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Résumé (frangais) :

L'analyse chromosomique sur puce ADN (ACPA) tend a devenir le principal examen diagnostique
dans la déficience intellectuelle (DI). Parmi les techniques d'ACPA, les puces SNP ont l'intérét de
pouvoir détecter les pertes d'hétérozygotie, et par conséquent d’identifier les isodisomies
uniparentales (iUPD) et les zones d'identité liées a la consanguinité. Nous avons étudié une cohorte
de 1 187 patients atteints de DI, dans un cadre diagnostique, sur puces SNP. Nous avons réalisé, par
cette étude, 145 diagnostics (12%) dont 2 iUPD et 6 délétions n'incluant qu'un seul géne. De plus,
nous avons détecté 639 CNV rares non décrits chez des sujets controles et incluant des séquences
codantes, ce qui nous a permis d'identifier 11 genes candidats dans la DI : CAMTAL, SP3, CNTNAP4,
NUDT12, STXBP6, DOCK8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2, ATAD3A et ATAD3B. Nous avons tenté de
valider l'implication de ces genes par séquengage, mais n'avons trouvé de seconde mutation pour
aucun d'entre eux. Toutefois, des réarrangements de CAMTAI ont été retrouvés dans 2 autres
familles avec un phénotype homogene (DI et ataxie congénitale) ce qui nous a permis d’affirmer qu'il
s'agit d'un gene de DI. Par ailleurs, I'homozygosity mapping, réalisé avec puces SNP, a identifié, par
séquencage whole exome, une mutation non-sens homozygote du géne BUD13 dans une famille de
DI syndromique. Enfin, de facon fortuite, nous avons caractérisé en ACPA une translocation familiale
entrainant une disruption d'un géne d'ataxie spino-cérébelleuse, ATXN10, ce qui a permis de mieux
comprendre la physiopathologie de cette maladie. Au total, notre étude démontre l'intérét des puces
SNP dans la DI, d'une part en diagnostic et d'autre part pour l'identification de nouveaux génes
responsables de DI.

Title: Intellectual disability: from microarray diagnosis to the identification of candidate genes

Abstract:

Chromosomal Microarray Analysis (CMA) has become the main diagnostic test in the field of
intellectual disability (ID). Among CMA techniques, SNP arrays have the advantage of identifying
losses of heterozygosity in addition to Copy Number Variants (CNVs). Therefore they can detect
uniparental isodisomies (iUPD) and regions of identity by descent. We screened a cohort of 1,187
patients with ID, in diagnostic setting, by CMA using SNP arrays. Causal abnormalities, including 2
iUPDs and 6 deletions comprising only one gene, were detected in 145 patients (12%). Moreover we
found 639 rare CNVs, absent from control individuals, which included coding sequences. Our results
allowed us to identify 11 genes possibly involved in or contributing to ID: CAMTAI1, SP3, CNTNAP4,
NUDT12, STXBP6, DOCK8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2, ATAD3A and ATAD3B. We then screened
additional patients with similar phenotypes in order to find a second mutation, but no second
mutation was identified in any of them. Besides, CAMTA1 rearrangements were also found among
two other families with homogeneous phenotypes (ID and congenital ataxia), which confirms that
this gene is involved in ID. Furthermore, thanks to homozygosity mapping made possible by SNP
arrays combined with exome sequencing, we identified a homozygous nonsense mutation in the
BUD13 gene, in a family with syndromic ID. Finally we incidentally characterized a familial
translocation resulting in the disruption of ATXN10, a gene responsible for spinocerebellar ataxia.
This translocation has helped to better understand the pathophysiology of the disease. Overall, our
study shows the importance of SNP arrays for the molecular diagnosis of ID and as a tool to identify
genes responsible for ID.

Mots clés (frangais) : déficience intellectuelle, puces SNP, séquengage de I'ADN.
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Avertissement

- L'expression "déficience intellectuelle” sera, dans ce mémoire, préférée par
défaut, a la formule "retard mental”, qui sera cependant employée, dans un sens

totalement identique, lorsque référence sera faite a un article qui utilise ce terme.

- Toutes les coordonnées génomiques sont données selon la build 37/hg19 sauf

si précisé différemment.

- Toutes les formules chromosomiques sont données selon la nomenclature
ISCN2013 (éditions Karger, Béle, Suisse).
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Liste des abréviations

AAIDD : American Association on Intellectual and Developmental Disabilities
ACPA : Analyse Chromosomique sur Puce ADN

AD : Autosomique Dominant

APA : American Psychiatric Association

AR : Autosomique Récessif

BAF : B Allele Frequency

CNLOH : perte d'hétérozygotie sans perte de copie (Copy Neutral Loss of Heterozygosity)
CNV : variation de nombre de copies (Copy Number Variation)

del : délétion

DI : Déficience Intellectuelle (substantif) ou atteint de déficience intellectuelle (adjectif)
DS : Déviation Standard

DSM : Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

dup : duplication

FISH : hybridation fluorescente in situ (Fluorescent In Situ Hybridization)

GC : Gene Call Score

kb : kilobases (1 000 paires de bases)

LCR : Low Copy Repeats

LRR : Log R Ratio

LX:Liéal'Xx

Mb : Megabases (1 000 000 de paires de bases)

MMRDR : Microhomology-Mediated Replication Dependent Recombination
NAHR : recombinaison homologue non allélique (Non Allelic Homologous Recombination)
NGS : séquencage massivement paralléle (New Generation Sequencing)

NHEJ : Non Homologous End Joining

MC : Malformation Congénitale

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

QD : Quotient de Développement

QI : Quotient Intellectuel

RM : Retard Mental

TED : Trouble Envahissant du Développement

TSA : Troubles du Spectre Autistique

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

SNV : Single Nucleotide Variant

SD : Segmental Duplication

SV : variations de structure (Structural Variation)

UPD : disomie uniparentale (UniParental Disomy)

IUPD : isodisomie uniparentale (UniParental IsoDisomy)

VOUS : variant de signification inconnue (Variant of Unknown Significance)
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1. La déficience intellectuelle

Ce travail de these a porté sur des patients atteints de déficience intellectuelle (DI) : a partir de
I'enquéte diagnostique effectuée en analyse chromosomique, nous avons eu comme objectif

I'identification de genes candidats.

Dans cette premiére partie, nous ferons le point sur les données actuelles concernant la DI :
les différentes définitions, un rappel historique, les classifications, I'épidémiologie et les
différentes étiologies. Nous nous intéresserons ensuite plus spécifiquement aux étiologies
génétiques connues : les causes chromosomiques, géniques et liées a I'empreinte. Enfin, nous
examinerons les chevauchements génétiques entre la DI et les autres troubles

neuropsychiatriques, en particulier les troubles du spectre autistique (TSA).

1.1. La déficience intellectuelle : généralités

1.1.1. Définitions de la déficience intellectuelle

Il existe plusieurs définitions de la déficience intellectuelle (DI), anciennement dénommée
retard mental (RM).

1.1.1.1. Définition de I'APA

La définition de I'American Psychiatric Association (APA), donnée dans le manuel DSM-5,
est celle qu'on utilise le plus souvent aux Etats-Unis et dans la littérature scientifique. La DI y
est définie comme une faiblesse généralisée des capacités mentales avec un impact sur le

fonctionnement adaptatif dans 3 domaines différents :

- le domaine conceptuel qui inclut le langage, la lecture, I'écriture, les mathématiques, le

raisonnement, les connaissances, la mémoire, le temps, I'espace, l'argent ;
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- le domaine social qui se réfere a I'empathie, la responsabilité sociale, le jugement
social, les compétences de communication interpersonnelle, la méfiance/naiveté
appropriée, la capacité a créer et maintenir des relations amicales, la capacité a

résoudre les problémes sociaux ;

- le domaine pratique qui se focalise sur I'autonomie : hygiene, utilisation de moyens de
transport, responsabilités professionnelles, gestion du budget, gestion de I'emploi  du

temps, organisation du travail, etc.

Il n'y a pas de notion d'age limite dans la définition du DSM-5, mais les symptdmes doivent

survenir durant la période du développement.

1.1.1.2. Définition de I'AAIDD

Pour I'American Association on Intellectual and Developmental Disabilities (AAIDD), la DI
se définit comme une déficience caractérisée par une limitation significative du
fonctionnement intellectuel et du comportement adaptatif, touchant les compétences pratiques

et sociales de la vie de tous les jours. La déficience doit débuter avant I'age de 18 ans.

Le fonctionnement intellectuel se référe aux capacités mentales générales comme
I'apprentissage, le raisonnement, la résolution de problemes, etc. Le fonctionnement

intellectuel est habituellement mesuré par le QI.

Le fonctionnement adaptatif comprend les 3 mémes domaines de compétences que ceux de la

définition du DSM-5 (cf. 1.1.1.1.) : compétences conceptuelles, sociales et pratiques.

Le diagnostic de DI doit également prendre en compte I'environnement communautaire et

culturel ainsi que la diversité linguistique.
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1.1.1.3. Définition de I'OMS

Dans la Classification Internationale des Maladies (CIM-10) de I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), la DI, encore appelée « retard mental » (RM), est définie comme un
développement arrété ou incomplet du fonctionnement mental, caractérisé essentiellement par
une altération, durant la période du développement, des facultés qui déterminent le niveau
global d'intelligence, c'est-a-dire des fonctions cognitives, du langage, de la motricité et des
capacités sociales.

Cette classification a été la plus utilisée en Europe, mais elle est relativement ancienne (1990).
La prochaine définition de la DI dans la CIM-11, prévue pour 2015, devrait se rapprocher de
celles de I'APA et de I'AAIDD.

Il est déja prévu que l'expression RM soit abandonnée au profit d'une autre terminologie
(Salvador-Carulla et al. 2011).

1.1.2. Ladéficience intellectuelle vue par la société au cours de I'histoire

La vision qu'on a de la DI a varié au cours de I'histoire ; elle a tantot été considérée comme
une maladie, tantdt comme un handicap. De nombreux termes ont été utilisés pour désigner
les individus DI, le plus souvent neutres a l'origine, puis devenus péjoratifs par leur usage :
"idiots", "faibles d'esprits", "retardés mentaux", "crétins" ; et ceux-ci ont parfois été vus de
facon positive comme réceptacles de la parole divine, ou avec indulgence comme des enfants
ou comme objets de pitié. Mais le plus souvent on les a considérés de facon négative comme

"malades mentaux", voire comme un poids et une menace envers la sociéte.

La plus ancienne référence connue a la DI a été retrouvée a Thebes sur un parchemin de
I'Egypte ancienne datant de -1552 (Scheerenberger, 1983, Harris, 2006, Beirne-Smith et al.
2006, Harbour, 2010). Durant I'Antiquité grecque et romaine, la DI était vue comme une
punition divine et en conséquence, ceux qu'elle atteignait étaient victimes de maltraitance,
voire mis a mort. Au Moyen-age, les individus ayant une DI légere et intégrés socialement

n'étaient pas différenciés du reste de la population. Ceux qui avaient une DI plus sévere
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étaient soit objets de pitié et pris en charge par leur famille ou dans des monasteres, soit

confinés dans des asiles dont le seul but était leur retrait définitif de la société dite "normale".

Avec la fin du Moyen-age, les approches religieuses et mystiques pour expliquer la DI furent

progressivement remplacées par une approche médicale plus "moderne”.

En 1690, le philosophe John Locke publia son « Essai sur I'entendement humain ». Il y
réfutait le caractere inné des idées et y décrivait I'esprit a la naissance comme un contenant
vide qui se remplit grace a I'éducation et I'expérience. De ce fait, les troubles de I'esprit
pouvaient se corriger grace a une prise en charge appropriée. Il y faisait également, pour la
premiere fois, la différence entre les "idiots" et les "fous".

Le premier programme documenté de prise en charge de patients atteints de DI fut développé
en France, en 1799, par le Dr Jean lItard, rendu célébre par sa tentative d'éducation et
d'insertion de "l'enfant sauvage"”, Victor de I'Aveyron. lItard était influencé par l'idée du

philosophe John Locke selon laquelle c'était I'éducation et I'expérience qui faisaient I'esprit.

Le Dr Edouard Séguin reprit les méthodes d'ltard, et établit le premier programme
systématique d'éducation des « idiots », a I'HOpital de la Salpétriere a Paris. Pour lui, en effet,
ils n'étaient pas atteints d'une maladie, mais avaient simplement été frappés d'un "arrét du
développement mental”, avant ou apres la naissance. Séguin émigra plus tard aux Etats-Unis
ou il établit plusieurs autres écoles pour éduquer les individus DI et fonda en 1876,
I'Association of Medical Officers of American Institutions for Idiotic and Feebleminded
Persons, aujourd'hui AAIDD.

Avec le développement de ces approches scientifiques, le besoin d'outils pour identifier et
évaluer de fagon objective la DI se fit ressentir. Alfred Binet, chercheur a la Sorbonne et son
étudiant, le Dr Théodore Simon, furent les premiers a proposer, en 1905, un test objectif afin
de mesurer l'intelligence : I'échelle Binet-Simon qui est encore utilisée aujourd'hui dans une

version révisée : I'échelle Stanford-Binet (cf. 1.1.3).

Lors de la premiere partie du XIXéme siécle, l'optimisme était prédominant quant a la
perception qu'on avait des individus DI. On pensait que les chances de réhabilitation et
d'intégration dans la société étaient élevées. Mais avec le temps, ces idéaux furent dégus. Si

les patients bénéficiant des programmes de prise en charge systématique réalisaient de nets
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progres, cela ne leur permettait pas, néanmoins, de vivre une vie "normale”, ce qui favorisa le

développement des théses eugénistes qui furent appliquées a la DI.

L'eugénisme est une discipline inventée par Sir Francis Galton et visant a I'amélioration de la
composition génétique de la population. Galton était disciple de Charles Darwin et il voulut
adapter la théorie de I'évolution a I'espece humaine. Dans "Le Génie héréditaire", il développa
I'idée que l'intelligence étant héréditaire et que la société civilisée prenant soin des plus
faibles, on empéchait ainsi la sélection naturelle de s'effectuer, ce qui entrainait une
"régression vers la médiocrité". L'eugénisme visait a inverser ce phénomeéne afin de favoriser
la sélection positive des individus les plus doués et la sélection négative des individus les

moins doués.

Les theses eugeénistes gagnerent en popularité a partir de la fin du XIXeme siécle et furent
appliquées dans de nombreux pays : isolation, stérilisations et avortements forcés des
personnes DI (mais également de celles souffrant d'autres handicaps ou appartenant a des
populations considérées comme inférieures). L'application la plus extréme de I'eugénisme eut

lieu, on s'en souvient, en Allemagne nazie, entrainant le meurtre d'individus DI.

Depuis 1945, I'eugénisme a été abandonné et est aujourd'hui interdit par la Charte Européenne
des Droits Fondamentaux. La majorité des pays ont aujourd'hui des lois qui protégent les

individus DI et leur donnent des droits.

1.1.3. Evaluation de la déficience intellectuelle

1.1.3.1. Evaluation du fonctionnement Intellectuel

Les tests évaluant le fonctionnement intellectuel sont les tests de QI. Ces tests portent sur :
- le raisonnement ;

- la résolution de problemes ;

- la pensée abstraite ;

- la faculté de jugement ;

- I'apprentissage théorique (académique) ;

- I'apprentissage par I'expérience.
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Les scores de QI sont empiriques et suivent une loi de distribution normale dans une
population donnée, dont la moyenne est un score de 100 et la déviation standard (DS) est de

15. Cette loi peut étre représentée par une courbe de Gauss (figure 1) :

Figure 1 : courbe de Gauss représentant la loi de distribution normale

0.3 04
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0.0 0.1
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Source : Wikimedia Commons (avril 2007)

Les tests de QI sont standardisés : I'objectif est de comparer des individus a d'autres individus
d'une méme population. Par conséquent, ils doivent étre utilisés en fonction de I'age et de la

culture de la population dont fait partie I'individu testé.

Dans une population donnée, 68,2% des individus ont un QI entre -1 DS et +1 DS, c'est-a-dire
entre 85 et 115. Par ailleurs, 95.4% des individus ont un QI entre -2 DS et +2DS, c'est-a-dire
entre 70 et 130.

Classiquement, les 2,2% d'individus ayant un score de QI inférieur & 70 sont considérés
comme ayant une DI, bien qu'officiellement, cette notion de seuil n'existe plus que dans la
CIM-10, tandis qu'elle a disparu du DSM-5.
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Les tests de QI comprennent 2 volets : I'un est verbal et I'autre porte sur les performances. Les

résultats de I'une et I'autre partie peuvent diverger chez un méme individu.

L'utilisation de tests de QI est critiquée et débattue, mais on ne dispose pas actuellement

d'autres tests validés mesurant les performances intellectuelles.

De nombreux tests de QI différents existent. Les plus utilisés sont :

- "Wechsler Adult Intelligence Scale” (WAIS) : a partir de 16 ans ;

- "Wechsler Intelligence Scale for Children™ (WISC) : entre 6 et 16 ans ;

- "Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence” (WPPSI) : entre 3 et 7 ans ;

- Echelle de Stanford-Binet : entre 2 et 23 ans. C'est le test le plus ancien mais il n'est

plus celui dont on se sert le plus communément.

Avant I'age de 3 a 5 ans, on parle plutdt de quotient de développement (QD) que de QI. Et on
dit "retard de développement” plutét que DI quand le QD est diminué, car le retard de
développement peut se normaliser avec I'age et il n'évolue pas systématiquement vers une DI.
Le QD peut se mesurer par I'échelle de Brunet-Lézine révisée ou on peut aussi se servir de
I'échelle de Bayley (BSID) : il est égal au rapport de I'dge mesuré par le test sur I'age réel. Ces

tests s'utilisent également chez des individus plus agés en cas de DI trés profonde.
1.1.3.2. Evaluation du fonctionnement adaptatif

On teste les facultés adaptatives en mesurant la maturité sociale et émotionnelle de fagon
standardisée. Plusieurs domaines sont étudies dont la communication, les compétences de la

vie quotidienne, la socialisation et la motricité.

Parmi les tests les plus utilisés, on trouve d'abord I'échelle de Vineland (VABS) puis I'échelle
de I'AAIDD.
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1.1.4. Classifications de la déficience intellectuelle

De méme que le faisait I'APA jusqu'au DSM-IVR, I'OMS utilise le QI afin de déterminer la
séverité de la DI. Depuis le DSM-5, I'APA a comme critere lI'importance du déficit des
facultés adaptatives. L'AAIDD, de son c6té, classe la DI en fonction de I'intensité de la prise

en charge nécessaire.

Ces 3 approches aboutissent a 3 classifications, comprenant chacune 4 catégories différentes
de DI. En pratique, ces catégories regroupent les mémes individus. En effet, pour donner un
exemple, la DI sévere de I'APA correspond a la DI nécessitant un support étendu de I'AAIDD
et au RM grave de 'OMS.

Il faut aussi noter que la réalité de la DI est un continuum. Certains individus peuvent donc se

trouver a la limite entre 2 classes de DI selon ces classifications.

1.1.4.1. Classification de I'APA (DSM-5)

- DI legere : elle inclut 85% des individus DI. Ils sont autonomes, peuvent avoir un
parcours scolaire avec soutien et nécessiter une aide pour gérer leurs finances, les transports et

leur santé ;

- DI modérée : elle concerne 10% des individus DI. lls ont des facultés communicatives
adéquates, mais peuvent avoir besoin d'une aide dans la vie quotidienne pour des activités

telles que les soins, les interactions sociales, etc. L'occupation d'un emploi aide est possible ;

- DI sévére : elle se rencontre chez 3 a 4% des individus DI. Les facultés

communicatives sont basiques, la prise en charge nécessite une aide quotidienne ;

- DI profonde : elle représente 1 a 2% des cas. lls sont totalement dépendants d'une aide

extérieure et nécessitent une prise en charge permanente.
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1.1.4.2. Classification de 'AAIDD (Schalock et al. 2010)

- DI nécessitant une aide ponctuelle (pour certains moments difficiles de la vie) ;

- DI nécessitant une aide limitée (pour certaines activites) ;

- DI nécessitant un support étendu (pour la plupart des activités de la vie quotidienne) ;

- DI nécessitant un support invasif.

1.1.4.3. Classification de 'OMS (CIM-10)

- RM léger (F70) : avec un QI entre 69 et 50 qui entraine des difficultés scolaires.
Beaucoup d'adultes sont capables de travailler et de maintenir de bonnes relations sociales, et

de s'intégrer dans la sociéte ;

- RM moyen (F71) : avec un QI entre 49 et 35 qui se manifeste par un important retard
de développement dans I'enfance. Néanmoins beaucoup de DI de cette catégorie peuvent
acquérir des aptitudes scolaires, un certain degré d'indépendance et des capacités suffisantes
pour communiquer. Les adultes ont besoin d'un soutien de niveau varié, pour travailler et

vivre dans la communauté ;

- RM grave (F72) : QI entre 34 et 20 qui nécessite un besoin prolongé de soutien

- RM profond (F73) : QI inférieur a 20. On assiste a une limitation trés marquée des
capacités de prendre soin de soi-méme, de contréler ses besoins naturels, de communiquer et

de se déplacer.

1.1.5. Prévalence de la déficience intellectuelle

La prévalence de la DI est difficile a mesurer car elle dépend beaucoup du contexte de I'étude
et de la définition utilisée. Si on s'en tient a la définition théorique de I'OMS (QI<-2DS), la DI
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devrait toucher 2,2% des naissances selon la distribution normale. Et en effet, dans la

pratique, on constate une prévalence comparable a ce chiffre théorique.

La revue de la littérature effectuée par Roeleveld en 1997 est encore aujourd’hui considérée
comme une référence (Roeleveld, 1997, Regan, 2010). Elle reprend toutes les études de
prévalence ayant été conduites entre 1960 et 1995. Des variations trés importantes ont été
relevées allant de 2/1 000 a 85/1 000, pour les tous les RM confondus, de 4/1 000 a 79/1 000
pour les RM légers et de 3/1 000 a 7/1 000 pour les RM sévéres. Ces variations étaient en
grande partie liées au fait qu'aucune des 31 études de prévalence sélectionnées
(principalement américaines et scandinaves) n'utilisait exactement la méme méthodologie. En
ne sélectionnant que les études les plus fiables, Roeleveld concluait que la prévalence était
probablement aux alentours de 3% pour I'ensemble des RM et de 3/1 000 pour les RM

séveres, avec un exces d'individus masculins d'environ 20%.

Une revue plus récente (Leonard et al. 2002) retrouve une fréquence proche de celle de
Roeleveld : entre 1 a 3% des individus a la naissance avec un exces de garcons, d'environ 30 a
50%. Cet exces de garcons résulte en partie des causes génétiques liées au chromosome X,

gue nous développerons dans la partie 1.3.

1.1.6. Co-morbidité et mortalité de la déficience intellectuelle

Le phénotype des individus atteints de DI est tres hétérogene. Outre d'importantes différences
dans la sévérité de la DI, les patients peuvent souvent présenter d'autres symptémes associés.
On distingue alors les DI syndromiques (ou associées, DI-S) des DI non syndromiques (ou
isolées, idiopathiques, pures, DI-NS). La distinction entre ces 2 types de DI est floue, car
certains signes associés peuvent étre discrets. Il n'est pas rare que certaines DI-NS soient
reclassées en DI-S une fois I'étiologie identifiée, et la caractérisation clinique affinée (Frints et
al. 2002). De plus, la DI associée a des troubles uniqguement neuropsychiatriques (TSA,
dépression) est habituellement classée dans les DI-NS.

Les malformations congénitales (MC) sont présentes dans environ 27% des cas de DI légéres
a moderées, et dans 54% des DI séveres a profondes (Petterson et al. 2007) ; or elles ont un

retentissement important sur le pronostic. Par ailleurs, le risque relatif qu'a un nouveau né
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présentant une ou plusieurs MC d'évoluer vers une DI est de 8 a 26 (Jelliffe-Pawlowski et al.
2003, Découflé et al. 2001). Les MC les plus fréquentes sont d'abord celles de la trisomie 21
qui représente 8% des patients DI + MC (cardiaques, dont canal atrio-ventriculaire, et aussi
des MC digestives, etc.). Et parmi les DI + MC non chromosomiques, les MC qu'on voit le

plus souvent sont les malformations cérébrales et génito-urinaires (Petterson et al. 2007)

Les co-morbidités de la DI les plus souvent constatées sont les TSA et I'épilepsie (tableau 1).
Selon certaines études, 28% des individus DI auraient des TSA associés (Bryson et al. 2008)
et 67% des patients TSA sont atteints de DI (Fombonne et al. 2003). L'autisme et la DI
partagent donc des mécanismes physiopathologiques communs. Les causes étiologiques et les
facteurs génétiques identifiés dans les TSA jusqu'a présent sont également impliqués dans la
DI, parfois sans TSA (cf. 1.5).

L'épilepsie est aussi fréqguemment associée a la DI, présente dans 22% des DI. Cette
association est d'autant plus importante que la DI est sévere : en effet, plus de la moitié des
patients ayant une DI profonde sont atteints d'épilepsie (Oeseburg et al. 2011). Les crises
tonico-cloniques sont le type de crises gu'on observe le plus couramment (60%) ; viennent

ensuite les crises partielles complexes (20%).

Les troubles moteurs d'origine centrale (ataxie, spasticité, dystonie, etc.) sont présents chez

environ 20% des patients DI, et sont également plus fréquents dans les cas séveres.

A c6té des TSA, on constate des troubles neuropsychiatriques plus fréquents en cas de DI que
dans la population générale (hyperactivité, déficit de l'attention, agressivité, dépression) ainsi

que des déficits sensoriels (auditifs, visuels).

Tableau 1 : prévalence de la co-morbidité dans la DI, en dehors de la trisomie 21 et d'autres

syndromes chromosomiques connus

Pathologie Prévalence (%)
épilepsie 22
Atteinte neurologique troubles moteurs 20
surdité 5
accident vasculaire cérébral | 2
autisme 28
autres TSA 7
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Atteinte neuropsychiatrique | déficit de I'attention 10
opposition/défiance 12
anxiété 17
tics 1
cérébrales 5
musculo-squelettiques 3

Malformations cardiovasculaires 2
urogénitales 1
digestives <1
spina bifida <1

D'aprés Petterson et al. 2007, Bryson et al. 2008, et Oesburg et al. 2011

L'association récurrente de la DI avec certains symptomes permet de définir des syndromes et
de grouper les patients dans des groupes phénotypiquement homogeénes. C'est ainsi que les
individus porteurs de trisomie 21 ont été identifiés comme atteints du méme syndrome
(Down, 1866) pres de 93 ans avant la découverte de I'étiologie sous-jacente (Lejeune et al.
1959)

Le taux de mortalité est normal chez les personnes présentant une DI légére, mais il est
augmenté de 20% en moyenne chez les patients présentant une DI modérée a sévere (Patja et
al. 2000, Tyrer et al. 2009). L'espéerance de vie est d'autant moindre qu'il existe des troubles
associés, en particulier épilepsie, malformations cérébrales, troubles neuropsychiatriques,
malformations cardio-vasculaires, et que le QI est bas ; I'espérance de vie peut étre jusqu'a 35
ans inférieure a celle de la population générale, dans les cas de DI les plus profondes.
Néanmoins, en raison d'une meilleure prise en charge des patients, I'espérance de vie de ceux-

ci a beaucoup augmenté depuis les années 1960 (Patja et al. 2000).

Les principales causes de surmortalité sont, d'une part, les infections respiratoires qui résultent
de troubles de la déglutition d'origine neurologique, et qu'on rencontre dans 20 a 35% des cas,
et, d'autre part les malformations congénitales associées a la DI (Patja et al. 2001, Tyrer et al.
2009).
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1.1.7. Etiologies de la déficience intellectuelle

L'identification de I'étiologie de la DI présente de nombreux bénéfices. Pour la famille, sur le
plan psychologique, cela permet de mettre fin a la quéte diagnostique et a I'incompréhension
devant les troubles du sujet atteint. Cela permet aussi d'évaluer le risque qu'ont les membres
de la famille de transmettre la pathologie et, lorsque cela est possible, de proposer un
diagnostic prénatal lors des grossesses a risque. Enfin, méme s'il est rarement possible de
corriger I'anomalie qui est & I'origine de la DI, il existe des traitements symptomatiques pour

certaines causes de DI.

Les étiologies de la DI sont extrémement nombreuses et hétérogénes. De ce fait, il devient
aujourd'hui difficile d'en faire une liste exhaustive, étant donneé la fréquence avec laguelle on

en découvre de nouvelles.

En dehors de la trisomie 21 qui représente 7 & 11% des DI (Rauch et al. 2006, Oeseburg et al.
2011), il existe un grand nombre d'étiologies de DI mais chacune prise separément est rare ou

trés rare : la seconde cause la plus fréquente, I'X fragile, ne représente en effet que 1% des DI.

On estime que, chez 60% des patients, on ne retrouve pas I'étiologie de leur DI, et ceci pour
plusieurs raisons. D'abord, beaucoup d'étiologies connues de DI sont trop rares pour qu'on les
recherche avec les techniques actuellement utilisées en routine. Ensuite, certaines étiologies
(en particulier toxiques ou infectieuses) ne peuvent pas étre démontrées a distance de leur
survenue : le diagnostic repose alors sur un faisceau d'arguments cliniques et paracliniques, et
non sur un test diagnostique. Enfin, un trés grand nombre d'étiologies de DI n'a pas encore été

identifié et ne peut donc étre recherché actuellement.

Schématiquement, parmi les causes connues de DI, on distingue 2 groupes : les étiologies
génétiques et les étiologies acquises, qu'on appelle également exogéniques ou

environnementales.
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1.1.7.1. Etiologies acquises

Les étiologies acquises représentent 1 a 20% des DI selon les sources (Curry et al. 1997, van
Karnebeek et al. 2005, Rauch et al. 2006). Deux explications sous-tendent cette importante
variabilité : la premiere est que le classement dans le groupe des étiologies acquises se base
sur des criteres qui difféerent selon les études, puisqu'il n'existe pas réellement de test
diagnostique ; la seconde est que certaines étiologies, telles que le syndrome d'alcoolisme
feetal, sont de prévalence trés variable selon I'origine géographique.

Dans le cas des étiologies acquises, la DI est le plus souvent due a une atteinte cérébrale
survenue a un stade critique du développement, prénatal ou postnatal, entrainant des

dommages irréversibles.

Quant a ce qui provoque les étiologiques acquises, on distingue 3 grands groupes : les causes

toxiques, infectieuses et traumatiques.

Parmi les causes de DI toxiques, l'alcoolisme feetal est la plus fréquente. Viennent ensuite
I'intoxication a d'autres drogues (amphétamines, cocaine, etc.), puis l'intoxication au plomb ou

au mercure.

La phénylcétonurie chez la mére est également souvent classée dans les causes toxiques de

DI, quand elle n'est pas traitée durant la grossesse.

Parmi les causes infectieuses, on compte les infections anténatales au CMV, la rubéole, la

toxoplasmose, la listéria, etc. et les encéphalites anté ou postnatales.

Les hémorragies intracérébrales, I'ischémie consécutive a un accident vasculaire cérébral ou

aprés noyade font partie des causes traumatiques de DI.

Enfin, il est a noter que quelque soit la cause, des facteurs socioculturels peuvent favoriser la

DI, de sorte qu'elle est plus fréquente dans les milieux défavorisés (Emerson, 2007).
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1.1.7.2. Etiologies génétiques

Il est classiquement reconnu qu'on identifie les étiologies génétiques dans environ 40% des
DI : elles représentent donc un groupe beaucoup plus important que les étiologies acquises
(van Karnebeek et al. 2005, Rauch et al. 2006).

Ce chiffre de 40% étant relativement ancien, il est probable qu'il soit quelque peu sous-estimé.
Depuis, de nouvelles causes de DI monogéniques sont recherchées, grace a de nouvelles
techniques utilisées en routine, en particulier l'analyse chromosomique sur puce ADN
(ACPA). L'ACPA permet de realiser 5 a 20% de diagnostics étiologiques chez les patients
dont la DI n'avait pas d'étiologie (Stankiewicz et al. 2007, Keren (a), 2010, Miller et al. 2010,
Cooper et al. 2011, Hochstenbach et al. 2011, Schaaf et al. 2011, Shoukier et al. 2013).

On peut schématiquement classer les étiologies génétiques en 2 catégories : chromosomiques

ou géniques.

Actuellement, les étiologies chromosomiques sont les plus fréquentes (environ 20%) et sont
diagnostiquées par les techniques de cytogénétique : le caryotype, I'nybridation in situ (FISH)
et 'ACPA. Elles peuvent étre classifiées soit selon le type d'anomalie concerné : de nombre
ou de structure, équilibrées ou avec gain ou perte de matériel (délétion, duplication,

triplication, etc.) ; soit selon leur mécanisme (NAHR ou autre).

Les étiologies géniques sont dues a des mutations ponctuelles de I'ADN et leur diagnostic
utilise des techniques de génétique moléculaire, en particulier le séquencage qui est la plus
utilisée. Elles peuvent étre classifiées en fonction du mode de transmission : autosomique
récessif (AR), autosomique dominant (AD), ou lié a I'X. Elles peuvent étre également classées
selon la fonction du gene responsable : gene d'une voie métabolique, genes de la synapse,

facteur de transcription, molécule d'adhésion, etc.

Remarquons que certaines anomalies géniques ou chromosomiques sont également identifiées
dans la population générale, mais qu'elles sont retrouvées avec une fréquence plus importante
chez les individus DI. 1l s'agit donc de facteurs qui favorisent la DI, mais qui ne suffisent pas

a eux seuls a la provoquer. On parle alors de facteurs de susceptibilité (Gregor et al. 2011).

31



Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

Figure 2 : étiologies de la DI

Titre du graphique
B DI non classées B anomalies chromosomiques de nombre
B CNV vus en ACPA B syndromes microdélétionnels
B mutations géniques B marqueurs chromosomiques
B maladies mendéliennes B syndromes connus
I causes exogéniques M anomalies subtélomériques

M anomalies chromosomiques équilibrées i trisomies en mosaiques

disomies uniparentales
1% _1%

1% 1%
(o)

D'aprés Rauch et al. 2006

1.2. Génétique de la déficience intellectuelle

1.2.1. Variations normales et pathologiques du génome humain

Une des bases de la variabilité phénotypique normale et pathologique dans une espece est la
variabilité de séquence du génome, parmi les individus de cette espéce. Le génome humain

est soumis a une dynamique mutationnelle dont il résulte un spectre complexe de variants de
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séquence et de structure de I’ADN, qui vont des altérations nucléotidiques simples (mutations
ponctuelles : substitutions nucléotidiques, petites insertions ou délétions) a des remaniements
de grande taille concernant des segments de génes voire de chromosomes et modifiant le
nombre de copies des séquences soumises a remaniements, en passant par des expansions de
répétitions en tandem. Les variations du génome humain sont, dans leur grande majorité, non
pathogénes. L'objectif du diagnostic génétique est de distinguer ce qui est pathologique parmi

ces variants et de le relier au phénotype des patients.

1211 SNP

Les SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) correspondent a des substitutions nucléotidiques
d'une seule base. Jusqu'a présent, on a répertorié environ 53 millions de SNP, ce qui
représente environ 90% des variations du génome humain (cf. base de données dbSNP 137).

Sur le plan terminologique, on distinguait classiquement les SNP des SNV (Single Nucleotide
Variants) ; les SNV correspondaient a n'importe quelle substitution nucléotidique, alors que
les SNP se rapportaient uniquement aux variants non pathogénes. Actuellement, par abus de
langage, et parce qu'il existe une incertitude quant a la signification clinique de beaucoup de

ces variants, les deux expressions tendent a étre employées indifféremment.

La méthode classique pour identifier les SNP est le séquencage de I'ADN. En moyenne,
chaque individu a environ 3,2 millions de SNP dans son géenome, c'est a dire de nucléotides
différents de ceux de la séquence humaine de référence hgl9 (Ball et al. 2012). Et parmi ces
SNP, 8 000 sont des mutations non synonymes affectant des séquences codantes et donc
modifiant la séquence protéique. Le taux de survenue de SNP a chaque géneration est
d'environ 12.10°° (Lynch, 2010). En conséquence, chaque nouveau-né a dans son génome, en
moyenne, 70 SNP survenus de novo. La trés grande majorité de ces SNP n'est pas pathogene.
Et la probabilité qu'un SNP ait une signification clinique est d'autant plus importante qu'il
entraine une modification protéique. Les criteres utilisés pour évaluer la potentielle

pathogénicité d'un SNP sont expliqués a la partie 3.5.3.3.
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1.2.1.2. Variations de structure

Les variations de structure (SV pour Structural Variations) peuvent étre divisées en 2
catégories : les remaniements équilibrés, sans perte ni gain de matériel chromosomique, et les
remaniements désequilibrés, avec perte ou gain de matériel chromosomique. Parmi les SV
désequilibrés, on distingue les CNV (pour Copy Number Variations) qui sont des SV de
grande taille > 1 kb (Redon et al. 2006) ; et les indel, de petite taille < 1 kb (Mullaney et al.
2010).

CN

Les CNV retrouvés dans la population générale représentent environ 12% du génome humain
(Redon et al. 2006, Kidd et al. 2008). La technique classique pour détecter les CNV est le
caryotype, mais sa resolution est limitée aux anomalies de taille supérieure a 5Mb, au mieux.

Actuellement, c'est I'ACPA qui tend a remplacer le caryotype.

Le taux d'apparition des CNV est difficile a évaluer. Avec une résolution de 30 kb, un CNV
de novo est retrouvé avec un taux de 1,2 / 100 génome a chaque génération. Méme si la
majorité des CNV n'est pas pathogene, ils représentent une cause majeure de maladie
génétique, et en particulier de DI-S et DI-NS (cf. 1.2.2.2.). Les critéres utilisés pour évaluer la
pathogénicité des CNV sont expliqués a la partie 2.1.

indel

Chaque individu posséde, en moyenne, 300 000 indel (dont 70% de délétions et 30%
d'insertions), par comparaison au genome de référence hg19 (Ball et al. 2012), ce qui en fait la
deuxiéme origine de variation du génome humain derriére les SNP. Le taux de survenue des

indel est estimé & 0,6.10 pour les délétions et 0,2.10° pour les insertions.

Les petites indel, < 50 pb, sont généralement détectées par les méthodes de séquencage.
L'identification des grandes indel est plus difficile et nécessite des techniques ciblées
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(southern Blot, MLPA, etc.). Les criteres utilisés pour évaluer la potentielle pathogénicité des

indels sont comparables a ceux utilisés pour les SNP (cf. 3.5.3.3.).

1.2.1.3. Répétitions

On distingue 3 types de répétitions : les répétitions en tandem, les LCR (Low Copy Reapeats)
et les éléments mobiles. L'étude des répétitions est généralement difficile, nécessitant la

combinaison de plusieurs techniques (PCR long range, Southern Blot, TP-PCR, etc.).

Répétitions en tandem

On en distingue 3 différentes :

- les satellites qui sont des répétitions d'éléments > 60 pb, situés dans les centromeres et

I'nétérochromatine constitutive ;
- les minisatellites qui sont des répétitions d'éléments de 10 a 60 pb ;
- les microsatellites qui sont des répétitions d'éléments de taille < 10 pb.

De nombreuses pathologies sont liées a un nombre anormal de répétitions de microsatellites ;
par exemple I'X fragile, premiére cause monogénique de DI, est d0 a un nombre de répétitions
d'un triplet CGG > 200 dans la région 5’'UTR du gene FMR1 ce qui entraine une répression de

son expression.

Les pathologies, liées aux autres types de répétitions en tandem que les microsatellites, sont
beaucoup plus rares. On peut citer la dystrophie facio-scapulo-humérale, liée a un nombre de
répétitions < 10 du satellite D4Z4 dans la région 4q35, entrainant une modification de

conformation de la chromatine et une dérégulation de I'expression des genes de cette région.
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LCR

Les LCR, également appelés duplicons ou SD (Segmental Duplications) (Stankiewicz et al.
2002), sont des blocs d'ADN, de taille > 1 kb, situés en plusieurs localisations génomiques et
présentant > 90% d'identité. Ces régions fortement homologues représentent environ 6% du
génome humain et augmentent la fréquence des mésappariements a la fois en méiose et en
mitose (cf. 1.2.2.2.1.).

Eléments mobiles

Les éléments mobiles, également appelés transposons, sont des séquences d'’ADN d'origine
virale, capables de se multiplier et de se déplacer de facon autonome. Les principaux sont les

suivants :
- les séquences LINE, de 7 kb, représentent 17% du génome ;
- les sequences Alu, de 280 pb, représentent 10% du génome.

La grande majorité de ces éléments mobiles n'a pas de signification clinique connue. Ils
peuvent toutefois étre responsables de réarrangements chromosomiques. Et on peut aussi citer
le cas du gene FKTN, responsable de dystrophie musculaire congenitale avec anomalies
cérébrales et oculaires, dont le variant delétere le plus fréquent correspond a I'insertion d'un

élément mobile dans la région 3'UTR, entrainant une répression de I'expression du géne.

1.2.2. Causes chromosomiques de déficience intellectuelle

Depuis la mise en évidence, en 1959, de la premiere anomalie chromosomique chez I'nomme,
la trisomie 21 (Lejeune et al. 1959), de nombreuses anomalies de nombre, mais aussi de
structure des chromosomes ont été detectées chez des patients présentant une DI (Grouchy et
al. 1984). Les anomalies chromosomiques représentent actuellement la cause majeure des
retards mentaux. En effet, on évalue classiqguement a 10-15% la proportion des retards

mentaux dus a une anomalie chromosomique détectable avec le caryotype en bande (Rauch et
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al. 2006). Depuis la géneralisation de I'ACPA, ce taux a augmenté, car une anomalie
pathogénique est retrouvée dans 5 a 20% des DI, pour lesquelles on ne distinguait aucune
cause aprés un bilan initial (Stankiewicz et al. 2007, Keren (a), 2010, Miller et al. 2010,
Cooper et al. 2011, Hochstenbach et al. 2011, Schaaf et al. 2011, Shoukier et al. 2013).

On peut subdiviser les causes chromosomiques de DI en anomalies de nombre et anomalies
de structure. Les anomalies de nombre représentent environ la moitié des causes
chromosomiques de DI. Les principales anomalies de structure responsables d'une DI sont
d'une part les délétions, et d'autre part les dérivés de translocation, générant le plus souvent
une délétion partielle d'un chromosome, associée a une trisomie partielle d'un autre

chromosome.

1.2.2.1. Anomalies de nombre

Les anomalies de nombre de chromosomes, également appelées aneuploidies, sont tres
fréquentes a la conception. Elles résultent le plus souvent de non disjonctions méiotiques. Il a
été estimé qu'environ 25% des blastocystes avaient un nombre de chromosomes anormal
(Eiben et al. 1990, Stephenson et al. 2002), ce qui dans la trés grande majorité des cas est a

I'origine de fausses couches spontanées précoces.

Parmi les anomalies de nombre, celles qui sont viables et responsables de DI sont les
trisomies 13, 18 et 21, qu'on appelle aussi, respectivement, syndrome de Patau, d'Edwards et
de Down (tableau 2). La trisomie 21 est de tres loin la plus fréquente des anomalies
chromosomiques (incidence spontanée de 1 / 700 naissances, incidence en France : 1 / 4 000

en raison du diagnostic prénatal) et la premiere cause de DI (7 a 11% des DI).

Les anomalies de nombre des chromosomes sexuels sont également viables, mais la DI n'étant
pas au premier plan du phénotype, elles ne sont habituellement pas considérées commes des

étiologies classiques de DI.
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Tableau 2 : résumé des principales anomalies de nombre responsables de DI.

syndrome | trisomie | fréquence | OMIM | orphanet | signes classiques

dysmorphie caractéristique,

Down 21 1/4 000 190685 870 canal atrio-ventriculaire, MC
digestives
hypertonie, MC cardiaques et
Edwards 18 1/6-8 000 - 3380 cérébrales, décés avant 1 an

dans 95% des cas.

polydactylie, MC cardiaques,
Patau 13 1/8-15 000 - 3378 holoprosencéphalie, décés avant
1 an dans 95% des cas.

D'apres Regan et al. 2010 et Orphanet.

A cOté de ces 3 syndromes, il existe d'autres trisomies responsables de DI, soit en mosaique
(par exemple trisomies 8 et 9 en mosaique), soit incomplétes (marqueur chromosomique

surnumeéraire).

1.2.2.2. Anomalies de structure

Les SV sont des causes classiques de DI. On distingue les remaniements classiques des
microremaniements, ces derniers étant de taille inférieure a 5 Mb, et donc non visibles au

caryotype.

Pour les syndromes chromosomiques, la notion de "région critique™ est trés importante : il
s'agit de la région minimale qui, lorsqu'elle est délétée ou dupliquée, entraine la présence des
principaux signes cliniques permettant de caractériser le syndrome. Par exemple, pour le
syndrome de Wolf-Hirschhorn (ou syndrome 4p-), les délétions sont le plus souvent visibles
au caryotype et font jusqu'a 25 Mb. Mais il existe une région critique de 600 kb, appelée locus
WHSC-2, non visible au caryotype, et qui lorsqu'elle est delétée, suffit a provoquer un
phénotype reconnaissable de 4p-.

Parfois la région critique ne correspond qu'a un seul gene, qu'on appelle en ce cas le "gene
critique™ du syndrome. Il est alors fréquent qu'une fois ce géne critique caractérise, des

mutations ponctuelles soient a leur tour identifiées comme étant a l'origine du syndrome.
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Ainsi certains syndromes peuvent a la fois étre causes par des délétions d'une région
chromosomique et par des mutations ponctuelles dans le géne critique de cette région, par

exemple la délétion subtélomérique 9q et les mutations d'EHMT1.

1.2.2.2.1. Mécanisme de survenue des CNV

L'ADN est soumis a une dynamique mutationnelle entrainant des modifications nombreuses
et complexes du génome humain, allant de la simple variation mononucléotidique a de
grandes variations de structure génomique. C'est dans ce dernier cas que l'on parle de

remaniements chromosomiques.

Si les mutations ponctuelles sont genéralement induites par des erreurs de réplication, les
variations de structure sont principalement expliquées par des modéles reposant sur des

mésappariements entre séquences homologues (NAHR) ou des cassures double-brin (NHEJ).

Recombinaison homologue

Un certain nombre de réarrangements génomiques sont de taille récurrente, survenant dans
des régions d'instabilité liées a l'architecture génomique. C'est le cas par exemple des
syndromes de Smith-Magenis ou DiGeorge (cf. 1.2.2.2.), mais également de quelques
maladies mendéliennes telles que le syndrome de Charcot-Marie-Tooth de type la. Ces
anomalies s'expliquent par le modele NAHR pour Non Allelic Homologous Recombination
(recombinaison homologue non allélique) qui correspond a une recombinaison et un crossing-
over entre des LCR. Le risque de NAHR est d'autant plus fréquent que la taille des LCR est
importante : en pratique, les anomalies chromosomiques récurrentes sont causées par des
LCR de taille > 10 kb.

Selon la localisation des LCR en cis (intrachromatidiens) ou en trans (interchromatidiens,
interchromosomiques entre chromosomes homologues ou interchromosomiques entre
chromosomes non homologues) et selon leur orientation (directe ou inversee), un crossing-
over au sein de ces mésappariements peut causer des délétions, des duplications, des

inversions, des insertions ou des translocations (figure 3). Cela signifie également que pour
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toute délétion récurrente causée par un NAHR, il existe une duplication réciproque avec les
mémes points de cassure, en pratique, beaucoup moins fréquente. Les LCR correspondent
donc a des "hot spots"” de microremaniements génomiques, qui ont pour un locus donné, des
points de cassure récurrents. En effectuant une cartographie des LCR, de leur taille et leur
homologie, il est méme possible de prévoir, en théorie et avec une certaine fiabilité, les

remaniements récurrents possibles et leur fréquence (Sharp et al. 2005, Dittwald et al. 2013)

D'autres séquences répetées de facon plus frequente que les LCR (LINE, SINE, satellites,
microsatellites...) peuvent également étre responsables de NAHR, mais dans ce cas, les points

de cassure ne sont pas récurrents.

Figure 3 : exemples de NAHR et conséquences
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D'apres Chen et al. 2010

Il existe un deuxiéme modele qui explique le mécanisme des réarrangements par la présence
des LCR : le BIR (Break Induced Replication).

Le BIR suppose une cassure double-brin dans un LCR. Lors de la phase S, la fourche
continue la réplication sur un LCR homologue situé sur un autre locus, provoquant ainsi un
réarrangement (Smith et al. 2007). 1l est tres difficile de distinguer le BIR d'un NAHR, car

dans les 2 cas, les points de cassure correspondent a des LCR et sont récurrents.

NHEJ

Le NHEJ (Non-Homologous End Joining) est un des principaux mécanismes de réparation de
I'ADN (Lieber et al. 2003). Il a pour fonction de réparer a la fois les cassures double-brin
physiologiques, telles que les réarrangements VDJ au niveau des génes d'immunoglobuline
(entre les genes Variables, de Diversité et de Jonction des chaines d'immunoglobuline et des
récepteurs T dans les lymphocytes), et aussi les cassures double-brin pathologiques, par
exemple celles qui sont induites par les radiations ionisantes. Ce mécanisme ne nécessite pas
la présence de LCR, ni méme de régions d'homologie. Le principe résumé du NHEJ est une
ligation des brins d'ADN qui ont été separés par la cassure double-brin. Parfois de petites

délétions ou insertions (dites indel) surviennent au niveau du point de réparation : c'est ce
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qu'on appelle la cicatrice d'information (information scar). Mais le NHEJ peut aussi entrainer
la ligation de 2 brins d'’ADN physiquement éloignés lorsque 2 cassures double-brin sont
situées en des localisations génomiques différentes, ce qui entraine des remaniements. Selon
la localisation des 2 cassures double-brin, on peut obtenir des délétions, des translocations ou
des inversions. En cas de 3 ou plus cassures double-brin, on peut obtenir des réarrangements

complexes (figure 4).

A l'inverse du NAHR, les remaniements causés par le NHEJ n'ont pas de points de cassure

récurrents.

Figure 4 : exemples de NHEJ et conséquences

intrachromatidien interchromosomique
cassures double-brins
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déletion Inversion translocation réciproque

D'apres Chen et al. 2010

MMRDR ou FoSTeS

Le MMRDR (Microhomology-Mediated Replication Dependent Recombination) ou FoSTeS
(Fork Stalling and Template Switching) est un modéle proposé pour expliquer des
réarrangements intrachromatidiens trés complexes, ou plusieurs régions en perte de copies
sont séparées par des régions en gains de copies ou en nombre de copies normal. Ce type
d'anomalie est par exemple fréquent au niveau du gene PLP1 de la maladie de Pelizaeus-
Merzbacher (Lee et al. 2007a).
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D'aprés ce modeéle, lors de la réplication de I'ADN, la fourche peut se décrocher de sa matrice
et reprendre la polymérisation sur une nouvelle matrice, en raison de régions de micro
homologies. Si la nouvelle matrice est en amont, cela provoquera un gain de copies ; si elle
est en aval, cela provoquera une perte de copie. Ce mécanisme peut survenir plusieurs fois
lors de la réplication, provoquant ainsi un réarrangement complexe fait d'une succession de

régions en gain, perte ou nombre de copies normal.

1.2.2.2.2. Principaux syndromes délétionels

La majorité des délétions et microdélétions pathologiques sont dites privées, c'est-a-dire
spécifiques de l'individu qui les porte, avec des points de cassure pouvant survenir
potentiellement n'importe ou sur le génome. Il est donc tres difficile de faire le compte des
réarrangements possibles. Toutefois, un certain nombre d'anomalies sont plus fréquentes que
d'autres et peuvent étre corrélées a un phénotype caractéristique chez les patients atteints. Ces
anomalies qualifiées de classiques peuvent donc étre évoquées cliniquement devant une
présentation syndromique spécifique (tableau 3). La trés grande majorité des microdélétions
récurrentes entraine une DI, & I'exception de la délétion 17p12, comportant le géne PMP22 et
responsable de la neuropathie par hypersensibilité a la pression (Weise et al. 2012, Keren (a)
etal. 2013).

Tableau 3 : principaux syndromes délétionnels et microdélétionnels avec DI ; en gras noir :
les geénes pour lesquels des mutations ponctuelles ont été identifiées comme responsables
d'une partie du phénotype ; en gras rouge : les génes pour lesquels des mutations

ponctuelles ont été identifiées comme responsables du phénotype complet

taille C genes principaux signes
locus syndrome (Mb) mécanisme critiques OMIM | orphanet (en plus de la DI)
1p36 - variable variable - 607872 1606 dysmorphle
typique, spasmes
osteodvstrophie brachymétacarpie,
2q37 ystrop variable variable HDAC4 600430 1001 brachymétatarsie,

Albright-like obésité

dysmorphie en

4p16 Wolf-Hirschhorn | variable variable VL\g'ﬁil 194190 280 casque grec, petite
taille, épilepsie
. . . SEMAF, cri caractéristique,
5p15 cri-du-chat variable variable CTNND?2 123450 281 visage lunaire
7911.2 | Williams-Beuren | 1,5-1,8 NAHR ELN1, 194050 904 dysmorphie
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LIMK1 typique, sténose
aortique,
hyperlaxité,
atteinte visuo-
spatiale
cardiopathie,

8p23.1 - 5 NAHR GATA4 - 251071 hernie
diaphragmatique

TRPS1 syndrome tricho-

8923924 | Langer-Giedon | variable variable EXTll 150230 502 rhino-phalangien,
exostoses
dysmorphie

9934.3 Kleefstra variable variable EHMT1 610523 96147 caractéristique,
synophrys
. . PAXS, aniridie, .
11p13 WAGR variable variable 194072 89 nephropathie,
wri1
nephroblastome

EXT2 foramens

11p11.2 | Potocki-Shaffer | variable variable ALX4, 601224 52022 bipariétaux,
exostoses

15q11.2 |  Prader-Willi 5,3-6 NAHR SNRPN | 176270 | 739 | MYpotonie,
hyperphagie
15q11.2 Angelman 5,3-6 NAHR UBE3A | 105830 72 microcéphalie,
épilepsie
. . HBA1, .
16p13.3 ATR-16 variable variable HBA2 141750 9879 a-thalassémie
. . . . PAFAH1B1 lissencéphalie,
17p13.3 Miller-Dieker variable variable YWHAE 247200 531 épilepsie
dysmorphie
17p11.2 | Smith-Magenis 3,7 NAHR RAI1 182290 819 typique, troubles
du sommeil
17912 RCAD 1,5 NAHR HNF1B | 189907 | 261265 | 912Pete kyste
rénaux

1721.3 | Koolen-Devries | 0,7 NAHR KANSL1 | 610443 | 96169 :l‘;gg;‘;”'e’ visage

atrésie des
18g23 - variable variable - 601808 1600 conduits auditifs
externes
cardiopathie cono-
22q11.2 DiGeorge 1,5-3 NAHR TBX1 188400 567 troncale,
insuffisance vélaire
22q13.3 Phelan- variable | variable | SHANK3 | 606232 | ases2 | > vavance
McDermid staturale

D'apres Keren(a) et al. 2013

44




Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

1.2.2.2.3. Principaux syndromes microduplicationnels

Comme explique précédemment, le NAHR est responsable de microremaniements
chromosomiques de tous types et pas uniquement de délétions. Par conséquent, les syndromes
microdélétionnels a points de cassure recurrents ont chacun une microduplication
correspondante (Weise et al. 2012, Keren (a) et al. 2013).

Ces microduplications ont plusieurs caractéristiques :

- leur fréquence est jusqu'a 10 fois inférieure a leur microdélétion correspondante. Cela
est lié, en partie, au fait qu'elles ne peuvent résulter que de NAHR en trans alors que les

microdélétions peuvent résulter de NAHR en cis et en trans ;

- il existe souvent une trés grande hétérogéneité phénotypique parmi les patients
porteurs de la méme anomalie, avec absence de tableau clinique réellement caractéristique, ce

qui rend leur diagnostic clinique tres difficile ;

- leur phénotype est le plus souvent moins sévere que la microdélétion correspondante.

La DI est inconstante dans certaines microduplications ;

- la plupart des microduplications, mais pas toutes, sont plus souvent transmises et plus

rarement de novo que leur microdélétion correspondante.

Tableau 4 : principaux syndromes duplicationnels récurrents par mécanisme NAHR

locus syndrome taille (Mb) OMIM | Orphanet | principaux signes cliniques (en plus
de la DI)
7q11.2 Somerville-Van der Aa 1,5-1,8 609757 96121 retard de langage
8p23.1 - 5 - 251076 | -
15q11.2 5.3-8 608636 | 238446 | -
17p11.2 Potocki-Lupski 3,7 610883 1713 DI constante
22q11.2 - 1,5-3 608863 1727 MC cardiaque, insuffisance vélaire

D'apres Keren(a) et al. 2013
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1.2.2.2.4. CNV facteurs de susceptibilité de la DI

Avec le développement de I'ACPA, on a décrit des microremaniements récurrents,
relativement fréquents, et avec des points de cassure récurrents qui se situent au niveau de
LCR et qui entrainent des phénotypes tres hétérogénes d'un patient a l'autre. Pour un méme
locus, on constate des CNV en gain et perte. Ces CNV sont le plus souvent transmis par un
parent sain, et on les retrouve aussi chez des individus controles. Leur fréquence chez les
patients atteints est toutefois significativement supérieure a celle qu'on a constatée chez les
populations contréles, raison pour laquelle on parle d'enrichissement, de facteurs de
susceptibilité, de facteurs de risque, de facteurs associés a la DI ou de microremaniements a
pénétrance incompléte (tableau 5). Il existe probablement d'autres facteurs, génétiques ou
environnementaux, nécessaires pour exprimer un phénotype pathologique spécifique chez les

patients porteurs du réarrangement.

Certains genes, tels que NRXN1, CNTNAP2, et d'autres, sont des "hot spots" de remaniements
chromosomiques présentant les mémes cractéristiques que les réarrangements €évoqués
précédemment (généralement transmis par un parent sain, présents a faible fréquence dans des
populations contréles et associés a des phénotypes variables). Ces remaniements ne sont pas
causés par un NAHR et ils présentent donc des points de cassure non récurrents (Gregor et al.
2011, Chen et al. 2013). Il est possible que ces réarrangements constituent des facteurs de
susceptibilité, contribuant a la DI en association avec d’autres causes génétiques ou

environnementales, bien que ceci n'ait pas encore été démontré.

Le nombre potentiel de CNV agissant en tant que facteurs de susceptibilité est probablement
beaucoup plus important que ce que nous connaissons aujourd’hui (Cooper et al. 2011,
Kaminsky et al. 2011). Mais en raison, soit de leur rareté (en particulier s'ils ne résultent pas
de NAHR), soit de leur risque relatif peu élevé, beaucoup n'ont pas été encore été clairement

caractérisés.

Il reste également a determiner la valeur prédictive de ces CNV sur la DI. Des facteurs
supplémentaires (génétiques ou environnementaux), non encore identifiés, sont probablement
nécessaires pour causer la DI. On n'est donc actuellement pas capable d'établir un pronostic
sur le développement intellectuel, lorsqu'un de ces CNV est retrouvé en bas age ou en

prénatal.
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Tableau 5 : principaux locus de CNV facteurs de susceptibilité a la DI

locus CNV | taille | OMIM | Orphanet | principaux signes associés (en plus de la DI)
(Mb)

1g21.1 perte 1,35 | 612474 250989 | microcéphalie, cataracte, MC cardiaque, TSA, déficit de
I'attention, schizophrénie

1g21.1 gain 1,35 | 612475 250994 | macrocéphalie, TSA, schizophrénie

15913.3 | perte 2 612001 199318 | épilepsie, TSA, déficit de |'attention

16p11.2 | perte | 0,58 | 611913 261197 | TSA, épilepsie, obésité

16p11.2 gain 0,58 | 614671 261204 | TSA, déficit de I'attention, absence de prise de poids

16p13.11 | perte 1,6 - 261236 | microcéphalie, épilepsie

16p13.11 | gain 1,6 261243 | TSA, déficit de I'attention

D'apres Keren(a) et al. 2013

1.2.3. Causes géniques de déficience intellectuelle

En raison de leur incidence plus élevée dans la DI et de leur détection par une méthode de
diagnostic ancienne (le caryotype), les causes chromosomiques ont été les premieres
étiologies génétiques identifiées de DI, dans les années 1950 et 1960. Pourtant, des les années
1940, certaines DI familiales étaient décrites avec une transmission mendélienne, en
particulier récessive liée au chromosome X (Martin et al. 1943). Ce qui conduisit, dans les
années 1970, a attribuer I'exces de DI observé chez les garcons, a des anomalies
monogéniques sur le chromosome X (Lehrke et al. 1972). Finalement, I'observation au
caryotype d'un site fragile récurrent en Xq27.3 chez des enfants atteints de DI permit
I'identification de I'expansion nucléotidique responsable de I'X fragile (Oberlé et al. 1991),

établissant ainsi que la DI pouvait étre provoquée par des anomalies monogéniques.

1.2.3.1. Evaluation du nombre de genes impliqués dans la DI

Aujourd'hui, une anomalie génique est retrouvée dans 1 cas de DI sur 10 a peu pres (Rauch et
al. 2006). Or, des recherches récentes ont identifié de tres nombreux génes responsables de DI
(Chelly et al. 2006), et dont le nombre augmente de plus en plus rapidement avec le
développement des techniques de séquencage massivement paralleles (ou NGS pour New

Generation Sequencing) (Tarpey et al. 2009, Kaufman et al. 2010, van Bokhoven et al. 2011,

47




Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

De Ligt et al. 2012, Bessa et al. 2012, Lubs et al. 2012). Un nombre croissant de ces génes ne
concerne souvent que trés peu de familles, voire une seule, si bien qu'il devient difficile d'en

faire une revue exhaustive (Vissers et al. 2010, Rauch et al. 2012).

Beaucoup de ces génes connus (environ 70) sont situés sur le chromosome X. Cela peut
s'expliquer par le mode de transmission récessif lié a I'X qui favorise les grands pédigrées
familiaux avec membres atteints sur plusieurs générations, ce qui offre de plus grandes
possibilités pour réaliser des études de liaison. La DI étant associée a une diminution des
capacités de procréation, les patients dont la DI est AD sont le plus souvent des formes
sporadiques. Quant aux formes AR, étant donné le mode de transmission, ceux qui en sont
atteints se concentrent le plus souvent sur une seule génération, en dehors des familles avec

plusieurs boucles de consanguinité.

En faisant une projection grossiere a partir des 70 genes de DI sur I'X, on peut évaluer le
nombre total de genes impliqués dans la DI a environ 1 400, nombre qui est proche de celui
des pathologies répertoriées dans OMIM avec DI-S ou DI-NS, a savoir 1 557 (Raymond et al.
2010). Le nombre de genes dont des mutations ont été impliquées au moins une fois dans la
DI était évalué a 450 dans une review datant de début 2013 (Ellison et al. 2013). Ce chiffre a

certainement grandement augmenté depuis.

1.2.3.2. Classifications des génes de DI

Les génes de DI peuvent étre classés de différentes fagons. Premierement sur une base
clinique, les genes responsables de DI-NS d’une part, et les génes responsables des différentes
DI-S d’autre part, peuvent étre distingués. Cette classification est trés utile en pratique
clinique, afin d'orienter les examens diagnostiques vers un ou plusieurs genes spécifiques.
Cependant, un nombre croissant de génes expliquent a la fois des formes de DI-NS et de DI-
S, démontrant une importante variabilité phénotypique. C'est le cas, par exemple, des génes
RPS6KA3 (syndrome de Coffin-Lowry), ATRX (a-thalassémie et retard mental lié a I'X), ARX
(lissencéphalie et syndrome de Partington), ARID1B (syndrome de Coffin-Siris) : ces genes,
tout comme d'autres, sont aussi responsables de DI-NS (Guerini et al. 2000, Field et al. 2006,

Poirier et al. 2006, Hoyer 2012). De plus, certains genes, qui etaient initialement classés
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comme étant la cause de DI-NS, ont été reclassés en causes de DI-S aprés une réévaluation
clinique des patients mutés. Il en est ainsi de la DI liée aux mutations d’OPHNL1 : une
dysgénésie vermienne ainsi qu’une atrophie cortico-sous corticale ont été retrouvées a I’'IRM,
a postériori, chez les patients mutés (des Portes et al. 2004). Il devient donc difficile de classer

les différents génes de DI en fonction seulement des caractéristiques cliniques des patients.

On peut également classer les genes de DI en fonction du mode de transmission (AD, AR et
LX) de leurs mutations. Cette classification est utile en pratique clinique dans les formes
familiales, car elle permet d'orienter les examens diagnostiques vers certains genes dont les
mutations ont un mode de transmission correspondant. Elle est également capitale pour
I'identification de nouveaux genes de DI : en effet, la plupart des méthodes nécessitent, a
priori, de poser I'hnypothése du mode de transmission des mutations responsables (analyse de
liaison, homozygosity mapping, séquencage de trio pour recherche de mutations de novo...).
Néanmoins, avec les avancées récentes des techniques moléculaires, certains genes ont été
identifiés comme impliqués chez des patients DI, avec une transmission complexe. On parle
alors, comme pour certains CNV récurrents (cf. 1.2.2.2.4.), de facteurs de susceptibilité ou
d'étiologie multifactorielle / polygénique, I'hypothése étant que la DI résulte de I'accumulation

de ces facteurs.

Enfin, il est également possible de classer les génes selon le mécanisme physiopathologique
dans lequels ils sont impliqués. Etant donné les tres nombreux genes identifiés dans la DI,
beaucoup de processus cellulaires et tissulaires différents ont été mis en évidence. Il est
toutefois possible de dégager quelques principaux mécanismes biologiques dans lesquels les
genes de DI semblent préférentiellement jouer un réle. Cette derniere classification est de plus
en plus utilisée dans les revues listant les genes de DI car elle permet d'ordonner les génes
d'une maniere fonctionnellement logique (Chelly et al. 2006, Kaufman et al. 2010, van
Bockoven et al. 2011, Bessa et al. 2012).

1.2.3.2.1. Genes impliqués dans les voies métaboliques

Bien que les DI liées a des génes des voies métaboliques, qui représentent 1 a 5% des DI,
soient dans leur tres grande majorité d'étiologie monogénique et de transmission AR, elles
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sont le plus souvent classees dans un groupe a part, dit des maladies métaboliques (van
Karnebeek et al. 2005, Rauch et al. 2006, tableau 6), en raison de leur clinique et de leur
physiopathologie particulieres, ainsi que de leur méthode diagnostique reposant
principalement sur des tests biochimiques. Dans le cas des maladies métaboliques, la DI est
causée soit par une accumulation d'un substrat toxique, soit par un déficit d'un substrat
nécessaire au développement cérébral, soit par un déficit énergétique, lors d'une étape critique

du développement cérébral.

La maladie métabolique classiqguement la plus fréquente est la phénylcétonurie, liée a des
mutations bialléliques dans le géne PAH. Mais dans les pays ou un dépistage est mis en place

a la naissance, elle est traitée et ne provoque plus de DI.

Tableau 6 : exemples de génes de maladies métaboliques ou la DI est au premier plan

géne locus Voie métabolique Principaux signes associés
ALDH5A1 6p22.2 métabolisme des acides organiques TSA, épilepsie, ataxie
L2HGDH 14g22.1 métabolisme des acides organiques épilepsie, ataxie, lissencéphalie
NAGLU 17921.31 métabolisme des polysaccharides régression, agressivité, traits épais
SGSH 17g25.3 métabolisme des polysaccharides régression, agressivité, traits épais
ADSL 22q13.1 métabolisme des purines TSA, épilepsie, ataxie
PMM1 22g13.2 glycosylation des protéines ataxie, atrophie cérébelleuse
SLC16A2 Xq13.2 transporteur des monocarboxylates épilepsie, ataxie
ATP7A Xq21.1 métabolisme du cuivre anomalies musculo-squelettiques, épilepsie
SLC6A8 Xg28 transporteur de la créatine TSA, épilepsie

D'aprés Garcia-Cazorla et al. 2009

1.2.3.2.2. Genes impliques dans la neurogenese

Durant le développement, la neurogenése et la migration neuronale surviennent selon un
schéma spatio-temporel strictement controlé. Ces mécanismes dépendent a la fois de
mécanismes intracellulaires et d'interactions intercellulaires. Les principales protéines jouant
un role dans la neurogenese contrélent la division cellulaire. Toute disruption de ce

mécanisme peut entrainer une DI et une microcéphalie (tableau 7).
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Tableau 7 : exemples de génes de DI impliqués dans la neurogenése

gene locus fonction signes associés ou syndrome
ASPM 1931.3 régulation du fuseau mitotique des neuroblastes microcéphalie
MCPH1 8p23.1 microcéphaline, réponses aux dommages de I'adn, microcéphalie

blocage de la mitose des neuroblastes

CDK5RAP2 9g33.2 régulation du fuseau mitotique des neuroblastes microcéphalie

CENPJ 13qg12.12 régulation du fuseau mitotique des neuroblastes microcéphalie

D'apres Bessa et al. 2012

1.2.3.2.3. Génes impliqués dans la migration neuronale

Durant le développement, les cellules nerveuses migrent des zones ventriculaires et sous-
ventriculaires jusqu'a leur localisation définitive. Comme la neurogenése, la migration
neuronale doit étre strictement contr6lée. Un grand nombre de protéines jouent un réle dans la
migration neuronale : des protéines du cytosquelette, des molécules de la matrice
extracellulaire, des protéines de glycosylation qui sont impliquées dans l'arrét de la migration
neuronale. Une disruption de ce mécanisme entraine généralement une DI associée a des

anomalies de gyration cérébrale (tableau 8).

Tableau 8 : exemples de génes de DI impliqués dans la migration neuronale

gene locus fonction signes associés ou syndrome

POMGNT1 1p34.1 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies

congénitales oculaires et musculaires

TUBB2B 6p25.2 B-tubuline, sous-unité des polymicrogyrie

microtubules

RELN 7922.1 reeline, protéine de la matrice lissencéphalie, hypoplasie du cervelet

extracellulaire

VLDLR 9p24.2 récepteur des vldl, dépendant de la lissencéphalie, hypoplasie du cervelet
reeline
FKTN 9¢31.2 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies

congénitales oculaires et musculaires
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POMT1 9g34.13 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies

congénitales oculaires et musculaires

TUBA1A 12g13.12 a-tubuline, sous-unité des lissencéphalie, hétérotopies sous-corticales

microtubules

POMT2 14924.3 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies

congénitales oculaires et musculaires

PAFAH1B1 17p13.3 | protéine associée aux microtubules lissencéphalie, hétérotopies sous-corticales

FKRP 19g13.32 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies

congénitales oculaires et musculaires

LARGE 22q12.3 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies

congénitales oculaires et musculaires

ARX Xp21.3 facteur de transcription, réle dans lissencéphalie, encéphalopathie épileptique,
la migration neuronale syndrome de Partington
DCX Xq23 régulation des microtubules lissencéphalie, hétérotopies sous-corticales

D'apres Verrotti et al. 2010

1.2.3.24. Genes impliqués dans la fonction synaptique

La plupart des synapses du systeme nerveux sont chimiques et répondent a un stimulus en
libérant un neurotransmetteur. De tres nombreuses vesicules contenant les neurotransmetteurs
sont présentes dans la terminaison présynaptique. Aprés stimulation, ces vésicules sont
transloquées au niveau de la zone active et arrimées a la membrane présynaptique. Cette
circulation des vésicules est dépendante des protéines Rab qui sont des GTPases, actives
quand elles lient un GTP et inactives quand elles lient un GDP. Puis, en réponse a un influx
intracellulaire de calcium, ces vésicules subissent une exocytose qui entraine la libération du

neurotransmetteur dans la fente synaptique.

Un grand nombre de genes mutes dans ces différents mécanismes sont responsables de DI
(tableau 9).
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Tableau 9 : exemples de génes de DI de fonction présynaptique

géne locus fonction signes associés ou syndrome

NRXN1 2p16.3 | neurexine, adhésion entre membranes pré et post- TSA, syndrome de tourette

synaptiques, interagit avec les neuroligines

RAB3GAP1 | 2g21.3 voie rab-gtpase, impliquée dans le trafic des syndrome warburg-micro
vésicules
PRSS12 4026 neurotrypsine -
STXBP1 9g34.1 arrimage des vésicules a la membrane pré- encéphalopathie épileptique,
1 synaptique, interagit avec la syntaxine. syndrome d'ohtahara
CDH15 16q24. adhésion entre membranes pré et post- -
3 synaptiques
ILIRAPL1 Xp21 récepteur inhibiteur de I'exocytose -
CASK Xpll1.4 kinase calmoduline dépendante impliquée dans microcéphalie et atrophie ponto-
I'exocytose (des neurotransmetteurs ou des cérébelleuse et FG syndrome

récepteurs post-synaptiques).

SYN1 Xp11.2 synapsine, se lie aux vésicules pré-synaptiques épilepsie
3
GDI1 Xq28 voie rab-GTPase, impliquée dans le trafic des -
vésicules
RAB39B Xg28 voie rab-GTPase, impliquée dans le trafic des TSA, épilepsie
vésicules

D'apres van Bockoven et al. 2011

La densité post-synaptique est la région intracellulaire (dense en microscopie électronique)
immédiatement sous-membranaire, contenant la partie intracytoplasmique des récepteurs des
neurotransmetteurs, des canaux ioniques, ainsi que le cytosquelette sous-membranaire. Cette
structure est trés importante pour la transduction post-synaptique du signal. La DI (ainsi que
les TSA) peuvent résulter de la disruption de la transduction du signal, tant pour les neurones
excitateurs (glutaminergiques) que pour les neurones inhibiteurs (GABAergiques). La

majorité des genes de DI identifies, qui sont impliqués dans ce mécanisme physiologique,
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sont liés a la liaison post-synaptique du glutamate dont il existe 2 types de récepteur : NMDA

et AMPA (tableau 10).

Tableau 10 : exemples de génes de DI impliqués dans |'organisation de la densité post-
synaptique
gene locus fonction signes associés ou syndrome
CNTNAP2 7q936.1 adhésion entre membranes pré et post- TSA, syndrome de tourette,
synaptiques, interagit avec les contactines dysplasie corticale.
SHANK?2 11g13.3 | association des récepteurs des neurotransmetteurs TSA
a d'autres protéines de membrane
GRIN2B 12p13.2 sous-unité du récepteur NMDA epilepsie
GRIN2A 16p13.2 sous-unité du récepteur NMDA epilepsie
SHANK3 22q13.3 | association des récepteurs des neurotransmetteurs | TSA, syndrome de phelan-mc
a d'autres protéines de membrane dermid
NLGN4 Xp22.3 neuroligine, adhésion entre membranes pré et TSA
post-synaptiques, interagit avec la Neurexine.
NLGN3 Xp13.1 neuroligine, adhésion entre membranes pré et TSA
post-synaptiques, interagit avec la Neurexine.
DLG3 Xp13.1 guanylate kinase, favorise le regroupement des -
récepteurs NMDA
GRIA3 Xq25 sous-unité du récepteur AMPA -

D'apres van Bockoven et al. 2011

La régulation de la densité protéique post-synaptique est trés importante pour la plasticité

synaptique. Cette régulation peut s'effectuer par 2 mécanismes : d'une part l'action des

facteurs de transcription qui augmentent I'expression de certaines proteines, et, d'autre part, la

protéolyse entrainant la dégradation de ces protéines, en particulier la protéolyse du systeme

ubiquitine-protéasome, ou protéolyse UPS. Une dysfonction des génes impliqués dans cette

régulation peut avoir pour résultat une DI (tableau 11).
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Tableau 11 : exemples de genes de DI impliqués dans la régulation des protéines

postsynaptiques

gene locus fonction signes associés ou syndrome
UBE3A 15q11.2 ubiquitine ligase de la protéolyse UPS syndrome d'Angelman

UBR1 15g15.2 ubiquitine ligase de la protéolyse UPS syndrome de Johanson-Blizzard
HUWE1 | Xpl1l.22 ubiquitine ligase de la protéolyse UPS DI de type Turner

UBE2A Xqg24 ubiquitine ligase de la protéolyse UPS TSA

cuL4B Xqg24 ubiquitine de la protéolyse UPS petite taille, hypogonadisme
FMR1 Xqg27.3 trafic des ARNm entre le noyau et le cytoplasme syndrome de I'X fragile

D'apres van Bockoven et al. 2011

L'épine dendritique peut changer de taille et de forme en quelques secondes. Cette importante

plasticité, qui résulte de la polymérisation/dépolymeérisation rapide des filaments d'actine et de

microtubules, dépend de la voie de signalisation Rho-GTPase. Une dysfonction des protéines

régulant ces mécanismes peut entrainer une DI (tableau 12).

Tableau 12 : exemples de génes de DI impliqués dans la dynamique du cytosquelette

dendritique.
géne locus fonction signes associés ou syndrome
MEGAP 3p25.3 activation de la voie Rho-GTPase dans la région critique du syndrome
3p-
LIMK1 7q11.23 kinase, inhibition de la dépolymérisation de dans la région critique de la délétion
I'actine, activée par PAK3 et voie Rho-GTPase du syndrome de Williams-Beuren
AP1S2 Xp22.2 adaptine, régulation de la polymérisation de hydrocéphalie, calcifications des
I'actine et de I'endocytose des vésicules noyaux de la base
IQSEC2 Xp11.22 activation de la voie ARF-GTPase, régulation -
I'endocytose des vésicules
FGD1 Xp11.22 activation de la voie Rho-GTPase syndrome d'Aarskog-Scott
ARHGEF9 Xgl11.1 activation de la voie Rho-GTPase encéphalopathie épileptique
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OPHN1 Xql2 activation de la voie Rho-GTPase hypoplasie cérébelleuse
PAK3 Xg22.3 kinase, liaison entre les Rho-GTPase et le -
cytosquelette, activation de LIMK1
OCRL1 Xqg25 activation de la voie Rho-GTPase syndrome de Lowe
ARHGEF6 Xq26.3 activation de la voie Rho-GTPase -
D'apres van Bockoven et al. 2011
1.2.3.2.5. Génes impliqués dans les cascades de signalisation intracellulaire

L'activation des récepteurs des neurotransmetteurs entraine des cascades de signalisation

postsynaptique,

en particulier de

la voie Ras-MAPK-ERK et PISK-AKT-mTOR.

L'inactivation des geénes impliqués dans ces voies de signalisation représente un certain

nombre d'étiologies connues de DI génique (tableau 13).

Tableau 13 :

exemples de génes de DI impliqués dans les cascades de signalisation cellulaire.

gene locus fonction signes associés ou syndrome
5051 2p22.1 inactivation des GTPase de la voie Ras- syndrome de Noonan
MAPK-ERK
RAF1 3p25.1 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndromes de Noonan, LEOPARD
BRAF 7934 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndromes de Noonan, LEOPARD,
Cardio-Facio-Cutané
TSC1 9g34.13 hamartine, inactivation de la voie PI3K-AKT- sclérose tubéreuse de Bourneville
mTOR, forme un complexe avec TSC2
PTEN 10g23.31 phosphatase de la voie PI3K-AKT-mTOR TSA, macrocéphalie, syndromes de
Cowden et de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba
SHOC2 10g25.2 | protéine de structure impliquée dans la voie | syndrome Noonan-like avec cheveux
Ras-MAPK-ERK anagenes caducs
HRAS 11p15.5 GTPase de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome de Costello
KRAS 12p12.1 GTPase de la voie Ras-MAPK-ERK syndromes de Noonan, Cardio-Facio-
Cutané

PTPN11 12¢24.3 phosphatase de la voie Ras-MAPK-ERK syndromes de Noonan, LEOPARD
SPRED1 15q14 régulation de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome de Legius
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MAP2K1 15g22.31 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome Cardio-Facio-Cutané
T75C2 16p13.3 tubérine, inactivation de la voie PI3K-AKT- sclérose tubéreuse de Bourneville
mTOR, forme un complexe avec TSC2
NF1 17g11.2 inhibition de la voie Ras-MAPK-ERK neurofibromatose, syndrome NF1-
Noonan
MAP2K2 19p13.3 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome Cardio-Facio-Cutané
DYRK1A 21g22.13 | kinase, régulation de la voie Ras-MAPK-ERK microcéphalie
RPS6KA3 Xp22.12 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome de Coffin-Lowry
D'apres van Bockoven et al. 2011
1.2.3.2.6. Geénes impliqués dans la régulation épigénétique de la transcription

Le fonctionnement cérébral repose de fagon critique sur la régulation de la transcription

génique. Un trés grand nombre de génes intervenant dans ce mécanisme sont impliqués dans

les DI. Il s'agit souvent de facteurs de transcription, de protéines intervenant dans la

méthylation de I'ADN, dans la méthylation et l'acétylation des histones, ou dans le

remodelage de la chromatine (tableau 14).

Tableau 14 : exemples de genes de DI impliqués dans I'expression génique.

gene locus fonction signes associés ou syndrome
HDAC4 2937.3 histone déacétyltransférase brachydactylie, brachymétacarpie,
obésité
NSD1 5q935.3 histone méthyltransférase syndromes de Sotos et de Weaver
MED23 6923.2 sous-unité du complexe Mediator, réle dans -
la préinitiation de la transcription
ARID1B 6925.3 liaison a I'ADN, sous-unité du complexe -
SWI/SNF, remodelage de la chromatine
CHD7 8q12.2 hélicase, régulation de la transcription syndrome CHARGE
EHMT1 9qg34.3 histone méthyltransférase syndrome de Kleefstra
MED17 11921 sous-unité du complexe Mediator, role dans microcéphalie, épilepsie, atrophie
la préinitiation de la transcription cérébrale
MLL2 12g13.12 histone méthyltransférase syndrome Kabuki
CREBBP 16p13.3 histone acétyltransférase syndrome de Rubinstein-Taybi
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RAI1 17p11.2 facteur de transcription syndrome de Smith-Magenis
SETBP1 18g12.3 réplication de I'ADN syndrome de Schinzel-Giedion
TCF4 18qg21.2 facteur de transcription (hélice-boucle- syndrome de Pitt-Hopkins
hélice)
DNMT3B | 20911.21 DNA méthyltransférase syndrome ICF
EP300 22q13.2 histone acétyltransférase syndrome de Rubinstein-Taybi
CDKL5 Xp22.13 sérine-thréonine kinase, trafic et épissage encéphalopathie épileptique
des ARN
BCOR Xpll.4 répression du facteur de transcription BCL6 microphtalmie
ZNF41 Xpl11.3 facteur de transcription (doigts de zinc) -
ZNF674 Xpl11.3 facteur de transcription (doigts de zinc) -
ZNF81 Xp11.23 facteur de transcription (doigts de zinc) -
KDM5C Xp11.22 histone déméthylase paraplégie spastique, petite taille,
microcéphalie
PHF8 Xp11.22 facteur de transcription (doigts de zinc) fente palatine
MED12 Xg13.1 sous-unité du complexe Mediator, réle dans syndromes FG et Lujan-Fryns
la préinitiation de la transcription
ATRX Xg21.1 hélicase, sous-unité du complexe SWI/SNF, a-Thalassémie, retard mental lié a I'X
remodelage de la chromatine
BRWD3 Xg21.1 modification de la chromatine -
ZNF711 Xg21.1 facteur de transcription (doigts de zinc) -
PHF6 Xg26.2 facteur de transcription (doigts de zinc) syndrome de Borjeson-Forssman-
Lehmann
MECP2 Xg28 liaison a I'ADN méthylé, répression de la syndrome de Rett

transcription

D'aprés van Bockoven et al. 2011

1.2.4. Déeficience intellectuelle liée a I'empreinte

Les genes soumis a empreinte ont une expression monoallélique, la copie active étant soit sur

I'alléle paternel, soit sur l'allele maternel.
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Environ une centaine de génes humains soumis a empreinte sont connus (Dulac et al. 2010),
et une grande partie d'entre eux sont exprimés dans le cerveau. Ces genes sont groupés dans
des régions spécifiques du génome : les régions soumises a empreinte ou différentiellement
méthylées, qui sont sous le contr6le de sequences d’ADN particuliéres appelées "centres de

I'empreinte”.

Les maladies liées a I'empreinte résultent d'une inactivation de l'allele physiologiquement
exprimé, que ce soit par délétion chromosomique, mutation ponctuelle (génique ou du centre
de I'empreinte), épimutation (déméthylation ou hyperméthylation d'un flot CpG méthylé
différentiellement) ou disomie uniparentale. Ainsi les délétions d'un méme locus et des
disomies uniparentales d'un méme chromosome peuvent entrainer 2 syndromes totalement
différents selon que c'est I'alléle paternel ou maternel qui est perdu. C'est le cas des syndromes
d'Angelman et de Prader-Willi, tous 2 dus a la délétion de la méme région, en 15911.2 : le

premier résulte de la perte de l'allele maternel et le second de I'allele paternel.

La majorité des syndromes connus liés a I'empreinte sont des pathologies de la croissance,

mais certains sont impliqués dans la DI (tableau 15).

Tableau 15 : principaux syndromes liés a I'empreinte avec DI au premier plan

syndrome locus allele principaux mécanismes signes associés
inactivé
Prader-Willi 15g11.2 | paternel délétion, disomie hypotonie, obésité

uniparentale

Angelman 15g11.2 | maternel délétion, disomie épilepsie, microcéphalie
uniparentale, mutation

d'UBE3A

D'apreés Hosoki et al. 2009, Yamazawa et al. 2010
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1.2.5. Connexion étiologique et physiopathologique entre déficience intellectuelle et TSA

Comme nous l'avons vu a la partie 1.6., la DI et les TSA sont 2 affections frequemment
associees : 28% des individus DI ont des TSA (Bryson et al. 2008), 67% des patients TSA
sont atteints de DI (Fombonne et al. 2003), et quasiment tous les patients ayant une DI sévere
répondent aux critéres des TSA (Bryson et al. 2008). Bien que les TSA et la DI correspondent

a 2 diagnostics différents, ce chevauchement phénotypique est remarquable.

Les TSA ont une incidence élevée dans de nombreuses DI-S : 25 a 47% dans I'X fragile, 5 a
10% dans la trisomie 21, et 16 a 48% des scléroses tubéreuses de Bourneville (Kaufman et al.
2010).

Durant la derniere décennie, les importants progrés technologiques, (puces ADN, NGS) ont
permis d'identifier un grand nombre d'anomalies de I'ADN, qu'il s'agisse des variations
structurales ou des variations ponctuelles qui sont impliquées dans la DI, dans les TSA et dans
d'autres pathologies neuropsychiatriques comme la schizophrénie. Ces avancées ont permis
d'identifier des facteurs étiologiques communs a ces pathologies, qu'ils aient un fort effet
pathogene avec une hérédité mendélienne, ou qu'ils soient des facteurs de susceptibilité
nécessitant d'autres facteurs génétiques ou environnementaux pour s'exprimer (Mefford et al.
2012).

Les CNV impliqués a la fois dans les TSA et la DI sont principalement la délétion de
SHANKS3, la delétion 3g29, la duplication 15q11.2 et la majorité des CNV classes comme
facteurs de susceptibilité, i.e. les délétions et duplications 1g21.1, 16pl11.2, 16p13.3, la
délétion 15q13.3, la duplication 15g11.2 (cf. 1.2.2.2.4., Malhotrat et al. 2012), etc.

Au niveau génique, ce sont principalement les genes codant les protéines de structure et du
fonctionnement synaptique qui sont mutés a la fois dans les TSA et dans la DI, de sorte qu'on
parle de « synaptopathie » (cf. 1.2.3.2.4. Zoghbi et al. 2012). FMR1, qui est impliqué dans la
régulation des protéines post-synaptiques, est la cause monogenique la plus fréquemment
retrouvée dans la DI et dans les TSA. On retrouve également des génes de protéines de
I'organisation de la synapse qui sont mutés dans la DI et comme dans les TSA : il s'agit de
certaines neuroligines et contactines, les neurexines, UBE2A, SHANK2 et SHANK3. Une autre

cause classique de TSA et de DI est la sclérose tubereuse de Bourneville, causée par des

60



Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

mutations de TSC1 et TSC2, responsables d'une disruption de cascades de signalisation

postsynaptique.

Il faut signaler que certaines mutations géniques, associées a la fois a la DI et aux TSA,
peuvent étre associées aussi a la schizophrénie. Ainsi, les avancées récentes dans I'étude des
étiologies de ces troubles neuropsychiatriques semblent démontrer I'existence de voies
pathologiques communes qui permettraient de les considérer comme appartenant au méme
spectre de pathologies (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, Lee
etal. 2013).

Une théorie intéressante, qui explique que les mémes anomalies génétiques occasionnent des
pathologies cliniqguement tres différentes, est celle de I'noméostasie neuronale (Ramocki et al.
2008). Lorsqu'une mutation ou un CNV entraine une dysfonction cellulaire, le phénotype
résultant va dépendre de la fonction du ou des groupes de neurones atteints dans le cerveau en
développement. L'anomalie génétique va activer des mécanismes de compensation
(homéostasie) dans les différents réseaux neuronaux atteints, ce qui va entrainer une réduction
de la flexibilité synaptique. Et selon le réseau neuronal touché, il en découlera des anomalies

différentes du phénotype neuropsychiatrique.
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2. Objectifs du travail

Nous avons effectué une ACPA en puces SNP dans une série de patients atteints de DI sans

étiologie.
Les objectifs ont éteé :
1) de détecter, dans un cadre diagnostic, les CNV responsables de la DI des patients ;

2) d'identifier, via l'analyse des CNV, des génes candidats potentiellement impliqués dans la
DI ;

3) d'étudier, chez des patients sélectionnés, la séquence de certains de ces genes afin de

valider leur implication dans la DI.

2.1. Stratégie diagnostique utilisée

Le caryotype était, jusqu'a peu, la seule technique d'étude globale du génome utilisée en
routine. Depuis la premiere mise en évidence d'une anomalie chromosomique chez I'homme, a
savoir la trisomie 21 (Lejeune et al. 1959), de nombreuses anomalies de nombre, mais
également de structure des chromosomes ont été détectées chez des patients présentant une DI
(Grouchy et al. 1984). En effet, on évalue actuellement a 10-15% la proportion des DI dues a
une anomalie chromosomique détectable avec le caryotype en bande (Rauch et al 2006). Pour
les 60% de patients pour lesquels aucune autre étiologie (infectieuse, néonatale, génique,
environnementale...) n'est retrouvée, la question se pose alors d'une anomalie chromosomique
infra microscopique, car la sensibilité actuelle de cette technique est de I'ordre de 5 millions
de paires de bases (5Mb).
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Afin d'essayer de mettre en évidence des anomalies chromosomiques plus fines, de taille
inférieure a 5 Mb, les techniques de cytogénetique ont été combinées a celles de biologie
moléculaire, des la fin des années 1980 : on a ainsi mis au point les techniques dites de
cytogénétique moléculaire. L'ensemble de ces techniques repose sur la capacité qu'a I'ADN de
se denaturer et de s’hybrider de facon spécifiqgue dans des conditions de température, de
salinité et de pH particuliéres. Se sont ainsi développées certaines de ces techniques, comme
la FISH, la MLPA, la QMPSF ou la MAPH qui permettent de détecter des anomalies
déséquilibrées avec une résolution bien meilleure que le caryotype. En effet, elles détectent de
petits déséquilibres de I'ordre de la base nucléotidique pour les plus résolutives, mais ont pour
inconvénient de n'explorer que certains locus spécifiques et en conséquence de n'étre pas bien
adaptées au diagnostic de la majorité des anomalies chromosomiques qui sont des anomalies

privées.

L'avancée technologique la plus significative a été le développement de I’ACPA qui permet
de facon reproductible une exploration pangénomique comme le caryotype, mais avec un
niveau de résolution beaucoup plus important. Plusieurs méthodes existent. La plus classique
est la "CGH array" mais, les puces SNP sont également utilisées pour les mémes applications.
Ce sont ces puces que nous avons utilisées afin de retrouver les CNV responsables de la DI de

nos patients.

Afin de distinguer les anomalies potentiellement pathogénes des anomalies normalement
présentes chez des individus sains, nous avons suivi une stratégie issue des différentes
recommandations (Lee (b) et al. 2007, Mannings et al. 2010, Miller et al. 2010, South et al.
2011, Kearney et al. 2011).

Plusieurs critéres peuvent étre utilisés pour juger de la pathogénicité d'un CNV :

- L'analyse des parents : si l'un des 2 parents est bien portant et porteur du CNV
retrouvé chez le cas index DI, cela est en défaveur du caractere pathogéne. Les limites de ce
critere sont les CNV touchant les genes de pathologies récessives et les facteurs de
susceptibilité. Une délétion peut étre portée par un parent sain, mais étre pathogene chez le
cas index en raison de la présence d'une mutation ponctuelle délétere sur l'allele restant. Ce

critere est également pris en défaut pour les CNV facteurs de risque a expréssivité variable et
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pour les CNV incluant des genes liés a I'empreinte : ils sont retrouvés aussi bien chez des

individus DI que chez des personnes en bonne sante.

- La taille du CNV et son contenu en genes : plus le CNV est grand et contient de
nombreux genes et plus son caractére pathogéne est probable. Mais ce critére n'est pas absolu,
car une délétion ponctuelle dans une séquence codante d'un géne responsable de DI peut étre

pathogene. A l'inverse, des CNV de plusieurs Mb peuvent étre bénins (Filges et al. 2009).

- La nature du CNV : les gains de copies sont classiqguement mieux supportés et donc en
défaveur du caractére pathogéne. 1l ne s'agit toutefois pas d'un critere absolu, certains gains de
copies étant pathogenes (cf. 1.2.2.2.3.).

- Les précédentes études rapportant le CNV et les bases de données ISCA, DECIPHER,
DGV, Genereviews : si le CNV a dé¢ja été identifié chez des patients DI et / ou s’il est absent
de populations contréles de méme origine géographique, cela est en faveur du caractere
pathogéne. A l'inverse, si le CNV a déja été retrouvé chez des individus sains, cela est en
défaveur du caractére pathogéne. Il existe toutefois des limites a ce principe : des CNV
potentiellement pathogenes peuvent étre retrouvés dans la population générale quand ils
contiennent des genes de maladies AR (une mutation sur I'alléle restant est alors nécessaire
pour développer la maladie), ou quand ils ont une expressivité variable (facteurs de
susceptibilité). En raison de leur moindre fiabilité, nous n'avons pas pris en compte les CNV

de DGV détectés uniquement sur des puces anciennes (de type BAC).

- La présence d'un ou de plusieurs genes connus étant pathogéniques dans le CNV (base
de données OMIM). Dans ce cas, il faut vérifier que le type de mutation répertoriée
correspond au type de CNV. Par exemple, un gain de copies d'un gene, dont les mutations
pathogenes sont inactivatrices, peut étre benin. De méme, une perte de copie monoallélique
d'un géne n'a classiquement pas de conséquence phénotypique, lorsque les mutations de ce

gene sont responsables d'une maladie AR.

Afin de faciliter I'interprétation des CNV, nous avons développé un outil bioinformatique
d'aide a l'analyse (figure 5). Cet outil, appelé CNVAP, permet de répertorier tous les CNV
gue nous retrouvons, d'y associer la clinique des patients, et les éléments provenant des bases
de données publiques en termes de CNV (ISCA, DGV) et de génes (OMIM, Refseq).

65



Keren Boris - Thése de doctorat - Année 2013

Figure 5 : capture d'écran de la fiche d'un individu sur CNVAP : (a) numéro d'échantillon, (b) pathologie du patient (nomenclature Orphanet), (c)
signes cliniques du patient (nomenclature LDDB), (d) différents CNV retrouvés (nomenclature ISCN), (e) nombre de génes dans le CNV (base de
données Refseq), (f) nombre de genes de pathologies connues (base de données OMIM), (g) CNV décrit dans la population générale (base de
données DGV), (h) CNV répertorié par I'ISCA (avec le type de CNV : bénin, probablement bénin, probablement pathogéne, pathogene), (i) CNV
répertorié dans CNVAP, (j) interprétation, (k) exportation de CNV vers DECIPHER.
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En cliquant sur les liens UCSC ou DGV, on peut obtenir des informations supplémentaires
sur les genes inclus (nom, fonction, pathologie associée, expression tissulaire) ou étre redirigé

vers les genome browsers UCSC, NCBI map viewer ou DGV.
A partir de cette aide, nous avons établi la stratégie diagnostique comme suit :

- lorsqu'un CNV ne contenait aucune séquence codante ou est répertorié chez des
individus contréle (DGV), nous I'avons considéeré comme bénin et nous ne sommes pas allés

plus loin dans son étude ;

- les CNV non présents dans DGV et contenant des séquences codantes ont été
considérés comme des CNV d'intérét. Dans ce cas, une étude des parents, a été réalisée

lorsqu'elle était possible afin de déterminer si le CNV est transmis ou de novo.

Nous avons ensuite interprété en fonction des données de la littérature, de la taille, et des

genes inclus. Cette stratégie diagnostique est schématisée sur la figure 6.

Lorsque le CNV était transmis par un parent sain, nous l'avons habituellement considéré
comme probablement bénin. Il est toutefois possible qu'un géne de pathologie autosomique
récessive se trouve dans une délétion transmise (Boone et al. 2013). Dans ce cas, la délétion
de ce geéne peut avoir une expression clinique chez le patient si I'alléle controlatéral est mute,

alors qu'elle n'en a pas chez le parent sain dont I'alléle n'est pas muté.
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Figure 6 : schéma simplifié de la conduite diagnostique devant la découverte d'un CNV en
ACPA. VOUS : Variant of Unknown Significance (variant de signification inconnue). Ce
schéma part de la situation la plus fréquente, le CNV est sur un autosome et les parents sont

sains. Néanmoins, certains cas particuliers n'obéissent pas a cet algorithme.

CNV

oui, pathogene oui, bénin
e | & c bénin
v Oui non
CNV
pathogéne séquence non o
odante 2. CNV bénin

oui
vous non critéres de oui e novo non VOUS probablement ]
pathogénie bénin
délétion, taille,
oui |
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Tous les CNV d'intérét ont éte contrdlés chez les patients et recherchés chez les parents quand
I’ADN de ceux-ci était disponible :

- pour les délétions > 500 kb et les duplications > 2 Mb, nous avons utilisé la FISH afin

de les rechercher chez les parents et les controler chez les patients ;

- pour les délétions < 500 kb et les duplications < 2 Mb (plus difficilement visibles en
FISH) nous avons commencé par rechercher le CNV en ACPA chez les parents. Si le CNV

n'a pas éte retrouve, nous avons Vérifié la paternité puis refait une ACPA chez le patient.

2.2. ldentification et validation des genes candidats

En étudiant notre série passée en ACPA, nous avons eu comme objectif d'identifier de

nouveaux géenes candidats de DI, et pour ce faire, selon le type de CNV, nous avons utilisé
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des stratégies différentes. En outre, étant donné la détection des LOH par les puces SNP que

nous avons utilisées (cf. 3.2.4.2.3.), nous avons également exploité ce type de données.

2.2.1. Délétions de novo

Un certain nombre de genes de DI monogeénique ont été identifiés en sequencant dans des
cohortes de patients a phénotype identique, le ou les genes retrouvés chez un patient

présentant une délétion de novo.

C'est le cas, par exemple du gene CHD7, responsable du syndrome CHARGE : deux délétions
de novo chevauchantes incluant CHD7 ont été retrouvées, en CGH array, chez 2 patients. Et
en effet, un séquencage du gene dans des séries de patients atteints a retrouvé des mutations
déléteres et permis de valider la responsabilité de ce géne dans le syndrome (Vissers et al.
2004).

C'est aussi de cette facon que le gene MBD5 a été identifié comme responsable de DI, par la
détection de délétions de novo en ACPA chez des sujets atteints (Wagenstaller et al. 2007,
Talkowski et al. 2011). Notre équipe a également identifié des mutations dans le géne
PCDH19, chez des patientes atteintes d’une encéphalopathie épileptique proche du syndrome
de Dravet, conduisant & une DI de sévérité variable limitée aux filles, aprés avoir retrouvé une

délétion de novo chez un patient qui s’est avéré étre mosaique (Depienne et al. 2009).

Durant notre travail, nous avons détecté plusieurs petites délétions de novo ne contenant qu'un
géne (cf. 4.4.1.).

Nous avons utilisé les critéres suivants afin de sélectionner les génes d'intérét :

- le géne est exprime dans le cerveau ;

- le géne a une fonction parmi celles impliquées dans la DI (cf.1.2.3.) ;

- le géne est d'une taille limitée (permettant ainsi son analyse de facon relativement

aisée et peu couteuse) ;
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- le phénotype permet d'obtenir facilement une cohorte de réplication via le Centre de

référence des déficiences intellectuelles de causes rares, ou via des collaborations extérieures.

Lorsque ces critéres étaient réunis, nous avons sequencé (en méthode Sanger ou NGS) le gene
d'intérét dans une série de patients possédant le méme phénotype que le cas index porteur de

la délétion de novo.

2.2.2. Délétions transmises par un parent

Dans cette hypothese, nous avons sélectionné plusieurs délétions (cf. 4.4.2.), ne contenant
gu'un géne nous paraissant intéressant. Les criteres que nous avons utilisés pour juger de
I'intérét du gene délété étaient les mémes que ceux utilisés précédemment pour les délétions

de novo.

Lorsque la plupart de ces criteres étaient rassemblés nous avons séquencé (en méthode
Sanger) le géne d'intérét sur l'allele non délété afin de détecter une mutation délétére, qui

entrainerait I'expression d'une pathologie AR.

2.2.3. Délétion homozygote

Les délétions homozygotes emportant des séquences codantes sont rares, en dehors des
polymorphismes communs. Elles peuvent, quand elles sont présentes, étre responsables d'une
maladie autosomique récessive (Boone et al. 2013). Ainsi, nous avons suspecté qu'une
délétion homozygote des genes ATAD3B et ATAD3C était pathogene, et réalisé un
séquencage d'une série de patients phénotypiquement selectionnés, a la recherche de

mutations homozygotes ou hétérozygotes composites.

70



Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

2.2.4. Homozygosity mapping

Comme nous I'expliquerons plus loin (cf. 3.2.4.2.3.), I'un des intéréts des puces SNP est la
détection des pertes d’hétérozygotic a nombre de copies normal (Copy Neutral Loss of
Heterozygosity ou CNLOH). Pour les cas familiaux de DI autosomique récessive avec
consanguinité, il nous a ainsi été possible d'utiliser ces CNLOH afin de réaliser de
"I'hnomozygosity mapping". Le principe est de sélectionner, dans une famille consanguine, les
CNLOH portés par les individus atteints mais absents chez ceux qui ne le sont pas, en
émettant I'hypothése que la mutation homozygote, responsable de la pathologie, est dans une
de ces régions (Lander et al. 1987, Hildebrandt et al. 2009, Kaufman et al. 2010). La taille
globale des CNLOH d'intérét est souvent d'autant plus petite qu'il y a d'individus a analyser
dans la famille et que la consanguinité est éloignée.

Nous avons ensuite sélectionné les familles pour lesquelles une étude génique a été réalisée

selon les critéres suivants (cf. 4.4.4.) :

- I'ensemble des CNLOH sélectionnés dans la famille comporte moins de 100 genes ;

- le phénotype permet d'obtenir facilement une cohorte de réplication via le Centre de

référence des déficiences intellectuelles de causes rares, ou via des collaborations extérieures.

Une fois les CNLOH sélectionnés, si un géne inclus est fortement suspect d'étre impliqué
dans la DI (d'aprés la littérature), nous I'avons séquencé selon la méthode Sanger. Dans le cas
contraire, nous avons fait réaliser un séquencage de toutes les séquences codantes (I'exome)
en NGS, en nous focalisant sur les mutations retrouvées dans les régions sélectionnées par

I'nomozygosity mapping.

Lorsqu'une mutation potentiellement pathogéne a été retrouvée en NGS, nous avons séquencé
ce géne en méthode Sanger chez les patients afin de valider le résultat, puis dans une série de

patients sélectionnés avec un phénotype comparable.
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2.2.5. Points de cassure de remaniements équilibrés

La caractérisation des points de cassure des remaniements équilibrés est une méthode
classique d'identification de génes pathogenes. Cette méthode a par exemple permis
d’identifier les génes NSD1 et NIPBL comme responsables, respectivement, des syndromes de
Sotos (Korotaki et al. 2002) et de Cornelia de Lange (Krantz et al. 2004), ou plus récemment,
les génes CDH15 et KIREL3 (Bhalla et al. 2008) comme génes de DI.

L'ACPA ne nous permet pas de caractériser les points de cassure des remaniements équilibres
car elle ne détecte que les CNV. Nous avons toutefois pu caractériser un remaniement
déséquilibré cryptique porté par une patiente DI, dont le pére et la soeur non atteints étaient
porteurs du remaniement sous sa forme équilibrée avec un point de cassure coupant le gene
ATXN10 (cf. 4.5).
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3. Matériels et méthodes

Dans cette partie, nous décrirons la série de patients DI que nous avons étudiée, ainsi que les

techniques que nous avons utilisées, a savoir I’ACPA et le séquencage de ’ADN.

3.1. Série de patients

Nous avons etudié I’ADN de 1 187 patients, atteints de DI sans diagnostic étiologique, par
puces ADN. Les patients ont tous été vus en consultation de génétique, dans le Centre
national de référence des DI de causes rares (coordonné par le Dr Delphine Héron a I'hopital
de la Pitié-Salpétriere). Lors de cette consultation, comme il est de coutume, les patients ont
fait I'objet d'un interrogatoire détaillé sur leur histoire personnelle et familiale, ainsi que d'un
examen clinique complet. Puis, en fonction de la clinique, a été réalisé un bilan étiologique
paraclinique qui pouvait comprendre un caryotype, une recherche d'X fragile, une IRM
cérébrale, un bilan malformatif et électrophysiologique, et un bilan métabolique (Verloes et
al. 2012). Si ce premier bilan était négatif, une analyse sur puce ADN a été effectuée, apres

avoir recu le consentement éclairé des patients.

Les patients de la série avaient 17 ans d'age moyen, avec des extrémes allant de 6 mois (retard
de développement) a 75 ans (tableau 16) ; 61% étaient de sexe masculin et a 39% de sexe
féminin ; 68% avaient une DI-S, et 32% une DI-NS. Et enfin, sur les 1 187 patients, 256
(21%) présentaient des TSA, et 144 (12%) étaient nés de parents apparentés.
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Tableau 16 : résumés des caractéristiques des patients DI passés en ACPA pour ce travail.

DI-NS DI-S total
sexe nombre age moyen nombre age moyen nombre age moyen
masculin 277 13 ans 453 17 ans 730 (61%) 15 ans
féminin 101 18 ans 356 20 ans 457 (39%) 19 ans
total 378 (32%) 14 ans 809 (68%) 18 ans 1187 17 ans

3.2. Les puces ADN

3.2.1. Modeles de lames utilisées

Pour notre étude, nous avons utilisé 3 différents modéles de puces (tableau 17, figure 7) :

- les Illumina HumanCNV370-duo, de décembre 2007 a février 2008 (61 patients) ;

- les Illumina HumanCNV370-quad de mars 2008 a mars 2009 (92 patients) ;

- les Hlumina HumanCytoSNP-12 d'avril 2009 & mai 2013 (1034 patients).

Tableau 17 : différents types de puces Illumina utilisées dans cette étude

HumanCNV370-duo HumanCNV370-quad HumanCytoSNP-12
marqueurs 370404 370 404 299 140
marqueurs SNP 353203 353203 297 623
échantillons/lame 2 4 12
écart médian 5 kb 5 kb 6,2 kb
nom du protocole Infinium Il Assay Infinium HD Assay Super Infinium HD Assay Ultra
ADN de départ 750ng 300ng 300ng
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Figure 7 : de gauche a droite : puces Illumina HumanCNV-370-duo, HumanCNV370-quad et
HumanCytoSNP-12

Source ! Illumina

3.2.2. Latechnologie des puces Illumina

Pour notre travail, nous avons utilisé la technique des puces a ADN développée par Illumina,
appelée "beadchips" ou "bead arrays". Les puces Illumina sont des puces SNP, c'est-a-dire
que chaque sonde analyse un SNP. Contrairement a la technique d'ACPA la plus utilisée, a
savoir la CGH array, chaque sonde donne non seulement une indication sur le nombre de
copies (CNV), mais aussi sur le génotype du SNP correspondant (génotype homozygote AA,
homozygote BB ou hétérozygote AB).

Par rapport aux autres puces oligonucléotidiques, les puces Illumina reposent sur une
conception différente (Gunderson et al. 2004) : en effet, les sondes ne sont pas synthétisées in
situ, mais indépendamment de la puce. Les oligonucléotides sont tous longs de 50 bases
nucléotidiques et fixés sur des billes (beads) de silice de 3um (Steinberg et al. 2004). Chaque
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bille contient environ 10° oligonucléotides porteurs de la méme séquence et servant ainsi de
sonde. Les sondes s'assemblent ensuite de facon aléatoire sur une lame de silicium contenant
des puits de méme diametre que les billes (Fan et al. 2006). Les billes sont présentes sur la

lame avec une redondance de 15 a 20 fois en moyenne (figure 8).

Figure 8 : exemple de puce lllumina (HumanCNV370-quad). Chaque champ est formé de
centaines de milliers de micropuits dans lesquels se sont assemblées des billes olu sont fixés

les oligonucléotides.

Oligonucléotides

Micropuits fixés sur des billes

IR AR

ARk

illummna

D'aprés Gunderson et al. 2004

L'intérét de cette méthode de production est qu'elle permet un tres haut degré de
miniaturisation. En revanche, son inconvénient est que les sondes ne sont pas dirigées sur le
support lors de la fabrication de la puce et sont, de ce fait, localisées de facon aléatoire et
variable d'une puce a l'autre. Chaque puce doit donc subir une étape de decodage (ou

d'adressage) avant utilisation (figure 9).

Pour cela, sont effectuées plusieurs étapes d'hybridation / déshybridation séquentielles de la

puce, avec des oligonucléotides spécifiqgues marqués en FAM ou cy3, en faisant varier le
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marquage d'un oligonucléotide donné d'une étape a l'autre. Ainsi, chaque sonde sera associée
a une signature correspondant a la séquence de couleurs obtenue par les différentes
hybridations.

Figure 9 : processus de décodage d'une puce Illumina. Chaque bille possede sa propre
signature suite aux étapes d'hybridation successives, permettant de |'adresser sur la puce.

Ici, la bille #2 est reconnue par la séquence vert/rouge/vert.

Sequences

Source : Gunderson et al. 2004

Ainsi, a chaque puce correspond une série de fichiers de décodage, qu'on appelle "Decode

Data", informant sur la localisation de chaque sonde et qui differe d'une puce a l'autre.
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Les puces Illumina peuvent avoir plusieurs applications : génotypage de SNP pour des études
d’association ou de liason par exemple, recherche de CNV, étude d'expression, étude de
méthylation, etc. Ces applications n'utilisent pas toutes les mémes modes opératoires ni les
mémes techniques d'analyse, mais le principe de production et de décodage des puces est

identique.

3.2.3. Principe de la technique d'’ACPA Illumina

L'analyse pangénomique sur puces lllumina (et plus généralement sur puces SNP) differe de

la technique de CGH array qui est la plus utilisée actuellement en ACPA.

La différence essentielle est qu'il ne s'agit pas d'une hybridation comparative de I'ADN testé
avec un ADN témoin : seul I'ADN testé est utilisé dans cette méthode. Le protocole s'appelle
"Infinium Assay" et repose sur la détection de I'extension d'une seule base sur la sonde (single-

base extension assay) (Steemers et al. 2006).

Les principales étapes du processus sont décrites dans la figure 10. Elles comportent une
amplification de I’ADN génomique, suivie d’une fragmentation et d’une hybridation sur la
puce. Les sondes présentes sur les puces, et hybridées avec les ADN testés, subissent alors
I’étape d’extension d’une base permettant le génotypage SNP, suivie d’une révélation par des
anticorps fluorescents. Le matériel de départ est 750 ng d'ADN pour les puces
HumanCNV370-Duo et 300 ng pour les puces HumanCNV370-quad et HumanCytoSNP-12.
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Figure 10 : technique Infinium Assay
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D'apres Steemers et al. 2006
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3.2.4. Analyse des puces lllumina

3.24.1. Lecture des lames

Une fois la révélation réalisée, les lames ont été lues par un scanner Illumina : I'lllumina

BeadArray Reader, ou I'lllumina iScan (figure 11).

Figure 11 : a gauche : le BeadArray Reader ; a droite : I'iScan.

illyrmina

Source : lllumina

Grace a 2 lasers, I'un rouge et l'autre vert, ces scanners vont détecter la fluorescence au niveau
de chaque sonde de la puce. Les sondes dont le SNP est homozygote apparaitront en rouge ou
en vert, et les sondes dont le SNP est hétérozygote apparaitront en jaune (figure 12).
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Figure 12 : image de puce en train d'étre scannée sur le logiciel lllumina BeadScan. Chaque
point correspond a une sonde, rouge, verte ou jaune, selon le génotype du SNP

correspondant.
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Apres ce scan, les données brutes, composées du fichier image de la puce (extensions .jpeg ou
1iff) et des fichiers d'intensité (extensions .idat) ont été récupérées.

3.2.4.2. Analyse des données

Les fichiers d'analyse de puces ont été créés avec le logiciel lllumina GenomeStudio a partir

des fichiers d'intensité : fichiers .idat comprenant les valeurs de fluorescence, en vert et rouge.
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3.24.2.1. Lecture des profils

L'analyse des résultats a éte faite dans le Genome Viewer du logiciel Illumina GenomeStudio.
Deux graphiques ont été utilisés pour cela; et dans les 2 cas, chaque point représente une

sonde (figure 13) :

- B allele freq (BAF) : correspond a la fréquence de Il'allele B pour chaque sonde, dont
on peut déduire le génotype SNP. Un SNP de génotype AA aura une BAF a 0 ; un AB sera a
0,5etunBBal;

- log R ratio (LRR) : correspond & l'intensité du signal par rapport a la référence interne
suivant la formule In(R test / R référence). Si le nombre de copies est normal la valeur sera a
Inl soitO;

Figure 13 : image d'un chromosome 7 normal sur le Genome Viewer. Graphe du haut : BAF a
0; 0,5 et 1 selon que le génotype SNP est AA, AB ou BB. Graphe du bas : LRR a 0 (nombre de

copies normal)

+ B Allele Frequency

s e N A 1A Rl il i« G s Sk Faooba 48 20

Le chromosome X des échantillons masculins est particulier, car, en dehors des régions
pseudoautosomiques, il n'y a qu'une copie pour chaque sonde. Par conséquent, la BAF est soit
a 0 (SNP de génotype A), soit a 1 (SNP de génotype B) (figure 14).
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Figure 14 : image d'un chromosome X normal chez un homme. A noter |'absence de SNP

avec BAF a 0,5 en dehors des régions pseudoautosomiques.

3.24.22. Visualisation des anomalies chromosomiques homogénes

En cas de délétion homogene d'un autosome, c'est-a-dire en cas de perte d'une copie, le LRR
devient négatif, en théorie In 0,5 = - 0,7. Chaque SNP n'a qu'un alléle : le génotype est donc
soit A (BAF =0), soit B (BAF =1) ; il n'y a plus de SNP avec BAF =0,5. On appelle cela une
perte d'hétérozygotie (Loss of Heterozygosity ou LOH, figure 15)

Figure 15 : délétion terminale 6q de 3,5Mb (patient PSL_12844). |l n'y a plus de SNP avec BAF

a 0,5 (LOH), et le LRR est négatif

G Samples PSL_12844 [20] (1pxis116KB] TS~

4
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En cas de duplication homogene d'un autosome, le LRR devient positif ; en théorie, on a In1,5
= 0,4. Les genotypes possibles pour les SNP sont : AAA (BAF =0) ; AAB (BAF =0,33) ;
ABB (BAF = 0,67) ou BBB (BAF = 1) (figure 16).
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Figure 16 : duplication 7q11.2 (patient PSL_11799). Le LRR est positif, et la BAF de certains
SNP est a 0,33 ou 0,67.

En cas de délétion biallélique (O copie), le LRR plonge a des valeurs trés négatives (LRR
théorique : In 0 = - o0). Quant a la BAF, elle a des valeurs aléatoires, car il n'y a ni alléle A, ni
alléle B ; par conséquent la valeur théorique est 0 / 0, donc une forme indéterminée. En cas de
délétion monoallélique sur I'X d'un homme, on a la méme image, car il ne reste également

aucune copie (figure 17).

Figure 17 : délétion sur le chromosome X d'un homme. La LRR est tres négative et les BAF se

répartissent de fagon aléatoire.

En cas de duplication biallélique ou de triplication monoallélique (4 copies), le LRR est
positif a environ 0,7 (In2), et les SNP ont, selon leur génotype, une BAF a 0 (AAAA) ; 0,25
(AAAB) ; 0,5 (AABB) ; 0,75 (ABBB) ou 1 (BBBB) (figure 18).
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Figure 18 : triplication de la région 15q proximale (patient PSL_12810). Le LRR est positif et
les BAF sonta 0;0,25;0,5; 0,75 et 1.

3.2.4.2.3. Les pertes d'hétérozygotie

Un des intéréts majeurs des puces SNP, comparées a la CGH array, est que, grace a l'analyse
des génotypes, il est possible de détecter les pertes d'hétérozygotie sans modification du
nombre de copies (Copy Neutral LOH ou CNLOH).

Ces CNLOH peuvent s'expliquer de 2 fagons :

- une consanguinité : le CNLOH correspond a une région héritée de I'ancétre commun

des parents apparentés ;

- une isodisomie uniparentale (iUPD) : le CNLOH correspond a une région dont les 2

alleles proviennent du méme chromosome parental.

Il est souvent possible de distinguer une iUPD du CNLOH a partir de plusieurs éléments :

- la consanguinité est généralement connue grace a l'interrogatoire, et les CNLOH sont

habituellement répartis sur plusieurs chromosomes ;
- les CNLOH d'une iUPD sont de grande taille et sur un seul chromosome (figure 19).

Avant d'affirmer qu'il s'agit d'une iUPD, un génotypage des parents est toutefois nécessaire.
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Figure 19 : CNLOH complet du chromosome 16, di a une upd(16) (patient PSL_7798).
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3.24.24. Les anomalies en mosaique

Les anomalies en mosaique sont responsables d'images particuliéres sur le Genomeviewer de

GenomeStudio.

En cas de perte de copies en mosaique, le LRR reste négatif, mais est plus proche du 0 que les
délétions homogeénes. Et certains SNP ont une BAF intermédiaire, comprise entre 0 et 0,5

(mosaique A/AB) et entre 0,5 et 1 (mosaique B/AB) (figure 20).

Figure 20 : délétion 7q interstitielle en mosaique. Le LRR est négatif, mais moins que dans le

cas d'une délétion interstitielle homogéne. Certains SNP ont une BAF intermédiaire.
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Il est possible de calculer le taux de mosaique en utilisant les valeurs de BAF intermédiaires

entre 0 et 0,5 pour les SNP en mosaique A / AB (qu'on appelle BAF mineures, figure 21).
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Figure 21 : calcul du taux de mosaique (M) d'une délétion en utilisant la valeur de la BAF
mineure.

BAF = nombres d'alléles B / nombre d'alléles totaux = (1-M) /(M +2 (1-M))

M = (1 - 2BAF) / (1 - BAF)

En reprenant la délétion de la figure 20, la BAF mineure est environ a 0,35 ; donc le taux de
mosaique est autour de 46%.

Population cellulaire délétée Population cellulaire non délétée

En cas de gain de copies en mosaique, le LRR reste positif, mais est plus proche du 0 que les
délétions homogenes. Et certains SNP ont une BAF intermédiaire, comprise entre 0,33 et 0,5
(mosaique AAB/AB) et entre 0,5 et 0,67 (mosaique ABB/AB) (figure 22).

Figure 22 : trisomie 12 compléte en mosaique. Le LRR est positif, mais moins que pour un

gain homogeéne. Certains SNP ont une BAF intermédiaire.
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Comme pour les délétions en mosaique, il est possible de calculer le taux de mosaique, en

utilisant les valeurs de BAF mineure (entre 0,33 et 0,5, figure 23).
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Figure 23 : calcul du taux de mosaique (M) d'une duplication, en utilisant la valeur de la BAF

mineure.

BAF = nombres d'alléles B / nombre d'alléles totaux=(M + 1 - M)/ (3M + 2 (1-M) )

M = (1 - 2BAF) / BAF

En reprenant la trisomie de la figure 22, la BAF mineure est environ a 0,4 ; donc le taux de

mosaique est environ a 50%.

Population cellulaire dupliquée Population cellulaire normale
AAB
M 1-M

Enfin, en cas de disomie uniparentale en mosaique, le LRR est toujours a 0. Et certains SNP
ont une BAF intermédiaire entre 0 et 0,5 (mosaique AA / AB) et entre 0,5 et 1 (mosaique

BB/AB) (figure 24).

Figure 24 : iUPD 11p terminale en mosaique. Le LRR est a 0. Certains SNP ont une BAF

intermédiaire.
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Comme pour les délétions et duplications en mosaique, il est possible de calculer le taux de

mosaique, en utilisant les valeurs de BAF mineure (entre 0 et 0,5, figure 25).
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Figure 25 : calcul du taux de mosaique (M) d'une iUPD en utilisant la valeur de la BAF
mineure.

BAF = nombres d'alléles B/nombre d'alléles totaux = (1 - M) / (2M + 2(1-M) )

M =1 - 2BAF

En reprenant I'ilUPD de la figure 24, la BAF mineure est environ a 0,25 ; donc le taux de
mosaique est environ a 50%.

Population cellulaire UPD Population cellulaire normale
M 1-M
3.24.25. Normalisation et référence

Comme signalé précédemment, les puces lllumina, contrairement a la CGH array, ne
comparent pas I'ADN testé a un ADN contrdle. La référence est bioinformatique et peut étre

réalisée de 2 facons différentes :

- en utilisant un fichier de référence fourni par Illumina : le fichier cluster (.egt)

correspondant a plusieurs milliers de patients analysés par lllumina ;

- en utilisant la méthode du "reclustering™ : la référence est calculée par un algorithme

(IMlumina Genetrend) en utilisant des patients de notre choix.

La méthode du reclustering est selon nous la meilleure, lorsqu'elle est utilisee avec des
échantillons dont la technique a été effectuée lors du méme "run", car elle permet d'avoir une
référence réalisée exactement dans les mémes conditions expérimentales que le patient test.
Avec cette procédure, la dispersion des points est moindre (figure 26), ce qui permet d’étre
plus sensible et de détecter des CNV non déceles avec la méthode du fichier réference (figure

28). Elle permet en outre, en reclusterisant les femmes et les hommes séparément, de pouvoir

89



Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

analyser simplement le chromosome X. En effet, avec le fichier cluster d'lllumina comme
référence, I'X des hommes apparait déléte, car le fichier a été réalisé uniquement avec des

données provenant de femmes (figure 27).

Figure 26 : graphes d'un méme SNP (rs10000037), dans GenomeStudio avec la méthode du
fichier cluster (a) et apres reclustering (b). En abscisse : la norm theta qui correspond a la
couleur normalisée (fonction du génotype) ; et en ordonnée : l'intensité normalisée
(fonction du nombre de copies). Chaque point correspond a un échantillon du méme projet.
On voit 3 groupes de points sur |'abscisse, qui correspondent aux échantillons dont le
génotype est AA (en rouge), AB (en violet), BB (en bleu). Les ellipses rouges, violettes et

bleues correspondent a la référence. On voit qu'avec la méthode du reclustering, les ellipses

sont mieux centrées sur le groupe de points
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Figure 27 : graphe d'un chromosome X normal d'un méme échantillon masculin, avec la
méthode du fichier cluster (a) et aprés reclustering (b). Avec la premiére méthode, le
chromosome X apparait délété, sauf dans les régions pseudoautosomiques, alors qu'il

apparait tout a fait normal apres reclustering.

GT Samples PSL_12654 (5] (1pxi=108KE)

im.“;i‘:‘ = ‘ : . - 4

loiale’ s mdia

GT Sampies PSL_12654 (5] (1pxi=106KB)

P23 e —— e R YRR T RS Ry e p1122 ]

GT Samples PSL_1265412) (1pxi=106KE)

GT Samples PSL_12654 [2] (1pxi=106KB)

X (i ——R Bl 0213 B 0211 WAL 0113 N LR - B k. o211 -

Figure 28 : zoom en 15qg proximal au niveau d'une délétion de 76 kb du géne UBE3A
(patiente PSL_7458), avec la méthode du fichier cluster (a) et apres reclustering (b).

La délétion avait été manquée avec la premiére méthode, a la fois par Il'algorithme de
segmentation (cf. infra) et en lecture visuelle, du fait de I'importante dispersion des points.
Aprés que la délétion eut été trouvée par une autre technique (MLPA), nous avons changé
notre méthode d'analyse en faisant un reclustering, et cette fois la délétion a été retrouvée

par l'algorithme de segmentation.
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L'inconvénient de la méthode du reclustering, est que l'algorithme Genetrend nécessite un
grand nombre de patients pour établir la référence de facon fiable, sinon il est source d'erreurs
(figure 29). C'est pour cette raison que depuis mars 2009, nous faisons la technique par runs

de 96 échantillons, de fagon a pouvoir effectuer un reclustering fiable.

Figure 29 : inversion duplication délétion 8p, aprés un reclustering de 96 patients (a) et de 10
patients (b). On constate en b des erreurs de clustering (points avec LRR a 0 et BAF a 0,5)

dans le réarrangement.
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3.2.4.2.6. Segmentation

L'objectif de la segmentation est de détecter automatiqguement les régions du génome qui
présentent un nombre anormal de copies. Nous avons systématiquement effectué une lecture
visuelle des profils, comme expliqué précédemment, mais la segmentation a constitué une

aide pour détecter certains CNV de petite taille (figure 30).

Nous nous sommes servis de I'algorithme d'lllumina, cnvPartition, qui utilise la segmentation
binaire lineaire (Olshsen et al. 2004, technote Illumina DNA Copy Number and Loss of
Heterozygosity Algorithm). Schématiquement, cet algorithme analyse les valeurs de LRR et
BAF des sondes de facon ordonnee (par position génomique) et les compare a leur valeur

théorique selon 5 hypothéses : 0 copie, 1 copie, 2 copies, 3 copies et 4 copies. En fonction de
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ces valeurs, il attribue a chaque segment du génome I'hypothése du nombre de copies la plus

probable et un score de confiance qu‘on denomme la CNVconfidence.

Plus les valeurs de LRR et de BAF sont proches des théoriques, plus il y a de sondes incluses
dans le segment, et plus ce score de confiance est élevé ; I'hypothése posée par I'algorithme
est alors d’autant plus vraisemblable. Pour I'analyse, nous avons conserve la valeur seuil par
défaut de CNVconfidence, soit 35.

Les CNV détectés par cnvPartition sont indiqués sur le Genome Viewer de GenomeStudio,

sous forme de marques appelées bookmarks.

Figure 30 : Petite délétion 15g proximale de 76 kb au niveau du gene UBE3A (patiente

PSL_7458), signalée par cnvPartition sous forme d'un bookmark orange.
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CnvPartition peut également détecter les CNLOH. Quand une analyse des LOH a été réalisée,

nous avons fixé un seuil a 1 Mb.

3.24.3. Criteres qualité

La qualité du résultat pour chaque sonde est calculée par le GeneCall Score (GC). En
reprenant la figure 26, ce score est fonction de la distance entre la position de la sonde et le
centre de I'ellipse qui est considéré comme la position "idéale”. Si la sonde est dans cette

position idéale, le GC est a 1, et plus le point est éloigné, plus le GC s’approche de 0.

Lorsque le GC est inferieur a 0,15 alors le SNP ne peut étre génotype ; il est dit no call. La
proportion de SNP génotypés avec succes pour un échantillon est appelée le Call Rate et c'est
ce taux qui est classiquement le plus utilisé comme score qualité pour les puces SNP. Nous

avons considéré que les résultats avec un Call Rate > 0,98 étaient de bonne qualité, avec un
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contrle de la bonne qualité des profils lors de la lecture visuelle (dispersion des points,
présence de "vagues" ou Genomic Waves). Lorsque les échantillons étaient de mauvaise
qualité, 'ACPA a été refaite.

3.2.5. Intérét des puces SNP comparées aux autres techniques d'’ACPA

Le fait de ne pas nécessiter I'utilisation d’'un ADN témoin présente un avantage important :
lors de la lecture d’un profil d’ACPA, on analyse uniquement I’ADN du patient et non celui

de I’ADN controéle, ce qui facilite I’interprétation du résultat.

Outre qu'elles n'utilisent pas d’ADN témoin, les puces SNP ont pour avantage, par rapport a la
CGH array, de donner les géenotypes des SNP au niveau des sondes. Ces génotypes rendent
possibles des études de liaison ou d'association, mais cela n'a pas été exploité dans notre
travail. Elles permettent aussi de mettre en évidence des pertes d'hétérozygotie dues a des

iUPD ou a la consanguinité, qui ne sont pas visibles par la technique de CGH array.

Grace a l'identification des UPD, on peut faire certains diagnostics de maladies liees a
I'empreinte, qui ne seraient pas détectées en CGH classique (Altug-Teber et al. 2005). Si le
chromosome touché n'a pas de pathologie liée a I'empreinte connue, cela peut également
orienter vers une maladie AR. Le taux de diagnostics d'iUPD dans de grandes séries d'ACPA
constitutionnelles (principalement DI-S et DI-NS) varie de 0,1 a 0,7% (Papenhausen et al.
2011, De Leeuw et al. 2011, Bruno et al. 2011).

L'identification des LOH dans la consanguinité permet de faire de I'homozygosity mapping
dans des familles ou une pathologie AR est suspectée, afin d'identifier les locus candidats liés

a la pathologie (cf. 2.2.4.).
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3.5. Séquencage des genes candidats

Le séquencage des génes candidats dans des séries de patients DI a été effectué soit grace a la
méthode de Sanger (par terminaison de chaine), soit par la méthode de pyroséguencage
(Roche 454).

La recherche systématique de mutations dans les régions codantes candidates, définies par
homozygosity mapping ou présentes dans un CNV d’intérét, a été faite par séquencage de
I'exome (séquencage nouvelle génération). Celui-ci a été réalisé en service, soit par la société

Integragen, soit par le Centre National de Génotypage (CNG).

3.5.1. Séquencage par terminaison de chaine (méthode de Sanger)

Le séquencage de I'ADN par la méthode de Sanger est la technique de séquencage la plus
classiquement utilisée (Sanger et al. 1977). Elle repose sur le principe d'une polymérisation
avec terminaison de chaine par ddNTP fluorescents (appelés dye-terminators), couplée a une

séparation des fragments obtenus par électrophorése.

Pour cette technique, nous avons d'abord réalisé une PCR de chaque fragment a séquencer,
sur un thermocycleur Bio-Rad C1000, avec un kit Roche Fastart DNA Polymerase. Les
produits de PCR ont été purifiés sur un gel de filtration Bio-Rad Bio-Gel P100. La réaction de
séquence a été ensuite effectuée avec le kit Applied Biosystem Big Dye Terminator V3.1 puis
purifiée avec le gel de filtration GE Healthcare G50. Enfin les réactions de séquence ont été

analysées sur un séquenceur Applied Biosystem 3730.

La lecture des electrophorégrammes a été réalisée avec le logiciel Applied Biosystem

Segscape v2.5.

Par cette méthode, nous avons séquenceé les genes CAMTAL (tableau 18), SP3 (tableau 19),
STXBP6 (tableau 20), CNTNAP4 (tableau 21), NUDT12 (tableau 22), ATXN10 (tableau 23),
YWHAE (tableau 24), BUD13 (tableau 25), RBMX2 (tableau 26), ATAD3A (tableau 27) et
ATAD3B (tableau 28).
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Tableau 18 : séquences des amorces utilisées pour le séquencage de I'exon 1 de CAMTA1

chez les 50 patients de Dijon.

Amorces de PCR

Amorces internes de séquence

CAMTA1_1PF TCCCGGAGAGTAGTGAGACC | CAMTA1_1SF CGGAGAGTAGTGAGACCCCT
CAMTA1_1PR GTCACCTCAGGACTCGGC | CAMTA1_1SR TCACCTCAGGACTCGGCC
Tableau 19 : séquences des amorces utilisées pour le séquencage de SP3 dans notre série.
SP3_1F GTTTCCCGCACAGTCAATC | SP3_4.3R GAAGAATGAACCTGCCCACT
SP3_1R AGTGCAGCTTTCTGCCTCTC | SP3_4.4F TGAGCGGGTTTCTCCTGATA
SP3_2F TTGGGAGTAATTTCGCTTCG | SP3_4.4R GGTCACTGTCTGTGCCTGAA
SP3_2R AGGGGAGAGACGAGGAGG | SP3_4.5F AGTCTCAGCAGCCAACCAGT
SP3_3F GGACCGAGTCGTACTTCCTG | SP3_4.5R TGTGAGTCTGATGCTGATAAATACC
SP3_3R GGCTGGCTTCAGATCCAAAC | SP3_5F TGCAAAGTTGTAACATTGGGAG
SP3_4.1F TTTGAACTCCATTGTGTTTTAAGAT | SP3_5R CTTCTGCCACACGCATACAC
SP3_4.1R GCCAGGAATGATCTGAATTTG | SP3_6F TGGTTTTGGTTTCTGATTGACTT
SP3_4.2F TCTTCCCCTTCAGAATTTGC | SP3_6R TCAAGGCAGTTATGTAGCCCTAT
SP3_4.2R CTGAGAACTGCCCGAGAGTC | SP3_7F ACTTTCTGTTTTGGGGGAGA
SP3_4.3F TTGCCTCTGGAACACCTTCT | SP3_7R AAATTTTTGCACATCAATAAAAAGA
Tableau 20 : séquences des amorces utilisées pour le séquencage de STXBP6.
STXBP6_2F ATGTTGTCAATTCCAACTTTCC STXBP6_4R TATGCTGCTGAACTCCTAACTTC
STXBP6_2R CTGTGAATGTAAACCTCCTGG STXBP6_5F TACAGGATACTCACCCTGCC
STXBP6_3F GTAGAAACAGCACTGAATGTGG STXBP6_5R CTGAAATAAAGTTTCTTGGCACTG
STXBP6_3R CCACCACTACCACTACCAAGG STXBP6_6F GGGAGCAGCACAGTGAAATC
STXBP6_4F GCCCTTATAAATCTTTTGACAGGAG STXBP6_6R AAAAGAAGCAAGCGGAGGTC
Tableau 21 : séquences des amorces utilisées pour le séquencage de CNTNAPA4.
CNTNAP4_1F AGAGCTGGCAGAGCTACTGAG | CNTNAP4_13R GCAAATTACGTCAACATTCTGC
CNTNAP4_1R TGCAAATAATCATCATCAAACC | CNTNAP4_14F AACATTTGACTCAGATAAAAGGTGA
CNTNAP4_2F TTTGGGGCTGATAGGATTTG | CNTNAP4_14R GACACCACCACTTTGCAGAC
CNTNAP4_2R AAGCAACCAGTGCAAGAAGC | CNTNAP4_15F AAGGAAATGCCAGCAATCAT
CNTNAP4_3F TGTTGTTGTTTTACTTGTTGGTTG | CNTNAP4_15R GAAAATAACTCAAAAAGGCATTGA
CNTNAP4_3R CCCTTTCACATTCCAGAACAG | CNTNAP4_16F TTTTGTAGGTGCAAATTTAGTTCAG
CNTNAP4_4F CAGCAAGACCCCTAGTTCTCC | CNTNAP4_16R TGATAGAAACGTGATGCTTAAGTG
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CNTNAP4_4R TCTTGGAAAATGTTTTCAATGTAAG | CNTNAP4_17F GGATTTCAATTCCTGTAAAATCTC
CNTNAP4_5F GCACCATTCATAGTAAAATGCAG | CNTNAP4_17R GGCGCAATGAAAAGAATCAG
CNTNAP4_5R AAGCTTTCCACAAAAATTATTCC | CNTNAP4_18F TTCAGCGATTGTTACGCTGT
CNTNAP4_6F TGAGGTTTGGTGGGTTACAT | CNTNAP4_18R CAGGCTGGTTATGCAGAAGA
CNTNAP4_6R CAAGCCCTTGAATCTGAAAA | CNTNAP4_19F TTTTTGCCGTTCTCTGTAAGG
CNTNAP4_7F TGAAAGATGGTGGTCCACAG | CNTNAP4_19R TTGCCAAAGCAATTCAGAAA
CNTNAP4_7R GATTTACTGAAAAGGTGGGCTC | CNTNAP4_20F TTTGATTCTATTTTGGGGTTGG
CNTNAP4_8F TGAAAAATTGATCTGTGTGTGATG | CNTNAP4_20R TGAGAAGCCAGAACACGAGA
CNTNAP4_8R TGGGAACCTAAAATGGAGGA | CNTNAP4_21F TCCCTCGAAATGAATAAATAGC
CNTNAP4_SF CGCGGATAATGTGAGATTGA | CNTNAP4_21R GACCAATGAAAGTGTCTCTGC
CNTNAP4_9R GCAAATATTACATTTTTGGTTATGC | CNTNAP4_22F ATGTTTGGGGCCATGCTAAC
CNTNAP4_10F TCCAATTTGTCTCCCTTTCC | CNTNAP4_22R CGAAGTGGGTGTGTGTAATATG
CNTNAP4_10R AGTCCACCTTGCAGAAATGC | CNTNAP4_23F TTGCATTAGCTCAGAATCCTC
CNTNAP4_11F TCATTATTCCCTCCTTTAATACAGA | CNTNAP4_23R GGCAATGACCCCCATAAATA
CNTNAP4_11R GAATGGGGAAGAGGAAAGAA | CNTNAP4_24F CACATTCGCCTCCATAATTC
CNTNAP4_12F TGACATCTGTCTTTCTCATGACC | CNTNAP4_24R GGCACTTGGAGTATGTGCAG
CNTNAP4_12R CCCTTTGCCAAGTTTGTTTC | CNTNAP4_25F GCTTGAGCCAGAAATACCTGA
CNTNAP4_13F AATTTCAAGATTTGCGGTATTTC | CNTNAP4_25R CAAGCCTGTACATGGCAAGA

Tableau 22 : séquences des amorces utilisées pour le séquencage de NUDT12.
NUDT12_2F GCCTTGGAAACCATTGCTATT | NUDT12_4R GGAAAACTCTTTAGCTCCTCACA
NUDT12_2R TCAACAATATAAATATGGAAACAAGCA | NUDT12_5F GGGCAGAAAGAAGCAATCTC
NUDT12_3.1F AGAAGAACTTTAATATGTATCTGGAAA | NUDT12_5R TGAATTTTTAACAAAGCAGACCAA
NUDT12_3.1R CTCAGGCTGGGCCAAATAA | NUDT12_6F TGAACCATTCAGGACACAAAG
NUDT12_3.2F CCATCCAGCCACAGTTTTTA | NUDT12_6R CCTTGCTCTGTGACCAAACC
NUDT12_3.2R AAAGAGTGCCCCTGGAAAGT | NUDT12_7F TGGATGTTGTCACTTTCTACTGTTG
NUDT12_4F AAAACCCCTGATCACACAGC | NUDT12_7R CAACATCGTATTTTGTGTTGTG

Tableau 23 : séquences des amorces utilisées pour séquencer les points de cassure de la

translocation 2;22, cassant ATXN10.

Dérivé 22 | chr2-der22F

CCCAAGGGTTTTGCTTGTAG

chr22-der22R

AGGGCTTCTGGTCTTCCTG

Dérivé 2

chr2-der2F

GGACAGCAAGGGTAGACTGC

chr22-der2R

AACAGTACTACCCGTGGGGA

97




Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

Tableau 24 : séquences des amorces utilisées pour le séquengage de YWHAE. Les amorces en

bleu n'ont été utilisées que pour la réaction de PCR et les amorces en rouge sont des

amorces internes utilisées uniquement pour la réaction de séquencage.

YWHAE_1F CTTTCGGCAGTCGCAGTTC | YWHAE_4R GCCAGTGGATGTGATGAAAC | YWHAE_S8F TCCTTTGTCCTGCTCTGTTG
YWHAE_1R GGTCACATTCCAGGGCATAG | YWHAE_SF ACCTCAAAACCAGAGATAGAATATG | YWHAE_8R AACAGGACGATCATACGCAG
YWHAE_2F CTCGTAGTGAGGGGTTTCGG | YWHAE_5R CAAGTGGTTCCAAGGAATGG | YWHAE_SF GACACCTTTGTTTGTGGCTG
YWHAE_2R GAGCGCCTGGAATAGGTTAAG | YWHAE_6F TGAAACGAAGCCAGTTATTCC | YWHAE_SR GGTTCTCAGTGACAATGGGG
YWHAE_3F CTTCCAACAGCAAAATATTATCAC | YWHAE_6R ACAGGCCCAAGAAACAACAC | YWHAE_S_1F CAGAGGAGAGGCGTCTCG
YWHAE_3R CAATTCCCATGTACCCGAAC | YWHAE_7F TTGCTGTCTAGCATGTCATTTC | YWHAE_S_1R AGGCCATTTCCTGCTTCCC
YWHAE_4F TCTGGAGTCTTTGTATTGGCTC | YWHAE_7R GCTTGATATAACGACAAGCCAAG | YWHAE_S_6F GAGAGTGTTTAAAATTATTGAAG
Tableau 25 : séquences des amorces utilisées pour le séquencage de BUD13 chez des

patients Cockayne.

BUD13_1F TACGCGTTGAGGCATTTTG | BUD13_5F GTTCTTCTCCCAGCCATAGG | BUD13_7R TGCATATAGCTATGTATCAGCATCC
BUD13_1R AGTTGGGAAGGGGTGGC | BUD13_5R TTGGCTTGATTCTCTGGGAC | BUD13_8F TAGCAGTATGGTCCATCTCGTG
BUD13_2F AAGCACCAAAGGATGACCAG | BUD13_6F CACAAATGCAACTAACTGTGTACC | BUD13_9F AATTCCACATTGCCATCCAG
BUD13_2R AATTTGAGAAGCTTGGCCTG | BUD13_6R AACCAGAGCTGAAATTTGATAGC | BUD13_9R GCAACTTACGAGTGGTTAGGG
BUD13_3F TTGAGACAGTGCTTCTTGGC | BUD13_7F TCCCAAGCGGTTGATTTG | BUD13_10F TTGAAACAAATGCCCCTTTC
BUD13_3R TGCTAAAACAAACTATGCATTCC | BUD13_7R GCAGAGAAATGACTTGTTCCAG | BUD13_10R GATATCTCGCTGCCTATGCC

Tableau 26 : séquences des amorces utilisées pour le séquencage de RBMX2 chez des

patients Cockayne.

RBMX2_1-2F GTCACCGAATCGACTGGC | RBMX2_4R CACCAAGCTCACAAGTGCTG
RBMX2_1-2R CGAAATAGTCGGAAACCGAG | RBMX2_5F TCAAATAGTTTGACAGTTTGGTATGAG
RBMX2_3F TTGCTTACTGTTTCCACCCC | RBMX2_5R GCAAGGAAGAGCAGACATTAAG
RBMX2_3R TCAGCCTAGAGTGAAAATAAGTGG | RBMX2_6F CACCCGGCTGTGAATGTTTT
RBMX2_4F TGCAACCTTTCTATGTCATCTTG | RBMX2_6R CCACCCAACTGAATTTGACTGC
Tableau 27 : séquences des amorces utilisées pour le séquencage de ATAD3A.

ATAD3A_1F AGTCAGACTCGGGTGGGG | ATAD3A_9F AGGTCACTGGGTAGGTGGTT
ATAD3A_1R TGTAACCTATGAGCGCCACC | ATAD3A_9R GTCGCATCTCAGGACCCAAA
ATAD3A_2F CTCACAAATGCATCAGGCCG | ATAD3A_10F TTTGGGTCCTGAGATGCGAC
ATAD3A_2R GAGAAGATCCAGGCCATCCG | ATAD3A_10R CCTGGAAGCCACAGCCTG
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ATAD3A_3F CTGTGGGTCTGGATTCCTCC | ATAD3A_11F GCGCCTCCCATCTTCCAG
ATAD3A_3R GCCATCAGCCTCACACAAAC | ATAD3A_11R CACAAGGACAGAGCTGCAGA
ATAD3A_4F CCTGTAAGGTCCCTCACTGC | ATAD3A_12F GTGTGTGGTTGGTTTCCCAC
ATAD3A_4R CCTGTACACGTGTGCTGGT | ATAD3A_12R AAAGCTGTTTTTCACACAAAGCT
ATAD3A_S5F CACACTCGGGCACAGTCAT | ATAD3A_13F CAGCCTCCCAAAATCCAGGT
ATAD3A_5R CTCCCTGAACAGATCCTGGC | ATAD3A_13R CCGCATGTTCCTCAGTGACA
ATAD3A_6F CTCCCTGAACAGATCCTGGC | ATAD3A_14F TCGTGTTTCCCGCCACTTTA
ATAD3A_6R CACCAAGGAGTCAGCCTACG | ATAD3A_14R GATGGTGGACTGTGGGTCG
ATAD3A_7F CTCACCCTCAACCTGCTCTC | ATAD3A_15F CTGGTGTGAGGAGTGGTTGG
ATAD3A_7R GCCACCACACCCAGCTAATA | ATAD3A_15R ACTGTCAGCCACCGACATG
ATAD3A_8F CACCTGCCTCCTGTAACCG | ATAD3A_16F GAAGCCTGTGTTTCACGCTC
ATAD3A_8R GGGAAGGGTCTCACTGATGC | ATAD3A_16R GTGAGCCAGACGGAAAATGC
Tableau 28 : séquences des amorces utilisées pour le séquencage de ATAD3B.

ATAD3B_1F CGTGGAGGCTGCTCCCAG | ATAD3B_9F GGAACCGGAAAATGCCCCTA
ATAD3B_1R ACCGCTTTTCGCACCTGA | ATAD3B_9R CGTGGGCAGCCTATCTATCC
ATAD3B_2F CCAGGCTTTGGTATCCGTGT | ATAD3B_10F GGTCCTGAGATGCAACTGCT
ATAD3B_2R CTCCCTCAGGACGACCAGAT | ATAD3B_10R CACACCAGCACCCTGAGC
ATAD3B_3F ACCTGCTGCACACACTAGTC | ATAD3B_11F GCGCCTCCCATCTTCCAG
ATAD3B_3R TCAGCCTCACACAAACGTGG | ATAD3B_11R TCCACACTCAGGGGACTTTC
ATAD3B_4F AGTCAGCCATTAGAGCTGCC | ATAD 12.1F GCTTCTGTCGAGTCCAGGAC
ATAD3B_4R CTCTAGCACCCACCGTCAG | ATAD 12.1R ACTAGGTGTGGTGGCAAACA
ATAD3B_5F CTTGTCAGGGAAGCCACAGT | ATAD3B_13F CTGGTCAGGATTTTGAGTTTAGATCC
ATAD3B_5R CTCCCTGAACAGATCCTGGC | ATAD3B_13R GCCCCTGCATGTTCCTCAAT
ATAD3B_6F TCTGTGGCGTTGGTCTGTC | ATAD3B_14F TCCCCATGTTTCCTGTGCTC
ATAD3B_6R GGAAGGACACGAAGATCCGT | ATAD3B_14R CGGACCCCACACCATGAG
ATAD3B_7F CGTGGTACGGATCTTCGTGT | ATAD3B_15F CCCCAATCCAGGCACCATAT
ATAD3B_7R TCTCGAGTAGCAGGACCACA | ATAD3B_15R CTCCTGAGGGCACGAGCAG
ATAD3B_8F CTGGGAATTCGGGTTCCTGT | ATAD3B_16F CCTGGCGTGCATTAAGGGT
ATAD3B_8R CAGACAGGGGAAGGGTCTCA | ATAD3B_16R GTGAGCCAGACGGAAAATGC
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3.5.2. Séquencage par la méthode Roche 454

Pour le gene CAMTAL (cf. 4.4.1.1.), nous avons utilisé la méthode de pyroséquengage (NGS
454 de Roche) avec une approche "amplicon”, dont le principe est expliqué ci-aprés
(Margulies et al. 2005).

3.5.2.1. Préparation des "libraries"

L'objectif est d'obtenir un ensemble avec tous les fragments a séquencer, en nombre de
molécules égal, et préparés de facon a ce que les extrémités 5' et 3' soient constituées
d'adaptateurs. Ces adaptateurs sont composés de 3 oligonucléotides : un oligonucléotide
servant d'amorce a I'emPCR (cf. 3.5.2.2.), une "clé" de séquencage, et un MID (Multiplex

Identifier) spécifique a chaque patient et qui permet donc de les identifier.

Pour cela, nous avons effectué deux réactions de PCR avec le kit Roche FastStart High
Fidelity PCR, conformément au protocole Roche Amplicon Library Preparation Manual
(figure 31) :

- la premiere PCR a consisté en une amplification de tous nos amplicons a sequencer.
Les amorces ont été deésignees avec l'outil GS FLX Titanium Fusion Primers tool d'Integrated
DNA Technology (http://eu.idtdna.com/scitools/applications/fusionprimers/default.aspx).
Chaque amorce comporte une séquence spécifique de lI'amplicon en 3' et une séquence

consensus en 5';

- la deuxieme PCR a consiste a réamplifier les produits de la premiére PCR avec des

amorces contenant I'adaptateur.

Tous les amplicons ont ensuite été ajustés a la concentration de 10° molécules/uL, puis

rassemblés.
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Figure 31 : schéma de la préparation des libraries pour le séquencage par méthode 454 avec

I'approche amplicon.
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Les primers utilisés pour le séquencage du géne CAMTAL sont fournis ci-aprées (tableau 29)

Tableau 29 : séquences spécifiques des amorces utilisées pour le séquencage de CAMTA1

dans notre série de 47 patients (les séquences communes sont dans le protocole Roche

emPCR Amplification Method Manual).

CAMTA1_1F TCCCGGAGAGTAGTGAGACC | CAMTA1_9.2F AGGCCGTGTACACCATGTC | CAMTA1_16F GCACTTTGTGTCTCTCAGGC
CAMTA1_1R GTCACCTCAGGACTCGGC | CAMTA1_9.2R GTCCTTGTTGGAGTCGATGG | CAMTA1_16R GGAATTCCACTTTCCTACAGGC
CAMTA1_2F TGGAATGTTCCTTGATTTGG | CAMTA1_9.3F AGCTCCCTCACCCTGACC | CAMTA1_16.2F CCAGTGAAGGAGTGAGGGAC
CAMTA1_2R GCTGAAGGCTGTTTCCACTG | CAMTA1_9.3R GTAGAGTCCCTGCACCACG | CAMTA1_16.2R CACAACCTTCGGAAATGGAC
CAMTA1_3F CCTCTGATGCTCTTGGTCTC | CAMTA1_9.4F TTGCAGCTCTGAGCACTACC | CAMTA1_17F GCGAGGCAGGGAGGTAGAC
CAMTA1_3R AAAGTAGGACTATGTGAAGCAACC | CAMTAL_9.4R ATCCCTTAGCTGCAGGGTG | CAMTA1_17R TGACACGGCATTCATCAAATAC
CAMTA1_4F GAAAACAGCAGCTGGGAAAC | CAMTA1_10F AGCAGTGAAGCCTCAGGGG | CAMTA1_18F GGCAGATACCATCTTGGCTC
CAMTA1_4R AACATGGCATTTTCAACTCG | CAMTA1_10R AAGGCCAACTCCGAGTCC | CAMTA1_18R TCGCATGATTCTGACTTTCATC
CAMTA1_5F TGTAGAGACTTTTACTGGTCGATG | CAMTAL_11F GTAGTGGGGAGGGGACATTC | CAMTA1_19F TGGTAAACCTGGGATCTCAAC
CAMTA1_5R TCCAAGCAATTCCATTCTCC | CAMTA1_11R ACACCTTGTGCAAGAGTCCC | CAMTA1_19R ACAAATTAAGTCTCTGTAATGAG
CAMTA1_6F CCCTTCTTGCTCCTTCTCTG | CAMTA1_12F GCATTTGGATGCTGGTCC | CAMTA1_20F TAAGCTCGAAGGACGCTGAG
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CAMTA1_6R CCTCAGTGCCCTCCACAG | CAMTA1_12R GATCCATCCACTGCCTCG | CAMTA1_20R ACCCCAGACTCCAATGTCAG
CAMTAL_7F CTCAGTCTCTGCCTGCACC | CAMTA1_13F TGTTTCCCCTACATCGAAGC | CAMTAL_21F TCACTGCTGACCAGTTTTCC
CAMTA1_7R AAGGCCACAGAGGACCTTC | CAMTA1_13R GGGTAGATTTCTTCCACGGG | CAMTA1_21R TGAGGGTTAAGAAGGTCAGGG
CAMTAL_8F CCTGGGTCCTACCCCTTG | CAMTAL_14F GTTGGGTTTCATCTTGGTGG | CAMTAL_22F CCCACCATCACTCTCCTTTTC
CAMTA1_8R TACTCCCACAGAGGACAGCC | CAMTA1_14R GTGGGAACCAGGCAAATC | CAMTA1_22R TGGATGTGAAACTTACTGGCATAC
CAMTAL_SF GGTCCTAGCTCTGACTCTCTTTTG | CAMTA1_15F GCAATGGCAAAAGTCAGGTC | CAMTA1_23F CCCCTTTCCTTTACTTGGTC
CAMTA1_SR TGGCCATCAGAGCTCACG | CAMTA1_15R AGGGCAGCTGCATGAAAG | CAMTA1_23R GTGCGTGTGTGTTGTTGTTG
3.5.2.2. PCR en émulsion

L'objectif est d'amplifier les amplicons a séquencer sur des billes, pour obtenir un grand
nombre de molécules du méme amplicon par bille. Nous avons, pour cela, utilisé le kit Roche
GS Junior Titanium emPCR Kit (Lib-A) et le protocole Roche emPCR Amplification Method

Manual dont voici les étapes (figure 32) :

- capture de library : le principe est de mixer la library avec les billes, chaque bille étant

recouverte d'oligonucléotides complémentaires a la partie 5' des adaptateurs ;

- PCR en émulsion (emPCR) : cette étape crée une émulsion de gouttelettes d'eau dans
de I'huile (1000 gouttelettes/pL), constituant chacune un milieu de réaction (qu'on appelle

"microréacteur”) ou un amplicon va étre amplifié sur une bille ;

- enrichissement : apres I'emPCR, les fragments amplifiés ont été marqués par de la
biotine. Puis des billes magnétiques avec de la streptavidine ont été utilisées de facon a

récupérer préférentiellement a I’aide d’un aimant, les billes ou une amplification a eu lieu.
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Figure 32 : schéma de la PCR en émulsion par la technologie 454.
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3.5.2.3. Réaction de séquengage

La réaction de séquencage s'est déroulée sur une plague composée de micropuits de 44um,
appelée "PicoTiter Plate" dans un séquenceur Roche GS Junior. Chaque micropuit constitue

un milieu de réaction avec I'amplicon sur la bille, servant de matrice au séquencage.

La méthode de séquencage n'est pas une terminaison de chaine, mais un pyroséquengage ou

"séquencage par synthese™ (Ronaghi et al. 1998).

En résumé, les 4 différents dNTP ont été ajoutés, chacun leur tour, a chaque cycle de
séquence. Lorsque le dNTP est complémentaire de la base a élonger sur la matrice, il se
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produit une polymérisation de I'ADN et une libération de pyrophosphate qui va émettre de la

lumiere lors d'une réaction couplée avec une sulfurylase et une luciférase.

Ainsi, a chaque cycle, les puits émettant de la lumiére sont ceux dont la base séquencee

correspond au dNTP ajouté au milieu de réaction.

Pour cette étape, nous avons utilisé les kits Roche GS Junior Titanium Sequencing Kit et GS
Junior Titanium PicoTiterPlate Kit, en suivant le protocole Roche GS Junior Sequencing
Method protocol (figure 33).

Figure 33 : réaction de séquencage par la technologie 454
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D'apres Margulies et al. 2005

3.5.2.4. Analyse des séquences

Les séquences obtenues ont éte alignées sur les sequences de référence et les variants détectes

gréce au logiciel d'analyse Roche GS Amplicon Variant Analyzer (AVA).
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3.5.3. Séquencage de I'exome

Le séquencage de l'exome (ensemble des exons du génome) a été fait dans 2 familles
consanguines. La partie technique a été réalisée sous forme de service par la société
Integragen (patients PSL_10908 et PSL_10909), et le Centre National de Génotypage (CNG)
(patients PSL_9730 et PSL_9731). Dans les 2 cas, nous avons récupéré les variants annotés

par les prestataires sous forme de fichiers grace a une interface web.

La méthode comporte plusieurs parties que nous allons développer ci-dessous.

3.5.3.1. Technique d'enrichissement Agilent SureSelect

La "capture d'exons" s'effectue en phase liquide, par la technique Agilent SureSelect, (kit
Agilent Human All Exon V4 + UTRs — 70 Mb, figure 34) permettant d'obtenir une library
contenant tous les exons du génome & partir de I'ADN génomique (Gnirke et al. 2009).
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Figure 34 : technique d'enrichissement Agilent SureSelect
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3.5.3.2. Séquencage par la technologie Illumina

La technique de séquengage lllumina, anciennement technologie Solexa, inclut d’abord
I’étape de clustering, qui consiste en Il'amplification de la library dans une flow cell
comportant 8 canaux, chaque canal servant d'enceinte de réaction pour une library (figure 35).
Puis se produit la réaction de séquencage en phase solide proprement dite, toujours dans la
flow cell (figure 36). Cette technique a été effectuée avec un sequenceur lllumina HiSeq 2000,
qui produit des longueurs de lecture de 2x75 paires de bases, par une méthode utilisant une

terminaison de chaine réversible (Bentley et al. 2006).

Figure 35 : étape de clustering (séquencage lllumina). La library est capturée sur une flow cell

ou sont présentes des amorces, complémentaires des adaptateurs ligués lors de la capture.
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Figure 36 : réaction de séquencage par la technologie lllumina.
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3.5.3.3. Analyse des séquences

La suite logicielle Illumina CASAVA 1.8 a permis l'alignement des séquences obtenues (dites
lectures ou reads) et la détection des variants. L'annotation des variants a ensuite été réalisee
par des outils internes a Integragen et le CNG, et ces résultats nous ont été rendus sous forme

d'une interface web http://eris.integragen.com et https://www.genoscope.cns.fr/sadc/.

Etant donné le nombre trés important de variants retrouvés par cette technique, nous avons

utilisé différents filtres afin de sélectionner les variants d'intérét :

- la rareté du variant (ressources dbSNP, HapMap, 1000 genomes, EVS) : nous avons

sélectionné les variants absents des différentes bases de données ou de fréquence < 1% ;

- I'effet fonctionnel du variant sur la protéine : nous avons sélectionné en priorité les
variants conduisant a un stop prématuré (non-sens, indel avec décalage du cadre de lecture,
mutation de séquence consensus d'épissage), puis les variants faux-sens ayant un effet

délétere selon les principaux algorithmes de prédiction (SIFT, PolyPhen-2, MutPred).
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4. Résultats

Dans cette partie, nous présenterons d'abord les resultats de I'ACPA en diagnostic sur la série
de patients compléte. Nous nous focaliserons ensuite sur certains types de CNV particuliers :
les anomalies de petite taille (ne contenant que 1 ou 2 génes) pathogénes (articles 1, 2 et 3) et
les facteurs de susceptibilité (article 4). Puis nous nous intéresserons aux différents génes
candidats identifiés grace a la stratégie utilisée dans notre série (articles 1 et 5). Enfin, nous
nous arréterons spécifiqguement sur les résultats retrouvés chez les patients de notre série DI

présentant des TSA (article 6).

4.1. Résultats diagnostiques

4.1.1. LesCNV
Les CNV retrouvés en ACPA dans notre série de 1 187 patients ont été classés en 4 groupes :
- CNV bénins (B), généralement présents dans DGV et/ou sans séquence codante incluse ;

- CNV de novo (DN), que nous avons considérés comme pathogénes dans la grande majorité

des cas, ou VOUS dans quelques cas ;

- VOUS, absents de DGV mais non vérifiés car nous n'avons pas obtenu d'échantillons des

parents ;

- CNV absents de DGV, verifiés et transmis (VT) par un parent sain, considérés comme
probablement bénins, mais possiblement impliqués dans une maladie AR ou comme facteurs

de susceptibilite.

Sur les 1 187 patients DI analyses, nous avons retrouvé 143 CNV de novo considérés comme

pathogénes, soit un total de diagnostics établis chez 12% des patients (tableau 30, figure 37).
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DN VOous VT B Total
CNV totaux 143 200 296 4 355 4994
nombre de pertes 91 79 96 2424 2690
taille moyenne des pertes 6,5Mb 0,37Mb 0,36Mb 0,18Mb 0,41Mb
nombre moyen de génes délétés 39,4 4,0 2,3 1,4 2,8
nombre de gains 52 121 200 1931 2304
taille moyenne des gains 11Mb 0,53Mb 0,32Mb 0,27Mb 0,53Mb
nombre moyen de génes dupliqués 81,7 4,9 3,7 2,5 4,5
CNV retrouvés avec les puces CNV370 15 6 39 1600 1660
CNV retrouvés avec les puces CytoSNP 128 194 257 2755 3334

Concernant nos résultats en fonction de la clinique, un CNV de novo a été retrouvé chez
14,6% de nos 809 patients DI-S (n = 118) et chez 6,6% de nos 378 patients DI-NS (n = 25).
Et parmi nos 256 patients présentant des TSA, 5% (n = 13) ont un CNV de novo.
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Figure 37 : localisation des différents CNV retrouvés, chromosome par chromosome, dans UCSC Genome Browser
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4.1.2. Les disomies uniparentales
Sur les 1 187 patients DI analysés, nous avons retrouvé 5 iUPD.

- Une disomie uniparentale compléte et homogéne du chromosome 9, avec un mélange

d'isodisomie et d'hétérodisomie, d'origine maternelle (figure 38).

Figure 38 : profil de la patiente PSL_9378 avec disomie uniparentale du 9.

ool s

Etant donné qu'il n'y a pas de pathologie connue provoquée par I'UPD du 9, et que les UPD
peuvent résulter d'une correction de trisomie, nous avons effectué une recherche de trisomie 9
en mosaique dans les fibroblastes de la patiente, par une FISH avec la sonde centromérique.

Cette recherche a retrouvé une trisomie 9 dans 4% des 200 cellules analysées.

Nous avons donc considéré que cette trisomie du 9 était I'étiologie de la DI-S de cette

patiente.

- Une isodisomie, segmentaire en mosaique, de I'extrémité terminale du bras court du
chromosome 11, d'origine paternelle (figure 39). Le taux de mosaique est évalué a 70%, et la

sonde la plus proximale informative dans I'UPD est a la coordonnée 2 947 366.
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Figure 39 : profil de la patiente PSL 6146 avec disomie uniparentale segmentaire en

mosaique du 11.

B Alele Freq

GT Samples 6146 [111] (1pxI=92KB)
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Bien que cette anomalie moléculaire soit considérée comme responsable du syndrome de
Wiedemann-Beckwith, la patiente ayant cette anomalie dans notre série n'avait aucun des
signes cliniques de ce syndrome, a savoir: macrosomie, grande taille, macroglossie,
viscéromégalie, anomalies des oreilles, anomalies de la paroi abdominale, etc. Par la suite,
une mutation de novo du gene TUBA1A a été retrouvée chez cette patiente, expliquant son

phénotype de DI sévere avec malformations cérébrales typiques.

- Une disomie uniparentale complete et homogene du chromosome 15, avec un mix

d'isodisomie et d'hétérodisomie, d'origine maternelle (figure 40).

Figure 40 : profil de la patiente PSL_8591 avec disomie uniparentale du 15

GT Samples 8591 [60] (1pxI=63KB)
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Les UPD du 15 d'origine maternelle sont responsables du syndrome de Prader-Willi, ce qui
correspond bien au phénotype de la patiente PSL_ 8591, atteinte d'une DI-S avec obésité,

épilepsie, petite taille et petites extrémités. Nous avons donc considéré que cette UPD du 15

était I'étiologie de la DI-S de cette patiente.
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- deux isodisomies complétes et homogénes du chromosome 16 d'origine paternelle

(figure 41).

Figure 41 : profil des patients PSL_7798 et PSL_10170 avec disomie uniparentale du 16

GT Samples PSL_10170 [89] (1px|=60K8)

GT Samples PSL_10170 [89] (1px|=50KB)
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Etant donné qu'il n'y a pas de syndrome caractérisé provoqué par I'UPD paternelle du 16, nous
avons effectué une recherche de monosomie du 16 en mosaique dans les fibroblastes des 2

patients concernés, en FISH avec la sonde centromérique, sur 200 cellules. Cette recherche a

cependant été négative.

Ces 2 patients présentent chacun un phénotype tres différent. Actuellement, nous ne
connaissons pas la signification, sur le plan étiologique, de ces 2 UPD du 16, que nous avons

donc considérées comme des VOUS.

4.2. CNV pathogénes de petite taille (articles 1, 2 et 3)

Parmi les CNV que nous avons vérifiés (contenant des séquences codantes et non répertoriées

dans DGV), 303 CNV étaient de petite taille, ne contenant que 1 ou 2 genes.
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Nous avons conclu que quatre de ces CNV etaient la cause de la DI, car ils emportaient des
genes connus pour causer une DI : UBE3A, FLNA, FOXP1 et ANKRD1. Nous avons par
ailleurs retrouvé une délétion du géne DMD, responsable de dystrophinopathie, que nous
avons considérée comme pathogene, bien qu'il s'agisse d'une observation fortuite, n'expliquant
pas a elle seule le phénotype du patient. En outre, nous nous sommes également intéressés a

d'autres genes délétés, qui nous ont semblé étre de potentiels genes candidats de DI (cf. 4.4).

En collaboration avec 1’équipe des Docteurs Faivre et Thauvin-Robinet (CHU Dijon, France),
nous avons également démontré que les réarrangements du gene CAMTAL constituaient une
cause de DI et d’ataxie (cf. 4.4.1.1).

Au total, dans notre série, nous avons donc mis en évidence 6 petites délétions pathogenes
(tableau 31).

Tableau 31 : CNV pathogénes ne contenant que 1 ou 2 genes, retrouvés dans notre série DI

patient chr t(akiLI)e début fin copies | genesinclus transmission
PSL_7458 15 76 25572823 | 25625654 1 UBE3A maternelle (empreinte)
PSL_9055 1 49 6854452 6903599 1 CAMTA1 de novo
PSL_9819 X 45 153540978 | 153585854 1 FLNA-TKTL1 de novo
PSL_10017 | X 269 31664816 | 31933609 0 DMD maternelle
PSL_10406 | 3 234 71105864 | 71339355 1 FOXP1 de novo
PSL_12419 | 16 148 89328478 | 89477051 1 ANKRD11 par le peére atteint

Nous avons également retrouvé une delétion n'emportant que le gene SP3, que nous avons

considérée comme potentiellement impliquée dans la DI (cf. 4.4.1.2).

4.2.1. Patiente PSL_7458 avec délétion d'UBE3A (article 1)

Il s'agit de 2 sceurs, de 13 et 16 ans, présentant toutes les deux un syndrome d'Angelman. Leur

présentation clinique est détaillée dans I'article 1 (Piard et al. 2011). Pour résumer, elles ont
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toutes les deux un retard psychomoteur avec marche a 24 mois, une épilepsie, une
microcéphalie, un important retard de langage (quelques mots seulement a 16 et 13 ans), une
dysmorphie évocatrice avec grande bouche. La cadette a par ailleurs une ataxie et des rires

immotivés.

Le bilan, avec recherche de délétion et anomalie de méthylation en 15q11.2 et un séquencage
d'UBE3A, était négatif.

Nous avions analysé I’ADN de la cadette en ACPA dans un cadre diagnostique (PSL_7458)
et n'avons initialement pas retrouvé d'anomalie. Puis les 2 patientes ont été étudiées en MLPA
(kits PO64 et M028) et une délétion des exons 6 a 12 a été retrouvée transmise par la mére.

Nous avons ensuite repris nos données d’ACPA pour comprendre pourquoi cette délétion
n‘avait pas été detectée lors de I'analyse initiale : la délétion est de petite taille (76 kb), ce qui
rend sa détection difficile, aussi bien a I'ceil, que par l'algorithme de segmentation

cnvPartition.

Au moment de I'analyse initiale, nous établissions notre référence a partir du fichier cluster
(cf. 3.2.4.2.5.) comme préconisé par Illumina. Puis nous avons refait notre référence par la
méthode du reclustering, ce qui a diminué la dispersion. Et apres ce reclustering, cnvPartition
a détecté la delétion (figure 42). Depuis cette expérience, nous avons modifié I’analyse des
données, en réalisant systématiquement notre référence par la méthode du reclustering ; nous
avons également réanalysé nos données antérieures de puces afin de détecter éventuellement

de petites délétions qui auraient été manquées.
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Figure 42 : délétion de 76 kb d'UBE3A (patiente PSL_7458)

4.2.2. Patiente PSL_9819 avec délétion de FLNA (article 2)

La présentation clinique de cette patiente de 12 ans est détaillée dans l'article 2 (Chardon et al.
2012). En résumé, elle est atteinte d'une paraplégie spastique, et a présenté un retard
psychomoteur (marche a 24 mois), une épilepsie a partir de 3 ans, un foramen ovale persistant
et une bicuspidie aortique. L'IRM cérébrale a montré des hétérotopies nodulaires

périventriculaires, ainsi qu'une séquelle d'accident vasculaire.
Une mutation de FLNA a éte recherchée sans retrouver de variant pathogene.

L'analyse en ACPA effectuée ensuite a retrouvé une délétion Xg28 de novo de 45 kb, incluant
les exons 30 a 48 du gene FLNA et les exons 7 a 13 du géne TKTL1 (figure 43). Nous avons
consideéré, étant donné le phenotype, que I'haploinsuffisance de FLNA était responsable de la
pathologie de cette patiente. Cette délétion a été rapportée en collaboration avec I'équipe de
Kym Boycott (Ottawa, Canada), décrivant également une seconde délétion de FLNA
(Chardon et al. 2012).

122



Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

Figure 43 : délétion de 45 kb de FLNA (patiente PSL_9819)
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4.2.3. Patiente PSL_10406 avec délétion de FOXP1

Cette patiente de 33 ans, a présenté un retard psychomoteur (marche a 24 mois) et un retard
de langage. Elle a développé dans I'enfance des troubles psychotiques avec un repli, des

automutilations et des hallucinations visuelles et auditives.

L'analyse en ACPA a retrouvé une délétion 3p14.1 de novo de 234 kb emportant les exons 3
et 4 du gene FOXP1 (Figure 44). Etant donné que des mutations et délétions de novo ont été
décrites dans ce gene chez des patients présentant une DI, un retard de langage et des troubles
neuropsychiatriques (Hamdan et al. 2010, Horn et al. 2010), nous avons conclu a la
pathogénicité de ce CNV.
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Figure 44 : délétion de 234 kb de FOXP1 (patiente PSL_10406)

GT Samples PSL_10406 [19) (1pxi=136KB)
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4.2.4. Patiente PSL_12419 avec délétion de ANKRD11

Cette patiente de 33 ans, avait une petite taille a -4DS, un surpoids, une DI légere et une
dysmorphie. Son pére avait également une petite taille a -4DS et la méme dysmorphie, mais
pas de DI.

L'ACPA a retrouvé une délétion 16924 de 148 kb des exons 4 a 15 du géne ANKRD11, gene
du syndrome KBG (Sirmaci et al. 2011), aussi bien chez la patiente que chez son pere (figure
45). Ni l'un ni l'autre ne présentent toutefois les anomalies dentaires classiques, mais ils ont la
petite taille et la dysmorphie caractéristiques. Nous avons donc conclu a la pathogénicité du
CNV.
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Figure 45 : délétion de 148 kb de ANKRD11 (patiente PSL_12419)

GT Samples PSL_12419 [23) (1pxi=S0KE)

§ 050Ut AR s v i 3 e D R S N A e o A e M g U M A SIS 5

4.2.5. Patient PSL_10017 avec délétion de DMD

Ce patient agé de 16 ans a des TSA avec stéréotypies et anxiéte, ainsi qu'un retard de langage

et une DI.

L'ACPA a retrouvé une délétion Xp21.1 de 269 kb des exons 48 a 55 (en phase) du gene
DMD responsable de dystrophinopathie (figure 46). Il s'agit d'une découverte fortuite car il
n’y avait pas de signe musculaire. Le bilan réalisé au décours de I'ACPA retrouve des CPK

augmenteées, ce qui confirme le risque de développement d'une dystrophie de Becker.

Le patient a par ailleurs une duplication 16p11.2, transmise par le pére, qui est un facteur de
susceptibilité au TSA et a la DI. Et I'absence de dystrophine, en particulier de l'isoforme
Dp140, délétée chez ce patient est également associée a la DI (Felisari et al. 2000). Il est donc
possible que la présence de ces 2 CNV, facteurs de susceptibilité, ait entrainé le phénotype de

Dl et de TSA, bien que cette hypothése reste a confirmer.
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Figure 46 : délétion de 269 kb de DMD (patient PSL_10017)

4.3. CNV facteurs de susceptibilité.

En dehors des résultats pathogenes, nous nous sommes également intéressés aux principaux

facteurs de susceptibilité connus, retrouvés dans notre série (tableau 32).

Tableau 32 : facteurs de susceptibilité a la DI retrouvés dans notre série. Il faut signaler que

nous n'avons pas pu vérifier la transmission parentale pour un certain nombre de nos

patients.
locus CNV patients transmission transmission de novo
maternelle paternelle

1921.1 perte 1 1 0 0
1921.1 gain 3 2 0 0
15q13.3 perte 4 0 2 1
16p11.2 perte 5 0 0 0
16p11.2 gain 7 1 2 2
16p13.11 perte 2 0 0 0
16p13.11 gain 3 0 1 1
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Dans notre série, les facteurs de susceptibilité les plus fréquents sont les gains et pertes de la
région 16p11.2. Nous avons inclus ces patients dans une grande étude collaborative dirigée
par les équipes de Philippe Froguel (Lille, France) et Jacques Beckman (Lausanne, Suisse),

dont les résultats sont présentés dans l'article 4 (Jacquemont et al. 2011).

Dans cette étude, outre la DI et les troubles neuropsychiatriques, la délétion était fortement

associee a un BMI élevé, alors que la duplication était associee a un BMI diminué.

Remarquons que, dans notre série, il semble bien y avoir une tendance au surpoids parmi les 5

patients délétés : 3 patients ont un poids > 97°™ percentile, 1 patient a un poids entre le 75°™

et le 97°m percentile, et 1 patient a un poids a la moyenne.

Pour les 7 patients dupligués, on ne note pas particulierement de tendance a un petit poids : 1
patient a un poids < 3°™ percentile, 1 patient a un poids entre le 25°™ et le 50°™ percentile, 2
patients ont un poids & la moyenne, 1 patient a un poids entre le 50°™ et le 75°™ percentile et
5éme

2 patients on un poids > 7 percentile.

4.4. Génes candidats (article 4)

Selon la stratégie développée a la partie 2.4, nous avons identifié plusieurs génes candidats a

partir de I'ACPA en diagnostic, genes que nous avons cherchés a valider en séquencage.

4.4.1. Genes candidats identifiés par des CNV de novo.

Comme expliqué dans notre partie 2.4., dans le cas de delétions de novo, nous émettons

I'hypothése d’une transmission AD ; il s’agit donc le plus souvent de cas sporadiques.

127



Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

44.1.1. Séquencage du gene CAMTAL (article 3)

Le travail concernant ce géne a été I'objet de l'article 3 (Thevenon*, Lopez*, Keren*, et al.

2012 ; * les 3 premiers auteurs ayant contribué a ce travail a part égale).

Nous avons retrouvé une delétion 1p36.31 de 49 kb, de formule arr[hg19] 1p36.31(6,854,452-
6,903,599)x1 dn, chez une patiente (PSL_9055) de 3 ans, présentant une ataxie congénitale et
un léger retard de développement. La description clinique plus détaillée de la patiente se
trouve dans l'article 3 (cas index de la famille 3). La délétion emporte les exons 2 et 3 du gene

CAMTAL et n'est pas retrouvée chez les parents (figure 47).

Figure 47 : délétion de 49 kb de CAMTA1 (patiente PSL_9055)
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Chez cette patiente, méme si la délétion est de petite taille, plusieurs arguments sont en faveur

de la pathogénicité de ce CNV, ainsi que celle de I'naploinsuffisance de CAMTAL :
- la délétion est de novo ;

- CAMTAL est exprimé préférentiellement dans le cortex temporal et le cervelet
(Huentelman et al. 2007), ce qui est cohérent avec les principaux signes cliniques : retard des

apprentissages et ataxie ;
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- une délétion de novo de CAMTAL a déja été décrite chez un patient présentant un

retard de langage, des TSA et une ataxie (patient 3 de I'article de Mikhail et al. 2011).

Afin de valider I'implication de ce gene dans le phénotype de notre patiente, nous avons
séquencé les séquences codantes de CAMTAL (23 exons, 36 amplicons) avec la technique de
pyroséquencage (Roche 454, cf. 3.5.2.) chez 47 patients présentant une ataxie congeénitale
avec DI (30 cas) ou sans DI (17 cas), sélectionnés parmi les patients du centre de référence
des déficiences intellectuelles de causes rares. Ce séquencgage n'a toutefois pas permis de

retrouver de variant pathogéne dans notre série.

Lors de cette étude, nous avons appris que I'équipe du Pr Faivre et du Dr Thauvin-Robinet
(CHU Dijon, France) avait réuni 2 familles atteintes de DI-NS et qui présentaient chacune un
réarrangement intragénique du géne CAMTAL, entrainant un stop prématuré (une délétion et
une duplication), ségrégeant avec la pathologie (familles 1 et 2 dans l'article 3). Nous avons
donc décidé de continuer ce travail en collaboration avec cette équipe. Du fait de la présence
d’une ataxie chez notre patiente, leurs patients ont été neurologiquement réévalués et une
ataxie a été mise en évidence. L'équipe de Dijon a par ailleurs séquence les exons 2 a 23 chez
50 patients DI-NS et les exons 2 a 7 chez 100 patients DI-NS. Nous nous sommes chargés du
séquencage de I'exon 1 de leur premiére cohorte de 50 patients. Aucune mutation pathogene
n'a été retrouvée chez ces patients DI-NS.

4.4.1.2. Séquengage du géne SP3

Nous avons retrouvé une délétion 2g31.1 de 570 kb, de formule arr[hgl9]
2031.1(174,363,575-174,915,012)x1 dn, chez une patiente (PSL_11404) avec une DI-NS
modérée (figure 48). Elle n'avait pas de signe dysmorphique, ni de signe neurologique, ni de

malformation.
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Figure 48 : délétion de 570 kb de SP3 (patiente PSL_11404)
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Cette délétion ne contient qu'un seul géne : SP3 qui est un facteur de transcription ayant un
domaine de liaison de I'ADN en doigt de zinc. D'aprés la base de données Unigene, son

expression est ubiquitaire.

Chez cette patiente, malgré le fait que ce CNV est de petite taille, plusieurs arguments sont en

faveur de la pathogénicité de ce CNV ainsi que celle de I'naploinsuffisance de SP3 :
- la délétion est de novo ;

- SP3 interagit avec les histones deacétylases HDAC1, HDAC2 et HDAC4, sachant que
HDACA4 est impliquée dans la DI (Liu et al. 2006).

En outre, le gene ne contient que 7 exons, ce qui nécessite donc relativement peu de travail de

séquencage.

Nous avons donc séquenceé les régions codantes de SP3 (11 amplicons) par séquencage type
Sanger (cf. 3.5.1.) chez 95 patients ayant une DI-NS, sélectionnés par le Centre de référence
des déficiences intellectuelles de causes rares, afin de valider I'implication de ce géne dans le

phénotype de la patiente. Mais ce séquencage n'a malheureusement pas retrouvé de variant
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pathogéne. Ce résultat n’exclut pas que la délétion de SP3 soit bien la cause de la DI chez la
patiente ; mais il montre que des mutations de ce géne sont une cause probablement trés rare
de DI.

4.4.1.3. Autres génes candidats retrouvés dans des délétions de novo

En dehors des délétions incluant les genes CAMTAL et SP3, nous avons identifié une délétion
15026.1 de 218 kb, de formule arr[hg19] 15026.1(93,431,164-93,649,122)x1 dn, contenant
les genes RGMA et CHD?2 (figure 49).

Le patient délété (PSL_8467), ageé de 13 ans, a une DI modérée, avec hétéroagressivité. Il a
présenté un retard de langage, mais pas de retard moteur. 1l a par ailleurs une épilepsie, depuis
I'age de 3 ans, ainsi qu'une microcéphalie a -2DS.

Figure 49 : délétion de 218 kb de RGMA et CHD2 (patient PSL_8467)
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Ce patient a un frere (PSL_8256) ageé de 8 ans qui, comme lui, a une DI modérée et a présenté
un retard de langage sans retard moteur, mais qui en revanche n'a pas d'hétéroagressivité ni

d'épilepsie. Son PC est a -1,5DS. La délétion n'a pas été retrouvée chez ce frere.
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Les 2 geénes delétés chez notre patient, RGMA et CHD2, sont intéressants et peuvent étre

considérés comme des genes potentiellement candidats.

- RGMA (RGM domain family, member A) est un inhibiteur de la croissance axonale,
aussi bien durant le développement qu'a I'age adulte. 1l permet de guider les axones sur des

trajets spécifiques (Key et al. 2012).

- CHD2 (Chromodomain Helicase DNA-binding protein 2) est un facteur de
transcription ubiquitaire de la méme famille que le gene CHD?7, responsable du syndrome
CHARGE. Des mutations dans ce géne ont été trés recemment (juillet 2013) retrouvées chez
environ 1% des patients présentant une encéphalopathie épileptique (Carvill et al. 2013).

Nous avons suspecté que cette délétion était responsable des signes présents chez le patient
mais absents chez son frere, a savoir I'épilepsie et les troubles du comportement. Néanmoins,
la sélection d'une cohorte de validation nous est apparue difficile, étant donné I'incertitude
phénotypique. Avec les données récentes de la littérature (Carvill et al. 2013), il apparait

désormais que cette délétion est au moins responsable de I'épilepsie.

4.4.2. Genes candidats identifiés par des délétions transmises.

Dans le cas des CNV transmis contenant un gene candidat de DI, nous nous sommes placés
dans I'nypothese d'une transmission autosomique récessive avec mutation délétéere sur l'allele
non délété (cf. partie 2.2.2.). Ainsi, pour 3 genes autosomiques, nous avons effectue le

séquencage de I'ensemble des régions codantes a la recherche d'une mutation sur l'autre alléle.

4.4.2.1. Séquencage du gene STXBP6

Nous avons retrouvé une delétion 14g12 de 161 kb, de formule arr[hg19] 14912(25,349,607-
25,510,923)x1 pat, chez un patient de 15 ans (PSL_7261) ayant une DI séveére, des TSA, des
rires immotivés, et une épilepsie débutée a I'age de 9 mois. Cette délétion inclut les exons 2 et
3 du gene STXBP6 (Syntaxin Binding Protein 6) et elle est transmise par le pere bien portant
(figure 50).
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Figure 50 : délétion de 161 kb de STXBP6 (patient PSL_7261).
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Malgré le fait que la délétion est transmise par un parent sain, STXBP6 nous est apparu

comme un bon gene candidat pour plusieurs raisons :
- il est exprimé dans le cerveau (base de données Unigene) ;

- il code pour une protéine régulant le complexe SNARE qui participe a la régulation

des vésicules présynaptiques (Scales et al. 2002) ;

- il est de la méme famille que le gene STXBP1 dont I'haploinsuffisance est responsable
d'une DI sévere avec épilepsie a début précoce.

Nous avons donc séquencé, avec la méthode de Sanger, les régions codantes de STXBP6 (5
exons, I'exon 1 n'étant pas traduit, soit 5 amplicons), chez notre patient (PSL_7261) afin de
rechercher une mutation delétere sur l'allele non délété. Ce séquencage n'a pas permis de

retrouver de mutation délétere.
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4.4.2.2. Séquencage du gene CNTNAP4

Nous avons retrouvé une délétion 16g23.1 de 916 kb, de formule arr[hgl9]
16023.1(75,766,089-76,682,263)x1 mat, chez une patiente de 11 ans (PSL_8059) ayant une
DI-NS légére (figure 51). Cette délétion inclut le géne CNTNAP4 (Contactin Associated

Protein-Like 4) et elle est transmise par la mere.

Figure 51 : délétion de 916 kb incluant CNTNAP4 (patiente PSL_8059).
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Bien que la délétion soit transmise par un parent bien portant, CNTNAP4 nous a semblé étre

un bon géne candidat pour plusieurs raisons :
- il est exprimé préférentiellement dans le cerveau ;

- il est de la méme famille que CNTNAP2, protéine synaptique ligand de la neurexine,

dont les mutations sont impliquées dans la DI (Gregor et al. 2011) ;

Nous avons donc séquencé, en méthode de Sanger, les régions codantes de CNTNAP4 (23
exons, 25 amplicons), chez le patient PSL_8059 mais nous n'avons pas détecté de mutation

délétere sur l'alléle non délété.
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4.4.2.3. Séquencage du gene NUDT12

Nous avons retrouvé une délétion 5921.2 de 1,1Mb, de formule arr[hgl9]
5021.1921.2(102,694,113-103,794,722)x1 mat, chez une patiente de 11 ans (PSL_7699) ayant
une DI-S modérée avec troubles du comportement a type d'hétéroagressivité, microcéphalie
postnatale a -4DS, petite taille postnatale a -4DS et tétralogie de Fallot. Cette délétion inclut

le géne NUDT12 (nudix-type motif 12) et elle est transmise par la mere (figure 52).

Figure 52 : délétion de 1,1 Mb incluant NUDT12 (patiente PSL_7699)
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Nous avons séquencé, avec la méthode de Sanger, les régions codantes de NUDT12 (7
amplicons) chez la patiente PSL_7699 dans I'hypothése d'une mutation sur I'allele non délété

mais nous n'avons pas détecté de variant.

4.4.3. Genes candidats identifies par une délétion homozygote (ATAD3A et ATAD3B)

Nous avons identifié une délétion homozygote 1p36.33, de 10 kb, de formule arr[hgl9]
1p36.33(1,404,810-1,415,099)x0 (figure 53), chez une patiente (PSL_11774) atteinte d'une DI

légere (détectée lors de I'apprentissage de la lecture et de I'écriture), et présentant des troubles
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de I'équilibre a type de dystonie et de syndrome cérébelleux, apparus a 13 ans et s'aggravant

progressivement.

Cette délétion est retrouvee a I'état hétérozygote chez les parents bien portants, et n'est pas
retrouvée chez son frére, lui aussi bien portant. Il est a remarquer que la patiente ne présente

pas de grand LOH, signe de consanguinité.

Cette délétion emporte au minimum les 2 premiers exons du gene ATAD3B et le dernier exon
du gene ATAD3C (ATPase family, AAA domain containing 3). Les genes ATAD3A, ATAD3B
et ATAD3C sont des genes paralogues, conservés chez les eucaryotes. ATAD3A et ATAD3B
codent pour des protéines de la membrane mitochondriale qui stabilisent les "nucléoides"
mitochondriaux, c'est-a-dire les complexes associant ADNmt et protéines. ATAD3C est un
paralogue de ATAD3A et ATAD3B mais tronqué en N-terminal et en C-terminal (Li et al.
2011). ATAD3A et ATAD3B sont exprimés dans le cerveau (base de données Unigene).

Aprés discussion avec le Dr Fanny Mochel, (consultation des maladies métaboliques, GH
Pitié-Salpétriere, Paris) et le Dr Anne Lombes, (physiopathologie cellulaire et moléculaire des
maladies mitochondriales, GH Pitié-Salpétriere, Paris), le phénotype de la patiente est
effectivement évocateur d'une maladie mitochondriale, et cette délétion est donc

probablement en rapport avec la pathologie.

Nous avons alors décidé de séquencer les régions codantes de ATAD3B dans une série de 31
patients, sélectionnés par le Centre de référence des déficiences intellectuelles de causes rares,
présentant un phénotype similaire a la patiente PSL_11774. Nous avons également séquences

ATAD3A, dans la méme série étant donné sa fonction comparable avec ATAD3B.

Nous avons séquencé les exons 2 a 16 des deux génes (15 amplicons par gene). Le
séquencage des exons 1 n'a pas été réalisé étant donné la difficulté de mise au point liée a la
proportion importante de GC et la forte homologie entre les 2 génes. Ce séquencgage n'a pas

permis de retrouver de mutation délétere.

136



Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

Figure 53 : délétion de 10 kb incluant ATAD3B et ATAD3C (patiente PSL_11774).

4.4.4. Geénes candidats identifiés par homozygosity mapping et séquencage de I'exome

L'homozygosity mapping permet de définir des régions candidates (2.4.4.), comprenant le plus
souvent plusieurs dizaines, voire centaines de génes. Lorsqu'un de ces génes nous est apparu
comme un trés bon candidat, nous l'avons séquencé spécifiqguement. Dans le cas contraire,
devant I'impossibilité de séquencer, par méthode de Sanger, tous les génes candidats, nous

avons fait effectuer un séquencage de I'exome en NGS.

4.4.4.1. Famille de DI-S présentant un phénotype proche du Cockayne

Nous avons étudié le cas d'un frére et d'une soeur (PSL_9730 et PSL_9731), nés de parents

consanguins, présentant la méme pathologie trés sévere :

- retard de croissance anténatal (RCIU), s'aggravant en post-natal ;

- difficultés alimentaires apparues a I'age de 4 mois (les 3 premiers mois de vie ayant été
sans particularité sur le plan neurologique) ;

- régression des acquisitions dans la petite enfance (perte de la station debout) ;

- microcéphalie post-natale, s'aggravant progressivement ;
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- vieillissement prématuré ;

- énophtalmie ;

- lipodystrophie faciale et tronculaire ;

- neuropathie périphérique démyélinisante ;

- surdité de perception ;

- rétinopathie pigmentaire "poivre et sel” et opacités corneennes ;
- Iésions squelettiques épiphyso-métaphysaires ;

- brachydactylie et enraidissement des articulations des membres ;

- micropeénis et cryptorchidie chez le garcon.

La sceur ainée est décédée a 1'dge de 7 ans dans un tableau de choc septique. Le frere est agé
de 5 ans au moment de I'ACPA.

Les parents sont par ailleurs en bonne santé et ont un troisieme enfant, également en bonne

santé, ce qui évoque une pathologie autosomique récessive (figure 54).

Figure 54 : arbre de la famille dont le géne YWHAE a été séquencé
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La premiére hypothese a été celle d'un syndrome de Cockayne, malgré les lésions osseuses
non classiques, I'absence de photosensibilité, I''RM cérébrale normale et la dysmorphie un

peu différente. Mais la réparation de I'ADN et le séquencage du gene CSB sont normaux.
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Le bilan metabolique est par ailleurs normal, ainsi que le caryotype et I'étude des genes LMNA
et FACEL.

L'étude en puce SNP n'a pas permis de mettre en évidence d'anomalie chromosomique
responsable de la pathologie. Mais une étude d’homozygotie n'a retrouvé que 3 régions
d'intérét, pour un total de 12 Mb, communes aux 2 atteints, et hétérozygotes chez le frere sain,
de formule chromosomique arr[hg19] 3p14.2p13(62,572,391-70,606,921)x2
hmz,11023.3(116,139,120-118,740,864)x2 hmz,17p13.3(114,670-1,493,715)x2 (figure 55).
Ces régions d'intérét contiennent en tout 102 genes dont aucun géne connu de Cockayne, ni de

Xeroderma Pigmentosum.

4441.1. Sequencage du géne YWHAE

Parmi les 102 genes dans les régions d'intéréts, nous nous sommes intéressés a YWHAE

(tyrosine 3-monooxygenase / tryptophan 5-monooxygenase activation protein, epsilon

polypeptide).

Figure 55 : LOH commun aux 2 atteints, PSL_9730 et PSL_9731, contenant YWHAE

YWHAE est un gene de régulation de la transduction du signal intracellulaire. Il s'agit d'un des

deux geénes critiques de la région du syndrome de Miller-Dieker : sa délétion est nécessaire,
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en plus de celle de PAFAH1B1 (qui est responsable de lissencéphalie) pour entrainer le
phénotype complet de syndrome de Miller-Dieker (Cardoso et al. 2013). En outre, des
délétions hétérozygotes 17p13.3 incluant, YWHAE mais pas PAFAHBL, sont responsables
d'un phénotype de DI modérée avec retard de croissance staturo-pondérale (Schiff et al.
2010).

YWHAE nous a donc semblé étre un géne candidat possible pour expliquer ce DI-S familial,
sachant qu'on s'attend, en cas de mutation homozygote comme nous l'avons ici, & un
phénotype plus sévere qu'avec des patients ayant une délétion hétérozygote comme on en

trouve dans les cas rapportés jusqu'a présent.

Nous avons donc séquencé, en méthode de Sanger, les régions codantes de YWHAE (9 exons,

9 amplicons), chez le frere atteint (PSL_9731) mais n'avons trouvé aucune mutation délétere.

4.4.4.12. Séquencage de I'exome

Apres avoir sequencé, sans succes, le géne YWHAE dans la famille précédente, nous avons
fait effectuer un séquencage de I'exome chez le patient PSL_9731 au Centre National de
Génotypage (CNG), en utilisant comme filtre principal, outre ceux décrits dans notre partie
2.5.3.3., une analyse limitée aux locus d'intérét. Nous avons également éliminé les variants

retrouvés chez d'autres individus du méme run afin d'éviter les faux positifs.

Cette analyse a détecté 26 497 SNV (Single Nucleotid Variants) et 2 499 indel. Parmi ces
variants, nous avons identifié une substitution nucléotidique homozygote G>A, en position
116633617, ce qui correspond a une mutation faux-sens dans I'exon 4 du gene BUD13
(transcrit NM_032725.3 dans la base de données refseq), selon la nomenclature HGVS
cDNA : NM_032725.3:c.688C>T, ADN génomique : Chrl1(GRCh37):g.116633617G>A,
Protéine : p.Arg230*.

Ce variant est rare puisqu'il n'est pas répertorié dans dbSNP, 1000 genomes, HapMap ou

Exome Variant Server.
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Un séquencage selon la méthode Sanger a confirmé la mutation et déterminé que les parents

et le frere sain sont hétérozygotes (figure 56).

Figure 56 : électrophorégrammes (logiciel Applied Biosystem Seqscape) montrant la
mutation a |'état homozygote chez les 2 individus atteints (PSL_9730 et PSL_9731) et a I'état
hétérozygote chez les parents et le frere sain (PSL_9728, PSL_9729 et PSL_10632).

ETmazy AGAGTCCGTCATGATTCACCAGATCCCTCTCCTCCTAGGYGAGCCCGTCATGGTTCCTCAGATATCTCTTCCCCCA
Varients ||« o o o v e o0 s o6 66 ¢ o0 68 s s e e e aas s e e ee se se e 6 o6 s s w e s e s ee se 68 e ee s e e o wiene B e ses oe e
Tndex 391 401 411 421 431 441 451

Reference _q_g_r._g:ca_g_actcacc_g_acccctct.cccccc_gg_g_g_mcca_uttcccc_g_awc_tcm&&
Reference-AA S * F T R 3 L S 3 W F L R Y L F P
WL0632 | e e e s e e e e n e e e e e et e s s s e e e e e e Y. ...................................

TCCGTCATGATTCACCAGATCCCTICTICCTICCTAGEYQAGCCCGTCATGGTTICCTICAGATATCTICTTCCCCC

w2 | oA A st Aot

TCCGTCATGATTCACCAGATCCCTCTCCTCCTAGPYQJAGCCCGTCATGGTTCCTCAGATATCTCTTCCCCC

V\/\/\/\/\IJ\II\J\/\ o AAAMAANAN Af\of /\/\NV\/VM[L\/\!W\/\J\‘A AN

W O728 00 | e s s e s e e s s e s e s s e e s s s s s e s e e e e e Yole et o e oo vevoooscescossoscsncssscssoscscs
TCCGTCATGATTCACCAGATCCCTICTCCTICCTAGE YQ@AGCCCGTCATGGTTICCTCAGATATCTICTTICCCCC

gl BTN I T T, e e e

TCCGTCATGATTCACCAGATCCCTCTCCTCCTAGPYQ@AGCCCGTCATGGTTCCTCAGATATCTCTTCCCCC

WV\A/\J:J\ AMA!\‘A.J]/\)\/\MNWW\A L] /\/\N\/\MMMN\AMAM/\MAMM/\/

WO9729 = | e s e e e e 00000000 c st 000 s s e s st ce000ss s Wdle » aiwiete wibie WEe HON erie Ko SERLIRL PR ete SANCs s
TCCGTCATGATTCACCAGATCCCTICTICCTCCTAGEY@AGCCCGTCATGGTTCCTCAGATATCTICTTCCCCC

= | it Sl

TCCGTCATGATTCACCAGATCCCTCTCCTCCTAGPYQJAGCCCGTCATGGTTCCTCAGATATCTCTTCCCCC

10632_F_CO1

9728_F_EOL

9729_F_DO1 ,
w9730 Il ¢« s c0 00 606 o6 s es s 00 sis s 00w e sas e seieoe s e usl T olle o6 e s ae s se bes eie s s e e s e s Be e seis e s

AGCCCGTCATGGTTCCTCAGATATCTCTTCCCCCC
9730_R_A03

AGCCCGTCATGGTTCCTCAGATATCTCTTCCCCC
9730_F_AOL

AN WAL AN AN
w978l [l sermials Sis eie A se BieiE SLaivieTE s ere aere oie wse VI TIAIE srevaiens AeoN Be BiecE e eIt SeelaElE W Sie es Sels e

TCCGTCATGATTCACCAGATCCCTICTCCTICCTAGET@AGCCCGTCATGGTTICCTCAGATATCTICTTICCCCC

= | il

TCCGTCATGATTCACCAGATCCCTCTCCTCCTAGPTRAGCCCGTCATGGTTCCTCAGATATCTCTTCCCCC

9731_F_BOL f " j i
- sl —s

BUD13 est exprimé sous la forme de deux isoformes d'aprés refseq (NM_032725 et
NM_001159736). La mutation retrouvée dans I'exon 4 ne touche que la premiere isoforme,

qui est I'isoforme majeure (d'apreés les données d'annotation Aceview).
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4.4.4.1.3. Séquencage du gene BUD13

Afin de rechercher d’autres patients avec des mutations du gene BUDI13, nous avons
séquencé, en méthode de Sanger, les régions codantes de ce gene (10 exons, 10 amplicons),
dans une serie de 27 patients présentant un syndrome de Cockayne sans mutation dans le gene
ERCCS6 adressés par le Pr Vincent Laugel (CHRU Strasbourg, France). Ce séquencage n'a pas
détecté de mutation délétére dans cette série de patients.

4.4.4.1.4. Séquencage du gene RBMX2

Dans le cas de la levure, la protéine Budl3 fait partie du complexe de rétention du
splicéosome, également appelé complexe RES. Ce complexe contient une autre protéine, Ist3,
qui, lorsqu'elle est inactivée, produit le méme phénotype sur la levure que l'inactivation de
Bud13 (Dziembowski et al. 2004). Apres discussion avec le Pr Bertrand Séraphin (IGBMC,
Strasbourg, France), spécialisé dans I'étude de I'épissage chez la levure, nous avons donc
décidé d'effectuer un séquencage du géne RBMX2 (6 exons, 5 amplicons), qui est I'homologue
humain de Ist3 dans la série de patients avec syndrome de Cockayne sans mutation du gene

ERCCS6. Ce séquencage n'a pas détecté de mutation délétere.

4.4.4.2. Séquengage de I'exome dans une famille de DI-S présentant une agénésie du
corps calleux (PSL_10908 et PSL_10909)

Il s'agit de 2 fréres, I'un de 10 ans, l'autre de 9 mois, nés de parents consanguins, ayant une
DI-S associée a une agénesie compléte du corps calleux et une microcéphalie a -2DS (figure
57).

L'étude en puce SNP n'a pas permis de mettre en évidence d'anomalie chromosomique
responsable de la pathologie. Mais une étude d’homozygotie n'a retrouvé que 3 régions
d'intérét pour un total de 5,7 Mb, communes aux 2 atteints, et non présentes chez la soeur et le
frere sains, de formule chromosomique arr[hg19] 6g22.31(119,051,696-122,075,563)x2 hmz,
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14g23.1(59,604,252-60,823,009)x2 hmz, 14023.3924.1(66,461,979-67,972,922)x2 hmz. Ces
régions d'intérét contiennent 26 genes, dont aucun gene connu de DI ou d'agénésie du corps

calleux.

Devant I'absence de gene particulierement évocateur de DI, nous avons fait effectuer un
séquencage de I'exome chez les patients PSL_10908 et PSL_10909 par la société Integragen,
en utilisant comme filtre principal, outre ceux décrits dans la partie 2.5.3.3., une analyse
limitée aux locus d'intérét des variants présents chez les 2 fréres. Nous avons également

éliminé les variants ayant une fréquence > 1% dans la base de données interne d'Integragen.

Figure 57 : arbre de la famille ayant une DI-S et agénésie du corps calleux ; on a pratiqué sur

les individus atteints un séquencage de I'exome
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O

PSL_10908 PSL_10910  PSL_10911 PSL_10909

Cette analyse a détecté 30 378 SNV et 7 277 indel chez l'individu PSL_10908 ; ainsi que 60
234 SNV et 7 059 indels chez I'individu PSL_10909. Nous n'avons malheureusement retrouvé
aucun variant potentiellement délétere dans les 26 génes des régions sélectionnées. Une
analyse des données d'exome sans focalisation sur les régions d'intérét retrouve 205 variants
rares, présents chez les 2 atteints : 184 compatibles avec un mode de transmission AD, 18
avec un mode de transmission AR (hétérozygotes composites) et 3 avec un mode lié a I'X.
Aucun de ces variants ne provoque un stop prémature. Pour le moment, nous n‘avons donc

pas identifié la mutation qui est responsable de la pathologie dans cette famille.
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4.5. Caractérisation de points de cassure de

translocation (article 5)

Nous avons caractérisé les points de cassure d'une translocation identifiée dans une famille
avec deux sceurs atteintes de DI, épilepsie et microcéphalie. Ce travail est détaillé dans

I'article 5.

Les deux sceurs, de 18 et 28 ans, présentaient a la fois une DI-S, une épilepsie, une
microcéphalie & -4DS, et une petite taille & -5DS a début anténatal. Nous avons effectué une
ACPA chez la plus jeune soeur (PSL_8584) et retrouvé une duplication 2p25 de 5,5 Mb, de
formule arr[hgl19] 2p25.3p25.2(72,185-5,571,360)x3, associée a une délétion 22913.3 de 5
Mb, de formule arr[hg19] 22913.31913.33(46,094,759-51,169,045)x1 (figure 58).

L'analyse en FISH a déterminé qu'il s'agit d'un dérivé de translocation réciproque
désequilibrée, porté également par la deuxiéme soeur atteinte. Le pere et une soeur saine agée

de 23 ans sont porteurs de la translocation réciproque sous sa forme équilibrée.

L'analyse en ACPA a révélé que le point de cassure sur le chromosome 22 coupait le géne
ATXN10, dont I'expansion d'un quintuplet ATTCT, dans l'intron 9, est responsable de I'ataxie

spino-cérébelleuse 10.
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Figure 58 : duplication 2p25 de 5,5Mb associée a une délétion de 22q13.3 de 5Mb dont le
point de cassure passe dans le gene ATXN10 (patiente PSL_8584).
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Il existe donc une disruption d'ATXN10, chez le pére et la soeur porteurs de la translocation

réciproque équilibrée, alors qu'ils ne présentent pas d'ataxie.

Nous avons voulu caractériser précisément les points de cassure par séquencage en méthode
Sanger. Nous avons donc, dans un premier temps, réalisé des PCR dans les intervalles situés
entre la derniere sonde normale et la derniére sonde anormale sur les chromosomes 2 et 22

(22 combinaisons d'amorces en tout). Puis nous avons séquencé les 2 fragments amplifiés.

Ce séquencage a permis de déterminer que le point de cassure sur le chromosome 22 était
situé dans l'intron 2 de ATXN10 a la coordonnée chr22:46087421-46087422. Sur le
chromosome 2, la coordonnée du point de cassure est : chr2:5578252-5578253 (figure 59).
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Figure 59 : électrophoregrammes des points de cassure sur les dérivés 2 et 22
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A noter la présence d'une insertion d'une base cytosine supplémentaire au niveau d'un des 2
points de cassure. Cette cytosine est normalement présente, sur le chromosome 2 normal et
non sur le chromosome 22, or on la retrouve sur les 2 dérivés de translocation.
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4.6. Résultats des patients présentant une DI et des

TSA (article 6)

Parmi nos résultats, nous avons voulu analyser plus specifiquement les données de CNV, et le
travail de séquencage de génes candidats effectué chez les patients de notre série présentant
des TSA associés a la DI. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr Caroline Nava,
qui travaille au Centre de recherche de l'institut du cerveau et de la moelle, UPMC/Inserm
UMR-S975/CNRS UMR 7225 (GH Pitié-Salpétriére, Paris). Les résultats de cette étude sont
détaillés dans l'article 6 (Nava*, Keren* et al. 2013 ; * les 2 premiers auteurs ayant contribué
a ce travail a part égale). Dans l'article, les CNV des patients ayant des TSA sans DI ou ayant
été passés sur des puces Illumina Human 660W-Quad (hors diagnostic) ne font pas partie du

sujet de ce travail et n'ont pas été inclus dans les statistiques présentées dans la partie 3.1.

Pour résumer, I'ACPA a retrouvé 114 CNV rares dont 41 pertes de copies et 73 gains de
copies chez 160 patients DI et TSA. Parmi ces CNV, deux ont été considérés comme
pathogenes en raison de leur taille, de leur caractere de novo, ou de leur implication connue
dans les TSA et la DI : une triplication 15q11-q13 de 4,5 Mb, de formule arr[hgl9]
15011.2q13.1(21,234,149-25,713,937)x4 (PSL_8082) et une délétion 9p24 de 3,8 Mb, de
formule arr[hg19] 9p24.3p24.2(317,782-4,084,321)x1 (PSL_8378).

Les différentes délétions hétérozygotes retrouvées ont permis d'identifier plusieurs génes

candidats :

- DOCK8 et DOCK10, qui codent pour des proteines de signalisation cellulaire
interagissant avec les Rho-GTPases, sont tous les deux exprimées dans le cerveau. Une
disruption de DOCKS8, due a une translocation réciproque équilibrée, a déja été décrite dans

une famille présentant DI et épilepsie (Griggs et al. 2007) ;

- SMARCA2, qui code pour un facteur de transcription appartenant au méme complexe
que la protéine FMRP codée par FMRL1, qui est le gene de I'X fragile. Des mutations faux
sens, n'inactivant pas totalement la fonction du géne, ont récemment été décrites chez des

patients atteints du syndrome de Nicolaides-Baraitser ;
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- NYAP2, qui code pour une protéine de signalisation neuronale (Yokoyama et al.
2011).

Dans I'hypothése d'une pathologie de transmission AR, les patients ayant des délétions de ces

genes ont eu un séquencage de leur allele non délété par la méthode de Sanger.

Une substitution nucléotidique G>A, faux sens, a été retrouvée dans le gene DOCK10, de
formule HGVS cDNA : NM_014689.2:c.6460G>A, ADN génomique
Chr2(GRCh37):9.225630539C>T, protéine: p.Asp2154Asn. Ce variant est répertorié dans la
base dbSNP avec une fréquence de 0,0004. 1l est classé comme "possibly damaging" avec un
score de 0,82, d'apres l'algorithme de prédiction PolyPhen-2.

Aucune mutation délétere n'a été retrouvee dans les genes DOCK8, SMARCA2 et NYAP2.

Nos effectifs dans cet article sont inférieurs a ceux présentés a la partie 4.1 car d'autres

patients ont été analysés depuis.
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5. Discussion

Dans cette partie, nous discuterons des résultats obtenus a partir de notre série de patients DI
passés en ACPA. Nous analyserons d'abord l'intérét que présente notre série sur le plan
diagnostique, et nous verrons ensuite les nouveaux genes candidats qu'elle nous a permis
d'identifier.

5.1. Utilisation des puces SNP en diagnostic

5.1.1. Analyse globale des résultats

Notre série comporte en moyenne 1,63 patient de sexe masculin pour 1 patiente de sexe
féminin, ce qui est concordant avec les études de prévalence montrant un exces de garcon (cf.
1.15)).

Sur les 1 187 patients pour lesquels nous avons effectué une ACPA en diagnostic, nous avons
retrouvé 143 CNV pathogénes, ce qui représente environ 12% de diagnostics réalises.

Ces résultats sont concordants avec ceux des grandes séries et revues de la littérature qui
retrouvent un taux de diagnostics qui varie entre 5 a 20% (Stankiewicz et al. 2007, Keren (a),
2010, Miller et al. 2010, Cooper et al. 2011, Hochstenbach et al. 2011, Schaaf et al. 2011,
Shoukier et al. 2013).

Concernant le taux diagnostique en fonction de la clinique, nous avons retrouve
significativement plus de CNV pathogénes chez les patients atteints de DI-S comparés aux
patients DI-NS : 14,6% contre 6,6% (p = 1,4.10° avec le test chi2). Il est classiquement admis
que la probabilité de retrouver une anomalie chromosomique chez un patient DI est d'autant

plus grande qu'il existe un nombre important de signes associés (De Vries et al. 2001), et nos
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résultats sont en accord avec ce principe. Quant a nos patients presentant des TSA associés,
ils présentent significativement moins de CNV pathogenes : 5% contre 12,9% pour nos autres
patients DI (p=0,00025 avec le test chi2). Ces résultats concordent avec le taux de CNV de
novo retrouvés dans de grandes séries de patients TSA, et qui varie de 5 a 7% (ltsara et al.
2010, Pinto et al. 2010, Levy et al. 2011, Sanders et al. 2011). Cette différence peut
s'expliquer par le fait que, en dehors de I'épilepsie, les signes associés en particulier
dysmorphiques et malformatifs, sont plus rares dans les TSA en général que dans la DI,
retrouvés dans environ 20% des cas (Miles et al. 2005, Angkustsiri et al. 2011). Dans notre
série, sur nos 256 patients présentant des TSA, seulement 8 ont été classés en DI-NS, ce qui

explique probablement nos résultats.

5.1.2. Variation du nombre de CNV retrouvés en fonction du type de puce utilisé
Durant ce travail, nous avons utilisé deux types de puces SNP :

- les Illumina HumanCNV370-duo et HumanCNV370-quad (qui analysent les mémes
marqueurs SNP), de décembre 2007 a mars 2009 (153 patients) ;

- les Illumina HumanCytoSNP-12 d'avril 2009 a mai 2013 (1 034 patients) ;

Le nombre moyen de CNV identifiés est tres différent selon qu'on utilise I'un ou l'autre de ces
deux types de puces: 10,9 par patient pour les CNV370 contre 3,2 par patient pour les
CytoSNP. Cette différence peut s'expliquer par le design des puces. Les CNV370 ont été
concues initialement pour les études GWAS, afin d'étudier plus particulierement les risques
associés a des variants communs (CNV ou SNP). Les CNV fréguents (polymorphiques) sont
donc particulierement bien couverts (source : HumanCNV370 datasheet, Illumina). Les puces
HumanCytoSNP ont, au contraire, été mises au point pour le diagnostic cytogénetique afin de
détecter préférentiellement les variants rares. La densité en sondes est donc plus importante
sur des régions d'anomalies chromosomiques pathogénes connues et sur le chromosome X,
tandis que certaines régions trés polymorphiques, comme le locus des défensines en 8p ou le
9g proximal, ne sont pas couvertes (source : InfiniumDx™ CytoSNP-12 Assay datasheet,

Illumina).
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Par conséquent, il est logique que I'exces de CNV retrouve avec les CNV370 soit lie a la
densité en sondes au niveau des regions polymorphiques. Si nous nous intéressons
uniquement aux CNV rares (non décrits dans DGV) et contenant des séquences codantes,
nous en trouvons en moyenne 0,39 par patient avec les CNV370 et 0,56 CNV avec les
CytoSNP. On peut donc en conclure que les CytoSNP sont plus performantes que les
CNV370 pour la détection des CNV rares (p = 0,0001 avec le test chi2), malgreé le fait qu'elles
détectent globalement moins de CNV. Ce résultat démontre I'intérét des CytoSNP dans une
utilisation diagnostique ou l'on s'intéresse prioritairement aux CNV rares et non aux CNV
polymorphiqgues. De plus, étant donné que le nombre total de CNV retrouvés par les CytoSNP

est inférieur a celui des CNV370, I'analyse et I’interprétation sont plus simples.

En ce qui concerne le nombre de diagnostics réalisés, un CNV pathogene a été retrouvé chez
9,8% des patients avec les CNV370, et 12,3% des patients avec les CytoSNP. Cette différence
n'est pas significative (p = 0,36 avec le test chi2), ce qui est probablement di au fait que la
majorité des CNV pathogénes sont de grande taille, donc aussi bien détectés par les deux
types de puces. Il faudrait probablement augmenter de beaucoup les effectifs pour que I'excés

de petits CNV pathogénes retrouvés par les CytoSNP soit significatif.

5.1.3. Interprétation des CNV en fonction du type d'anomalie et de la taille

Lors de lI'analyse des CNV, la taille et le type d'anomalie (gain ou perte) sont pris en compte
pour la détermination du caractére pathogéne. Plus le CNV est large, et plus la probabilité est
grande que des régions génomiques de fonction critique, sensibles au nombre de copies,
soient affectées, entrainant un retentissement phénotypique. 1l est généralement admis que les
duplications sont des altérations génomiques mieux tolérées que les délétions (Lee et al.
2007b, Mannings et al. 2010, Miller et al. 2010, South et al. 2011, Kearney et al. 2011).

Les résultats de notre série sont concordants avec ces principes : nous avons observé en effet

une corrélation entre la taille du CNV, son type (gain ou perte) et la pathogénicité (Figure 60).

Nous avons retrouvé une taille moyenne de 6,5 Mb pour les délétions pathogenes, contre
11 Mb pour les duplications pathogenes, ce qui suggére qu'a taille égale une délétion a plus de

chance d'étre pathogéne.
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Figure 60 : boxplots de la taille des CNV en fonction de leur type et de leur interprétation. La
partie gris clair représente la taille des CNV entre la médiane et le premier quartile, la partie
gris foncé représente la taille des CNV entre la médiane et le troisieme quartile. Les
extrémités représentent la taille du CNV au 9éme percentile (en bas) et au 91éme percentile
(en haut). Les CNV notés "VOUS" sont des CNV d'intérét, contenant des séquences codantes

et non présents dans DGV, pour lesquels nous n'avons pas pu vérifier le caractére transmis

ou de novo.
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Nous retrouvons cette différence lorsque nous regardons la fréquence des anomalies

pathogenes en fonction de la taille minimale des CNV (figure 61).
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Figure 61 : proportion de CNV pathogéenes dans notre série en fonction de la taille minimale.
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La figure 61 montre qu'a taille égale, la proportion de CNV pathogenes est plus importante
dans les délétions. Le coefficient de détermination (en régression linéaire) est de r2 = 0,57

pour les délétions et de r2 = 0,30 pour les duplications.

Ces données confirment donc ce qui est classiqguement admis : il y a d'autant plus de risque
qgu'un CNV soit pathogene qu'il s'agit d'une perte de nombre de copies et que sa taille est

grande.

Quant a la taille minimale des CNV analyses, les recommandations internationales
préconisent une résolution d'analyse d'au moins 400 kb (Miller et al. 2010, Kearney et al.
2011). Dans notre méthode d'analyse, nous ne fixons pas de seuil minimum de taille pour la
détection des CNV : nous n'utilisons qu'un seuil de "CNV confidence" qui reflete la
vraisemblance du CNV (cf. partie 3.2.4.2.6). Ainsi, nous avons pu déetecter 6 CNV
pathogeénes, de taille inférieure a 400 kb, ce qui représente 0,5% de nos 1 087 patients, et nous
a permis de détecter 6 CNVs pathogenes supplémentaires, soit une augmentation de notre
taux diagnostique de 4,4%. Ces résultats nous encouragent donc a continuer d'obtenir la
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meilleure résolution d'analyse possible sur les puces que nous utilisons, sans fixer
artificiellement un seuil minimal de taille. Il faut toutefois noter qu'aucun de ces 6 CNV de
petite taille ne correspond a un gain de nombre de copies, ce qui justifierait de ne continuer

cette stratégie d'analyse que pour les délétions.

5.1.4. Apport des puces SNP en diagnostic du fait de la détection des disomies uniparentales

En diagnostic, les puces SNP ont comme avantage, comparées a la CGH array, qui reste la
technique d'ACPA la plus utilisée, de pouvoir détecter les LOH, et donc les UPD, lorsqu'elles

sont des isodisomies (les 2 chromosomes sont génotypiquement identiques).

Lorsque I'UPD survient dans une région soumise a I'empreinte, cela a pour conséquence des
anomalies de I'expression d'un ou de plusieurs génes, ce qui peut avoir des conséquences

cliniques pathologiques (Butler et al. 2009).

C'est ce mécanisme qui explique le syndrome de Prader-Willi constaté chez la patiente
PSL 8591 avec UPD maternelle, complete et homogene, du chromosome 15, que nous avons
diagnostiqué en ACPA. La patiente, agée de 17 ans au moment du diagnostic, présente un
phénotype compatible avec ce syndrome : DI, obésité, petites extrémités, épilepsie, retard de
croissance. L'interrogatoire de la famille n'avait toutefois pas permis de mettre en évidence
d'hypotonie ni de difficultés d'alimentation en période néonatale, ce qui fait pourtant partie de
l'histoire habituelle de la maladie. C’est la raison pour laquelle cette étiologie n'avait pas été
évoquée avant I'ACPA et c'est finalement I'examen pangénomique qui a permis de poser le
diagnostic. Selon notre expérience, le diagnostic de syndrome de Prader-Willi est, dans la
grande majorité des cas, orienté cliniquement, et confirmé par des tests ciblés (étude de
méthylation en premiére intention puis FISH). Depuis fin 2007, cette patiente est la seule
patiente Prader-Willi diagnostiquée en ACPA dans notre laboratoire, alors que nous y avons
dans le méme temps diagnostique, en FISH, 15 patients atteints de syndrome de Prader-Willi.
Le diagnostic de ce syndrome en ACPA est donc réservé aux formes atypiques, et I'exces de
diagnostics permis par les puces SNP par rapport a la CGH array est réservé aux UPD, soit 25
a 30% des cas (Goldstone et al. 2004).
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En ce qui concerne la patiente PSL_9378 avec une UPD maternelle, compléete et homogene,
du chromosome 9, nous avons suspecté un mecanisme différent d'une pathologie liée a
I'empreinte. En effet, il n'existe pas de syndrome caractéristique connu cause par I'UPD
maternelle du chromosome 9. Etant donné que cette UPD est composée a la fois d'isodisomie
et d'hétérodisomie, nous avons posé I'hypothese d'un mécanisme de formation par une
correction de trisomie incompléte (Conlin et al. 2010). Nous avons donc effectue une
recherche de mosaique sur des fibroblastes de la patiente et retrouvé une trisomie 9 dans 4%
des cellules (figure 62). Des disomies maternelles du 9 associées a une trisomie en mosaique
ont déja été décrites en pré et postnatal (Willatt et al. 1992, Slater et al. 2000); mais dans ces
cas I'UPD avait été suspectée suite a la détection de la trisomie, a I'inverse de notre cas ou
c'est la trisomie qui a été suspectée suite a la détection de I'UPD. Sur le plan clinique, notre
patiente présente un phénotype trés proche du cas décrit par 1’équipe de Willatt, ayant une
trisomie 9 dans 6% des cellules, en particulier la dysmorphie avec un important
microrétrognathisme, et une forte scoliose. Nous avons donc considéré cette anomalie

chromosomique comme causale.

Figure 62 : FISH avec la sonde centromérique du chromosome 9, de la patiente PSL_9378

ayant une UPD du 9, retrouvant une trisomie 9 dans 4% des fibroblastes

Les deux précedentes UPD, du chromosome 15 et du chromosome 9, détectées en ACPA,
nous ont permis de faire un diagnostic étiologique des troubles présentés par ces patients,

contrairement aux trois autres UPD que nous avons détectées.
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Nos deux patients porteurs d'une iUPD paternelle, complete et homogeéne, du chromosome 16
ont des phénotypes distincts. Tous les deux ont une DI et un retard de croissance, mais la DI
est beaucoup plus sévere pour la patiente PSL_10170 que pour le patient PSL_7798. Le
patient PSL_7798 a par ailleurs une ataxie cérébelleuse, une cardiomyopathie hypertrophique
et une épilepsie, tandis que la patiente PSL_10170 a une arthrogrypose, une surdité de
perception et un syndrome de Pierre Robin. De plus, leur dysmorphie est trés différente. Les
UPD du chromosome 16 sont parmi les UPD les plus fréquentes (Kotzot et al. 1999), mais
elles sont d'origine maternelle dans la quasi-totalité des cas. Un seul cas d'UPD du 16
d’origine paternelle, diagnostiqué de facon fortuite, a été rapporté dans la littérature chez une
enfant de 13 mois bien portante (Kohlhase et al. 2000). Nous avons conclu de ces données de
la littérature, et de la constatation que nos deux patients présentaient un phénotype distinct,
que leur pathologie n'était pas liée a une anomalie de I'empreinte. Etant donné que ces 2 UPD
sont composées totalement d'isodisomie, nous avons posé I'nypothese d'un mécanisme de
formation par une correction incompléte de monosomie (Conlin et al. 2010). Mais la
recherche, en FISH, de monosomie en mosaique sur fibroblastes a été négative sur 200
cellules pour nos 2 patients. Au final, nous considérons actuellement ces 2 UPD du 16 comme
des variants de signification inconnue. Il se peut que ces UPD aient permis l'expression de
deux maladies AR différentes liées a des mutations délétéres sur un chromosome 16 paternel,
se retrouvant a I'état homozygote dans I'UPD. Cela nécessiterait de réaliser un séquencgage
exonique et d'analyser spécifiqguement les génes du chromosome 16.

Notre derniére UPD est une iUPD paternelle, segmentaire et en mosaique, de la partie
terminale du bras court du chromosome 11. Cette anomalie est connue pour étre responsable
du syndrome de Wiedemann-Beckwith (Romanelli et al. 2011). Or notre patiente n'a aucun
signe de Wiedemann-Beckwith, pas de macrosomie, d'avance staturale, de macroglossie, de
viscéromégalie, d'anomalie de morphologique des oreilles, d'anomalie de la paroi abdominale,
etc. De plus, une mutation de novo du géne TUBA1A a, par la suite, été mise en evidence chez
cette patiente, ce qui concorde tout a fait avec son phénotype et en particulier ses anomalies
visibles a I'lRM cérébrale. Nous pensons donc que c'est cette mutation qui est responsable du
phénotype et non I'UPD. L'absence de manifestation phénotypique de cette UPD peut
s'expliquer par sa période d'apparition. Les anomalies en mosaique peuvent survenir apres la
conception, tout au long de la vie. Et les conséquences phéenotypiques sont différentes selon

gue I'anomalie survient durant le développement ou apres le développement. Certaines études
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en ACPA réalisées dans la population générale ont montré l'apparition, au cours de la vie,
d'UPD en mosaique, dont des UPD 1lpter, sans que ces patients n'aient de syndrome de
Wiedemann-Beckwith (Jacobs et al. 2012, Laurie et al. 2012). Nous pensons que c'est
également le cas pour notre patiente ; I'apparition tardive au cours du développement de son
UPD pourrait étre la raison de I'absence de syndrome de Wiedemann-Beckwith. A noter que,
si nous avons conclu que cette UPD n'était pas en rapport avec le phénotype de la patiente,
elle a tout de méme démontré que les puces SNP permettaient de diagnostiquer le syndrome
de Wiedemann-Beckwith, ainsi que d'évaluer la taille et le taux de mosaique de I'UPD, ce qui
nous a conduit a collaborer a divers travaux sur les disomies uniparentales avec I'équipe
d'lIrene Netchine, Sylvie Rossignol et Yves Le Bouc (Hopital Trousseau, Paris, France),
(Keren (b) et al. 2013, Maupetit-Méhouas et al. 2013).

Au total, sur nos 1 187 patients, nous avons identifié 5 UPD (0,42%) dont seulement deux
nous ont permis de faire un diagnostic étiologique (0,17%). Cette fréquence est environ 15
fois supérieure a celle des UPD estimée dans la population générale (Robinson et al. 2000),
sachant par ailleurs que nous ne détectons pas, en puces SNP, les hétérodisomies completes.
Dans la littérature, les taux d'UPD retrouvées en puces SNP, dans des séries de patients
adressés pour ACPA diagnostique, sont comparables : de 0,22 a 0,4% pour le taux d'UPD
total et de 0,14 a 0,24% pour le taux d'UPD de pathogénicité certaine (tableau 33).

Tableau 33 : UPD retrouvées en ACPA dans des séries diagnostiques effectuées en puces SNP

effectif UPD prouvées, taux d'UPD,
Etude R .
total totales/pathogénes totales/pathogénes
Conlin et al. 2010 2019 8/5 0,40% / 0,24%
Bruno et al. 2011 5000 11/7 0,22% / 0,14%
Papenhausen et al. 2011 13 000 38/21 0,29% / 0,16%

Dans notre série, la détection des UPD permet de faire passer le nombre de diagnostics de 143
a 145, soit une augmentation de 1,4%. Cette augmentation du taux diagnostique grace a la
détection des UPD d'une part, et d'autre part a la détection des régions homozygotes en cas de
consanguinité, fait préférer les puces SNP, "lorsque cela est possible™, a la CGH array, d'aprés
les recommandations du College Américain de Geénétique Médicale (Kearney et al. 2010).
Selon notre expérience et daprés les données de la littérature, l'augmentation du taux
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diagnostique est toutefois relativement faible et peut ne pas justifier les efforts nécessaires au
changement de plateforme pour les laboratoires utilisant la CGH array en routine et ne

maitrisant pas les puces SNP.

5.1.5. Interprétation des CNV considerés comme des facteurs de susceptibilité

Dans notre série, nous avons retrouve 25 patients porteurs de CNV connus comme étant des
facteurs de susceptibilité. L'interprétation de ce type de CNV demeure encore difficile et
représente un raisonnement totalement nouveau pour les cytogénéticiens, habitués a des

remaniements, soit pathogeénes, soit polymorphiques.

Premierement, il est mal aisé de classer ces remaniements selon les catégories que nous avons
initialement établies dans notre base de données (pathogene, non pathogéne, transmis, non
verifié) ou qui ont été établies par I'ISCA (pathogéne, bénin, probablement pathogene,
probablement bénin, VOUS).

Dans notre base de données, un méme variant a pu étre classé de facon differente, selon les
patients, en fonction de son caractére de novo ou transmis, mais également en fonction des
données de la littérature au moment de l'identification du CNV. Par exemple, nous avons
identifié 7 duplications 16p11.2, dont 4 classées comme pathogénes, 1 non Vérifiée (donc
VOUS), et 2 transmises par un parent sain (donc "probablement bénignes™). Pourtant, I'effet
physiopathologique de cette duplication n'est probablement pas différent, qu'elle soit de novo
ou transmise ou qu'elle ait été identifiée au début ou a la fin de notre étude : il s'agit d'un

facteur de susceptibilité, impliqué dans la DI, mais insuffisant a lui seul pour la provoquer.

Il se pose un autre probléme qui est celui des facteurs de susceptibilité qui ne sont pas encore
caractérisés comme tels dans la littérature. De ce fait, il n'est pas actuellement possible de les
identifier en utilisant notre arbre décisionnel, et I'anomalie, selon son caractére de novo ou
transmis, sera interprétée comme I'étiologie de la maladie ou comme probablement bénigne,
alors que l'on est sans doute devant une cause complexe et multifactorielle. En outre, étant
donné que ces facteurs de susceptibilité peuvent étre portés par des individus en bonne santé,
ils peuvent étre répertoriés dans DGV comme variants polymorphiques et étre d'emblée

classés comme bénins.
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En effet, le probleme principal est celui de la spécificité et de la valeur prédictive de ces
anomalies en diagnostic : lorsqu'on identifie un facteur de susceptibilité chez un patient DI, il
nous est actuellement impossible de déterminer si ce CNV est bien en rapport avec le
phénotype du patient ou s'il est le résultat d'une découverte fortuite, de sorte que le conseil
génétique chez les apparentés est difficile. D'ailleurs, lorsqu'on découvre actuellement un de

ces CNV en prénatal ou en néonatal, il est impossible de prévoir si cela entrainera une DI.

Il demeure un dernier probleme, celui de I'information a transmettre par le cytogénéticien au
prescripteur. L'intérét clinique de ces réarrangements varie en fonction du risque : certains
CNV ont un Odds Ratio > 10 comme la délétion 1g21.1 ; d'autres ont un Odds Ratio < 2
comme la délétion proximale 15911.2 entre BP1 et BP2, ce qui n'est pas trés différent de
I'Odds Ratio du sexe masculin dans la DI (Malhotra et al. 2012). L'objectif serait donc de
fixer un seuil a partir duquel l'augmentation du risque et de la valeur prédictive est suffisante
pour gue le patient et la famille en soient informés, mais il n'existe pour le moment aucune
recommandation sur ce sujet. Pour notre part, nous avons choisi de ne pas rendre les CNV
considérés comme polymorphiques dans DGV, méme s'ils ont par ailleurs été décrits comme
des facteurs de risque dans certaines études, ces CNV correspondant a des Odds Ratio faibles,
telle la délétion proximale 15g11.2 (Cooper et al. 2011, Malhotra et al. 2012). Quant aux
autres CNV, nous les avons considérés, dans le compte-rendu remis aux prescripteurs, comme
des facteurs de risque, méme si cette catégorie n'existe pas pour le moment dans notre base de
données. Notre attitude sera amenée a évoluer en méme temps que les connaissances sur ces

facteurs de risque et d'éventuelles recommandations quant a leur interprétation.

5.2. Identification de genes candidats de DI

Ce travail de recherche de CNV en ACPA diagnostique chez des patients atteints de DI, nous
a permis d'identifier plusieurs génes candidats (tableau 34) que nous avons cherchés a valider

selon plusieurs stratégies (figure 63).

Figure 63 : stratégies d'identification et de validation des différents genes candidats de DI de

notre série.
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Tableau 34 : génes candidats identifiés, avec le processus physiologique dans lequel ils sont

impliqués, ainsi que les genes de la méme famille impliqués dans la DI

genes processus physiologique commentaires
CAMTA1L facteur de transcription -
SP3 facteur de transcription -
organisation de la densité famille de CNTNAP2, impliqué dans la DI, les TSA
CNTNAP4 ) .
présynaptique. et le syndrome de Tourette.
régulation de la
NUDT12 concentration des -
nucléotides intracellulaires.
STXBPG fonction présynaptique. famille d,e STXBP1, !m[f)llgue .dans une
encéphalopathie épileptique.
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DOCK8/DOCK10 signalisation cellulaire. bocks |mpI|quelda?ns u.ne famille de DI et
épilepsie.
méme complexe protéique que FMR1, gene de I'X
SMARCA2 facteur de transcription. fragile. Impliqué dans le syndrome de Nicolaides-
Baraitser.
NYAP2 signalisation neuronale. -
tabilisati léoi
ATAD3A/ATAD3B/ATAD3C stabi |sa? ion des r?uc éoides i
mitochondriaux.
YWHAE signalisation cellulaire. gene critique du syndrome de Miller-Dieker.
BUD13 rétention (.:iels ARNm dans le i
splicéosome.
RBMX2 retention (.:ie,s ARNm dans le méme complexe protéique que BUD13.
splicéosome.
survie et différenciation gene impliqué dans I'ataxie spino-cérébelleuse 10
ATXN10 (SCA10). Cassure identifiée de fagon fortuite dans
neuronale. . .
une famille de DI, chez les non atteints.

5.2.1. Identification de génes candidats par les petites délétions de novo

Deux petites délétions de novo nous ont permis d'identifier 2 genes candidats de DI

CAMTAL et SP3 qui étaient les seuls génes délétés. Le fait que des CNV soient de novo est
reconnu comme un argument fort de pathogénicité (Lee et al. 2007, Kearney et al. 2011).
Toutefois, ce n'est pas un argument absolu, les CNV de novo survenant dans la population
générale avec un taux, a chaque génération, de 1,2 / 100 génome (sur des puces de 30 kb de
résolution), et la plupart du temps sans conséquence pathologique (ltsara et al. 2010). Il est
donc nécessaire, une fois un géne candidat identifié, de répliquer ce résultat chez d'autres
patients. Afin de valider la responsabilité de ces 2 génes dans la DI, nous avons réuni pour
chacun une cohorte de réplication composée de patients atteints du méme phénotype : 47
patients atteints d'ataxie congénitale +/-DI pour CAMTAL et 95 patients atteints de DI-NS
pour SP3. Mais ce séquencage ne nous a pas permis de mettre en évidence de mutation

délétere.

Nous considérons tout de méme la délétion de CAMTAL comme pathogene car, du fait de
notre collaboration avec I'équipe du CHU Dijon, deux autres familles ont été identifiées avec
des réarrangements intragéniques de CAMTAL entrainant un stop prématuré, qui ségrégent
avec la DI des patients. En raison du phénotype de notre patiente ayant un retard de
développement associé a une ataxie congénitale, les individus atteints des deux autres familles

ont été réexaminés et une ataxie a été mise secondairement en évidence. Par ailleurs un
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patient ayant une délétion de CAMTAL a été rapportée dans la littérature, avec, lui aussi, un
phénotype de DI et d'ataxie cérébelleuse (Mikhail et al. 2011). Ainsi une délétion de CAMTAL
a été retrouvée dans quatre familles indépendantes avec un phénotype homogene de DI et
d'ataxie, ce qui est de notre point de vue un argument majeur pour impliquer CAMTAL dans
cette pathologie. De plus, d'autres arguments mineurs vont également dans le sens d'une
pathogénicité de la délétion de ce geéne : il est exprimé préférentiellement dans le cortex
temporal et le cervelet, ce qui concorde avec le phénotype de DI et d'ataxie (Huentelman et al.
2011), et aucune mutation provoquant un stop prématuré n'est décrite dans la base Exome
Variant Server sur plus de 6 500 individus contréles. Au final, nous considérons donc que
I'haploinsuffisance de CAMTAL est bien responsable d'une pathologie associant une DI et une

ataxie congénitale, méme si les mutations ponctuelles dans ce gene sont probablement rares.

Concernant la délétion de SP3 gque nous avons retrouvée chez une patiente DI, il est possible
que l'absence de mutation délétere dans notre cohorte de réplication soit liée au fait que les
mutations de ce géne représentent une cause trés rare de DI. Plusieurs arguments semblent
confirmer cette hypothese : il s'agit d'un facteur de transcription interagissant avec HDAC4,
lui méme impliqué dans la DI, et aucune mutation provoquant un stop prématuré n'est décrite
chez 6 500 contrdles dans Exome Variant Server, ce qui est en faveur de l'importance
physiologique de la protéine. Pour confirmer notre hypothese, le séquencage d'une plus
grande cohorte de réplication serait nécessaire, car, en l'absence d'un deuxiéme cas avec
haploinsuffisance de SP3, nous ne pouvons pas non plus exclure le fait que cette délétion
pourrait étre un variant polymorphique, survenu de novo de maniére fortuite, chez cette

patiente DI.

Enfin, nous avons retrouvé une délétion de novo emportant les génes RGMA et CHD2 chez un
patient atteint de DI, troubles du comportement, épilepsie et microcéphalie a -2DS. Ces deux
genes sont de trés bons candidats potentiels dans la DI, RGMA étant un répresseur de la
guidance axonale et CHD2 un facteur de transcription de la méme famille que CHD?7, le géne
du syndrome CHARGE. Toutefois, le fait que son frére, également atteint de DI n‘ait pas cette
délétion pose un probléme dans la ségrégation de I'anomalie avec la pathologie. 1l nous a donc
paru difficile de rattacher de fagon claire un phénotype a cette délétion, et ainsi de recruter
une cohorte de réplication pour le séquengage. En conséquence, nous ne sommes pas allés

plus loin dans I'étude de ces deux géenes. Tres récemment (juillet 2013), 1’équipe de Heather
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Mefford a retrouvé des mutations hétérozygotes deléteres de novo du géne CHD2 chez
environ 1% des patients atteints d’encéphalopathie épileptique (Carvill et al. 2013). Cela
confirme que la delétion de notre patient est bien pathogene et probablement responsable de

1’épilepsie, méme si elle n’explique pas la totalité du phénotype.

Les petites délétions de novo retrouvées en ACPA ont déja permis d'identifier plusieurs génes
de DI comme CHD7, MBDS5, ou PCDH19. Dans notre étude, sur trois petites délétions de
novo, contenant un ou deux génes antérieurement non décrits comme responsables de DI,
nous avons identifié un nouveau gene de DI avec ataxie congénitale : CAMTAL. Le caractere
de novo demeure donc un marqueur important de pathogénicité dans les DI sporadiques. Et il
est désormais utilisé dans des études de séquencage de I'exome qui recherchent des mutations
ponctuelles (SNV ou indel) de novo plutdt que des CNV. Vissers et al. (2010) ont séquencé
I'exome de dix patients ainsi que de leurs parents afin détecter des mutations de novo : cette
étude leur a permis d'identifier neuf variants de novo, dont six qu'ils ont considérés comme
probablement pathogénes, en raison du type de mutation et de la fonction du gene touché.
Cette méthode a egalement été utilisée dans d'autres pathologies neuropsychiatriques comme
les TSA (O'Roak et al. 2011) ou la schizophrénie (Girard et al. 2011) et, chaque fois, elle a
permis d'identifier des variants probablement pathogénes et de bons géenes candidats.
Néanmoins, dans tous les cas, demeure malgré tout la difficulté de répliquer ces données dans
des cohortes de patients de méme phénotype, étant donné la rareté de ces variants.

5.2.2. ldentification de génes candidats par les petites délétions transmises

Les petites délétions transmises nous ont permis d'identifier 7 génes candidats de DI :
CNTNAP4, NUDT12, STXBP6, DOCKS8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2. Nous avons
sélectionné ces genes parce, pour leur majorité, ils interviennent sur des processus
physiopathologiques déja impliqués dans la DI (cf. 1.2.3.2.) et, pour certains, ils possedent
d'autres génes de leur famille responsables de DI (cf. tableau 34). Pour ces génes, nous avons
posé I'hypothese d'une possible mutation ponctuelle sur I'allele non déléte. Cela aurait pu
expliquer, dans le cas d'une transmission autosomique récessive, que le parent délété soit bien
portant alors que le cas index est atteint. Mais le séquencage des séquences codantes de ces

genes chez les patients délétés n'a pas permis de mettre en évidence de mutation délétere.
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A partir de ces résultats, nous pouvons émettre, pour chaque gene, différentes hypotheses :

- la delétion du géne est un polymorphisme rare, et n'est pas impliquée dans la

pathologie du patient ;

- I'alléle restant est inactivé mais la cause de cette inactivation n'a pas été mise en
évidence par le séquencgage des séquences codantes (par exemple délétion ou mutation dans

une séquence de regulation, ou épimutation de 1’all¢le restant) ;

- la delétion est bien impliquée dans la DI des patients, mais n'est pas suffisante, a elle
seule, pour que la pathologie s'exprime. Les patients ont d( étre soumis a d'autres facteurs,
génétiques ou environnementaux, non presents chez le parent transmetteur, pour que la
pathologie s'exprime. On est alors dans le cadre de facteurs de susceptibilité, de digénisme ou
multigénisme. Un nombre croissant de pathologies digéniques, n‘obéissant pas a une hérédité
mendélienne monogénique, est désormais décrit, et dans ce cas, apporter la preuve de la

pathogénicité d'une mutation est trés complexe (Schaffer et al. 2013).

Etant donné que nous continuons d'effectuer en prospectif de I'ACPA diagnostique chez des
patients DI, nous espérons identifier d'autres patients ayant une délétion de ces génes afin
d'avoir des arguments supplémentaires quant a leur pathogénicité. A terme, une base de
données nationale des CNV retrouvés en ACPA va étre mise en place par le réseau national
d'analyse chromosomique sur puce ADN (réseau Achro-Puce). Cette base de données pourra
nous aider a identifier certains patients analysés dans d'autres laboratoires, porteurs des CNV

candidats que nous avons identifiés.

5.2.3. ldentification de génes candidats par les petites délétions homozygotes

Nous avons identifié une délétion homozygote des génes ATAD3B et ATAD3C chez une

patiente atteinte de DI légére et d'un syndrome cérébelleux s'aggravant progressivement.

ATAD3A est un gene tres conserve au cours de I'évolution : en effet, il existe chez les plantes
et les nématodes. Il s'agit d'une ATPase située dans la membrane mitochondriale et ayant un

role critique dans l'organisation des nucléoides mitochondriaux, c'est-a-dire des structures
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associant protéines et ADNmt. Les genes ATAD3B et ATAD3C sont des paralogues
d’ATAD3A apparus chez les primates, au cours de I'évolution (Li et al. 2011). ATAD3B a 93%
d'homologie avec ATAD3A, et comme ce dernier, il est exprimé dans le cerveau et semble
avoir une fonction comparable. ATAD3C code pour une protéine tronquée en N-terminal, et
dont la séquence C-terminale est également différente ; sa fonction n'est pas connue, et il

n'existe aucune donnee sur son expression tissulaire (base de données Unigene).

Le phénotype de la patiente nous est apparu comme compatible avec une maladie
mitochondriale ; nous avons donc posé I'hypothése de la pathogénicité de cette délétion
homozygote, avec un mode de transmission AR. Et comme pour SP3 et CAMTAL, nous avons
voulu répliquer ce résultat en recherchant des mutations dans une cohorte de patients de
méme phénotype. Nous n'avons séquencé qu'ATAD3A et ATAD3B, étant donné I'absence de
données sur ATAD3C, et n‘avons trouvé aucune mutation chez 24 patients ayant une DI et une

ataxie progressive.

Dans le méme temps, le Dr Lombes (Physiopathologie cellulaire et moléculaire des maladies
mitochondriales, GH Pitié-Salpétriere, Paris) a réalisé des études morphologiques sur les
fibroblastes du patient et a retrouvé un compartiment mitochondrial tres anormal, pauvre et

fragmenté (figure 64).

Figure 64 : étude du compartiment mitochondrial avec Ac anti MtCO2 en vert. Ce
compartiment apparait beaucoup plus pauvre et fragmenté chez le patient que chez le

contréle (images fournies par le Dr A. Lombes).

"~ 1 Controle
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Etant donné ces résultats, nous avons toujours une forte suspicion de I'implication de cette
délétion dans le phénotype du patient, mais en l'absence de réplication chez d'autres patients,
nous ne l'avons pas demontrée. Il est possible que le phénotype soit lié a I'absence d'ATAD3C,
ou a l'absence concomitante d'ATAD3B et ATAD3C ; dans ce cas, la probabilité de retrouver
des mutations ponctuelles responsables de la pathologie est faible. 1l est toutefois également
possible que cette délétion soit responsable des anomalies morphologiques mais pas du
phénotype clinique. Désormais, pour avancer dans l'étude de la pathogénicité de cette
anomalie, notre objectif est d'identifier, en prospectif, un second patient délété pour ces 2

genes, dans le cadre de I'ACPA diagnostique effectuée en routine dans le laboratoire.

5.2.4. Identification de génes candidats par homozygosity mapping

L'homozygosity mapping réalise avec les puces SNP nous a permis de définir des locus
d'intérét, ou se trouve probablement la mutation homozygote causale de 2 familles

consanguines, dans I'hypothése d'une transmission AR.

Dans la premiére famille, le séquencage de I'exome des 2 individus atteints, nous a permis
d'identifier une mutation homozygote du gene BUD13 chez les 2 atteints, présente a I'état

hétérozygote chez les parents et le frére sains.
Plusieurs arguments nous portent a croire que cette mutation est délétére :

- il s'agit d'une mutation non-sens, entrainant probablement une dégradation du transcrit
par le systeme NMD et donc une absence d'expression de la protéine ou une expression trés

réduite de la protéine tronquée ;

- cette mutation est privée, non répertoriée, y compris a 1’état hétérozygote, dans les

bases de données dbSNP, HapMap, 1000 genomes et Exome Variant Server ;

- aucune mutation entrainant un codon stop prématuré dans BUD13 n'est répertoriée

dans la base de données Exome Variant Server chez 6 500 individus controles.
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BUD13 est un gene trés conservé depuis la levure, donc ayant probablement un réle

physiologique important ;

Aucune étude fonctionnelle de BUD13 n'a été realisée chez I'Homme, sa fonction est donc
mal connue. Mais son homologue chez la levure est une protéine du complexe du
splicéosome, et donc impliqué dans I'épissage des preARN messagers (Dziembowski et al.
2004).

Le spliceosome est un complexe nucléaire formé de ribonucléoprotéines (snRNP), qui sont
composées de protéines associées a de petits ARN (U1, U2, U4, U5 et U6), et de protéines
non snRNP (Jurica et al. 2003). Le splicéosome s'assemble sur les préARNm pour effectuer
I'épissage, comprenant I'excision des séquences non codantes (introns) et la ligation des
séquences codantes (exons), il en résulte un ARNm mature. Le splicéosome est localisé dans

le noyau, au niveau des granules interchromatiniennes (ou "speckles" en anglais).

Chez la levure, BUD13 code pour une protéine non snRNP du splicéosome qui appartient au
complexe de rétention (complexe RES pour REtention and Splicing) qui permet de maintenir
les préARNm dans le splicéosome. Son inactivation entraine un défaut global de I'épissage
avec accumulation des préARNm et diminution des ARNm matures. Les levures, dont notre
gene d'intérét est inactivé, sont viables mais ont un phénotype anormal avec croissance
diminuée. Par ailleurs, les mutations responsables du syndrome de Cockayne entrainent
également une perturbation de la transcription des ARNm, ce qui pourrait expliquer certains
signes cliniqgues communs a nos deux patients (Cleaver et al. 2013).

Quelques pathologies humaines constitutionnelles sont connues pour étre causées par des
mutations dans des genes codant pour des proteines du splicéosome. Il s'agit de certaines
rétinopathies pigmentaires (rappelons que nos patients ont également une rétinopathie
pigmentaire) : RP9, RP11, RP13, RP18 et RP33 (Linder et al. 2011) ; et d'une hypotrichose
liée a des mutations du géne SNRPE (Pasternack et al. 2012). Dans ces derniers cas,
contrairement a la famille que nous étudions, le mode de transmission est de type
autosomique dominant, et les mutations sont de type faux-sens, n'altérant que de facon
partielle la fonction des protéines. Seule une altération partielle de I'épissage de genes
exprimés dans la rétine a été retrouvee lorsque certains des genes de rétinite pigmentaire sont

inactivés. Le nanisme microcéphalique ostéodysplasique primaire de type I (MOPD1) est
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également di a des mutations dans un géne impliqué dans I'épissage. Il existe d'ailleurs des
points communs entre le phénotype des patients de notre famille et celui des patients
MOPD1: RCIU, microcéphalie, difficultés alimentaires, aspect vieilli de la peau,
brachydactylie et limitations articulaires. Mais le tableau est plus sévere des la période
néonatale dans le MOPD1 et la dysmorphie est trés différente de celle de nos patients. Cette
pathologie est causée par des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites faux-sens
du géne RNU4ATAC (Edery et al. 2011), dont la protéine appartient au complexe mineur du
splicéosome (responsable de I'épissage d'un type d'intron particulier : les introns de type U12).
Nous avons vérifié I'absence de mutation de ce géne chez nos patients sur nos données
d'exome. Enfin, un réle dans la régulation de I'épissage est suspecté pour FMR2, géne
responsable du retard mental lié au locus FRAXE. Ce géne est localisé dans les granules
interchromatiniennes et son inactivation in vitro réduit l'activité des ESE (exonic splicing

enhancer), ce qui pourrait provoquer des défauts de I'épissage alternatif (Bensaid et al. 2009).

Comme pour CAMTAL, SP3 et ATAD3, une réplication de ces résultats est nécessaire pour
démontrer l'implication de BUD13 dans la pathologie de nos patients. Nous avons donc
séquencé BUD13 dans une cohorte de 27 patients Cockayne, non mutés dans ERCC6, étant
donné certaines similitudes phénotypiques de nos patients avec ce syndrome (régression des
acquisitions, vieillissement prématuré, microcéphalie, énophtalmie, rétinite pigmentaire et
opacités cornéennes), bien qu'ils aient également quelques discordances (anomalies
squelettiques, dysmorphie différente, absence de photosensibilité). Nous avons séquencé aussi
dans cette cohorte le gene RBMX2 qui est I'nomologue d'un gene de la levure, Ist3, qui
appartient également au complexe RES et dont I'inactivation a pour conséquence le méme
phénotype que l'inactivation de BUD13, c'est-a-dire une croissance diminuée. Mais nous

n'avons retrouvé aucune mutation délétére, ni dans BUD13, ni dans RBMX2.

Au final, nous avons donc cette forte suspicion de pathogénicité pour cette mutation non-sens

de BUD13, sans avoir toutefois réussi a la demontrer. Afin d'avancer, nous proposons :

- d’inclure d’autres patients ayant le méme phénotype que ceux de nos individus atteints
(et non plus un phénotype de Cockayne) et de sequencer BUD13 et RMBX2. Dans ce but, une
présentation des patients sera faite lors d'une réunion nationale de génétique clinique, par la

clinicienne qui les suit, le Dr Odile Boute (CHRU Lille, France) ;
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- d’étudier en immunofluorescence l'expression cellulaire de BUD13 pour voir s'il est
bien localisé, comme chez la levure, au niveau du splicéosome (c'est-a-dire dans les granules
interchromatiniennes). Nous étudierons également en immunofluorescence la morphologie

des granules interchromatiniennes de nos patients ;

- de rechercher des anomalies de I'épissage chez nos deux patients en puce d'expression,
et rechercher les mémes conséquences que l'inactivation de BUD13 chez la levure, & savoir
une augmentation du rapport PréARNm / ARNm mature.

Concernant la deuxiéme famille consanguine, dont les deux fréres atteints ont une DI et une
agéneésie du corps calleux, et pour laquelle nous avons fait un homozygosity mapping, I'étude
en exome, n'a pas permis de retrouver de mutation délétére dans les régions d'intérét. Nous

voyons plusieurs hypothéses pour I'expliquer :

- la mutation causale a été manquée par I’analyse d’exome (région non présente dans le

kit de capture : intron, région régulatrice, ou a profondeur de séquencage trop faible...) ;

- la transmission de la pathologie n'est pas AR mais AD avec mosaique germinale (ce
qui expliquerait la récurrence alors que les parents sont bien portants). Pour le vérifier, il
faudrait rechercher une mutation hétérozygote présente chez les deux atteints, absente (ou
retrouvée avec peu de lectures) chez les parents ;

- la transmission de la maladie est AR mais avec une mutation hétérozygote composite

non liée a la consanguinité ;
- la transmission de la maladie est récessive liée a I'X.

Nous avons au total 205 variants rares dans cette famille qui seraient compatibles avec [’une
des trois derniéres hypotheses ; aucun ne résulte en un codon stop prématuré. Nous n'avons
donc pas réussi a mettre en évidence la mutation pathogéne de cette famille a ce jour. Notre
objectif actuel est de réaliser un exome chez d'autres patients atteints de DI et agénésie du
corps calleux, et d'utiliser les données de notre famille afin de rechercher des mutations

survenant de fagon récurrente dans un ou plusieurs genes. Cela sera fait dans le cadre du
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PHRC national ACCREM que coordonne le Dr Héron (Centre de référence national des

déficiences intellectuelles de causes rares, GH Pitie-Salpétriere, Paris, France).

5.2.5. Identification d'un géne candidat par caractérisation de translocation équilibrée

Nous avons identifié une disruption du gene de I'ATXN10, en 22q13.31, causée par une
translocation familiale 2;22, présente sous sa forme déséquilibrée chez deux sceurs atteintes
de DI-S, et sous sa forme équilibrée chez une troisieme soeur et le pere. Le point de cassure a
pu étre caractérisé par une ACPA chez une des deux sceurs atteintes de DI-S porteuses de la
translocation sous sa forme déséquilibrée, puis par un séquencage du point de cassure chez le

pére.

Apres le séquengage du point de cassure, une petite insertion d'une cytosine a été détectée au
niveau du point de cassure. Cette cytosine n'est normalement présente que sur le chromosome
2 normal, mais se retrouve au niveau des deux dérivés de translocation. Cette insertion
correspond possiblement a une information scar, liée @ un mécanisme de réparation par NHEJ
(figure 65).

Figure 65 : séquences au niveau des points de cassure sur les chromosomes 2 et 22 et les
dérivés de translocation. En rouge : régions de microhomologie, présentes a la fois sur le
chromosome 2 et le chromosome 22. En rouge et gras : la cytosine, présente uniguement

sur le chromosome 2 normal, et sur les deux dérivés de translocation.

pter ACTTGAGTAATA qter Pler  CAGACATCTGAC

Chromosomes

normaux TGAACTCATTAT GTCTGTAGACTG —

Chromosome 2 Chromosome 22

CAGACACTC

Dérivés de translocation — 57
_ CAGTCTCATTAT

GTCTGTGAGTTCA —
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ATXN10, qui code pour l'ataxine 10, est le gene de l'ataxie spino-cérébelleuse 10 (SCAL0,
OMIM#603516) qui est une maladie neurodégénérative autosomique dominante, caractérisée
par un syndrome cérébelleux apparaissant entre 20 et 50 ans et, dans quelques cas, par une
épilepsie. Une expansion en tandem d'un pentanucléotide (ATTCT)n est présente dans I'intron
9. La taille de cette expansion varie de 10 a 29 pour les alleles normaux et de 800 a 4 500

pour les alléles pathologiques (Matsura et al. 2000).

Une étude neurologique poussée des deux individus porteurs de la translocation équilibrée ne
montre aucun signe d'ataxie ni d'atteinte neurologique. Une apparition plus tardive de I'ataxie
ne peut étre exclue chez la fille 4gée de 23 ans, mais est par contre tres improbable chez le

pére agé de 57 ans, étant donné que la maladie survient avant 50 ans dans les cas décrits.

ATXN10 est un géne exprimeé de fagon ubiquitaire, dont la fonction exacte de la protéine est
actuellement inconnue. Des études réalisées chez le rat ont montré qu'un knock-down par
ARN interférence provoquait une dégénérescence des neurones cérébelleux, ce qui serait en
faveur d'un mécanisme de type perte de fonction chez les patients SCA10 (Marz et al. 2004).
A Tlinverse, des études chez des souris null hétérozygotes n'ont montré aucun phénotype
clinigue et anatomo-pathologique, ce qui serait en défaveur d'un mécanisme de type perte de
fonction chez les patients SCA10 (Wakamiya et al. 2006). Les deux études insistent sur les
différences biologiques entre le modéle animal et 'Homme, et donc sur la nécessité d'étudier
des échantillons de patients pour évaluer au mieux l'effet pathologique de I'expansion. Dans
notre famille, le pere et la deuxiéme fille ont une déficience de ATXN10 a I'état hétérozygote
mais ont un examen neurologique normal. Cette observation est en accord avec I'étude chez la
souris et est donc en défaveur d'une haploinsuffisance de I'ataxine 10 humaine provoquée par

I'expansion du pentanucléotide (ATTCT)n chez les patients SCA10.

Des expériences récentes sur des lignées cellulaires hybrides somatiques ont montré qu'il n'y a
aucune interférence sur le niveau de la transcription ou de I'ARNm (Wakamiya et al. 2006).
Toutes ces données sont en défaveur d'un simple mécanisme de gain ou de perte de fonction,
ce qui est soutenu par des études se concentrant sur l'effet génomique de la mutation :
I'expansion du pentanucléotide provoquerait un mésappariement de I'ADN chez la levure
(Potaman et al. 2003) et dans les lignées cellulaires humaines (Liu et al. 2007), ce qui crée un
déplacement des origines de réplication de I'ADN et une instabilité génomique (Edwards et al.

2009), entrainant une probable mort cellulaire.
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Ainsi, l'ataxie spino-cérébelleuse de type 10 pourrait étre liée a des anomalies de structure de
la chromatine causées par l'expansion du pentanucléotide et non pas a une expression
anormale du gene ATXN10. L'haploinsuffisance de I'ATXN10, observée chez nos patients sans
phénotype "SCA10", est en accord avec cette hypothése.

Cette translocation, retrouvée dans notre cohorte d'individus DI, est une illustration de la

possibilité de mieux caractériser un géne sans rapport avec la pathologie initialement étudiée.
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Conclusion

Nos résultats montrent l'intérét d'étudier une cohorte de patients, adresses dans un cadre

diagnostique, en puces SNP, afin d'identifier de nouveaux genes candidats de DI.

Sur notre série de 1 187 patients, nous obtenons un taux diagnostique de 12,3% et nous avons
identifié dix genes candidats de DI. Par ailleurs, nous avons également mieux caractérise, de

facon fortuite, le réle physiopathologique d'un géne, ATXN10, sans rapport avec la DI.

Toutefois, ce travail montre également les limites actuelles de notre stratégie. D'abord, un
grand nombre des CNV que nous avons retrouvés sont classés VOUS ou "probablement
bénins”, ce qui implique une incertitude quant a leur signification clinique. Il est probable
qu'un petit nombre d'entre eux soient pathogénes, en association éventuelle avec d'autres
facteurs génétiques ou environnementaux. Cette limite pourra étre surmontée dans l'avenir
grace a une meilleure connaissance du génome humain : les publications de la littérature et les
bases de données publiques, permettre de connaitre de mieux en mieux l'effet des CNV,

bénins ou pathogénes, d'un nombre grandissant de régions.

La deuxiéme limite concerne la validation des genes candidats de DI, qui repose encore sur
des techniques de séquencage ciblées, lourdes en termes de charge de travail et colts réactif.
Cela nous a imposé, premierement de limiter notre travail & un nombre restreint de génes
candidats, selectionnes sur des criteres stringents, et deuxiémement, de valider ces génes sur
des petites cohortes de patients. Or, la grande majorité des génes de DI ne concernent qu'une
proportion trés restreinte de patients, < 1%. En conséquence, les anomalies que nous avons
identifiées sur nos genes candidats, probablement responsables de pathologies trés rares, n‘ont
pas pu étre répliquées chez d'autres patients DI. A l'avenir, deux évolutions permettront de
surmonter cette limite : d'abord, I'évolution tres rapide des techniques de séquencage, qui
deviennent de moins en moins codteuses en personnel et en consommables ; ensuite, la mise
en place de bases de données publiques de variants retrouves en NGS dans tous types de
pathologies. Une base de données de ce type existe déja : exome variant server, incluant des

variants retrouvés en exome chez des patients présentant des pathologies cardiaques et
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respiratoires. Il est probable qu'une ou plusieurs bases de données publiques répertoriant des
variants retrouves chez des patients DI voient également le jour dans un futur proche, ce qui
permettra de faciliter grandement la validation des genes candidats. On peut par exemple citer
I'IRDIRC (International Rare Disease Research Consortium) qui a, entre autres, pour objectif
d'’harmoniser et de rendre publique un grand nombre de données, ceci afin d'accélérer la

caractérisation clinique et moléculaires des maladies rares.
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TO THE EDITOR:

Angelman syndrome (AS) is characterized by severe intellectual
disability with major speech impairment, ataxia and behavioral
uniqueness including a combination of frequent laughter and
smiling, apparent happy demeanor, excitable personality, and
hypermotor behavior [Williams, 2010]. Characteristic morpho-
logical facial features are common but may be subtle and include
broad mouth, wide spaced teeth, prognathia, protruding tongue,
strabismus, and deep-set eyes [Smith et al., 1996; Sandanam et al.,
1997; Pelc et al., 2008a,b,c]. The underlying molecular deficit is the
failure of expression of the maternal copy of the imprinted UBE3A
gene due to maternal deletions, paternal uniparental disomy
(UPD), imprinting center defects or point mutations in the mater-
nally inherited UBE3A gene [Clayton-Smith and Laan, 2003; Jedele,
2007]. Classical methods used to confirm the clinical diagnosis
comprise methylation studies and sequencing of the UBE3A gene
[Clayton-Smith and Laan, 2003].

In this report we present two sisters with AS associated with
atypical clinical manifestations. A heterozygous partial microde-
letion within the UBE3A gene, undetectable by direct sequencing,
was identified using multiplex ligation-dependent probe amplifi-
cation (MLPA).

The affected family was European and included two sisters from
healthy unrelated parents. Patient 1 was born at term following an
uneventful pregnancy. Birth parameters were within normal
ranges. Strabismus was noted at 4 months. Developmental mile-
stones were delayed. She sat unsupported after 9 months and
walked independently at 24 months with unsteady, wide-based
gait and flexed arms. There was no speech development. By the age
of 30 months, she developed tonic seizures controlled with Sodium
Valproate. The EEG showed generalized slow wave activity with
paroxysmal spike-waves. Then, she presented with absence and
myoclonic seizures when she stopped the anticonvulsant therapy at

© 2011 Wiley Periodicals, Inc.
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the age of 6. An improvement in epilepsy was obtained with
Ethosuximide. As a child, she had sleep disturbances, stereotypies
and a happy disposition with frequent smiling and laughing.
However, no inappropriate paroxysmal laughter was noted. She
attended a school that provided special needs education from the
age of 6. Atage 16, she could only say three words. She became more
anxious over time and her demeanor appeared less happy. She still
had stereotypies and was on anticonvulsant treatment with seizures
remission. Her height was 152 cm (—2 standard deviation (SD)),
her weight was 63kg (+2 SD), and her head circumference was
52cm (—2 SD). Mild obesity with abnormal fat distribution and
subtle dysmorphic facial features were noted. These included a large
mouth, widely spaced teeth, deep-set eyes, and upslanting palpebral
fissures (Fig. 1). She was also noted to have marked lymphedema of
the lower limbs, which was treated by lymph drainage (Fig. 2a,b).
Clinical investigations revealed normal biochemical markers,
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FIG. 1. Morphological facial f of Patient 1. Note large mouth,
wide spaced teeth, deep set eyes, strabismus. [Color figure can be
seen in the online version of this article, available at http://

onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(I1SSN) 1552-4833]

FIG. 2. a,b:Lowerlimb lymphedema in Patient 1. [Color figure can be
seen in the online version of this article, available at http://
onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN) 1552-4833]

Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

3171

steatorrhea and a peripheral interstitial syndrome associated with
primary lymphatic disease on thoracic CT-scan.

Patient 2 is the younger sister of Patient 1. She was born at term
after uneventful pregnancy. Birth parameters were within normal
ranges. Stereotypies of rocking type were reported at 2 months by
the parents. She sat unsupported at a normal age and walked
independently at 24 months. As with her sister, she had no speech
development. She presented with tonic and myoclonic seizures at 5
years successfully controlled with Sodium Valproate. Sheattended a
special needs school at age 6. She developed gastrointestinal dys-
function with constipation, severe gastroesophageal reflux disease
and swallowing difficulties leading to recurrent aspiration pneumo-
nia. At the age of 8, she had a pulmonary abscess in her right lower
lobe. A thoracic CT-scan performed at this time revealed a co-
incidental cardiac malformation with a right aortic arch, a
Kommerell’s diverticulum and a retroesophageal sub-clavian left
artery causing mild tracheal obstruction. Ataxic gait was noted by
age 10. At 13 years and 5 months she could only speak a few words
and her comprehension seemed to lag behind that of her sister. She
had a happy demeanor with smiling and laughing and hyperactive
behavior. Her height was 152 cm (—0.5 SD), her weight was 42 kg
(M), and her head circumference was 50.5 cm (—2.5 SD). Clinical
examination revealed dysmorphic features (Fig. 3a) with macro-
stomia, widely spaced teeth, strabismus, deep-set eyes, and upslant-
ing palpebral fissures. In addition she developed orthopedic
complications including hyperlordosis, scoliosis, and contractures
in her ankles and thumbs (Fig. 3b).

Karyotype, methylation analysis of the 15q11-q13 region and
FISH using DNA probe specific for the Prader—Willi/Angelman
critical region were normal in both sisters. Direct sequencing of the

FIG. 3. a: Morphological facial features of Patient 2. Note large
smiling mouth with wide teeth, deep-set eyes, strabismus, and

I g palp b: Hyperlordosis and

observed in Patient 2. [Color figure can be seen in the online
version of this article, available at http://onlinelibrary.wiley.com/
journal/10.1002/(ISSN)1552-4833]
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FIG. 4. Aheterozygous partial deletion in the UBE3A gene was identified and confirmed using MLPA. This deletion was present in both affected sisters
and their asymptomatic mother. [Color figure can be seen in the online version of this article, available at http://onlinelibrary.wiley.com/journal/

10.1002/(ISSN)1552-4833]

coding regions of UBE3A failed to identify a point mutation in the
gene and analysis using either a Genosystem array CGH (containing
490 BAC clones) or an Integrachip array CGH (containing 3,172
clones) did not detect pathogenic micro-rearrangements. Other
negative investigations included a broad metabolic screen, analysis
of sub-telomeric rearrangements by MLPA and direct sequencing
of the coding sequence of MECP2. Finally, MLPA using the P064
Mental Retardation-1 kit (MCR-Holland) revealed a partial het-
erozygous deletion of UBE3A in Patient 1. The deletion was
confirmed by MLPA using the ME028 kit (designed to explore
the 15q11-q13 interval) and was shown to encompass at least exons
6—12. The same deletion was detected in the affected sister
(Patient 2) and their healthy motherbut notin the father (Fig. 4). We
. We used the Illumina HumanCytoSNP-12 array to more precisely
characterize the size of the deletion. This analysis demonstrated that
the deletion encompassed exons 6—14 and spanned approximately
70 Kb.

The patients presented in this report have classical phenotypic
manifestations of AS including severe intellectual disability with
major speech impairment, moderate ataxia, microcephaly, seizures,
and behavioral disorders with happy dispositions, frequent smiling,
and sleep disturbance. However, neurological and behavioral prob-
lems were less severe than have been described previously [Smith
et al., 1996; Sandanam et al., 1997; Pelc et al., 2008a,b,c]. Medical
complications such as obesity, constipation, and esophageal reflux
are commonly seen in AS, however unusual clinical findings were
noted in our two patients. Patient 1 had marked lower limb
lymphedema and Patient 2 had a right aortic arch. To our knowl-
edge, thisis the first report describing such anomalies in AS patients.
We cannot conclude, however, whether these clinical findings are
related to AS or are incidental.

A partial micro-deletion in UBE3A was identified in the two
affected sisters using MLPA. This deletion was inherited by the
mother, who did not show any symptoms of AS, suggesting that she
had received it from her father. Unfortunately, this hypothesis
could not be confirmed since the maternal grandfather was
deceased at the time of the study. This sub-microscopic deletion
was much smaller than the typical AS deletion and was neither
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detectable by methylation testing nor by FISH analysis using
classical probes nor by BAC-array. In the literature, five other
reports have described a micro-deletion within the UBE3A gene
causing AS. Different techniques were used to emphasize the sub-
microscopic molecular defect includingallelic loss at micro-satellite
loci [Biirger et al., 2002], semi-quantitative dosage PCR technique
[Boyes et al., 2006], CGH-array [Lawson-Yuen et al., 2006], and
MLPA [Cali et al., 2010; Beleza-Meireles et al., 2011]. All these
patients presented with typical AS and were not distinguishable
from AS patients with classical deletion, UPD or point mutations in
UBE3A. No lymphedema, right aortic arch, or other malformations
were described in those patients.

Early diagnosis of AS, detection of the underlying defect and
mode of inheritance is crucial in terms of genetic counseling
especially if the methylation study is normal, which theoretically
increases the risk of recurrence. Indeed, AS is caused by different
genetic defects, which have similar consequences in terms of
neurological development and behavior, but which are associated
with completely different risks of recurrence in the family of the
affected child. In our case, the risk of recurrence was 50%.

Our study supports previous reports and highlights that the
presence of micro-deletions within the UBE3A gene, undetectable
by DNA methylation studies and direct sequencing, can be respon-
sible for typical AS. We have also confirmed that MLPA analysis can
successfully identify this molecular defect. Geneticists should be
aware that different techniques are know available to detect micro-
deletions in the UBE3A gene and should absolutely be considered
after traditional testing in patients with a high clinical suspicion of
AS.
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TO THE EDITOR:

Periventricular nodular heterotopia (PNH) is a neuronal migration
disorder characterized by uncalcified macroscopic gray matter
nodules adjacent to lateral ventricles [Dobyns et al., 1996]. PNH
hasawide clinical spectrum, ranging from asymptomatic to intract-
able seizures with severe cognitive impairment [Parrini etal., 2006].
PNH can be isolated or observed in association with other brain,
skeletal, or visceral abnormalities such as microcephaly, polymi-
crogyria, cerebellar hypoplasia, frontonasal dysplasia, ambiguous
genitalia, limb anomalies [Parrini et al., 2006], cardiac malforma-
tions [Jefferies etal., 2010] and features of Ehlers—Danlos syndrome
[Sheen etal.,2005]. The etiology of PNH is heterogeneous; the most
common cause of isolated PNH is the X-linked form (OMIM
30004) caused by presumed loss-of-function mutations of the
filamin A gene (FLNA, locus Xq28) [Eksioglu et al., 1996; Fox et
al., 1998]. Phenotypes associated with probable gain-of-function
mutations in FLNA cause the otopalatodigital spectrum of disor-
ders [Robertson et al., 2003; Clark et al., 2009]. The FLNA gene is
immediately adjacent to the emerin gene (EMD) which is mutated
in X-linked Emery-Dreifuss muscular dystrophy (EDMD; OMIM
300384) [Bione et al., 1994], a neuromuscular condition charac-
terized by contractures, humeroperoneal muscle weakness, and
cardiac involvement [Emery, 2000; Muchir and Worman, 2007].

While most genetic causes of PNH are due to mutations in FLNA,
other genetic contributions have been identified including muta-
tions in ARFGEF2localized at 20q13.13, which causes an autosomal
recessive form of PNH (OMIM 608097) [Sheen et al., 2004]. In
addition, chromosome abnormalities have been found in associ-
ation with PNH phenotypes [Andrade, 2009], including deletions
(5q14.3—q15 [Cardoso etal.,2009]; 7q11 [Ferland etal., 2006] ), and
duplications (5p15.1 [Sheen et al., 2003]). We describe two female
patients with PNH and normal FLNA sequencing who were sub-
sequently analyzed by microarray to assess for chromosome abnor-
malities that could be contributing to their clinical presentations;
deletions involving FLNA were identified in both patients, which
have implications for diagnostic testing strategies and counseling.

© 2012 Wiley Periodicals, Inc.
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Patient 1 is a 42-year-old female seen for neurogenetics con-
sultation regarding the etiology of her seizure disorder. She is the
eldest of two children born to nonconsanguineous parents; the
family history was unremarkable. The patient experienced a trau-
matic brain injury secondary to a motor vehicle collision at 5 years
of age. Cognitive impairment and seizures were noted after the
accident. Prior to the accident, she had no seizures and was
developing normally. She is being treated with anti-epileptic ther-
apy with good seizure control. The patient is nulliparous and past
medical history also includes dysfunctional uterine bleeding due to
uterine fibroids, migraines and right hip replacement secondary to
pelvic and right hip injuries sustained in the motor vehicle collision.
Neurological examination was remarkable for a mild right hemi-
paresis, spasticity, and hyperreflexia likely secondary to the acci-
dent. Muscle bulk and tone was within normal limits, and no
contractures were present. There was no evidence of joint hyper-
extensibility or bruising. Cardiorespiratory examination and EKG
were unremarkable and a transthoracic echocardiogram was nor-
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mal with no valvular or aortic abnormality. On laboratory exami-
nation, there were no hematological abnormalities. Bilateral ven-
tricular heterotopia was present on MRI (Fig. 1A), in addition to
probable post-traumatic changes in the left temporal lobe. EEG
demonstrated mild to moderate diffuse disturbance of cerebral
activity with some possible epileptiform activity in the left temporal
lobe. Based on the clinical context and diagnostic imaging, there
was a high index of suspicion for a mutation in FLNA but complete
gene sequencing was unrevealing. Whole-genome array CGH was
performed using a custom-designed oligonucleotide array, with a
probe placed, on average, every 35kb and every 5-20 kb in more
than 150 targeted regions of clinical significance. Analysis of DNA
from this patient revealed an apparently mosaic deletion with a
minimum size of 34.5kb (chrX:153576890—-153611431) and a
maximum size of 67.6kb (chrX:153560505—153628073), based
on the GRCh37 genome build, and included both the entire
FLNA and EMD genes (Fig. 1B). The log2 ratios for probes in
FLNA showed an approximate value of —0.5, indicating a mosaic
deletion. Tagman-based quantitative PCR analysis with a probe
targeted to FLNA confirmed a copy number of more than one but
less than two, suggesting the presence of a mosaic deletion. This
result was also confirmed with a targeted array that contained
probes in every exon of FLNA. Patient 1 had no clinical features
suggestive of EDMD consistent with this being an X-linked disorder
and that most female carriers are generally asymptomatic [Emery,
2000].

Patient 2 is a 12 year-old girl born to unrelated healthy parents
and was referred for intellectual disability, spastic hemiparesis, and
epilepsy associated with brain MRI features of unilateral perisylvian
stroke (Fig. 2A) and PNH (Fig. 2B). Her mother experienced five
spontaneous miscarriages. She was the product of a twin pregnancy
characterized by a fetal loss and was delivered by cesarean section for
fetal distress. Growth parameters were normal. Spastic hemiplegia
was diagnosed at 9 months. Psychomotor development was
delayed, with sitting achieved at 12 months and walking at
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27 months of age. Seizures occurred at 3 years of age and included
absence seizures and clonic seizures. Her 1Q score (WISC-1V) was
47 with homogeneous cognitive functioning and she demonstrated
behavioral difficulties. Clinical examination showed mild left-sided
hemiparesis, normal OFC, multiple limb bruises, and absence of
cardiac abnormalities or features of Ehlers—Danlos syndrome.
Echocardiography revealed a patent foramen ovale and a bicuspid
aortic valve. Laboratory testing indicated persistent macrothrom-
bocytopenia (platelet count 130—150 giga/l, average volume 11.81).
Brain MRI showed atrophy of the right cerebral hemisphere
compatible with a diagnosis of perinatal arterial stroke and multiple
PNH in both hemispheres. Sequencing of the FLNA gene identified
a heterozygous ¢.1286C>T (p.T429M) variant inherited from her
father and thus considered a benign polymorphism. Chromosome
microarray analysis using the Illumina HumanCytoSNP-12 v2.1
chip revealed a deletion with a minimum size of 44.9kb
(chrX:153540977—-153585854) and a maximum size of 56.2 kb
(chrX:153535981-153592201), based on the GRCh37 genome
build. This deletion included the 3’ coding and non-coding region
of FLNA and the 3’ coding and non-coding region of the adjacent
gene TKTLI.

Filamin A is a large ubiquitous actin-binding protein implicated
in cytoskeletal organization [Robertson, 2005]. Mutations in FLNA
explain virtually all X-linked familial PNH and 26% of sporadic
cases in females with classic bilateral PNH [Parrini et al., 2006].
Deletions and duplications of FLNA have been exceptionally
reported as causing PNH; each on a single occasion [Fink et al.,
1997; Nurden et al., 2011]. Somatic mosaicism in patients with
FLNA intragenic mutations has been reported to cause PNH and
may result in milder disease phenotypes [Parrini et al., 2004;
Masurel-Paulet et al., 2011]. We report an affected individual
(Patient 1) with a mosaic deletion of the FLNA and EMD genes.
The Xq28 cytogenetic band contains several loci at which localized
segmental duplications exist and predispose to disease-causing
rearrangements [Naylor et al., 1996; Aradhya et al., 2001]. The
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FIG. 2. Imaging findings for p 2. A: T2-weighted brain MRI showing atrophy of the right h ph patible with peril | middle
artery stroke. B: Bilateral peri dular h pia (arrows) d d on T2-weighted brain MRI.

complete deleted region described here is flanked by 11.3-kb
inverted repeat sequences that are >99% homologous [Small
et al., 1997]. These homologous sequences have been previously
characterized and shown to cause a complex rearrangement leading
to a unique deletion of the EMD gene in a patient with EDMD as
well as a partial duplication of the FLNA [Small et al., 1997].
A second report described two additional deletions at this locus
that disrupted EMD only and not FLNA [Small and Warren, 1998].
Our report is the first to describe a deletion that removes both genes
due to what appears to be illegitimate non-allelic homologous
recombination between the repeat sequences. Although the repeat
sequences are in opposing orientation, and are therefore expected
to confer susceptibility to inversions rather than deletions and
reciprocal duplications, precedence exists for deletion mutations to
arise from recombination between local inverted repeat sequences
(e.g., deletion of F8in cases of hemophilia A [Kaufman et al., 2006]
and of IKBKG in some patients with incontinentia pigmenti [Fusco
et al., 2009]). Directly oriented sequence microhomology within
inverted repeats might account for this phenomenon.

The occurrence of a perinatal ischemic stroke in patient 2 may be
related to mutation in FLNA. Middle cerebral artery strokes have
been reported in three female patients with FLNA mutation and a
PNH phenotype [Fox et al., 1998] and in one patient with a
Melnick—Needles phenotype [Foley et al., 2010], and rupture of
carotid aneurysm with intracerebral hemorrhage has been reported
in an older female patient [de Wit et al.,, 2009]. Furthermore,
structural anomalies of large and small vessels, including in the
brain, are found in FLNA null-mice [Feng et al., 2006]. Cardiac
valvular malformations and patent foramen ovale are possible
factors having contributed to the stroke in patient 2, however,
data from other patients with FLNA mutations and FLNA-null-
mice suggest abnormal vasculature may have played a role. Vascular
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anomalies in FLNA-related disorders may not be restricted to large
and middle vessels and malformed brain microvessels may be
associated with the development of PNH [Kakita et al., 2002]. In
this respect, brain damage caused by a head trauma in patient 1 and
in a previously reported patient [Kakita et al., 2002] could possibly
result from fragility of the brain microvasculature, a hypothesis that
will require further evaluation.

Features of Ehlers—Danlos syndrome, including aortic dilata-
tion, bruising, and joint hypermobility, have been reported in
patients with PNH [Sheen et al., 2005] but were absent in the
patients reported here. Cardiovascular abnormalities have been
associated with FLNA mutations, including dysplastic pulmonary
valve and clefting of the mitral valve [Jefferies et al., 2010], bicuspid
aortic valve (also identified in patient 2), and patent ductus arterio-
sus [Fox et al., 1998]. Thus, patients with PNH may require routine
structural cardiac or aortic imaging to screen for cardiovascular
abnormalities associated with PNH, particularly if presenting with
Ehlers—Danlos phenotype. In addition, patient 2 demonstrated
macrothrombocytopenia, and multiple bruises. Platelet abnormal-
ities and bleeding diatheses have been reported with patients with
FLNA mutations, presenting solely with bleeding disorders
[Nurden et al., 2011]. Therefore, detailed hematological investiga-
tions should be considered for patients presenting with bruising or
other manifestations of platelet dysfunction such as epistaxis.

We report on two patients with bilateral PNH, seizures, and
intellectual disability with novel deletions involving the FLNA gene
supporting loss-of-function of Filamin A as the pathogenesis of
PNH. To our knowledge, these two patients are the second and third
individuals reported with this disease mechanism. Our observa-
tions suggest that evaluation of FLNA copy number should be
considered when assessing patients with PNH with negative FLNA
gene sequencing.
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Intragenic CAMTAT rearrangements cause
non-progressive congenital ataxia with or without

intellectual disability
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ABSTRACT

Background Non-progressive congenital ataxias (NPCA)
with or without intellectual disability (ID) are clinically
and genetically heterogeneous conditions. As

a consequence, the identification of the genes
responsible for these phenotypes remained limited.
Objective Identification of a new gene responsible for
NPCA and ID.

Methods Following the discovery of three familial or
sporadic cases with an intragenic calmodulin-binding
transcription activator 1 (CAMTAT) rearrangement
identified by an array-CGH and recruited from a national
collaboration, the authors defined the clinical and molecular
characteristics of such rearrangements, and searched for
patients with point mutations by direct sequencing.
Results Intragenic copy number variations of CAMTAT
were all located in the CG-1 domain of the gene. It
segregated with autosomal dominant ID with non-
progressive congenital cerebellar ataxia (NPCA) in two
unrelated families, and was de novo deletion located in the
same domain in a child presenting with NPCA. In the
patients with ID, the deletion led to a frameshift, producing
a truncated protein, while this was not the case for the
patient with isolated childhood ataxia. Brain MRI of the
patients revealed a pattern of progressive atrophy of
cerebellum medium lobes and superior vermis, parietal
lobes and hippocampi. DNA sequencing of the CG-1
domain in 197 patients with sporadic or familial non-
syndromic intellectual deficiency, extended to full DNA
sequencing in 50 patients with ID and 47 additional
patients with childhood ataxia, identified no pathogenic
mutation.

Conclusion The authors have evidence that loss-of-
function of CAMTAT, a brain-specific calcium responsive
transcription factor, is responsible for NPCA with or
without ID.

Accession numbers CAMTA1 reference sequence used
was ENST00000303635. Protein sequence was
ENSP00000306522.

INTRODUCTION
Clinically and genetically heterogeneous conditions
such as childhood ataxia or intellectual disability
(ID) hindered the elucidation of those groups of
pathologies. Childhood ataxias comprise a group of
neurological signs secondary to a dysfunction of the
cerebellum and its connections (cerebellar ataxia)
and/or to problems in the posterior column of the
spinal cord or peripheral nerves (sensory ataxia).
Non-progressive congenital cerebellar ataxia (NPCA)
manifests itself in infancy as hypotonia, delayed
motor development and ataxia with or without
dysarthria." ID and spasticity can also be associated
with NPCA. NPCA is presumably monogenic in over
half of the cases with a mainly autosomal recessive
mode of inheritance. Structural abnormalities of the
cerebellum are not always present on neuroimaging.”
ID is the most prevalent severe handicap in chil-
dren, affecting 1%—3% of the population.’ ID is
grouped into syndromic ID (S-ID) and non-
syndromic ID (NS-ID). ID can be caused by envi-
ronmental and/or genetic factors. The high degree of
heritability of ID has been highlighted, in particular
with the estimation that up to 50% of severe cases
are caused by genetic abnormalities.” Genetic causes
include various chromosomal rearrangements diag-
nosed by conventional or array-based techniques,
with a broad range of prevalence,”” as well as
mutations of numerous autosomal or X linked
genes.® It has recently been shown that de novo
mutations or intragenic rearrangements were
a major cause of sporadic ID.” To date, 15 genes have
been identified in autosomal dominant NS-ID by
candidate genes strategies (SYNGAP1, KIF1A,
GRINY, EPB41L1 and CACNG2),'® ! by mapping
breakpoints of chromosomal  rearrangement
(DOCKS, CDH15, KIRREL3 and ARID1B)'* '3, by
microarrays indicating de novo copy number varia-
tions (CNVs) (MBD5 and SHANK2)™ ' and by
exome sequencing (DYNC1H1, YY1, DEAF1, CIC)AQ

J Med Genet 2012;49:400—408. doi:10.1136/jmedgenet-2012-100856
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Their encoded proteins exert highly specific functions in neuronal
connectivity and plasticity.® '¢

The calmodulin-binding transcription activator 1 (CAVMTA1 gene)
is a member of the family of calmodulin-binding transcriptional
activators (CAMTASs), and has been shown to be conserved in all
organisms from multicellular eukaryotes to humans. The
CAMTA1 gene, first identified in a human brain-specific cDNA
cloning study, belongs to the human CAMTA family'” defined
by four conserved protein domains, including the family-specific
DNA-binding domain termed CG-1, which contains a bipartite
nuclear localisation signal with transcriptional regulation prop-
erties, a transcription factor immunoglobulin-like DNA-binding
domain (TIG domain), calmodulin-binding IQ motifs (IQ
domain) and ank%/rm repeats necessary for oligomerisation
(ANK domain).'®

In this article, we report on three independent families with
NPCA with or without ID, secondary to intragenic CAMTA1
rearrangements disrupting the CG-1 domain.

SUBJECTS

Based on the identification of an intragenic rearrangement of the
CAMTA1 gene in family 1 identified by an array-CGH, a national
call for collaboration was performed to reinforce the hypothesis
of the implication of this gene in ID. Among the 23000 array-
CGH analyses performed in France for the work-up of devel-
opmental delay and/or intellectual deficiency, two additional
families were recruited. Family pedigrees and patients’ pictures
are presented in figure 1. The patients presented with dysmor-
phic facial features that are detailed in figure 1. Major clinical
and neurological findings are summarised in table 1. A specific
consent for research investigations was accepted by each patient
or legal representative. The research protocol was approved by
the local ethic committee.

Family 1

Patient III-6 was referred to the genetics centre for delayed
psychomotor development. She was the second child of non-
consanguineous parents with a family history of ID. She had

Figure 1 Pedigrees and photographs - 1
of families 1—3. Intellectual disability is ' 0

speech delay with normal social interactions. Standard chro-
mosomal analysis revealed 47, XXX aneuploidy. The brain CT-
scan showed no abnormality. Her four-and-a-half-year-old sister
(Il-7) presented with right eye strabismus, unsteady gait and
behavioural difficulties. She was unable to speak. Her 2-year-old
brother (III-8) presented with neonatal global hypotonia
followed by developmental delay. He could walk unaided but
with an ataxic gait at 22 months of age. Upper arm myoclonic
epilepsy was noticed by the mother. The EEG and brain CT-scan
were normal.

The mother (II-6) also presented with ID without behavioural
abnormalities and went to schools for students with special
needs. She currently works in a job reserved for the disabled.
Clinical examination revealed an ataxic gait and mild intentional
tremor. There were no lateralised falls, Romberg signs or
nystagmus. Neuropsychological evaluation revealed mild ID
with homogeneous performances in verbal and non-verbal
processes, and poor abstract verbal reasoning. The PRI score was
66—73 revealing borderline intellectual abilities (poor spatial
perception, visual abstract processing, non-verbal abstract
problem solving and non-verbal reasoning). Low-speed
processing and problems with selective attention were noticed
(speed processing index =61; normal =100) with an impact on
concentration when mental mathematical problems were
considered. There was dissociation between memory processes
in the auditory—verbal and visual modality, indicating a lack of
rehearsal processing in episodic visual memory. Results showed
a working memory index at 50, indicating short-term memory
disabilities predominantly on auditory memory modality. Brain
MRI showed mild hippocampus atrophy, simplified gyration of
the dentate gyri, and bilateral posterior cortical atrophy
including the parietal lobes and the precuneus and cuneus. There
was a cerebellar atrophy of the medium lobes and of the superior
vermis (figure 2A). An 18FDG PET scan revealed a hypo-
metabolism of the left temporal region and temporal medial
lobe, biparietal lobe and the precuneus/cuneus (figure 2B).

Patient II-4, a half-sister of patient II-6, attended a special
needs school and worked as a non-qualified operator. The clinical

3 4 5

represented by black boxes, and |
cosegregates with the family. Note
some common facial features including
a long face with a pointed chin, bulbous
nose with anteverted nostrils, a long
philtrum and a thick lower lip with
down-turned corners of the mouth.

o
E"%I‘

E e N
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o0
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EI 0 Patients with cerebellar ataxia
] © -ratients with intellectual disability

D O Asymptomatic patients
+ Patients diagnosed with CAMTA1 intragenic rearrangement
- Patients diagnosed with no CAMTA1 intragenic rearrangement
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Figure 2 Brain imaging. (A) MRI
examination of patient II-4 (48-years-
old), II-6 (41-years-old), Ill-4 (14-years-
old) from family 1 and patient from
family 3 (4-years-old). A progressive
pattern could be identified showing mild
progressive cerebellar atrophy of the
superior vermis and medium cerebellar
lobes (star), marked bilateral posterior
cortical atrophy including the parietal
lobes (*), precuneus and cuneus (#).
Mild bilateral hippocampal atrophy
(Scheltens’s medial temporal lobe
atrophy scale: grade 2) and simplified
gyration of the dentate gyri were
noticed (arrows). No white matter
abnormality was identified. (B) PET
scan (radiotracer: FDG) showing the left
temporal area including the left
temporal medial lobe the biparietal lobe
and the precuneus/cuneus
hypometabolism (arrows).

examination revealed static instability associated with mild
ataxic gait, with no evidence of vestibular dysfunction. Brain
MRI showed a similar pattern of mild hippocampus atrophy,
simplified gyration of the dentate gyri, and bilateral posterior
cortical atrophy including the parietal lobes and the precuneus
and cuneus. Cerebellum showed atrophy of the medium lobes
and of the superior vermis (figure 2A). Her elder son (patient III-
3), a 23-year-old boy, was described as hypotonic from birth
with psychomotor delay but no behavioural troubles although
he is rather solitary. He attended a special needs school and now
works at a supported employment. He acquired reading, writing
and lives independently. He presented with left eye strabismus
and an ataxic gait. Her younger son (patient I1I-4) also presented
with psychomotor delay. He attended a special needs school
from 10 years of age. He followed speech and language therapy
for delayed receptive language. Brain MRI showed no supra-
tentorial atrophy, but a mild atrophy of the superior vermis
(figure 2A).

The maternal grandmother (patient I-5) had limited schooling
and took up early employment in manual jobs.

J Med Genet 2012;49:400—408. doi:10.1136/jmedgenet-2012-100856
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Family 2
The proband (II-1), a 16-year-old male, was the first child of non-
consanguineous parents (figure 1). He had delayed motor skills
(walked at 24 months) and speech delay (first words at
36 months). He attended a special needs school, learnt to write
and read simple sentences. He is now following a vocational
course to work in a job for people with disabilities. He shows
neuropsychological diagnosed mild ID, associated with autistic
spectrum manifestations, poor interactive skills and bursts of
aggressiveness. The clinical examination noted a large forehead,
palpebral oedema, enophtalmia, a wide flat nose, short ears,
a small mouth and abnormally implanted teeth. His younger
sister (II-2) presented with neonatal global hypotonia and mild
psychomotor delay. She walked at 14 months with an ataxic gait
and has normal behaviour. Speech was delayed, with the first
words at 24 months and poor elocution. Neuropsychological
evaluation revealed mild ID. She attended a special educational
institution. She had similar facial features to her brother.

Their mother (I-1) also presented with mild ID, attended
a special needs school and is currently unemployed. The clinical
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examination revealed an ataxic gait with static instability and
mild dysmetry. No vestibular signs were noticed. Neuro-
psychological examination revealed a mild ID. She comes from
a large family of 14 brothers and sisters with no other case of ID.
Her parents were deceased.

Family 3

The proband was the first child of healthy unrelated parents.
Hypotonia and motor delay were noted from birth. Ataxia was
observed at 17 months; she walked independently at 21 months.
The clinical evaluation at 22 months showed an interactive child
with good understanding abilities. She was able to build a stack
of three cubes, scribbled, played symbolic games and spoke
about 10 words. She had neither dynamic cerebellar signs nor
motor deficit but walked with a wide-based gait with occasional
falls. The ataxia improved and became visible only during
tandem walking at 4 years. She was able to draw a square,
presented mild speech difficulties but spoke well-structured
sentences. This was confirmed by the neuropsychological eval-
uations performed at 4 years and 2 months: (1) WPPSI-III
testing showed normal non-verbal skills (blocks design 10:19,
matrix reasoning 12/19, pictures concept 10:19) and deficient
verbal skills due to defective articulation and fluency and (2)
Nepsy testing showed normal sensorimotor but mildly altered
visuospatial (design copying) functions.

Cohorts of patients with sporadic or autosomal dominant 1D/
childhood ataxia

Two cohorts of patients were assembled. Group 1 included 150
male or female patients with NS-ID, including 25 (17%) with
a family history of ID compatible with an autosomal dominant
mode of inheritance. All patients had normal standard chro-
mosomal analysis and half of the series had a normal array-
CGH. When performed, cerebral MRI as well as plasma amino
acids and urinary organic acid chromatography showed no
abnormalities. Group 2 included 47 patients with non-progres-
sive and early-onset childhood ataxia, with (30 patients) or
without ID (17 patients). Informed consent was obtained for all
tested patients.

METHODS

Array-CGH/SNP

DNA was extracted from peripheral blood lymphocytes. Patients
issued from families 1 and 2 were studied using the Human
Genome CGH Microarray 105K (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, USA). Data were processed with feature
extraction (V.9.1) software and the results were analysed with
CGH analytics (V.4.0) software (Agilent®) in the Hg19 genome
assembly. The CNVs identified through an array-CGH were
confirmed by quantitative PCR or FISH analysis. For family 3,
chromosome microarray analysis was performed on the proband
and her parents using Illumina HumanCytoSNP-12 v2.1 chips.
All of the procedures were carried out according to the manu-
facturer’s protocol. Raw data were analysed using Illumina
GenomeStudio v2011.1 software. To determine the log ratios
and the B allele frequencies of every SNP, we generated our
reference by using the GeneTrain 2.0 cluster algorithm with 95
other samples processed in the same run. CNVs were called with
the cnvPartition v2.4.4 algorithm (Genecall Threshold of 35),
and also by visual analysis on the GenomeStudio Genome
Viewer. Mapping data were analysed on the human genome
sequence using ensemble website, with Hgl8 rebuild. CNVs
were assessed in the Database of Genomic Variants.

404

Molecular impact of the CAMTA1 deletion

Skin fibroblasts

After informed consent was obtained, primary fibroblasts were
harvested from skin biopsy from the patient II-6 (family 1) and
two healthy controls. The cells were cultured in DMEM
(HyClone) containing 10% fetal bovine serum (HyClone) and
1% penicillin/streptavidin (PromoCell). For each sample, total
RNA was extracted from three independent culture wells using
the RNeasy mini kit (Qiagen) following the manufacturer’s
recommendations and stored at —80°C.

CAMTA1 cDNA sequencing analysis and quantification
From the extracted mRNA, two experiments were realised. Total
cDNA was synthetised from 1 pg of RNA using the Superscript
IIT RT-PCR kit (Invitrogen) using usual procedures.

First, a reverse transcription with specific CAVMTA1 primers
was performed to produce cDNA. PCR primers were chosen in
exons 3 and 7 using PrimerBlast online software (PCR primers
available on request). A standard Touchdown PCR protocol was
used. The different amplified cDNA were sequenced to evidence
the frameshift secondary to the exon 4 deletion.

The latter experiment was realised in order to quantify the
transcription of the mutated allele. CAMTA1 primers were
designed using PrimerBlast online software (PCR primers and
conditions available on request). GAPDH was used as the
reference gene. Quantitative reverse transcriptase PCR (qRT-
PCR) data were run on a LightCycler 480 (Roche) using the
QuantiTect SYBR green PCR kit (Qiagen). Relative quantifica-
tion was calculated using the Light Cycler 480 SW1.5 software.

In silico analysis

In patients with unavailable fibroblast cultures, in silico mRNA
prediction was used. Deleted exons diagnosed by an array-CGH
were removed from the reference sequence. Translation predic-
tion was performed with a prediction tool. Alignments were
performed with the clustalw2 program.

Genomic CAMTA1 sequencing analysis

Group 1

Twenty-three coding exons and intronic flanking regions of the
CAMTA1 gene were amplified using a touchdown protocol in 50
patients from group 1 (n=150). Exons encoding the CG-1 region
(exons 2—7) were sequenced for 100 additional patients (PCR
primers and conditions available on request). PCR fragments
were purified using the multiscreen Vacuum Manifold system
(Millipore). Sequencing was performed using an ABI BigDye
Terminator Cycle Sequencing kit (v3.1) (Applied Biosystems) in
an ABI 3130 sequencer. Sequence data were analysed with
SeqScape v2.7 (Applied Biosystems) and Sequencer v4.1.

Group 2

Thirty-six amplicons were designed using the GS FLX Titanium
Fusion Primers tool from Integrated DNA Technology (primers
available on request) (n=47). The library was prepared according
to the Roche Amplicon Library Preparation Manual. GC Rich
buffer 1X from the Roche Fastart DNA Polymerase kit was
added for amplicon 1. Amplicons were pooled and sequenced on
the Roche GS Junior in a single run, according to the Roche
emPCR Amplification Method protocol followed by the GS
Junior Sequencing Method protocol. The resulting sequences
were analysed using GS AVA software.

Cerebral expression of CAMTA1 in mouse embryos
Cerebral expression of CAMTA1 was obtained from the brain

map of the developing mouse referenced on the Allen institute

J Med Genet 2012;49:400—408. doi:10.1136/jmedgenet-2012-100856
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website, and provided as free open resources for the global
scientific community.””

RESULTS

Array-CGH/SNP results

All of the rearrangements are reported in Hg18 and represented
in figure 3. In family 2, the rearrangement was proved to be
a tandem duplication by FISH analysis (probe RP11-334N17).

Molecular impact of the CAMTA1 rearrangements

In family 1, mRNAs obtained from cultured skin fibroblasts
allowed a direct analysis of the transcriptional consequences of
the intragenic rearrangement. Standard PCR amplification
allowed the identification of four PCR products and cDNA
fragments were sequenced separately (figure 3B). They included:
(i) the native cDNA (named CAMTAIL), (ii) an alternative
spliced cDNA lacking exon 6 (named CAMTA1AG), (iii) a cDNA
lacking exon 4 (named CAMTA1A4) and (iv) a cDNA lacking
exons 4 and 6 (named CAMTA1A4A6). The absence of exon 4

A

CG-1 TIG

led to a frameshift (+1) and a subsequent premature stop codon
at position 256 (figure 3B,C). In silico prediction of the cDNA
sequences revealed that in family 3, the deletion of exons 2 and 3
was predicted not to alter the frame (figure 3C).

Using the fibroblasts from the CAMTA1 patient 1I-6 (family
1), we were able to quantify the normal, unmutated mRNA only
by qRT-PCR. The quantity of mutated mRNA was lower than
the sensitivity of the experiment could quantify (data not
shown).

Genomic CAMTA1 sequencing analysis in the NS-1D/childhood
ataxia cohort

No pathogenic CAMTA1 mutation was identified in the coding
sequence. One exonic missense sequence variation was identi-
fied. Prediction tools were in favour of a benign sequence vari-
ation. All of the other variants were intronic. All of the identified
variations were previously known polymorphisms listed in
control databases or synonymous mutations. No mutations in
the exon—intron boundaries were found.
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Figure 3 Molecular impact of the intragenic CAMTA1 rearrangements in reported patients. (A) All the reported rearrangements implicated the CG-1
domain. An 81 Kb deletion at 1p36.31p36.23 encompassing exon 4 (arrCGH 1p36.31p36.23 (7119268—7200395)x1) was identified in family 1 and
cosegregated with the disease. A 539 kb duplication at 1p36.31p36.23 (arrCGH 1p36.31p36.23 (6882372—7422115)x3) was identified in the two
affected siblings of family 2, inherited from the mother (also affected). The rest of the family was not accessible for study. (A) A de novo 49 kb deletion
at the 1p36.31 locus (arrSNP 1p36.31 (6777038—6826186)x1 dn) encompassing exons 2 and 3 was diagnosed in the proband of family 3 (figure 3A).
(B) Analysis of the cDNA in fibroblasts revealed that the deletion of exon 4 caused a frameshift. (C) Protein products from the intragenic
rearrangements of CAMTAT demonstrating a truncation (families 1 and 2), contrasting with the patient with childhood ataxia (family 3). The deletion of
exons 3 and 4 (patient from Pinto et a/’; family 1) both led to the production of a truncated protein and a premature termination codon respectively in
positions 48 and 256.
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Cerebral expression of CAMTA1 during mouse development
Embryonic mice show a global brain expression of the CAMTA1
protein that became restricted to the cerebellum, hippocampi
and olfactive bulbs later on in development (figure 4). At E15.5,
CAMTALI is expressed in the whole brain. In the forebrain,
positivity is strong in the ventricular zone of the cerebral
hemisphere and the olfactory recessus, fulfilled at this stage with
migrating neuroblasts. In the midbrain, positivity is stronger in
the dorsal wall. In the hindbrain, the first rhombomere shows
positivity as well as the ventral neuroepithelium (figure 4A). At
E18.5, positivity is marked in the cortical plate and reduced in
the ventricular zone. The olfactory system and the cerebellar
anlage express also positivity (figure 4B). At P4, positivity is
found in the olfactory system and is weakly present in the
superficial layer of the cortical plate and in the gyrus dentate of
the hippocampus. In the cerebellum, the vermian external
granular layer shows positivity (figure 4C). At P14, positivity is
restricted to the olfactory system and also found in the internal
granular layer of the vermis (figure 4C).

DISCUSSION

We report on three independent NPCA * ID families with an
intragenic rearrangement affecting the CG-1 domain of the
CAMTA1 gene, arising de novo or segregating with the disease
making CAMTA1 a novel gene for S-ID. DNA sequencing anal-
ysis of CAMTA1 in a cohort of 197 patients with ID and/or
NPCA failed to identify further mutations, indicating that
micro-rearrangements are the most frequent mutations
encountered in this gene.

All of the rearrangements affected the CG-1 domain of the
protein and two-thirds were predicted to create a frameshift and
a truncated protein (figure 3). There was no truncating mutation
identified in more than 7000 exomes realised on patients
without ID (NHLB1 Exome Sequencing Project data). By inter-
rogating the Database of Genomics Variants, we found one
intragenic CNV affecting the CAMTA1 gene identified in
a healthy individual.?® The Q-PCR control of the deletion finally

Figure 4 CAMTA1 expression during

mouse brain development. The inset E15.5
shows the expression of CAMTAT in \
the murine brain as detected by in situ
hybridisation. Embryonic mice show

a global brain expression of the
CAMTAT1 protein that became restricted
to the cerebellum, hippocampi and
olfactive bulbs later on in development.
At E15.5, CAMTA1 is expressed in the
forebrain (prosencephalon), midbrain
(mesencephalon) and hindbrain
(rhombencephalon). In the forebrain,
positivity is strong in the ventricular
zone of the cerebral hemisphere and the
olfactory recessus (white arrow),
fulfilled at this stage with migrating
neuroblasts. In the midbrain, positivity
is stronger in the dorsal wall (#). In the
hindbrain, the first rhombomere shows
positivity as well as the ventral
neuroepithelium (star). At E18.5,
marked positivity in the cortical plate,
and reduced in the ventricular zone. The
olfactory system (white arrow) and the

defined that the CNV was purely intronic (S Scherer, personal
communication). Apart from the identification of intragenic
CAMTA1 deletions/duplication, other evidence supports the
disease-causing role of the gene as: (i) the CAMTA1 gene appears
to be predominantly expressed in the human brain'’ and its
integrity is necessary for visual response in the fruit fly, which
suggests that it has a superior function in mammalians;*? % %
(i) the cellular functions of genes being under CAMTAL1 tran-
scriptional control suggest a putative role of CAMTAIL in
promoting neuronal differentiation and are responsible for ID *
ASD when genes such as SHANK3, CHRNA7, NRG1 and 2,
CAMK4 and CASK are mutated;®® ' and (iii) a replicated
association between a CAMTAL allele (rs4908449; p=0.0002)
and differential performance in normal episodic memory, which
adds CAMTA1 to the list of calcium-responsive proteins
responsible for memory processes in humans.®? 3
Physiopathological mechanisms by which the loss of func-
tion of CAMTALI leads to NPCA and ID remain to be deter-
mined. The function of the CAMTA proteins has been studied
in various models." In Arabidopsis, CAMTAs located in the
nucleus and interacted with double-stranded DNA and
calmodulin and activate transcription in response to various
cellular stresses.”” >! The CG-1 domain of CAMTA1 is crucial for
nuclear localisation and further transcription regulation in
neuronal cells.”® ®' The analysis of the CAMTA1 cDNA from
cultured fibroblasts (family 1, patient II-6) allowed the identi-
fication of different transcriptional products (figure 3). The
detection of the mutated cDNA by sequencing does not exclude
the possibility of a residual truncated protein. However, in the
patient’s fibroblasts, the qRT-PCR was unable to quantify the
mutated cDNA. This non-quantifiable cDNA suggested that
nonsense-mediated mRNA decay could be activated and is in
favour of haploinsufficiency causing the phenotype. This
argument is reinforced by a transcriptomic analysis suggesting
that haploinsufficiency of the CAMTA1 gene could lead to
a transcriptional misregulation of known genes implicated in
neuronal differentiation and proliferation.** A dominant

cerebellar anlage (star) also express positivity. At P4, positivity is found in the olfactory system (white arrow) and is weakly present in the superficial
layer of the cortical plate and in the gyrus dentate of the hippocampus (black arrow). In the cerebellum, the vermian external granular layer shows
positivity (star). At P14, positivity is restricted to the olfactory system (white arrow) and also found in the internal granular layer of the vermis (star).
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negative model could not be ruled out since oligomerisation of
CAMTAL1 is needed for the proper function of nuclear local-
isation and transcriptional regulation.?? % %

Although ID was the leading feature in the majority of
patients of our cohort, ataxia appeared as a key feature in the
cases with CAMTA1 rearrangements. From the patients we
report, ataxia is consistent and of early onset although it can be
mild and easily missed. Interestingly, one patient with a rear-
rangement of the CAMTA1 gene including the promoter and the
first three exons has been reported in a series of patients with ID
and ASD screened for intragenic rearrangements by high reso-
lution array-CGH. The patient presented with developmental
delay, ID, attention deficit hyperactivity disorder and pervasive
developmental disorder associated with an ataxic gait and
speech disorders such as velopharyngeal deficiency.®® One
further patient with ID and autism was identified in the context
of a genome wide CNV study in autism, but no clinical data are
provided.” CAMTA1 mutations/rearrangements are likely to be
extremely rare, since we found none in a series of 196 cases and
the patient above was the only one in a cohort of 996 patients
with ASD (both with or without ID) detected by an array-CGH
and found to harbour an intragenic CAMTA1 rearrangement.”
Congenital non-progressive ataxia appeared isolated in the
family with the inframe deletion (family 3) but associated with
ID in families with truncating rearrangements (family 1). Thus,
both ID and ataxia will be associated with CAMTA1 loss of
function. Cerebellar symptoms, such as ataxia, are compatible
with the cerebellar expression of CAMTA1 in mouse at late
stages of development (figure 4).

As expected, considering the functions of CAMTA1l in
learning and memory processes we identified a number of
manifestations in the adult patients we investigated through
careful neuropsychological evaluation in family 1. Members of
the family demonstrated a lack of rehearsal processing in
episodic visual memory. This clinical finding was found in
association with the presence of mild bilateral hippocampal
atrophy, simplified gyration of the dentate gyri and severe
bilateral posterior cortical atrophy including the parietal lobes,
the precuneus and the cuneus on neuroimaging (figure 2). A
similar pattern of mild parietal atrophy was identified in the two
adult patients, although not specific. These findings converge
with the results of functional MRI of patients with differential
episodic memory performance as described by Huentelman

Web resources

Primer blast designing tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/), translating prediction tool (http://web.expasy.org/
translate/), reference genomic sequence (http://www.ensembl.org),
protein alignment sequences (http:/www.genome.jp/tools/clus-
talw/ website), Database of Genomic Variants: (http://projects.tcag.
ca/variation/), Decipher database (http://decipher.sanger.ac.uk/),
Control DNA SNP databases on Hapmap (http://www.hapmap.org);
dbSNP  (http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/),  NHLB1
Exome Sequencing Project (ESP) Exome Variant Server (http://evs.
gs.washington.edu/EVS/), Polyphen 2 (http:/genetics.bwh.harvard.
edu/pph2/), SIFT (http://sift.jcvi.org/), OMIM (http://omim.org/).
Allen brain institute, mouse brain CAMTA1 images: http:/devel-
opingmouse.brain-map.org/data/compare/ivt.html?ispopup=true
&include=100046547,100046440,100046759,100057301,
100083105,100042096,73716734,69540333,100057147.
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and colleagues.® In this study, there was an asymmetrical
activation of the mediotemporal lobe in two comparison
groups on functional brain imaging. Here, PET scan analysis
revealed asymmetrical hypometabolism of regions involved in
memory processes (figure 2). Those neuropsychological data
support the role of CAMTA1 in the visual and sound perception
network in human left cerebrum. A bio computational analysis
of STAT2 mediated transcriptional control in human versus
chimpanzee study underlined the expression of CAMTA1 in this
network.*

In conclusion, the identification of three novel independent
families with intragenic rearrangements combined with their
specific cerebral expression and the functions of the calcium-
dependent transcription factor adds CAMTA1 to the list of genes
responsible for NPCA with ID.
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Mirror extreme BMI phenotypes associated with
gene dosage at the chromosome 16p11.2 locus

A list of authors and their affiliations appears at the end of the paper

Both obesity and being underweight have been associated with
increased mortality'”. Underweight, defined as a body mass index
(BMI) =< 18.5kgperm? in adults and = —2 standard deviations
from the mean in children, is the main sign of a series of hetero-
geneous clinical conditions including failure to thrive'”, feeding
and eating disorder and/or anorexia nervosa®’. In contrast to
obesity, few genetic variants underlying these clinical conditions
have been reported®’. We previously showed that hemizygosity of a
~600-kilobase (kb) region on the short arm of chromosome 16
causes a highly penetrant form of obesity that is often associated
with hyperphagia and intellectual disabilities'’. Here we show that
the corresponding reciprocal duplication is associated with being
underweight. We identified 138 duplication carriers (including
132 novel cases and 108 unrelated carriers) from individuals
clinically referred for developmental or intellectual disabilities
(DD/ID) or psychiatric disorders, or recruited from population-
based cohorts. These carriers show significantly reduced postnatal
weight and BMI. Half of the boys younger than five years are
underweight with a probable diagnosis of failure to thrive, whereas
adult duplication carriers have an 8.3-fold increased risk of being
clinically underweight. We observe a trend towards increased
severity in males, as well as a depletion of male carriers among
non-medically ascertained cases. These features are associated with
an u lly high frequency of selective and restrictive eating
behaviours and a significant reduction in head circumference.
Each of the observed phenotypes is the converse of one reported
in carriers of deletions at this locus. The phenotypes correlate with
changes in transcript levels for genes mapping within the duplica-
tion but not in flanking regions. The reciprocal impact of these
16p11.2 copy-number variants indicates that severe obesity and
being underweight could have mirror aetiologies, possibly through
contrasting effects on energy balance.

Copy-number variants (CNVs) at the 16p11.2 locus have been asso-
ciated with cognitive disorders including autism (deletions) and schizo-
phrenia (duplications)''**, conditions that have been suggested to lie at
opposite ends of a single spectrum of psychiatric phenotypes'. We and
others have reported that a deletion of this region spanning 28 genes
(Supplementary Table 1) increases the risk of morbid obesity 43-fold
(Supplementary Fig. 1)'*"*. We hypothesized that the reciprocal
duplication, with its resulting increase in gene dosage, may influence
BMI in a converse manner. The duplication was identified in 73 out of
31,424 patients with DD/ID, a frequency consistent with previous
reports" (Table 1). Four additional cases were identified among 1,080
patients affected by bipolar disease or schizophrenia. Compared to its
prevalence in seven European population-based genome-wide asso-
ciation study (GWAS) cohorts'"'* (31 out of 58,635 individuals), the
duplication was significantly more frequent in both the DD/ID cohorts
(P=4.23%X10""% odds ratio = 4.4, 95% confidence interval = 2.9-
6.9) and the psychiatric cohorts (P=3.6 X 10" % odds ratio = 7.0,
95% confidence interval = 1.8-19.9) (Table 1), strengthening previous
reports of similar associations'*". Our data do not support a two-hit
model" for the effects of 16p11.2 duplications or deletions (Supplemen-
tary Text and Supplementary Table 2).

We compared available data on weight, height and BMI for 106
independent duplication carriers (including published cases) to data
for reference populations matched for gender, age and geographical
location (Table 2, Methods and Supplementary Tables 3 and 4). The
duplication was strongly associated with lower weight (mean Z-score
—0.56; P=44%10 *) and lower BMI (mean Z-score —0.47;
P=2.0%10"") (Table 2 and Supplementary Table 5). Birth para-
meters (n=48) were normal, indicating a postnatal effect. Adults
carrying the duplication had a relative risk of being clinically under-
weight (BMI <18.5) of 8.3 (95% confidence interval = 4.4-15.9,
P=153x10""% (see Methods). Concordantly, none of the 3,544
patients in our obesity cohorts'*'® carried the duplication (Table 1).

To investigate these associations further, we carried out separate
analyses of carrier patients (DD/ID and psychiatric) and non-medically
ascertained carriers (population-based cohorts, plus 11 transmitting
parents and three other affected first-degree relatives for whom data
were available) (Table 2). Each category had significantly lower weight
and BMI, with similar effect sizes. However, the proportion of under-
weight cases (BMI = —2s.d.) was higher in the first group than in the
second group (17 out of 76 compared to 2 out of 40; P = 0.017). Note
that the impact of the duplication on underweight status might be
underestimated here owing to prescription of antipsychotic treatments
that are often associated with weight gain®® (Supplementary Table 6).

Having demonstrated an association of the duplication with being
underweight, we investigated the implications of gender for the resulting
phenotypes (Fig. 1, Supplementary Fig. 2 and Supplementary Table 7).
In DD/ID patients, the impact of the duplication on being underweight
is stronger in males; the effect in females is in the same direction, but is
smaller and not statistically significant (Table 2). A similar and signifi-
cant difference (P = 0.0168) was observed in adult carriers (all groups
combined): the relative risk of being underweight for males is 23.2
(95% confidence interval = 9.1-59.3, P= 4.6 X 10~ '); for females it
is only 4.7 (95% confidence interval = 1.9-11.8, P=9.9 X 10 A
gender bias was also observed in the ascertainment of DD/ID duplica-
tion carriers, in which we have an excess of males (51 males:33 females,
P = 0.044). By contrast, carriers from the general population showed a
strong overrepresentation of females (10 males:21 females, P = 0.035)
(Supplementary Text). A similar bias was observed among transmit-
ting parents (7 males:23 females, P = 5.53 X 10%). Thus, there is an
overrepresentation of males in the medically ascertained group, and a
depletion in the non-medically ascertained one. We suggest that males
may be more likely than females to present severe phenotypes, and that
this may account for the gender bias because severely affected males
may be less likely to be recruited to adult population cohorts or to be
reproductively successful.

As previously reported®, the duplication was also associated with
reduced head circumference (mean Z-score —0.89; P=7.8 X 10~ °)
(Fig. 1), 26.7% presenting with microcephaly (head circumference =
—2 s.d.), whereas carriers of the reciprocal deletion had an increased
head circumference (mean Z-score +0.57; P=1.79 X 10™°) (Sup-
plementary Fig. 3 and Supplementary Table 8): an additional instance
of a mirror phenotype associated with reciprocal changes in copy
number at this locus. Notably, head circumference Z-scores correlate
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Table 1 | 16p11.2 rearrangements in cases and controls
Ascertainment Cohorts Duplication Deletion Total
n Pt n Pt

Neuro- Unspecified DD/ID* from 28 cytogenetic centres 72 113 30,323

developmental ADHD{, deCODE 0 1 591

disorders Childhood autismi, deCODE 0 2 159
Childhood autism spectrum disorder}, deCODE 1 3 351
TOTAL 73 423x107% 119 5.43 x 102 31,424
Rearrangement frequency (95% CI) 0.23% (0.18-0.29) 0.38% (0.31-0.45)

Family history First-degree relatives of probands 30 35 43/62|

Adult psychiatric Schizophrenia, deCODE 0 1 657

symptoms Bipolar disease, Rouen 1 0 156
Schizophrenia, schizo-affective, Rouen 3 0 267
TOTAL 4 357x1073 1 3.78x 107! 1,080
Rearrangement frequency (95% Cl) 0.37% (0.01-0.73) 0.09% (0-0.27)

Underweight Eating disorder, Spain 18 0 441

Obesity Obesity, Spain 0 2 653
Adult obesity, France 0 4 705
Childhood obesity, France & UK 0 7 1,574
Obesity bariatric surgery, France 0 2 141
Obesity discordant siblings, Sweden 0 2 159
Obesity and cognitive delay, France & UK 0 9 312
TOTAL 0 421x107* 26 252x107%° 3,544
Rearrangement frequency (95% Cl) 0 0.73% (0.45-1.01)

Population-based  NFBC1966 Finnish 4 3 5319

cohorts Colaus Swiss 5 0 5612
EGCUT Estonian 2 1 2994
deCODE Iceland 17 18 36,601
SHIP Germany 1 2 4,070
KORA F3+F4 Germany 2 1 3,458
Paediatric family study 0 0 581
TOTAL 1 58,635
Rearrangement frequency (95% Cl) 0.05% (0.03-0.07) 0.04% (0.03-0.06)

fic cohort. Detailed

Cl, Confidence interval; ADHD, attention-deficit hyperactivity disorder. *Not a di

is provided in the online methods. tFisher's exact test, compared to the combined

frequency in general population groups. { There was no overlap between these 3 cohorts. §Atypical duplication (see Supplementary Fig. 5). || Total number of parental pairs tested for duplication/deletion. 13 out of

43 duplications and 27 out of 62 deletion cases were de novo.

positively with those of BMI in carriers of both the duplication
(tho=037; P=265X10"") and the deletion (rho=0.42;
P=1.9%10"") (Supplementary Methods). This indicates that head
circumference and BMI may be regulated by a common pathway, or
that a causal relationship exists between these two traits in these
patients. Alternatively, the two phenotypes may arise from distinct
genes and pathways. A full list of malformations and secondary phe-
notypes reported in duplication carriers ascertained for DD/ID is
available in Supplementary Table 9.

In view of the importance of modified eating behaviours in obesity
and being underweight, the clinical reports of duplication carriers were
screened for evidence of such modified behaviours. In 11 out of 77
clinically ascertained cases, clinicians had spontaneously reported
low food intake and selective and restrictive eating behaviour, again
mirroring one of the phenotypes—hyperphagia—seen in deletion
carriers'’ (Supplementary Table 6) and indicating that the duplication
may increase the risk of eating disorders. Consequently, we carried out

multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA, Supplemen-
tary Table 10) to screen for 16p11.2 rearrangements in 441 patients
diagnosed with eating disorders, including anorexia nervosa, bulimia and
binge eating disorder (Table 1 and Supplementary Text). No duplications
of the entire region were identified, but one out of 109 anorexia nervosa
patients carried an atypical 136-kb duplication that encompasses the
sialophorin (SPN) and quinolinate phosphoribosyltransferase (QPRT)
genes (Supplementary Fig. 4). This single, smaller duplication does not
allow us to draw any firm conclusions, but together with other atypical
rearrangements, it may, in the future, be essential for establishing the
roles of the 28 genes within the region.

Large genomic structural variants are known to affect the expression
of genes not only within the affected region but also at a distance® .
Therefore, it is possible that the phenotypes observed in 16p11.2 dele-
tion and duplication individuals are due to effects on the expression of
genes mapping outside the rearranged interval, rather than to gene
dosage within the 600-kb deletion or duplication. We measured

Table 2 | Comparisons of the height, weight and BMI distributions in duplication carriers and controls.

Combinedf DD/ID or psychiatrict Non-medically ascertainedj
Strata Mean Z-score P-value n* Mean Z-score P-value n* Mean Z-score P-value n*
BMI All -0.47 2.0x1073 102 -0.56 41x1073 76 -0.45 6.0x1073 40
Male —0.54 211072 52 -0.71 13x104 43 -031 20x107! 14
Female -04 1.8x1072 50 -037 83 x10°? 33 -052 4.2x10°° 26
Weight All -0.56 4.4x107* 104 -0.65 1.3x10°3 78 -0.61 3.0x1073 40
Male -0.64 5.8x1073 53 -0.79 44x10°° 44 -0.57 88 x1072 14
Female -047 1.7x1072 51 -047 6.5 x1072 34 -063 86x107° 26
Height All -0.24 48 x1072 103 -033 36x10°7? 77 -0.15 18%10 40
Male -0.34 45x1072 52 -04 46x1072 43 -0.29 12x107} 14
Female -0.14 26x107! 51 -0.24 21.%101 34 -0.07 37x107! 26

The available BMI, weight and height data for duplication carriers were transformed to Z-scores using gender- and ag

tched reference and one-tailed t-tests were carried out to determine whether

the mean Z-scores deviated from zero. Significant differences were identified by reference to cutoffs controlling the false discovery rate at 5% (see Methods): BMI, 0.022; weight, 0.032; height, 0.025. Significant
results are indicated in bold. Data were not available for all subjects. *Relatives of probands were excluded as required, to avoid including more than one member of the same family in a single analysis. tincluding

24 cases from the literature (

'y Table 3). {Population-b:
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Figure 1 | Effect of the ch 16p11.2 dupli on BMI and head

circumference. Z-score values of BMI and head circumference in carriers of
the 16p11.2 duplication, stratified by gender and age group. The most severe
effect is observed in children at 0-5 years of age. Boxplots represent the fifth,
twenty-fifth, median, seventy-fifth and ninety-fifth percentile for each age
group. Light grey and dark grey backgrounds represent = —2 and = —3 s.d,,
respectively, corresponding to the WHO definition of moderately and severely
underweight™. BMI is decreased in adolescent and adult females.

relative transcript levels of 27 genes mapping within or near to the
rearrangement, using lymphoblastoid cell lines (Supplementary
Tables 1 and 11): six from deletion carriers, five from duplication
carriers and ten from gender- and age-matched controls (Supplemen-
tary Table 12). Expression levels correlated positively with gene dosage
for all genes in the CNV region (Fig. 2), consistent with published
partial results from adipose tissue'®. Mean relative transcript levels
in deletion and duplication carriers were, respectively, 67% and
214% of the levels measured in controls (Supplementary Table 13).
Although genes proximal (centromeric) to the rearrangement interval
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showed no significant variation in relative transcript levels between
patients and controls (Fig. 2), distal (telomeric) genes showed a
marked alteration in relative expression. However, their expression
levels, including that of SH2BI (for which gene dosage and a nearby
single nucleotide polymorphism (SNP) have been associated with
obesity'**), were similarly upregulated in cell lines of both deletion
and duplication carriers, showing no apparent correlation between
transcript level and either copy number or phenotype (Fig. 2).
Although lymphoblastoid cells may not recapitulate obesity-relevant
tissues, previous experiments have shown a high degree of correlation
between expression levels in different tissues and cell lines*”, indicating
that the same pathways may be similarly disrupted in different cell
lineages. Thus, any involvement of these distal genes in the control of
BMI in these subjects seems unlikely.

Our study demonstrates the power of very large screens (>95,000
samples: to our knowledge the largest of its kind so far) to characterize
the clinical and molecular correlates of a rare functional genomic vari-
ant. We demonstrate unambiguously that carrying the 16p11.2 duplica-
tion confers a high risk of being clinically underweight, and show that
reciprocal changes in gene dosage at this locus result in several mirror
phenotypes. As in the schizophrenia/autism'* and microcephaly/
macrocephaly®' dualisms, abnormal eating behaviours, such as hyper-
phagia and anorexia, could represent opposite pathological manifesta-
tions of a common energy-balance mechanism, although the precise
relationships between these mirror phenotypes remain to be deter-
mined. We speculate that head circumference (which correlates with
brain volume®), and thus neuronal circuitry, may affect cognitive func-
tion and energy balance in patients with 16p11.2 rearrangements
(possibly through eating behaviour). Consistent with this are previous
reports that a subgroup of children with microcephaly show a con-
comitant reduction in weight percentile’®. Our findings also support
the observation that severe overweight and underweight phenotypes
correlate with lower cognitive functioning**’. Thus, abnormal food
intake may be a direct result of particular neurodevelopmental di-
sorders. Although it is possible that the 16p11.2 region encodes distinct
genes specific for each trait, a more parsimonious hypothesis is that
these clinical manifestations of dysfunction of the central nervous sys-
tem are all secondary to the disruption of a single neurodevelopmental
step that is sensitive to gene dosage. Further resolution of this issue may
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Figure 2 | Transcript levels for genes within and near to the 16p11.2
rearrangements. a, Relative expression levels of 27 genes mapping to 16p11.2
in deletion (n = 6) and duplication (n = 5) carriers (red and green,
respectively), and in control cell lines (n = 10, blue). Grey lines denote the
extent of the 16p11.2 CNV (29.5-30.1 megabases (Mb)). Complete lists of
genes mapping within the rearranged interval, and of the quantitative PCR
assays, are in Supplementary Tables 1 and 11, respectively. For the possible
relevance of each of these genes to obesity/leanness and/or developmental
delay/cognitive deficits, see ref. 10. b, Rank comparison (Kruskal-Wallis test)

between the expression of 27 genes mapping to 16p11.2 in deletion and
duplication carriers (red and green, respectively) and in control cell lines (blue).
Genes are labelled as telomeric, centromeric or within the rearranged interval
(CNV). Dots correspond to the mean group rank and bars indicate the
comparison interval. Groups with non-overlapping intervals are significantly
different (P-values were adjusted for multiple testing issues using a Bonferroni
correction, where the number of tests is the number of pairwise comparisons;
the resulting adjusted P-value was less than 0.05).
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require the identification of additional patients with rare atypical re-
arrangements in this region.

METHODS SUMMARY

Underweight is defined in adults as BMI = 18.5. In individuals younger than
18 years of age, it is defined as a Z-score = —2.

Statistics. Two-tailed Fisher’s exact test was used to compare frequencies of the
rearrangement in patients and controls. Z-scores were computed for all data using
gender-, age- and geographically-matched reference populations. One-tailed
Student’s t-test was performed to test BMI, height, weight and head circumference
in duplication carriers for Z-scores of less than zero. We used Kruskal-Wallis tests
for differences in gene expression patterns. P-values were adjusted using a
Bonferroni correction, considering the number of pairwise comparisons; the result-
ing adjusted P-value was less than 0.05. The relative risk of being underweight was
calculated as the ratio of the fraction of underweight individuals among duplication
carriers versus our control group.

Discovery of CNVs. Carriers of 16p11.2 duplication and deletion were identified
through various procedures: (1) comparative genomic hybridization with Agilent
44K, 60K, 105K, 180K, 244K arrays; (2) Illumina Human317, Human370,
HumanHap550, Human610 and 1M BeadChips; (3) Affymetrix 6.0, 500K geno-
typing arrays; (4) quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments
(QMPSF); (5) fluorescent in situ hybridization (FISH); (6) MLPA. CNV analyses
of GWAS data were carried out using cnvHap, a moving-window average-intensity
procedure, a Gaussian mixture model, circular binary segmentation, QuantiSNP,
PennCNV, BeadStudio GT module and Birdseed. At least two independent algo-
rithms were used for each cohort.
Expressi: lyses. Lymphoblastoid cell lines were established from carriers and
controls. SYBR Green quantitative PCR was performed to assess relative expres-
sion of genes.

Full Methods and any associated references are available in the online version of
the paper at www.nature.com/nature.
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METHODS

Study cohorts. For the description of these cohorts, refer to Supplementary
Information.

CNYV detection. Cases ascertained for intellectual disabilities and developmental
delay were identified through standard medical diagnostic procedures. CNV ana-
lyses of GWAS data were variously carried out using cnvHap®'; a moving-window
average-intensity procedure; a Gaussian mixture model (Valsesia et al, submitted);
circular binary segmentation****; QuantiSNP*; PennCNV**; BeadStudio GT module
(Ilumina Inc.); and Birdseed ™ (see below). At least two independent algorithms were
used for each cohort.

Patients referred for intellectual disabilities and developmental delay. All
diagnostic procedures (CGH, quantitative PCR and/or quantitative multiplex
PCR of short fluorescent fragments) were carried out according to the relevant
guidelines of good clinical laboratory practice for the respective countries. All
rearrangements in probands were confirmed by a second independent method
and karyotyping was performed in all cases to exclude a complex rearrangement.
Northern Finland 1966 birth cohort (NFBC). CNV calling has been previously
described'’. In brief, data were normalized using Illumina BeadStudio, then GC
effects on ratios were removed by regressing on GC and GC2, and wave effects
were removed by fitting a Loess function”. CNV analysis was done using
cnvHap®'. All called 16p11.2 duplications were validated by direct analysis of
log, ratios. Data for each probe were normalized by first subtracting the median
value across all samples (so that the distribution of ratios for each probe was
centred on zero), and then dividing by the variance across all samples (to correct
for variation in the sensitivity of different probes to copy-number variation). All
CNV calls were confirmed by MLPA.

deCODE genetics. [llumina Human317, Human370, HumanHap550, Human610
and 1M BeadChips were used for CNV analysis. BeadStudio (version 2.0) was used
to call genotypes, normalize the signal intensity data and establish the log R ratio
(LRR) and B allele frequency (BAF) at every SNP according to standard Illumina
protocols. All samples passed a standard SNP-based quality control procedure
with a SNP call rate greater than 0.97. PennCNV™, a free, open-source tool, was
used for detection of CNVs. The input data for PennCNV are LRR, a normalized
measure of the total signal intensity for the two alleles of the SNP, and BAF, a
normalized measure of the allelic intensity ratio of the two alleles. These values are
derived with the help of control genotype clusters (HapMap samples), using the
Illumina BeadStudio software. PennCNV employs a hidden Markov model to
analyse the LRR and BAF values across the genome. CNV calls are made on the
basis of the probability of a given copy state at the current marker, as well as on
the probability of observing a copy-state change from the previous marker to the
current one. PennCNV uses a built-in correction model for GC content™.
Cohorte Lausannoise (CoLaus). Data normalization and CNV calling have been
previously described'’. Data normalization included allelic cross-talk calibration®*,
intensity summarization using robust median average, and correction for any PCR
amplification bias. Wave effects were corrected by fitting a Loess function”. CNV
calling was done using a Gaussian mixture model (Valsesia e al., submitted) that fits
four components (deletion, copy-neutral, one additional copy and two additional
copies) to copy-number ratios. The final copy number at each probe location is
determined as the expected (dosage) copy number. The method has been validated
by comparing test data sets with results from the CNAT*' and CBS**** algorithms,
and by replicating a subset of CoLaus subjects on Illumina arrays. Only duplications
found by both Gaussian mixture model and CBS were considered.

Estonian genome center of the University of Tartu (EGCUT). Genotypes were
called by BeadStudio software GT module v3.1 or GenomeStudio GT v1.6
(Tllumina Inc.). Values for LRR and BAF produced by BeadStudio were formatted
for further CN'V analysis and break-point mapping with Hidden-Markov-Model-
based softwares QuantiSNP (ver.1.1)** and PennCNV*? or CNVPartition 2.4.4
(Illumina Inc.). All analyses were carried out using the recommended settings,
except changing EMiters to 25 and L to 1,000,000 in QuantiSNP. For PennCNV,
the Estonian-population-specific SNP allele frequency data was used. All detected
duplications were confirmed by quantitative PCR.

Study of health in Pomerania (SHIP). Raw intensities were normalized using
Affymetrix power tools (Affymetrix); CNV analysis was done using Birdseye from
the Birdsuite software package’ and PennCNV*. PennCNV predictions with
confidence scores less than 10 were removed. Birdsuite predictions were filtered
asin ref. 15: CNVs were kept if their linkage disequilibrium (LOD) score was >10,
length >1kb, number of probes =5 and size per number of probes <10,000.
Kooperative Gesundheitsforschung in der Region Augsburg (KORA) F3 and
F4. Genotyping for KORA F3 was performed using the Affymetrix 500K array set,
consisting of two chips (Styl and Nspl). The KORA F4 samples were genotyped
with the Affymetrix human SNP array 6.0. For both studies, genomic DNA from
blood samples was used for analysis. Hybridization of genomic DNA was done in
accordance with the manufacturer’s standard recommendations. Genotyping was
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done in the Genome Analysis Centre of the Helmholtz Centre Munich. Genotypes
were determined using BRLMM clustering algorithm (Affymetrix 500K array set)
and Birdseed2 clustering algorithm (Affymetrix array 6.0). For quality control
purposes, we applied a positive control and a negative control DNA every 48 sam-
ples (KORA F3) or 96 samples (KORA F4). On the chip level, only subjects with
overall genotyping efficiencies of at least 93% were included. In addition, the called
gender had to agree with the gender in the KORA study database. After exclusions,
1,644 individuals remained in KORA F3 and 1,814 in KORA F4 for further
analysis.

MLPA analysis. We used MLPA to determine changes in the copy number of a
region of about 2 Mb on chromosome 16p11.2. Briefly, we designed, using hg18,
nine probes within the targeted region, one control probe outside the rearranged
region and seven control probes targeting unique position in the genome
(Supplementary Table 10). Assays were performed with MRC-Holland reagents
according to the manufacturer’s protocol®. The analysis of the amplification
products was performed by capillary electrophoresis in the DNA Analyser
3730XL and using the GeneMapper software v3.7 (Applied Biosystems). The
calculations were performed independently for each experiment: we first normal-
ized the MLPA data to minimize the amount of experimental variation, summing
all signal values of each control probe for each sample, and then dividing each
signal value of each sample by the sum. The normalized signal values were com-
pared to signal values from all other samples in the same experiment, dividing the
normalized signal values by the average calculated from all the samples in the same
experiment. The product of this calculation is termed dosage quotient (DQ). A DQ
value of less than 0.65 or more than 1.25 was considered as copy-number loss or
gain, respectively, as previously described**.

Custom array-CGH for the short arm of chromosome 16. DNA samples were
labelled with Cy3 and cohybridized to custom-made Nimblegen arrays with Cy5-
labelled DNA from the CEPH cell line GM12042. These arrays contained 71,000
probes spread across the short arm of chromosome 16 from 22.0 Mb to 32.7 Mb (at
a median space of 45 bp between 27.5 Mb and 31.0 Mb), and 1,000 control probes
situated in invariable regions of the X chromosome. DNA labelling, hybridization
and washing were performed according to Nimblegen protocols. Scanning was
performed using an Agilent G2565BA microarray scanner. Image processing,
quality control and data extraction were performed using the Nimblescan software
V2.5

Defining underweight. Underweight was defined throughout the study as
BMI = 18.5 kg per m” in adults and = —2 s.d. in children®*"*,

Weight, height, BMI and head circumference Z-scores as a function of age. For
paediatric cases, weight, height, BMI and head circumference Z-scores were deter-
mined for paediatric cases (0-18 years of age) using clinical growth charts specific
to the country of origin. Children were ascertained from nine different countries. If
charts were only available in percentiles, those measures were transformed into
Z-scores using gender-, age- and geographically-matched reference populations
(see Statistics).

For the USA and Canada, data from the Center for Disease Control and
National Center for Health Statistics (CDC/NCHS) were used to calculate
Z-scores™.

For the French paediatric population, we used French national growth
charts®**', For the Swiss paediatric population, we used Swiss national growth
charts™. For Dutch participants, Dutch national growth charts were used™. For
Italian, German, Finnish and Austrian cases (n = 6), height, weight and BMI
Z-scores were estimated using WHO growth charts™.

To check for discrepancies generated by the use of different growth charts,
height, weight and BMI Z-scores were recalculated using WHO growth charts
for all cases under five years of age, regardless of origin (http://www.who.int/
childgrowth/standards/en/54). Z-scores obtained using the WHO data were not
significantly different. These growth standards, developed by the World Health
Organization multicentre growth reference study, describe normal child growth
from birth to 5 years under optimal environmental conditions. These standards
can be applied to all children everywhere, regardless of ethnicity, socioeconomic
status and type of feeding®>*.

If necessary, percentile values were transformed to Z-scores by the inverse-
normal density function. When growth charts were unavailable, we used reported
LMS parameters (median (M), generalized coefficient of variation (S) and skew-
ness (L)) to obtain Z-scores via the formula:

X/M) -1
Z-score = e L3O i
In (X/M)/S,L=0

in which X is the observed value.
In adults (>18 years of age), we estimated LMS parameters when these were
unavailable from the available sex-, age- and origin-matched Swiss (CoLaus),

©2011 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved



218

RESEARCH

Estonian or French control populations. For cases identified from population-
based cohorts, Z-scores were directly inferred from the cohort.

Gene expression. We established lymphoblastoid cell lines from deletion and
duplication carriers, as well as from controls (Supplementary Table 12), by trans-
forming peripheral blood mononuclear cells with Epstein-Barr virus. Patients and
controls were enrolled after obtaining appropriate informed consent via the physi-
cians in charge, and approval by the ethics committee of the University of Lausanne.
More control cell lines were obtained from Coriell Institute for Medical Research
(http://www.coriell.org/) (Supplementary Table 12). SYBR Green real-time quant-
itative PCR (RT-PCR) was performed as previously described®**. Briefly, 1 ug of
total RNA from lymphoblastoid cell lines was converted to complementary DNA
using Superscript VILO (Invitrogen) primed with a mixture of oligo(dT) and random
hexamers. Oligos were designed using the PrimerExpress program (Applied
Biosystems) with default parameters (Supplementary Table 11). Non-intron-
spanning assays were tested for genomic contamination in standard * reverse
transcriptase reactions. The amplification efficiency of each primer pair was tested
ina cDNA dilution series, as previously described*. A full list of genes mapping in
the rearranged interval, and exclusion criteria, are presented in Supplementary
Table 1. All RT-PCR reactions were performed in a 10-pl final volume and tripli-
cates per sample. The setup in a 384-well plate format was performed using a
Freedom EVO robot (TECAN) and assays were run in an ABI 7900 sequence
detection system (Applied Biosystems) with the following amplification condi-
tions: 50 “C for 2 min, 95 “C for 10 min, and 45 cycles of 95 “C 155, then 60 °C for
1 min. A final incubation of 95 “C for 15 s followed by 60 “C for 15 s was carried out
to establish a dissociation curve. Each plate included the appropriate normaliza-
tion genes to control for any variability between plate runs. Raw threshold cycles
(Ct) values were obtained using SDS2.4 (Applied Biosystems). To calculate the
normalized relative expression ratio of individuals carrying the CNV and of
controls, we used Biogazelle qBase Plus software™ including geNorm®. This
program identified appropriate normalization genes (EEFIAI, RPLI13, GUSB
and TBP) having a gene-stability measure of M = 0.25. We note that one gene,
LAT, showed a very high expression profile in one of the duplication samples
(DASYL, Supplementary Table 13), reaching a relative expression value of 27.3
(s.e.m. = 1.37), compared to an average expression for other duplications of 1.89
(s.e.m. = 0.51). We cannot exclude that this finding is genuine (and confirmed it in
asecond experiment), but it was removed from further analyses as an outlier to give
a more accurate overview of expression profiles for these genes.

Inssilico analysis was performed to check for brain, and specifically hypothalamus,
expression of genes in the rearranged 16p11.2 interval (Supplementary Table 1). This
was done using Allen Brain Atlas Resources, available from http://www.brain-map.
org.

Cases with major neurological signs. Major neurological signs were defined
by moderate to severe hypotonia, hypertonia, ataxia, spasticity, hypereflexia,
hyporeflexia and/or extra-pyramidal signs, and by the presence of epilepsy.
Statistics. Student’s t-test: one-tailed t-tests were performed to test whether
duplication carriers have Z-score values lower than zero for BMI, height and
weight. We found this analysis more suitable than linear regression analysis,
correcting for confounding factors such as sex and age, because these anthro-
pometric traits have a highly nonlinear dependence on these factors, as can be
observed in control populations.

Kruskal-Wallis test: this was used to test differences in the gene expression
pattern between deletion and duplication carriers and control individuals.
Because expression values are not necessarily normally distributed, this test is more
adequate than a classical one-way analysis of variance. To test pairwise differences,
we computed the difference in mean group rank with its 95% confidence interval
(as provided by the multcompare function in Matlab). Correction for multiple
testing was done using a Bonferroni adjustment.

Multiple testing: we determined false-discovery-rate-based thresholds for asso-
ciation P-values for each phenotype, to correct for multiple testing. For each
phenotype, we replaced the observed Z-scores with numbers randomly drawn
from a standard normal distribution and performed the same t-tests for the same
strata. The procedure was repeated 1,000 times. For various P-value thresholds, we
asked how many tests would be declared significant for the null set on average
(over the 1,000 random draws). The false discovery rate was estimated as the ratio
of this number and the actual number obtained for the observed Z-scores. Thus,
we controlled the dependence between nested tests.

Relative risk: among adults, we defined underweight as a BMI <18.5 (WHO
criteria). The estimated relative risk is the ratio of the fraction of underweight
individuals among duplication carriers versus our control group. The standard
error of log(relative risk) and its significance were calculated as previously
described®'. In our control group (population-based cohorts), the frequency of

Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

being underweight is 1.9% (38 males and 148 females out of 9,470). Owing to the
fact that being underweight decreases with age in the general population, we
resampled our control group to ensure precise age-matching.
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Evidence against haploinsuffiency of human ataxin 10
as a cause of spinocerebellar ataxia type 10
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Spinocerebellar ataxia type 10 (SCA10) is an autosomal
dominant neurodegenerative disorder characterized by ataxia
and cerebellar atrophy and seizures in some patients. A
heterozygous unstable tandem expansion of a pentanucleotide
ATTCT is responsible for the disease. This mutation lies
within intron 9 of the ataxin 10 gene (ATXN10), localized on
22q13.31 [1]. The size of the repeat ranges from 10 to 29 in
normal alleles and from 800 to 4,500 in SCA10. The exact
pathological mechanism of that expansion in triggering the
disease is not yet understood.

Here, we report on a familial translocation t(2;22)
(p25.3;q13.31) in three sisters and their father. The first
and third sisters have severe mental retardation caused by
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the unbalanced form of the translocation with monosomy
22qter and trisomy 2pter. Besides, their father and the
second sister bear the balanced form of the translocation.
That anomaly has been precisely characterized, first by
analyzing the DNA from the sisters with the unbalanced
translocation on microarray (Illumina® HumanCytoSNP-12
and Roche Nimblegen® Human CGH 2.1 M) then by direct
sequencing of the breakpoints of the balanced translocation.
The exact localization of those breakpoints lies at genomic
positions chr2:5495703-5495704 and chr22:44466085—
44466086 (hgl8 assembly). On the balanced translocation,
there is no gene disruption on chromosome 2, but the
breakpoints on chromosome 22 fall in the intron 2 of
ATXN10: Only the first 2 exons remain on the derivative
chromosome 22, whereas the last 10 exons have been
translocated on the derivative chromosome 2 (Fig. 1).
Careful neurologic examination of both the patients with
the balanced translocation showed neither ataxia nor any
other neurologic signs. Neuroimaging of the father showed
a normal cerebellum (Fig. 1). A later onset of ataxia cannot
be excluded in the 23-year-old daughter but is very unlikely
in the 57-year-old father, since the first signs of the disease
appear between 20 and 50 years of age in the previously
reported cases. Therefore it can be assumed that both the
father and the second sister are not affected by SCA10.
ATXNI10 is a broadly expressed gene of unknown
function. Animal models have shown that a knockdown
of the protein provokes degeneration of rat cerebellar
neurons in culture which would argue for a loss of function
mechanism [2]. On the contrary, other experiments have
shown that SCA10-null heterozygous mutant mice have
normal brains and no ataxia, which does not support the
loss of function mechanism [3]. Both studies insisted on the
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Fig. 1 a Brain sagittal T2-weighted MRI showing a normal
cerebellum in the father with the balanced translocation. b View of
the 22q13.3 breakpoint with Illumina® HumanCytoSNP-12 and

biological differences between animal models and humans
and therefore on the necessity to study patients” samples in
order to definitely assess the pathological effect of the
expansion. In our report, both the father and the daughter
with the balanced translocation have a heterozygous
disrupted ATXNI10 and no sign of SCAI10, which is
consistent with the latter study on mice and confirms that
haploinsufficiency is not responsible for SCA10 in humans.

Moreover, recent experiments on somatic hybrid cell
lines have shown that there is no interference with the level
of transcription or RNA processing [3]. All those data are
against a simple gain or loss of function mechanism, which
is supported by recent studies focusing on the genomic
effect of the mutation: Expansion of the pentanucleotide
repeat causes DNA unpairing in yeast [4] and in human cell
lines [5], and such unpairing creates ectopic DNA replication
origins [5] and genomic instability [6], which may lead to
cell degeneration. Thus, SCA10 could be related to the
chromatin structure abnormalities caused by the expansion
and not to an abnormal or abnormally expressed ATXNI10.
ATXN10 haploinsufficency observed in our patients without
SCA10 is consistent with this hypothesis.

@ Springer
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¢ Roche Nimblegen® Human CGH 2.1 M DNA chips. d Localization
of the 22q13.3 breakpoint in the intron 2 of ATXN10 (using BLAT in
UCSC genome browser)
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Prospective diagnostic analysis of copy number
variants using SNP microarrays in individuals
with autism spectrum disorders

Caroline Naval»23419 Boris Keren>!?, Cyril Mignot4'6’7’8, Agnes Rastetter'>3, Sandra Chantot-Bastaraud?,
Anne Faudet?, Eric Fonteneau®, Claire Amiet!?, Claudine Laurent">!?, Aurélia Jacquette®”$,

Sandra Whalen®, Alexandra Afenjar®7%!1, Didier Périsse!®!?, Diane Doummar®, Nathalie Dorison®!!,
Marion Leboyer!>!415:16, Jean-Pierre Siffroi’, David Cohen'®!7, Alexis Brice*'">»>%18, Delphine Héron*®78
and Christel Depienne*!23%18

Copy number variants (CNVs) have repeatedly been found to cause or predispose to autism spectrum disorders (ASDs).

For diagnostic purposes, we screened 194 individuals with ASDs for CNVs using Illumina SNP arrays. In several probands,

we also analyzed candidate genes located in inherited deletions to unmask autosomal recessive variants. Three CNVs, a de novo
triplication of chromosome 15q11-q12 of paternal origin, a deletion on chromosome 9p24 and a de novo 3q29 deletion,

were identified as the cause of the disorder in one individual each. An autosomal recessive cause was considered possible in
two patients: a homozygous 1p31.1 deletion encompassing PTGER3 and a deletion of the entire DOCK10 gene associated with
a rare hemizygous missense variant. We also identified multiple private or recurrent CNVs, the majority of which were inherited
from asymptomatic parents. Although highly penetrant CNVs or variants inherited in an autosomal recessive manner were
detected in rare cases, our results mainly support the hypothesis that most CNVs contribute to ASDs in association with other
CNVs or point variants located elsewhere in the genome. Identification of these genetic interactions in individuals with ASDs
constitutes a formidable challenge.

European Journal of Human Genetics advance online publication, 1 May 2013; doi:10.1038/ejhg.2013.88

Keywords: copy number variants; autism spectrum disorders; 15q11-q12 triplication; autosomal recessive inheritance; genetic
interactions

INTRODUCTION
Autism is a neuropsychiatric disorder characterized by impaired social

highly penetrant point mutations, deletions, duplications and larger
chromosomal abnormalities that can either arise de novo or
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interactions and communication, as well as restricted, repetitive and/
or stereotyped behaviors. The term autism spectrum disorders (ASDs)
is now commonly used to designate this group of highly hetero-
geneous and complex developmental diseases. Autism is associated
with intellectual disability (ID) in ~75% in the patients and with
epilepsy or EEG abnormalities in ~ 15-25%. ASDs are more common
in male patients than in female patients, in a ratio of 4:1 that can
reach 10:1 in forms with normal cognitive abilities."

As indicated by the increased risk of recurrence in families and
concordance in twin pairs, ASDs are largely genetically determined.'
Recent studies have demonstrated that ASDs can be caused by rare,

be inherited.>® Known monogenic disorders account for 2-5% of
syndromic cases; fragile X syndrome is usually the most common
cause, followed by PTEN macrocephaly syndrome and tuberous
sclerosis, each accounting for <1% of individuals with ASD.M?
Large copy number variants (CNVs) are found in 5-10% of autistic
patients, especially in those with syndromic ASDs.>!!? Several CNVs
have been repeatedly identified in individuals with ASD, such as
deletions or duplications on chromosomes 15q11-q13, 16p11.2,
7q11.23 and 22q13.%>! Private CNVs in individuals with autism
often disrupt genes encoding synaptic proteins, such as neuroligins,
neurexins and SHANK proteins, or neuronal cell-adhesion proteins,
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which have important roles in neurodevelopment and/or
neurotransmission.»'*'7 However, most CNVs and variants in
genes involved in autism so far are also found in other neuro-
developmental disorders such as ID without autistic features and/or
schizophrenia.'>!® Recent studies point to polygenic or oligogenic
inheritance.>'”!? Indeed, most of the abnormalities identified have
been associated with highly variable phenotypes and seem insufficient
to cause ASDs on their own. It is probable that genetic interactions
(epistasis) between rare variants have an important role in the
etiology of ASDs.

In this study, we screened 194 subjects with ASDs using SNP
microarrays to assess genomic causes and establish genetic syndrome
diagnoses. Three heterozygous CNVs, a de novo triplication of
chromosome 15q11-q12 of paternal origin, a distal deletion on
chromosome 9p24 and a de novo 3q29 deletion, and one homozygous
deletion on chromosome 1p31.1 encompassing PTGER3 were
considered to probably cause the disorder in four individuals. In
addition, we screened candidate genes located in inherited deletions
to unmask autosomal recessive variants in three patients, and found a
rare missense variant in DOCKIO associated with an inherited
deletion on chromosome 2q in one individual.

MATERIALS AND METHODS

Cohort description

This study first included 200 subjects with ASDs (168 males and 32 females)
who were recruited in the ‘Centre de Référence déficiences intellectuelles de
causes rares, the ‘Centre Diagnostic Autisme) Pitié-Salpétriere Hospital (Paris,
France) or the ‘Fondation Lejeuné’ over a period of 3 years (2009-2011). Index
cases were assessed with the Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R):
167 index cases (83.5%) had autism with ID and 33 (16.5%) had Asperger
syndrome or high-functioning autism based on the DSM IV-TR criteria; 85%
(170/200) of the patients were sporadic cases. Preliminary systematic screening
included karyotyping, screening for fragile X syndrome and targeted metabolic
or genetic analyses, including fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis
of regions involved in Williams-Beuren and Smith-Magenis syndromes and
screening of the RAII gene for selected patients presenting compatible clinical
features. These analyses allowed a clinical diagnosis in six males, one with
fragile X syndrome, two with a supernumerary chromosome 15 of maternal
origin, one with a 7q11.23 deletion, one with a 17p11.2 deletion and one with
a RAIl mutation. These six individuals were excluded from further analyses.
CNV analysis was therefore performed on 194 subjects. Informed written

L De novo
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coding regions rare
in the CNV (MAF <1%)

Inherited or
parents
unavailable

= ) Absent or Inherited or
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consent was obtained from each individual or his/her parents before blood
sampling. All experiments were performed in accordance with French guide-
lines and legislation.

High-density SNP arrays

Genomic DNA was extracted from blood cells using standard phenol-
chloroform or saline procedures. Index cases and the parents of individuals
with possibly pathogenic CNVs were genotyped using either 370CNV-Quad
(n=20), 660W-Quad (n=27) or cytoSNP-12 (n=147) microarrays
(Illumina, San Diego, CA, USA). Automated Illumina microarray experiments
were performed according to the manufacturer’s specifications. Image acquisi-
tion was performed using an iScan System (Illumina). Image analysis and
automated CNV calling was performed using GenomeStudio v.2011.1 and
CNVPartition v.3.1.6 with the default confidence threshold of 35. We also
used a size threshold of 20kb for individuals analyzed with 660W-Quad
microarrays, as CNVs <20kb detected by these arrays proved to be false
positives. Identified CNVs were systematically compared with those present in
the Database of Genomic Variants (DGV), excluding BAC-based studies, using
an in-house bioinformatics pipeline, to assess their frequency in control
populations. Only CNVss identical (breakpoints and copy number) to or totally
included in those described in the DGV were considered.
partially overlapping CNVs described in DGV or with a discordant copy
number were considered to be novel. CNVs with a minor allele frequency
>1% in at least one study comprising >30 controls were excluded from
further analysis. CNVs encompassing coding regions, and with a frequency
< 1%, were considered as possibly deleterious and were searched for in the
parents of the patients when DNA was available (Figure 1). CNV frequencies
were compared with the Mann-Whitney or unilateral Fisher’s exact tests.
Candidate genes present in the CNVs were compared with those present in
AutDB (http://www.mindspec.org/autdb.html).’

microrearr it

Analysis of candidate genes by Sanger sequencing

Specific primer pairs (available on request) were designed to screen the coding
regions of DOCK10, DOCKS, NYAP2, SMARCA2 and ATP2C2 in a research
context. Forward and reverse sequence reactions were performed with the Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). G50-purified sequence products were run on an ABI
3730 automated sequencer (Applied Biosystems) and data were analyzed with
Seqscape v.2.6 software (Applied Biosystems). Missense variants were assessed
in silico for possible pathogenicity using PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.har-
vard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/) and SNPs&GO (http:/
snps-and-go.biocomp.unibio.it/).

Reported in genetic
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Figure 1 Strategy used for the selection of rare, possibly deleterious CNVs. The criteria included the presence of coding regions in the CNV, a minor allele
frequency (MAF) <1% in the DGV, a de novo occurrence of the CNV, a previous association with ASDs, the recurrence of rare CNVs in our cohort and
the presence of genes of interest (ie expressed in the brain and with a function related to that of genes previously involved in ASDs). The CNVs highlighted

in this study are indicated in italics for each subcategory.
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The duplication of the pericentromeric 16p11.2 region, found in
four subjects out of 194 (2%), was the most recurrent CNV
(Supplementary Figure S4). Parental DNA was available for three
patients: the duplication was inherited from the father in two patients
(families 845 and 1122) and occurred de novo in one (family 885).
Seven CNVs common to at least two patients or five different CNVs
altering a common gene were found in 25 additional cases. These
CNVs included a duplication of APOO on chromosome X in two
patients, a deletion of C20RF63 in two patients, a deletion and a
duplication of CTNNA3 in one patient each, which were all absent
from the DGV, and a duplication encompassing the DNAH5 and
TRIO genes on chromosome 5, found in two patients. Furthermore,
rare CNVs, such or as maternally inherited deletions on chromosome
X that alter DMD, ASMT and DDX53 (upstream of PTCHDI), or
CNVs encompassing PARK2, RBICCI, ICAI and NXPHI were
previously reported in ASD.!#20

Twenty-nine patients had more than one rare, potentially patho-
genic CNV. Two of these individuals, in which inheritance could be
assessed, had inherited a CNV from each parent absent from
the DGV, suggesting that the combination of the CNVs could be
pathogenic. Interestingly, multiple rare CNVs were observed in 28

Table 2 Comparison of the number of CNVs identified in patients
with ASD -+ ID and HF-ASD

ASD+ ID HF-ASD
(N= 160+ 4% (N=33) P-value

Deletions 41+22 6
Gains of copies 73+22 10
Total CNVs 114+ 42 16 0.3°
Patients with one deletion 19+22 (13%) 5 (15%) 0.53¢
Patients with one gain of copies 32+22(21%) 9 (27%) 0.34¢
Patients with multiple CNVs 28 (17%) 1 (3%) 0.025¢

del/dup 13 1

2 del 4 0

>2 dup 11 0
Total patients with CNVs 79 +42 (51%) 15 (45%)  0.36°
Total patients with novel CNVs 60 + 42 (39%) 7 (21%) 0.037¢
Patients with novel multiple 18 (11%) 0 (0%) 0.031¢

CNVs

Abbreviations: ASD, autism spectrum disorder; ASD + ID, low-functioning ASDs; CNV, copy
number variant; HF, high ioning; HF-ASD, high ioning ASDs; 1D,

disability; N, number.

3The number of CNVs includes the four patients with microrearrangements (one 7p11.23
deletion, one with 17p11.2 deletion and two with a y 15)
detected by FISH analysis and karyotyping.

PMann-Whitney test.

CUnilateral exact Fisher's test.

o

Keren Boris — Thése de doctorat - Année 2013

CNV analysis in ASD
C Nava et al

individuals with ASD and ID (17%), but only one individual with
Asperger syndrome out of 33 (3%, P=0.025; Table 2). This result
suggests that combinations of CNVs are pathogenic because
of additive or epistatic effects and that a burden of rare CNVs more
frequently leads to low-functioning autism.

Hemizygous deletions inherited from asymptomatic parents could
unmask autosomal recessive variants located on the other allele.?! The
coding regions of three patients with deletions encompassing one or
more candidate genes, selected on the basis of their expression in the
brain and their function, were further analyzed. No pathogenic
variants were detected by sequencing of SMARCA2 and DOCKS on
the non-deleted allele of the girl with the 9p24 deletion. Similarly,
sequencing of ATP2C2, a gene in which variants have been reported to
modulate linguistic abilities,?* detected non-pathogenic variants in an
adopted female with Asperger syndrome, who had a 86-kb deletion
on chromosome 16 containing only ATP2C2 and KIAA1609 (family
725). In contrast, sequencing of DOCKI0 and NYAP2 in a male
patient with a deletion of 1.9 Mb on chromosome 2q inherited from
his asymptomatic mother, which contained only these two genes
(family 625), identified a rare missense variant at the hemizygous state
in DOCK10 (c.6460G > A/p.Asp2154Asn, rs111356042, minor allele
frequency = 0.0004 in the European population and 0.0369 in the
African-American population). It was predicted by Polyphen-2 to be
possibly damaging. The patient, who was the only affected child of the
couple, had both the deletion and the missense variant, unlike his
siblings, suggesting that the association of the two variants could lead
to an autosomal recessive disorder (Figure 3).

Although our analysis first focused on CNVs containing coding
regions, we also detected six rare CNVs, in six patients, who were
either intronic or intergenic but located within or close to genes
encoding contactins or neuroligins: an intronic duplication in NLGN1
was detected in three patients, a duplication between CNTN4 and
CNTNG6 was present in three patients and intronic deletions in
CNTN4 and CNTN5 were identified in two unrelated individuals.
Furthermore, five intronic CNVs absent from databases and encom-
passing genes involved in neurotransmission or development of the
nervous system (AGBL4, LRRTM4, UNC5C, CADM1, GPHN) were
identified in five individuals (Supplementary Table S2). These variants
could contribute to ASDs by altering regulatory regions of the genes,
although this hypothesis is difficult to prove in the absence of
expression data.

DISCUSSION

Many studies have recently demonstrated the important contribution
of rare CNVs to the genetic puzzle of ASDs. However, the clinical
significance of CNVs in individuals with ASD has been more rarely
investigated.>>?* In this study, we report the results of a diagnostic

<

Figure 2 Identification of three pathogenic CNVs: 15q11ql2 triplication (family 772, patient 8082), 9p24 deletion (family 15, patient 8378) and 3q29
deletion (family 1315, patient 433). (a) SNP array profiles of the patient with the triplication (8082): the Y axis indicates the log R (above) and the B
allele frequency (below); the X axis indicates the position on chromosome 15. The red line (logR ratio profile) corresponds to the median smoothing series
(Genomestudio). (b) Confirmation of the triplication by FISH analysis with a probe specific to UBE3A (in red) on peripheral blood cell metaphases and
nucleus. The arrows point the triplication (c) Details of the genes included in the triplication. (d) Microsatellite (D15S822) analysis showing two alleles
inherited from the father in the proband. (e) Methylation indexes of genes included in the triplicated region showing abnormal methylation of UBE3A and
SNRPN in the patient 8082 and comparison with a patient with Angelman syndrome. (f) SNP array profiles of the patient with the 9p24 deletion: the Y
axis indicates the logR (above) and the B allele frequency (below); the X axis indicates the position on chromosome 9. (g) Confirmation of the deletion
(shown by the arrow) by FISH analysis with a probe specific to the 9p subtelomeric region (green) on peripheral blood cell metaphases. (h) Details of the
genes included in the deletion. (i) SNP array profiles of the patient with the 3q29 deletion: the Y axis indicates the logR (above) and the B allele frequency
(below); the X axis indicates the position on chromosome 3. (j) Confirmation of the deletion (shown by the arrow) by FISH analysis with a probe specific to
the 3929 region (RP1-196F4, green) on peripheral blood cell metaphases and nuclei. (k) Details of the genes included in the deletion.
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Figure 3 Identification of a deletion encompassing DOCK 10 associated with the ¢.6460 G>A/p.Asp2154Asn in a male patient. (a) SNP array profiles of the
patients with the deletion and details of the genes included the deletion: the Y axis indicates the logR (above) and the B allele frequency (below); the
X axis indicates the position on chromosome 2. (b) Pedigree of family 625 and segregation analysis of the deletion and the ¢.6460G >A/p.Asp2154Asn
variant. (c) Sequence electropherograms showing the ¢.6460G > A/p.Asp2154Asn variant in the hemizygous state in the proband of family 625 and in the
heterozygous state in his father. (d) Alignment of the region flanking c.6460G >A/p.Asp2154Asn in orthologous proteins showing the conservation of the

altered amino acids.

analysis using Illumina SNP microarrays in 194 subjects with ASDs
who had been recruited prospectively. The cohort initially included
200 patients, but six individuals were excluded from the CNV analysis
because a diagnostic was established by preliminary screenings. CNVs
encompassing at least one exon and rare in the DGV were found in 94
subjects with ASD (48%). Yet, this analysis allowed us to make a
probable diagnosis in only 3 of the 194 patients (1.5%). However, if
we consider the six patients with Smith-Magenis syndrome (n=2),
Williams—Beuren syndrome (n= 1), supernumerary chromosome 15
(n=2) and fragile X syndrome (n=1) previously detected by FISH
analysis, karyotyping, RAIl sequencing and southern blotting, and
excluded from the microarray analysis, the number of unambiguous
diagnoses reaches 4.5% (9/200).

Our results confirm the frequent implication of gains of copies in
the 15q11-q12 region in ASD, found in 3 out of 200 patients (1.5%).
The male subject with the 15q11-q12 triplication from paternal origin
had a very mild phenotype, compared to other patients with
triplications of this region, including relatively good preservation of
language and acquisition of reading and writing. On the contrary, the
two patients with supernumerary chromosome 15 (detected before
the microarray analysis) had a maternal origin and had severe ID and
epilepsy in addition to autism. Duplications and triplications of this

European Journal of Human Genetics

imprinted region in ASD individuals are usually of maternal origin.
However, duplications of paternal origin have occasionally been
reported.’*?> Our findings indicate that 15q11-q12 duplications
and triplications of paternal origin might be less penetrant or
associated with a milder phenotype than those of maternal origin.
This suggests that dysregulation of both imprinted genes (including
UBE3A) and non-imprinted genes in the 15q11-ql3 region con-
tribute to the development of ASDs. Interestingly, both imprinted
(UBE3A and SRNPN) and non-imprinted genes (OCA2 and
GABRGS3) located in the triplicated region had abnormal methylation
values in the patient with the 15q11-q12 triplication. Epigenetic
dysregulations affecting the genes encoding GABA, receptors in the
brains of individuals with 15q11-q13 copy number abnormalities
have been reported previously.”®

The second structural anomaly that was considered as probably
causative is a deletion of the 9p24 region. Deletions encompassing this
region, which are usually de novo but larger in size (Supplementary
Figure S3), are known to cause the 9p deletion syndrome, a disorder
characterized by ID, trigonocephaly, facial dysmorphism and sexual
reversion in males. Interestingly, autism was reported in 4 out of 100
patients with this syndrome,?” suggesting that this region contains
genes contributing to autism in certain conditions. Moreover,
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deletions on chromosome 9p24.3 encompassing C9rf66, CBWDI,
DOCK8 and FOXD4 were identified recently in two individuals with
ASD (frequency estimated to 0.05%).°> The deletion found in our
female patient encompassed 13 genes, including DOCKS8 and
SMARCA2. 1t is likely that this deletion has occurred de novo in the
proband, who had severe language impairment and West syndrome in
addition to autism, as were most deletions encompassing this region
in the literature, although this could not be formally demonstrated
due to the unavailability of the DNA of the father. SMARCA2 encodes
a protein that belongs to the FMRP complex, deficient in fragile X
syndrome and is involved in a large network of interactions with
other ASD related proteins such as TSCI and NLGN3.2%%° To test the
hypothesis that additional variants in SMARCA2 and/or DOCK8
contribute to autism, we sequenced the exons of these two genes in
the patient with the 9p deletion, but no rare, possibly pathogenic
variants were identified. Recently, heterozygous nonsynonymous
mutations or partial deletions in SMARCA2 were identified as the
cause of Nicolaides-Baraitser syndrome, an autosomal dominant
condition with syndromic ID.*°

The third probably causal abnormality was a de novo deletion on
chromosome 3q29. The 3q29 microdeletion syndrome has been recently
described as a new syndrome, probably caused by nonallelic homo-
logous recombination.’" It was usually associated with dysmorphism,
mild-to-moderate 1D, variable congenital malformations and ASD in
27% of cases.*> This CNV was also recently found in schizophrenic
individuals.*> Our patient with this deletion had not the classical
dysmorphism and had a normal intelligence. Only two patients with
normal intelligence and 3q29 deletion were previously described.***
Among the 22 genes included in the 1.6 Mb deletion, several genes
including FBXO45, DLGI, BDHI or PAK2 (involved in brain
development or synaptic transmission) and NCBP2 (involved in RNA
processes such as splicing, translation regulation, nonsense-mediated
mRNA decay, RNA-mediated gene silencing by microRNAs and mRNA
export) represent candidate genes possibly contributing to ASD.

Unlike these three microrearrangements, the contribution of the
identified CNVs to ASD remained unclear in most cases, such as
the 16p11.2 duplications identified in four individuals. Deletions and
duplications involving a pericentromeric region of chromosome
16 that spans ~600kb and contains 28-35 genes are recurrent and
reciprocal because of highly homologous segmental duplications.
Although the duplication was repeatedly associated with autism and
schizophrenia,®¢-3% it is characterized by great phenotypic variability,
ranging from normal phenotypes to severe congenital malformations,
and does not segregate perfectly with autism in multiplex families.
These observations suggest that the 16p11.2 duplication is associated
with autism with low penetrance or that other unidentified factors
interact with the duplication to determine its phenotypic expression.

The CNV was inherited from asymptomatic parents in 96% of the
cases in which inheritance could be assessed. Inherited CNVs possibly
have a role in the etiology of ASDs in combination with other genetic
factors in the deletion/duplication or elsewhere in the genome. To
identify recessive mutations located on the undeleted allele, we
selected three patients with rare deletions encompassing a small
number of candidate genes selected on the basis of their function and
expression in brain. This approach allowed us to detect a rare,
possibly deleterious missense variant in DOCKI0 in trans with a
whole gene deletion. This variant and the deletion were associated in
the index case but not his healthy brother and sister, which is
compatible with autosomal recessive inheritance. CNVs involving
DOCKI10 are extremely rare; they were not found in the DGV or in
8329 controls, and were present in only 2 out of 15767 patients.’
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CNVs encompassing other members of the DOCK (Dedicator of
CytoKinesis) family, such as DOCK4 and DOCKS (located in the 9p24
deletion), have been reported in ASDs.>*? However, additional cases
of ASD with mutations in this gene need to be identified to confirm
that autosomal recessive mutations in DOCKI0 can cause ASD.

Another possible case of autosomal recessive ASD was a female
with a homozygous deletion on chromosome 1p31.1, encompassing
alternatively spliced exons of the PTGER3 gene. This homozygous
deletion spanned 43kb and was located in a larger (15Mb) homo-
zygous region. PTGER3 encodes EP3, one of four receptors for
prostaglandin E2, which has many biological functions, including
inhibition of gastric acid secretion, inhibition of sodium and water
reabsorption in kidney, uterine contractions, fever in response to
exogenous and endogenous stimuli, and modulation of neurotrans-
mitter release in central and peripheral neurons.*” Mice lacking Ep3
have a mild, complex phenotype, including an impaired febrile
response,’’ an impaired response of adrenocorticotropic hormone
to bacterial endotoxin,* exaggerated allergic inflammation,** obesity,
increased motor activity® and increased survival to bacterial
infection.*> PTGER3 is expressed as at least nine multiple splicing
variants that have identical ligand binding properties but interact
with different second messengers.*® The homozygous PTGER3
deletion identified in our patient alters six of the nine isoforms
(Supplementary Figure S5). This patient, who was 5 years old when
last examined, had typical autism with a mild delay. She was very
agitated, tall and not obese; her history of infection and fever was
unremarkable.

Altogether, our results show that genetic syndromes associated with
genomic deletions or duplications are a rare cause of ASDs. The
search for CNVs in individuals with ASD should be pursued,
however, as it can lead to a diagnosis and appropriate genetic
counseling in a small number of cases. Association of CNV analysis
with exome sequencing to systematically search for autosomal
recessive causes of ASD could increase the proportion of positive
diagnoses. However, oligogenic or multihit models, in which the
association of rare inherited CNV with point mutations contributes
to the disorder, are probable in many cases of autism. Two of our
subjects support this hypothesis; each had two novel, private CNVs
inherited from asymptomatic parents, suggesting that one of the
CNVs was not sufficient to cause ASD but that a combination of the
two rearrangements was deleterious. The observation of multiple rare
CNVs in 17% of the subjects with ASD and ID, but only one with
Asperger syndrome (3%), also suggests that the effects of CNVs are
additive or that some combinations are pathogenic. Two recent
studies further support the theory of the ‘two-hit model’ in
individuals with ASDs.'>*7 The next challenge in ASDs is therefore
to understand the interactions between rare CNVs and other rare
variants in individual patients and to take into account environmental
interactions that may also modulate the risk for developing ASD.*
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Résumé (frangais) :

L'analyse chromosomique sur puce ADN (ACPA) tend a devenir le principal examen diagnostique
dans la déficience intellectuelle (DI). Parmi les techniques d'ACPA, les puces SNP ont l'intérét de
pouvoir détecter les pertes d'hétérozygotie, et par conséquent d’identifier les isodisomies
uniparentales (iUPD) et les zones d'identité liées a la consanguinité. Nous avons étudié une cohorte
de 1187 patients atteints de DI, dans un cadre diagnostique, sur puces SNP. Nous avons réalisé, par
cette étude, 145 diagnostics (12%) dont 2 iUPD et 6 délétions n'incluant qu'un seul. De plus, nous
avons détecté 639 CNV rares non décrits chez des sujets controles et incluant des séquences
codantes, ce qui nous a permis d'identifier 11 genes candidats dans la DI : CAMTAL, SP3, CNTNAP4,
NUDT12, STXBP6, DOCK8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2, ATAD3A et ATAD3B. Nous avons tenté de
valider l'implication de ces genes par séquengage, mais n'avons trouvé de seconde mutation pour
aucun d'entre eux. Toutefois, des réarrangements de CAMTAI ont été également retrouvés dans 2
autres familles avec un phénotype homogene (DI et ataxie congénitale) ce qui nous fait considérer
avec certitude qu'il s'agit d'un gene de DI. Par ailleurs, I'homozygosity mapping, réalisé en puces SNP,
a permis d'identifier, par séquencage whole exome, une mutation non-sens homozygote du géne
BUD13 dans une famille de DI syndromique. Enfin, de facon fortuite, nous avons caractérisé en ACPA
une translocation familiale entrainant une disruption d'un géne d'ataxie spino-cérébelleuse, ATXN10,
ce qui a permis de mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie. Au total, notre étude
démontre l'intérét des puces SNP dans la DI, d'une part en diagnostic et d'autre part pour
I'identification de génes responsables de DI.

Title: Intellectual disability: from microarray diagnosis to the identification of candidate genes

Abstract:

Chromosomal Microarray Analysis (CMA) has become the main diagnostic test in the field of
intellectual disability (ID). Among CMA techniques, SNP arrays have the advantage of identifying
losses of heterozygosity in addition to Copy Number Variants (CNVs). Therefore they can detect
uniparental isodisomies (iUPD) and regions of identity by descent. We screened a cohort of 1,187
patients with ID, in diagnostic setting, by CMA using SNP arrays. Causal abnormalities, including 2
iUPDs and 6 deletions comprising only one gene, were detected in 145 patients (12%). Moreover we
found 639 rare CNVs, absent from control individuals, which included coding sequences. Our results
allowed us to identify 11 genes possibly involved in or contributing to ID: CAMTAI1, SP3, CNTNAP4,
NUDT12, STXBP6, DOCK8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2, ATAD3A and ATAD3B. We then screened
additional patients with similar phenotypes in order to find a second mutation, but no second
mutation was identified in any of them. Besides, CAMTA1 rearrangements were also found among
two other families with homogeneous phenotypes (ID and congenital ataxia), which confirms that
this gene is involved in ID. Furthermore, thanks to homozygosity mapping made possible by SNP
arrays combined with exome sequencing, we identified a homozygous nonsense mutation in the
BUD13 gene, in a family with syndromic ID. Finally we incidentally characterized a familial
translocation resulting in the disruption of ATXN10, a gene responsible for spinocerebellar ataxia.
This translocation has helped to better understand the pathophysiology of the disease. Overall, our
study shows the importance of SNP arrays for the molecular diagnosis of ID and as a tool to identify
genes responsible for ID.

Mots clés (frangais) : déficience intellectuelle, puces SNP, séquengage de I'ADN.

Keywords: intellectual disability, SNP arrays, DNA sequencing.
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