB (Inhibitors of kB) représentées par : NFKBIA (ou IkB-a, MIM 164008),
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NFKBIB (ou IkB-B, MIM 604495), NFKBIE (ou IkB-g, MIM 604548), NFKBID (ou IkB-8), NFKBIZ (ou
IkB-Z, MIM 608004) ou encore N4BP2 (ou Bcl-3, MIM 109560) (Memet S, et al. 2006 ; Courtois G,
et al. 2006). L'activation de la voie canonique par différents stimuli (cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-1), lipopolysaccarides bactériens (LPS), virus, etc.) induit la
phosphorylation des IkB qui sont ensuite ubiquitinées pour étre finalement transportées vers le
protéasome ol elles sont dégradées. La phosphorylation des IkB est induite par le complexe IKK
(IkB kinases) composé de trois protéines: CHUK (ou IKK1/IKKa, MIM 600664), IKBKB (ou
IKK2/IKKB, MIM 603258) et la sous-unité régulatrice IKBKG (ou NEMO/IKKy, MIM 300248).
Lorsque les protéines IkB sont dégradées, le dimere de facteurs de transcription NF-kB libre est

alors capable de transloquer au noyau (figure 16).

La voie alternative ou non-canonique est également activée par des signaux du milieu
extérieur qui entrainent une protéolyse partielle d’un des dimeéres NF-kB présent dans le
cytoplasme. Les facteurs de transcription préférentiellement retrouvés au niveau de la voie
alternative sont : p100/RELB. La protéine p100 peut étre hydrolysée afin de former le facteur de
transcription actif p52. L'acteur essentiel de cette activation est la protéine NIK (NF-kB inducing
Kinase) qui est capable d’activer les protéines IKKs en aval (dimere d’IKK1 pour la voie
alternative) pour permettre la phosphorylation du précurseur p100. La dégradation partielle du
précurseur conduit a la formation du dimére p52/RELB. Sous cette forme-ci, le dimére est actif et
est capable de transloquer dans le noyau afin d’activer la transcription des genes cibles (figure

16) (Courtois G, et al. 2006 ; Hayden MS, et al. 2004).

L’activation des IKKs par la voie classique/NEMO-dépendante ou alternative/NEMO-
indépendante se traduit par I'activation de diméres NF-kB différents et donc par la transcription

de geénes cibles différents (Sun SC, et al. 2011 ; Chen LF, et al. 2004 ; Jacque E, 2006).
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Figure 16 : Voies NF-kB principale et alternative

TNFa
Voie E};S Voie 8%40
principale TAX alternative BAFF

Cytoplasm [

La protéine TRAPPC9 a été ajoutée a la voie alternative et principale de NF-kB selon les résultats des travaux de Hu WH, et
al. 2005. Image modifiée de Chen LF, et al. 2004.

La voie NF-kB est impliquée dans de nombreux processus biologiques tels que les
mécanismes inflammatoires, les réactions immunitaires, I'apoptose olu encore le cycle et la
survie cellulaire. Mais de nombreuses études tendent a démontrer I'importance de la voie NF-«kB
dans le SNC (Hayden MS, et al. 2004 ; Sun SC, et al. 2011) lesquelles sont détaillées dans la partie

discussion de ce chapitre.

Outre ces observations, les modéles animaux ont révélé I'importance de la voie NF-kB,
dans son ensemble dans la survie cellulaire. En effet, les souris dont la protéine p65 a été
totalement inactivée meurent in utero des suites d’une apoptose du tissu hépatique au stade
E15-16 (Beg et al. 1995). La fonction de la voie NF-kB est donc essentielle au développement de

I'organisme au cours de la vie utérine.
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3.2) TRAPPC9 : acteur des voies NF-kB

Les travaux de I'équipe de HU Wen-hui réalisés sur des lignées cellulaires HEK293T ont
démontré que TRAPPCY joue un rdle dans la régulation de la voie NF-kB. En effet, il a été mis en
évidence que TRAPPC9 interagit avec IKK2 et NIK (figure 17) suggérant un réle de TRAPPC9 dans
la voie principale et alternative de la voie NF-kB. De plus, la surexpression de TRAPPC9 dans ces
cellules stimule la réponse de la voie NF-kB lorsqu’elle est activée. Cette activation
s’accompagne d’une augmentation de la dégradation des protéines inhibitrices IkB dans le
cytoplasme et d’une activité transcriptionnelle plus importante des genes cibles des facteurs de
transcription NFkB dans le noyau. Inversement, l'inactivation de TRAPPC9 conduit a une
répression de la voie NF-kB lorsque celle-ci est stimulée. Ces résultats indiquent que TRAPPC9
participe a I'action de la voie NF-kB et agirait comme un « catalyseur » ou un « adaptateur »

mais ne semble pas indispensable a son activité.

Enfin, les cellules PC12, issues de tumeurs neuroendocriniennes de rat, ont la capacité de
se différencier et de former des neurites lorsqu’elles sont stimulées par le facteur de croissance
neuronal NGF (Nerve Growth factor). Les cellules PC12 invalidées pour TRAPPC9 sont incapables
de former des neurites sous I'action du NGF révélant une implication certaine de TRAPPC9 dans

le développement de cellules neurales (Hu WH, et al. 2005).

Ces résultats sont en faveur d’un réle important de TRAPPC9 dans la voie NF-kB et
suggerent également son implication dans la maturation des cellules neuronale notamment pour

la formation des neurites.

4) TRAPPC9 : conséquences fonctionnelles des mutations identifiées

4.1) Impact sur I’expression de TRAPPC9.

Dans un premier temps, nous avons étudié les conséquences de la variation
nucléotidique identifiée, c.1708C>T p. Arg570X, sur I'expression de TRAPPC9 dans les cellules
fibroblastiques des patients BM. L’anticorps anti-TRAPPC9 utilisé pour cette expérience (voir
matériels et méthodes) a été initialement généré par I'équipe de Hu Wen-Hui, et dont les
résultats ont déja fait I'objet d’une publication. Le peptide composé de la séquence

VYNPMPFELRVENMGLLTSGVEF, couvrant la jonction entre les exons 12 et 13, a été utilisé pour la
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conception d’anticorps polyclonaux chez le lapin. Cette étude permet de savoir si TRAPPC9 est
présente ou absente dans sa totalité mais ne permet pas d’évaluer la traduction éventuelle
d’une forme tronquée de la protéine puisque la mutation non-sens se situe au niveau de I’exon 9
de TRAPPCO. Les protéines totales issues d’une lignée fibroblastique du patient V.1 de la famille
BM ont été soumises a un Western Blot. Les résultats présentés en figure 3.A de l'article
montrent une absence totale de la protéine native dans les extraits protéiques des patient alors
gue pour les deux lignées controles, une bande a 140 kDa correspondant a TRAPPC9, est bien

observée.

Toutefois, nous ne pouvons pas écarter I'hypothése de la production d’'une forme
tronquée de TRAPPC9. Néanmoins, et d’aprés nos résultats montrant une réelle diminution du
transcrit TRAPPC9, nous suspectons que la mutation tronquante p. Arg570X a pour conséquence
une dégradation de 'ARNm conduisant a la perte d’expression de TRAPPC9, par le biais du

mécanisme de Non-sens Mediated mRNA Decay (NMD).

4.2) Incidences sur la voie NF-kB.

TRAPPC9 ayant un réle dans I'activation de la voie NF-kB, nous avons estimé qu’un
défaut de la protéine pourrait entrainer des anomalies du fonctionnement de la voie NF-kB. Le
ligand TNFa capable de se fixer sur les récepteurs TNFR (TNFRSF1A (ou TNFR1) MIM 191190 ; et
TNFRSF1B (ou TNFR2) MIM 191191), est non seulement un puissant activateur de la voie NF-kB

mais il joue également un role dans les mécanismes d’apoptose.

L'apoptose est une mort cellulaire programmée et inévitable, faisant partie de
I’'homéostasie du développement de I'animal. Elle intervient dans de nombreux événements
biologiques tels la morphogénese, le renouvelement cellulaire, la destruction de cellules
défectueuses,... L'équilibre de la balance apoptotique est crucial pour assurer le bon
fonctionnement de I'organisme (Schultz DR, et al. 2003 ; Weinlich R, et al. 2011). L’apoptose
concerne deux voies dont les signaux conduisent a I’activation des caspases : la voie intrinseque
faisant intervenir la famille des protéines BCL-2 ainsi que la perméabilisation de la membrane
mitochondriale (Weinlich R, et al. 2011) ; et la voie extrinseque initiée par la fixation des ligands
(TNFa) sur les TNFR (Gyrd-Hansen M, et al. 2010) (figure 17). Les caspases sont des protéases a

cystéine dont les formes matures des protéines sont responsables de I'arrét de la réplication
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cellulaire, de la fragmentation nucléaire et des protéines du cytosquelette et conduisent a la
formation de corps apoptotiques pouvant étre soumis a la phagocytose par les cellules
spécialisées (Schultz DR, et al. 2003). Cette seconde voie est également capable d’activer par le
biais de la voie canonique NF-kB, les IAPs (Inhibitors of Apoptosis) (Darding M, et al. 2012)
(figure 17). Les IAPs sont au nombre de trois: c-IAP1 (BIRC2, MIM : 601712) ; c-IAP2 (BIRC3,
MIM : 601721) et XIAP (MIM : 300079). Deux d’entre eux, BIRC3 et XIAP, sont des génes cibles de
la voie NF-kB (Stehlik C, et al. 1998 ; Turner DJ, et al. 2007). De plus, I'activation de la voie
principale NF-kB par la fixation du TNFa au TNFR1 (impliqué dans I"apoptose) est principalement
lige a la dégradation des protéines inhibitrices IkB-a (Weinlich R, et al. 2011). Enfin, 'apoptose
joue un role clé et déterminant dans la mise en place du SNC (Yeo W, et al. 2004), lequel est plus

détaillé dans la partie discussion de ce chapitre.

Figure 17 : voies de I'apoptose
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Image extraite de I'article Schultz et al, 2003.

C’est pourquoi nous avons mis en place une série d’expériences visant a suivre la
dégradation des protéines inhibitrices IkB-a ainsi que la quantification d’un IAP régulé par la voie

NF-kB sous I'effet d’une stimulation par le TNFa, chez le patient V-1 de la famille BM.
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4.2.1) Dégradation des protéines inhibitrice IkB-o

Les cellules fibroblastiques du patient BM ont été cultivées dans des puits de culture puis
elles ont été soumises a une cinétique de stimulation par le TNFa (voir matériels et méthodes) a
différents temps compris entre 0 et 60 min. Aprés avoir stoppé la stimulation aux différents
temps, les protéines totales de chaque puits ont été extraites et soumises a un Western-blot

dont I'anticorps est dirigé contre la protéine IkB-a, afin de suivre I'évolution de sa dégradation.

Les résultats, présentés en figure 3.B de l'article, ont mis en évidence un retard de la
dégradation de I'inhibiteur IkB-a dans les fibroblastes du patient V.1 de la famille BM a t=10 et
20 minutes alors qu’elle est quasi compléte dans les fibroblastes controles. Ces résultats
suggerent un retard, voire une diminution, de la transduction du signal de la voie principale NF-
kB dans les cellules du patient BM. De plus, d’aprés les travaux de Hu WH et collaborateurs,
TRAPPC9 est en amont des protéines IkB puisque qu’elle serait associée a IKK2. L’absence de la
forme native de TRAPPC9 dans la voie NF-kB pourrait donc expliquer le retard de dégradation

d’IkB-o observé au cours de ces travaux.

4.2.2) Quantification du géne cible BIRC3.

Les cellules fibroblastiques du patient BM ont ensuite été soumises a une stimulation par
le TNFa pendant 5h. Le transcrit BIRC3, régulé par la voie NF-kB en réponse au TNFa, a ensuite
été quantifié a partir des extraits d’ARN totaux du patient BM, par RT-PCR quantitative (voir
matériels et méthodes). Les résultats présentés en figures 18 montrent une réponse
significativement diminuée (proche de 50%) du patient BM comparée a deux contrdles
indépendants. De fait, ce résultat corrobore I'observation précédente : la mutation tronquante

p.R570X de TRAPPC9 semble entrainer une perte partielle d’activité de la voie NF-kB.
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Figure 18 : Quantification de ’ARNm BIRC3 sous stimulation au TNFa.
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La colonne en noir représente la quantité d’ARNm BIRC3 chez le patient BM, lorsque les cellules ne sont pas stimulées (NS)

et lorsqu’elles sont stimulées pendant 5 heures (TNF (5h)). Les colonnes grises claires sont les données mesurées chez deux

contrdles indépendants. Cette expérience a été réalisée par rapport a deux génes de référence : GAPDH (graphique A), et la

B-actine (graphique B). La Pvalue est représentée par * (P=0,5), ** (P<0,5) et *** (p<0,1). Chaque point de PCR quantitative
est la moyenne d’un triplicat et les Pvalues sont établis a partir de trois expériences indépendantes.

5) Autres anomalies géniques de TRAPPC9

En paralléle de nos travaux, plusieurs équipes de recherche ont simultanément rapporté

des anomalies de TRAPPC9 chez des familles indépendantes.

A truncating Mutation of TRAPPC9 Is Associated With Autosomal-Recessive Intellectual
Disability and Postnatal Microcephaly. L’équipe de Christopher Walsh a mis en évidence une
mutation homozygote non-sens dans 'exon 7 (c.1423C—>T [p.R475X]) de TRAPPCY, chez une
famille arabo-israélienne. La famille est composée de 3 filles toutes atteintes d’une DI sévére ;
d’une absence presque compléte du langage ; elles présentent une microcéphalie variable a la
naissance, ne sont pas autonomes mais ne montrent pas d’anomalies motrices. L'IRM réalisée en
séquence T1 révele un corps calleux fin et un volume réduit de substance blanche. Ces
observations n’ont pas été décrites chez la famille BM. Cependant, aucune donnée d’analyse
concernant les séquences T2 et FLAIR, n’est disponible. Le western blot réalisé a partir des
fibroblastes de ces patientes utilisant un anticorps dirigé contre TRAPPC9, montre également

une absence de TRAPPC9 sous sa forme native, chez les patientes (Mochida GH, et al. 2009).

Identification of Mutation in TRAPPC9, Which Encodes the NIK- and IKK-8-Binding

Protein, in Nonsyndromic Autosomal-Recessive Mental Retardation. Cet article décrit deux
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familles consanguines indépendantes dans lesquelles ségrége une DI: l'une originaire du

Pakistan (MR2019) et I'autre d’lran (M001).

Deux boucles de consanguinité sont observées chez la famille MR2019, dont la
descendance se compose de 11 enfants dont 5 atteints. Les enfants les plus jeunes présentent
un surpoids qui tend a disparaitre avec I'dge. La marche est acquise tardivement mais aucun
autre signe moteur n’est rapporté. Les patientes prononcent quelques mots, ne sont pas
autonomes et sont considérées avec une DI sévére. Les images cérébrales montrent une
diminution de la substance blanche, un corps calleux fin et un volume réduit du cervelet. Les
cliniciens ayant suivi cette famille suggerent une dégénération progressive de la substance

blanche. Cette famille est également liée a la mutation ¢.1423C>T [p.R475X] décrite ci-dessus.

La famille M0O1 est une large famille composée de 7 boucles de consanguinité. Parmi la
descendance, quatre enfants présentent une DI sévere non syndromique. Une délétion
homozygote de 4 pb a été révélée dans I'exon 14 de TRAPPC9 (c.2311-2314 delTGTT) entrainant

la formation d’un codon STOP prématuré (Mir A, et al. 2009).

A Homozygous Deletion of 8q24.3 Including the NIBP Gene Associated With Severe
Developmental Delay, Dysgenesis of the Corpus Callosum, and Dysmorphic Facial Features.
Cette famille consanguine venant des Philippines est composée d’une fille atteinte d’une DI
profonde. Les signes cliniques associés sont multiples : impossibilité de s’assoir et de se mettre
debout, une dysmorphie faciale importante avec notamment un nez large aux narines
antéversées, un philtrum court, une large bouche et machoire, une absence de langage, une
dystrophie rétinienne, des troubles auditifs et des membres inférieurs spastiques. Les images a
I'IRM révelent une sévére hypoplasie du corps calleux, un retard important de la myélinisation,
un 4°™ ventricule inférieur ouvert, une perte progressive du vermis et du volume cérébrale au
cours de la croissance ainsi qu’une diminution importante de la substance blanche. L’étude par
CGH-array a permis d’identifier une délétion homozygote au locus 8q24.3 emportant les exons
18-22 de TRAPP(Y, présente sous forme hétérozygote chez les deux parents; et une délétion
hétérozygote du geéne SPOCK3 au locus 4932.3, héritée de la mére. Le phénotype observé chez la

patiente Philippine est beaucoup plus sévere que les phénotypes précédemment caractérisés

chez les patients ayant des mutations de TRAPPC9. SPOCK3 pourrait participer a I'aggravation du
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phénotype, bien qu’aucun signe clinique n’ait été visible chez la mére de la patiente (Koifman A,

et al. 2010).

Homozygosity mapping in 64 Syrian consanguineous families with non-specific
intellectual disability reveals 11 novel loci and high heterogeneity. Un article paru récemment
rapporte une mutation homozygote dans TRAPPCY9, mise en évidence au cours de |'analyse
d’études de liaison réalisées chez 64 familles consanguines d’origine Syrienne (Abou Jamra R, et
al. 2011). Cette famille, au large pédigrée, est représentée par deux boucles de consanguinité. La
premiére montre deux jumeaux et un frére atteint ; et la seconde, des jumelles ainsi qu’un frére
malade. Les symptomes sont séveres et décrivent une marche acquise tardivement (entre 5 et 7
ans), une absence totale de langage, peu ou pas de compréhension de phrases simples, une
hypotonie musculaire en période néonatale, des mouvements stéréotypiques et une
microcéphalie trés marquée. Enfin, un nouvel élément clinique est décrit chez cette famille
syrienne : une perte des dents et une perte importante de poids est notée chez les sceurs
jumelles, débutant a I'dge de 20 ans. La mutation identifiée entraine la variation protéique

p.R475X déja identifiée précédemment.

TRAPPCY-related autosomal recessive intellectual disability: report of a new mutation
and clinical phenotype. Un dernier article décrit le cas d’une famille européenne originaire du
sud de I'ltalie, dont le couple ne présente pas de lien de parenté connu. Les parents sains ont eu
deux filles présentant différents troubles: une hypotonie néonatale, une marche acquise
tardivement (18 mois et 36 mois), une microcéphalie marquée (10th centile), 'une des deux
soeurs a été atteinte de convulsions entre 19-26 mois, elles présentent des dysmorphies faciales
(brachycéphalie, hypertélorisme, visage rond, ...), une absence de langage, un caractére amical,
une obésité a I'age de I'examen (pour l'une agée de 5 ans (97th centile) et I'autre agée de 3,5
ans (90th centile), et chez 'une des sceurs une clinodactylie du geme doigt est notée. Les IRM
pratiquées en séquence T2 démontrent un volume réduit de la substance blanche, un corps
calleux fin, et un volume réduit du cervelet (Marangi G, et al. 2012). Les deux sceurs présentent
une mutation homozygote du site accepteur de I'épissage de I'exon 18 de TRAPPCY9, c.2851-
2852A->C, entrainant un saut de I'exon 18. Cette mutation n’avait encore jamais été identifiée a
ce jour. Les parents sont tous deux porteurs hétérozygotes pour la mutation bien qu’ils ne soient

a priori pas apparentés.
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6) Discussion

L'un des roles de TRAPPC9 réside dans une fonction liée a la voie NF-kB bien que la
fonction in vivo de cette protéine n’ait pas été clairement établie. TRAPPC9 possede également
un domaine d’homologie avec une sous-unité du complexe TRAPP. La fonction éventuelle de
TRAPPCY au sein du complexe TRAPP est discutée en premiéere partie de discussion. Une
deuxiéme partie discute I'implication de TRAPPC9 dans la voie NF-kB et de son importance dans

le SNC.

6.1) TRAPPC9 : une sous-unité du complexe TRAPP

TRAPPC9 posséde un domaine d’homologie avec la protéine trs120 identifiée chez la
levure Saccharomyces Cerevisiae, comme une sous-unité du complexe TRAPPII. Les complexes
TRAPP (Transport Protein Particle) sont au nombre de trois chez la levure et participent au trafic
membranaire. lls interviennent notamment dans le transport de particules du réticulum
endoplasmique (RE) vers l'appareil de Golgi; des endosomes précoces vers les endosomes
tardifs et appareil de golgi; et également des endosomes tardifs aux autophagosomes. En
revanche, chez les mammiféres, un seul complexe TRAPP a été identifié. Il correspond au
complexe TRAPPII chez la levure par les homologies des sous-unités qui le composent. Chez les
mammiféres, ce complexe participe également au trafic membranaire, dans la voie sécrétrice et
dans le trafic des protéines sortantes de I'appareil de Golgi (voir figure 19) (Barrowman J, et al.

2010).
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Figure 19 : Les complexes TRAPP chez la levure et chez les mammiferes
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Image extraite de I'article de Barrowman J, et al. 2010. Partie a : complexes TRAPP identifiés chez la levure : TRAPPI,
TRAPPII et TRAPPIII et leurs roles dans le trafic cellulaire. Partie b : complexe TRAPPII, retrouvé chez les mammiféres par
homologie des sous-unités qui le compose, avec les sous-unités du complexe TRAPPII présent chez la levure.

De facon intéressante, plusieurs mutations responsables de maladies génétiques
humaines ont été identifiées dans certaines sous-unités du complexe TRAPPII. Des mutations
dans la sous unité TRAPPC2 (I'orthologue de la sous-unité Trs20) sont a I'origine d’une dysplasie
spondiloepiphysale (MIM 313400). Ce trouble est lié au chromosome X et entraine I'apparition
d’une petite taille et d’anomalies osseuses responsables d’ostéo-arthrite (Gedeon AK, et al.
1999). Des mutations caractérisées au sein de la sous-unité TRAPPC6A (homologue de la sous-
unité Trs33) conduisent a un mosaicisme de dépigmentation de la peau (Gwynn B, et al. 2006).
Enfin, le géne codant la sous-unité TRAPPC10 (Trs130) est un géne candidat de
I’'holoprosencephalie avec épilepsie, mis en évidence par des études de liaison (Yamakawa K, et
al. 1995). De plus, TRAPPC10 est capable d’interagir avec la protéine Syndecan-2 (SDC2). SDC2 a
été identifiée au cours de I"étude par CGH-array d’une translocation t(X ;8)(p22.13 ;922.1) chez
une patiente atteinte d’autisme associé a des exostoses (Ishikawa-Brush Y, et al. 1997). La sous-

unité TRAPPC10 pourrait donc avoir un role également dans le SNC.
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Aucun lien n’a cependant été établi entre le complexe TRAPPIl et la voie NF-kB.
L'orthologue Trs120, chez la levure, est indispensable pour sa survie cellulaire (Barrowman J, et
al. 2010) tandis que I'absence de TRAPPC9 chez 'Homme ne conduit pas a un phénotype létal.
Sa fonction semble étre principalement localisée au niveau du SNC de part le phénotype observé
chez la famille BM, restreint au SNC. L’absence de TRAPPC9 dans les cellules HEK293T montre
une réelle diminution de I'activité de la voie NF-kB. En revanche, aucune expérience n’a mis en
évidence d’anomalie du trafic membranaire lié a un défaut du complexe TRAPPII, ni son impact
sur I'assemblage de ce complexe. Une hypothése stipule que TRAPPCY aurait pu acquérir de
nouvelles fonctions au cours de I’évolution : elle pourrait participer au trafic vésiculaire par le
biais du complexe TRAPPII et participer a l'activation de la voie NF-kB dans le SNC. Cette
hypothése est soutenue entre autre, par le fait que la voie NF-kB soit completement absente
chez la levure et ait été acquis au cours de I'évolution dans les organismes supérieurs
(Barrowman J, et al. 2010). En revanche, le complexe TRAPPII, chez les mammiféres, semble
avoir perdu de son importance au cours de |'évolution. Cette idée est également soutenue par le
fait que deux complexes TRAPP (TRAPPI et TRAPPIII) soient absents chez les mammiféeres, ce qui
sous entend que le trafic cellulaire soit assuré par d’autres complexes protéiques (Barrowman J,

etal. 2010).

Néanmoins, il serait intéressant de tester l'interaction protéique de TRAPPC9 avec les
autres sous-unités du complexe TRAPPII. Il faudrait ensuite pouvoir déterminer les protéines
véhiculées par le complexe TRAPP dans les cellules humaines, et étudier I'impact de I'absence de

TRAPPC9 sur la localisation des protéines transportées par ce complexe TRAPPII.

6.2) TRAPPC9, voies NF-kB et SNC

L'équipe de Wu a démontré I'implication de TRAPPC9 dans la voie NF-kB comme un
activateur de la voie, bien qu’il ne soit pas essentiel a son fonctionnement. Nous avons
également confirmé, grace aux cellules de patients déficientes pour TRAPPC9 sous sa forme

native, qu’un retard de la voie NF-kB est constaté lorsque celle-ci est activée.
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Comme nous l'avons mentionné, la voie NF-kB est impliquée dans de nombreux
processus biologiques. Mais, de nombreuses études chez la souris ou sur des modeéles cellulaires
soutiennent I'hypothese selon laquelle la voie NF-kB semble jouer un réle crucial dans le SNC
notamment au cours du développement, et dans lequel TRAPPC9 pourrait avoir une importance

capitale.

En effet, il a été démontré que la stimulation des cellules souches neurales humaines par
le TNFa induit leur prolifération, laquelle est associée a une augmentation drastique des
protéines activatrices de la voie NF-kB: IKK1, IKK2, cycline D1, ainsi qu’a une élévation de
I'activité transcriptionnelle de la voie NF-kB. Les deux sources principales de cellules souches du
le cerveau adulte se situent au niveau de la zone subgranulaire de I'"hippocampe et de la zone
subventriculaire. L’hippocampe est, par ailleurs, une zone cérébrale connue pour son rdle dans
la plasticité synaptique. Ces sources de cellules souches cérébrales interviennent également
dans une forme de plasticité structurale et suggére la mise en place d’'une neurogéneése au cours
de la vie adulte. La voie NF-kB pourrait donc participer dans la mise en place de ces processus

cérébraux (Widera D, et al. 2006).

Comme cela a été évoqué dans la description des voies NF-kB (sous partie 3.1), le
phénotype des souris dépourvues de la protéine p65 est létal embryonnaire. En revanche, les
souris n’exprimant ni le facteur de transcription p65 ni le Tnfr1, sont viables mais elles ont des
anomalies de la mémoire spatiale notées au cours du test du radial arm maze/labyrinthe a bras
radiaux (Rosenfeld ME, et al. 2000 ; Meffert MK, et al. 2003). Ces observations suggérent donc le
réle de la voie NF-kB dans la mémoire spatiale. Les souris double KO (knock out) p65/TNFR1 sont
viables car en I'absence du récepteur principal du TNFa les cellules de I'organisme sont moins

soumises a I'apoptose induite par le TNFa, au cours du développement.

Par ailleurs, il a été mis en évidence que le développement embryonnaire des souris
IKK1 ™/ JIKK2 ~ "“ne dépassait pas le stade E12. Cette |étalité embryonnaire précoce serait induite
par une activité apoptotique accrue au niveau des cellules du tube neural et de la moelle
épiniére. Ces observations évoquent le réle important de la voie NF-kB dans les mécanismes de

neuroprotection au cours du développement embryonnaire (Li Q, et al. 2000).
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D’autre part, les souris transgéniques tTA/IkBa-AA dont I'activité de la voie principale NF-
kB est diminuée grace a I'expression d’un super-répresseur IkBa (protéine inhibitrice de la voie
canonique NF-kB) sont particulierement vulnérables aux attaques neurotoxiques. L'activité
résiduelle de la voie principale NF-kB serait insuffisante a la protection des neurones corticaux
au stade embryonnaire E16, lesquels dégénérent par un mécanisme apoptotique (Bhakar AL, et
al. 2002 ; Fridmacher V, et al. 2003). De plus, une diminution de la transmission synaptique au
niveau de I'hippocampe ainsi que de la mémoire spatiale et un retard de la Long Term
Potentiation et Depression (LTP, LTD) sont également observés chez cette lignée de souris

(Kaltschmidt B, et al. 2006).

Enfin, les souris invalidées pour le facteur de transcription c-REL montrent un phénotype
similaire associé a des anomalies du comportement : anxiété, peur et hyperactivité. L'absence de
c-REL chez la souris induit également un effet cytotoxique des neurones de I’hippocampe suite a
une stimulation a l'interleukine-1B (1I-1B) ; interleukine qui en état physiologique promeut la

survie neuronale (Memet S. 2006 ; Pizzi M, et al. 2002).

Ces résultats suggérent le role majeur de la voie NF-kB dans les processus de
prolifération de cellules souches neuronales, de plasticité synaptique, comportementaux
(systéme limbique), d'apprentissage, de consolidation de la mémoire et dans les mécanismes de
neuroprotection face au stress cellulaire et aux mécanismes apoptotiques. Un role similaire de la
voie NF-kB est donc envisageable chez I’'Homme et des anomalies génétiques ciblant I'un ou
plusieurs des acteurs de cette voie (comme TRAPPC9) pourraient conduire a des anomalies du

SNC et étre a I'origine d’une DI.

7) Conclusions et perspective

7.1) Conclusions de I’étude

TRAPPC9 est le second géne associé a des DI-AR non spécifiques, identifié chez plusieurs
familles d’origines géographiques différentes, aprés TUSC3. Les mutations caractérisées dans ce
géne sont également différentes mais elles conduisent toutes a I'apparition d’un codon STOP

prématuré. Les patients présentent tous une DI sévere, ils sont capables de prononcer quelques
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mots, ne sont pas autonomes dans la vie de tous les jours, semblent présenter une obésité
tronculaire dans la jeune enfance qui tend a disparaitre avec la croissance. lls ont une
microcéphalie postnatale variable, une marche acquise tardivement mais ne présentent aucune
autre anomalie motrice. Une des familles décrit une perte des dents et une perte de poids
notable a I'age de 20 ans. Ce phénotype qui pourtant semblait non spécifique trouve des points
cliniques similaires entre toutes les familles et pourrait orienter sur un syndrome reconnaissable.
C'est ce que suggére I'équipe de Morangi G (2012) par le recoupement réalisé entre les
différentes familles touchées par des anomalies de TRAPPC9, et présenté en table 9 ci-dessous.

L’ensemble des mutations décrites sont représentées en figure 20.

Table 9 : Résumé des signes cliniques observés chez les patients mutés pour TRAPPC9

Table 1 : summary of the clinical signs associated with
TRAPPCS9-related AR-ID

Literature patients

Clinical sign (22/5 kindreeds) Patient 1 Patient 2 Total %
Microcephaly 17/18 + + 19/20 95
Obesity 416 + + 6/8 75
Brain abnormalities 77 + + 99 100
Thin corpus callosum 5 + + 719
Cerebellar hypoplasia b + + 7/9
Cerebral white/gray 5 + + 7/

matter hypoplasia
Multifocal white 5 + + 719
matter lesions

Peculiar facial 9/187 + +
appearance®
Epilepsy 2/18 + - 3/20 15

Abbreviations: Ar, autesomal recessive; 1D, intellectual disability. Insufficient literature data.

Tableau établi par I'équipe de Marangi G, et al. 2012

Les différentes images obtenues par IRM montrent des anomalies de la substance
blanche et un corps calleux qui apparait fin. Les séquences a I'IRM établies pour la famille BM
montrent une dissociation T2/FLAIR retrouvée chez deux enfants de la famille. Cependant, les
séquences FLAIR ne sont pas présentées pour les autres familles touchées par les anomalies de
TRAPPCI. Il pourrait étre intéressant de vérifier chez ces familles, si la séquence FLAIR montre
des anomalies de la substance blanche non visibles sur la séquence T2, afin d’établir ou non la
spécificité de ce signe clinique.
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Figure 20 : Mutations de TRAPPC9
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Le carré rouge sur le chromosome 8 montre la localisation génomique de TRAPPC9 (USCS) ; le schéma représentant le
domaine Trs120 (homologue de la sous-unité Trs120 chez la levure S.Cerevisiae) est extrait de la fiche descriptive de
TRAPPCI sur le site Pfam ; le géne schématique de TRAPPC9 montrant ses 23 exons a été obtenu a partir du site Ensembl.
Chacune des mutations de TRAPPC9 rapportées a ce jour (Juin 2012) sont indiquées sur le schéma par des fleches rouges.

7.2) TRAPPC9 spécifique du SNC ?

TRAPPC9 participe a des voies de signalisation vitales pour I'organisme. Or les patients
ayant des anomalies de ce géne présentent un phénotype restreint au SNC. Nous supposons
donc que TRAPPC9 a un role primordial dans le SNC au cours du développement et qu’il existe

des compensations de sa fonction dans le systeme périphérique de I'organisme.

D’autre part, les différentes images a I'IRM semblent démontrer I'importance de
TRAPPC9 dans la formation de la substance blanche. La substance blanche apparait plus claire
sur des coupes tissulaires car elle est constituée majoritairement de neurones recouverts de
myéline. La myéline est formée principalement de lipides et joue un rdle indispensable dans la
transmission des messages nerveux conduits par les neurones du SNC, mais également du

systeme nerveux périphérique (SNP).

Ainsi, I'anomalie de la substance blanche observée chez les patients présentant des
mutations de TRAPPCY, suggere un défaut de la myéline restreint au SNC et I'implication de la

voie NF-kB dans cette fonction.
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7.3) Perspectives

7.3.1) Tests fonctionnels complémentaires de la voie NF-kB.

Les différents résultats de ces travaux soulignent un défaut de la voie principale NF-kB,
lorsque TRAPPC9 est défectueuse voire absente. Toutefois, TRAPPC9 serait également capable
de lier la protéine NIK, spécifique de la voie alternative NF-kB. Ainsi, ces résultats pourraient étre
complétés par des expériences fonctionnelles afin d’évaluer si un défaut de la voie alternative

est également présent chez les patients BM (et autres patients mutés pour TRAPPC9).

Différentes expériences sur la voie alternative NF-kB pourraient étre réalisées. Nous
pourrions envisager de sélectionner des ligands spécifiques de la voie alternative ainsi que des
génes cibles, transcrits par les diméres NF-kB de cette voie. L’activité transcriptionnelle de la voie
alternative pourrait étre testée par quantification des génes cibles transcrits suite a cette

stimulation spécifique.

Il serait également intéressant d’identifier des génes cibles qui ne sont pas atteints par
I'absence de TRAPPCY dans les cellules humaines. Ce pourrait étre les genes du systeme
immunitaire puisque aucun des patients ne semblent présenter de déficience de I'immunité, or
la voie NF-kB joue un réle important dans le systéme immunitaire. TRAPPC9 aurait donc un réle

spécifique associée a certains stimuli du SNC.

D’autre part, des expériences d’'immunocytochimie (IC) peuvent étre réalisées dans le
but de déceler des anomalies des différentes voies NF-kB. Il serait intéressant de visualiser le
taux de facteurs de transcription présents dans le cytoplasme et dans le noyau cellulaire au
cours d’une cinétique de stimulation par différents ligands (spécifiques de la voie principale ou
alternative). De plus, les anticorps primaires peuvent étre dirigés contre un facteur de
transcription de la voie NF-kB principale (p65/Rel A) ou contre un facteur de transcription

spécifique de la voie alternative (p52) afin d’étudier les deux voies séparément.

7.3.2) Test de sensibilité a I'apoptose.

Nous avons évoqué l'importance des mécanismes apoptotiques au cours du
développement cérébral. En effet, de nombreuses études décrivent le role capital et essentiel de

I'apoptose durant la mise en place du SNC. Au cours de I'embryogénése, prés de 50% des
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neurones indifférenciés et doués de capacités prolifératives sont soumis a une mort cellulaire
programmée : |'apoptose. Ce processus est primordial pour permettre la formation des
connections neurales (Yeo W, et al. 2004). De nombreux modéles animaux ont été générés dans
le but d’étudier I'importance de I'apoptose au cours de la mise en place du SNC. La souris
déficiente pour Cpp32 (orthologue du géne CASP3 humain, MIM 600636) montre des anomalies

morphologiques du SNC : une hyperplasie cérébrale et une désorganisation de la mise en place

ere eme

des cellules du SNC. Les souris décédent entre la 17 et la 37 semaine de vie (Kuida K, et al.
1996). De méme, les souris dont le gene Casp9 a été invalidé, entrainant une perte d’activité de
la voie intrinséque apoptotique (voie Apafl/Caspase 9/Caspase 3), décedent pour la plupart in
utero de malformations cérébrales importantes. Les études histologiques révelent un défaut du
tube neural qui reste ouvert, une expansion du mésencéphale, une expansion proéminente des
tissus cérébraux créant des exencéphalies, une masse de I'encéphale supérieure a la normale et
irréguliére, une prolifération importante des cellules composant le prosencéphale, une sténose
des ventricules cérébraux, ... Au vu des autres tissus de l'organisme qui semblent nettement

moins atteints, la caspase 9 pourrait étre spécifique de la régulation des cellules progénitrices

neurales (Kuida K, et al. 1998).

Nous avons démontré au cours de cette étude, que les cellules de patients déficientes
pour TRAPPC9 ont un défaut de réponse au TNFa. Ce ligand est impliqué dans les processus liés
a I'apoptose. Il existe un équilibre de réponse au sein de chaque cellule entre la voie pro-
apoptotique et la voie anti-apoptotique. Or, le phénotype des patients BM pourrait orienter sur
un déséquilibre de la balance entre ces deux voies de I'apoptose au niveau du SNC. Les
conséquences d’'un tel défaut entraineraient une apoptose plus importante chez les patients
atteints d’anomalies de TRAPPC9. Ainsi, un déséquilibre de I'apoptose au cours de la vie foetale
ou pendant la petite enfance pourrait avoir de lourdes conséquences sur la plasticité cérébrale.
L'apoptose sur les cellules de patients peut étre étudiée par le test TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labelling). Cela consiste a marquer les extrémités
3’0OH libres de I’ADN lorsque celui-ci est dégradé par des nucléases au cours de I'apoptose. Ce
marquage spécifique permet alors de quantifier les cellules apoptotiques chez le patient

comparé a un contrdle lorsque celles-ci sont soumises a un stress extérieur (ex : le TNFa).
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7.3.3) Recherche de patients candidats.

Afin de vérifier nos hypotheéses, ainsi que d’évaluer le pourcentage des patients atteints
par des anomalies géniques de TRAPPC9, nous avons entrepris un recrutement de patients
candidats. Les cliniciens impliqués dans ces recherches se sont basés sur les signes cliniques
établis chez les patients mutés pour TRAPPC9, en particulier les anomalies de substance blanche
et la dissociation observée entre les images obtenues avec les séquences T2/FLAIR. Les résultats

de cette étude sont présentés en partie 2 de ce manuscrit.
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REPORT

Combination of Linkage Mapping and Microarray-
Expression Analysis Identifies NF-kB Signaling Defect
as a Cause of Autosomal-Recessive Mental Retardation

Orianne Philippe,! Marléne Rio,! Astrid Carioux,? Jean-Marc Plaza,3 Philippe Guigue,!
Florence Molinari,! Nathalie Boddaert,! Christine Bole-Feysot,2 Patrick Nitschke,3 Asma Smahi,!
Arnold Munnich,! and Laurence Colleaux!*

Autosomal-recessive inheritance accounts for nearly 25% of nonsyndromic mental retardation (MR), but the extreme heterogeneity of
such conditions markedly hampers gene identification. Combining autozygosity mapping and RNA expression profiling in a consan-
guineous Tunisian family of three MR children with mild microcephaly and white-matter abnormalities identified the TRAPPC9
gene, which encodes a NF-kB-inducing kinase (NIK) and IkB kinase complex B (IKK-B) binding protein, as a likely candidate. Sequencing
analysis revealed a nonsense variant (c.1708C>T [p.R570X]) within exon 9 of this gene that is responsible for an undetectable level of
TRAPPCY protein in patient skin fibroblasts. Moreover, TNF-o. stimulation assays showed a defect in IkBa degradation, suggesting

impaired NF-«B signaling in patient cells. This study provides evidence of an NF-kB signaling defect in isolated MR.

Mental retardation (MR) is characterized by a broad range
of cognitive-function deficits that significantly hamper
adaptive capacities required for daily living, communica-
tion, social interaction and integration, self-direction,
and work.! Tt is the most frequent handicap in children
and young adults, affecting 2%-3% of the general popula-
tion.” The severity of MR is commonly classified on the
basis of the intelligence quotient (IQ), although other
criteria have also been used. With the assumption of a
population mean of 100 and a standard deviation of 15,
MR is usually classified as “mild” when the IQ value ranges
between 50 and 70 and as “severe” when the IQ value is
below 50. Finally, MR is also subdivided into syndromic
and nonsyndromic forms, depending on whether addi-
tional abnormalities are found on physical examination,
laboratory investigation, or brain imaging.

These definitions hide a much more complex situation,
and little is known about the biological bases of MR.
Indeed, despite recent advances in cytogenetic and molec-
ular genetic technologies, the cause of the mental hand-
icap remains unexplained in 40% of the cases, leaving
families with neither accurate diagnosis nor genetic coun-
seling. Understanding the biological bases of these disor-
ders is therefore a major challenge for the next years.

An autosomal-recessive mode of inheritance accounts
for largely 25% of unexplained MR. Although X-linked
MR has been extensively studied in the last decade, very
little is known about the autosomal-recessive form of MR,
which is far more common than X-linked forms. The broad
genetic heterogeneity of autosomal-recessive MR (ARMR)
has prevented researchers from pooling families, and the
scarcity of large pedigrees has hitherto hampered the iden-
tification of disease genes. Yet, autozygosity mapping in

large consanguineous families has led to the identifica-
tion of five genes responsible for nonsyndromic ARMR:
PRSS12, on chromosome 4q26 (MIM 606709);> CRBN, on
chromosome 3p26 (MIM 60741 7);* CC2D1A4, on chromo-
some 19p13.12 (MIM 608443);> GRIK2, on chromosome
621 (MIM 61 1092);° and TUSC3, on chromosome 8p22
(MIM 611093).7® Moreover, ten loci have been mapped,
but each of these genes or loci accounts for only one or
very few families, suggesting that many disease-causing
genes remain to be characterized.”!°

We ascertained a sibship of three affected boys and one
healthy boy born to healthy Tunisian parents who are first
cousins (Figure 1A). Institutional ethical approval for
research and written consent were obtained for all partici-
pants in the study. All patients were born within normal
growth parameters after an unremarkable pregnancy and
delivery. The neonatal period was uncomplicated. Devel-
opmental delay became obvious by the end of the first
year, and a significant speech delay was noted thereafter.
The older affected brother, patient V-1, was first examined
at the age of 10 yrs. He was a friendly, severely mentally
retarded patient with a developmental IQ estimated by
standardized tests to be 34. Physical examination revealed
a mild microcephaly (occipitofrontal circumference [OFC]
49.5 cm, —2 standard deviations [SD]), truncular obesity,
hypertelorism, short neck, and prominent upper central
incisors. At 19 yrs of age, his height was 167 cm (-1 SD)
and OFC was 53 cm (-2 SD). He showed mildly dysmor-
phic facial features, with short and smooth philtrum.
Chromosome analysis, array-CGH testing at 1 Mb resolu-
tion, metabolic screening, and molecular testing for
fragile X and FRAXE syndromes were all normal. Brain
MRI was performed and showed unusual white-matter

'INSERM U781, Département de Génétique and Département de Radiologie Pédiatrique, Université Paris Descartes, Hopital Necker-Enfants Malades, 75015
Paris, France; 2Plateforme de Génomique de la Fondation Imagine, 75015 Paris, France; 3Plateforme de Bioinformatique de I'Université Paris Descartes,
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Control

abnormalities with discordance between T2 and FLAIR
sequences (Figure 1B). Indeed, whereas normal myelina-
tion was observed on T2 sequence, FLAIR sequence
showed important white-matter abnormalities when
compared to a control. Patient V-2 had surgery for unilat-
eral labial cleft. He walked at 17 mo of age. His speech
was delayed, his first words being spoken at age 3. At the
age of 7 yrs, his height was 122 cm (+0.5 SD), weight
was 30 kg (+3 SD), and OFC was 49 cm (—1 SD). He pre-
sented with truncular obesity and midly dysmorphic
features including hypotelorism, short neck, and promi-
nent upper central incisors. Happy disposition and hyper-
activity were noted. When examined at age 15, he was
observed to be a friendly, moderately mentally retarded
patient with a slender posture. His height was 172 cm
(+1 SD), weight was 50 kg (—1 SD), and OFC was 50 cm
(< —3 SD). He had mildly dysmorphic facial features,
with short and smooth philtrum and long and thin fingers.

Figure 1. Pedigree of the Family and
Brain MRI Features

(A) Pedigree of the family. Shaded symbols
indicate individuals presenting with MR.
(B) Discordance between T2 and FLAIR
sequences in patients V-1 and V-4. Coronal
T2 weighted image (left) and coronal
T ” FLAIR image (right) of patient V-4 (upper
panels) and patient V-1 (middle panel) at
the level of the third ventricle demonstrate
normal myelination on T2 sequence. By
contrast, FLAIR sequence shows important
white-matter abnormalities (white arrow)
at the sus tentorial level compared to a
normal control (lower panels).

He understood simple commands
and concrete tasks and communi-
cated verbally, with a low vocabulary
and simple sentence structures. The
third affected child (patient V-4)
had global developmental delay but
was less severely affected than his
brothers. When examined at the age
of 4 yrs, he was able to communicate
verbally with about twenty words,
understood commands, and was able
to performed simple tasks. A hyperac-
tive behavior was noted. His height
was 102 cm, weight was 22 kg (with
truncular obesity), and OFC was
48.5 cm (—2 SD). Brain MRI showed
white-matter abnormalities similar
to those observed for patient V-1,
with discordance between T2 and
FLAIR sequences (Figure 1B). Finally,
we investigated the X chromosome
inactivation profile in the mother by
methyl-sensitive PCR analysis and
observed that she showed a random X chromosome inac-
tivation profile (58/42).

In conclusion, MR associated with mild microcephaly,
myelination defect, and truncular obesity in the first year
were consistent features in the three affected siblings.

Blood samples were collected from all affected and unaf-
fected siblings and both parents, and skin fibroblasts were
cultured from patient V-1. For genome-wide autozygosity
screen, genomic DNA was extracted by standard methods
and analyzed with the Affymetrix GeneChip Mapping
10K Array. Multipoint linkage analysis resulted in two
significant linkage peaks on chromosomes 8 and X, respec-
tively (Figure 2A). Further genotype and haplotype anal-
yses confirmed homozygosity by descent and defined
a 12 Mb critical interval between markers rs2395855
and 151397380 on 8g24 (LOD scores 3.13) and a 30 Mb
critical interval between markers rs982833 and 15750841
on Xq25-g28 (LOD scores 0.9) (Figure S1, available online).
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Figure 2. Genetic Analysis of the Family
(A) Results of the linkage analysis with the
Merlin software. The y axis represents

the LOD score and the x axis represents
the genetic distance.

(B) Quantitative PCR analysis of TRAPPC9
mRNA. TRAPPC9 expression in fibroblast
cells from two controls (black and gray
bars) and patient V-1 is shown. Data are
normalized to beta2 microglobuline (B2M)
and Glyceraldehyde 3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH). Means * standard devia-
tion are given (n = 5 independent experi-
ments). ***Significance of difference with
control values (Student’s test), p < 0.01.
(C) Electrophoregrams illustrating the
¢.1708C>T variant in the TRAPPC9 gene.
Data are shown for a control, an affected
child (V-1), and a healthy heterozygote
parent (IV-1). The position of the single-
nucleotide change is shown by a black
arrow.
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No other genomic regions were consistent with linkage.
Altogether these two regions encompassed 172 known
genes (NCBI build 36.3), the majority of which are
expressed in the brain. The coding sequence of 14 candi-
date genes on 8q24 and three candidate genes on Xq25-
q28 (Table S1) was searched for variants at DNA and/or
RNA levels, but no causative mutation was identified in
any of these genes. Thus, to prioritize the remaining candi-
date genes for sequencing, we hypothesized that the
disease-gene transcript could be downregulated in affected
subjects. RNA was extracted from skin fibroblasts derived
from patient V-1 and from three healthy gender-matched
control fibroblasts and analyzed with Affymetrix U133
Plus2 array. Microarray analysis was performed with
bioconductor packages for the R programming environ-
ment. Background subtraction, normalization, and probe
summarization were done with GeneChip robust multiar-

significance were conducted with
the local pooled error (LPE) test.!!

Analysis was confined to the probe
sets mapping to the two regions
defined by genetic linkage analyses,
and TRAPPC9 (also known as NIBP,
NIK, and IKK-B Binding Protein, MIM
611966), located on chromosome
8q24, appeared as a good candidate.
Indeed, it was significantly downregu-
lated (40%) in the proband compared
to controls (p = 4.0 x 107'%). A 90%
TRAPPC9 mRNA decay was confirmed
by quantitative RT-PCR (Figure 2B),
and subsequent mutational analyses
identified a homozygote nonsense
variant (c.1708C>T, p.R570X) within
exon 9 of the gene (Figure 2C). This
variant cosegregated with the disease and was not found
in 1120 control chromosomes, including 196 chromo-
somes from individuals of Tunisian origin, supporting the
hypothesis that the p.R570X change is the disease-causing
mutation. Homozygosity at the TRAPPC9 locus was tested
by genotyping with Affymetrix GeneChip Mapping 250K
array in thirteen independent consanguineous MR
patients. However, no patient was found to be compatible
with linkage to this locus.

For the evaluation of the consequence of the c.1708C>T
mutation on protein expression, immunoblots were then
prepared with fibroblast cell lysates from the affected sib
and two healthy controls and probed with a polyclonal
anti-TRAPPC9 antibody raised against the complete
protein. Whereas TRAPPC9 was clearly detectable in cell
lysates from healthy controls as a single band, neither
normal nor shortened protein was found in fibroblast cell

The American Journal of Human Genetics 85, 903-908, December 11, 2009 905



TNF-a (min)

Figure 3. Functional Consequences of
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(B) Time-course analysis of TNF-a-induced

IkB-a degradation as detected by immuno-
blot. Lysates were subjected to immuno-

blotting with a polyclonal anti-p-actin antibody as a loading control (lower panel) and with a rabbit polyclonal anti-IKB-o antibody
(upper panel). IKB-a is shown as a 37 kD band. Results from one representative experiment are shown.

extracts from the patient (Figure 3A). Taken together, these
results suggest that the mutation causes a nonsense-medi-
ated mRNA decay.

TRAPPC9 has been originally identified as a protein that
interacts with the nuclear factor kappaB (NF-«B)-inducing
kinase (NIK) and IkB kinase complex B (IKK-B).'? The
NF-kB transcription factor (TF) is a ubiquitously expressed
dimeric molecule that regulates the expression of a variety
of genes and plays a key role in a number of cellular
processes such as innate and adaptive immunity, cellular
proliferation, apoptosis, and development. In mammals,
the NF-«B family is composed of five related transcription
factors: p50, p52, RelA, c-Rel, and RelB.!® These proteins
form homo- or heterodimers that are retained in the cyto-
plasm by interaction with inhibitory molecules (IkBs).**
Activation of NF-«kB is mediated by both canonical and
noncanonical signaling pathways.’>"'” The canonical
pathway signals through activation of an IkB kinase (IKK)
complex, composed of two catalytic subunits, IKK-o and
IKK-B, and a regulatory subunit, NF-«B essential modulator
(NEMO)/IKK-y. Upon stimulation, this complex triggers
phosphorylation of the IkBs, leading to their ubiquitina-
tion and degradation through the proteasome pathway.
Freed p50-RelA and p50-cRel dimers then migrate to the
nucleus. The noncanonical pathway involves phosphory-
lation of IKK-oo by NIK, which then triggers inducible
processing of the p100, causing the release of a pS2/RelB
active heterodimer TF. On the basis of its interaction with
NIK and IKK-B proteins, a role in both canonical and non-
canonical NF-kB pathways was proposed for TRAPPC9.'?

To further evaluate the functional consequences of
the p.R570X mutation on NF-«xB signaling pathway,
we analyzed the response of cultured skin fibroblasts of
patient V-1 to TNF-«, a powerful activator of the NF-«xB
system. Cultured fibroblasts from controls and a patient
were stimulated for various times with 10 ng/ml of TNF-c.
The time course of degradation of the inhibitory protein
IkB-a. was then analyzed by immunoblotting. Figure 3B
shows a slight decrease in the level of IkB-a after 10 and
20 min of TNF-a stimulation in patient skin fibroblasts,
whereas IkB-a almost completely disappeared in fibroblasts

from two independent healthy controls. These results
support the hypothesis of an impaired of NF-«B signaling
in cells carrying the p.R570X mutation.

NF-«B activity and expression of several NF-«B target
genes are altered in many chronic neurodegenerative
diseases such as Alzheimer’s disease,'® Parkinson’s disease,
and Huntington’s disease.'*?° To our knowledge, this study
provides the first evidence of a NF-«B signaling defect in an
isolated cognitive deficit. How a TRAPPCY mutation caused
isolated MR remains questionable. Previous studies have
demonstrated that knocking down TRAPPC9Y expression
prevented nerve growth factor-induced neuronal differen-
tiation and suggested that TRAPPC9 might function as
a downstream component of the NGF pathway.'* Yet how
absence of TRAPPCO protein led to MR in our patient
remains unexplained.

Cognitive dysfunction is generally regarded as the conse-
quence of a defect in synapse formation and plasticity.
Along these lines, it is worth remembering that subcellular
distribution, DNA binding activity, and transcription of
NF-kB are regulated by various forms of synaptic activity
and that this TF plays an important role in the induction
of synaptic plasticity and long-term-memory forma-
tion.?"?? Inhibition of NF-kB blocked induction of long-
term potentiation (LTP) in the hippocampus and amyg-
dala.?*** Moreover, exposure to exogenous TNF-a inhibited
induction of LTP, and the knockout of TNF receptors
inhibited induction of long-term depression (LTD).>*?°
Finally, recent studies based on cell-restricted ablation
of NF-kB subunits demonstrated the prominent role of
neuronal NF-kB in memory and cognition and indicated
that NF-kB activation is essential for long-term-memory
formation, especially when hippocampus is involved.?®

Impaired NF-«B signaling in glial cells may also play an
important role in the pathogenesis of the disease, given
that recent data suggest an active role of astrocytes and
oligodendrocytes in synaptic transmission.?” Constitutive
TNF-o. release by glial cells promoted upregulation of
AMPA receptors and internalization of inhibitory GABA
receptors in hippocampal neurons, thereby increasing
synaptic strength.?®2°
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Finally, our study may shed light on the role of NF-«B in
the myelination process in the CNS. Although NF-«B has
been shown to orchestrate the axon myelination of
peripheral neurons by Schwann cells,>® whether it plays
a similar critical role in the differentiation of oligodendro-
cytes remains to be establish. The brain MRI observation of
a myelination defect in our patients may provide further
support to this hypothesis.

In conclusion, our study provides evidence that a NF-«B
signaling defect may cause isolated cognitive deficit, ex-
panding therefore the field of the pathophysiology of MR.

Supplemental Data

Supplemental Data include two figures and one table and can be
found with this article online at http://www.cell.com/AJHG.
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PARTIE 2 : CONSTITUTION D’UNE COHORTE DE
PATIENTS PRESENTANT UNE DI SEVERE AVEC
DISSOCIATION DES SEQUENCES T2/FLAIR
POUR LES ANOMALIES DE LA SUBSTANCE
BLANCHE
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Ces travaux sont le résultat d’une collaboration avec le Pr Nathalie BODDAERT du service
de radiologie, le Dr Marlene RIO et le Pr Jeanne AMIEL du service génétique, le Dr Valérie

MALAN du service de cytogénétique de I’hopital Necker-Enfants Malades.

Chapitre 1) Recrutement d’une famille atteinte de déficience intellectuelle
sévere et d’une dissociation T2/FLAIR : la famille San.

1) Description clinique de la famille San

La famille San est une famille non consanguine dont la mére est d’origine francaise et le
pére originaire du Portugal. Le couple a eu un enfant atteint d’'une DI sévére, associée a une
obésité tronculaire au moment de I'examen (3 ans), une microcéphalie modérée (-2 DS) et une
discordance de I'anomalie de la substance blanche constatée sur la séquence FLAIR mais qui

n’est pas visible en T2, sur les images de I'IRM (figure 21).

Figure 21 : Dissociation T2/FLAIR & I'IRM chez le patient San.

Image a I'lIRM en pondération T2 et FLAIR en coupe frontale. Les deux images a gauche montrent une dissociation T2/FLAIR
chez le patient San (fleche). Ce défaut n’est pas retrouvé chez le contréle C2.5 (de méme sexe, et de méme age).

La dissociation T2/FLAIR peut étre constatée chez les tres jeunes enfants, traduisant une
maturation incompléte de la myéline. Cependant, les images a I'IRM du controle masculin agé de
2,5 ans ne montrent pas de dissociation entre les séquences T2/FLAIR, a cet age et la myéline

apparait mature.
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2) Analyse de la séquence de TRAPPC9

Chez le patient San, les signes cliniques observés nous ont conduits a évoquer une
anomalie TRAPPC9. Comme les parents ne présentent aucun lien de parenté, les résultats du

séquencage ont été analysés sous I'hypothéese de mutations hétérozygotes composites.

Le séquencgage direct de la totalité de la séquence codante et des jonctions introns-exons
de TRAPPC9 chez le patient San a montré I'existence de deux variations entrainant la
superposition de deux séquences. Un clonage a été entrepris pour chacune d’elle afin d’établir la
séquence de chacun des alléles (voir matériels et méthodes). Les résultats montrent une
insertion de 21 nucléotides dans I'exon 1 de TRAPPCY, héritée du pére (figure 22). Cette
variation n’est répertoriée dans aucune base de données publique (dbSNP, 1000 Genomes,
NHLBI Exome Sequencing Project). Le site Alamut version 2.0 a permis d’établir la nomenclature
du variant au niveau génomique (NM_031466.5 :c.166_186dup) et I'impact sur la protéine
(p.Gly56_His62dup). Cette insertion entraine une duplication exacte de 7 résidus : GGYRECH. La
seconde variation est une délétion d’une séquence répétée intronique, dix nucléotides en amont
du site accepteur de I'exon 4. Cette variation est répertoriée dans les banques de données. Elle
est également héritée du pére (voir figure 22). Basé sur ces critéres, ce variant n’a pas été

considéré comme pathogeéne.
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Figure 22 : Electrophoregrammes des exons 1 et 4 de TRAPPC9 chez la famille San.
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Le patient San montre deux superpositions de séquences dans I'exon 1 et 4 de TRAPPC9. La délétion précédent I'exon 4 est
répertoriée et héritée du pere tandis que I'insertion de 21 nts au sein de I'exon 1, héritée également du peére, n’est pas
répertoriée. Les séquences protéiques sauvages et mutées sont présentées dans le schéma.

Pour poursuivre ce travail et tenter d’identifier une seconde variation, potentiellement
pathogene et héritée de la mére, nous avons étendu notre analyse aux autres séquences
importantes du géne: la séquence 5'UTR; la séquence de polyadenylation du géne
indispensable pour la stabilité de ’ARNm ; et une partie du promoteur comprenant la boite TATA
a I'origine de l'initiation de la transcription. Cependant, aucune autre anomalie génique n’a été
identifiée chez ce patient. Mais, pour autant, nous ne pouvons pas exclure la présence d’'une
mutation dans les séquences introniques (ex: site de branchement essentiel au processus

d’épissage) et régulatrices de TRAPPC9 (enhancer/silencer/ARN non codants, ...).

3) Analyse de ’ADNc de TRAPPC9 chez le patient San.

Afin d’exclure des mutations touchant les séquences indispensables aux processus
d’épissage, nous avons séquencé ’ADNc de TRAPPCY obtenu apres extraction et transcription
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inverse des ARN totaux des fibroblastes du patient San. La partie 3’ de 'ADNc de TRAPPC9 a été
séquencée directement selon un protocole classique de PCR et n’a révélé aucune anomalie. La
partie 5’ de ’ADNc, ne pouvant étre étudiée par une RT-PCR classique, a été analysée par RACE-
PCR (voir matériels et méthodes). Elle permet I'amplification des extrémités 5’ des ARNm grace a
un couple d’amorces particuliers : 'amorce 5’ (forward) se fixe au niveau de la coiffe des ARNm
et 'amorce 3’ est, quant a elle, spécifique du transcrit cible : ici TRAPPC9. Puis une seconde PCR

nichée permet I'amplification spécifique de la séquence d’intérét de I’ADNc (voir figure 23.A).

Figure 23 : RACE-PCR du géene TRAPPC9 chez le patient San.
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A : Représentation graphique de TRAPPC9 et des couples d’amorces utilisés pour la RACE PCR ainsi que (B) la photographie
du gel d’électrophorése montrant les produits d’amplification issus de la RACE-PCR. C neg : contrdle négatif de la PCR
nichée (sans ajout de produit de la 1°® PCR) ; C.1 : individus de référence pour la RACE-PCR ; San : Race-PCR réalisée chez le
patient San.

Les résultats de cette étude nous ont permis de séquencer la totalité du transcrit
TRAPPC9 dont I'exon 1. Dans un premier temps, nous avons constaté que la quantité de transcrit
est plus importante chez le patient que chez le contréle (voir figure 23.B). Contrairement a ce
gue nous avons observé chez la famille BM, nos données suggerent une surexpression TRAPPC9

chez le patient San, par rapport au sujet contréle.

Dans un second temps, le séquencage direct du produit de RT-PCR a révélé que seul
I'allele sauvage est présent suggérant une instabilité de I’ARNm porteur de I'insertion de 21 nt.
Ce résultat est surprenant car cette insertion n’entraine pas de décalage du cadre de lecture, et
donc pas de formation de codon STOP prématuré provoquant la dégradation de I’ARNm par le
mécanisme du NMD. On peut donc supposer que '’ARNm muté est dégradé par le biais d’un
autre mécanisme de controle et/ou que l'allele sauvage est anormalement surexprimé,

masquant la séquence mutée.
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Pour confirmer ce résultat de surexpression, nous avons réalisé une analyse de RT-PCR
en temps réel a partir d’ARN totaux extraits des fibroblastes du patient San et deux sujets
controles. Le patient BM a également été inclus comme référence de sous-expression de

TRAPPC9. Les résultats sont présentés en figure 24.

Figure 24 : RT-PCR en temps réel réalisée sur le transcrit TRAPPC9 chez le patient San.
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RT-PCR quantitative réalisée a partir d’ARN totaux extraits du patient San, du patient BM et de deux contrdles masculins.
Les résultats sont normalisés par rapport a deux genes de références GAPDH et 8-Actine. Un test student est pratiqué afin
de calculer la pValue (*** pValue <0,1)

Comme le montre ce graphique, la quantité de transcrit TRAPPC9 est deux a trois fois
plus importante chez le patient San comparée aux contrdles. La surexpression de TRAPPCY chez

le patient San a donc été mise en évidence par RACE-PCR et par RT-PCR quantitative.

Nous n’avons pas obtenu de biopsies cutanées des parents pour tester si la surexpression
de TRAPPC9 est également observée chez le pére porteur de l'insertion. Si elle n’est constatée
que chez I'enfant, cela suggére la survenue d’'un deuxieme évenement génétique non identifié

soit de novo soit hérité de la mere.
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4) Conséquence(s) fonctionnelle(s) de la surexpression de TRAPPCI chez le
patient San.

4.1) Analyse de I'expression de TRAPPC9

Afin, d’évaluer l'effet de la surexpression du transcrit TRAPPC9 sur la quantité de
protéine correspondante, nous avons réalisé une analyse par Western blot (voir matériels et
méthodes). Le patient BM a été ajouté comme témoin de I'absence de TRAPPC9. La
quantification d’intensité des bandes TRAPPC9 normalisées avec la quantification d’intensité des
bandes de la B-actine (non montré), ne révelent pas un taux de TRAPPC9 supérieur chez le
patient San comparées aux controles. Au vu des résultats présentés en figure 25, nous ne
sommes donc pas en mesure de confirmer la surexpression protéique de TRAPPC9 chez le
patient San, bien que le Western blot classique puisse ne pas rendre compte d’une surexpression

mineure de la protéine.

Figure 25 : Western Blot avec un anticorps dirigé contre la protéine TRAPPC9.
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Quatre contréles sont représentés (de méme sexe et d’age proche des deux patients San et BM), ainsi que le patient BM
comme contrdle négatif de TRAPPC9 (139KDa). La protéine de référence utilisée est la B-Actine (43 KDa).

4.2) Quantification de la transcription de BIRC3 sous stimulation au

TINFa

Dans un second temps, nous avons testé |'effet de la surexpression de TRAPPC9 sur la
voie de signalisation NF-kB dans les cellules du patient San, en mesurant I'effet d’une stimulation
par le TNFa sur la transcription de BIRC3. Des fibroblastes dérivés du patient San et d’un controle
ont été stimulés par le TNFa pendant Oh, 1h, 3h et 5h ; puis I’ARNm BIRC3 a été quantifié par RT-
PCR en temps réel et rapporté a deux génes de référence distincts. Trois expériences

indépendantes ont été réalisées (voir figure 26).

-102 -



Figure 26 : Quantification de ’ARNm BIRC3 suite a une stimulation au TNFo chez le patient San.
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RT-PCR quantitative réalisée a partir des ARN totaux extraits des fibroblastes du patient San et de son contrdle apres avoir
été soumis aux différents temps de stimulation par le TNFa. Chaque point a été normalisé grace aux genes de référence
GAPDH et B-Actine. Les écarts types ont été calculés par rapport a trois expériences indépendantes.

Les graphiques montrent une quantité de transcrit BIRC3 plus importante chez le patient
San comparée au controle, et cela pour les 3 points de la cinétique de stimulation. Ces résultats
suggerent une suractivité de la voie NF-kB chez le patient. De plus, chez le contréle, la cinétique
de stimulation est progressive et proportionnelle. Or chez le patient San, la réponse a la
stimulation au TNFa semble étre anticipée puisque les taux de BIRC3 sont similaires aux temps
3h et 5h. Ces résultats montrent une suractivité de la voie NF-kB lorsqu’elle est stimulée chez le
patient San. Bien que la surexpression protéique de TRAPPC9 n’ait pas été validée par Western

blot, ces résultats sont en faveur de sa surexpression.

Ces résultats mettent en évidence la surexpression du transcrit TRAPPCY, chez le patient
San, associée a une anomalie de signalisation de la voie NF-kB, reflétant une suractivité de celle-

ci.

5) Conclusions et perspectives pour la famille San.

5.1) Conclusions de I’étude

Le patient San présente un tableau clinique extrémement proche de la famille BM, a

savoir une DI sévere, associée a une microcéphalie modérée, une obésité tronculaire dans la
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jeune enfance, une marche acquise tardivement (2 ans) mais sans défaut moteur persistant, et

une dissociation T2/FLAIR de la substance blanche a I'imagerie.

Le séquencage de TRAPPC9 a mis en évidence un variant non répertorié, hérité du pere,
correspondant a une insertion de 21 nts au niveau de I’exon 1. Bien que ce variant ne conduise
pas a l'apparition d’'un codon stop prématuré, 'ARNm muté n’est pas retrouvé au niveau
transcriptionnel, suggérant que cet ARNm soit dégradé par un autre mécanisme que celui de
« non-sens mediated mRNA decay » et/ou que I'alléle sauvage soit anormalement surexprimé,

masquant la séquence mutée.

Le séquencage de l'allele maternel n’a pas permis l'identification d’une variation rare
potentiellement pathogene. Cependant, la quantification de I’ARNm de TRAPPC9 démontre
clairement chez le patient San, une surexpression de l'allele maternel. Enfin, I'étude
fonctionnelle de la voie NF-kB chez ce patient suggére une suractivité de cette voie aprées

stimulation au TNFa.

5.2) Perspectives

L’ensemble de ces résultats supporte donc I’hypothéese d’une anomalie de la voie NF-kB
chez ce patient mais I'implication d’'une anomalie de TRAPPC9 reste a démontrer. Seule I'analyse

des fibroblastes des parents permettra de conclure définitivement sur ce point. En effet :

- soit I'un des deux parents présente également un défaut moléculaire de la voie de
signalisation NF-kB comparable a celle observée chez le patient. Dans ce cas, la

surexpression de TRAPPC9 serait probablement sans rapport avec la pathologie.

- Soit cette anomalie est de novo, suggérant l'existence d’un second événement
génétique, lié ou non au locus TRAPPCY, qu’il reste a identifier. Si un tel résultat était
observé, cela démontrerait que la surexpression et la sous-expression de TRAPPC9

conduisent au méme phénotype.

Bien que nous ne puissions affirmer que TRAPPC9 soit le géne causal, de nombreux
arguments sont en faveur de son implication dans la pathologie de la famille San : un phénotype

similaire a la famille BM (clinique et IRM), un variant rare non répertorié dans I'exon 1 de
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TRAPPC9 entrainant son instabilité transcriptionnelle, et une dérégulation de la voie NF-kB. Nous
ne pouvons, cependant, pas exclure I'implication d’un autre gene chez la famille San. Les études
complémentaires chez les deux parents sont a présent indispensables pour évaluer I'implication

de TRAPPC9 dans la pathologie du patient San et poursuivre les recherches dans ce sens.
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Chapitre 2) Corrélation génotype/phénotype d’une cohorte de patients avec
dissociation T2/FLAIR

Les résultats de cette étude sont présentés dans I'article 3 « NF-kB signaling requirement
for brain myelin formation is shown by genotype/MRI phenotype correlation in patients with

Xq28 duplications ». (Philippe O, et al. 2012-sous presse)

1) Evaluations cliniques des patients recrutés sur la base d’une discordance
T2/FLAIR

Le patient J.C est né a terme de parents sains et non consanguins. La grossesse ainsi que
la naissance n’ont pas montré d’événements cliniques particuliers. L’examen réalisé a I'dge de 6
ans révele une hypotonie, un reflux-gastro-oesophagien, de nombreuses infections pulmonaires,
du type bronchiolites, associées a un déficit en IgM et 1gG2, un retard de développement
psychomoteur et intellectuel. Le patient a acquis la marche tardivement (26 mois), il ne
prononce que quelgues mots, montre peu d’interactions sociales et des mouvements
stéréotypiques. A cet age, la taille et le poids sont dans la moyenne. Il présente également une
exotropie, des signes légers de dysmorphie faciale et une cyphose modérée. L'appareil génital
est normal. Les images d'IRM en séquence FLAIR montrent des hypersignaux de la substance
blanche périventriculaire et subcorticale comparées a un controle de méme age et de méme
sexe (figure 27). En revanche, 'analyse utilisant la séquence T2 n’a révélé aucune anomalie et
suggere une discordance entre les séquences T2 et FLAIR similaire a celle observée dans la
famille BM. Son frere, N.C, présente les mémes symptomes cliniques et en particulier la méme
discordance entre séquence T2 et séquence FLAIR. L'analyse par CGH-array a mis en évidence,
chez les deux freres, une microduplication Xq28 couvrant MECP2, confirmée ensuite par FISH, et

héritée de la mere.

Le patient L.P est né a terme de parents sains et non consanguins aprés une grossesse et
un accouchement sans anomalie. Peu aprés la naissance, le patient a présenté une hypotonie et
un retard psychomoteur. La position assise a été acquise entre 16-18 mois et la marche a 27
mois. Quelques convulsions sont survenues au cours de la jeune enfance. Au cours de I'examen,

a 27 mois, il présente une microcéphalie (-2,5 DS), une petite taille (taille : 80,5 cm ; -2,5 DS) et
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une dysmorphie faciale modérée. L'IRM montre des anomalies de la myéline en séquence FLAIR
mais des images normales en séquence T2. Le patient L.P présente également une dissociation

T2/FLAIR (voir figure 27).

L'analyse cytogénétique de ce patient par CGH-array a identifié une duplication de 8,6
Mb de la région Xq27.3-928 incluant MECP2 et conséquence d’une translocation déséquilibrée
t(X ;8)(g27.3928;qgter) survenue de novo. Cette duplication a été confirmée par FISH et aucune

perte de matériel du chromosome 8 n’a été décelée.

Ces deux patients sont donc porteurs d’une duplication MECP2.

Figure 27 : IRM des patients J.C et L.P comparées a leurs contréles respectifs

IRM des deux patients et des contréles. Les images en FLAIR (A) du patient J.C a 6,5 ans montre des hyperintensités de
signaux de la substance blanche périventriculaire et subcorticale comparées a son controle de méme age en FLAIR (C). En
revanche, I'image en T2 (B) ne montre pas de signes évidents d’anomalies comparée au controle (D). Le patient L.P montre
des anomalies de la substance blanche en séquence FLAIR (E) absentes chez le contrdle de 2,5 ans (G). De la méme maniére
aucune anomalie n’est visualisée en séquence T2 chez le patient L.P (F) et chez le contrdle (H). Les images B et D sont prises
en coupe axiale, tandis que les autres images sont en coupe coronale.

2) Le syndrome de la duplication MECP2

Le syndrome causé par la duplication de la région Xq28, incluant MECP2 (dup-MECP2) a

été décrit pour la premiére fois en 2004 (Ariani F, et al. 2004). Il s’agit d’une maladie
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neurodéveloppementale caractérisée par I'association d’une DI, d’une neuropathie progressive

avec ataxie, d’une spasticité, d’'une épilepsie et d’une sensibilité aux infections respiratoires.

L'analyse du locus Xg28 montre que cette duplication survient par recombinaison
homologue non allélique entre diverses répétitions segmentaires (low copy repeats ou LCR). La
dup-MECP2 n’est pas considérée comme un syndrome récurrent tels les syndromes de Smith-
Magenis (MIM 182290), Potocki-Lupski (MIM 610883), ou del22g11.2 (délétion MIM 611867 ;
duplication : 608363) car les points de cassure ne sont pas identiques d’un patient a I'autre et de

ce fait, la taille de la région dupliquée peut étre variable (Ramocki MB, et al. 2010).

Cent vingt patients porteurs d’une dup-MECP2, dont la taille varie de 0,2 a 8 Mb, ont été
décrits dans la littérature. Les signes cliniques sont résumés en table 10. La région minimale de

duplication comprend les genes MECP2 (MIM 300005) et IRAK1 (MIM 300283).

MECP2 (Methyl-CpG-Binding Protein 2) posséde trois domaines protéiques importants
pour sa fonction : le MBD (Methyl Binding Domain), le TRD (Transcriptional Repression Domain)
et la partie c-terminale. Le MBD permet I'association de MECP2 avec les dinucléotides méthylés
CpG de I’ADN ; le TRD est impliqué dans des interactions protéines-protéines notamment avec
les facteurs de remodelage de la chromatine ; et la partie c-terminale pourrait fixer ’ADN et des
facteurs d’épissage de I’ARN. Certaines protéines ont été identifiées comme capables d’interagir
avec MECP2, telles que les HDAC1 (Histone Deacetylase) (MIM 601241) et HDAC2 (MIM 605164)
(Histones Déacétylases), SIN3A (un corépresseur des HDACs, MIM 607776), DNMT1 (DNA
MethylTransferase 1, MIM 126375), TFIIB (GTF2B, MIM 189963) ou encore Brama (SMARCA2,
MIM 600014) (intégré a la famille SWI/SNF du remodelage de la chromatine). Outre le lien établi
entre les méthylations de I’ADN, les histones déacétylases et les facteurs de remodelage de la
chromatine, tous ces acteurs protéiques interviennent dans la régulation négative de la
transcription génique (Kramer JM, et al. 2009). MECP2 agirait donc comme un répresseur de
I’expression transcriptionnelle. Cependant, sa fonction est encore mal connue et les géenes
régulés par MECP2 ne sont pas identifiés dans leur totalité. Ainsi, ses mécanismes d’action dans
le SNC restent inexpliqués. Des anomalies géniques de MECP2 (mutations, amplifications)
laissent donc supposer d’un défaut des marques épigénétiques de I'’ADN, touchant certains

genes qui auraient un role dans le SNC.
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IRAK1, quant a lui, est un géne codant pour un récepteur aux interleukines impliqué dans
le systeme immunitaire. Son role dans le syndrome de la dup-MECP2 ne semble pas
prédominant pour |'atteinte neurologique mais cependant, il pourrait y avoir un lien avec les

infections récurrentes caractérisées chez les patients dup-MEPC2.

D’autre part, le locus Xq28 contient de nombreux genes impliqués dans des pathologies
du SNC ou ayant une forte expression cérébrale : SLC6A8 (MIM 300036), L1CAM (MIM 308840),
FLNA (MIM 300017), GDI/1 (MIM 300104), RPL1IO (MIM 312173) ou encore ATP6AP1 (MIM
300197) (Vandewalle J, et al. 2009). Il est donc vraisemblable que la variation d’expression
clinigue de ce syndrome soit liée a la variation de la taille de la duplication. Les hommes porteurs
de la microduplication sont atteints de déficit intellectuel et de troubles autistiques. Dans la
majorité des cas, les femmes conductrices présentent un biais de I'inactivation du chromosome
X (85 a 100% d’inactivation) mais parfois elles peuvent présenter des symptoémes

neuropsychiatriques appartenant au spectre des troubles autistiques (Ramocki MB, et al. 2010 ;

Van Esch H, et al. 2005).

Table 10 : Nature et fréquence des différents signes cliniques observés chez les patients porteurs de la
duplication MECP2

Phénotype Pourcentage d’individus atteints

Déficience intellectuelle 118/119 (99%)
Hypotonie 86/93 (92%)
Absence de langage 63/72 (88%)
Absence de marche 20/71 (28%)
Infections récurrentes 82/111 (94%)
Anomalies de la respiration 6/18 (33%)
Mouvements stéréotypés des mains 15/33 (45%)
Traits autistiques 13/17 (76%)
Epilepsie 57/110 (52%)

Anomalies du systéme génito-urinaire

29/67 (43%)

Déces avant les 25 ans

25/66 (38%)

Spasticité 42/71 (59%)

Ataxie 20/37 (54%)

Reflux gastro-cesophagien 15/25 (60%)
Constipation 25/33 (76%)
Dysmorphie faciale 41/41 (100%)

Table établie a partir de I'article de Ramocki MB, et al. 2010.

La dysmorphie faciale est caractérisée par: une brachycéphalie, des yeux larges, une

hypoplasie faciale, une ensellure nasale et des narines antéversées.
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Peu de données d’IRM cérébrales sont disponibles chez ces patients. Quelques anomalies
de la substance blanche sont mentionnées chez deux familles (Van Esch H, et al. 2005) mais
aucune information n’est disponible quant a une éventuelle discordance entre les séquences

T2/FLAIR.

3) Analyse rétrospective de patients présentant une duplication MECP2

Les IRM ont été entreprises chez des patients (V.L et H.T) pour lesquels les cliniciens
avaient diagnostiqué une duplication MECP2 au locus Xq28. Les séquences T1, T2 et FLAIR ont

été pratiquées chez ces patients.

Le patient V.L suivi a I'Hopital Necker-Enfants malades a été diagnostiqué avec une
duplication du locus Xq28. Il est le second enfant d’un couple sain ne présentant pas de lien de
parenté. Un syndrome lié a I’X ségrége dans la famille maternelle sur deux générations et
compte 3 garcons atteints. Le patient est né a terme sans incidents cliniques rapportés. Il
présente une hypotonie, une constipation chronique sévére, un retard moteur et intellectuel
(marche acquise a 26 mois) associé a des interactions sociales limitées, une anxiété, des
infections respiratoires fréquentes, et une épilepsie débutant a I'age de 5 ans. La taille et le
poids sont normaux tandis que le périmetre cranien est au 97th centile. Il est atteint d’ataxie,
d’hypotonie et de spasticité. Le langage est limité a 10 mots environ. Une dysmorphie faciale est

également rapportée (exotropie et petite bouche).

Enfin, le patient HT est suivi par I’équipe du Dr Hilde Van Esch a I'hdpital universitaire de
Louvain en Belgique et a été précédemment décrit dans le papier de Bauters M et al, 2008. Il est
né de parents sains non consanguins. L’histoire familiale ne mentionne pas de pathologie
neurologique ou de malformations congénitales. A la naissance, le patient HT présente une
hypotonie sévere et des difficultés a se nourrir. Il est atteint d’un retard moteur sévere (tenue
assise a 2 ans et marche a 3,5 ans). Le langage est quasiment absent et il est capable de
comprendre de simples commandes. Il présente des comportements répétitifs (frappe dans ses
mains). Il est traité pour une épilepsie et des infections respiratoires récurrentes nécessitant un
traitement antibiotique presque continu et des hospitalisations fréquentes. Au cours du dernier
examen clinique, a I'age de 7 ans, le patient HT nécessite une aide pour la marche, il reste trés

hypotonique du tronc et ne présente plus de spasticité des membres. Il peut établir un contact
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visuel et a un caractére amical. Ce patient présente également une duplication de la région

chromosomique Xq28 incluant MECP2.

Comme cela est présenté en figure 28, aucun défaut n’est rapporté sur les IRM de ces
deux patients V.L et H.T (les images radiologiques du patient H.T ne sont pas présentées dans ce
manuscrit). La séquence FLAIR ne montre pas d’hypersignaux de la substance blanche et aucune
anomalie cérébrale n’est décrite pour les deux séquences T2 et FLAIR de I'IRM. Or, les patient J.C
et L.P, présentant eux-mémes une duplication au locus Xq28, montrent une discordance
T2/FLAIR d’un signal anormalement diffus de la substance blanche. Ce résultat surprenant, nous

a conduits a émettre les hypotheses suivantes :

- Soit la dissociation T2/FLAIR est un critere variable de la duplication MECP2 (signe non

spécifique)

- Soit les anomalies radio-neurologiques sont corrélées a |'extension de la région
dupliquée du locus Xg28 et impliquent la présence ou non, d’un géne ayant un role dans

la formation de la substance blanche.

Nous avons donc entrepris de définir les bornes de la région et les génes présents dans
ce fragment dupliqué, pour les trois patients J.C, L.P et V.L. L’analyse moléculaire du patient HT

est décrite dans l'article de Bauters M (2008).

Figure 28 : IRM des patients J.C, L.P et V.L et de deux contréles.

L'IRM du patient V.L est représentée en T2 (C) et en FLAIR (D). Ce patient ne présente pas de dissociation entre la séquence
T2 et la séquence FLAIR de I'lRM comparée aux patient J.C et L.P. L'image C du patient V.L est prise en coupe coronale et
I'image D en coupe axiale.
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4) Duplication d’IKBKG chez les patients présentant une anomalie de la
substance blanche

L'étude chez la famille BM, présentant les mémes caractéristiques a I'IRM que les
patients J.C et L.P, montre qu’un défaut de TRAPPC9 entraine une perte d’activité de la voie NF-
kKB pouvant étre a I'origine d’une anomalie modérée de la substance blanche. Le gene IKBKG
(NEMO), localisé 400kb en aval de MECP2, code la sous-unité régulatrice du complexe IKK (kB
kinase, voir figure 16), et joue un rble primordial dans I'activation de la voie canonique NF-kB.
C’est pourquoi, IKBKG nous a semblé étre un bon candidat pour étre impliqué dans les anomalies

de substances blanches observées chez les patients JC et LP.

Les trois patients J.C, L.P et V.L ont été analysés par FISH au service de cytogénétique, par
le Dr Valérie Malan. La sonde du BAC RP11-103M23 a permis de tester la présence ou non
d’IKBKG dans les fragments chromosomiques dupliqués. De facon intéressante, IKBKG est inclus
dans la duplication Xg28 des patients J.C et L.P, tandis que la duplication observée chez les

patients V.L et HT ne couvre pas IKBKG.

Ces résultats suggérent une corrélation entre la présence d’/IKBKG au locus dupliqué et
les anomalies de la substance blanche. Nous avons donc formulé I’'hypothése que la duplication
d’IKBKG puisse conduire a une anomalie de la voie de signalisation NF-kB comparable a celle

observée chez les patients BM lorsque TRAPPC9 est absente.

5) Réarrangements complexes du locus Xq28 : symptomes et IRM

L'étude de Vandewalle et collaborateurs rapporte des amplifications du locus Xq28
incluant IKBKG mais sans MECP2 (Vandewalle J, et al. 2009). Cet article décrit le cas de quatre
familles d’origines ethniques différentes, sans lien de parenté, et ayant des enfants atteints de DI
séveres. Les bornes de la région amplifiée sont similaires entre les quatre familles mais le
nombre d’amplification de chacun des fragments varie. Ainsi, deux des familles présentent une
triplication du locus (famille 1 et 3), une famille montre 5 copies de la région (famille 2) et la
derniere famille possede une duplication du locus Xg28 (famille 4) (voir figure et tableau

explicatifs ci-dessous).
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Les IRM ont été réalisées pour trois des familles mais aucune dissociation T2/FLAIR de la
substance blanche n’a été rapportée. Cependant, I'IRM d’un patient de la famille 1 (présenté
dans l'article 3) a été réexaminée, et des anomalies de la substance blanche sont décrites sur les
deux séquences T2 et FLAIR, ainsi qu’un corps calleux fin. Ces patients présentent des
réarrangements complexes du locus Xq28 avec probablement trois copies du fragment

comprenant IKBKG, et sans que MECP2 ne soit amplifié.

Les IRM des patients de la famille 4 n‘ont pas été pratiquées. Cet examen pourrait
confirmer ou infirmer la corrélation entre la duplication d’/KBKG et les défauts de la substance

constatés en séquence FLAIR mais absents de la séquence T2.

Cependant, comme cela a été rapporté par |'article de Del Gaudio et collaborateurs, plus
le locus est répété, plus la sévérité de la pathologie est accentuée. Plusieurs études montrent
gue le nombre d’amplification participe a la sévérité du syndrome. Une triplication de MECP2 a
été rapportée dans la littérature et montre un phénotype extrémement sévere comparé a une
cohorte de patients atteints de dup-MECP2. La triplication du locus Xq28 incluant MECP2
entraine chez le patient une hydronéphrose, des dysmorphies faciales, une trachéomalacie, un
retard développemental modéré a I'age de I'examen (3 mois) et des pneumonies récurrentes
(Del Gaudio D, et al. 2006). Une seconde famille composée de trois garcons, présentant un
triplication du fragment chromosomique incluant MECP2, décrit un phénotype sévére avec une
hypotonie néonatale, un retard développemental, une microcéphalie dans la jeune enfance (12
mois) qui évolue en macrocéphalie (notée a I'dge de 8 ans), une position assise acquise
tardivement (2 ans), une marche a 3 ans, quelques mots sont prononcés, des convulsions
généralisées apparaissent a I'dge de 8 ans et de nombreuses infections séveres des voies
respiratoires sont constatées. Une perte des acquisitions est notée a I'age de 8-10 ans avec une
perte de la marche et de la mastication. Les trois garcons sont décédés des suites d’infections

respiratoires (15 mois, 15 ans et 16 ans) (Tang SS, et al. 2011).

Ces études pourraient expliquer I'absence d’une discordance entre les séquences
T2/FLAIR chez les patients des familles 1, 2 et 3 pour lesquelles "amplification du locus Xg28 est
supérieure a 2. En effet, la dissociation T2/FLAIR traduit sans doute une anomalie modérée de la

substance blanche. Nous proposons que la présence d’un nombre supérieur de copie du gene
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IKBKG (3 ou 5) puisse conduire a des anomalies plus séveres de la substance blanche observables

sur I’'ensemble des séquences utilisées en IRM. De plus, la séquence FLAIR n’est pas pratiquée en

routine, ce qui limite I'estimation de la fréquence d’occurrence de la discordance T2/FLAIR.

Néanmoins, ces observations confirment que la présence d’/IKBKG dans le fragment amplifié

pourrait étre liée a des anomalies de la substance blanche dans le SNC.

A 151300 151310 151320 151330 15?40 151350 Mb
gPCR 1 I -+ l 3456';8 9 10 T 1" 12 1I3 14 16I 16 17
| | ===HH—== | | I ——1 |
Genes ?ED Dg > ¢F Mdd 0 DDQGQQD g | €=
- & 5s - el & _x <3< o |E|2 2 e 8
1 2 3

Image extraite de I'article de Vandewalle J, et al. 2009. Les doubles fleches numérotées 1, 2 et 3 montrent les fragments
amplifiés du locus Xq28 chez les 4 familles décrites. Leurs nombres varient et sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Famille | Fgt1l Fgt 2 Fgt3 Symptémes
(IKBKG)

Famille 1 2 3 2 Retard psychomoteur, anomalies des articulations, retard de langage, DI modéré a
sévere, caractére timide et amical, surdité (+/-), hémiplégie (+/-), épilepsie (+/-)
IRM : Elargissement du 4ome ventricule, anomalies de la substance blanche, corps
calleux fin

Famille 2 3 5 3 Impossibilité de se tenir assis et débout ; quelques mots prononcés, microcéphalie,
hypotonie axiale ; hypertrophie musculaire ; dysmorphie faciale ; asymétrie du
crane et du thorax
IRM : Malformation de Dandy-Walker ; hypoplasie du cervelet ; agénésies du corps
calleux

Famille 3 2 3 2 Retard de langage ; microcéphalie ; difficultés psychomotrices ; difficultés
d’apprentissage ; prononce quelques phrases courtes ; DI modéré (Ql=58)
IRM : Dilatation ventriculaire ; Magna Cisterna asymétrique et large

Famille 4 2 2 2 Retard psychomoteur ; assis a 12 mois, marche a 20 mois ; premiers mots a 2 ans ;

brachycéphalie ; Hypertélorisme ; front large ; Epicantus inverstus ; philtrum
court ; visage plat
Absence d’'IRM

Table récapitulative des quatre familles décrites dans I'article de Vandewalle J, et al. 2009. Les fragments 1, 2 et 3 sont
présentés dans la figure ci-dessus. Le fragment 2 contient /KBKG. Le chiffre mentionné a chaque famille pour chacun des
fragments signale le nombre d’amplification du fragment estimé par CGH-array puis évalué par RT-PCR quantitative pour la

famille 1.
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6) Conséquences de la duplication MECP2/IKBKG

6.1) Quantification des transcrits MECP2 et IKBKG chez le patient J.C

Afin de poursuivre ce travail, nous avons dans un premier temps quantifié le taux des
transcrits des génes MECP2 et IKBKG. Cette analyse a été réalisée a partir d’ARN totaux extraits

de fibroblastes dérivés d’une biopsie cutanée du patient J.C. (voir figure 29).

Figure 29 : Quantification des ARNm d’IKBKG et de MECP2 chez le patient J.C
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La quantité des ARNm de MECP2 et d’'IKBKG a été établie par RT-PCR en temps réel. Le patient est comparé a deux
controles indépendants. Ce résultat a été reproduit par trois expériences indépendantes. Le géne de référence pour les
deux expériences est GAPDH. Un test student a été réalisé pour chaque controdle et est inférieur a 0,01 (***).

Le graphique démontre que la quantité de transcrits IKBKG et MECP2 est doublée chez le

patient par rapport aux deux contréles (de méme age et de méme sexe que le patient J.C).

Ainsi la duplication génomique de ces deux genes conduit a leurs surexpressions chez le
patient J.C. Cependant, la sensibilité des tests en Western blot utilisant un anticorps anti-IKBKG,
ne nous a pas permis de corréler cette information au niveau protéique (résultats non

présentés).
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6.2) Quantification du transcrit BIRC3 sous stimulation au TNFa

Puis, nous avons souhaité déterminer les conséquences de la duplication d’/IKBKG sur
I'activité de la voie NF-kB par une expérience de quantification du transcrit BIRC3 apres
stimulation au TNFa (selon le méme procédé que les expériences réalisées précédemment chez
la famille BM et la famille San). Nous avons également inclus le patient BM dans cette étude, afin
de pouvoir comparer la réponse transcriptionnelle du gene cible de la voie NF-kB. Les résultats

sont présentés en figure 30.

Figure 30 : Quantification de ’ARNm BIRC3 suite a une stimulation au TNFa chez le patient J.C
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RT-PCR en temps réel réalisée sur le transcrit BIRC3 chez le patient J.C et BM comparée a deux contréles de méme sexe et
de méme age. Cette expérience a été réalisée aux temps Oh et 5h de stimulation par le TNFa. Les valeurs sont présentées
en quantité relative. Les astérisques représentent le test student qui atteste de la significativité de la différence entre le
patient J.C et les deux contrdles, au temps 5h (* :P=0,5; ** : 0,5>P>0,1 ; et *** : P<0,1)

Les graphiques présentés en figure 30 montrent une diminution du taux de transcription
de BIRC3 apreés stimulation au TNFa, chez le patient J.C. Ce résultat est semblable chez le patient
BM et suggéere que la surexpression d’'/KBKG entraine une diminution d’activité de la voie NF-kB.

Nous avons voulu confirmer cette observation par une seconde approche.

6.3) Impact de I’excés d’IKBKG sur I'activité de la voie NF-kB

Une gamme croissante de plasmide contenant ’ADNc d’/KBKG humain a été transfectée
dans des cellules SH-SY5Y. La culture originale SK-N-SH de cette lignée cellulaire fut prélevée

chez une patiente en 1970 a partir d’'une biopsie faite au niveau d’'un neuroblastome
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métastatique localisé dans la moelle osseuse. Deux types cellulaires se distinguaient, notamment
par leurs morphologies: des cellules neuroblastiques-like et épithéliales-like. Les cellules
neuroblastiques ont été sous-clonées trois fois de suite afin d’obtenir la lignée cellulaire la plus
homogene possible : SH-SY5Y. Celles-ci possedent des propriétés biochimiques neuronales et
produisent des enzymes neuronales (Dopamine B-hydrolase, activité acétylcholinergique et
glutamatergique) ; le traitement par le BDNF (Brain Derived-Neurotrophic Factor) et I'acide
rétinoique favorise la formation de neurites et la différenciation cellulaire (Biedler JL, et al.
1978). Cette lignée SH-SY5Y aux propriétés neuronales nous a donc semblé étre un bon modele

cellulaire pour évaluer I'activité de la voie NF-kB in vitro.

Les cellules ont été co-transfectées avec d’une part un plasmide porteur du géne
luciférase Firefly sous contrdle d’un promoteur NF-kB (contenant 6 sites de fixation aux facteurs
de transcription NF-kB), et d’autre part un plasmide codant pour un gene luciférase Renilla sous
contréle du promoteur fort SV40. La production de la luciférase Firefly refléte I'activation de la
voie NF-kB, tandis que la luciférase Rénilla atteste de I'efficacité de transfection des plasmides
dans les cellules SH-SY5Y. Les cellules ont ensuite été soumises a une stimulation par le TNFa
(5h) et la réponse de la voie NF-kB a été quantifiée et normalisée grace a une lecture de la

production des deux types de luciférase par un luminometre.

Les résultats de cette expérience sont présentés en figure 31 et montrent que la
transfection d’une quantité croissante de plasmide d’expression IKBKG dans les cellules SH-SY5Y

entraine une diminution proportionnelle de la réponse de la voie NF-kB.
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Figure 31 : Quantification de la voie NF-kB apreés stimulation au TNFa (5h)

25

°T

15

10

Ratio luciferase firefly/luciferase renilla

Ong 100ng 300ng 500ng IKBKGvector
500ng 400ng 200ng Ong  Emptyvector

Gamme croissante de vecteur IKBKG. Chaque colonne montre le ratio de luciférase Firefly/luciférase Rénilla, pour chaque
puits de la gamme. Ce résultat a été validé par trois expériences indépendantes permettant ainsi de calculer les écarts
types.

Ces résultats supportent donc I'hypothese selon laquelle la duplication d’/KBKG serait
responsable de I'anomalie de signalisation NF-kB observé chez le patient JC, et dont les

conséquences moléculaires sont similaires a I'absence de TRAPPC9 chez les patients BM.

7) Conclusions et perspectives

7.1) Conclusions de I’étude

Cette étude nous a permis de faire I’hypothése d’une corrélation entre des anomalies de
la substance blanche et 'amplification du locus Xg28 incluant la présence d’/IKBKG (NEMO). Nos
résultats démontrent aussi que la surexpression d’/KBKG entraine une diminution de réponse de
la voie NF-kB, de la méme fagon que chez les patients BM. Le déficit de TRAPPCY et I'exces
d’IKBKG provoque un défaut de réponse de la voie NF-kB, visualisé par quantification du géne
cible BIRC3 aprés stimulation au TNFa. Nos résultats supportent également I’hypothése selon
laquelle, la voie NF-kB aurait un role dans la formation et/ou le développement de la myéline au

niveau du SNC.
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7.2) Myélinisation du SNC : le point

7.2.1) Anomalies de la myéline

Certaines pathologies humaines sont décrites avec des anomalies de la myéline du SNC.
Quelques unes d’entre elles rapportent des discordances a I'IlRM entre un défaut de la substance
blanche présent sur la séquence FLAIR mais qui n’est pas constaté sur la séquence T2. Elles sont

rares et aucune ne rend compte d’un défaut de la voie NF-kB.

L'incontinentia Pigmenti (IP) est une maladie létale embryonnaire chez les sujets
masculins et n’est décrite que chez la femme. Cette pathologie est engendrée par une délétion
hétérozygote des exons 4-10 du géne IKBKG dans 80-90% des cas. Les signes cliniques sont
extrémement variables d’une patiente a I'autre, d( a 'inactivation aléatoire du chromosome X.
Puis progressivement, au cours de la croissance, un biais d’inactivation du chromosome X est
constaté. Certaines lésions sont irréversibles ou laissent des séquelles apparentes. Ainsi pres de
30 a 40% des femmes atteintes d’IP montrent des atteintes neurologiques variables. Les
anomalies observées par IRM révelent souvent des troubles asymétriques: hypoplasies du corps
calleux, atrophie de I'un ou des deux hémispheres cérébraux, atrophie de l'un ou des deux
hémisphéres du cervelet. Enfin des anomalies de la substance blanche sont également
rapportées. Elles persistent dans le temps et sont visibles sur toutes les séquences de I'IRM (T1,
T2 et FLAIR) (Pascual-Castroviejo I, et al. 1994 ; Woef NI, et al. 2005 ; Lou H, et al. 2007). L'IP est
donc une pathologie qui renforce la corrélation entre les troubles de la voie canonique NF-kB

avec des anomalies de la myéline du SNC.

Des anomalies d’hypomyelinisation sont également observées dans d’autres pathologies,
telles que le syndrome Allan-Herndon-Dudley (AHD) (MIM : 300523), la maladie de Pelizaeus-
Merzbacher (PMD) (MIM : 312080) ou encore le syndrome de la délétion du 18qgter (MIM :
601803). A I'IRM, ce dernier syndrome montre une dissociation T2/FLAIR de la substance
blanche semblable aux patients J.C, L.LP et BM. Ce syndrome de genes contigus entraine
I’"haploinsuffisance de plusieurs génes dont MBP (Myelin Basic Protein). En revanche pour les
deux pathologies, AHD et PMD, le défaut de la myéline est constaté sur toutes les séquences de

I'IRM (Feenstra I, et al. 2007).
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7.2.2) Mise en place de la myéline : SNC et SNP

La substance blanche cérébrale est composée de neurones recouverts de myéline. La
myéline forme une gaine protectrice essentielle pour la conduction et la propagation de I'influx
nerveux le long des axones des neurones. La myéline est mise en place dans le SNC par les
oligodendrocytes, cellules gliales spécialisées, et dans le SNP (systeme nerveux périphérique) par
les cellules de Schwann (Pereira JA, et al. 2011). Elle est composée majoritairement de lipides
nommeés sphingomyélines, donnant I'aspect blanc de la myéline, et de protéines. Les protéines
majoritaires sont la MBP (Myelin Basic Protein) (MIM 159430) et de la PLP (Proteolipid Protein,
MIM 300401). Ce sont les deux éléments de base qui représentent 85% des protéines de la
myéline (Campagnoni AT, et al. 2001). Elle est retrouvée principalement au niveau de la partie
interne du SNC enveloppé par le cortex qui est lui constitué de neurones arborisés non

recouverts de myéline.

Les détériorations de la gaine myéline au niveau du SNP conduit a des scléroses, des
leucodystrophies ou encore des neuropathies périphériques (Pereira JA, et al. 2011). Une
cascade de réactions, incluant des mécanismes épigénétiques, est finement régulée et conduit
au développement et a la maturation des cellules de Schwann. Ces mécanismes interviennent
également dans la maintenance de la fonction de ces cellules spécialisées. Le facteur de
transcription SOX10 (MIM 602229) joue un réle crucial dans la myélinisation du SNP, car il
permet le recrutement des histones déacétylases 1 (HDAC1, MIM 601241) et 2 (HDAC2, MIM
605164). Ces deux HDACs agissent sur plusieurs genes impliqués dans le développement des
cellules de Schwann comme SOX10 lui méme, KROX20, p65, ... (voir figure ci-dessous) (Pereira
JA, et al. 2011). Le double KO des HDAC1 et HDAC2 chez la souris (lignée murine dCKO), entraine
le décés 2 semaines apres la naissance et montre un phénotype sévere de démyélinisation des
nerfs périphériques di a un arrét du développement des cellules de Schwann. Chez les souris
dCKO, une hyperacétylation du gene p65 est constatée, ce qui entraine sa surexpression
favorisant la production d’inhibiteur de la myéline. Ceci conduit a une réduction significative des
composants de la myéline : Mbp, Mag et Mpz. Ainsi, la repression du facteur de transcription
p65 est nécessaire pour la différenciation des cellules de Schwann pour permettre la

transcription des genes codant les composants de la myéline (Chen Y, et al. 2011).
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De facon intéressante, une seconde étude réalisée chez les souris dCKO, a mis en
évidence le role similaire des HDAC1 et HDAC2 dans le SNP et dans le SNC, au niveau des
oligodendrocytes. Les souris dCKO présentent une absence d’oligodendrocytes matures et
montrent un phénotype de démyélinisation au niveau du SNC. Les études portées sur des
cellules neuronales progénitrices corticales extraites des souris dCKO démontrent un arrét de la
voie B-Caténine, et a pour conséquence la répression de I'expression d’Olig2, géne essentiel a la
maturation des oligodendrocytes. L'absence d’Olig2 dans les oligodendrocytes empéche la
différenciation cellulaire. Les cellules non différenciées ne peuvent alors plus assurer la mise en
place de la myéline au niveau des axones des cellules neuronales (Ye F, et al. 2009). Bien que les
mécanismes de différenciation des oligodendrocytes soient moins bien établis que pour les
cellules de Schwann, I'implication de la voie NF-kB pourrait étre envisageable également dans ce

processus de maturation cellulaire, au niveau du SNC.

7.3) Perspectives

Expression des génes de la duplication. Certains génes ayant un réle dans le SNC sont
également présents dans la duplication MECP2/NEMO, tels que GDI1, RPL10 ou ATP6API. Leurs
niveaux d’expression pourraient étre évalués par RT-PCR quantitative afin d’attester de leurs
surexpressions. Ces génes pourraient participer au phénotype des patients observés. Des
mutations touchant GDI1 sont associées a une DI-LX classée de modérée a sévere et non

spécifique. Certaines femmes peuvent présenter des signes cliniques mineurs (MRX41,
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MIM 300849) (D’adamo P, et al. 1997 ; D’adamo P, et al. 1998 ; Des portes V, et al. 1997 ;
Bienvenu T, et al. 1998 ; Strobl Wildemann F, et al. 2011). RPL10 est un gene de susceptibilité a
I'autisme lié a I'’X (AUTSX5, MIM 300847) touchant les hommes et pour lequel les femmes
conductrices sont asymptomatiques. Les garcons atteints ont tous un score positif pour les tests
de I’ADI-R (Autism Diagnostic Instrument-Revised) et de I’ADOS (Autism Diagnostic Observation
Schedule), les Ql varient entre 50 et 94 et un des patients est atteint d’une hémiplégie (Klauck S,
et al. 2006 ; Chiocchetti A, et al. 2011). ATP6AP1 est quant a lui un gene dont I'expression est

élevée dans le cerveau et suggere son rdle au niveau du SNC (Vandewalle J, et al. 2009).

Recrutement de patients. Afin de vérifier les hypotheses établies au cours de cette
étude, il serait intéressant de recruter d’autres patients présentant des duplications du locus

Xq28, complétant les trois groupes de la cohorte :

- duplication MECP2 sans IKBKG

- duplication MECP2 et IKBKG

- et enfin des duplications IKBKG sans MECP2.

Une IRM serait pratiquée sur I'ensemble de ces groupes, pour les trois séquences T1, T2
et FLAIR, afin de renforcer le lien entre les anomalies de la voie NF-kB (duplication IKBKG) et les

défauts de la myéline.

De plus, certains tests mis précédemment en place pour caractériser des défauts de la
voie NF-kB pourraient étre pratiqués pour chacun des sous-groupes. Ceci pourrait attester de la
spécificité des défauts de réponse de la voie NF-kB chez les patients atteints de la duplication

d’IKBKG (test de réponse au TNFa, suivi de la dégradation de I'inhibiteur IkB-a)

De la méme facon que pour la famille BM, une caractérisation du défaut de la voie NF-kB
pourrait étre envisagée. Les génes cibles touchés par un excés d’'IKBKG dans les cellules
pourraient étre déterminés par un transcriptome ou par PCR en temps réel sous une stimulation
spécifique de la voie principale NF-kB. Ainsi, le rapprochement pourrait se faire entre les défauts

moléculaires de la famille BM et les patients atteints de la duplication /IKBKG. Un test de
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sensibilité a I'apoptose pourrait également étre pratiqué chez les patients ayant une duplication

d’IKBKG.
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NF-xB signalling requirement for brain myelin
formation is shown by genotype/MRI phenotype
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One of the key signals regulating peripheral myelin formation by Schwann cell is the activation of the transcription factor
NF-xB. Yet, whether NF-xB exerts similar functions in central myelin formation by oligodendrocytes remains largely unknown.
We previously reported white matter abnormalities with unusual discordance between T2 and FLAIR sequences in a patient with
intellectual disability and defective NF-xB signalling. These observations prompted us to hypothesise that NF-xB signalling may
have a role in the axon myelination process of central neurons. We report here on five male patients with Xq28 duplications
encompassing MECPZ2, three of which presented white matter anomalies on brain MRI. Array-CGH and FISH analyses
demonstrated that brain abnormalities correlate with additional copies of the /KBKG, a gene encoding a key regulator of

NF-xB activation. Quantitative RT-PCR experiments and xB-responsive reporter gene assays provide evidence that /IKBKG
overexpression causes impaired NF-xB signalling in skin fibroblasts derived from patients with white matter anomalies. These
data further support the role of NF-xB signalling in astroglial cells for normal myelin formation of the central nervous system.
European Journal of Human Genetics advance online publication, 18 July 2012; do0i:10.1038/ejhg.2012.140
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INTRODUCTION

NF-«B is a ubiquitously expressed dimeric molecule that regulates the
expression of a variety of genes and has a key role in a number of
cellular processes such as innate and adaptive immunity, cellular
proliferation, apoptosis and development.! Inducible NF-xB
activation depends on phosphorylation-induced proteosomal
degradation of the inhibitor of NF-xB proteins, which retain
inactive NF-xB dimers in the cytosol in unstimulated cells. The
majority of the diverse signalling pathways that leads to NF-«xB
activation converge on the IxB kinase (IKK) complex, which is
responsible for IxkB phosphorylation, leading to its degradation and
thus allowing nuclear translocation of the NF-xB complexes.

Myelin is an electrically insulating material that forms a layer, the
myelin sheath, around the axon of a neuron. It is essential for
the proper functioning of the nerve fibres in both the central
nervous system (CNS) and the peripheral nervous system (PNS).2
Peripheral myelin formation during development is initiated by
specific signals from axons to Schwann cells, and compelling
evidence demonstrated that NF-xB orchestrates this complex
process. NF-xB activity in the sciatic nerve of the developing
rodents reaches a peak during the period when Schwann cells were
actively myelinating axons.> Moreover, blocking NF-xB activity
impairs Schwann cell differentiation and myelination in vitro.
Finally, the production of myelin is drastically reduced in the

neurons of the dorsal root ganglia cultured from mice lacking
the p65 subunit of NF-«B.

In humans, myelination in the CNS is a long-lasting process that
starts during the fourteenth week of foetal development with only
litle amounts of myelin at the time of birth.*> The process of
myelination accelerates during infancy and will be pursued until
adolescence. Brain myelin formation during development is initiated
by, as yet, poorly identified signals from axons to oligodendrocytes.
Reports linking white matter anomalies, which consists mostly of
axons, their myelin sheaths and supporting oligodendrocytes, to
defective pathways may thus allow a deeper understanding of how
CNS myelination is regulated.

We previously reported three brothers in which intellectual
disability (ID) associated with mild microcephaly and truncular
obesity resulted from the loss-of-function mutation (p.R570X) of
the TRAPPC9 gene (MIM 611966).° Interestingly, brain MRI in
affected sibs showed white matter abnormalities with unusual
discordance between T2 and FLAIR sequences (ie, normal myelin
signal on T2 sequence while FLAIR sequence shows important white
matter abnormalities at the sus-tentorial level). So far, a total of
24 patients from seven distinct families have been reported with
AR-NSID linked to TRAPPC9.””!! In addition to microcephaly,
obesity, early onset hypotonia and moderate-to-severe ID, white
matter abnormalities is a constant finding in these patients.
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TRAPPCY (also known as NIBP, NIK and IKKf binding protein)
encodes a protein involved in the NF-xB signalling pathway and in
nerve growth factor-induced neuronal differentiation.'? Consistently,
impaired NF-xB signalling was observed in cultured skin fibroblasts
of the index patient carrying the p.R570X TRAPPC9 null mutation.
These observations prompted us to hypothesise that NF-xB signalling
may have a role in the axon myelination process of the central
neurons. To further test this hypothesis, we investigated NF-xB
signalling in patients carrying Xq28 duplications of different sizes
and associated or not with white matter anomalies.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Five patients carrying an Xq28 duplication are reported in this study.
Institutional research ethic approval and written consent were obtained for
all the participants in the study.

Patient 1 is the first child of healthy non-consanguineous parents, born after
an uneventful pregnancy with birth weight (BW) 2710 g and Apgar score 10.
Shortly after birth, the boy presented hypotonia with delayed psychomotor
development; he sat at 16-18 months and did not walk at 27 months. At
17 months he developed tonic-clonic seizures. The clinical examination at 27
months showed: weight 12.4kg (—0.5DS), height 80.5cm (—2.5DS),
occipitofrontal circumference 46.5cm (—2.5DS), mild dysmorphic features
(open, carp-shaped mouth, epicanthal folds, anteverted nares, tapering
fingers), cryptorchidism, bilateral pyramidal syndrome, speech delay, and
drooling. At this age, coronal Flair images showed an important delay of
myelination of the white matter compared with age-matched normal controls
while the coronal T2 images of the same affected boy showed no evident
abnormalities of the white matter compared with normal controls indicating
discordance between the FLAIR and T2 sequences (Figures 1g—j).

Array-CGH identified a 8.6 Mb Xq27.3-q28 submicroscopic duplication
caused by a de novo unbalanced translocation t(X;8)(q27.3-q28;qter) as further
demonstrated by FISH analysis with the probe RP11-119A22. No loss of
chromosome 8 material was detected (data not shown).

Patient 2 is the second child of healthy non-consanguineous parents. He was
born at term with normal birth parameters after an uneventful pregnancy
(BW: 3100g). He presented hypotonia, severe gastro-oesophageal reflux,
bronchiolitis and pulmonary infections, which revealed an immunoglobulin
deficit in IgM and IgG2, delayed motor and intellectual development (walked
independently at 26 months of age) and poor social interactions. He was first
seen at 6 years of age. Growth parameters and head circumference were within
the normal range with weight on the 75th centile, height on the 50th centile
and OFC on the 50th centile. He could speak some single words and remained
hypotonic and ataxic with the absence of spasticity and presented stereotypic
movements (hand flapping). Clinical examination showed exotropia, a small
open mouth with drooling and slender hands and feet. He had a mild
kyphosis. Genitalia were normal. Coronal Flair images showed an important
and extensive hyperintensities of the periventricular and subcortical white
matter compared with age-matched normal controls. On the other hand, the
axial T2 of the same patient showed no obvious abnormalities compared with
normal controls revealing discordance between the Flair and the T2 sequences
(Figures la and b). Array-CGH identified an Xq28 microduplication subse-
quently confirmed by FISH analysis with the probe RP11-119M22 and
inherited from the mother. His older brother had a similar clinical presentation
with even more delayed motor skills due to spasticity and poorer social
interactions. His brain MRI revealed similar Flair and T2 sequences
discordance. He also carried the duplication as demonstrated by FISH analysis.

Patient 3 is the second child of healthy non-consanguineous parents. An
undiagnosed X-linked ID syndrome segregated in the maternal family with
three affected boys in two generations. He was born at term with normal birth
parameters after an uneventful pregnancy (BW: 3125g; BL: 48cm; OFC:
35cm). He presented hypotonia, severe chronic constipation, delayed motor
and intellectual development (walked independently at 26 months of age) with
limited social interactions and anxiety, bronchiolitis and pulmonary infections
from 1 year of age, and epilepsy from 5 years of age. He was first seen at
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5.5 years. Head circumference was on the 97th centile while weight and height
were on the 75th centile. He was hypotonic, ataxic and spastic. Language was
limited to about 10 words. Clinical examination showed exotropia, a small
mouth, slender hands and feet, brisk tendon reflexes and drooling. Genitalia
and spine were normal. No abnormalities were noted on brain MRI in both
FLAIR and T2 sequences (Figures 1c and d).

A MECP2 duplication was clinically suspected and confirmed by FISH analysis
with the probe RP11-119A22. The duplication was inherited from the mother.

Patient 4 was born after an uneventful pregnancy as the first child to healthy
non-consanguineous parents. Family history was negative regarding congenital
malformations and ID. At birth he was very hypotonic with feeding problems.
His development was severely delayed, with sitting at the age of 2 years and
walking with support at the age of 3 years and half. He did not develop any
active speech but understands simple tasks. Repetitive behaviour and hand
flapping when he is excited can be seen. At the age of 6 months he developed
absence epilepsy responding well to Depakine. His major problems were the
recurrent infections occurring since the first months of life, necessitating
almost continuous antibiotic therapy, frequent hospitalisations and ventilation
for 1 week at the age of 6 years because of a serious pneumonia. At the age
of 7 years he walked again with support, his gait was broad based with eversion
of the feet. He was still very hypotonic in the trunk and did not show any
spasticity in the limbs. He made good eye contact with his care takers and had
a happy character. Growth was normal. His face was hypotonic with tented
upper lip and drooling. He could not feed himself. No abnormalities were
noted on brain MRI in both FLAIR and T2 sequences.

X-chromosome array-CGH identified a small Xq28 microduplication in
patient HT previously reported in the paper by Bauters et al.'®

Patient 5 was reported previously as patient IV:2 from family 1 by
Vandewalle et al.'* Briefly, this patient presented with delayed psychomotor
development, tiptoeing and mild atactic gait. Cognitive evaluation showed a
moderate ID, with a total IQ of 50. He had normal social interaction, and no
behavioural problems have been reported. Array-CGH revealed a 317-kb-long
microduplication at Xq28, between 153.218 and 153.535 Mb.

Neuroimaging methods

Anatomical MRI was performed with a 1.5-T (Signa General Electric Company,
Fairfield, CT, USA) scanner using the following sequences: 3D T1-weighted
FSPGR sequence, axial FSE T2-weighted imaging and coronal FLAIR sequences.
Additional imaging sequences were occasionally obtained, including coronal T2
FSE or axial FLAIR sequences. The same paediatric neuroradiologist reviewed
all brain images.

Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) and stimulation assays
Reverse transcription was performed with the qSCRIPT ¢DNA SuperMix
(QUANTA Biosciences, Gaithersburg, MD, USA) and the quantitative PCR
with the KIT SYBR GREEN FASTMIX ROX (QUANTA Biosciences) on a 7300
Real-Time PCR System (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA).
The following primers were used: 5'-GAGCTCCGAGATGCCATC-3' and 5'-C
TCAGCCATCTGCTGCTG-3 for IKBKG; 5'-AGCCCGTGCAGCCATCAGC
C-3’ and 5'-CTTCCCAGGACTTTTCTCCA-3' for MECP2; 5'-GAGTCAACGG
ATTTGGTCGT-3' and 5-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3' for GAPDH.
IKBKG and MECP2 transcripts levels were normalised to GAPDH mRNA.
Stimulation with TNF-a (10 ng/ml) was done on skin fibroblast cells from
patient 2 and two independent controls who were sex and age-matched. TNF-o
stimulation induces transcription of the ¢-IAP2 target gene. The amount of
c-IAP2 transcript was evaluated by qRT-PCR using the following primers:
5'-GGTTCTTCTTCATGAAAGAAATG-3' and 5'-CAGAAGATGTTTCAGAT
CTACCAG-3'.

Luciferase assays

Forty thousand SH-SY5H cells were co-transfected with 200 ng of a plasmid
containing a kB-luciferase firefly reporter gene under the control of six NF-xB
promoter sites, 100ng of a plasmid containing luciferase Renilla construct
under the control of a SV40 promoter and an increase amount of human
IKBKG expression vector. The empty pcDNA3.1 vector was used to balance the
transfected DNA concentration. The transfection was performed with Lipo-
fectamine LTX and Plus Reagent (Life Technologies Corporation). Twenty-four
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Figure 1 Brain MRI of patients 1-3 and of age-matched controls. (a) Coronal Flair weighted images of patient 2 at 6.5 years show an important and
extensive hyperintensities of the periventricular and subcortical white matter compared with a 5.5 year-old normal control (e). By contrast, the axial
T2-weighted FSE images of the same boy (b) show no evident abnormalities compared with normal control (f). Coronal Flair (c) and axial T2 (d) weighted
images of patient 3 show normal matter compared with same age normal control (e, f). Coronal Flair weighted FSE images of the patient 1 at 2.9 year-old
(g) show an important delayed of myelination of the white matter compared with a 2.5 year-old normal control (h). By contrast, the coronal T2-weighted
FSE images of the same patient (i) show no evident abnormalities of the white matter compared with normal control (j).

hours after transfection, cells were stimulated for 5h with 10 ng/ml of TNF-o
and luciferase activity was measured in a luminometer using the Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison, W1, USA) according to
the manufacturer’s instructions.

RESULTS

IKBKG duplication in patients with white matter anomalies
Retrospective search for patients with cerebral MRI showing similar
discordance between T2 and FLAIR sequences identified two patients
originally diagnosed with a MECP2 duplication syndrome (patients 1
and 2). About 120 affected males with MECP2 gene duplication
ranging from 0.3 to 8.0 Mb have been reported to date. Many children

exhibit delayed myelination of the cerebral white matter at the
posterior part of the cerebral hemispheres, yet, these abnormalities
are not constant features and data are not available regarding T2/
FLAIR discordance.>° We hypothesised that such neuroradiological
variability might correlate with the variable extent of Xq28
duplication and abnormal expression of other(s) gene(s) located
within the duplicated region.

Based on our previous results on TRAPPC9 mutations, the gene
encoding the inhibitor of kappa light polypeptide (IKBKG, MIM
300248, also known as NF-xB essential modulator) emerged as a
strong candidate. Indeed, this gene, located 400 kb distal to MECP2,
encodes the regulatory subunit of the IKK kinase complex.

w
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To investigate whether IKBKG was duplicated we performed
metaphase and interphase FISH analyses on leucocytes using the
bacterial artificial chromosome clone RP11-103M23, which encom-
passes the IKBKG gene. Results demonstrated duplicated IKBKG in
patients 1 and 2 but not in patients 3 and 4, suggesting a link between
IKBKG duplication and white matter anomalies.

To further support our observations, we looked at the brain MRI of
patient 5 who carries a recurrent 0.3 Mb-long Xq28 duplication
identified in three X-Linked ID families and one sporadic
ID patient.'* The aneusomic chromosomic fragment includes
18 annotated genes including IKBKG. MRI showed white matter
abnormal hyperintense signals on both FLAIR and T2-weighted
sequences and thin corpus callosum.

Effects of IKBKG duplication on gene expression

To evaluate the consequences of IKBKG duplication on the corre-
sponding gene expression, we extracted and reverse transcribed RNA
from cultured skin fibroblasts of patient 2. As expected, gRT-PCR
demonstrated a two-fold overexpression of the MECP2 transcript.
In addition, these cells also displayed an increased level of the IKBKG
transcript (Figure 2a). Similarly, an increased level of IKBKG

transcript was also observed in lymphoblastoid cell lines derived
from patient 5 compared with controls (Figure 2b).

To confirm the pathogenic effect of IKBKG overexpression, we
tested its impact on the induction of ¢-IAP2 (also known as BIRC3)
mRNA expression, an endogenous xB-responsive gene, in response to
TNF-0, a powerful activator of NF-xB signalling. Cultured fibroblasts
from controls and patient 2 were TNF-o stimulated and c-IAP2
mRNA expression was measured by qRT-PCR. TNF-u treatment of
control cells resulted in a 40-fold increased in c-IAP2 mRNA level as
measured by qRT-PCR. By contrast, a 40% reduction of ¢-IAP2
mRNA induction was observed in cells carrying the IKBKG duplica-
tion when compared with two gender-matched controls (Figure 2c).
These results support the hypothesis of an impaired NF-xB signalling
in cells carrying the IKBKG duplication.

Finally, SH-SY5H human neuroblastoma cells were co-transfected
with a luciferase reporter gene under the control of NF-xB binding sites
and increasing amounts of a IKBKG expression vector. We observed that
increased amount of IKBKG expression vector resulted in dose-depen-
dent inhibition of a TNF-o induced NF-«xB activation (Figure 2d).

Taken together, these data demonstrate that IKBKG duplication
results in a NF-xB signalling defect and is correlated with white
matter anomalies.
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Figure 2 (a) gRT-PCR analysis of /KBKG and MECPZ2 transcripts in fibroblast cells from two controls (grey bars) and patient 2 (black bars). Data are
normalised to GAPDH mRNA. Means+SD are given (n=5 independent experiments). ***Significance of difference with control values (Student’s test),
P<0.01. (b) RT-gPCR of /IKBKG and GDI1I transcripts in EBV-PBL cell lines from patient 5 (black bars) and three controls (grey bars). Normalised to
GUSB. (c) Effect of /KBKG duplication on c-/APZ2 expression. Analysis of TNF-u-induced c-/APZ2 expression as detected by RT-PCR in skin fibroblast from
patient 2. Data are normalised to GAPDH. Means = SD are given (n=3 independent experiments). ***Significance of difference with control values P<0.01
(Student’s test) and *significance of difference with control values P<0.5 (Student’s test). (d) Overexpression of /KBKG inhibits NF-xB activation.
SH-SY5H cells were co-transfected with a xB-luciferase reporter construct under the control of IgK-«xB sites and increasing amount of /KBKG expression
vector. The empty pcDNA3.1 vector was used to balance the transfected DNA concentration. Twenty-four hours after transfection, the cells were stimulated
for 5h with 10ng/ml of TNF-z and luciferase activity was measured. Overexpression of /KBKG causes significantly reduced luciferase activity.
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DISCUSSION

Axon myelination is essential for axonal insulation and saltatory
conduction of action potentials in the vertebrate nervous system. The
remarkable multi-layered myelin sheath structure is achieved by
wrapping of the plasma membrane of specialized glial cells, oligoden-
drocytes in the CNS and Schwann Cells in the PNS, around large-
calibre axons. Among the signalling pathways that orchestrate axonal
ensheathment in the PNS via Schwann cell differentiation to a
myelinating phenotype, NF-«xB was shown to be crucial for insulating
axons. By contrast, the role of NF-xB in mediating oligodendrocyte
maturation, myelination, de- and remyelination in the CNS has been
less investigated. A recent study highlighted IKK2-dependent NF-xB
signalling as a key pathogenic pathway during toxic CNS demyelina-
tion in mice.?! Yet, the exact contribution of astroglial NF-xB
signalling to myelin formation during normal human CNS
development remains largely unknown.

Our study supports the hypothesis of a correlation between cerebral
white matter defects and impaired NF-xB signalling in humans.
Taking into account our previous results on an autosomal recessive ID
condition linked to TRAPPCY9 mutation,® these results strengthen the
crucial role of NF-xB signalling for normal myelination process in
the human CNS. Whether the MRI findings correspond to hypo-
myelination or dysmyelination remains unanswered. Reviewing a
larger number of patients and regular MRI follow-up will be necessary
to address this question.

Hypomyelination or myelination’s arrest is observed in other
Mendelian and chromosomal disorders such as Pelizacus—
Merzbacher disease (PMD, MIM 312080), Allan-Herndon-Dudley
syndrome (AHDS, MIM 300523) and 18qter deletion syndrome.
PMD is an X-linked disorder caused by mutation of the gene
encoding the proteolipid protein (PLP), one of the major myelin
proteins.?? In this disorder, no or only a very little myelin is produced
and high signal intensity is not restricted to FLAIR sequences alone,
but also observed on T,-weighted images. AHDS is caused by
mutations in a specific thyroid hormone transporter, the monocar-
boxylate transporter 8 (MCT8, SLC16A2). MRI imaging in these
patients shows marked myelination delay that ressembles the one
observed in patient 1 and 2. Finally, reduction of cerebral white
matter and delayed myelination are the main histopathological
findings in 18q deletion syndrome and discordance between T2 and
FLAIR sequences are often observed. White matter abnormalities
observed in this contiguous gene syndrome likely result from the loss
of the gene encoding the myelin basic protein (MBP), the second
major myelin protein.??

Myelinogenesis requires dramatic changes in the pattern of gene
expression in a highly coordinated manner. Expression of myelin-specific
genes is controlled by several families of transcription factors. Interestingly,
functional NF-«B cis-elements have been identified on MBP and PLP gene
promoters and TNE-o was found to modulate MBP transcription through
NF-«B in a human oligodendroglioma cell line.?* Thus, impaired NF-xB
signalling in the patients with IKBKG duplication could lead to
misregulated MBP and/or PLP expression and myelination defect.

Beyond the demonstration that activation of NF-xB is an essential
signal for the completion of myelination in CNS, these findings
illustrate how brain MRI analysis can contribute to the understanding
of pathophysiological mechanisms. Finally, they also suggest that it
might be worth testing for NF-«B signalling integrity in patients with
T2/Flair discordance.
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Le déficit intellectuel concerne prés de 3% de la population générale et est le handicap le plus
fréquent de I'enfant et du jeune adulte. Toutefois, malgré les avancées importantes dans le
domaine de la génétique médicale et de la biologie moléculaire, I'étiologie de la maladie reste
inconnue pour prés de 50% des cas.

L'objectif de ce travail de thése était de contribuer a une meilleure compréhension des bases
moléculaires et physiopathologiques des formes autosomiques récessives de DI. L'approche
utilisant la cartographie par autozygotie a mené a lidentification de nouveaux genes
responsables de DI-AR (TRAPPC9 et AP4B1/AP4E1/AP4S51). Mes résultats ont aussi permis de
définir un nouveau syndrome : le syndrome AP4.

Ce travail illustre les forces et les limites de cette stratégie. Il nous a permis de proposer des
hypothéses quant aux mécanismes physiopathologiques responsables des signes observés chez
les patients et apporte de nouveaux éléments en faveur du role du complexe AP4 et de la voie

NF-kB dans le SNC.

1) Les stratégies utilisées

1.1) Lacartographie par autozygotie

La cartographie par autozygotie est la base des différentes stratégies utilisées au cours

de ces travaux. Nos résultats attestent de son efficacité mais soulignent également ses limites:

- Lorsque le taux de consanguinité est élevé, comme c’est fréquemment le cas dans nos
études (descendance issue de cousins germains ou de seconds cousins), la taille des
régions peut étre conséquente et/ou plusieurs régions peuvent étre identifiées. Ce fut le
cas notamment pour la famille BM pour laquelle deux régions candidates ont été
définies. Dans certains cas, I'analyse de marqueurs microsatellite permet de réduire la
taille et/ou le nombre des régions candidates mais ce ne fut pas le cas pour cette famille
pour laquelle les deux régions ont donc été conservées pour la suite de I'étude. De plus,
les régions de trés grande taille sont parfois considérées comme meilleures candidates,

mais de nombreux exemples démontrent que ce n’est pas toujours le cas.

- parfois, I'analyse de certaines familles consanguines ne permet pas d’identifier de région
d’IBD. Plusieurs exemples, de mutations hétérozygotes composites dans un méme géne,

de mutations homozygotes dans un méme géne mais distinctes d’un enfant a I'autre, ou
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encore de loci différents ont été décrits dans la littérature (Benayoun L, et al. 2009;

Ducroq D, et al. 2006; Laurier V, et al. 2006; Lezirovitz K, et al. 2008; Saadi A, et al. 2009).

- Enfin, I'hypothese de pathologies polygéniques n’est pas a exclure.

Malgré ces limites, la cartographie par autozygotie reste une stratégie de choix dans

I'analyse des familles consanguines atteintes de pathologies récessives.

1.2) Dulocus au géne

1.2.1) Stratégie du géne candidat

La stratégie gene candidat a démontré son efficacité au cours des derniéeres années. Elle
fait intervenir toutes les informations connues pour chaque gene et répertoriées dans les
banques de données en ligne. La majorité des genes humains est aujourd’hui bien caractérisée.
De nombreux projets internationaux visent a construire des catalogues aussi complets que
possible de modeles génétiques animaux. lls sont de précieux outils pour orienter le choix des

génes a analyser.

C’est notamment grace aux données de la littérature, concernant les pathologies liées a
des défauts des complexes AP (en particulier AP1S2 responsable d’une DI-LX), que le géne AP4B1
a été considéré comme un bon géne candidat, dans la famille Ja. Cette approche reste
cependant longue et fastidieuse et de nouvelles stratégies visant a orienter le choix des génes

candidats se développent.

1.2.2) Analyses transcriptomiques

Pour les familles étudiées au cours de mon doctorat, nous avons souhaité optimiser la
recherche de genes candidats en combinant la cartographie par autozygotie a une analyse
d’expression génique. Cette approche s’est révélée fructueuse mais plusieurs limites ont été

déterminées :

1- le géne doit étre exprimé dans le type cellulaire étudié (dans les lignées de

fibroblastes, c’est souvent le cas pour la majorité des génes de DI).

- 127 -



2- la variation pathogéne doit conduire a I'apparition d’'un codon de terminaison de
traduction prématuré (PTC pour Premature Terminaison Codon) reconnu par le

mécanisme du NMD.

Le NMD est un mécanisme complexe trés conservé de la levure a ’lhomme qui permet le
controle de l'intégrité des ARNm. Cependant, certains PTC échappent au NMD. Parmi ces
exceptions, se trouvent les ARNm dont les PTC sont situés soit dans le dernier exon codant soit a
moins de 55 nucléotides en amont de la derniére jonction exon-intron (Holbrook JA, et al. 2004 ;

Bhuvanagiri M, et al. 2010).

D’autres exemples de PTC échappant au NMD ont été rapportés dans la littérature. Ainsi
certaines mutations non-sens situées dans I'exon 1 du gene de la chaine B de la globine
échappent au meécanisme du NMD (Neu-Yilik G, et al. 2011). Cela se traduit par une
accumulation de 'ARNm muté dans la cellule et entraine une forme plus légere mais

symptomatique de la B-thalassémie, qui est une pathologie récessive a I’exception de ce cas-la.

De méme, I'équipe d’Asselta et collaborateurs a  décrit des mutations non-sens
homozygotes dans la chaine Aa du fibrinogéne échappant au mécanisme du NMD, bien qu’elles
soient situées en amont des 55 nucléotides précédant la derniére jonction exon-intron (Asselta
R, et al. 2001). A I'état homozygote, ces mutations causent I'afibrinogénémie (MIM : 202400),
pathologie autosomique récessive entrainant des troubles de la coagulation. De méme, notre
équipe a démontré que le syndrome de Marshall-Smith était d0 a des mutations dominantes
négatives du géne NFIX, conséquence d’'un échappement de mutations frameshift aux

mécanismes de NMD (Malan V, et al. 2010).

Enfin, des processus d’édition de ’ARNm créant des PTC, ne sont pas reconnus par le
NMD, sans que le mécanisme ne soit compris. C'est notamment le cas du géne APOB dont
I’édition d’une cytosine en uracile crée un codon de terminaison. ARNm de I"’APOB n’est pas
dégradé et est traduit en une protéine plus courte appelée APOB48. La protéine initiale n"ayant
tissus spécifiques (Chester A, et al. 2003). Ainsi, il existe des cas physiologiques de PTC qui
échappent au NMD et qui sont avantageux pour la cellule puisque deux protéines résultent d’'un

méme géne.
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Outre ces exceptions, les études d’expression menées au cours de ces travaux ont révélé

d’autres limites inhérentes a la technique.

1)

3)

Le traitement informatique des données issues de ces analyses diminue les variations

du niveau des transcrits dans la cellule.

L’étude pan-génome de tous les transcrits présents sur la puce transcriptomique,
chez un méme individu, montre de fortes diminutions ou augmentations
d’expression d’un grand nombre d’ARNm. Pour citer quelques chiffres extraits de
I’étude de la famille BM, le nombre total de sondes interprétables est de 54 677.
Parmi I'’ensemble de ces sondes, 2 357 montrent un taux significativement diminué
(soit 4,3% de I'ensemble des résultats) et 433 sont significativement augmentées
(soit 0,80%) par rapport aux controles. Il est donc nécessaire de combiner cette
approche a une étude de liaison pour limiter I'analyse des résultats au(x) locus(i)

d’intérét(s).

La diminution du transcrit n’est pas obligatoirement visible par l'analyse du
transcriptome. C'est I'observation que nous avons faite pour la famille Ja qui
pourtant remplissait toutes les conditions de réussite pour cette stratégie. Le géne
AP4B1 est exprimé dans les lymphocytes et présente une mutation non-sens
pathogene a l'origine d’'un NMD. Cependant, les résultats du transcriptome ne
montraient aucune diminution significative pour le gene AP4B1 chez la patiente Ja
contrairement aux résultats de RT-PCR quantitative. Nous avons fait I’hypothése que
cette observation pourrait étre due a I'immortalisation des cellules par I'EBv qui

pourrait modifier le profil d’expression génique de ces cellules.

1.2.3) Les nouvelles approches de séquencage a haut-débit

Le premier projet de séquencage a haut-débit a été réalisé au cours du projet IGOLD qui

consistait a la capture des séquences codantes de la quasi-totalité des génes du chromosome X,

soit 718 genes. Les résultats visant a la recherche d’étiologie dans des DI-LX montrent que la

mutation causale a été identifiée dans seulement 25% des familles. Les auteurs ont conclu que

I'approche semble limitée et suggerent la présence de mutations pathogéniques dans des
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séquences non codantes. lls soulévent également l'importance de pouvoir distinguer les
mutations pathogénes des variants rares, probléme inhérent a I'augmentation de I'information

apportée par le séquencgage a haut débit (Raymond FL, et al. 2009).

Récemment, la révolution génomique a conduit au développement de nouveaux outils
de séquencage a haut-débit. En effet, le séquencage de type « Sanger » (méthode des di-
désoxynucléotides terminateurs) a permis les progres de la génomique jusqu’en 2006 mais les
applications restent limitées par le colt. Une nouvelle génération de séquenceurs a haut débit
permet désormais de séquencer plusieurs giga bases d'ADN en quelques jours et a un codt tres
inférieur. Parallelement au développement de ces technologies, des méthodes de «capture de
séquences» par hybridation, permettant de cibler des régions d’intérét, ont été mises au point.
Ces deux techniques permettent donc le séquencage massif de tout ou partie d’'un génome afin

d’identifier les variations.

Si les régions régulatrices de I’ADN, les microARNs et autres éléments modulateurs
suscitent aujourd’hui beaucoup d’intérét, il n’en reste pas moins que la majorité des mutations
impliquées dans des maladies génétiques mendéliennes a été décelée dans les régions codantes.
L’exome, correspondant a I'ensemble des séquences codantes du génome soit 2% a 3% de notre
ADN (environ 50 Mb), reste pertinent dans l'analyse d’identification de nouveaux génes
responsables de maladies génétiques. Cette révolution technique est devenu une stratégie
incontournable dans l'identification de mutations a I'origine de maladies génétiques humaines,

aussi bien récessives que dominantes (Ng SB & Buckingham KJ, et al. 2010).

Cependant, cette approche présente aussi des limites. Outre les problémes techniques,
la principale difficulté que pose ces approches de séquencage a haut débit est le traitement et
I"analyse informatique posé par la quantité massive de données générées par ces technologies.
L'exome de chaque individu comporte un tres grand nombre de variants par rapport a la
séquence humaine de référence. Ces variants doivent donc étre filtrés sur la base de leur
absence chez des individus sains (en excluant tous les SNP observés dans des bases de données
tels que dbSNP, 1000 genomes ou NHLBI Exome Sequencing Project). Ces filtres permettent de
réduire de facon importante le nombre de variants potentiellement pathogénes mais ne

suffisent pas a identifier le variant causal pour chaque patient. D’autres stratégies d’analyses
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sont ensuite élaborées en fonction des hypothéses cliniques établies au cours de I'étude:
recherche de différents variants au sein d’'un méme géne, chez plusieurs individus présentant les
mémes signes cliniques ; analyse de trios parents/enfants pour identifier des variants survenus
de novo dans le cas de maladies dominantes ; croisement des données d’exome et d’analyse de

liaison dans le cas de grande fratrie et/ou de transmission sur le mode récessif.

L’étude Irano-allemande de Ropers HH, illustre bien les forces et les faiblesses de ce
nouvel outil d’analyse dans le domaine des DI (Najmabadi H, et al. 2011). Leur travail a débuté
par une étude de liaison utilisant la cartographie par autozygotie chez 138 familles consanguines
atteintes de DI-AR, afin d’identifier les régions d’IBD. Dans un second temps, une puce de
capture couvrant 'ensemble des régions candidates a été développée pour le séquencage de la
totalité de ces régions chez le proband de chaque famille. Pour 78 de ces familles, I'analyse a
permis d’identifier une variation prédite pathogene et pouvant expliquer la pathologie. Parmi les
78 familles, 26 d’entre elles correspondent a des mutations géniques précédemment identifiées
et liées a des DI-AR principalement syndromiques (ex : WDR62, SRD5A3, AHI). Les 50 autres
mutations identifiées a ce jour (voir table 11) fournissent donc une liste importante de nouveaux
génes candidats de DI-AR. Cependant, en |'absence d’autres patients liés a ces loci ou de toute
analyse fonctionnelle, la pathogénicité de ces mutations reste non démontrée. Enfin, 37 familles
présentent plusieurs mutations prédites pathogénes et ne permettent pas de savoir si c’est
I'association de ces variations qui serait a 'origine des signes cliniques observés (maladies

polygéniques) ou si c’est I'une d’entre elles qui serait le variant causal.
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Table 11 : Génes impliqués dans des désordres cognitifs et mis en évidence par I'approche de I'exome sur une
cohorte de 138 familles
Family ID Protein Change Base Change Clinical features ID
8303971 KDM6B:P888S chrl7:7692993C>T ID, facial dysmorphism, syndactyly, short toes moderate
8307998 PMM2:Y106F chr16:8807735A>T ID, thin upper lip, flat nasal bridge, strabismus | mild
8500058 FASN:R1819W chrl7:77634477G>A Non-syndromic moderate
8500061 ELP2:R462L chr18:31990536G>T Non-syndromic mild
8500306 COQ9:R27G chr16:56042458C>G ID, ASD, ataxia, cerebellar atrophy moderate
8600005 DYRK4:H435P chr12:4592128A>C ID, foot deformities in two patients severe
8600041 TH:R202H chr11:2145711C>T Compatible with known AR Segawa syndrome | severe
8600042 SLC2A1:V237M chr1:43168009C>T Non-syndromic moderate
8600060 MAN1B1:R334C chr9:139115361C>T Non-syndromic mild-moderate
8600162 PRKRA:S235T chr2:179009198C>G Non-syndromic
8600277 NDST1:R709Q chr5:149905222G>A Non-syndromic mild
8600486 NAGLU:R565Q chr17:37949244G>A ID, ASD, coarse facial features severe
8700017 SRD5A3:Y169C chr4:55925139A>G Kahrizi syndrome moderate-severe
8700136 DNAH14:R256Q chr1:223223199G>A Non-syndromic, ASD mild
G001 C120rf57:M1V chr12:6923546A>G Non-syndromic severe
G008 SURF1:W227R chr9:135209194A>G ID, ataxia, short stature, facial dysmorphisms mild
MO004 AP4M1:E193K chr7:99539684G>A ID, microcephaly, spastic paraplegia severe
MO007_L MYBPC1:G29R chr12:100535134G>A | Non-syndromic moderate
MO17N VRK1:R133C chr14:96388943C>T Cllnlcally.compatlble with ponto-cerebellar
hypoplasia type 1 moderate-severe
MO034 RGAG4:S112R chrX:71267780G>T Non-syndromic moderate
MO050 ERLIN2:R36K chr8:37714705G>A ID with paraplegia severe
MO061 KDM5A:R719G chr12:302629G>C ID with facial dysmorphism moderate
MO090 HSPG2:D2212N chr1:22051870C>T ID, facial dysmorphism and joint hypermotility | mild
M100 C8orf41:P367L chr8:33480823G>A Non-syndromic moderate
M107 CA8:R237Q chr8:61297790C>T ID, ataxia mild-moderate
M122 CABP2:R63Q chr11:67046618C>T Non-syndromic with ASD severe
M124 C90rf100:R182W chr9:35653319G>a | D Microcephaly, short philtrum, spasticity in
one affected severe
M142 MED13L:R1416H chr12:114908545C>T | Non-syndromic mild
M144 C0Q5:G118S chr12:119444400C>T | Non-syndromic severe
M146 KIR2DS4:G12A chr19:60038346G>C NR
M149 INPP5D:R157Q chr2:233698819G>A Non-syndromic moderate-severe
M157 RNFT2:C384R chr12:115758420T>C | Non-syndromic mild-severe
M160 TMEM135:C228S chr11:86694676G>C ID, microcephaly, congenital cataract moderate-severe
M165 HEXA:C58Y chr15:70455195C>T ID. Seizures moderate
M173 ADK:H324R chr10:76138142A>G Non-syndromic, ASD mild-moderate
M175 PRDM15:G124D chr21:42171915C>T ID, retinopathy mild-severe
M177 TAF2:W649R chr8:120864969A>G ID, microcephaly, foot deformity moderate-severe
M182 Cllorf46:R236H chr11:30314842G>A Non-syndromic moderate
M196 KCNJ14:R72H chr19:53657008G>A | NR moderate
M226 ASCC3:51564P chr6:101179884A>G | Non-syndromic mild
M235 C140rf148:V269M chr14:76942109C>T |D, Congenita] cataract moderate
M248 MRPS23:P59H chr17:53281639G>T | Non-syndromic moderate
M251 GONA4L:D1522G chr1:1540013237>C ID, facial dysmorphism, malformed ears severe
chr15:49029357-
M254 AP4E1:V454f:
> >4fs 49029358ins2 ID, microcephaly, spastic paraplegia moderate
M266_1 NKD2:R243C chr5:1089439C>T Non-syndromic moderate
M266_2 ADRA2B:R440G chr2:96144298G>C Non_syndromic moderate
M269 FREM2:Q178K chr13:38160013C>A ID with hearing loss and strabismus mild
M305 SLC24A3:D8G chr20:19141509A>G Non_syndromic severe
chr4:122973915-
M324 BBS7: 12
3 57:533del2aa 122973920del6 ID, polydactyly, obesity severe

Table réalisée a partir des résultats obtenus par I'équipe de H Hilger Ropers (Najmabadi H, et al. 2011). Seuls les génes
prédits « Damaging » (c'est-a-dire dont le variant entraine un impact négatif probable sur la fonction de la protéine
concernée) par 'un ou les deux sites de prédiction (Polyphen et SIFT) ont été conservés. De plus, seuls les familles avec une
seule variation pathogéne sont représentées. NR : Non renseigné.
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Toutes ces stratégies d’analyse de séquencage a haut-débit ont permis I'identification
des causes de nombreuses maladies génétiques au cours des trois derniéres années et en
particulier dans le domaine des DI. Cependant, malgré la puissance de ce nouvel outil, la
validation fonctionnelle des variants ainsi identifiés demeure une étape importante dans la

compréhension de mécanismes physiopathologiques d’une maladie génétique.

1.3) Identification de variants pathogénes et validations : TRAPPC9 et
complexe AP4

Trois approches successives sont généralement utilisées pour tenter de valider les
variants identifiés. La premiére consiste a s’assurer de I'absence du variant d’intérét dans une
large population de personnes saines et originaires de la méme ethnie que les patients. La
deuxieme vise a corréler I'anomalie génétique identifiée avec une anomalie fonctionnelle de la
protéine correspondante. Enfin, la troisieme s’appuie sur le recrutement de patients présentant
des signes cliniques similaires pour démontrer que d’autres mutations du méme géne

conduisent au méme phénotype.

Au cours de ces travaux, de nouveaux genes responsables de DI-AR ont été caractérisés.
La cartographie par autozygotie suivie d'une stratégie du gene candidat a permis I'identification
d’une mutation d’AP4B1 tandis qu’en alliant cartographie par autozygotie et étude d’expression,
nous avons identifié une mutation dans TRAPPC9. En plus des approches fonctionnelles que nous
avons validées, ces résultats ont depuis été largement confirmés puisque d’autres patients liés a

ces loci ont été rapportés dans la littérature.

En effet, six autres familles dans lesquelles ségrégent des mutations/microdélétion de
TRAPPC9 ont été décrites (Mochida GH, et al. 2009 ; Mir A, et al. 2009, Koifman A, et al. 2010,
Abou Jamra R, et al. 2011 et Marangi G, et al. 2012). La comparaison de tous ces patients a
permis de préciser le phénotype lié aux mutations de TRAPPC9. La pathologie touche aussi bien
les hommes que les femmes et se manifeste par : une hypotonie néonatale, une marche acquise
tardivement mais aucun défaut moteur n’est rapporté par la suite, une microcéphalie postnatale
variable (absente a sévere (-4 DS)), un langage souvent inexistant ou restreint a quelques mots,
une obésité tronculaire qui disparait avec I'dge, une caractére amical mais parfois associé a des

sighes d’hyperactivité, une compréhension restreinte des commandes, des mouvements
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stéréotypiques et une absence d’autonomie. Pour une famille, la perte de dents et une perte de
poids a un age proche de 20 ans sont rapportées et constituent de nouveaux éléments de
diagnostic, s’ils sont confirmés par la suite chez d’autres patients. Les IRM révelent un corps

calleux fin, avec parfois un volume réduit du cervelet et des anomalies de la substance blanche.

De méme le role des anomalies du complexes AP4 dans I'étiologie des paraplégies
spastiques héréditaires a été largement démontré. Deux nouvelles familles mutées pour les
genes AP4M1 et AP4E1 ont été publiées récemment (Najmabadi H, et al. 2011). A ce jour, neuf
familles ont donc été liées a un défaut du complexe AP4. L’ensemble de ces données cliniques
permet aussi de préciser la description du syndrome AP4. Les patients présentent une hypotonie
néonatale qui évolue en hypertonie musculaire, conduisant a une spasticité des membres
inférieurs ; les signes de Babinski; la marche est souvent acquise normalement puis tend a
disparaitre vers I'dge de 2,5 ans (les patients sont le plus souvent en fauteuil roulant) ; le langage
est majoritairement absent et la compréhension est limitée. Certains sont atteints d’épilepsie. La
diminution de la taille est souvent rapportée. Leurs caractéres sont décrits comme joyeux,

amicaux, timides accompagnés de rires stéréotypigques sans raison apparente.

2) Description clinique des patients : le point clé

Ces travaux mettent une fois de plus en lumiére, 'importance de la description clinique

dans la recherche d’étiologies des DI.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous avons montré que le phénotype décrit
chez la famille Ja a permis le recrutement d’autres patients pouvant confirmer |'association
d’une déficience du complexe AP4 et d’'un ensemble de symptomes précis. Ceci a également
permis d’affiner la description clinique du syndrome AP4 et ouvre des perspectives importantes

pour le conseil génétique.

Dans la seconde partie de ce manuscrit, nous avons recruté une cohorte de patients
basée sur un signe rarement observé a I'IlRM: la discordance des anomalies de la substance
blanche observées entre les séquences T2 et FLAIR. Ce travail a permis d’établir un lien entre des

anomalies de la myéline et des défauts de la voie de signalisation NF-kB.
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3) Deux mécanismes physiopathologiques responsables de DI

Les résultats présentés dans ce manuscrit ainsi que |I'accroissement de nos connaissances
sur I'étiologie des DI d’ordre génétique semblent montrer que des mécanismes moléculaires

sont communs entre plusieurs de ces pathologies.

3.1) Trafic cellulaire des récepteurs au glutamate

Le trafic cellulaire impliqué dans la mise en place des récepteurs au glutamate joue un
réle prépondérant dans la plasticité synaptique. Cette classe de protéines constitue donc de

bons génes candidats pour les DI.

3.1.1) Défaut de prise en charge du glutamate dans le SNC

En effet, de nombreux génes précédemment identifiés dans des DI, démontrent
I'importance des acteurs protéiques impliqués dans des complexes prenant en charge le

glutamate dans le SNC.

SYNGAP1 (MIM 603384) code pour une Ras-GTPase-Activating Protein spécifique des
synapses de I’excitation neuronale. Elle fait partie des protéines présentes a la densité post-
synaptique des neurones glutamatergiques (Chen HJ, et al. 1998). SYNGAP1 pourrait participer a
la régulation du trafic des récepteurs AMPA, a I'excitation neuronale et au silencing de la
synapse. En effet, SYNGAP1 régule négativement les Ras protéines exprimées au niveau des
axones et des cOnes de croissance neuronaux et sa surexpression bloque I’'expansion de neurites
dans des cellules granulaires murines (Rumbaugh G, et al. 2006). Des mutations hétérozygotes

ont été associées a une DI-AD (MRD5, MIM : 603384) (Hamdan FF, et al. 2009).

GRIK2 code la protéine GIuR6, une sous-unité du récepteur Kainate au glutamate,
neurotransmetteur essentiel a la plasticité synaptique (Contractor A, et al. 2001). Des anomalies

géniques de GRIK2 sont liées a une DI-AR (MRT6, MIM : 611092).

Des mutations de CACNG2 (MIM 602911) ont été associées a une DI-AD (MRD10, MIM
614256) non syndromique (Hamdan FF, et al. 2011). CACNG2, connue également sous le nom de

Stargazine, aurait un réle dans deux fonctions du SNC : elle fait partie de la famille des TARPs et
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participe donc au trafic cellulaire des récepteurs AMPA (notamment dans leurs localisations
membranaires) ; et elle aurait des propriétés favorisant |'ouverture de canaux ioniques
membranaires au niveau de la synapse (Tomita S, et al. 2004 ; Tomita S, et al. 2005). De fagcon
intéressante, CACNG2 co-immunoprécipite avec MAGI2 (MIM 602911) dont le gene a été associé

a une forme de DI avec spasmes infantiles (Deng F, et al. 2006 ; Marshall CR, et al. 2008).

Enfin, le géne GRIN1 (MIM 138249) impliqué dans une DI-AD (MRD8, MIM : 614254),

code une sous-unité du récepteur au glutamate NMDA : NMDAR1 (Hamdan FF, et al. 2011).

Ces études soulignent l'importance des acteurs protéiques prenant en charge le
glutamate dans le SNC dans I'étiologie des DI. Nos travaux sur la déficience du complexe AP4
suggérent I'importance du role du trafic vésiculaire, impliqué dans le transport des récepteurs au

glutamate au sein du neurone post-synaptique et jouant un role dans la plasticité cérébrale.

3.1.2) Récepteurs au glutamate : le point

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du cerveau des vertébrés. I
est impliqué dans différents aspects de son développement (neurogénese, migration cellulaire,
synaptogenese) et participe a de nombreuses fonctions cérébrales (mémorisation,
apprentissage). Le glutamate peut néanmoins étre neurotoxique et contribuer a des maladies
neurodégénératives et a I'épilepsie. La fonction physiologique ou pathologique du glutamate est
déterminée par le profil spatio-temporel de sa concentration au sein de I'espace extracellulaire.
Celui-ci est controlé par des transporteurs membranaires localisés au niveau des neurones et des
cellules gliales dont la principale fonction est de recapter et transporter le glutamate du milieu
extracellulaire vers le milieu intracellulaire ou le glutamate pourra a nouveau étre utilisé pour la
neurotransmission ou catabolisé. Trois familles de récepteurs sont capables de fixer le glutamate
relargué dans la fente synaptique: les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate), les récepteurs
AMPA (amino-3-hydroxy-5-méthyl-4- isoxazole propionic acid) et les récepteurs au kainate. Ce
sont tous trois des canaux ioniques transmembranaires mais aux fonctions distinctes. Lorsque le
glutamate se lie a I'un de ces récepteurs-canaux, ceux-ci laissent entrer des cations (Na+, K+,
Ca2+). L'entrée de charges positives, active alors les canaux sodiques voltage-dépendants qui

déclenchent la décharge d'un potentiel d'action (Payne HL, et al. 2008).
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Les propriétés fonctionnelles qui distinguent ces récepteurs leur font jouer un role différent dans
la potentialisation a long terme (LTP), un processus de renforcement durable de I'efficacité de
connexions synaptiques ayant été stimulées de facon répétée et soutenue, base de la plasticité

synaptique.

Les récepteurs NMDA, du fait de leur forte perméabilité au calcium, sont essentiels a
I'induction de la LTP, mais ne sont pas sujets a potentialisation (Tomita S, et al. 2005 ; Zorumski
CF, et al. 2012). Les récepteurs AMPA sont quant a eux, les cibles principales de la plasticité : leur
nombre s'accroit dans la zone post-synaptique, entrainant une augmentation du signal post-
synaptique. Les processus mis en jeu sont complexes et font intervenir phosphorylation par la
calmoduline kinase Il, exocytose et stabilisation des récepteurs AMPA par des protéines

d’ancrage au niveau post-synaptique (Payne HL, et al. 2008 ; Molnar E, et al. 2011).

Le trafic des AMPAR est, par ailleurs, régulé en grande partie par la famille des TARPs
(Transmembrane AMPAR Regulatory Protein) composée principalement par les Stargazines y2,
v3, v4 et y8. Elles sont capables d’entrer en interaction avec la partie C-ter cytosolique des sous-
unités composant les AMPAR. Les TARPs ont un role dans le trafic des AMPAR mais assurent
également un contrdle des propriétés biophysiques de leurs canaux ioniques (Payne HL, et al.
2008 ; Tomita S, et al. 2005). De plus, les génes codant pour les sous-unités des AMPAR sont
particulierement exprimés au niveau de I'hippocampe (impliqué dans la plasticité synaptique), le

cortex et le cervelet (Moriyoshi K, et al. 1991).

Enfin, les récepteurs au Kainaite, présents dans la densité post-synaptique, ont un réle
indépendant a I'activation des NMDAR et pourrait participer a la LTP au niveau de I'hippocampe
(Contador A, et al. 2001) ainsi qu’a la dépolarisation membranaire impliquée dans I'influx
nerveux neuronal (Tomita S, et al. 2005). Le récepteur au Kainaite aurait également un rdle dans
les neurones pré-synaptiques notamment dans la régulation du relargage des

neurotransmetteurs dans la fente synaptique (Contador A, et al. 2001).

3.1.3) Complexe AP et plasticité synaptique

Le syndrome AP4 a permis de mettre en évidence quatre génes impliqués dans le trafic

cellulaire : AP4AM1, AP4E1, AP4S1 et AP4B1. Un défaut du trafic neuronal a été démontré chez la
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souris AP-46'/', notamment dans le recyclage et la mise en place des récepteurs AMPA au niveau
de la synapse. En effet, chez les souris AP-48"", 'absence du complexe AP4 engendre une
anomalie de transport de la TARP (intermédiaire protéique entre le complexe AP4 et les AMPAR)
qui se retrouve anormalement accumulée, associée aux AMPAR, au niveau des

autophagosomes, lieux de dégradation des protéines (voir figure 13).

Dans la méme famille de protéine, le géne AP1S2 (sous-unité sigma), dont la protéine est
intégrée au complexe AP1, a été identifié chez plusieurs familles atteint de DI-LX. Le complexe
AP1 est indispensable pour la vie. Il participe au transport de protéines en sortie du trans-Golgi
vers les endosomes précoces. La sous-unité Sigma peut étre codée par trois genes distincts (o1,
02 et 03). Chez la souris, I'inactivation du géne o1 est |étal embryonnaire. En revanche I'abolition
du géne 02 n’entraine pas de déces in utéro et les souris sont viables et fertiles. L’absence de la
protéine o2 (orthologue du gene AP1S2 humain) montre des anomalies motrices chez les souris
et un défaut de la mémoire spatiale. Au niveau moléculaire, des anomalies de recyclage des
vésicules synaptiques des neurones de I’hippocampe ont été notifiées. Ces vésicules ont un réle
essentiel dans la plasticité synaptique car elles permettent [Iinternalisation de
neurotransmetteurs en provenance de la synapse. Leur recyclage est indispensable pour leur
bon fonctionnement (Glyvuk N, et al. 2010). Des anomalies génétiques liées au géne AP1S2 ont
été rapportés chez huit familles indépendantes dans des cas de DI-LX (ou dans un cas le
syndrome de Fried) (Tarpey PS, et al. 2006 ; Saillour Y, et al. 2007 ; Borck G, et al. 2008 ; Ballarati

L, et al. 2011).

Ces études mettent en exergue |'importance du trafic cellulaire, au niveau du neurone
post-synaptique, des récepteurs au glutamate dans la plasticité synaptique et donc son

implication dans les DI.

3.2) TRAPPC9 : voie NF-kB, SNC et myélinisation

3.2.1) Importance de nos travaux : TRAPPC9 et duplication IKBKG

Au cours de ces travaux nous avons mis en évidence deux anomalies géniques touchant
des acteurs de la voie NF-kB, associées a des anomalies de la substance blanche et une DI

sévere : une mutation non-sens de TRAPPC9 et une duplication du locus Xq28 incluant IKBKG.
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Nos résultats démontrent qu’une anomalie de TRAPPC9 et que la duplication IKBKG
conduisent a un défaut moléculaire similaire : un retard de transcription du géne cible BIRC3 de
la voie NF-kB. De plus, nous avons mis en évidence qu’une gamme croissante d’/KBKG dans des
cellules neuronales humaines (lignée SH-SY5Y) entraine une diminution de réponse de la voie

NF-KkB activée, confirmant le lien entre surexpression d’IKBKG et répression de la voie NF-kB.

IKBKG est une protéine essentielle de la voie NF-kB puisqu’elle correspond a la sous-unité
régulatrice du complexe IKK (IkB kinase) impliqué dans la phosphorylation des protéines
inhibitrice kB et retenant les facteurs de transcription NF-kB dans le cytoplasme. TRAPPC9 a été
identifiée plus récemment (2005) sur la base de ses interactions avec les protéines NIK et IKKp,

suggérant son role dans les deux voies, canonique et alternative, NF-kB (Hu WH, et al. 2005).

Néanmoins, le réle de TRAPPCY n’est pas clairement établi et elle pourrait également
avoir une fonction dans le complexe TRAPPIl impliqué dans le trafic membranaire. Comme nous
I'avons souligné, TRAPPII est un complexe multimérique impliqué dans le transport
intracellulaire de protéines. Cependant, aucune étude n’a clairement identifié son importance
dans I'assemblage et la fonction du complexe TRAPPII. Une hypothése stipule que le complexe
TRAPPII aurait perdu de son importance au cours de I'évolution chez les mammiferes et ses
mécanismes d’action seraient compensés par d’autres complexes protéiques (Barrowman J, et

al. 2010).

L’équipe de Hu (Hu WH, et al. 2005) a identifié le role de TRAPPC9 dans |'activation de la
voie NF-kB mais a montré qu’elle n’est pas indispensable a son fonctionnement. Les résultats de
nos travaux corroborent I'implication de TRAPPC9 dans le fonctionnement de la voie NF-kB, mais
laissent aussi supposer d’un role au niveau du SNC et plus spécifiquement dans la myélinisation.
TRAPPC9 aurait donc acquis une double compétence au cours de I’évolution : étre une sous-

unité du complexe TRAPPII et participer a I'action de la voie NF-kB.

3.2.2) Défauts de la voie NF-kB et pathologies humaines

Il existe de nombreuses maladies génétiques dues a des anomalies d’un des acteurs de la
voie NF-kB. La plupart d’entres elles entrainent de séveres anomalies du systéeme immunitaire et

un défaut majeur des annexes ectodermiques. La dysplasie ectodermique anhidrotique avec
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déficience immunitaire (EDA-ID, MIM 300291) est causée par des mutations faux-sens d’/IKBKG
et touche exclusivement les hommes. Les patients sont atteints d’infections récurrentes et
présentent une baisse de réponse des interleukines IL-1, IL-18, Lipopolisaccarides (LPS), CD40,
etc. Le défaut des annexes ectodermiques se manifeste par des anomalies des follicules pileux,

des glandes sudoripares et dentaires (Courtois G, et al. 2006) (voir table 12 ci-dessous).

Les autres pathologies de la voie NF-kB sont:

- des anomalies géniques d’IKB-a (NFKBIA) : maladie génétique autosomique dominante,
entrainant une absence de phosphorylation d’IkB-a et se traduisant par des signes cliniques

similaires a ceux observés dans I'EDA-ID

- des anomalies du géne IRAK4 (12q12 ; MIM 606883) ; autosomique récessif : IRAK4 (IL-1
associated Kinase) est capable de phosphoryler, IRAK1 (MIM 300283) qui une fois activé par la
phosphorylation s’associe avec TRAF6 (TNF Receptor-Associated Factor, MIM 602355) et cible
I'activation de la voie NF-kB. Les patients sont particulierement sensibles aux infections

bactériennes

- des anomalies du gene CYLD (16q12.1; MIM 605018) : a I'origine de Cylindromatosis
(MIM 132700) une pathologie génétique autosomique dominante rare caractérisée par des
tumeurs bénignes des follicules pileux. CYLD code une protéine suppresseur de tumeur et régule
négativement la voie NF-kB par son action au niveau de I'ubiquitination d’IKBKG et TRAF2 (MIM

601895).
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Table 12 : Description des pathologies de la voie NF-kB

Pathology pPhenotype Gene Mutations
(chromosome)
Incontinentia Skin inflammation NEMO Genomic rearrangement (70-80%)
pigmenti
MIM: 3008300 Missing and deformed teeth (Chr, X) | Stop or frameshift mutations generating large NEMO
deletions
Retinal vessels detachment Rare missense mutations (see Figure 1)
CNS dysfunctions
EDA-ID Recurring infections NEMO Short truncations affecting the ZF
MIM: 300291 Impaired development of skin adnexes (Chr. X) | Missense mutations in various domains of NEMO (see
Figure 1)
OL-EDA-ID Same as EDA-ID plus Increased bone mass NEMO Addition of 27 aa at the C-ter of NEMO (see Figure 1)
MIM: 300301 Impaired function of lymphatic vessels (Chr. X)
Immunodeficiency Recurring infections NEMO Missense mutations Short truncation of the N-ter of
(without EDA) MIM: 300584 (Chr. X) | NEMO (see Figure 1)
EDA-ID(T) Same as EDA-ID plus impaired T-cell proliferation | IKBA Heterozygous missense mutation abolishing IxBe
MIM:612132 (Chr. 14) | phosphorylation by IKK
Immunodeficiency Recurring infections IRAK-4 Missense/nonsense mutations and microdeletions (1-2
MIM: 607676 (Chr. 12) | nuc) affecting the kinase domain
Cylindromatosis/MFT | Tumors developing at skin adnexes CcYLD Stop or frameshift mutations deleting the catalytic
MIM:132700 (Chr. 16) | domain

Rare missense mutations (see Figure 2)

Abbreviations: aa, amino acids; Chr., chromosome; CNS, central nervous system; C-ter, C terminus; EDA-ID, anhidrotic ectodermal dysplasia
with immunodeficiency; IKK, IxB kinase; IRAK, interleukin- 1R-associated kinase; MFT, multiple familial trichoepithelioma; NEMO, NF-xB
essential modulator; NF-xB, nuclear factor-kappa B; N-ter, N terminus; nuc, nucleotides; OL-EDA-ID, EDA-ID with osteopetrosis and
lymphedema; ZF, zinc finger.

Tableau extrait de I'article de Courtois G, et al. 2006

Q-

Enfin, I'lP, précédemment décrit dans ce manuscrit, a une incidence de 1/10000

Q-

1/100000 naissances. La majorité des patients (85%) présente la méme anomalie génique,
savoir une délétion des exons 4-10 d’/KBKG. Pour les autres anomalies, elles concernent des
mutations non-sens ou frameshift d’/KBKG. Elle est |étale chez les garcons et d’expressivité
variable chez les femmes. Ces patientes peuvent ainsi présenter: une dermatose, des réactions
inflammatoires sévéres, une hyperpigmentation de la peau par une accumulation de mélanine,
une perte des follicules pileux primaires, une atteinte ophtalmologique (atteinte des vaisseaux
rétiniens), une atteinte odontologique (absence ou anomalie des dents), et plus rarement (30-
50%), des troubles neurologique (convulsions, retard développemental et mental). Les patientes
sont sujettes a des infections bactériennes et virales récurrentes et les cellules des patientes
sont plus sensibles a 'apoptose que des cellules contréles (Sebban H, et al. 2006 ; Smahi S, et al.
2000). Comme nous |'avons évoqué, I'IRM des patientes atteintes des troubles neurologiques,
montrent des |ésions cérébrales éparses, des signaux d’hyperintensité en T2 principalement de

la substance blanche périventriculaire et subcorticale (Meuwissen ME, et al. 2012).
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Les patients mutés pour TRAPPC9 ne montrent pas de signes récurrents d’infections
bactériennes ou virales, cependant une des familles est décrite avec une perte des dents
survenant a I'age de 20 ans. En revanche, les patients, présentant une duplication du locus Xq28
avec IKBKG, sont tous atteints d’infections récurrentes du systéme respiratoire (bronchites,
bronchiolites). L'implication de la voie NF-kB dans ces pathologies pourrait donc expliquer ces

symptomes communs.

D’autre part, CC2D1A/Freudl1 a également été associé a une DI non syndromique chez
neuf familles d’'un méme village (Basel-Vanagaite L, et al. 2003). L’équipe de Zhao (Zaoh M, et al.
2010) a démontré le role de CC2D1A comme un activateur de la voie NF-kB. La surexpression de

CC2D1A dans des cellules humaines favoriserait I'activation de la voie NF-kB par :

1- une augmentation intracellulaire de I'Ubc13 (Ubiquitine Conjugated Enzyme
impliquée dans l'ubiquitination des protéines IkBs, UBE2N, MIM 603679) qui

favoriserait la dégradation des IkB,

2- la surexpression de TRAF2 (TNF associated Receptor 2, MIM 601895) capable de

fixer le TNF et d’activer la voie NF-kB,

3- la surexpression de la protéine TAK1 (Ubiquitine dependant Kinase, MAP3K7,
MIM 602614) impliquée dans la phosphorylation des IKK suite a une
ubiquitination et permettant [’activation de ce complexe en vu de la

phosphorylation des protéines inhibitrices IkB,

4- la mise en place du complexe IKK.

De plus, la CYLD est une protéine capable de réguler négativement la voie NF-kB qui est
réprimée par CC2D1A. Ces données suggerent donc une implication de la voie NF-kB dans la DI-
NS (Zhao M, et al. 2010). Cette méme équipe a généré une souris KO pour Cc2dla. La souris
décede peu de temps apres la naissance suite a une incapacité a respirer. L'analyse histologique
de ces souris montre un enrichissement de la protéine Cc2dla au niveau des synapstosomes.
Ainsi, elle pourrait participer a la maturation de la synapse au cours du développement du
neurone, en ayant un réle dans I'endocytose de vésicules synaptiques. Cependant, les auteurs
n’ont pas mis en évidence de défaut de signalisation de la voie NF-kB chez la souris Cc2d1la”

mais n’excluent pas sa participation dans I’endocytose synaptique (Zhao M, et al. 2011). Bien
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que les mécanismes physiopathologiques chez les patients mutés pour CC2D1A ne soient pas
clairement établis, CC2D1A fut le premier gene qui orienta I'implication de la voie NF-kB dans

une DI-NS.

3.2.3) NF-kB et SNC : le point

Les patients mutés pour TRAPPC9 ont un phénotype restreint au SNC, ce qui semble
attester de la spécificité d’action de TRAPPC9 dans I'organisme. De plus, I'équipe de Hu a mis en
évidence le role essentiel de TRAPPCY9 dans la formation de neurites au cours de Ia
différenciation des cellules PC12 (Hu WH, et al. 2005). Comme nous lI'avons précédemment
évoqué, les nombreux modéles animaux décrits dans la littérature pour lesquels un ou plusieurs
acteurs de la voie NF-kB ont été abolis (p50 ; p65/TNFR1 ; p65/TNF ; c-Rel ; IKK1/IKK2) montrent
tous des anomalies du systéme nerveux central (voir partie 1, chapitre 3, paragraphe 6.2). Le
défaut majeur rapporté chez ces modeles animaux est la perte de la neuroprotection et une
augmentation de l'apoptose dans le tube neural, la moelle épiniére et les neurones de
I'hippocampe (Mémet S, et al. 2006). Ces informations suggerent a nouveau, I'importance de la
voie NF-kB dans le SNC. D’autres études laissent entrevoir I'implication et les mécanismes

d’action de la voie NF-kB dans la plasticité synaptique et la protection cellulaire du SNC.

Tout d’abord, de nombreux stimuli spécifiques du SNC semblent également activer la
voie NF-kB, tels que le TNFa et 'oxyde nitrique. De facon intéressante, le TNFa, cytokine
activatrice de la voie NF-kB, induit une exocytose des récepteurs AMPA a la surface des cellules
pyramidales de I'hippocampe. Il semble que le TNFa soit produit de maniére constitutive pour
assurer le maintien de I'exocytose des récepteurs AMPA via la PI3 (Phosphoinositide 3) kinase.
Parallelement, une endocytose des récepteurs GABAa est constatée, ce qui favorise I'activation
de la synapse. Cette cytokine régule 'lhoméostasie neuronale mais peut aussi produire dans
certains cas, une excitotoxicité a 'origine de dommages cellulaires. Ces mécanismes finement
régulés peuvent donc intervenir aussi bien dans les maladies neurodégénératives que dans les
processus de protection neuronale (Albensi BC, et al. 2000 ; Stellwagen D, et al. 2005). Bien que
le lien avec l'activation de la voie NF-kB n’ait pas été clairement établi, il est tout a fait
envisageable, puisque le TNFa est un ligand important de la voie NF-kB. L’oxyde nitrique quant a

lui, est produit suite a un passage d’éthanol dans I'organisme. Il serait capable d’induire la voie
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NF-kB en vue d’une neuroprotection contre les atteintes de I'alcool (Bonthius DJ, et al. 2008).
D’autres messagers tels que le NGF, le glutamate, les agonistes des récepteurs métabotropiques
au glutamate (MmGIuR5), la dépolarisation de la membrane neuronale, I'activité synaptique, les
peptides B-amyloide ou encore les N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule) permettent d’activer
la voie NF-kB au niveau du SNC. Ces nombreux activateurs spécifiques du SNC sont en faveur

d’une action de la voie NF-kB dans le SNC (Hayden MS & Ghosh S, et al. 2008).

Dans le neurone, la forme majoritaire de complexes trimériques est p65/p50/IkBa. Mais
d’autres complexes existent et pourraient dépendre de I'état cellulaire, du développement du
neurone, ou de leurs localisations cérébrales. La voie NF-kB participe notamment a la régulation
de I'apoptose par la production de génes anti-apoptotiques (IAPs, Bcl-2, BCL-XL) assurant une
protection et favorisant la survie cellulaire. Cependant, ce mécanisme semble bien plus
complexe en réalité. Dans les coupes d’hippocampes de rat, la voie NF-kB a un réle protecteur
contre I'apoptose, mais en revanche dans les cellules gliales (microglie et astrocytes), elle semble
favoriser une neurotoxicité a I'origine de la mort cellulaire, par la production de cytokines pro-
inflammatoires, de stress oxydatif ou encore d’une excitotoxicité. Ces processus de mort/survie
cellulaire semblent étre cellulaire-dépendant, en accordant une protection supérieure aux

neurones de I’hippocampe plutét qu’a certaines cellules gliales (Mattson MP, et al. 2006).

D’autre part, des maladies neurodégénératives révelent une forte activité de la voie NF-
kKB au niveau des lésions cérébrales. Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, le
facteur p65 est augmenté dans les neurones et astrocytes présentant des plagues amyloides. Sur
des modeéles animaux, l'inhibition de la voie NF-kB augmente la mort neuronale lorsque les
cellules sont soumises au peptide B-amyloide (Mattson MP, et al. 2006). Une observation
similaire a été faite dans les neurones dopaminergiques de la substance noire des patients
atteints de la maladie de Parkinson. L'augmentation de p65 pourrait jouer un role protecteur
contre la dégénération neuronale. Linhibition de la voie NF-kB chez les rats augmente la
vulnérabilité des neurones dopaminergiques a la Neurotoxin-6-Hydroxydopamine (une
neurotoxine spécifique des neurones dopaminergiques et noradrénergiques) (Mattson MP, et al.
2006). Enfin, dans la maladie d’Huntington (MIM : 143100), les neurones du striatum, région
l[ésée du cerveau a l'origine d’une motricité fortement perturbée, sont plus sensibles a la

mitochondrial toxin 3 nitropropionic acid (neurotoxine spécifique des neurones du striatum
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utilisée pour reproduire chez I'animal les symptémes de la maladie d’huntington) chez les souris

p50'/', comparés a des souris contrdles (Mattson MP, et al. 2006).

3.2.4) TRAPPC9 : Voie nf-kB et Myéline

Comme cela a été évoqué dans I'IP, des anomalies de la substance blanche sont
associées a des réarrangements chromosomiques d’IKBKG ; les patients BM associent une
mutation non-sens de TRAPPC9 avec une discordance des anomalies de la substance blanche sur
les séquences T2 et FLAIR ; enfin, les patients présentant une duplication du locus Xg28 incluant
IKBKG révélent également des anomalies de la substance blanche a I'IRM. L'ensemble de ces
données suggere un lien plus que probable entre une dysfonction de la voie NF-kB et des

anomalies de la myéline.

Nous avons également mentionné que de nombreux facteurs régulent la production des
acteurs de la myéline. Les HDAC1 et HDAC2 ont un réle essentiel dans la maturation des cellules
de Schwann dans le SNP par le changement de conformation de la chromatine au niveau du
géne p65 et module son expression. Dans le SNC, les HDAC1 et HDAC2 agiraient sur I'expression
d’Olig2 facteur nécessaire a la différenciation des oligodendrocytes, mais aucun lien n’a été
établi entre I'expression d’Olig2 et la voie NF-kB (Chen Y, et al. 2011). Néanmoins, et de par
I'importance que semble avoir la voie NF-kB au sein du SNC, la voie NF-kB semble liée a des

mécanismes de régulation de la mise en place de la myéline.

D’autre part, la sclérose en plaque (Multiple Sclerosis (MS), MIM 126200) est un
syndrome neurologique progressif inflammatoire, montrant une démyélinisation du SNC
probablement d’origine auto-immun médiée par les cellules T. Le plus souvent, les patients
souffrent d’'une perte de la mobilité qui s"accompagne par la suite de déficits cognitifs. L'IRM de
ces patients révele en premier lieu des Iésions périventriculaires de la substance blanche, suivies
de lésions du corps calleux, puis de la moelle épiniere de la région cervicale progressant vers des
Iésions de la région thoracique (Achiron A, et al. 2012). Bien que I'étiologie de cette pathologie
ne soit pas précisément caractérisée, plusieurs études démontrent une implication importante
de la voie NF-kB dans la pathologie (Huang CJ, et al. 2002). Chez les patients atteints de MS, les
analyses révelent un lien entre la sévérité de la maladie et un taux élevé du TNFa dans les

cellules T, mais également dans le liquide céphalorachidien des patients MS. La voie NF-kB est
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fortement active au niveau des sites d’inflammation du cerveau, dans les oligodendrocytes, la
microglie et les macrophages chez les patients MS. Il apparait que I'activation des voies NF-kB
active la production des genes MPB et PLP et protége les oligodendrocytes de la destruction
cellulaire (Huang CJ, et al. 2002). De plus, le clonage du promoteur du géne humain MBP montre
de nombreux éléments cis parmi lesquels se trouve un site de fixation au NFKB1 (p105/p50) dans

la région 5’ flanquante du géne.

Ces études mettent en avant la présence de la voie NF-kB dans les axones, les dendrites
et les terminaisons synaptiques. Elle est capable de générer des signaux induisant la production
de neurotransmetteurs, des facteurs neurotrophiques ou encore des cytokines. Son réle est
cependant complexe et varie d’un type cellulaire a I'autre. D’autre part, nos résultats orientent
sur une fonction spécifique de la voie NF-kB dans le SNC, notamment dans la mise en place et/ou
la maturation et/ou la maintenance de la myéline. Le discernement de ces mécanismes est
néanmoins essentiel a la compréhension des bases physiopathologiques des DI afin d’envisager

la mise en place d’actions thérapeutiques futures (Mattson MP, et al. 2006).

4) Conclusions générales

Ce manuscrit montre différentes approches ayant permis la découverte de nouveaux
geénes impliqués dans les DI-AR : la cartographie par autozygotie soit couplée a la recherche de
génes candidats, soit suivie d’'une approche transcriptomique. Bien que la stratégie de
cartographie par autozygotie ait été élaborée il y a 25 ans (Lander ES et al. Science 1987), elle
reste une stratégie puissante dans le démembrement de I'étiologie des pathologies récessives et
permet l'identification du locus morbide. Aujourd’hui, de nouvelles techniques révolutionnaires
apparaissent, notamment |I'exome qui permet le séquencage de toutes les séquences codantes
du génome humain en un temps record et a un colt abordable. Néanmoins, I'information a
traiter devient démesurée et I'orientation d’une fenétre de recherche grace a la cartographie par

autozygotie reste pertinente.

Ces nombreuses approches novatrices augmenteront de facon considérable Ia

connaissance sur |'étiologie des maladies monogéniques humaines. Outre l'aide précieuse
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apportée aux familles pour le conseil génétique, chaque géne aura alors une fonction étiquetée,
et de nombreuses corrélations phénotype/génotype pourront étre faites. Les recoupements
entre les genes impliqués dans les déficiences intellectuelles et les grandes voies de signalisation
vont se poursuivre. Au cours de ces travaux, nous avons incriminé deux processus moléculaires
responsables de DI: I'importance de la voie NF-kB dans le fonctionnement de la myélinisation au
niveau du SNC, et les déficiences du complexes AP4 associées au recyclage des récepteurs
AMPA au niveau du neurone post-synaptique. Ces deux mécanismes ouvrent la voie vers
d’autres génes candidats et participent a la compréhension des bases physiopathologiques des
DI. Puis, dans un futur proche, les études s’orienteront alors sur le moyen de corriger ces

mécanismes défectueux et la recherche de thérapies sera alors envisageable.
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1) Extraction d’ADN (leucocytes, Fibroblastes)

L’ADN génomique peut étre extrait a partir de leucocytes recueillis au cours d’'une prise de
sang, ou a partir de fibroblastes cultivés in vitro, suite a une biopsie axillaire de peau profonde.

- Prise de sang: des préléevements de 5 a 15mL de sang sont recueillis sur EDTA. Les
érythrocytes sont ensuite lysés par une solution hypotonique (tris-HCL pH 7,6mM ; NaCl
10mM ; MgCl* 5mM) pendant 5 min dans la glace. Une centrifugation (10min a 2500 rpm)
permet d’obtenir un culot de globules blancs qui sera ensuite lavé par la méme solution de
lyse. Une seconde centrifugation permet de reformer le culot afin d’initier I'extraction
d’ADN.

- Biopsie de peau : Les cellules fibroblastiques cultivées in vitro adhérent sur le fond plastique
de la flasque de culture pour ainsi se multiplier. Il faut donc, dans un premier temps,
« décoller » du support plastique, par I'action de la trypsine (Tryspine 0,05%, EDTA avec
indicateur de pH, Lifetech®) pendant 2-3 min a 37°C. Une fois en suspension, les cellules sont
reprises dans du milieu de culture avec sérum, pour stopper I'action de la tryspine, puis elles
sont transférées dans un tube de 50mL. Une centrifugation permet ensuite d’obtenir un
culot cellulaire de fibroblastes, qui sera lavé une fois par du DPBS 1X (DPBS 1X, pH 7.4,
without Mg, Ca and phenol red, Lifetech®).

Le culot de cellules (lymphocytes/fibroblastes) est repris dans 10mL de solution de lyse (tris-
HCL pH 7,6 a 10mM ; NaCl 50mM ; EDTA 10mM ; SDS 0,2%) supplémenté avec 100uL de protéinase K
a 5mg/mL. Le tout est incubé a 37°C sur la nuit. Un volume de phénol (saturé, prét a emploi),
équivalent au volume du lysat (10mL) est ajouté, puis mis a agitation pendant 10min, et enfin
centrifugé 10 min a 2500 rpm. La phase organique (inférieure) est éliminée car elle contient toutes
les protéines sériques, tandis que la phase supérieure, contenant I’ADN, est conservée. Un lavage par
du chloroforme-isoamylique 24:1 est ensuite réalisé (volume a volume, suivi d’une agitation et d’une
centrifugation qui permet a nouveau de récupérer la phase supérieure avec I’ADN). L'ADN est
précipité par I'ajout de 2 volumes (1 vol = vol de la phase supérieure prélevée) d’éthanol absolu froid
(conservé a -20°C) afin de permettre la récupération de I’ADN sous forme d’une « méduse ». L’ADN
est ensuite lavé 2 fois a I'éthanol 70% puis séché et repris dans 0,5 a 1mL d’eau stérile/TE filtré (tris
HCI 10mM ; EDTA pH7,6 a ImM). La concentration en ADN est ensuite déterminée par mesure de
I’absorbance a la longueur d’onde 260 nm au spectromeétre Nanodrop.

2) Extraction d’ARN et transcription inverse

Les ARNs totaux sont extraits en utilisant le kit PurelLink® Total RNA Blood Purification Kit
(Lifetech®). Une action par la transcriptase inverse (enzyme virale permettant de passer de I’ARN
simple brin a ’ADNc double brin) est ensuite pratiquée pour I'obtention des ADNc (qSCRIPT cDNA
supermix, Quanta®). La quantité d’ARN est fixée a 450ng/réaction dans un volume final de
16uL/réaction (diluée dans de I'eau pure stérile), a laquelle est ajoutée 4uL de supermix qSCRIPT.
Puis des incubations a différentes températures se succeédent, dans un thermocycler : 5min a 25°C,
30min a 42°C et 5min a 4°C.
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3) Génotypage des marqueurs polymorphes (analyse de liaison)

Le génotypage de marqueurs SNPs a été réalisé a la plateforme Génomique de la Fondation
IMAGINE (Hopital Necker-Enfants-Malades) sur puce Affymetrix GeneChip® Human Mapping 250K
array, qui permet l'analyse d’environ 250000 SNPs, répartis sur I'ensemble du génome. Le
traitement informatique est pratiqué a la plateforme information de la fondation IMAGINE sur le site
de Necker.

4) CGH-array

Le principe de cette technique est basé sur une hybridation génomique comparative ou un ADN
test et un ADN contréle, tous deux marqués par un fluorochrome différent (cyanine 3 et 5), sont
hybridés sur une puce CGH-array. Deux expériences indépendantes sont réalisées, dans lesquelles le
fluorophore est inversé entre le patient et le contrble, permettant de prendre en compte la
variabilité due au marquage. Cette technique permet de déceler d’éventuels gains ou pertes de
matériel génomique par une perturbation du ratio de fluorescence des deux fluorochromes. Les
puces utilisées sont les puces Agilent® 244K (soit 244000 oligonucléotides de 50 a 60 bases) ou des
puces Affymetrix® Genome-Wide Human SNP array 6.0. (1,8 millions de marqueurs dont 906600 SNP
et 946000 sondes).

5) FISH

La technique de FISH (fluorescent in situ hybridization) utilise des sondes particulieres,
spécifiques de la région a tester et qui, couplées a un fluorochrome, vont s’hybrider sur des
chromosomes en métaphase. Cette méthode permet donc de confirmer d’éventuelles anomalies
chromosomiques décelées par CGH-array ou parfois d’établir un diagnostic clinique au vu d’un
tableau clinique spécifique. Une observation au microscope a fluorescence est ensuite pratiquée afin
de visualiser I’hybridation de la sonde sur les chromosomes (les techniques de FISH sont réalisées au
service cytogénétique de I'Hopital Necker-Enfants malades, dans le service du professeur Vekemans).

6) Choix et génotypage de marqueurs microsatellites

Le génotypage de marqueurs microsatellites polymorphes peut étre une stratégie utilisée
dans la confirmation, ou pour la réduction éventuelle des tailles, des régions homozygotes identifiées
suite a une analyse de liaison. Une PCR est réalisée a partir de 4uL d’ADN d’un patient (25 ng/mL) et
utilisant des amorces couplées a un fluorochrome spécifique (FAM : fluorescence bleue, NED:
fluorescence jaune et HEX : fluorescence verte ; 1uL d’amorce Forward et Reverse dosée a 10mM).
Au cours d’une seconde étape, 1ulL de réaction de PCR, précédemment réalisée, est ajouté a 18uL de
formamide/eau et a 0,25uL du marqueur ROX 400 HD (lifetech®, ref : 402985). Ce marqueur ROX est
composé de fragments de différentes tailles tous couplés a un fluorochrome rouge, et permet la
calibration et I'analyse de la taille des fragments amplifiés. Apres dénaturation (3 min a 96°C), les
échantillons sont ensuite analysés par un séquenceur automatique ABI PRISM3130 (Applied
Biosystems/Lifetech). Les données sont ensuite collectées et analysées a 'aide de deux logiciels
GENSCAN 3.7 puis GENOTYPER 2.5 (Applied Biosystems/Lifetech) qui permettent d’assigner une taille
précise au fragment amplifié par comparaison au marqueur de taille (ROX), taille révélant le nombre
de répétitions de di-nucléotides (CA le plus souvent) au sein du microsatellite.
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7) Etude d’expression : transcriptome

Cette étude est réalisée a partir des ARN totaux extraits de cellules (fibroblastes) de patients et
de contrébles. L'analyse a été pratiquée sur une puce Affymetrix GeneChip® Human Genome U133
Plus 2.0 a la plateforme génomique de la fondation Imagine. Sur cette puce, sont fixées 54 000
sondes, composées de 25pb complémentaires et spécifiques d’un transcrit humain. Prés de 38 500
génes humains sont analysés (parfois plusieurs sondes reconnaissent un méme transcrit). Un individu
de référence identique est également analysé en paralléle de chaque couple patient/contréle qui
sera utilisé pour le calcul des ratios sonde a sonde (ex: sondel : niveau d’expression Patient (ou
contréle)/niveau d’expression Individu de référence). Puis les ratios déterminés pour chacune des
sondes du patient sont comparés aux ratios calculés chez le contréle. Nous avons retenus les
différences entre le ratio patient et le ratio du contréle, de plus de 10%. Le traitement informatique
du bruit de fond, la normalisation et le résumé de I'ensemble des sondes utilise le logiciel GeneChip
Robust Multiarray Averaging (gcrma), tandis que les tests de significativité sont établis grace au
logiciel LPE (Local Pooled Error).

8) Polymerase Chain Reaction (PCR)

La PCR s’effectue dans un thermocycler 2700 ou 9700 (Applied Biosystem). Classiquement, la
dénaturation (5min a 95°C) est suivi de 30-35 cycles d’amplification (30sec a 95°C (dénaturation), 30
sec a 55-65°C (TM : hybridation des amorces sur I’ADN), 30 sec a 72°C (élongation)) pour finir ensuite,
sur une étape de 5 min a 72°C. Les deux kits de PCR les plus utilisés pour ces travaux sont le kit GoTaq
(promega M8305) et ReadyMix® Taq PCR reaction with MgCI2 (Sigma, P4600).

Les différents couples d’amorces utilisés dans ce manuscrit sont présentés ci-dessous :

Amorces ADNc TRAPPC9

ARN_NIBP_1F

AAAGTCGGGAGTGCCATGGTG

ARN_NIBP_1R

CTTGTAATGTCTGCTGTCTGTG

ARN_NIBP_2F CAACTACGAGGACTGCCAG
ARN_NIBP_2R GAGGGCACCTGGATCAATG
ARN_NIBP_3F GAAGAGTGGAGCTCGGAGG

ARN_NIBP_3R

CATCTTTCTTTTCCTGATCCG

ARN_NIBP_4F

GATTTCAGCAGAGGCACGCAC

ARN_NIBP_ 4R

GGTAACCGTTCACAGTAATCG

ARN_NIBP_5F

CTTCGAGTTGAAAACATGGGG

ARN_NIBP_5R CTTCCAGGGTCTTCACGTG
ARN_NIBP_G6F GATGATGGAATCAGTGTGAGTG
ARN_NIBP_6R GTAGTTGTGCACGCCGTTC
ARN_NIBP_7F CAGTGGGATGTGCTGGTGGA

ARN_NIBP_ 7R

CTTTGGGATTTCCTCTGCTTC

Amorces génomiques TRAPPC9

TRAPPCY_1_F CCTGTCGCCTCTTTGGAAC
TRAPPCY9_1_R GAGGAAAGCTTCTGCACCTG
TRAPPCY9_2_F GACCTGTTGATGCCACGGC
TRAPPCY9_2_R CCTTGCTGCAATGAAATTCTG
TRAPPCY_3_F AGTGCTTTCTGGGTGGGAG
TRAPPCY9_3_R ACCGCACCCAGCCTCTC
TRAPPCY9_4_F TGGCATTTCCAAATAATCCAC
TRAPPC9_4_R GGCAACAGTGCAAGACTCTG
TRAPPCY9_5_F AACATACTGTTCCTCAGAATTGC
TRAPPCY9_5_R CCACCAATCAATCATCAAGC

TRAPPCY9_6_F

CAGTAGGGCATATTTAAGTTTTGTIC

TRAPPCI9_6_R

AAGAGACACTGCAGCATTACAC

- 151 -



TRAPPCY_7_F

GAATGTGACAGAAACATCTGAACTC

TRAPPCY9_7_R

TGAATCAATTCCGTAAGAACTGG

TRAPPCY9_8_F

TCTCCTTGATTCTCCTCGATTC

TRAPPCY9_8_R

AACCACGATGTCTGCCACTC

TRAPPCY9_9_F

CCGTATTTCCTGTACCCTICTCC

TRAPPCY9_9_R

GGGTTTACATGAACCAGCATC

TRAPPCO_10_F

AATGAAAGCCAGCCACTTTG

TRAPPCY9_10_R

TAGAGGACGGTGTCCCAGAG

TRAPPCY9_11_F

CCTGAAACCACGCTAACCAG

TRAPPCY9_11_R

AAGCCATTGGAAATCAGGTG

TRAPPCY9_12_F

AAATTGCCAGAGGAATAATTGG

TRAPPCY9_12_R

GATGTGTGCCTCAGACATTAAG

TRAPPCY9_13_F

CATTTGGAACTGAGCACACAC

TRAPPCY9_13_R | CATGCAAGGGTTCAGCAGAC
TRAPPCY9_14_F TGAAGAGGAGCCCCGTACTC
TRAPPCY9_14_R | GAATTACAGGCTCTTTGTGCC
TRAPPCY9_15_F GAAGCCCAGATTTCCTAGCC
TRAPPCY9_15_R | CCCTCGCCTGACTTCTACTG
TRAPPCY9_16_F TGGTAAGTCCCATACTGCCTC
TRAPPCY9_16_R | AGGCATCAAGGGATGGG

TRAPPCO_17_F CAACAAACCCCAAAACCAAG
TRAPPCY9_17_R | GTGCTTCAGAAACGGCTTTG
TRAPPCY9_18_F | AAGCCGCTTGCCTCCTG

TRAPPCY9_18_R

TCTGAACGTAGTGCTGTTGAGAC

TRAPPCO_19 F

GGAAAGTCATTCCTCTTTGGC

TRAPPCY9_19_R | TATCTCCACACCCTCCCAAG
TRAPPCY9_20_F | GTGCTGATTCTCCAACAGCC
TRAPPCY9_20_R | CTTAGAGGTTGGAACCCTGG
TRAPPCY9_21_F | GTTCTTCTGTCCCTGGGC

TRAPPCY9_21_R | TGCATTTGGAGAAAAGGAGC
TRAPPCY9_22_F | AATGAATCAGCGAGTGGGTG
TRAPPCY9_22_R | ACATATGCTGACCCCAAAGC
TRAPPCY9_23_F | AGGATTCCTGGTGGCTTTG
TRAPPCY9_23_R | CCAGGCAGGGTCACCTC

Amorces génomiques AP4B1

AP4Bl_Ex1-F GAAGGAGCCCTCGAGTTACC
AP4Bl1_FEx1-R AGAGACTGGGGCTAGTGAGC
AP4Bl_Ex2-F AGAAGGAGCCCTCGAGTTAC
AP4Bl_Ex2-R CAGAGAGACTGGGGCTAGTG
AP4Bl_Ex3-F CCCTCCATTGTAAGTTGGG

AP4B1l_FEx3-R

TTTTCCCCAGTATTAAGGAGC

AP4Bl_Ex4-F

GGCTGAGGTATGTCAAAATTAG

AP4B1_Ex4-R

TCTACCAAAGCCACACAATC

AP4Bl_Ex5-F

CCTGGAGCTATTACTCTGGC

AP4Bl1_Ex5-R

AAGATCCCACAAGGTAGCAG

AP4Bl_Ex6-F

CATGGAAATGGTCCTAATTTTG

AP4B1_Ex6-R

AACCACAGTTTTCTTGCTGG

AP4Bl_Ex7-F

AGATGATTTTAGATTGAGGTGC

AP4Bl1_Ex7-R

TGTTTTGAGCAACTACTATAGGC

AP4Bl_Ex8-F AGATTCCTGCCTACCTGGAG
AP4B1_Ex8-R GCAGGGTTTCAAGCATTCTC
AP4Bl_Ex9-F TAAGCGAAAAGCAAAACCAG
AP4Bl1_Ex9-R ACGTGACTCACCAAACAATG
AP4Bl_Ex10-F GTTGGCACAAGAGTAGGAGG
AP4B1_FEx10-R | TCTTCAGGAATCAAGGGTCC

- 152 -



9) Séquencage des géenes candidats

Cette technique se base sur la méthode proposée par Sanger et repose sur |'utilisation de di-
deoxyribonucléotides (ddNTP) dépourvus de groupement hydroxyle en 3’. Ces nucléotides
particuliers sont incorporés au cours de la synthése de I'ADN et bloquent Iélongation.
L'incorporation de ces ddNTPs se fait de maniére aléatoire et les brins synthétisés sont tous de tailles
différentes. Les 4 types de ddNTP (ddATP, ddTTP, ddGTP et ddCTP) sont couplés a des fluorochromes
de couleurs différentes et spécifiques de chaque base. Ainsi, chaque nucléotide composant la
séquence d’intérét est représenté de maniere spécifique de par sa taille et de par la couleur de
fluorochrome spécifique du dernier nucléotide de la séquence.

Apres la PCR, les différents fragments amplifiés a séquencer sont purifiés avec I'ExoSAP-IT®
(Amersham, USB) selon les recommandations du fournisseur. Dans un second temps, 3 a 4 uL de
produit PCR purifié sont mélangés a 2 uL de tampon 5X, 0,5uL de Reaction mix (kit ABI Prism Big
Dye® Terminator, Applied biosystem), 1uL d’amorce (forward OU reverse) a 2mM et de I'eau pure
(QSP 10pL). La réaction s’effectue dans un thermocycler selon les conditions suivantes : 3 min a 96°C
(dénaturation) ; puis 30 cycles comprenant 20 sec a 96°C (dénaturation), 20 sec au TM (température
d’hybridation des amorces au brin d'ADN) et 1 min a 60°C (élongation). Les fragments obtenus sont a
leurs tours purifiés grace a des micro-colonnes de Sephadex® (Sephadex G — 50, SIGMA), puis
déposés sur un séquenceur ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems/Lifetech). Enfin, les données sont
extraites et analysées grace au logiciel SEQUENCING ANALYSIS 5.2 (Applied Biosystems/Lifetech).

10) PCR en temps reel

La PCR en temps réel ou PCR quantitative permet de suivre I'amplification des produits de PCR
au cours du temps, c'est-a-dire a chaque cycle de PCR (ou CT). Pour chacune des expériences
pratiquées, un CT est retenu lorsque la quantité de produit atteint un seuil de référence (déterminé
au cours de la phase exponentielle de la courbe des quantités de produit de PCR). La PCR
quantitative fait appel a l'utilisation d’un fluorochrome capable d’étre incorporé au produit de PCR
au cours de I'étape d’élongation (présent dans le SyberGreen ou au niveau de la sonde Tagman) et
permettant de quantifier la quantité de fluorescence proportionnelle a la quantité de produit de PCR.
La PCR quantitative est réalisée suite a une transcription inverse afin d’obtenir les ADNc de chaque
transcrit présent dans les cellules de I’étude et permettant d’entreprendre la PCR.

Le protocole appliqué est le suivant : aprés une culture cellulaire de fibroblastes (voir culture
de fibroblastes), les cellules sont prélevées sous forme d’un culot cellulaire. Une étape d’extraction
d’ARN est pratiquée afin d’obtenir les ARN totaux (Purelink™ de Lifetech : 12183018A). Puis une
transcription inverse (RT) est réalisée grace au kit qScript™ cDNA Super mix (Quanta : 95048) selon
les recommandations du constructeur : 4uL de gScript cDNA Super Mix ; 2ug d’ARN totaux (volume
variable en fonction de concentration de départ) ; eau RNAse/DNase free (QSP : 20uL). Le cycle de RT
se fait en trois étape: 5 min a 25°C; 30 min a 42°C et 5 min a 85°C (attente sur 4°C). Dans ce
manuscrit, un mix de SYBR®Green est utilisé (PerfeCtaTM SYBER® Green FastMix™, ROX de la marque
QUANTA : 95073) selon le protocole suivant: 10uL de PerfeCta SYBR Green FastMix, ROX; 1ulL
d’amorces Forward + Reverse a 10mM ; 50ng de cDNA (volume variable) ; eau RNAse/DNAse free
(QSP 20uL). Grace a la caractéristique du FastMix, les cycles de PCR peuvent étre de courte durée:
95°C pendant 5 min (dénaturation) ; puis 40 cycles de PCR en 2 temps : 5 sec a 95°C (dénaturation) et
30 sec a 60°C (hybridation des amorces et élongation) et pour finir, un cycle de « Dissociation
Stage ». Pour chaque échantillon un ou deux ARN de références sont utilisées (B-Actine, GAPDH ou
B2M). La PCR quantitative est pratiquée sur un appareil AB-7300 (Lifetech) et les résultats sont
analysés avec le logiciel dédié a la machine Tagman 7300 (Lifetech).
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Amorces de PCR quantitative utilisées dans ce manuscrit :

AP4B1-qPCR_F | CTGAAGTAGATGGTGCCCTG
AP4B1-qPCR_R | CACCATCTCTTAAATCGAATGTC
TRAPPCO-F TGGCATTTCCAAATAATCCAC
TRAPPCS9-R ACCGCACCCAGCCTCTC
MECP2-F AGCCCGTGCAGCCATCAGCC
MECP2-R CTTCCCAGGACTTTTCTCCA
IKBKG-F GAGCTCCGAGATGCCATC
IKBKG-R CTCAGCCATCTGCTGCTG
BIRC3-F GGTTCTTCTTCATGAAAGAAATG
BIRC3-R CAGAAGATGTTTCAGATCTACCAG
GAPDH-F GAGTCAACGGATTTGGTCGT
GAPDH-R TTGATTTTGGAGGGATCTCG
b-Act-F CAATGAAGATCAAGATCATTGC
b-Act-R CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAG

11) RACE-PCR

La RACE-PCR est une méthode similaire a la transcription inverse et a été congue pour I'analyse
des extrémités des ARN (5’ et 3’). Le principe de cette technique consiste a utiliser des amorces
reconnaissant les extrémités de I’ARNm (la coiffe en Forward ou la queue poly A en Reverse) et des
amorces spécifiques de ’ARNm cible en Reverse ou en Forward. Le kit utilisé est le SMARTer™ RACE
cDNA Amplification Kit de la marque Clonetech (ref: 634923). Pour la transcription inverse de la
partie 5 de '’ARNm de TRAPPC9 réalisée chez la famille LS, 'amorce spécifique de la coiffe est
utilisée en forward et I'amorce Reverse est spécifique de I’ARNm TRAPPC9 et couvre la jonction entre
I'exon 1 et 2 (TRAPPC9-RACE-R: GAAGGACTGGGACTTCAAAATG). Le protocole suivi est celui du
fournisseur.

12) Transformation bactérienne et extraction plasmidique

1. Préparer 50uL de bactéries compétentes (One Shot TOP10 Escherichia Coli; Invitrogen
C4040-06) + 1uL d’ADN plasmidique a 100ng/uL (sous cette forme I’ADN est capable de passer les
pores de la membrane plasmique bactérienne).

2. Laisser la préparation 30 minutes dans la glace, et faire chauffer un bain-marie a 42°C

3. Plonger 30 seconde exactement la préparation bactéries + plasmides dans le bain a 42°C
(choc thermique favorisant I'ouverture des pores de la membrane bactérienne pour I'entrée d’un
plasmide)

4. Ajouter 500uL de SOC medium et laisser agiter 1h a 37°C

5. Procéder a un étalement de la solution bactérienne sur une boite de pétri recouverte de LB
(Luria Bertani ou Lysogeny Broth) agar supplémenté avec un antibiotique de sélection. Laisser une
nuit a I'étuve a 37°C.

6. Sélectionner un clone de bactéries qui sera ensuite cultivé dans 1mL de SOC avec
antibiotique de sélection pendant 1h a 37°C et sous agitation. Lorsque la pré-culture se termine,
transvaser le tout dans 50-100mL de LB liquide avec I'antibiotique de sélection. Laisser toute la nuit a
37°C sous agitation.

7. Transvaser le lendemain dans des tubes de 50mL et centrifuger pendant 30 min a 5000 rpm
afin d’obtenir un culot de bactéries. Procéder a I'extraction des plasmides grace au kit Qiagen
(QlAfilter Plasmid Purification, QIAGEN, référence:12263) afin d’obtenir un culot de plasmides
déshydratés
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8. Reprendre les plasmides dans volume (variable selon la concentration désirée) d’eau stérile.
Et doser.

13) Clonage

Le plasmide PcDNA 3.3-topo® est désigné pour produire une grande quantité de transgene.
Dans un premier temps, le fragment a cloner est amplifié par PCR puis inséré dans le vecteur
plasmidique. Dans un second temps, une transformation bactérienne est réalisée pour insérer le
vecteur dans des bactéries compétentes One Shot® TOP10 (30 sec a 42°C). Les bactéries sont ensuite
cultivées sur gélose Agar avec |'antibiotique de sélection : I'ampicilline. Les clones bactériens produits
sont ensuite prélevés directement pour la PCR et séquencage. Les modalités de protocoles du
clonage respectent les instructions du constructeur. Le kit de clonage utilisé est le pcDNA 3.3 TOPO
TA Cloning Kit (invitrogen/Lifetech : 45-1124).

14) Culture de fibroblastes in vitro

Les fibroblastes sont extraits a partir d’une biopsie axillaire de peau profonde. La biopsie est
découpée en fins morceaux qui sont déposés dans une T25. Aprés adhésion (3-4h a I'étuve), du
milieu complet (milieu+sérum+antibiotiques) est ajouté. Afin de favoriser la sortie des fibroblastes de
la biopsie, du milieu Opti-MEM® (Lifetech : 51985042) avec 5% de sérum de veau foetal (Lifetech :
10099141) et 1% d’antibiotiques Pénicilline/Streptomycine (Lifetech : 15070063) est utilisé. Le milieu
est changé tous les deux jours. Aprés quelques semaines, les fibroblastes colonisent le fond de la
T25. Lorsque suffisamment de cellules sont présentes, une action par la trypsine est réalisée
(Lifetech : 25200056) afin de « décoller » les cellules et de les passer dans une (voire deux) T75.

La culture s’entretient par des changements de milieux réguliers (tous les deux jours environ)
et passages réguliers (dés que la T75 est a confluence). Le milieu RPMI (lifetech : 61870044) complet
peut étre également utilisé au quotidien.

Le culot cellulaire s’obtient par une action de la trypsine : 2 lavages au PBS (élimination du
sérum présent sur les cellules), suivis par un traitement a la trypsine (1 a 2 mL de trypsine a laisser
agir pendant 5 min a 37°C) ; puis un volume de 5-10mL de milieu complet (avec sérum) est ajouté
pour stopper l'action de I'enzyme. Une centrifugation a 1500 rpm pendant 5 min est réalisé afin
d’obtenir un culot cellulaire. Aprés avoir éliminé le surnageant, le culot cellulaire peut étre utilisé
immédiatement ou stocké a -80°C puis a -160°C (azote liquide).

15) Western Blot

Le western blot se pratique pour la détection et la quantification de protéines présentes dans
des cellules en culture type fibroblaste. De nombreuses étapes se succedent :

Extraction de protéines : A partir d'un culot cellulaire, les protéines sont extraites grace a un
tampon d’extraction appelé EBC (pour 500mL : 12,5mL de Tris 2M, PH8 ; 17mL de NaCl 5M ; 2,5mL de
NP40 ; 25mL de NaF 1M) auquel il faut ajouter une pastille d’inhibiteurs de protéases (Roche, réf:
04693116001) pour 50mL d’EBC. La lyse cellulaire se réalise pendant 30 min dans la glace (4°C).
Apres une breve centrifugation, le surnageant est prélevé, dépourvu de débris cellulaires.

Préparation du gel de Running (2 gels a 10%): 4mL d’eau; 2,13mL d’acrylamide a 40% ;
2,13mL de LTB 4X; 167 uL d’APS a 10% et 2,13 uL de Temed. Apres avoir assemblé les plaques entre
elles puis les avoir fixées sur leur support, un gel de 4mL est coulé entre les plagques (2mm). Une
attente de 15-20min est nécessaire pour la polymérisation.

Préparation du gel de Stacking (2 gels): 4,13mL d’eau; 0,8mL d’acrylamide a 40% ; 1,6mL
d’UTB 4X, 167 uL d’APS 10% et 2,13puL de Temed. Il s’agit de faire couler le gel de stacking sur le
dessus du gel de running jusqu’a la limite des plaques, puis d’insérer immédiatement les peignes
pour la formation des puits, avant la polymérisation du gel.
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Préparation et dépdt des protéines et migration : il faut ensuite procéder au dépot de ~40ug
de protéines extraites dans un volume total de dépot de 20uL dont 10ulL de tampon de Laemmli. Les
échantillons sont dénaturés juste avant le dépdt par un chauffage a 96°C pendant 10min. Le
marqueur de poids moléculaire est également ajouté dans un puits du gel. Le tampon de migration
est utilisé pour remplir totalement la cuve de migration puis la migration se fait pendant 1h-1h30 a
150V.

Tampon de migration (10X pour 1L final) : 30,3g de tris ; 144g de glycine, 50mL de SDS a 20%
et eau (QSP 1L).

Transfert : La préparation du « sandwich » se réalise en respectant I'ordre suivant : plaque
noire, papier whatmann, gel de migration, membrane de PVDF (Biorad, référence : 162-0177), papier
Whatmann et plaque blanche. Le « sandwich » est placé dans la cuve en paralléle d’'un bloc de glace
afin que le transfert se réalise a froid. La cuve est remplie par du tampon de transfert. Laisser
transférer pendant 1h a 100V.

Tampon de transfert (10X pour 2L) : 12,1g de tris ; 57,6g de glycine et eau (QSP 2L)

Blocage de la membrane : La membrane de PVDF avec les protéines est saturée par la
solution de blocage, pendant 1h a température ambiante sous faible agitation.

Solution de blocage : PBSTO,2 (PBS + 0,2% de tween) + 5% de protéines de lait (Régilait).

Hybridation anticorps primaire : la solution de blocage est diluée au 10°™ avec du PBSTO,2
puis I"anticorps primaire capable de reconnaitre la protéine d’intérét est ajouté (dilution : 1/200°™ 3
1/2000°™). 4mL de solution d’anticorps primaire sont déposés dans un sachet plastique soudé
contenant la membrane de PVDF bloquée + protéines. L’hybridation se réalise sur la nuit a 4°C sous
faible agitation. Puis, trois lavages de PBST 0,2% pendant 10 min sont pratiqués, sous agitation
rapide.

Hybridation anticorps secondaire : la solution de blocage est diluée au 10°™ puis I'anticorps
secondaire est ajouté (dilution : 1/10 000°™ & 1/20 000°™). L’anticorps secondaire est couplé & une
HRP (Horseradish Peroxydase) et est capable de reconnaitre les anticorps primaires. L’hybridation se
fait pendant 1h a température ambiante sous faible agitation. Puis, trois lavages de PBST 0,2%
pendant 10 min sont réalisés.

Révélation : L'ECL™ (GE healthcare, RPN2132) est déposée sur la membrane posée sur une
surface plane. ECL™ contient le substrat de la HRP, du peroxyde et un produit lumigen PS-3, qui
permet la production d’un produit lumineux qui sera ensuite révélé grace a un film photographique
(Amersham Hyperfilm ECL 18*24cm ref 28906837 GE Healthcare). L'exposition se fait dans une
cassette a l'abri de la lumiére, en déposant un film radiographique sur membrane de PVDF.
Différentes expositions peuvent étre pratiquées : allant de 5 sec a 5 min ; le film radiographique est
ensuite placé dans le révélateur (ACFA, référence : CAWO CAWOMAT 2000 IR).

Anticorps primaire polyclonal anti-TRAPPC9 (Rabbit) : ProteinTech Group (ref : 16014-1-AP),
dilution 1/1500°™

Anticorps primaire polyclonal anti-IkB (Rabbit) : SantaCruz (ref : sc-371), dilution 1/1000°™

Anticorps primaire polyclonal anti-NEMO (Rabbit) :, dilution au 1/1000°™

Anticorps secondaire Donckey anti Rabbit IgG-HRP: SantaCruz : sc2313, dilution 1/20000°™

Anticorps secondaire Donckey anti Mouse 1gG-HRP: SantaCruz : sc2314, Dilution 1/10000°™

eme

16) Stimulation TNFa et dégradation de I'lkB-a

- Les cellules doivent étre ensemencées dans T25 ou boite de pétri (en fonction de la quantité
de protéines souhaitée). La stimulation peut se faire lorsque les cellules sont a 80% de
confluence.

- Vider le milieu et ajouter du milieu supplémenté en TNFa (10ng/mL) sur les cellules. Afin de
procéder a une cinétique de stimulation (Omin-10min-20min-30min-40min-60min), il faut
déposer le milieu avec TNF sur chaque boite et stopper la stimulation au temps voulu. Pour
stopper la réaction, il faut : aspirer le milieu, ajouter 5mL de PBS froid (4°C) et gratter les
cellules. Les cellules avec le D-PBS sont ensuite transférées dans un tube 15mL et mises
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immédiatement en glace pour conserver une température de 4°C, qui neutralise I’action du
TNF mais aussi des protéases.

- Lorsque toutes les stimulations ont été réalisées puis stoppées et conservées a 4°C, les tubes
sont centrifugés a 4°C a 1500 rmp pendant 5min. Le surnageant est éliminé et le culot
cellulaire est conservé a 4°C.

- Procéder a la lyse cellulaire. Ajouter I'EBC+inhibiteur de protéase (IP) (20-80uL/stimulation).
Vortexer puis laisser agir pendant 30min a 4°C (en vortexant de temps en temps). Lorsque le
culot est dissout, centrifuger a vitesse basse, les tubes pour éliminer les débris cellulaires et
prélever le surnageant.

- Doser la concentration en protéines du lysat cellulaire au Nanodrop, en utilisant 'EBC + IP
comme blanc.

- Procéder au western blot dirigé contre la protéine IkB-a (voir partie western blot).

17) Production de luciférase firefly sous contrdle d'un promoteur NF-kB suite a une
stimulation au TNFa

- Ensemencer une plaque 12 puits (~80 000 cellules/puits) avec des cellules SH-SY5Y (dérivées
d’un neuroblastome humain) dans du milieu RPMI complet (2mL/puits). Laisser au moins 6h
pour que les cellules adherent au plastique.

- Transfection : préparer un mix de plasmide comprenant 1ug de plasmide Igkluc (plasmide
contenant le géne luciférase Firefly sous controle de six sites promoteurs de NF-kB) ; 500ng
de Rénilla (plasmide contenant un géne luciférase Rénilla, luciférase de 'anémone de mer
qui produit une luminescence a partir d’un substrat différent de la luciférase Firefly) sous
contrdle d’un promoteur constitutif (promoteur T75) ; une gamme croissante d’un plasmide
IKBKG sous contréle d’un promoteur fort (0 a 500ng/puits) et une quantité variable de
pcDNA (vecteur vide) afin de transfecter une quantité similaire de matériel génique par puits
(500ng a 0). Pour chaque préparation, ajouter 1ulL/puits de Plus Reagent dans 200uL de
milieux, ainsi que le mix de plasmides. Laisser agir 15 min a TA. Puis ajouter 4ulL/puits de
lipofectamine LTX (Invitrogen, Lipofectamine plus Reagent, référence : 15338-100) et laisser
a nouveau agir pendant 30 min a TA. Enfin déposer la totalité du mix préparé, goute a goute,
dans chaque puits. Incuber a I’étuve sur la nuit pour la transfection.

- Procéder a deux lavages au D-PBS

- Stimulation au TNFa a 10ng/mL pendant 5h dans du milieu RPMI complet. Puis rincer au D-
PBS.

- Procéder a une lyse des cellules dans chaque puits par du tampon d’extraction EBC pendant
30 min a 4°C. Apres avoir centrifugé pour éliminer les débris cellulaires, les surnageant sont
prélevés.

- Utiliser le kit promega Dual Luciferase® Reporter Assay System (E1910) pour la détection des
deux types de luciférases produites (Firefly et Renilla). La lecture des deux types de luciférase
est réalisée grace a un luminometre. Puis le ratio Luciférase Firefly (plasmide
Igkluc)/Luciférase Rénilla (plasmide de référence) est calculé
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Résumé

Les déficiences intellectuelles (DI) sont définies comme une réduction significative des
capacités a comprendre des informations nouvelles ou complexes, a I'apprentissage de nouvelles
aptitudes, avec une autonomie limitée et qui débute avant I’dge de 18 ans. Elles concernent prés de
3% de la population et sont un handicap fréquent de I'enfant. Si 15% des DI sont attribuées a des
causes environnementales et 20-30% a des anomalies chromosomiques, I'étiologie génétique de ces
pathologies reste indéterminée pour environ 50% des patients.

Dans le laboratoire du docteur Laurence Colleaux, notre travail vise a mieux comprendre les
bases physiopathologiques des DI et les processus développementaux, permettant la mise en place
du systéme nerveux central au cours du développement. Ces résultats ont aussi pour objectifs de
fournir les éléments nécessaires a la prises en charge des familles par des généticiens qui leurs
apporteront explications, soutien psychologique, et conseil génétique.

Les travaux présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans un projet de recherche porté sur
I"analyse de familles multiplex et consanguines dans lesquelles ségrége une DI transmise sur le mode
autosomique récessif. Pour la réalisation de ces projets, nous avons mis en place une stratégie
innovante dans la détection de mutations a I'origine de DI-AR, en combinant une approche de
cartographie par autozygotie et une étude transcriptomique.

La famille Ja présente une DI associée a une paraplégie spastique, une petite taille, une
absence de langage, une perte de la marche vers I'age de 2,5 ans et un caractere timide et enjoué.
Une insertion de trois nucléotides entrainant I'apparition d’un codon stop prématuré dans le géne
AP4B1 a été révélée chez cette famille. Un syndrome similaire a été décrit chez deux familles
indépendantes (MR061 et MR0O71) et rapporte les anomalies géniques situées dans les génes AP4S1
et AP4E1. Ces trois génes codent tous pour des sous-unités du complexe Adaptor Protein 4 (AP4) qui
joue un réle dans le trafic vésiculaire, notamment des récepteurs AMPA et de la protéine APP
(amyloid precursor protein) dans certains neurones cérébraux. Depuis ces découvertes, neuf familles
ont été décrites avec des anomalies des sous-unités du complexe AP4 et ont permis la définition d’'un
syndrome cliniquement reconnaissable : le syndrome AP4.

Les enfants de la famille BM sont atteints d’'une DI sévére non spécifique mais avec
néanmoins une anomalie peu fréquente a I'IRM : une discordance de signaux traduisant des défauts
de la substance blanche entre les séquences T2 et FLAIR. Une mutation non-sens a été identifiée
dans TRAPPCY, géne codant pour une protéine associée a la voie NF-kB. Six autres familles ont
également été rapportées avec des défauts géniques de TRAPPC9, ce qui en fait un géne majeur de
DI non spécifique, a ce jour.

La derniére partie de ce manuscrit décrit le recrutement d’une cohorte de patients candidats
pour TRAPPCY, atteints de DI sévéres et présentant une dissociation T2/FLAIR a I'IRM. L’enfant
atteint de la famille LS non consanguine, présente un tableau clinique similaire aux patients BM. Bien
que la recherche de mutations hétérozygotes composites n’ait pas aboutie, TRAPPC9 reste le
meilleur candidat pour cette famille.

Les autres patients de la cohorte de dissociation T2/FLAIR ont permis d’établir des
corrélations génotype-phénotype entre des défauts de la substance blanche visibles par IRM
cérébrale et des duplications du locus Xq28 comprenant IKBKG (NEMO), acteur essentiel de la voie
NF-kB. L'ensemble de ces résultats suggérent I'importance de la voie NF-kB dans la mise en place
et/ou la maturation et/ou la maintenance de la myéline au niveau du systéme nerveux central.
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