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RESUME

La déficience intellectuelle (DI) est définie comme un «fonctionnement intellectuel général inférieur a la

moyenne, qui s'accompagne de limitations significatives du fonctionnement adaptatif» (DSM-V). Il s'agit
d’'un handicap fréquent qui concerne prés de 3% de la population générale. L'identification de I'étiologie
d’une DI est une question primordiale car elle permet d’optimiser la prise en charge des patients sans risque
de passer a coté d'une cause curable, et d’évaluer le risque de récidive dans la famille afin d'offrir un conseil
génétique pour les grossesses a venir.
Malgré les récents progrés, I'étiologie de la maladie reste inconnue dans prés de 40% des cas. Le démem-
brement des causes génétiques et la compréhension des bases physiopathologiques des DI constituent donc
un grand défi scientifique et médical. Par ailleurs, I'identification des génes impliqués dans les DI et le dé-
cryptage des processus cellulaires sous-jacents a ces phénotypes sont une approche de choix pour étudier le
développement et la plasticité cérébrale chez 'homme d’'une part et entrevoir le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques d’autre part.

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s'inscrit dans cette thématique de recherche et a porté sur
I'analyse, par la méthode de Whole Exome Sequencing (WES), de cing familles indépendantes dans lesquelles
ségrége une forme syndromique de DI.

La premiere partie détaille les résultats obtenus pour I'analyse de trois familles consanguines dans lesquelles
ségrége une DI autosomique récessive. La seconde partie présente I'étude de deux familles indépendantes
dont les enfants atteints présentent une clinique trés semblable.

Au total, ce mémoire décrit I'identification de i) deux génes précédemment associés a la DI (WDRG62 et
AP4M1), i) deux génes candidats (RAD54B et HERC?2), potentiels modificateurs des symptdmes observés,
puis iii) la définition d’'un nouveau mode d'hérédité, et enfin iv) la caractérisation de deux nouveaux génes
impliqués dans la DI (TTI2 et NONO) suivie des études fonctionnelles des effets des mutations sur les
cellules de patients et I'analyse d'un modéle murin Nono9t.



ABSTRACT

Intellectual deficiency (ID) is characterized by a broad range of deficits in higher brain functions that

result in significant limitations in adaptive and cognitive capacities required for competence in daily living,
communication, social interaction and integration, self-direction, and work (DSM-V). ID affects approxima-
tely 3% of the population. Identifying ID causes is essential to improve patients’ care services with no risk
to miss a curable cause, but also to provide genetic counselling to the family for future pregnancies.
Little is known about the biological bases of these conditions. Indeed, despite recent advances in cytoge-
netic and molecular genetic, the cause of the mental handicap remains unexplained in 40% of the cases.
Understanding the molecular bases of these disorders is therefore an important medical challenge for the
next years. Also, ID genes identification and analysis of the cellular mechanisms underlying these conditions
should provide significant insight into the molecular and cellular pathways involved in cognition and may lead
to new therapeutic trials aiming at improving the daily living of these patients and their families.

The PhD work presented here report on the analysis, using Whole Exome Sequencing (WES), of five
different families presenting with syndromic ID.

The first part develops results from the analysis of three consanguineous families with an autosomal recessive
form of ID. The second part presents the study of 2 unrelated male ID patients who presented the same
clinical features.

Overall, this work allowed the identification of i) two genes previously associated with ID (WDR62 and
AP4M1), i) two candidate genes (RAD54B and HERC?2), potential modifiers of the phenotype, then iii)
the definition of a novel hereditary mode, and finally iv) the caracterisation of two new genes of ID (TT/2
and NONO) followed by the functional analysis of mutations effects in patients’ cells and the Nono9* mouse
model.
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CHAPITRE 1

LES DEFICIENCES INTELLECTUELLES (DI)

L'équipe de recherche dirigée par le Dr Laurence Colleaux s'intéresse a la génétique des pathologies du
systéme nerveux central, comme les déficiences intellectuelles (DI). Ces maladies fréquentes et gravement
invalidantes sont responsables de 10% des dépenses de santé dans les pays développés, loin devant le cancer ou
les maladies cardiovasculaires et constituent donc un enjeu majeur de santé publique. L'absence de diagnostic
moléculaire laisse les familles sans explications, or elles sont déterminantes pour aider ces familles & mieux
accepter la maladie en lui donnant un sens. Ce travail aspire a mieux comprendre les bases moléculaires et
physiopathologiques des DI d'une part et les processus nécessaires a la mise en place du systéme nerveux
central (SNC) au cours du développement d’autre part. Ces résultats ont également pour vocation immédiate
d'offrir une meilleure prise en charge des patients et de leurs familles par les généticiens en leur apportant un
conseil génétique pour les grossesses a venir mais aussi, a plus long terme, de fournir les éléments nécessaires
a la conception de nouvelles stratégies thérapeutiques.

1.1 Deéfinitions des DI, classification et prévalence

1.1.1 Définition

Les définitions de la DI de I'American Association on Intellectual and Developmental Disabilities (AAIDD)
et de la Classification Internationiale des Maladies (CIM-10) de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
sont relativement proches de la définition de I'American Psychiatric Association (APA), la plus largement
utilisée dans la littérature scientifique, rédigée dans la cinquiéme édition du manuel « Diagnostic and Sta-
tistical Manual of Mental Disorders » abrégé DSM-V. Selon cette source, la DI, diagnostiquée pendant la
période de développement (avant I'dge de 18 ans), correspond a une faiblesse généralisée des capacités men-
tales avec un impact sur le fonctionnement adaptatif des trois domaines suivants : le domaine conceptuel
(langage, lecture, écriture, mathématiques, raisonnement, connaissance, mémoire, temps, espace, argent...),
le domaine social (empathie, responsabilité sociale, jugement social, compétences de communication inter-
personnelle, méfiance/naiveté appropriée, capacité a créer et maintenir des relations amicales, capacité a

résoudre les problémes sociaux...) et le domaine pratique (autonomie : hygiéne, utilisation de moyens de
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transport, responsabilités professionnelles, gestion du budget, gestion de I'emploi du temps, organisation du
travail...).

1.1.2 Classification

La classification de ces affections repose sur le degré de sévérité de la DI. Le fonctionnement intellectuel
général est apprécié selon divers tests cognitifs standardisés et adaptés a I'age et au niveau de développement
du patient. Pour les patients les plus jeunes, les cliniciens utilisent des tests psychométriques qui permettent
d'estimer le Quotient de Développement (QD) chez I'enfant, comme le test de Denver ou I'échelle de Brunet-
Lézine. Si un déficit des acquisitions est observé, il est alors nommé Retard Psychomoteur (RPM). Avec
I'apparition du langage, les cliniciens sont ensuite en mesure d'évaluer le Quotient Intellectuel (QI). Celui-ci,
composé des sous-catégories QI verbal et QI de performance, représente la mesure la plus fréguemment
utilisée pour classifier les DI.

Dans une population donnée, les scores du QI suivent une distribution normale dont la moyenne, fixée
arbitrairement, est de 100 et la déviation standard (DS) de 15. Par conséquent, 95% des individus ont un QI
entre -2 DS et +2 DS (approximation de 1,96) correspondant a des scores entre 70 et 130. Par définition, la
DI correspond a un score du QI inférieur a 70 (soit -2 DS). Cette notion de seuil est perdue dans le DSM-V,
derniére version du DSM publiée le 18 Mai 2013, et n’existe aujourd'hui que dans la CIM-10. Les seuils
indiqués dans la table 1.1 se référent donc au DSM-IV tandis que les caractéristiques développementales des
quatre degrés de gravité, de la DI légére a la DI profonde, sont définies par le DSM-V [Daily et al., 2000].
Richardson [1989] propose une classification simplifiée avec uniquement deux degrés de sévérité : la DI légére
et la DI sévere (table 1.1).

DI |égére DI modérée DI sévere DI profonde
85% des cas 10% des cas 3 a 4% des cas 1 3 2% des cas
50<QI<70 35<QI<49 20<QI<34 QI<20
Les patients sont Les patients ont des Les facultés Les  patients  sont
autonomes, peuvent facultés communicatives sont | totalement dépendants

avoir un parcours
scolaire avec soutien et
nécessitent une aide
pour gérer leurs
finances, les transports
et leur santé.

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 aidé est
possible.

basiques, la prise en
charge nécessite une
aide quotidienne.

d'une aide extérieure
et nécessitent une prise
en charge permanente.

DI légére

DI sévére

Table 1.1 : Les différents degrés de sévérité des DI.
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La présence éventuelle d'autres signes cliniques associés aux DI améne un autre niveau de classification.
Lorsque la DI est le seul signe clinique observé chez le patient, on nomme celle-ci une DI isolée ou non-
syndromique (NS) ou encore non-spécifique. A l'inverse, lorsqu'elle est associée a d'autres symptdmes (mal-
formations, dysmorphie faciale, anomalies biochimiques ou radiologiques), on I'appelle DI syndromique (S).

1.1.3 Prévalence

On estime que les DI affectent 2,5% de la population générale et la prévalence théorique des DI séveéres
(-3 DS) serait de 0,23%. Diverses études montrent que les DI touchent 1 & 8% de la population générale
[Ropers, 2008, 2010]. Ces estimations varient car elles sont biaisées par la sous-population étudiée et les
tests de QI, souvent culture-dépendant. L'ensemble des études épidémiologiques s'accordent tout de méme
sur une prévalence de la DI de 2 a 3% dans la population générale. Par ailleurs, la prévalence des DI sévéres
observée est plus élevée que celle estimée (de I'ordre de 0,3 a 0,5%) [Cans et al., 1999, Ropers, 2010].
L'excédent de sujets avec un QI inférieur a 50 comparé au taux attendu suggére une distribution bimodale
des scores de QI, comme indiqué sur la figure 1.1.

95%
prévalence e O

theorique
{aire sous la
courhe)

0.23% | 2.27%
A T i SN,
] [ e—

T T
40 | | 50 70 100 130 QI {quotient intellectuel)
" Disévére Dl légére
) 0,3a04% .
“ =i >

prévalence observée

Figure 1.1 : Distribution du QI dans la population générale.

Enfin, on observe un sex-ratio déséquilibré (entre 1,3 et 1,4) avec une majorité de sujets males parmi les
patients atteints de DI [Bahi-Buisson et al., 2006, Ropers, 2006].
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1.2 L’étiologie des DI jusqu’a la révolution NGS (Next-Generation Sequen-
cing)

Les DI sont des pathologies neurodéveloppementales dont la cause se manifeste pendant la période de
gestation, a la naissance ou pendant les premiéres années de vie, alors que le systéme nerveux est encore
en développement. En effet, aprés la naissance, une phase de développement rapide avec maturation se
déroule durant les premiéres années de I'enfance. Une deuxiéme phase, plus lente, lui succéde jusqu’a la fin
de I'adolescence [collective INSERM, 2004].

1.2.1 Causes environnementales

Les déficiences intellectuelles dont la cause est environnementale représentent 15 3 20% des cas de DI
[collective INSERM, 2004]. Ces causes sont citées ci-dessous en fonction de la période de survenue.

i) Période prénatale

Elle correspond a la période comprise entre le premier jour des derniéres régles et le début du travail.

Les infections feetales (cytomégalovirus CMV, toxoplasmose, herpés, rubéole, etc...) sont responsables
d’environ 5% des DI [Benoist et al., 2008, Mwaniki et al., 2012].

De méme, 'exposition in utero a des agents exogénes tels que I'alcool, certaines drogues (cocaine), le
tabac et certains médicaments neurotoxiques, peut altérer le développement du systéme nerveux central. Ces
intoxications seraient responsables d'environ 2% des DI [Clifford et al., 2012].

Behrooz et al. [2011] et Bath et al. [2013] rapportent une plus forte prévalence de malformations congé-
nitales et de déficiences intellectuelles engendrées par certaines carences nutritionnelles durant la période
périconceptionnelle, telles que le déficit en folates, I'hyperphénylalaninémie maternelle ou I'hypothyroidisme
et la carence en iode.

ii) Périodes péri-natales et post-natales

La période périnatale s’étend du début du travail jusqu’au septiéme jour de vie. Pendant cette période
les accidents tels que I'anoxie cérébrale, I'hémorragie cérébrale et I'ictére nucléaire (atteinte cérébrale suite a
I’accumulation de bilirubine) peuvent entrainer une DI. Comme reporté dans un précédent rapport d’expertise
de I'INSERM [collective INSERM, 2004], la grande prématurité augmente aussi de facon importante le risque
de troubles cognitifs.

La période qui suit est dite post-natale. Une DI peut alors provenir de maladies infectieuses de la petite
enfance telles que la méningite, I'encéphalite, les encéphalopathies post-vaccinales. Les intoxications peuvent
également favoriser I'apparition d'un déficit intellectuel. L'effet neurotoxique d'une exposition a des métaux
lourds tels que le plomb a été largement démontré [Mendola et al., 2002, Min et al., 2009, McDermott
et al., 2011]. De méme, le traumatisme cranien, principale cause de handicap et premiére cause de mortalité
chez les moins de 15 ans, provoqué par les accidents de la voie publique (60% des cas), des chutes (25%)
ou des accidents de sport (15%) peut générer de multiples séquelles cognitives dont la gravité est corrélée a
I'ampleur du traumatisme cranien [Anderson et al., 2012].
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Enfin, les facteurs socio-économiques tels que la malnutrition, les abus ou les carences émotionnelles
représentent également un facteur de risque de DI. En effet, un soutien émotionnel ainsi qu’'une stimulation
cognitive provenant de I'entourage sont nécessaires au développement d’un individu. Cependant, la part des
causes environnementales dans la prévalence des DI différe selon le niveau de développement des pays. En
effet, I'information, la formation et la prévention des risques auprés des femmes enceintes et du personnel
médical sont plus ou moins riches et engendrent une qualité différente de la prise en charge des patients
selon les Etats [Ropers, 2010]. Il est donc difficile d'évaluer la part des facteurs socio-environnementaux
des pathologies induites par les conditions de vie. Néanmoins, des études cas-témoins suggérent un impact
distinct de ces facteurs sur |'apparition d'un déficit intellectuel. Par exemple, une étude finlandaise a ainsi
établi une corrélation positive entre le niveau d'instruction des parents et leur statut socio-économique et la
prévalence de la DI [Heikura et al., 2008]. De méme, une étude américaine a montré que des enfants nés
de méres avec moins de 12 années de scolarisation ont un risque 7 fois plus élevé de développer un retard
cognitif comparé a ceux nés de méres ayant suivi des études supérieures [Chapman et al., 2002].
Contrairement aux facteurs organiques, les facteurs psychosociaux apparaissent d’autant plus importants
qu’on se situe dans le cadre de la déficience légére. En effet, dans les DI l1égéres (85% des DI), les facteurs
organiques sont plus rarement retrouvés. Par exemple des anomalies chromosomiques ne sont retrouvées
que dans 4 a 8% des cas. En revanche, des facteurs organiques sont mis en évidence dans 75% des cas
des DI séveres (Ql < 50) et la prévalence est la méme quel que soit le milieu socio-économique de I'enfant
[Ropers, 2008, 2010]. Aussi, pour les DI de cause organique déterminée, les conditions environnementales
psychologiques et sociales jouent un réle dans le sens de I'aggravation ou de |'atténuation des symptdmes.
La table 1.2 ci-dessous, résume les fréquences associées aux différentes causes environnementales citées

précédemment.

Causes Fréquences (%)
Traumatisme 5
Infection 5
Environnementales Intoxmatpn 2
Prématurité 5
Autres 1
Total 18

Table 1.2 : Fréquences associées aux différentes causes environnementales connues.

1.2.2 Causes génétiques

Les causes génétiques de la DI sont nombreuses et diverses. Il est difficile d'en dresser une liste exhaustive
étant donné la fréquence a laquelle de nouvelles étiologies sont décrites aujourd hui. Parmi les 25 000 génes
du génome humain, on estimait en 1995, a environ 1/3 ceux exprimés au niveau du cerveau [Takahashi et al.,
1995]. Récemment, du fait de I'amélioration de I'annotation du génome humain d'une part et des technologies
d'autre part, cette estimation a été revue a la hausse : 84% des génes ont été observés exprimés dans au

moins une des régions du cerveau, ol ils jouent un réle dans le développement et le fonctionnement cérébral,
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permettant vraisemblablement d'expliquer I'extréme hétérogénéité génétique des DI [Hawrylycz et al., 2012,
Shen et al., 2012].

i) Anomalies chromosomiques

Les anomalies chromosomiques sont la cause la plus fréquente de DI. Il s'agit d’anomalies chromosomiques
de nombre (aneuploidies) ou de structures telles que les délétions, duplications, translocations ou inversions.

L'aneuploidie, correspondant a la perte ou au gain d'un chromosome entier, est un phénomeéne fréquent
a la conception [Regan, 2010]. Les aneuploidies peuvent étre homogeénes (dans toutes les cellules de I'orga-
nisme) ou en mosaique (dans certains types cellulaires uniquement). Les aneuploidies homogénes résultent le
plus souvent d’une non-disjonction méiotique et peuvent se traduire par une trisomie (présence d'un chromo-
some normal surnuméraire) ou une monosomie (perte d'un chromosome). Le syndrome de Down ou trisomie
21, avec une prévalence de 1/750 ou 1/800, est la forme génétique la plus fréquente de DI. Il correspond a
la premiére anomalie chromosomique décrite associée a une pathologie et identifiée sur caryotype marqué en
Giemsa [Lejeune et al., 1959].

Les anomalies chromosomiques de structure apparaissent a la suite de cassures chromosomiques suivies
par un ou plusieurs ré-assemblages inattendus et affectent un ou plusieurs chromosomes, homologues ou
non. Elles peuvent étre équilibrées ou non. De maniére générale, les anomalies équilibrées n'entrainent pas
de déséquilibre du matériel chromosomique et ne sont donc pas associées a un phénotype. Exception faite
des cas des remaniements chromosomiques équilibrés dont un des points de cassure interrompt un géne
ou altére son expression. Aussi, lors de la méiose, les anomalies équilibrées peuvent entrainer la formation
de gametes déséquilibrés générant des zygotes anormaux aprés fécondation conduisant ultérieurement a la
nécessité d’'interrompre la grossesse ou la naissance d'enfants porteurs d’anomalies congénitales. Ainsi, les
anomalies non-équilibrées surviennent de novo ou a la suite d’'un remaniement parental équilibré.

Les premiers outils de caryotype ne permettaient que le diagnostic des anomalies de nombre ou de struc-

ture de grande taille (supérieures a 25 Mb). Puis, dans les années 1990, I'essor de la cytogénétique moléculaire
avec les sondes, ces nouveaux outils de biologie moléculaire utilisés dans la technique de FISH (Fluorescent
In Situ Hybridization), rendait possible la caractérisation d’anomalies submicroscopiques (inférieures & 4Mb)
d'une région d’intérét mais ne permettait pas I'étude globale du génome. Cette technique est donc utilisée
lorsqu’une région chromosomique candidate est proposée a la suite d'un examen clinique détaillé mettant en
évidence un tableau clinique évocateur.
Dans les années 2000, I'avénement de la technique de I'analyse comparative sur puce a ADN (ACPA) rendait
possible la mise en évidence de remaniements submicroscopiques entre 5 et 10 Mb, non visibles sur caryotype,
appelés CNVs (pour Copy Number Variants). Aujourd’hui, la résolution de cette technique ayant considéra-
blement progressée, elle offre la possibilité d’une étude pangénomique avec une résolution encore supérieure,
de quelques Kb (voir figure A.1 en annexe). La recherche systématique d’anomalies chromosomiques chez
les patients atteints de DI idiopathique a permis, par leur analyse rétrospective, de décrire de nouveaux
syndromes associés a des microdélétions ou des microduplications. En effet, classiquement, la clinique des
syndromes était initialement décrite (comme la trisomie 21) et les bases génétiques élucidées par la suite.
L'ACPA a permis d'appliquer la démarche inverse ; I'identification de I'anomalie chromosomique précédant
la description phénotypique.
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Plusieurs anomalies chromosomiques de petite taille sont récurrentes car un méme mécanisme en est
a l'origine et I'architecture du génome explique ce constat. Les régions télomériques, riches en séquences
minisatellites hypervariables (séquences répétées en tandem de 10 a 60 paires de bases ou pb), sont des
zones singuliérement sensibles aux cassures et de nombreux syndromes cliniquement reconnaissables, dus a
des remaniements dans ces zones, ont été identifiés : 1p36, 2937, 3pter, 9934, 18qter et 22q13. D’autre
part, des séquences d'ADN répétées de 10 a 400 kb, appelées duplicons ou LCRs (pour Low Copy Repeats)
sont présentes en plusieurs copies dans le génome humain, espacées de 500 kb a 4 Mb et présentent plus de
90% d’identité. L'homologie de ces séquences favorise les recombinaisons homologues non-alléliques (NAHR
pour non-allelic homologous recombination) lors de la méiose entrainant la duplication ou la délétion des
régions comprises entre deux duplicons de méme orientation, comme illustré dans la figure 1.2, adaptée
d'aprés I'article de Gu et al. [2008].

Rearrangements: Interchromosomal Interchromatid Intrachromatid

02 Opm e w

=] F)G?‘:nr-'-"'
&2 “woer s
O
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[ e ey ey 0 ]

Outcome: del dup del dup del

Figure 1.2 : lllustration de la recombinaison homologue non-allélique, figure modifiée d’aprés Stankiewicz and Lupski
[2002].

Une recombinaison entre LCR (en jaune) de méme orientation, entre chromosomes homologues (pre-
mier cas) ou entre chromatides sceurs (second cas), entraine une délétion ou une duplication du segment
intermédiaire (en rouge) tandis qu'un échange entre LCR de méme orientation sur une méme chromatide
conduit a la délétion du segment intermédiaire (dernier cas).

Un dosage inapproprié des génes contenus dans le fragment génomique remanié engendre vraisembla-
blement le phénotype clinique associé. Selon la taille du fragment génomique impliqué, un dosage génique
inadapté peut se manifester sous la forme de syndrome des géenes contigus (SGC) ou de maladie mendélienne
monogénique.

La notion de syndrome des génes contigus a été introduite par Schmickel [1986] afin d'expliquer I'ensemble
des signes cliniques caractéristiques d'une microdélétion hémizygote. L'auteur propose que le phénotype ob-
servé chez ces patients soit la conséquence de I'haploinsuffisance de I'ensemble des génes contenus dans le
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segment délété. Le syndrome de WAGR (Wilms tumor, Aniridia, Genitourinary anomalies, mental Retarda-
tion) est un exemple de SGC et associe un risque de survenue de tumeur de Wilms a tout age, une aniridie
totale ou partielle, des anomalies génito-urinaires allant de I'ambiguité sexuelle a I'ectopie testiculaire, ainsi
qu’une DI de degré variable. La délétion du géne PAX6 (Paired box gene 6) est responsable de I'aniridie alors
que I'haploinsuffisnance du géne WTI (Wilms' tumor suppressor gene) est associée au risque de survenue
de tumeur et des anomalies uro-génitales [Fischbach et al., 2005]. Cette théorie est valable pour la trés
grande majorité des cas mais elle a toutefois é&té démentie pour certains syndromes, comme les syndromes
d'Angelman (AS), de DiGeorge/vélo-cardio-facial (DGS/VCF) et de Smith-Magenis (SMS), pour lesquels
I’anomalie d'un seul géne explique la trés grande majorité du phénotype, respectivement UBE3A, TBX1 et
RAIL [Kishino et al., 1997, Baldini, 2005, Williams et al., 2012]. Dans ces cas précis, on appelle ce géne,
« le géne majeur ». La table 1.3 ci-dessous, résume les principaux syndromes de DI et/ou malformations
congénitales reconnaissables cliniquement, causés par des CNVs récurrents [Stankiewicz and Lupski, 210].

Syndrome OMIM Locus Réarrangement Géne(s) Incidence
Williams-Beuren 194050 | 7ql1.23 délétion SGC incl. 1/20000
(WBS) ELN
dup(7)ql1.23 609757 | 7ql1.23 duplication SGC incl. 1/7500
ELN
Angelman (AS) 105830 | 15q11-q12 | mat dél, DUP15 pat UBES3A 1/10000 -
1/20000
Prader-Willi (PWS) 176270 | 15q11-q12 | dél pat, DUP15 mat SGC 1-9/100000
Miller-Dieker (MDLS) | 247200 | 17p13.3 délétion SGC incl. 1/100000
LIS1
Smith-Magenis (SMS) | 182290 | 17pl1.2 délétion RAI1 1/15000 -
1/25000
Potocki-Lupski 610883 | 17pll.2 duplication SGC 1/25000
(PTLS)
del(17)qg21 610443 | 17q21.31 délétion SGC incl. 1/16000
KANSL 1
DiGeorge/vélo-cardio- | 188400 22q11.2 délétion TBX1 1/5000
facial
(DGS/VCFS)
dup(22)q11 608363 | 22ql11.2 duplication SGC incl. 1/4000
TBX1

Table 1.3 : Syndromes microdélétionnels a points de cassures récurrents.

Cependant, si ces syndromes microdéletionnels sont dits récurrents car les points de cassures observés
sont invariablement les mémes impliquant une prévalence relativement élevée (1/4000 pour la duplication
22q11.2 par exemple), il existe de nombreux autres remaniements , rares et donc difficiles a diagnostiquer et
a interpréter.

Enfin, il faut citer les disomies uniparentales (DUP) ou unidisomies, qui correspondent a la présence
chez un individu de deux chromosomes d'une méme paire provenant d’un seul de ses parents. Ainsi, ces
phénoménes sont susceptibles de révéler des maladies récessives.
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ii) Formes monogéniques de DI

Les formes monogéniques des DI résultent de I'anomalie d'un seul géne. Elles sont présentées ci-dessous
selon les trois modes de transmission mendéliens : lié au chromosome X, autosomique dominant et autoso-

mique récessif.

Les formes liées au chromosome X (DILX) :

L'excés de garcons parmi les patients ayant une DI et I'observation de familles avec une DI ségrégeant
selon un mode lié au chromosome X suggéraient que les anomalies des génes du chromosome X contribuaient
de facon importante a I'étiologie de ces affections. Les recherches concernant I'implication du chromosome
X dans les DI ont donc débuté dans les années 1990, plus précocement que pour les formes liées aux
autosomes. Le syndrome de I'X fragile (FXS), correspondant a un déficit intellectuel de léger a sévére
qui peut étre associé a des troubles du comportement et a des signes physiques caractéristiques, a été la
premiére anomalie génétique identifiée dans le groupe des DILX et correspond a la cause la plus fréquente de
DI d’origine monogénique. Elle est due a un nombre de répétitions supérieure a 200 d'un triplet CGG dans la
région 5’'UTR (UnTranslated Region) du géne FMRI1 (Xq27.3), entrainant une répression de son expression
[Verkerk et al., 1991, Mandel and Heitz, 1992]. La constitution du Consortium européen « EuroMRX » en
1995, s’appuyant sur des réseaux de cliniciens et de chercheurs, a permis de regrouper les données cliniques
d'une large cohorte de 600 familles multiplex (composées de plusieurs enfants atteints) dans lesquelles
ségrege une DILX. L'analyse des données de cartographie génétique et de clonage positionnel de ces familles a
largement accéléré la découverte de genes de DILX. Le projet « EuroMRX » s'est poursuivi par un séquencage
systématique de 90 génes de DILX, connus ou candidats permettant I'identification des mutations causales
dans 42% des familles [de Brouwer et al., 2007].

En 2010, I'étude IGOLD (International Genetics of Learning Disability), bénéficiant de I'amélioration

des techniques de séquencage, a permis une avancée considérable dans le démembrement génétique des
DILX. En effet, ce premier projet de séquencage a haut débit sur une cohorte de 208 familles de DILX
a ciblé les exons codants de 718 génes connus, soit 1Mb de séquence correspondant a 75% des régions
codantes du chromosome X [Raymond et al., 2009, Tarpey et al., 2009, Shoubridge et al., 2010]. Cette
étude remarquait pour la premiére fois les besoins informatiques pour analyser et stocker d’importantes
quantités de données mais aussi I'abondance de variants potentiellement pathogéniques découverts avec
une approche de séquencage a haut débit soulevant les premiéres questions de méthodes d’interprétation et
d'exclusion de variants candidats.
A ce jour, 102 génes responsables de désordres liés au chromosome X dans lesquels la DI apparait comme
la caractéristique premiére ont été décrits. lls sont rapportés dans les illustrations ci-dessous (figure 1.3 et
figure 1.4) d’aprés le site en ligne http ://www.ggc.org/research/molecular-studies/xlid.html lequel centralise
toutes les informations actualisées sur les DILX.
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Figure 1.3 : Représentation des génes de DILX non-syndromique (NS) et leur localisation.

Les génes notés en noir sont exclusivement associés a des DILX NS alors que ceux notés en rouge ont été associés a

des DILX soit syndromiques, soit non-syndromiques.

Maéva Langouét Thése de Doctorat

29



19nobue] ergepy

1810100(] 9p 3S9Y |

0€

WACTERL-hydrocephalus (FANTCE]

Qral-facial-digital | ({QFDT)

XLIQ iran a}c{Ell.anHladtmn (F:]G,lﬂj

urner vdrocephaly-

(AF152) |: hazal ganglia calcification
Coffin- Lcrwr\,r (RPSKAD RERZ
Mance-Horan (AH.

Glycerol kinase deficiency (34,

Duchenne muscular dystrophy (DMﬁIl"“‘H

#IDE (Renin receptar, ATPEAPS

H-linked Kabuki (KDMBA)

Wieacker-wialf,

(CL4HZ) Miles-Carpenter
HLID-aggression (EBFA

Renpenning, Suthedand-Haan,

(FLBRT) Cerehropalatocardiac (Hamel),
Golahi-lto-Hall, Porteous

TARP (REMTD)
Cardiofacioskeletal (CCOC2E)

Allan-Herndon (SLCT6A2, MCTE)

Cantagrel spastic paraplegia (KrA42022) ———p»

Menkes disease (ATFTA)

¥LID-rmacrocephaly-large ears (BRWOZ)
HLID-hyperekplexia-seizures (ARHGEFD)

Felizasus-Merzbacher (PLFA
HLID-Rolandic seizures (SRPNZ

Mitochondrial encephalopathy (W OLFA )
Danan cardiomyapathy (LAMPZ)
FGiLujan phenotype (LIFPF2E)
Chiyonobu ¥LID (GRIAZ

Lowe (OCRLY)

Simpson-Galabi-Behmel ((FR23)
Christiansan, Angelman-like (SLCSA6)

Creatine transporter deficiency (SLCEA 8

HLID-rmicracephaly-dystonia (BCA P23
HLID-glycosylation defect (35R4
Hydrocephaly-MASA spectrum (LICA

M-Alpha acetyltransferase deficiency (MAA10)

Autism (RALTO)

#HLID-hypotonia-recurrent infections (MECPZ dup)

/

4

L\
{1 ///'\\\\\\ TN

v/l

M\\\\\\\\ T TN

Autism (MLGND

Telecanthus-hypospadias WD) Génes de DILX
MIDAS (HCCS) -
¥LID-infantile seizures, Ret like (C06 5, STHS) Syndromigue

H¥LID-microcephaly-seizures (CNASRZ)
Spemnine synthase deficiency (SMS)
Ichttwasis folliculans, atrichia, photophohia (WETFSZ)
MEHMO (EIFZ53)
Parington, West, Proud, XLAG (4R%)
OFCD, Lenz microphthalmia (BCOR)
WLID-riystagrmus-seizures (CASK)
Marrie (MDA )
Monoamine oxidase-A deficiency (W4 04)
Chaissaing-Lacombe chondrodysplasia (HOATE)
Goltz (FORCHN)
}P{JLEIIBR-}{LID (Wﬂﬁfﬁj

-macrocephaly
Juherg-mMarsidi-Brooks :I(HUWE”
WLID-choreoathetosis (HA0AHE)
Cornelia de Lange, ¥-linked (SAMCILT, SACTA)
Aarskog (FE0Y)

¥LID-cerebellar dysgenesis (OFHN-T)
Graham coloboma {JGE8PT)
Cpi-Kaveqaia FG, Lujan (MEDY 2, AORL)
Carnelia de Lange, =-linked (FOACE)
w-Thalassemia Intellectual Disahility
HLID-hypotanic facies, Camenter-YWaziri, (ATRY, KNP,
Huolmes-Gang, Chudley-Lowry, XLID-arch XHZ)
fingerprints-hypotonia, Smith-Fineman-Myers (?)

Wilsan-Turner (LAS{L)

KLID-short stature-muscle wasting (MRS

Enilepsy-intellectual disahbility limited to females (PZOHTE)

Martin-Probst (RAB04AL)

Lissencephaly, ¥-linked (k)

KLID-optic atrophy fAGTRZ)

KLID-hypogonadism-tremaor (CLLEE)

ALID-nail dystrophy-seizures (LBE2A)

HLID-macracephaly-Marfanoid hahitus (£ 0HHCS)

Charcot-Marie-Toath, Cowchack variant (41AT)

Birieson-Forssman-Lehmann (PHFE)

Lesch-Myhan (HART)

HLID-growth honmoane deficiency (S0%3)

Microcephal-pachygyria-dysmaorphism (WS0HL)

Periventricular nodular heterotopia, Otopalatodigital |, ](FLNA, FLINA)
Otopalatodigital 11, Melnick-Meedles

Incontinentia pigmenti FABRG, NEMO)
Cwskeratosis cangenita (D)
HLID-macrocephaly-seizures-autism (RAB295)
HLID- cardlnmegag seiZUres (CLICZ)
Autism-10 (TIALH

Greemwoond Genetic Center, updated March 2014

Figure 1.4 : Représentation des génes de DILX syndromique (S) et leur localisation.

Les génes notés en noir sont exclusivement associés a des DILX S, ceux notés en rouge ont été associés a des DILX soit S, soit NS.




Les formes autosomiques dominantes (DIAD) :

Certains réarrangements chromosomiques ont été des pistes pour identifier des génes responsables de
formes dominantes de DI. En effet, la détection de remaniements chromosomiques déséquilibrés chez des
patients avec une pathologie commune permet d’identifier un locus d'intérét. Les génes contenus dans
la région aneusomique sont autant de candidats intéressants a étudier chez d'autres patients exprimant
la méme maladie, mais sans déséquilibre génomique. Les génes responsables des syndromes de CHARGE
(MIM 214800) et de Pitt-Hopkins (MIM 602272), respectivement CHDC7 et TCF4 ont, par exemple,
été identifiés a I'aide de cette approche [Vissers et al., 2004, Amiel et al., 2007, Zweier et al., 2007,
Berkel et al., 2010, Hoyer et al., 2012]. D'autre part, I'analyse des points de cassures de translocations
apparemment équilibrées a phénotype anormal a également permis de mettre en évidence des loci impliqués
dans les DI autosomiques dominantes (DIAD) [Daoud et al., 2009]. La cytogénétique est donc la discipline
qui a permis I'identification des premiers génes de DIAD. Néanmoins, devant |'extréme hétérogénéité clinique
et vraisemblablement génétique de ces syndromes, peu d’études ont été entreprises pour tenter de déterminer
leurs bases génétiques. Le projet canadien « Synapse to Disease » (52D), débuté en 2006, a été le premier
a utiliser une stratégie de séquencage systématique de genes candidats. Il portait sur I'analyse de 500 génes
codant des protéines synaptiques chez une cohorte de 371 patients avec DI NS, autisme ou schizophrénie et
190 individus contrbles et a permis I'identification de mutations déléteres de novo touchant des génes codant
des protéines du systéme glutamatergique (SYNGAPI1, STXBP1, SHANK3, KIF1A, GRINI1, CACNG2 et
EPB41L1) [Hamdan et al., 2009]. Il faudra ensuite attendre la révolution NGS (New Generation Sequencing)
pour voir se multiplier le nombre de nouveaux génes de DIAD découverts.

Les formes autosomiques récessives (DIAR) :

C’est en 1986 que le tout premier géne de DI fut décrit, le géne PAH dont les mutations sont responsables
d'une forme de DIAR; la phénylcétonurie (PCU). La PCU est due au déficit d'une enzyme hépatique : la
phénylalanine-hydroxylase (PAH), impliquée dans le métabolisme de la phénylalanine [Dilella et al., 1986].

Toutefois, si I'identification des génes responsables de DILX a connu un essor considérable dans les an-

nées 1990-2000, I'extréme hétérogénéité génétique et clinique des formes autosomiques récessives et la taille
souvent trés restreinte des fratries ont, en revanche, longtemps freiné I'identification des génes associés,
pourtant considérées comme plus fréquentes que les DILX ou DIAD [Ropers, 2007].
En effet, les études de liaisons classiques, basées sur le regroupement de nombreuses familles, sont perfor-
mantes dans le cas de pathologies cliniguement homogénes, et avec des bases moléculaires peu hétérogénes.
C'est ainsi que le gene PMM?2 dont les mutations sont responsables d’une anomalie congénitale de la glyco-
sylation, la forme CDG-la (pour Congenital Disorders of Glycosylation) a pu étre identifiée [Bjursell et al.,
1998], dans une région préalablement délimitée par une étude de liaison réalisée sur 25 familles avec CDG-I
[Martinsson et al., 1994].

Pour s'affranchir de ces limites, plusieurs méthodes ont été développées.

L'approche « géne candidat » a été utilisée lorsque des signes caractéristiques tels que des anomalies biochi-
miques ou métaboliques permettent d'orienter la stratégie de séquencage. Cela a été le cas pour la découverte
des mutations du géne DHRC7, codant la derniére enzyme de la voie de biosynthése du cholestérol, respon-
sables du syndrome Smith-Lemli-Opitz ou SLO (MIM270400). Ces patients, souffrant de DI de sévérité
variable, présentent également un taux faible de cholestérol accompagné d’une accumulation de son précur-
seur [lrons et al., 1993, Fitzky et al., 1998, Waterham et al., 1998, Wassif et al., 1998].
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Une approche de complémentation fonctionnelle a aussi fait ses preuves lorsqu’il existe un phénotype cellu-
laire associé a une pathologie. Par exemple, I'hypersensibilité aux rayons ultraviolets (UV) des fibroblastes de
peau des patients atteints du syndrome de Cockayne (MIM 2164000, CS) a permis la découverte des bases
moléculaire associées [Troelstra et al., 1992, de Lonlay, 2003].

Dans tous les autres cas, une stratégie de choix est la méthode de cartographie par autozygotie (ou
homozygotie par filiation). Cette technique, décrite en 1987 par Lander and Botstein [1987], consiste a
étudier des familles consanguines multiplex afin de localiser des génes responsables de maladies autosomiques
récessives rares. La consanguinité augmente de maniére significative le risque de transmission de deux alléles
morbides a la génération suivante : on passe en effet d'un risque de donner naissance a un enfant avec DI
de 0,012 pour une union aléatoire a 0,062 pour une union de cousins germains [Bashi, 1977, Morton, 1978].
Dans ces familles, la situation la plus fréquente est la suivante : la mutation, survenue sur un des alléles chez
I’ancétre commun, est portée par chacun des deux parents, a I'état hétérozygote. Les enfants atteints héritent
de deux copies identiques de I'allele muté. Les sujets malades sont homozygotes par descendance pour I'allele
porteur de la maladie mais également pour le fragment de chromosome flanquant le locus morbide, comme
illustré dans la figure 1.5.

Haplotype hérité

B Mutation ancestrale
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Région homozygote IBD HH ||
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Figure 1.5 : Principe de la méthode de cartographie par autozygotie : recherche de mutations homozygotes.

Dans les arbres généalogiques comme celui-ci, les symboles pleins correspondent aux individus malades. Les hommes
sont représentés par un carré et les femmes par un cercle. Les doubles barres représentent les unions consanguines et
les losanges correspondent aux enfants a naitre, de sexe inconnu.

On nomme communément ces fragments, les régions IBD (pour Identical By Descent). D’autres régions
sont également homozygotes par descendance, mais sont différentes d'un individu atteint a l'autre. La
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méthode consiste donc a identifier des régions homozygotes communes chez I'ensemble des individus malades,
hétérozygotes chez leurs deux parents et génodifférentes chez les fréres et sceurs sains. On considére alors
qu’il y a une probabilité de liaison génétique entre I'haplotype commun aux enfants atteints et la maladie.
L'analyse de liaison est quantifiée grace au calcul du lod (logarithm of an odds ratio)-score [Morton, 1955]. |l
correspond au logarithme du rapport de vraisemblance entre deux hypothéses ; I'hypothése de liaison génétique
entre le marqueur (position connue) et le géne de la maladie (position inconnue) pour une distance génétique
donnée, représentée par le taux de recombinaison 6 (0 < 6 <0.5) et celle d'indépendance génétique entre ce
marqueur et le géne recherché (6=0.5) :

Z(6) = log1o[L(6)/L(0.5)]

Les régions identifiées avec un lod-score significatif, constituent des régions candidates dans lesquelles des
anomalies génétiques sont alors recherchées. Cette méthode est d'application simple depuis les efforts dé-
ployés pour réaliser une carte génétique du génome humain a l'aide de marqueurs polymorphes de type
microsatellites (séquences répétées en tandem <10pb) et single nucléotide polymorphism (SNP). Deux pa-
rameétres importants affectent I'efficacité de cette méthode, le nombre total d'enfants dans la famille et le
degré de consanguinité : plus celui-ci est éloigné, plus le nombre de recombinaisons augmente et plus la
région suspecte est réduite. Enfin, sa puissance est bien supérieure a celle de la méthode d'analyse de liaison
classique qui nécessite un grand nombre d'enfants atteints.

Dans le cas de familles multiplex avec ou sans consanguinité, il est également possible d’analyser les
données du génotype a la recherche de régions haplo-identiques chez tous les individus atteints (figure 1.6).
L 'hypothése est alors la présence de deux mutations hétérozygotes composites, chaque mutation étant portée
par un ancétre commun a I'état hétérozygote. Les deux mutations auraient ségrégé au cours des générations

pour enfin se retrouver chez la descendance a I'état hétérozygote composite, comme illustré dans la figure 1.6.
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Figure 1.6 : Principe de la méthode de cartographie par autozygotie : recherche de mutations hétérozygotes compo-
sites.

Les régions candidates définies par ces techniques comprennent un nombre trés variable de génes i.e de
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quelques dizaines a plusieurs centaines selon la richesses génique de la région d'intérét. Jusqu'en 2009, une
approche géne candidat était appliquée une fois ces régions révélées. Parmi I'ensemble des génes connus,
présents dans I'intervalle critique, seuls les génes dont le dysfonctionnement pourrait rendre compte du phé-
notype observé étaient alors séquencés pour rechercher la présence d'éventuelles mutations. La fonction des
produits de ces génes, leur expression et leur éventuelle implication dans des pathologies étaient considérées.
C'est ainsi que PRSS12 a été le premier géne de DIAR NS identifié en 2002 dans I'équipe du Dr Laurence
Colleaux : au moyen de I'application de la méthode de cartographie par autozygotie, la méme délétion de 4
pb était observée chez les patients de 3 familles algériennes [Molinari et al., 2002]. Une dizaine de génes ont
ensuite été identifiés par la méme stratégie (table 1.4)[Raymond and Tarpey, 2006, Basel-Vanagaite, 2007,
Ropers, 2010, Ellison and Rosenfeld, 2013].

Génes découverts par la Position Taille Référence(s)
méthode de cartographie chromosomique
par autozygotie
PRSS12 4926 72,7kb [Molinari et al., 2002]
CRBN 3p26.2 30kb [Higgins et al., 2004]
CC2DIA 19p13.12 24,7kb [Basel-Vanagaite et al., 2006]
GRIK2 6q16.3 671kb [Motazacker et al., 2007]
TUSC3 8p22 23,1kb [Molinari et al., 2008, Gar-
shasbi et al., 2008]
TRAPPC9 8q24.3 728,2kb [Philippe et al., 2009, Mochida
et al., 2009, Mir et al., 2009]
SOBP 6q21 171,2kb [Birk et al., 2010]
MED23 6q23.2 54,3kb [Hashimoto et al., 2011]
Z(C3H14 14931.3 50,6kb [Pak et al., 2011]

Table 1.4 : Génes de DIAR découverts par la méthode de cartographie par autozygotie.

iii) Mode de transmission non mendélien

Parmi les modes de transmission non-mendéliens, on peut citer les pathologies liées a un défaut dans le
génome mitochondrial. Chez les mammiféres, la cellule-ceuf recoit uniquement les mitochondries issues du
gamete femelle. Par conséquent, une anomalie génétique d’origine mitochondriale est transmise uniquement
par les femmes, a toute sa descendance, quel que soit le sexe. On peut citer comme exemple 'atrophie
optique de Leber, une maladie mitochondriale neurodégénérative touchant principalement le nerf optique
(www.mitomap.org). A ce jour, aucune DI de transmission mitochondriale n'a été rapportée dans la littéra-
ture. Toutefois, ce mode de transmission est parfois suspecté lorsque d’autres hypothéses n’ont pas permis
de mettre en évidence une cause génétique. C'est le cas pour le syndrome Ohdo-Madokoro-Sonoda. Il s’agit
d'un syndrome de malformations congénitales multiples incluant une DI.

Un autre mode de transmission non-mendélien connu englobe les anomalies d’empreinte parentale. L'em-
preinte parentale correspond a une marque épigénétique de I’ADN, déposée durant la spermatogénése ou
I'ovogénése. Celle-ci provoque une inactivation sélective de quelques génes dans le génome diploide issu de
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la féecondation. Ces geénes, bien qu'a I'état diploide, ont une expression monoallélique, dépendante de I'ori-
gine parentale des chromosomes. Pour les génes soumis a I'empreinte (inactivation) paternelle, seul I'alléle
maternel est exprimé. A 'inverse, seul 'alléle paternel est exprimé pour les génes soumis a I'empreinte (in-
activation) maternelle. Un géne peut étre soumis a empreinte seulement dans un tissu particulier ou a un
moment particulier du développement. A ce jour, plus de 100 génes soumis a empreinte ont été caractérisés,
mais on estime a environ 1% la fraction des génes humains présentant une expression différentielle des 2
alléles. Ces génes sont le plus souvent regroupés dans des domaines chromatiniens et placés sous le controle
d'un centre d'inactivation [Franklin and Mansuy, 2011].

Les caractéristiques moléculaires de ce phénomeéne de marquage épigénétique sont connues et permettent
d'expliquer certaines maladies humaines liées a des génes soumis a empreinte [Chamberlain and Lalande,
2010, Lim and Maher, 2009]. Lorsqu’une anomalie génétique est localisée dans une région chromosomique
soumise a empreinte, |'expression de la maladie est fonction de la transmission paternelle ou maternelle de
celle-ci.

La perte de I'alléle actif provoque I'apparition de ces maladies par une délétion ou une DUP. En effet, dans
les cas de disomie uniparentale, bien que la forme diploide de I'alléle soit conservée, les génes soumis a
empreinte sont dérégulés dans des types cellulaires et a des stades de développement critiques. Les maladies
lies a I'empreinte parentale peuvent aussi étre la conséquence d’'une mutation du centre d’inactivation, ou
de I'expression anormale de I'alléle normalement silencieux (« relaxation d’empreinte »).

Les syndromes de Prader-Willi (ou PWS, MIM :176270) et d’Angelman (ou AS, MIM :105830), décrits
dans la table 1.5 ci-dessous, sont tous deux dus a des anomalies génétiques d'une méme région soumise
a empreinte du chromosome 15 mais rendent compte de deux symptomatologies différentes et reflétent
parfaitement ces anomalies d’empreinte. Le PWS est majoritairement causé par une délétion du locus 15q11-
ql3 d'origine paternelle, tandis qu'une délétion de ce locus d'origine maternelle expliquent la majorité des
cas atteints de AS [Kishino et al., 1997, McAllister et al., 2011].

Syndrome d’Angelman Syndrome de Prader-Willi

Clinique DI sévére, absence de langage, microcépha- | Hypotonie néonatale sévére, hyperphagie
lie, hypoplasie maxillaire, ataxie cérébelleuse | avec risque d'obésité morbide, dysmor-
parfois accompagnée d'une épilepsie, EEG ca- | phie faciale, hypogonadisme (retard de pu-
ractéristique, comportement joyeux, accés de | berté, infertilité), difficultés d'apprentissage,
rires inappropriés avec battements des mains, | troubles du comportement, petite taille
hyperactivité sans agressivité, attention ré-
duite, hyperexcitabilité, troubles du sommeil

Génétique | 75% des cas : délétion du locus 15q11-gq13 | 70% des cas : délétion du locus 15q11-q13
d’origine maternelle d’origine paternelle
7% des cas : disomie uniparentale paternelle | 20-30% des cas : disomie uniparentale ma-
du chromosome 15 ternelle du chromosome 15
2-4% des cas : défaut d’empreinte parentale | 1-3% des cas : défaut d’empreinte parentale
15% des cas : mutation du géne UBE3A (lo-
cus 15q11.2)

Références | [Kishino et al., 1997, Mabb et al., 2011] [McAllister et al., 2011, Cassidy et al., 2012]

Table 1.5 : Les syndromes associés au locus 15q11-q13.
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CHAPITRE 2

L’APPORT DES NOUVELLES TECHNOLOGIES

2.1 La révolution du séquencage a trés haut débit ou Next-Generation Se-
quencing (NGS) : un bref historique

Jusqu'aux années 1930, le génome était un concept abstrait, puisqu'on n’en connaissait pas le support
physique. Puis Morgan démontra que les chromosomes étaient le support de I'hérédité mendélienne décou-
verte en 1900. C'est en 1953 que Watson et Crick découvrirent la structure de I'ADN [Watson and Crick,
1953]. Quelques années plus tard, le dogme central de la biologie moléculaire fut énoncé [Crick, 1970].

En 1977, deux méthodes de séquencage de I'’ADN étaient élaborées indépendamment : la méthode des di-
déoxynucléotides terminateurs de Sanger et al. [1977] s’appuyant sur une synthése enzymatique sélective et
celle de Maxam and Gilbert [1977] basée sur une dégradation chimique de I'’ADN et des coupures sélectives
en fonction des différentes réactivités des quatre bases A, T, G et C.

Vint alors une longue phase qu'on appellera ensuite la période Sanger de 1977 a 2006, pendant laquelle la
méthode Sanger, largement adoptée, est passée du radioactif au fluorescent et de la lecture visuelle des gels
d'acrylamide aux séquenceurs automatiques permettant un gain considérable de temps et de productivité.
En 1996, les premiers génomes d’organismes vivants (Haemophilus, Levure) étaient publiées [Fleischmann
et al.,, 1995, Jones, 1995]. Le projet de séquencage du génome humain (The Human Genome Project)
débutait en 1990, avec la formation du consortium nommé « the International Human Genome Sequen-
cing consortium ». Une premiére version de ce génome, incompléte, était publiée en 2001. Puis, dans la
publication suivante en 2004, 99% du génome eucaryotique, c'est-a-dire sans les séquences télomériques et
centromériques, était couvert [Consortium, 2004].

Tres recemment, la révolution génomique a conduit au développement de nouveaux outils de séquencage
a trés haut débit, appelés de « nouvelle génération » ou « Next-Generation Sequencing » (NGS).

Jusqu'en 2006, les applications du séquencage de type Sanger dans la recherche des causes monogéniques
des maladies rares restaient limitées par les frais et le rendement, méme aprés sélection de régions candidates
par cartographie par autozygotie. Une nouvelle génération de séquenceurs a haut débit permet désormais
de s'affranchir de ces limites et de séquencer plusieurs gigabases d’ADN en quelques jours et a un colt
trés inférieur. Nous sommes donc passés d'une approche Sanger permettant d'obtenir de longs fragments
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(jusqu’'a 1 000 pb pour les appareils les plus performants) mais peu de lectures et une unique cible testée, a
une approche NGS qui génére des milliers de fragments courts (entre 100 et 500 pb suivant les technologies)
couvrant un génome intégralement. C'est notamment grace a la lecture de plusieurs millions de séquences
en paralléle que ces nouveaux séquenceurs ont pu révolutionner les analyses en génomique. Globalement, la
technologie de ces appareils de séquencage a haut débit est assez proche et fonctionne en plusieurs étapes :
la préparation et I'amplification des molécules d’ADN a analyser, leur fixation ou leur répartition sur un
support solide, I'incorporation des bases complémentaires des brins a séquencer couplées a un fuorochrome
ou autre groupement chemiluminescent, et enfin la lecture (base calling) et la détermination des séquences
par alignement (mapping). Trois technologies sont apparues de facon quasi simultanée : le pyroséquencage,
le séquencage avec des terminateurs réversibles et le séquencage par ligation ; mais toutes sont basées sur un
systéme de détection numérique capable de discriminer les échantillons selon leurs positions sur le support de
séquencage. Les principales caractéristiques de chacune de ces méthodes sont illustrées en annexe (figure A.2)
tandis que les méthodes utilisées pour les travaux présentés dans ce manuscrit sont détaillées dans le chapitre
15 et en annexe (figure A.3, figure A.4 et figure A.5).

Ainsi, en 2001, la publication de la séquence du génome humain était le fruit de 10 ans de travail par
20 institutions. En 2014, le re-séquencage du génome humain peut étre réalisé en deux semaines et colite
environ 1 000 euros.

2.2 Les méthodes d’enrichissement spécifique

Parallélement au développement de ces technologies, des méthodes d'enrichissement spécifique, permet-
tant de cibler des régions d’'intérét, ont été mises au point : la méthode de « capture de séquences » par
hybridation était la premiére décrite.

Si les régions régulatrices de I'ADN, les ARN non codants et autres éléments régulateurs suscitent aujour-

d'hui beaucoup d’intérét, il n'en reste pas moins que la majorité des mutations impliquées dans les maladies
génétiques mendéliennes a été trouvée dans les régions codantes. L'exome, correspondant a I'ensemble des
exons codants du génome, représente 1 a 2% de notre ADN (environ 50 Mb) et semble donc particuliérement
intéressant a analyser pour identifier de nouveaux génes impliqués dans des maladies génétiques. La méme
année, Hodges et al. [2007], Okou et al. [2007] et Albert et al. [2007] décrivent une technique d’enrichisse-
ment de I'exome impliquant une capture par hybridation spécifique, une purification des exons ainsi capturés
et le séquencage de ceux-ci. Gnirke et al. [2009] publient la premiére description de la méthode que nous
avons utilisée pour la réalisation des travaux présentés dans ce manuscrit, aujourd’hui commercialisée par
Agilent (figure A.6).
La technologie RainDance a ensuite été décrite [Tewhey et al., 2009] : elle repose sur un systéme trés
controlé générant des PCR en émulsion : jusqu'a 20 000 micro-réactions dans un seul tube (figure A.7).
Puis, Turner et al. [2009] proposent un protocole optimisé avec I'utilisation des sondes inversées (ou MIPs
pour Molecular Inversion Probes), permettant la capture des séquences d'intérét (figure A.8). Les 3 méthodes
d'enrichissements spécifiques (capture par hybridation spécifique, MIPs, ou PCR ciblées), schématisées en
annexe (figure A.9) ont par la suite beaucoup évolué permettant d’optimiser la qualité du séquencage tout
en réduisant les erreurs, le colt et la durée.

En ce qui concerne les familles dans lesquelles ségrége clairement une pathologie liée au chromosome X, les
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séquences codantes spécifiques de ce chromosome présentent évidemment un intérét singulier. Ainsi, des kits
de capture spécifiques des séquences codantes du chromosome X ont été élaborés.

Enfin, il est désormais possible de procéder a un séquencage ciblé, réalisé au moyen d’'un kit dont les régions
capturées ont été dessinées selon les intéréts d’un projet particulier.

L'enchainement des méthodes d'enrichissement spécifique et de séquencage haut débit rend donc possible le
séquencage massif de tout ou partie d'un génome afin d’en identifier les variations (figure A.10).

2.3 Démembrement génétique des DI par NGS, mise en place d’une ap-

proche innovante

2.3.1 Preuve de concept

La révolution technologique du séquencage haut débit laissait entrevoir d’extraordinaires possibilités pour
avancer dans I'élucidation des bases moléculaires des formes monogéniques de DI.

En utilisant le syndrome de Freeman-Sheldon (SFS, MIM 193700) comme preuve de concept, une pa-
thologie rare suivant un mode de transmission autosomique dominant due aux mutations du géne MYH3,
Ng et al. [2009] démontrent pour la premiére fois que des mutations responsables de maladies monogéniques
peuvent étre identifiées directement par la méthode de Whole Exome Sequencing ou WES sur un nombre
modeste de patients non apparentés, sans analyse de liaison ni étude de génes candidats. Aprés avoir sé-
quencé I'exome de 4 patients avec SFS, ainsi que 8 individus sains, les auteurs ont effectivement pu analyser
les données en dtant les variants fréquents présents chez les individus sains et ont ainsi retrouvé le géne
MYH3, qui avait été identifié auparavant par une approche « génes candidats » [Toydemir et al., 2006]. Dés
lors, les auteurs avancaient que |'application de cette stratégie a I'identification de variants responsables
de pathologies récessives donnerait probablement des résultats de facon plus immédiate. En effet, chaque
individu porte des dizaines de milliers de variants codants dont 5-10% sont absents des bases de données
publiques telles que dbSNP, ou sont présents sans précision concernant la fréquence allélique [Sherry et al.,
2001]. Cependant, parmi les variants rares non synonymes, on trouve considérablement moins de variants
homozygotes ou hétérozygotes composites que de variants hétérozygotes simples réduisant ainsi le nombre
de variants candidats lors des études de maladies récessives. La méme année, Jones et al. [2009] identifiaient
les mutations du gene PALB2 comme facteur de susceptibilité d'une forme héréditaire de cancer du pancréas
par comparaison des données de WES entre tissus sains et tumoraux d'un méme sujet, tandis qu'un autre
groupe démontrait I'utilité de cet outil en diagnostic moléculaire [Choi et al., 2009].

La premiére application du WES au démembrement des maladies génétiques a été publiée I'année suivante
au travers d'une étude regroupant 4 patients atteints du syndrome de Miller (MIM 263750), une condition
autosomique récessive. Le géne DHODH est alors le premier géne dont les anomalies furent découvertes par
cette approche révolutionnaire [Ng et al., 2010b].

Au cours de I'année 2010, plusieurs groupes publiaient de nouveaux génes découverts par séquencage de
I'exome par I'étude de quelques individus non apparentés [Lalonde et al., 2010, Ng et al., 2010b,a, Hoischen
et al., 2010, Gilissen et al., 2010] ou bien de plusieurs sujets atteints d’'une méme fratrie [Bilgiivar et al.,
2010, Bolze et al., 2010, Walsh et al., 2010, Johnson et al., 2010, Musunuru et al., 2010, Krawitz et al.,
2010, Wang et al., 2010]. Depuis 2010, I'approche géne candidat est de plus en plus délaissée au profit de
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I"analyse du WES. Aujourd'hui, l'intérét d’une approche combinée d’enrichissement par hybridation et de
WES pour identifier des mutations rares dans des pathologies humaines a été largement démontré avec plus
de 150 nouveaux genes de syndromes mendéliens décrits en 2013 [Bamshad et al., 2011, Zhang, 2014].

2.3.2 Application aux DI
i) DILX

Aujourd’hui, le séquencage massif des génes du chromosome X chez des familles o0 une DI ségrége
clairement selon un mode de transmission lié a I'X a largement contribué a I'amélioration des connaissances
de ces formes de DI et est toujours considéré comme une approche de choix [Mondal et al., 2011, Tsurusaki
et al., 2011].

i) DIAD

Le WES a notamment permis la recherche active de mutations de novo. En effet, ces derniéres années
ont vu le développement de plusieurs projets trés ambitieux visant a séquencer I'exome de dizaines de patients
atteints d’une DI et leurs parents sains (trios) afin d'identifier I'ensemble des mutations survenues de novo
chez ces patients [Vissers et al., 2010, de Ligt et al., 2012, Rauch et al., 2012]. Le WES s’est avéré un outil
trés puissant pour I'identification des génes impliqués dans les DIAD.

iii) DIAR

Enfin, dans le cas de I'étude de familles multiplex et consanguines, plusieurs publications récentes ont dé-
montré I'intérét de combiner les analyses de cartographie par autozygotie classique et analyses de séquencage
d'exome pour identifier rapidement et efficacement des variants localisés dans des régions d’"homozygotie ou
d'haplo-identité partagées par I'ensemble des enfants atteints. Le premier géne de DIAR identifié par cette
double approche a été publié en 2010, PIGV, dont les mutations sont responsables du syndrome d’hyper-
phosphatasie avec déficit intellectuel [Krawitz et al., 2010].

Une variante de cette méthode a été utilisée dans I'étude irano-allemande de Najmabadi et al. [2011] et
illustre parfaitement les avantages du séquencage ciblé. Ce travail a débuté par I'identification des régions
homozygotes chez 136 familles consanguines atteintes de DIAR au moyen de la cartographie par autozygotie.
Dans un second temps, au lieu de séquencer la totalité de I'exome, un kit de capture couvrant I'ensemble
des régions candidates a été développé pour séquencer |'ensemble de ces régions chez le probant de chaque
famille. L'analyse a permis d'identifier une variation prédite comme potentiellement pathogéne dans un géne
permettant d'expliquer la pathologie pour 78 des 136 familles étudiées, comme indiqué dans la figure 2.1.
Parmi les génes identifiés, 50 n’avaient pas été impliqués dans la DIAR auparavant et seulement 2 de ces
génes étaient trouvés mutés dans deux familles indépendantes, soit 52 familles révélant une nouvelle cause
génétique de DI (22 DI syndromique et 30 DI non-syndromique). A l'inverse, pour 26 familles, les auteurs
ont identifié des variants touchant des génes précédemment associés a une DI principalement syndromique
(dont 3 génes trouvés chez deux familles indépendantes et 20 genes trouvés chez une seule famille). Chez
37 familles, plusieurs mutations prédites pathogénes ont été identifiées. Dans de tels cas, en I'absence de la
description de cas supplémentaires et de toute analyse fonctionnelle, il est difficile d'évaluer si le phénotype
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est dii a I'association de ces variations (polygénisme) ou a I'effet d'un seul des deux variants. Enfin, I"analyse

des données n'a pas permis |'identification de variants candidats chez 21 familles.
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Figure 2.1 : Résultats obtenus sur I'étude de 136 familles, d'aprés Najmabadi et al. [2011].

Cependant, lorsque I'hypothése de transmission génétique n’est pas tranchée, le WES reste I'option la

plus intéressante puisque toutes les hypothéses génétiques peuvent alors étre testées.
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CHAPITRE 3

MECANISMES PHYSIOPATHOLOGIQUES DES DI, L'ETAT DE L’ART

L'étude des effets des mutations des génes impliqués dans la DI est une étape indispensable pour la com-
préhension des mécanismes physiopathologiques sous-jacents et le développement de nouvelles approches
thérapeutiques. Srivastava and Schwartz [2014] ont récemment publié une revue des mécanismes physiopa-
thologiques impliqués dans la DI. Comme attendu, étant donné I'hétérogénéité des causes génétiques de DI,
les fonctions cellulaires associées aux génes de DI sont multiples. On peut citer par exemple, la modification
des protéines, le remodelage de la chromatine et I'assemblage du cytosquelette d'actine. Les auteurs ont
mis |'emphase sur I'importance des fonctions cellulaires impliquées dans le contrble de la structure et des
fonctions neuronales, cruciales pour le développement normal des fonctions cognitives (figure 3.1).

Excitatory synapse Inhibitory synapse

2 ot B :
Synapse development = \ a
* Neurite outgrowth f.ﬂﬁ

Jnl
*Synapsefor M“Jj'ﬂ‘
+ Synapse elimination l a\ﬂ“m“’pn\mﬂ‘
* Functional balance between . o B
excitatory & inhibitory synapses Actin polymerization

Figure 3.1 : Composants synaptiques impliqués dans les conditions neurodéveloppementales, d’aprés [Srivastava and
Schwartz, 2014].
Les produits de génes impliqués dans la DI et/ou les troubles du spectre autistique sont indiqués en rouge.
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En effet, un nombre significatif de protéines liées a la physiopathologie de la DI correspondent a des
molécules synaptiques. Elles régulent, entre autre, la transcription, le transport vésiculaire synaptique et le
maintient des contacts synaptiques.

Enfin, Srivastava and Schwartz [2014] effectuent une classification de 4 listes de genes par fonctions
moléculaires (figure 3.2) ou processus biologiques (figure 3.3) avec les données de Gene Ontology (GO) et
I'outil de classification PANTHER (http ://www.pantherdb.org/) : les 101 génes de DILX, les 705 génes
associés a un retard de développement (Greenwood Genetic Center Developmental Delay ou GGC DD), les
546 genes de DI et de troubles du spectre autistique (SFARI : https ://sfari.org/resources/sfari-gene) et les
18 331 génes du génome humain.

De facon inattendue, les auteurs de cette revue observent une distribution similaire des 4 listes dans les
diverses catégories de GO et démontrent ainsi que les génes impliqués dans la DI ne se concentrent pas
dans une catégorie de fonctions particuliéres; au contraire, leur répartition semble refléter celle du génome
humain. Cette observation est sans doute a rapprocher du nombre de génes exprimés dans le cerveau (cf.
p.22) et explique, du moins en partie, I'extréme hétérogénéité génétique de ces affections. Par conséquent,
la concentration des recherches de génes dans une certaine catégorie de GO ne semble pas la méthode la
plus adaptée, ni la plus prometteuse.
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Figure 3.2 : Classification des fonctions moléculaires des génes des 4 listes, d'aprés [Srivastava and Schwartz, 2014].
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Figure 3.3 : Classification des processus biologiques des génes des 4 listes, d’aprés [Srivastava and Schwartz, 2014].
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CHAPITRE 4

OBJECTIFS DES TRAVAUX

Jusqu’'a récemment, toutes les études publiées s’accordaient a montrer que |'étiologie génétique était
identifiée dans environ 40% des cas de DI sévére (Ql < 50) [Rauch et al., 2006]. Depuis 4 ans, avec la
révolution technologique apportée par le développement du séquencage a haut débit, I'enrichissement de
la connaissance des causes génétiques de la DI s’est considérablement accéléré et il est probable que ce
dernier chiffre soit quelque peu sous-estimé. Aussi, si les causes environnementales s'élévent 3 plus de 18%,
I'étiologie de la DI reste inconnue dans environ 40% des cas, appelées DI cryptogéniques ou idiopathiques.
L'ensemble des approches, cartographie, séquencage manuel de génes candidats par leur(s) fonction(s) et/ou
leur localisation et plus particulierement le séquencage a haut débit, a révélé une remarquable hétérogénéité
génétique avec comme fait marquant une fréquence élevée de mutations de novo non récidivantes [Hamdan
et al., 2011]. Effectivement, début 2013, le nombre de génes reliés a une DI était évalué a 450 [Ellison and
Rosenfeld, 2013], chiffre en constante augmentation. Cette considérable hétérogénéité a pour corollaire une
remarquable hétérogénéité physiopathologique [Srivastava and Schwartz, 2014]. L'ensemble de ces études
illustre clairement que chacun des génes ainsi identifié ne rend compte que d’un trés faible nombre de cas, ce
qui rend complexe la mise en place de leur diagnostic moléculaire. De plus, au-dela de la démonstration de
I'extréme hétérogénéité génétique des DI, ces travaux attestent également d'une grande variabilité phéno-
typique intra- et inter-familiale associées aux mutations de ces génes. Un méme phénotype peut résulter de
I'effet des mutations de génes différents et, inversement, des mutations d'un méme géne peut occasionner
divers phénotypes. Des génes connus comme responsables de formes syndromiques de DI peuvent ainsi étre
également impliqués dans des DI non ou peu spécifiques. Parmi les 40% de DI idiopathiques, on s'attend
donc a décrire de nouveaux génes de DI mais aussi a trouver des variants pathogénes dans la séquence de
génes déja caractérisés. Dans ce dernier cas, ceci permettra de mieux caractériser le spectre phénotypique

associé aux mutations d'un géne précis.

Mon projet de thése, dans la continuité des résultats déja obtenus dans I'équipe du Dr Laurence Colleaux,
comportait deux aspects, I'un de génétique formelle, et le second plus fonctionnel. Les objectifs étaient de
poursuivre le travail de démembrement génétique des DI, en utilisant de nouveaux outils de séquencage
haut-débit chez cing familles indépendantes dans lesquelles ségrége une forme syndromique de DI, puis

d'étudier les conséquences des anomalies moléculaires identifiées afin de mieux comprendre les mécanismes
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physiopathologiques qui sous-tendent ces affections. Ce projet s’appuie sur une expertise médicale solide, un
recrutement exceptionnel de malades et un savoir-faire technologique approprié. Ces travaux sont nécessaires
et constituent la premiére étape dans la compréhension de ces maladies, indispensable avant d'aborder toute
approche thérapeutique.

Le premier chapitre de ce manuscrit se concentre sur les formes autosomiques récessives de Dl et s’appuie
sur le recrutement de plusieurs familles consanguines et multiplex dont les enfants sont atteints d'une DIAR
syndromique. Pour chaque famille présentée, la stratégie d'analyse est détaillée puis les résultats sont discutés.

Le second chapitre développe les résultats obtenus par une approche WES chez deux patients non-
apparentés, atteints d'une DI syndromique dont les symptdmes sont remarquablement proches et justifiant
le regroupement de ces deux familles pour une étude simultanée aboutissant a la description d'un nouveau
syndrome de DI.

Ces deux chapitres sont suivis d'une derniére partie de discussion et perspectives autour de I'outil de
WES, des nouveaux génes de DI identifiés et des mécanismes physiopathologiques mis en lumiére par les
analyses fonctionnelles accomplies.
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Deuxiéme partie

Approche Whole Exome Sequencing (WES)
pour I’étude de familles consanguines : du
monogénique au polygénique
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CHAPITRE 5

IDENTIFICATION D’UNE MUTATION DANS UN GENE CONNU DE DI
-WDR62- ET ILLUSTRATION DE L’'INTERET DU WES

5.1 La famille, les patients

Dans le cadre de I'étude de familles consanguines et multiplex, nous avons eu I'opportunité d'étudier la
famille Mo, d’origine algérienne, composée de 6 enfants atteints (une fille et 5 garcons) sur une fratrie de
12 (figure 5.1).
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Figure 5.1 : Arbre généalogique de la famille Mo.

Elle est suivie par le Dr Abdelkrim Saadi au sein de I'établissement hospitalier de Benaknoun a Alger. Les
patients ont une DI syndromique; ils présentent de maniére constante une microcéphalie, une dysmorphie
faciale (figure 5.2), un retard psychomoteur et des troubles du comportement.
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Figure 5.2 : Photographies des patients de la famille Mo.

Les parents de la famille Mo sont indemnes et ont un périmétre cranien (PC) normal (table 5.1).

Mesures a I'age adulte | Pére | Mére
PC (cm) 54 55
T (cm) 168 | 160
P (kg) 66 70

Table 5.1 : Mensurations des parents.

L'ainé (IV.1), né a domicile, ne présente pas d’antécédents pathologiques pré- et post-nataux. Les men-
surations a la naissance n'ont pas été prises mais les parents signalent une microcéphalie congénitale. Son
développement psychomoteur est retardé; il a marché a 4 ans, et dit uniquement quelques mots. Aussi, il
présente des traits autistiques avec mouvements stéréotypés (jouait avec les lacets pendant le jeune age) et
agressivité. Il a présenté dés I'dge de 6 ans des crises d'épilepsies de 'ordre de 2 a 3 crises par an, jusqu'a
I’age de 20 ans, pour lesquelles il a été traité au phénobarbital. Il ne prend aucun traitement depuis 1986.
A I'age de 45 ans, I'examen objective une microcéphalie avec un PC de 46,5 cm (- 5 DS), une DI avec un
langage trés réduit, des difficultés a s'habiller, se raser et quelques signes dysmorphiques tels qu'un front
raide, un nez proéminent, un palais profond, des yeux enfoncés, une lévre inférieure éversée et une scoliose.
L’'examen dermatologique révele une tache café au lait (TCL) et I'examen neurologique, des réflexes vifs.
Le patient IV.4 né a domicile, présentait une microcéphalie congénitale d'apres les parents. Les périodes péri-
et néonatales se sont déroulées sans incident. Il a marché a 4 ans et ne parle pas. Il a présenté des troubles
du comportement : hyperactivité et agressivité avec automutilation. Il frappait sa téte, son visage contre le
mur durant |'enfance. Vers I'dge de 18 ans, il a présenté de facon inexpliquée un déficit moteur progressif aux
4 membres avec arrét de la marche vers 30 ans. Il est aujourd'hui grabataire avec troubles de la déglutition.
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Le patient IV.5 est né a terme a I'hdpital, aprés une grossesse normale. Les mensurations a la naissance n’ont
pas été prises mais les parents rapportent la notion de microcéphalie. |l a marché a 3 ans, dit quelques mots
mais n'a pas de phrases. A I'age de 45 ans, les mensurations montrent un PC de 48 cm (- 4 DS), une taille
de 163 cm et un poids de 65 kg. C'est le moins affecté dans la fratrie; il est calme, sociable et n'a jamais
présenté de crises d'épilepsies. |l peut s'habiller, se raser, exécuter des ordres simples. Il présente un front
raide, un nez proéminent, des sourcils épais, un palais profond, un prognathisme de la machoire supérieure,
un cou large, des mains trapues, un cubitus valgus et des pieds en rotation interne. L'examen neurologique
est normal et une TCL est observée a I'examen dermatologique. L'IRM du patient IV.5 est en faveur d'une
pachygyrie avec raréfaction des circonvolutions et aspect épaissi de ses derniéres en fronto-parieto-temporale
de facon bilatérale (figure 5.13).

Pour le patient IV.6, exceptée la microcéphalie signalée par les parents, la grossesse et |'accouchement a
I'hGpital se sont déroulées sans incident. Son développement psychomoteur s'est fait avec retard, il a marché
a I'age de 3 ans et pouvait dire quelques mots. Il a aussi présenté des troubles du comportement; il est
craintif, parfois agressif et refuse de se faire examiner. L'examen réalisé a I'dge de 40 ans objective une DI
sévére, une microcéphalie (- 4 DS), une petite taille (154 cm), un front raide et court, un nez proéminent,
un prognathisme de la machoire supérieure, une malposition dentaire, des sourcils épais, une cyphoscoliose
et un genu flessum des genoux. Il présente un strabisme divergent de I'ceil droit et une TCL.

La patiente 1V.8 est dgée de 37 ans. Son histoire prénatale s'est déroulée sans incident, I'accouchement était
spontané, sans complications. La microcéphalie congénitale et le petit poids de naissance ont été rappor-
tés par les parents. Un déficit de I'hémicorps gauche a été retrouvé a I'dge de 1 mois. Son développement
psychomoteur s'est fait avec retard; elle a marché a I'dge de 3 ans et ne parle pas. A I’dge de 4 ans elle
a présenté des crises épileptiques partielles motrices a gauche, traitées par acide valporique. Récemment,
I'examen cliniqgue a montré une microcéphalie (- 4,5 DS), une petite taille (136 cm), un poids de 30 kg
et quelques signes dysmorphiques ; front étroit et fuyant, yeux enfoncés, grande bouche ouverte, mauvaise
dentition, lévre inférieure éversée, pieds plats, hallux valgus et hémiparésie spastique gauche a I'examen neu-
rologique.

Le patient 1V.12 est 4gé de 30 ans. Son histoire prénatale s'est déroulée sans antécédents particuliers, né
a terme, a I'hGpital, sans incidents. Les parents rapportent la notion de microcéphalie a 1a naissance. Il a
marché a 2 ans et ne dit aucun mot. Il présente une agitation psychomotrice, une microcéphalie avec un PC
a 46 cm (- 5 DS), une taille de 165 cm, un front fuyant, un nez proéminent, des yeux enfoncés, un palais
profond, une mauvaise dentition, un rétrognathisme, une TCL et une hyperréflexie.

La table 5.3 ci-dessous résume les caractéristiques cliniques des patients.

Patients V.2 V.4 V.5 V.6 V.8 V.12
Sexe M M M M F M
Microcéphalie + + + + + +
post-natale
Marche 4 ans 4 ans 3 ans 3 ans 3 ans 2 ans
indépendante
Age a la derniére 44 ans 40 ans 41 ans 40 ans 37 ans 30 ans
évaluation
Dl sévére profonde sévére sévére sévére sévére
Langage quelques mots absent quelques mots | quelques mots absent absent
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Patients V.2 V.4 V.5 V.6 V.8 V.12
Epilepsies crises absentes absentes absentes crises absentes
généralisées partielles
motrices
Examen hyperréflexie quadriparésie normal strabisme hémiparésie hyperréflexie
neurologique spastique spastique
d’installation depuis I'age
progressive de un mois
aprés 18 ans
Examen TCL nl TCL TCL nl TCL
dermatologique
Comportement pendant I'enfance
Agressivité + + - + - -
Hyperactivité - + - - - +
Stéréotypies + - - - - -
Angoisses - - - + - -
Calme - - - + + -
Sociable - - + - - -
Mesures a I'dge adulte
PC (cm) 46,5 (-5DS) 47 (-4,5DS) 48 (-4DS) 48 (-4DS) 45 (-5,5DS) 46 (-5DS)
T (cm) 159 nd 163 154 136 165
Pds (kg) 56 nd 65 42 30 46
Dysmorphie
Front étroit et + + + + + +
fuyant
Yeux enfoncés - - - +
Nez large et - + + -
proéminent
Palais ogival + - + + - +
Mauvaise - - +
dentition
Lévre inférieure + - - - + -
éversée
Cyphoscoliose + - - + - -
dorsale
Prognathisme - - machoire machoire - -
supérieure supérieure
Rétrognathisme - - - - - +
Autres - - cou large, sourcils épais, grande -
mains et pieds | doigts courts, bouche,
courts et grosses hémiparésie,
trapus, articulations hémiatrophie
cubitus inter- gauche,
valgus, phalangiennes rétraction du

marche avec
les pieds en
rotation

interne

avec pouces
et gros orteils
larges, flexum

des genoux

coude et du

poignet, pieds
plats, hallux
valgus gauche

Bilan paraclinique
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Patients V.2 V.4 V.5 V.6 V.8 V.12
Scanner cérébral nd nd nl nd nd nl
(sans injection
PC)
IRM nd nd pachygyrie nd nd nd
avec
raréfaction
des circonvo-
lutions et
aspect épaissi
de ses
derniéres en
fronto-
parieto-
temporale de
facon
bilatérale
EEG nd nd Tracé d'inter- nd Tracé Tracé lent
prétation globalement pour I"age,
difficile, lent, dénué caractérisé
caractérisé par d’anomalies par une ac-
une activité irritatives tivité lente
théta, plutot type théta,
monomorphe, continue et
bilatérale et diffuse
diffuse
Echographie nd nd nl nd nd nl
abdominale
Echographie nd nd nl nd nd nl
thyroidienne
Rx squelette : nl nd nl nd nl nl
telethorax, rachis
dorsal, lombaires,
bassin, mains, et
humarus
Marqueurs nd nd PSA Totale : PSA Totale : HCG :1(0- nd
tumoraux 1 (4,5ng/ml), 1 4ui/l),
CA19-9 : 1 (0-4,5ng/ml), CA15-3:
(0-37 ui/l), CA19-6 : 1 21(0-30ui/1),
CA125 : 12 (0-37ui/l), CA19-9 :1
(0-35 ui/l) CA125 : (0-37ui/l),
16(0-35ui/l) CA125 : 48
(0-35ui/l)
Dosage, nl nd nd nd nd nd
chromato AA et
AO
MPS urinaires nd nd - nd nd -
TSH nd nd 0,493 (0,27- nd nd 2,18 mUl/I
4,2mUl/l)
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Patients V.2 V.4 V.5 V.6 V.8 V.12
Prot /album. sg nd nd nl nl nl nd
Hépatique nd nd nl nl nl nl
Rénal nd nd nl nl nl nl
Cholestérol, TG nd nd nl nl nl nl
Ca, P, Mg nd nd nl nl nl nl

Figure 5.3 : Caractéristiques cliniques des patients de la famille Mo.

DI : Déficience Intellectuelle, PC : Périmétre Cranien, T : Taille, Pds : Poids, DI : Déficience Intellectuelle, DS :
Déviation Standard, TCL : Tache Café au Lait, TG : Triglycérides, MPS : Mucopolysaccharides, Ca : Calcium, P :
Phosphore, Mg : Magnésium, sg : sanguin, nl : normal, nd : non disponible.

5.2 Stratégie

L'étude de la famille Mo, d’origine algérienne, a débuté en 2007, avant mon arrivée au sein de I'équipe
du Dr Colleaux. L'analyse de cette large famille consanguine a débuté par une approche de cartographie par
autozygotie suivie de I'étude de génes candidats, réalisées I'une et |'autre par Mohammed Zarhrate. A mon
arrivée au laboratoire en 2011, une mutation dans un géne candidat avait été découverte. Ma contribution a
ce travail commence avec I'étude des effets fonctionnels de cette mutation. Au méme moment, nous avons
eu I'opportunité de séquencer I'exome d’un unique probant de la famille, nous permettant de confirmer ou
de revoir, par une approche de WES, les hypothéses formulées a la suite d'une approche de cartographie par
autozygotie et recherche de génes candidats.

5.3 Reésultats

5.3.1 Cartographie par autozygotie et recherche de génes candidats

Avant mon arrivée au laboratoire, étant donné qu’une microcéphalie est observée chez les 6 enfants
atteints, I'hypothese d'une liaison génétique a I'un des genes de microcéphalie connus a cette époque avait
été testée par génotypage (ASPM, microcephalin, CDK5RAP2, CENPJ).

loci V.2 V.4 V.5 V.6 V.8 V.12 .1 1.2

152 152/156 156 156 152 nd 152/156 nd

ASPM 169 169 169 169 169 nd 169 169

251 251/253 | 251/253 | 251/253 251 nd 251/253 251
microcephalin | 168/170 | 168/170 | 168/170 170 170 nd 170 168/170
110/116 | 110/116 | 110/116 | 104/112 | 110/116 nd 112/116 | 104/110

CDRSRAP2 203 203 203 203/205 203 nd 203/205 nd
CENPJ 231 237 231/237 | 231/237 | 231/237 nd 231/237 | 231/237
267 282/284 | 267/284 | 267/284 | 267/282 nd 267/282 | 267/284

nd : non disponible.

Table 5.3 : Génotypage des locis connus de microcéphalie.
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Un tour de génome avait donc été réalisé par génotypage de 10 000 SNPs couvrant la totalité du génome
pour 5 des 6 enfants atteints et les deux parents sains (table 16.1). A I'issue de I'analyse des données, 3
régions candidates avaient été retenues avec un lod score supérieur a 2, trouvées homozygotes chez les
enfants atteints et hétérozygotes chez les parents sains (table 5.4)

chromosome position (GRCh37) position taille (Mb) | lod score | nombre de génes
6 109982160-119412952 | 6q21-q22.31 9,4 > 2,0 53
8 90822759-99282341 | 8g21.3-g22.2 8,5 2,66 46
19 28424869-42354944 19q11-q13.2 13,9 > 2,0 254

Table 5.4 : Les régions IBD candidates.

Le génotypage de marqueurs microsatellites localisés dans ces régions candidates pour 5 enfants atteints,
2 enfants sains et les 2 parents sains avait permis d'exclure deux de ces régions. Une région unique d"homo-
zygotie de 8,5 Mb en 8q21.3-q22.2 située entre les marqueurs rs28144 et D8S257 avait été retenue sur le
chromosome 8. Le calcul de lod-score donnait une valeur maximale de 2,66. Cette région contenait 42 génes
connus et 4 génes prédits (figure 5.4).

chrB (g21.3-g22.2)

Scale 2 Mb} 1
eneg:| | 92000000 | 93000000 | 94000000 | 95000000 | 95000000 | 97000000 | 98000000 | 95000000 |
Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones |
Chromosome Band I 89221 ‘gezz|
RetSeq Genes
osaiNz | TMEME4 ) ARunx1T1 H GEM nTss il GoFsl  PooPrHHH mToHE
osaivz 1 TmEmE4 ] ARUNX1T1 M REM12E ¥ conez | sRBA TsPyLs|  maTnz HHl
nen B NECABT HAE aunxiT H Caonag ! LapThae Hi
pecr1 W TMEMESA B AunxiTi i TMEmET Wi ZSRe1 B mMaTNz HHll
CALB1 ] oTupss | TMEMET B EsrAP1 Il RPLa0|
LRRCEs HI TMEMET | SR | SNORATZI
sLczea7 Hll PDP1 ) ESRP1 Il
sLczea7 Hll POP1) ESRP1 HRsP12]
PDP1) pPy1aLs W rori fl
POP1D TP53INP1 B PoP1
POP1D TP53INP1 B rori il
coH17 B caoraa NiPAL2 B
coH17 Ik PLEKHF2 |
kiaatazo il
Kianiazo i

Figure 5.4 : Carte physique de la région candidate identifiée sur le chromosome 8 (source : UCSC).

Quatre génes candidats sélectionnés pour leur fonction ou leur profil d'expression avaient d'abord été
exclus par séquencage (RUNX1T1, NBN, INTS8 et CCNE2). De plus, un autre géne, déja associé a une
autre pathologie (TMEM67 dont les mutations sont responsables d'une forme de syndrome de Joubert,
MIM 610688) avait également été exclu. Parmi les autres génes codants de cette région, RAD54B, un
géne d'expression ubiquitaire codant une protéine impliquée dans la réparation des Iésions de I'ADN et la
recombinaison mitotique, semblait &tre un bon géne candidat. En effet, plusieurs signes cliniques observés
dans la famille Mo, comme la microcéphalie congénitale, le retard de développement psychomoteur sévére, le
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retard de croissance staturo-pondéral (principalement postnatal) et la dysmorphie faciale, sont réguliérement
observés dans d’'autres maladies de la réparation [O'Driscoll and Jeggo, 2008].

Le test par séquencage des 9 exons codant de RAD54B avait permis I'identification d'une variation dans
I'exon 8 : une transition ¢.1243C>T (figure 5.5).

Control

V.4

V.12

RADS54B

Figure 5.5 : Electrophoregrammes représentant la mutation c.1243C>T du géne RAD54B chez deux enfants atteints
et un controle.

Ce variant co-ségregeait avec la maladie dans la famille et n'avait pas été retrouvé chez une cohorte
contréle de 602 chromosomes, dont 202 de la méme origine ethnique que les patients, écartant ainsi I'hypo-
thése d'un variant rare. Ce variant entraine la substitution non-synonyme de I'arginine en position 415 par une
cystéine (p.R415C). Cet acide aminé est trés conservé chez tous les orthologues de RAD54B (figure 5.6),
et est localisé 9 acides aminés en amont du domaine hélicase |l de la protéine.

!

Homme|...QDHXVEEFIKSIFYS SYE SLDQIKNIKFD CDEGHRLENSA. .
Boeuf| « « « QDHXVEEFTXSPFYS SYE SLDQIKENVKFD DEGHRLENST. ..
Chien {ref1)| . . .QDHXVEEFT:SPFYS SYE SLDQIKN DECH NSA..
Chien (ref2) ...QDH VEEFT SPFYS SYE SLDQIKN DECH NSA..
Souris| « « «QDHEVEEFINSTFHS SYE SLDQIKT DECH NSS...

Rat|. . .QDHKVEEFINSAFHS SYE SLDRIKTIT DEGHRLKNSG. .
Insecte| « « QAHKIEDFIISPLYS SYE DQIKNIKFD DECH NSS...
Poule | « « «QDHXVEEFISSPLYS SYE SLDQIQAIEFN DECH NSS...
Xencpe|. . .QDHXVEEFVNSPLYS SYE EQIESLDFD DECHRLKNTS..
Poisson zébre .. .QDH VEDFUSSPLCS SYE SVDRLKELDF DECBRLENSN...
Qursin| « « . SDXXVEEFKKSPLE SYE YADD TFD DEGHRLKNST..

Figure 5.6 : Alignement des séquences protéiques des orthologues de RAD54B.

La fleche rouge indique I'arginine 415 altérée chez les patients.
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La conservation de I'acide aminé au fil de I’évolution supporte I'idée selon laquelle la mutation affecte la
fonction de la protéine. Enfin, divers logiciels de prédiction in silico des effets fonctionnels et/ou structuraux
de ce variant suggéraient qu'il puisse s'agir d'un variant pathogéne (PolyPhen-2 score : 1, SIFT score : 0).

Le géne RADS54B est un paralogue du geéne RAD54 des vertébrés et un homologue de la protéine
Rdh54/Tidl de la levure Saccharomyces cerevisiae [Hiramoto et al., 1999]. RAD54B est une protéine nu-
cléaire. Elle compte 7 domaines hélicases caractéristiques de la famille de protéines SNF2/SWI2 et posséde
une activité ATPase stimulée par sa liaison a I’ADN double brin. Cette protéine est impliquée dans la répara-
tion des cassures doubles brins (CDB) par recombinaison homologue (figure A.11). Les CDB sont causées
par les radiations ionisantes, les pontages inter-brin, le stress oxidatif et les erreurs de la réplication de 'ADN.
La réparation des CDB par recombinaison homologue dépend des génes du groupe RAD52, dont RAD51,
RAD54 et RAD54B font parti. Le profil d'expression du géne RAD54B chez I'homme coincide avec celui de
RAD54 [Tanaka et al., 2000] : I'expression est forte dans la rate et les testicules, des tissus ol des événe-
ments de recombinaison se déroulent. Le géne s'exprime a un niveau basal dans les autres organes [Hiramoto
et al., 1999]. Le variant p.R415C du géne RAD54B était donc considéré comme un bon candidat a étudier
avec des analyses fonctionnelles afin de mettre en évidence d'éventuels effets de la mutation sur la structure,
la stabilité et la fonction de la protéine. Nous avons donc débuté une série d'expériences visant a3 démontrer
I'impact de ce variant sur la fonction de la protéine RAD54B.

5.3.2 Etude de la stabilité de la protéine RAD54B mutée

Pour tester I'hypothése de la pathogénicité du variant p.R415C nous disposons de fibroblastes issus de
biopsies cutanées des patients IV.5 et IV.12. Les premiers tests réalisés nous ont permis de montrer que le
variant n’affecte ni la stabilité de la protéine (figures 5.7 et 5.9) ni sa localisation cellulaire (figure 5.8).

Contréle1l  PatientIV.12

RADS4B——> [
(103 kD) o . '

RAD51 ——> (i .-

(37 kD)

Figure 5.7 : Stabilité de la protéine RAD54B.

Western blot (WB) : 35 ug d’extraits protéiques de patient vs contréle ont été déposés dans chaque puits. L'intensité
du marquage de la Bactine étant trop importante, nous avons utilisé la protéine RAD51 comme témoin de charge.
Les deux faibles bandes, marquées d'une astérisque (*), sont des bandes aspécifiques.
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DAPI RADS4B Merge

Contrdle

Fatient 1v.12

Patient IV.5

Figure 5.8 : Localisation cellulaire de la protéine RAD54B.

Immunocytochimie (IC) : le méme anticorps a été utilisé. Les acquisitions sont réalisées au microscope confocal
LSM700 avec un objectif Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27 et un logiciel d’acquisition Zen (version 2009). La
protéine se retrouve répartie uniformément dans le noyau, a I'exception des zones nucléolaires ou elle est absente,
chez les patients comme chez les contrdles.
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Figure 5.9 : Intensités de fluorescence du marquage RAD54B.

Quantification de fluorescence : les intensités de fluorescence sont mesurées avec imagelJ sur les acquisitions illustrées
dans la figure 5.8. Les moyennes pour n noyaux par sujet sont calculées et soumises au test de comparaison des
variances (ANOVA) et au test post hoc de Tukey sur le logiciel R. Les niveaux de fluorescence chez les deux patients
ne sont pas statistiquement divergents comparés a chacun des controles (tableau B.1 en annexe).
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5.3.3 WES sur un unique probant

Nous nous apprétions a poursuivre notre travail d'analyse fonctionnelle pour tester les capacités des
fibroblastes de patients a réparer les Iésions de I'’ADN lorsque nous avons eu l'opportunité au printemps
2011 de réaliser un WES pour un des sujets atteints de la famille Mo. Lors de I'analyse des données de
WES, nous nous sommes concentrés sur les variants homozygotes, absents des bases de données disponibles
(« dbSNP138 » et « the 1 000 Genomes Project »), dont I'effet délétére sur la protéine est le plus probable
(non synonymes, affectant des sites d'épissage ou correspondant a des insertions et délétions dans la région
codante). Cette analyse nous a permis d'identifier le variant ¢.1901T>C, p.Met634Thr touchant I'exon 15
du géne WD-repeat-containing protein 62 (WDR62).

L'acide aminé 634, peu conservé, appartient a un domaine « WD40-repeat ». La variation p.M634T est prédite
potentiellement pathogéne par divers outils de prédictions in silico (PolyPhen-2 score : 0.682, SIFT score :
0.04 et « Disease Causing » d'aprés Mutation Taster). Le géne WDRG62 est localisé sur le chromosome 19
(19g13.12), dans I'une des grandes régions d’homozygotie que nous avions éliminé par |'étude de marqueurs
microsatellite en 2007. L'analyse précise de la région révéle que le géne se situe dans une petite région
d'homozygotie de 1,5 Mb (entre les marqueurs rs826978 et rs16968761).

Le variant ¢.1901T>C a été validé par séquencage Sanger et coségrége avec le phénotype dans la famille
(figure 5.10). De plus il n"a pas été retrouvé chez 56 controles algériens et 157 contrdles de diverses ethnies,
soit 430 chromosomes testés au total.

I | |
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ES hamozygote i ' ]
\ | |
i 1 [
Wy .,_ = -
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Parent hétérozygote Tk |
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|
fl
EAhomozygote| || | | |
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Figure 5.10 : Electrophoregrammes représentant la mutation c.1901T>C du géne WDRG62 chez la famille Mo.

ES : Enfant Sain, EA : Enfant Atteint.

Bilgiivar et al. [2010] publient en Novembre 2010 les premiéres mutations de ce géne, identifiées chez des
patients avec de sévéres malformations cérébrales. Les auteurs proposent que le géne WDR62 corresponde au
locus MCPH2 de microcéphalie primaire autosomique récessive (MIM 613583) dont le spectre phénotypique
est plus large et plus sévére qu’une microcéphalie isolée. Depuis 2010, de nombreuses mutations dans ce
géne ont été identifiées (figure 5.11), élargissant ainsi le spectre phénotypique associé aux mutations du géne
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WDR62 [Nicholas et al., 2010, Farag et al., 2013, Poulton et al., 2014].

AT RE0GSH"26 COs5ATImLL et
D112MIs'S |E400K |R438H E526° bty w1188
| i
M7 21 | 534BR1S"63 |D511M | ES2EK Lol DBA3GI"™S, o ccraean (VI314RIE" 18 L1414L1s*41
| wags* | V1313GHs"17

|wazs 5 V1402GH" 12
G0 |agipisran Q470 G1280Ak" 21 14 9

1 2 3 a 5 B 7 8 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18 189 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 30 k) a2

Figure 5.11 : Mutations WDR62 identifiées a ce jour, figure modifiée d'aprés McDonell et al. [2014].

Le géne WDR62 (19g13.12) composé de 32 exons code une protéine de 1 523 acides aminés. Les 33 mutations
publiées a ce jour sont notées selon le changement peptidique (en noir). La mutation p.Met634Thr, présente chez la
famille Mo, correspond a une nouvelle mutation et est notée en rouge.

Le géne WDRG62 code une protéine d'échafaudage (scaffold protein) nucléaire appartenant a la famille

des protéines du pole du fuseau mitotique [Bacino et al., 2012]. Chez I'homme et chez la souris, la protéine
WDR62 est enrichie dans les cellules neuroprogénitrices (Neural Progenitor Cells ou NPCs) et a un rdle
dans le développement cortical précoce [Bilgiivar et al., 2010]. L’invalidation du géne WDR62 engendre une
réduction importante de la taille de la téte chez le zebrafish et la souris [Novorol et al., 2013, Xu et al., 2014,
Chen et al., 2014]. Chez la souris, Xu et al. [2014] et Chen et al. [2014] constatent une formation anormale
du fuseau mitotique dans les NPCs murines, accompagnée d'un arrét du cycle et une mort cellulaire; ces
anomalies entrainent des défauts dans la neurogenése et la migration neuronale, responsables du phénotype
macroscopique observé. Enfin, Xu et al. [2014] réalisent des expériences de sauvetage phénotypique : les
auteurs parviennent a restaurer le phénotype avec le géne humain sauvage dans les NPCs murines mais
échouent avec les 5 mutants WDR62 publiés par Nicholas et al. [2010].
Le variant p.Met634Thr identifié dans la famille Mo apparaft donc comme responsable du phénotype observé
chez les patients. Comment évaluer alors la part de responsabilité des deux variants dans le phénotype global
des patients ? Avec la revue de la littérature et les résultats de quelques tests fonctionnels, nous avons tenté
ci-dessous d'évaluer la vraisemblance des potentiels effets délétéres des deux variants.

5.4 Evaluation de la contribution de chaque variant

541 Le géene WDR62, données de la littérature

La table 5.12 regroupe I'ensemble des cas WDR62 rapportés dans la littérature jusqu'a novembre 2014 :
34 mutations distinctes (figure 5.11), 105 patients chez 43 familles.
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Mutation Type Ethnicity Phenotype Imaging Reference(s)
MC at -2.3SD at birth, ID, left-sided spastic Head CT at 1m : plump right ventricle, wide
hemiparesis, died of a Wilms tumor at the age of 5y arachnoidal spaces, and parieto-occipital
hypodensity. EEG at 2y : signal depression on the
right hemisphere and epileptic activity on the left
hemisphere
p.Arg608Serfs*26 Frameshift French 2 females : moderate to severe ID, epilepsy, MC -4 MRI revealed only MC McDonell et al.
canadian to -5SD, sloping forehead, pleasant character, bowel [2014]
incontinence
2 males : severe ID, epilepsy, MC -3SD, sloping na
forehead, medically refractory seizures, hypertonia,
hyperreflexia/ankle clonus, aggression and self-injury,
p.Glu536X Nonsense Turkish Severe ID, seizures, tetraparesis, MC, also carries a Microlissencephaly, pachygyria Poulton et al.
change on both TBCD loci; a maternally inherited [2014]
duplication including TBCD as well as a paternally
inherited missense mutation on the nonduplicated
allele
p.Asp955Alafs*111 Frameshift nd MC, able to sit unsupported, cooperative, no speech, Simplified gyration with moderately thickened
non-ambulatory cortex
p.Arg863His Missense Tunisian MC, moderate developmental delay, insulin Symmetric bilateral polymicrogyria
dependent diabetes
p.Asp955Alafs*111, Frameshift, na MC, infantile spasms, astigmatism, severe Frontal pachygyria; unilateral polymicrogyria Miller et al.
p.Gly862Ser missense psychomotor delay, and feeding difficulties (manuscript in
p.Asp955Alafs*114 Frameshift na MC, no active speech No gross cortical malformation preparation),
p.Glu536X Nonsense na MC at birth -2.7SD, no seizures, 1D, friendly Pachygyria, CC dysgenesis from  Poulton
behavior, hyperactive, walked at 18m, no language et al. [2014]
at 4y
p.Asp843Glyfs*3 Frameshift Pakistani MC, agressive behavior, abnormally water mouth CT-scan : reduced volume of the right cerebral Rupp et al.
hemisphere and prominent extra axial cerebrospinal | [2014]

spaces with ill-defined gyral and nuclei pattern

MC, agressive behavior, abnormally water mouth

na

MC, no other abnormalities

na

MC : Microcephaly, MSG : Microcephaly with Simplified Gyration, PMG : Polymicrogyria, CC : Corpus Callosum, MRI : Magnetic Resonance Imaging, GTC

Figure 5.12 : Patients WDRG62 rapportées dans la littérature, inspiré de Poulton et al. [2014].

. Generalized Tonic Clonic,

CSF : Cerebrospinal Fluid, CHM : Compound Heterozygous Mutation, HC : Head Circumference, CT : Computerized Topography, SD : Standard Deviation, L : Left, R :Right, N :

Individuals, pat : paternal, mat : maternal, na :

non available, y : years, m : months, btw; between.
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5.4. EVALUATION DE LA CONTRIBUTION DE CHAQUE VARIANT

Etant donné les anomalies corticales observées trés fréequemment chez les patients rapportés avec des
mutations dans le géne WDR62, les images IRM étaient nécessaires et représentaient un bon moyen pour
estimer la concordance clinique de nos patients avec les patients WDR62. Nous avons donc demandé au
neurologue suivant ces patients, le Dr Karim Saadi, de réaliser cet examen pour I'un des patients. Les images
du patient V.5 sont présentées ci-dessous (figure 5.13).

Figure 5.13 : IRM des patients de la famille Mo.

A : axial flair; B :coronal T2; C : coronal IR.

Ces images montrent une pachygyrie diffuse touchant principalement le lobe fronto-parieto-temporal
bilatéral, un motif gyral simplifié et un cortex épais tandis que le cervelet et le tronc cérébral sont intacts.
Quoique certains cas présentent une microcéphalie isolée [McDonell et al., 2014], la grande majorité des
patients WDR62 décrits dont les données IRM sont disponibles, ainsi que le patient 1V.5 de la famille Mo,
présentent des malformations du cortex cérébral avec une anomalie de I'apparence des circonvolutions du
cerveau (lissencéphalie). Ces anomalies sont associées a une organisation anormale des couches du cortex en
raison d'un défaut spécifique de migration neuronale lors de I'embryogenése. Elles sont présentes sous forme
de pachygyrie et/ou polymicrogyrie, d'une hypoplasie du corps calleux, parfois accompagnées d'un cortex
épais et plus rarement d’'une schizencéphalie et d'hétérotopies. La table 5.6 rapporte les fréquences associées
aux anomalies neurologiques chez les patients WDR62 publiés et les patients de la famille Mo.
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Phénotype Fréquence chez les Fréquence chez les Définition
patients WDR62 patients Mo
DI sévere 15/79 6/6
DI modérée ou légére 44/79 0/6
Retard de langage 49/97 6/6
Acquisition de la 17/97 6/6
marche tardive
Epilepsie 23/97 2/6
Spasticité 4/97 0/6
Troubles du 11/97 6/6
comportement
Microcéphalie 103/103 6/6
Gyration simplifiée 15/49 1/1
Cortex épais 2/48 1/1
Anomalies du CC 17/48 0/1
Pachygyrie 14/48 1/1 Circonvolutions  céré-

brales trop épaisses et
trop peu nombreuses
0/1 Anomalie locale du cor-
tex cérébral caractéri-
sée par la présence d'un
excés de gyrations et de
sillons peu profonds
0/1 Malformation cérébrale
caractérisée par une
fente linéaire bordée de
substance grise traver-
sant tout I'hémisphére,
du ventricule latéral 3 la
surface externe du cor-
tex

Présence de neurones
en dehors du cortex

Polymicrogyrie 11/48

Schizencéphalie 5/48

Hétérotopies 4/48 0/1

47/97 6/6
4/97 3/6

Dismorphie faciale
Anomalies des
extrémités

Table 5.6 : Fréquence des différents signes cliniques observés chez les patients Mo et la totalité des patients WDR62.

La revue de I'ensemble des mutations WDR62 décrites et des caractéristiques cliniques associées montre
que la mutation WDRG62 rend compte de la majorité des signes observés chez nos patients (table 5.6). Cet
exercice met également en valeur I'extréme variabilité clinique observée chez les patients mutés WDR62
(table 5.12). En effet, ces mutations semblent étre associées a une microcéphalie sévére avec un large
spectre de malformations corticales et une atteinte cognitive de degré trés variable. D'aprés Nicholas et al.
[2010], cette variabilité pourrait &tre due au type de mutation, I'effet des mutations non sens étant attendu
plus important. Cependant, cette corrélation n’est pas totale comme |'attestent les mutations faux sens
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p. Trp224Ser, [Bilgiivar et al., 2010] et p.Val65Met, [Yu et al., 2010] décrites chez des patients présentant
un phénotype plus sévére que des patients avec des mutations non sens p.Cys300X, [Bhat et al., 2011] et
p.Glu526X, [Bilglivar et al., 2010] (table 5.12). D'autre part, certaines mutations présentent une variabi-
lité intrafamiliale (par exemple p.Trp224Ser, [Bilglivar et al., 2010] et p.Arg608Serfs*26, [McDonell et al.,
2014]). Tres récemment, Poulton et al. [2014] ont décrit deux patients porteurs d’'une mutation p.Glu536X
dans le gene WDR62 et dont I'un présente un phénotype plus sévére que le second. L'identification, chez
ce deuxiéme patient, d'une variation dans un second géne, tubulin cofactor D (TBCD), crucial pour la
proposent |'existence de facteurs génétiques modificateurs a |'origine de la variabilité intra-groupe observée
chez les patients porteurs de mutations WDR62.

5.5 Discussion et conclusion préliminaires

En conclusion, I'étude de la famille Mo a permis de mettre en évidence une nouvelle mutation WDR62,

élargissant encore le nombre de cas répertoriés dans la littérature. Cette mutation est vraisemblablement
responsable de la grande majorité des symptdmes observés chez les patients de cette famille. Cependant,
bien que les tests fonctionnels préliminaires réalisés n'apportent pas d'arguments en faveur d’un effet causal
du variant RAD54B, nous ne pouvons pas entiérement exclure que celui-ci ne participe pas a un certain degré
a la sévérité des symptomes des patients de la famille Mo. Comme suggéré plus tdt par Poulton et al. [2014],
le variant RAD54B pourrait potentiellement &tre un facteur génétique modificateur du phénotype induit par
la mutation WDR62.
Une cohorte de 13 patients avec un tableau clinique similaire a celui de la famille Mo avait été étudiée
en 2007 : aucune nouvelle mutation dans le géne RAD54B n'avait été identifiée. Il serait intéressant de
reprendre cette cohorte aujourd’hui pour tester le géne WDR62. Le géne correspondant au locus MCPH2 de
microcéphalie primaire autosomique récessive n'était pas caractérisé avant 2010. Par conséquent, ce locus
n'avait pas été étudié lors de I'analyse des génes connus de microcéphalie en premiére intention en 2007.
Avant la révolution NGS, lors de I'étude de grandes familles consanguines, notre attention était ciblée sur
les plus grandes régions IBD identifiées par cartographie, anticipant une probabilité supérieure que celles-ci
contiennent une mutation causale partagée par I'ensemble des patients. Nos résultats démontrent que cette
précédente approche n’'était pas sans risque de manquer des variants intéressants dans d'autres régions plus
petites. Ce travail illustre I'apport des nouvelles technologies de séquencages a haut débit qui a rendu possible
I'identification d'une mutation auparavant ignorée par la méthode de cartographie par autozygotie et, a l'aide
des autres cas connus dans la littérature, a permis de mieux caractériser le phénotype des patients.
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CHAPITRE 6

COMBINAISON DE DEUX METHODES CONDUISANT A LA
CARACTERISATION D’UN NOUVEAU GENE DE DI : TTI2

6.1 La famille, les patients

Grace au soutien de la fondation maladies rares, nous avons eu l'opportunité d’étudier la famille El.
D’origine algérienne, cette famille comprend 3 enfants atteints (2 filles et un garcon) sur une fratrie de 12,
issus d'une union consanguine. Elle est suivie par le Dr Abdelkrim Saadi au sein de I'établissement hospitalier
de Benaknoun a Alger. Les patients présentent une DI syndromique avec notamment une microcéphalie, une
dysmorphie faciale, une petite taille et des anomalies du squelette.

6.2 Stratégie

Pour I'étude de cette large famille consanguine, débutée en 2011, nous avions opté pour une combinaison
des analyses de cartographie par autozygotie et de WES. Un seul enfant atteint a été analysé par WES et
les variants candidats ont été filtrés sur la base de leur localisation dans les régions d'IBD.

6.3 Résultats : publication n°1, [Langouét et al., 2013]
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ABSTRACT: Tel2-interacting proteins 1 and 2 (TTI1 and
TTI2) physically interact with telomere maintenance 2
(TEL2) to form a conserved trimeric complex called the
Triple T complex. This complex is a master regulator of
phosphoinositide-3-kinase-related protein kinase (PIKKs)
abundance and DNA damage response signaling. Using a
combination of autozygosity mapping and high-throughput
sequencing in a large consanguineous multiplex family, we
found that a missense c.1307T>A/p.I1436N mutation in
TTI2 causes a human autosomal recessive condition char-
acterized by severe cognitive impairment, microcephaly,
behavioral troubles, short stature, skeletal anomalies, and
facial dysmorphic features. Immunoblotting experiment
showed decreased amount of all Triple T complex com-
ponents in the patient skin fibroblasts. Consistently, a
drastically reduced steady-state level of all PIKKs tested
was also observed in the patient cells. Combined with pre-
vious observations, these findings emphasises the role of
the TTI2 gene in the etiology of intellectual disability
and further support the role of PIKK signaling in brain
development and functioning.

Hum Mutat 34:1472-1476, 2013. © 2013 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: intellectual disability; TTI12; exome sequenc-
ing; PIKK
|

The Triple T complex is an evolutionary-conserved trimeric com-
plex composed of the proteins TEL2 (MIM #611140), TTI1 (MIM
#614425), and TTI2 (MIM #614426). tel2 has been first identified in
a screen for yeast mutants with altered telomere length [Lustig and
Petes, 1986]. Subsequently, Ttilp and its associated protein Tti2p
were implicated in fel2-dependent processes on the basis of their
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mutual association in yeast and mammalian cells [Hayashi et al.,
2007; Hurov et al., 2010; Kaizuka et al., 2010; Shevchenko et al.,
2008; Takai et al., 2007; Takai et al., 2010].

The components of the Triple T complex are mutually dependent
on each other, and act as critical regulators of the PIKK abun-
dance and checkpoint signaling. As such, the Triple T complex has
been shown to be required for various cellular processes, including
DNA damage response, nonsense-mediated decay, and telomerase
assembly [Horejsi et al., 2010; Hurov et al., 2010; Izumi et al., 2010;
Takai et al., 2007; Takai et al., 2010; Venteicher et al., 2008]. PIKKs
are unconventional serine—threonine protein kinases, with homol-
ogy in the catalytic domain to phosphatidylinositol 3-kinase, which
phosphorylates proteins rather than lipids. In mammals, the PIKK
family includes the catalytically active members protein kinase,
DNA-activated, catalytic polypeptide (PRKDC/DNA-PKcs; MIM
#600899), Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM; MIM #607585),
ATM- and Rad3-Related (ATR; MIM #601215), mechanistic target
of rapamycin (MTOR; MIM #601231), and suppressor with mor-
phogenetic effect on genitalia-1 (SMG-1; MIM #607032), as well
as the catalytically inactive member transformation/transcription
domain-associated protein (TRRAP; MIM #603015).

Deficiencies of various signaling pathways regulated by PIKKs
cause different diseases. Mutations in ATM, which is crucial for re-
sponse to DNA double-strand breaks (DSBs) and cellular stresses
[Guo et al., 2010], and ATR, which is activated by replication stress
and certain DNA repair intermediates, cause ataxia telangiectasia
and Seckel syndrome, respectively. DNA-PKcs promotes nonho-
mologous end joining (NHEJ) and its deficiency causes diminished
V(D)J recombination and severe combined immunodeficiency in
mice. Finally, the MTOR pathway is implicated in the tumorigenesis
and its deregulation is associated with familial cancer syndromes
and tuberous sclerosis [Sabatini, 2006; Shaw and Cantley, 2006]. By
contrast, the consequences of mutations altering any of the three
Triple T subunits have only been studied in yeast or cultured mam-
malian cells.

We ascertained a sibship of three affected (two female and one
male) and six unaffected siblings born to healthy first cousin Alge-
rian parents (Fig. 1A). All patients were born with normal growth
parameters after an unremarkable pregnancy and delivery. For all
patients, the neonatal period was uncomplicated. At their last visit
at the age of 30-36 years, occipitofrontal circumference ranged
from -3 to -4 standard deviation (Supp. Table S1). They all had
severe cognitive impairment with severe speech delay and behav-
ioral disturbances but no seizures were reported. Short stature and

© 2013 WILEY PERIODICALS, INC.
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Figure 1. A missense mutation in 77/2 underlies a novel form of autosomal recessive syndromic ID. A: Pedigree of the family. Shaded symbols
indicate the affected individuals. B: Facial photographs of patients IlI-2, 111-5, and 111-9 showing dysmorphic features consisting of sloping forehead,
prominent nose and middle synophrisin all patients. Deep-set eyes, large anteverted ears for patient 111-2. Dental anomalies for patient I1l-2 and I11-9
and strabismus for patient I11-2 and 111-5. Legal representative of the patients gave consent for the publication of these photographs. C: Spine X-ray
of patient I1I-5 showed dorsal lombar scoliosis. D: Homozygosity mapping results. The y axis represents the LOD scores and the x axis represents
the chromosome regions. A thick horizontal line indicates the LOD score threshold set at 2.0. Each peak above this line is part of the 14 homozygous
regions shared only by the three affected siblings. E: Sequence analysis in a patient, the mother and a healthy sib showing the ¢.1307T>A variant

in the TTI2/C80rf41 gene.

vertebral anomalies were noted in all affected sibs (Supp. Table S1
and Fig. 1C). Dysmorphic features including a sloping forehead,
deep set eyes, and anteverted large ears were also observed (Fig. 1B).
Laboratory analysis indicated normal circulating T, B, and NK cell
counts but a mild naive T (CD4, CD8) lymphocytopenia. Neurolog-
ical examination, molecular karyotyping, and standard metabolic
workup were normal.

Multipoint linkage analysis in all three affected children, the un-
affected child III-1, and the mother II-1 revealed 14 homozygous
identical-by-descent (IBD) regions shared by all affected sibling
(Fig. 1D and Supp. Methods). Collectively, these genomic intervals,
which size ranged from 700 kb to 11.5 Mb, encompassed 40.1 Mb,
and contained more than 320 known genes (Supp. Table S2).

To identify the disease-causing mutation, we performed whole-
exome sequencing on DNA from patient III-9 (Supp. Methods).

Exome sequencing data were first filtered for novel variants lo-
cated in IBD regions previously defined by autozygosity mapping
and focused primarily on nonsynonymous variants, splice accep-
tor and donor site mutations, and coding insertions/deletions (in-
dels), anticipating that synonymous variants were far less likely
to be pathogenic. We regarded variants as novel if they were
absent from all publically available data sets, including those
of dbSNP132 (http://www.ncbi.nih.gov/SNP), the 1000 Genomes
Project (http://browser.1000genomes.org/index.html), the NHLBI
ESP Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/),
and from in-house exome data containing information for more
than 600 samples. Two candidate variants fulfilled these crite-
ria (Supp. Table S3) and were confirmed by Sanger sequenc-
ing. Analysis of 130 chromosomes from an ethnic-specific con-
trol cohort allowed to discriminate between the two variants and
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Figure 2. Functional consequences of the TT/2/C80rf41 mutation A: Decreased amount of all Triple T subunits in the patient’s fibroblasts. Lysates
from controls (C-1 and C-2) and patient (l1I-2) cultured fibroblasts were subjected to immunoblotting with a polyclonal anti-TTI2 antibody and a
monoclonal anti-B-actin antibody as a loading control. Each extract was loaded in duplicate (controls) or in triplicate (patient). The same membrane
was incubated with a polyclonal anti-TTI1 antibody, a polyclonal anti-TEL2 antibody and a monoclonal anti-B-actin antibody as a loading control.
TTI1 and TEL2 protein amounts are clearly decreased in the patient compared with controls. B-D: Reduced ATM, DNA-PKcs, and MTOR levels in
patient fibroblasts. Lysates from control (C-3) and patient (I1l-2) fibroblasts were subjected to immunoblotting with a polyclonal anti-ATM antibody,
a monoclonal anti-DNA-PKcs antibody, a monoclonal anti-MTOR antibody and a monoclonal anti-8-actin antibody as a loading control. ATM and
ATR protein amounts are clearly decreased in the patient compared with control. (E) Densitometry analyses. Means =+ standard error (SEM) for
TTI2/actin, TTI1/actin, TEL2/actin, ATM/actin, DNA-PKcs/actin and MTOR/actin ratios are given and expressed as a percentage of the control
values (100%). The number of replicates for each calculation is given (n). Significance was calculated using two-way analysis of variance (ANOVA)

test with Tukey correction. **Pvalue < 0.01, **Pvalue < 0.001.

after all filtering steps, a single variant mapping within the largest
IBD chromosomal region remained (8p12-p11.21, 11.5 Mb). This
NM_025115.1:c.1307T>A, p.lle436Asn variant was located in exon
6 of TTI2/C8orf41 (Fig. 1E). Variant data were deposited in a pub-
lic database (http://www.lovd.nl/TT12). Filtering exome sequencing
data according to other genetic mode of inheritance (compound
heterozygous mutation) did not provide any candidate variant.

The p.Ile436Asn variant alters a conserved residue (Supp.
Fig. S1) and was predicted to be damaging by various in silico
tools (PolyPhen-2 score: 0.868, SIFT scores: 0 and disease causing
according to Mutation Taster). Eleven patients with a similar pheno-
type were screened for mutations in TT12/C8orf41but no additional
variants could be identified. By contrast, a separate study reported
another missense TTI2 mutation (p.Pro367Leu) cosegregating with
intellectual disability (ID) in a large consanguineous Iranian fam-
ily [Najmabadi et al., 2011]. This variant was also predicted to be
deleterious (PolyPhen-2 score: 1, SIFT scores: 0 and disease causing
according to Mutation Taster). Collectively, these data suggest that
TTI2 mutations cause a novel form of autosomal recessive ID.

The consequence of the c.1307T>A variant on TTI2 expression
was first assessed by quantitative reverse-transcription PCR (RT-
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PCR) of RNAs extracted from cultured skin fibroblasts of patient
III-2 but no difference in TTI2 mRNA expression between patient
and control cells was observed (data not shown). Subsequently, the
effect of the p.Ile436Asn mutation on TTI2 protein stability was
tested by Western blot analysis. Immunoblot analyses of fibroblast
lysates showed a markedly reduced amount of the TTI2 protein to
almost undetectable level in the patient cells compared with the
controls (Fig. 2A and E). Considering that TTI2, as TTI1 and TEL2,
is essential for stability and function of the Triple T complex [Hurov
et al., 2010; Takai et al., 2007], we investigated the consequence of
the mutation on TTT complex stability. We observed a significantly
reduced amount of TTI1 and TEL2 proteins in the patient fibroblasts
compared with the controls (Fig. 2A). Residual TTI1 and TEL2 levels
were less than 10% and 40% of controls, respectively (Fig. 2E). Alto-
gether, our data demonstrate that the p.Ile436Asn mutation caused
a dramatic decreased amount of all Triple T complex components.
In mammals, the Triple T complex regulates assembly and stabil-
ity of PIKK family proteins [Hurov et al., 2010; Takai et al., 2007;
2010]. We thus examined the effect of the p.lle436Asn TTI2 muta-
tion on PIKKs stability. We observed that the TTI2 mutation caused
a significant reduction of ATM; DNA-PKcs and MTOR protein



amount in the patients’ cells compared with the controls (Fig. 2B-D
and Supp. Methods). Residual ATM, DNA-PKcs and MTOR levels
were less than 24%, 45%, and 50% of controls, respectively (Fig. 2E).
To further confirm these results, siRNA directed against TTI2 were
transfected into HEK 293 cells. Silencing TTI2 expression had sim-
ilar effect on TTI1 and TEL2 protein stability to what is observed
in the patient cells (Supp. Fig. S2A). Similarly, a significant decrease
of ATM and DNA-PKcs protein levels were observed in depleted
cells when compared with the control cells (Supp. Fig. S2B). Taken
together, these results suggested that the p.Ile436Asn TTI2 muta-
tion impaired stability of the Triple T complex, leading to drastically
reduced steady-state level of all PIKKs tested.

In this study, by combining autozygosity mapping and high-
throughput sequencing in a large consanguineous family, we iden-
tified a TTI2 mutation responsible for an autosomal recessive
condition characterized by severe cognitive impairment, micro-
cephaly, behavioral troubles, short stature, skeletal anomalies, and
facial dysmorphic features. Combined to the previous identifi-
cation of another TTI2 mutation cosegregating with ID [Na-
jmabadi et al., 2011], our results suggest Triple T complex impair-
ment as a new pathophysiological mechanism underlying cognitive
deficit.

This recently discovered complex plays a key role in the fold-
ing/maturation of PIKK proteins. Three members of the PIKK fam-
ily, namely DNA-PK, ATM, and ATR, play prominent roles in the
cellular response to DNA damage through the detection and repair
of DSBs [Shiloh, 2003]. MTOR regulates translation, cell growth,
autophagy, metabolism, and organization of the actin cytoskeleton
[Wullschleger et al., 2006]. SMG-1 facilitates nonsense-mediated
mRNA decay [Yamashita et al., 2005]. The sixth known member of
the PIKK family, TRRAP, is devoid of kinase activity, and serves as an
essential component of several multiprotein chromatin-remodeling
complexes [McMahon et al., 2000].

TTI2 deficient patients share several features with those suffer-
ing from defective responses to DNA damage. First, ID and mi-
crocephaly are also observed in patients with Nijmegen Breakage,
DNA-ligase IV deficiency, Cernunnos-XLE, Seckel, and Bloom syn-
dromes. Second, short stature/growth retardation (Seckel, Fanconi,
DNA-ligase IV deficiency, Cernunnos-XLF, Bloom, Nijmegen, and
Ataxia telangiectasia syndromes), skeletal abnormalities (Fanconi,
Cernunnos-XLF, and Seckel syndromes) are frequently described
in DNA repair disorders. Third, facial dysmorphism is a sign of
Seckel, Cernunnos-XLF, or Nijmegen Breakage Syndromes. Finally,
the mild naive T (CD4 and CD8) lymphocytopenia found in the
TTI2 patients can also be observed in DNA repair disorders with
thymic deficiency.

By contrast, cancer predisposition, a feature commonly observed
in DNA repair disorders, is not hitherto reported in our family.
Along these lines, it is worth remembering that Seckel syndrome
linked to mutations in the ATR gene, as well as Ataxia-telangiectasia-
like disorder (A-T-LD, a clinically attenuated version of A-T linked
to hypomorphic mutations in the MRE11 gene and causing de-
fective NHE] DNA-repair pathway), display no evidence of cancer
predisposition. In our family, absence of such predisposition could
also be a direct consequence of the downregulation of the MTOR
pathway, a prototypic survival pathway constitutively activated in
many types of cancer, thus preventing from tumorigenesis. Similarly,
RNA interference experiments have shown that TRRAP knockdown
significantly increased stem cell-like differentiation and suppressed
tumor formation [Wurdak etal., 2010]. Although we did not explore
the effect of TTI2 mutation on TRRAP stability, a reduced amount
of TRRAP protein in patient cells is also expected to protect against
cancer occurrence.

In neurons, mTOR is implicated in the local translation of den-
dritic mRNAs, a key aspect of dendrite and spine morphogenesis
and synaptic plasticity [Campbell and Holt, 2001; Jaworski et al.,
2005; Kumar et al., 2005]. Consistently, previous studies revealed a
connection between deregulation of the MTOR pathway and several
cognitive disorders. Hyperactivation of the MTOR pathway has been
observed in autism [Ehninger and Silva, 2011], tuberous sclerosis,
Fragile X and Down’s syndrome [Troca-Marin et al., 2012] and hy-
poactivation of MTOR has been linked to Rett syndrome [Ricciardi
et al,, 2011]. As such, by impairing MTOR signaling in neuronal
cells, the TTI2 mutation could cause altered dendrite morphology
and synaptic plasticity leading to the cognitive deficit observed in
our patients.

In conclusion, our finding provide the first example of a hu-
man disorder related to a defect in Triple T complex, ascribing this
new condition to the large family of disorders linked to impaired
genome and transcriptome maintenance. These findings provide
further support to the hypothesis of a crucial role of PIKK signaling
in brain development and functioning.
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Supp. Materials and Methods

Blood and skin patient samples

Blood samples were collected for all affected and unaffected siblings and the mother,
and skin fibroblasts were cultured from patient Ill-2. Institutional research ethic
approval and written consent were obtained for all participants in the study.

Genotyping and linkage analysis

Single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping from individuals [I-1, IlI-1, IlI-2, 1II-
5, -9 was carried out on GeneChip® Human Mapping 250K Array (Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA). Linkage analysis was performed with the Merlin program

using a fully penetrant autosomal-recessive inheritance model.

Exon enrichment and High-throughput sequencing

The exome of individual 11I-9 was captured using the Agilent SureSelect Human All
Exon 38 Mb kit (Agilent Technologies, Santa Clara CA, USA) and sequenced on a
Genome Analyzer lIx (lllumina, San Diego, CA, USA). 3.8 Gb of sequences were
produced allowing a mean sequence coverage of 50 reads per bp position, with more
than 83% of targeted bases covered at 15X. Sequence reads were aligned to the
human reference genome sequence (assembly GRCh37/hg19) using Burrow-
Wheeler Aligner. SNPs/indels were called using Sequence Alignement/Map tools
(SAMtools) Pileup. Poorly mapped (less than 3X cover) and low-quality reads (less

than 20 quality score) were removed.

Cell culture and protein extraction

Primary fibroblasts were cultured at 37°C under 5% CO2 in RPMI® + glutamax or
OPTI-MEM® + glutamax supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS) and 5%
of penicillin/streptomycin (complete medium) (Invitrogen). The adherent cells were
washed in phosphate-buffered saline 1X PBS (Invitrogen) and then overlaid with a
predetermined volume of the same regular lysis buffer (50 mM Tris pH 8, 170 mM
NaCl, 0,5% NP-40, 50 mM NaF and Complete EDTA-free protease inhibitor from
Roche Applied Science). Cells were scraped to concurrently dislodge and lyse the
cells. After 30 min on ice and several vortex episodes, the lysates were clarified by
centrifugation at 5,000 rpm for 1min and stored at -80°C until immunoblotting. The
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Bradford protein assay was used to determine the concentration of each sample
(B6916-500 Sigma).

Western blotting experiments and quantification

30-40ug of protein extracts were resolved by 4-15% SDS-PAGE (SDS-PAGE Mini-
PROTEAN® TGX™ #456-1086 Biorad) and transferred to 0.2 um nitrocellulose
membranes (Biorad). Membranes were blocked with 5% nonfat dried milk powder
(Invitrogen) diluted in PBS-T (1XPBS with 0.2% Tween-20) and incubated overnight
at 4°C with the primary antibodies in 0.5% milk in PBS-T at following dilutions: TTI2
(1/2,500, A303-476A, Bethyl), TTI1 (1/5,000, A303-451A, Bethyl), TELO2 (1/5,000,
15975-1-AP, Proteintech), and B-actin (1/10,000, AM4302, Ambion) used as a control
for protein loading. Membranes were then incubated with horseradish peroxidase—
conjugated secondary antibodies (donkey anti-rabbit IgG-HRP antibody (sc-2313,
Santa Cruz) or donkey anti-mouse IgG-HRP antibody (sc-2314, Santa Cruz)
1/20,000 dilution. Proteins were visualized using ECL-Plus (GE Healthcare). Various
exposure times were performed for either autoradiography films and AGFA
development (Curix 60 n°1829) or Chemidoc system® (Biorad). The signal intensities
were analyzed using relative quantification tool in the ImagelLab software (Biorad).
For PIKK immunoblotting experiments, membranes were blocked in Odyssey
blocking buffer (LI-COR #927-40000) for 1h at RT and incubated overnight at 4°C
with the primary antibodies at the following dilutions: ATM (1/1000, NB110-55475,
Novus Biologicals), DNA-PKcs (1/500, MS-423-P0, Thermo Scientific)y, MTOR
(1/1000, 2983, Cell Signaling) and B-actin (1/10,000, A-5316, Sigma). The secondary
antibodies coupled to IRDye 800CW (anti-mouse: 926-32212, LI-COR 1/10,000; and
anti-rabbit: 926-32213, LI-COR,1/10,000) were revealed using the Odyssey
Quantitative Fluorescence Imaging System (Odyssey®, LI-COR) and band intensities

were quantified using Odyssey software(LI-COR).

WEB RESOURCES
The accession number and URLs for data presented herein are as follows:
Ensembl Genome Browser, http://www.ensembl.org/

GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/
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Patient L YY"y LLEALLEILMN|CD YVARD P LTETFPS
Homo sapiens L YYLLEALLELI|ICD VAERD P LTET PSS
Bos taurus LYY 5LLEALLELI|CD YVARD 5 25LTETPEC
Canis familiaris LYY LLEALLELICD YVARD PNLTETPTE
Rattus Morvegicus ¥ Y YLLEALLELIICD IARD TIPTETS
hus musculus Y YYLLEALLELICD ISEDTTIPTETA
Monodelphizs domestioua L E¥Y FLETLLEMVICD YYEDOQSLTETPEP
Galluzs gallus I PYLLEALLEMNIWD VHTD QGSTETFTPF
Dania rerio EDDELAQSLLEBPFLYD VYSSD S --2TTPE

Supp. Figure S1. Multiple Sequence Alignment of TTI2/C8orf41
representative orthologs shows amino acid conservation of the mutated
residue across species.
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B Control siRNA +

Control siRNA + +
TTI2 SRNA  + + TTI2 siRNA + -
s - -
TTI2 (55kDa) — ATM (351 kDa) e H
TTI1 (110 kDa) -— — B-actin (42 kDa) (i gl
TEL2 (92kDa)
[-actin {42kDa) — — Control siRNA ) +

TTI2 siRMA +

DMNA-PKes (450 kDa) ——

f-actin (42 kDa)  \uiNg—

Supp. Figure S2. TTI2 silencing in HEK293 cells. HEK293 cells were co-
transfected with RNAi oligonucleotides directed against TT7/2 or an
negative control RNAI oligonucleotides using Lipofectamine RNAi MAX
(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocols. After 2 days, cells
were harvested and knockdown of TT/2 mRNA expression was confirmed
by RT-gPCR. 24 hours later, proteins were extracted and immunoblotted
successively with an anti-TTI2, anti- TTI1, anti-TEL2 and anti-B-actin
antibody (A) or with anti-ATM and anti-DNA-PKcs antibody (B). TT/2
silencing results in the depletion of the three TTT complex components
as observed in the patients’ cells. Similarly, a significant decreased of
ATM and DNA-PKcs protein levels in depleted cells when compared to
control cells.
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Supp. Table S1. Summary of the clinical characteristics of children with TTI2

mutation

Patient -2 II-5 -9
Gender M F F

born 04/10/1974 12/09/1979 03/05/1987
Prenatal/neonatal period normal normal normal
Severe ID + + +

Walk independently (years) |2.5 3 2.5
Speech Few words No words No words
Stereotypies + + +
Hyperactivity + + +
Agressivity + + +

Sleep disorder - - +

Head circumference 50.5cm (< -4 SD) 50 cm (< - 3 SD) 48 cm (- 4 SD)

Height

Weight

Vision

Hearing

Facial dysmorphy

Vertebral anomalies

Other features

150 cm (< - 4 SD)
42kg
normal

normal

cyphoscoliosis
Dental malposition

Hallus valgus

143 cm (< - 3.5 SD)
48kg
normal

normal

scoliosis

135cm (< - 4 SD)
48 kg
normal

normal

cyphoscoliosis

Dental malposition

OFC: occipitofrontal circumference, H: height, IgA ,IgM,IgE: immunoglobulin,
m: month, NA: not available, nl: normal, y: year
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Supp. Table S2. IBD regions

chromosome | position (hg19) position taille (Mb) |lod score |# génes

8 31138127-42618286 8p12-p11.21 11.5 2.5327 60
49536604-50232086 | 8q11.21 0.7 2.5327 3
51348758-53047970 8q11.21-q11.23 | 1.7 2.5327 4
58390922-60539305 8g12.1 21 2.4395 6
70696034-72166253 8q13.3 1.5 2.4324 7

9 120229555-121661874 | 9933.1 1.5 2.5327 2
133843861-137153374 | 9934.12-934.2 |3.5 2.5327 54
137248166-139367457 | 9934.2-934.3 2.1 2.5327 35

16 18086557-22261697 16p12.3-p12.2 |4.2 2.5327 50
61101396-65382833 | 16g21 4.3 2.5327 3
65420673-66861966 | 16g21-q22.1 1.5 2.5327 15
68434883-70531366 | 16g22.1 2.1 2.5327 36
71242062-72981230 160922.2-922.3 |1.7 2.5326 23

22 26175564-29465677 22q12.1 3.3 2.5327 23

TOTAL 40.1 321
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Supp. Table S3. Number of variants identified by whole-exome sequencing

Total variants 128632

Novel or rare homozygous variants (dbSNP130/1000GP/EVS) 4996

Novel or rare homozygous variants in IBD regions 98
Novel and Non-synonymous/indel/SS variants 2
not found in control chromosomes 1

Candidate Gene TTI2
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6.4 Discussion et perspectives

6.4.1 Les principales caractéristiques cliniques observées dans les anomalies de la réparation
de 'ADN

Plusieurs études ont démontré que le complexe triple T était nécessaire a la stabilité des protéines
PIKKs. Parmi cette famille de 6 membres, 3 (ATM, ATR et DNA-PK) sont impliquées dans les mécanismes
de réparation des CDB de I'ADN ; qu'il s'agisse de réparation par recombinaison homologue (Homologous
Recombinational ou HR) ou par jonction d'extrémités non homologues (Non-Homologous End-Joining ou
NHEJ). C'est la raison pour laquelle nous avons souhaité comparer les signes cliniques observés chez nos
patients (MRT39) a ceux observés chez les malades porteurs de mutations affectant ces voies de réparation.
Dans la table 6.1 ci-dessous, nous nous sommes donc concentrés sur les pathologies de la réparation dont
les génes responsables sont impliqués dans les mécanismes de réparation des CDB.

L'analyse de cette comparaison montre que la DI, la microcéphalie et le retard de croissance sont des signes
retrouvés chez la majorité des malades. Les anomalies du squelette sont retrouvées dans |I'anémie de Fanconi,
le syndrome de Seckel et le déficit en cernunnos-XLF tandis qu'une dysmorphie faciale est observée dans
les syndromes de Nijmegen, de Seckel et le déficit en cernunnos-XLF. En revanche, le tableau clinique des
patients T T/2 différe significativement de celui de I'ataxie telangiectasie (A-T), due a des mutations du géne
ATM et de sa variante I'A-T like disorder (A-TLD), causé par des mutations du géne MREI1. La DI n'est
pas un critére majeur de la description clinique et aucune microcéphalie n'a été rapportée chez les patients
souffrant de ces pathologies. Au niveau neurologique, on peut donc discerner deux groupes distincts au sein
des pathologies de la réparation de I'ADN ; séparés par une double barre dans la table 6.1 : un ensemble de
pathologies neurodéveloppementales (de la MRT30 au syndrome de Bloom) d'une part et d’autre part deux
pathologies caractérisée par une neurodégenerescence progressive (a partir de I'dge de 1 a 2 ans chez les
patients A-T).

Etant donné que les génes responsables de I'A-T et I'A-TLD sont aussi impliqués dans les voies de la
réparation des CDB (NHEJ et HR), nous pouvons nous demander la raison de cette divergence de phénotype
neurologique. Une hypothése a été proposée pour expliquer ce trait phénotypique [O'Driscoll and Jeggo, 2008,
Rulten and Caldecott, 2013]. Lors du développement du cerveau de I'embryon, des vagues de prolifération des
neuroprogéniteurs puis de migration et différentiation des cellules neuronales se succédent, pendant lesquelles
sont sollicitées les voies de réparation des CDB HR et NHEJ respectivement. Un dysfonctionnement de ces
voies peut conduire a un excés de CDB entrainant une mort cellulaire importante et une microcéphalie. Dans
ces cellules, la mort cellulaire serait activée par la protéine ATM et le complexe MRN. Par conséquent, en
I"absence de ATM, les neurones portant des CDB non réparées risquent d'échapper a I'apoptose et persister
malgré un dysfonctionnement de ceux-ci, entrainant une neuropathie juvénile, dégénérative et progressive.

De plus, un déficit immunitaire et une prédisposition au cancer, deux signes trés souvent associés aux
anomalies de réparation de '’ADN, ne sont pas rapportés chez nos patients. Ces signes ne sont pas non plus
observés chez les patients avec un syndrome de Seckel dont le tableau clinique est le plus proche des patients
El.
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Caractéristiques Patients El Syndrome Syndrome Déficit en Anémie de Fanconi Déficit en Syndrome de Ataxie A-T-like
(MRT39) de Seckel de DNA ligase cernunnos-XLF Bloom telangiectasie disorder
Nijmegen \Y (NHEJ1) (A-T) (A-TLD)
MIM 615541 210600 251260 606593 227650 611291 210900 208900 604391
Géne TTI2 ATR NBS1/NBN LIG4 Génes FANC XLF/CERNUNNOS | RECQL3/BLM ATM MRE11
Substrats et complexe complexe complexe XRCC4 FANCD2 mono- XRCC4, LIG4, substrat de complexe TTT et ATM et
Interaction(s) TTT et TTT et MRN ubiquitination, une DNA-PK ATM et ATR complexe MRN composants
protéique(s) PIKKs ATRIP cible des protéines du complexe
ATM et ATR MRN
Type de lésions DSBs et DSBs et DSBs DSBs liaisons covalentes DSBs DSBs DSBs DSBs
de ’ADN SSBs SSBs entre brins d’ADN
Voie de la NHEJ et HR NHEJ et NHEJ HR et Réparation NHEJ HR NHEJ NHEJ et HR
réparation HR HR des liaisons
concernée covalentes
Troubles du + +/- - - - - - - -
comportement
Phénotype Dl DI DI DI DI: +/- DI: +/- DI: +/- ataxie cérébelleuse | apraxie oculo-
neurologique progressive et motrice
apraxie
oculomotrice. 30%
des cas avec une
DI modérée ou des
difficultés
d’apprentissage
Microcéphalie + + + + +/- + + - -
Retard de + + + + + + + +/- -
croissance
Anomalies du + + - - + +/- - + -
squelette
Dysmorphie + + + - - + - - -
faciale
Immuno- - - + + + + + + +
déficience
Prédisposition - - + + + - + + -

au cancer

Figure 6.1 : Caractéristiques cliniques des maladies liées a une anomalie de la réparation.

DSBs : Double-Strand Breaks, SSBs : Single-Strand Breaks, HR : Homologous Recombinational, NHEJ : Non-Homologous End-Joining.
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Toutefois, un bilan immunologique a été effectué chez le patient 111.2 afin de déceler d'éventuelles altéra-

tions. Une légére diminution des pourcentages de lymphocytes T CD4 et T CD8 naifs et une augmentation
des lymphocytes T mémoire, notamment des T CD8 effecteurs mémoire RA+ (TEMRA), ont été observées
(table B.2, en annexe). Ce phénotype est observé, plus sévére, dans les pathologies de la réparation avec
atteinte thymique, comme le syndrome de Nijmegen, I'A-T et le déficit en cernunnos-XLF.
Enfin, le dosage des marqueurs tumoraux (table B.3, en annexe) s’est révélé normal chez les 3 patients,
excepté pour I'alpha-feetoprotéine (AFP) : plus de 3 fois la normale chez les filles (111.5 et 111.9) et plus de 2
fois chez le garcon (I11.2). L'augmentation de ce marqueur est caractéristique du carcinome hépato-cellulaire
(CHC) qui représente environ 90% des cancers primitifs du foie. M&me si les chiffres ne sont pas trés élevés,
le neurologue en charge de la famille propose de surveiller de facon réguliére les patients sur le plan clinique,
biologique (notamment par le dosage de I'AFP) et éventuellement radiologique (scanner thoraco abdominal).
Le phénotype des patients mutés dans le géne TT/2 s'inscrit donc clairement dans le spectre des maladies
de la réparation de I'ADN.

6.4.2 Etudes des voies de signalisation des PIKKs

Etant donné I'impact observé sur les niveaux protéiques des différentes PIKKs testées, nous avons souhaité
étudier certaines des voies de signalisation dans lesquelles ces protéines sont impliquées. Nous avons donc
débuté des collaborations avec deux groupes dont les centres d'intérét rejoignent certaines de ces voies et
leur avons envoyé les fibroblastes du patient I11.2.

i) ATM et la réponse au stress oxydatif

En 2012, nous avons eu l'occasion de collaborer avec le Pr Dominique Stoppa-Lyonnet et I'équipe du
Dr Marc-Henri Stern (Institut Curie, Paris) dont le sujet de recherche est la génétique et la biologie des
cancers. D’aprés Barascu et al. [2012], le stress oxydatif entraine une sur-expression de la lamine B, elle-
méme responsable d’une altération de 'architecture des noyaux des cellules. La protéine ATM est un capteur
important des niveaux de ROS dans les cellules humaines et contrdle la réponse au stress oxydatif. Le stress
oxydatif est une caractéristique de I'A-T et une altération de la structure des noyaux est observée dans
les cellules de patients avec A-T. Un excés de ROS (Reactive Oxygen Species) pourrait causer les défauts
neurologiques observés chez nos patients, nos collaborateurs ont donc souhaité étudier ces paramétres dans
les cellules de patients TTI2. Les analyses de circularité des noyaux et de niveau de ROS, menées par le
Dr Guillaume Rieunier a I'institut Curie, n'indiquent pas de différences significatives entre les fibroblastes de
patients et de controles (figures A.12, A.13 et A.14, en annexe).

ii) Les voies de signalisation de ATM et ATR

Nous avons également établi une collaboration avec le groupe du Pr Mark O’Driscoll (Université de
Sussex, Falmer, Brighton, UK) dont les recherches se concentrent sur les maladies de la réparation des
lésions de I'ADN. Ce groupe a montré qu'outre la diminution des niveaux protéiques des protéines ATM et
DNA-PK, une réduction significative des protéines ATR et SMG1 était également observée (données non
présentées).
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Dans un second temps, nos collaborateurs souhaitaient évaluer les effets de la diminution de ces protéines
sur |'activation des voies de signalisation spécifiques dans lesquelles elles sont impliquées. lls ont étudié la
cinétique de la voie de réparation des CDB dépendante de ATM en observant la formation des foci 53BP1
mais aussi le statut phosphorylé vs non-phosphorylé de la protéine CHK1, dépendant de ATR. Les données
préliminaires de ces tests n'indiquent pas de défauts majeurs dans ces voies de signalisation. L'utilisation
d'inhibiteurs de ATM et ATR a permis de démontrer qu’il existe une activité résiduelle de ces protéines dans
les cellules de patients.

iii) La voie de signalisation mTOR

En paralléle des essais menés dans notre laboratoire, le groupe de M. O’Driscoll a analysé la phospho-
rylation de la protéine p70-S6Kinase (Thr389) induite par 'EGF (Epidermal Growth Factor) pour évaluer
I'activité de mTOR (figure A.15 en annexe). Nos résultats ainsi que les leurs ne montrent pas de défaut
significatif (données non présentées).

6.4.3 Perspectives et conclusion préliminaires

Les premiers tests réalisés afin d’explorer les voies de signalisation sous-jacentes aux 3 PIKKs analysées
dans les cellules de patients n’ont pas permis de mettre en évidence de défauts majeurs dans ces voies.
Etant donné qu'il subsiste entre 24 et 50% de protéines, I'activité résiduelle existante est vraisemblablement
suffisante pour assurer une signalisation correcte dans les fibroblastes. Cependant, la mutation 7 7T/2 pour-
rait avoir un impact plus important dans d’autres types cellulaires pour lesquels la stabilité des PIKKs est
primordiale et les voies de signalisation associées a ces protéines sont cruciales. Notamment, la réponse aux
dommages de I'ADN, assurant une stabilité génomique et la survie cellulaire, apparait trés importante dans
les cellules du cerveau en développement et son dysfonctionnement engendre une atteinte neurologique dans
de nombreuses pathologies de la réparation [O'Driscoll and Jeggo, 2008]. Le contrble de la croissance et
de la prolifération cellulaire demeure également une fonction indispensable a la mise en place du systéme
nerveux et au développement en général. La microcéphalie, par exemple, un symptdme largement observé
dans le groupe des anomalies de la réparation et chez nos patients, résulte d'une augmentation de la mort
cellulaire ou d'un défaut de prolifération des cellules souches neuronales pendant le développement cérébral
[O'Driscoll and Jeggo, 2008]. Aussi, une étude d'expression sur des cONA provenant de divers tissus humain
montre que le géne TT/2 est principalement exprimé dans le thymus, les testicules et le cerveau (figure A.16,
en annexe), suggérant I'importance de la stabilité des PIKKs dans ces tissus.

En résumé, le phénotype des patients El est d(i @ une anomalie de dosage plutdét qu'a une perte de fonc-
tion des PIKKSs, puisque les protéines ATM, ATR et DNA-PK sont toujours fonctionnelles, bien que moins
concentrées. Cependant la stoechiométrie affaiblie des trois protéines est susceptible d’entrainer une diminu-
tion générale de I'efficacité de la réparation des CDB. Nous proposons donc que le phénotype des patients
TTI2 résulte de I'effet cumulatif d'une moindre efficacité des différentes voies associées aux 6 PIKKs, dans
des types cellulaires et a des stades de développement ol celles-ci sont particulierement activées.

Dans ce cas de figure précis, |'utilisation des fibroblastes de patients semble limitante. Afin d’évaluer les
effets de la mutation p.1436N du géne TT/2 dans le SNC, d'autres systémes peuvent apporter de nouveaux
éléments de réponses. |l serait intéressant, par exemple, d'évaluer I'effet de I'interférence du géne TT/2 dans
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des cultures neuronales issues de souris et ainsi vérifier notre hypothése. De la mé&me maniére, I'analyse de
I'invalidation du géne dans des modéles animaux tels que le zebrafish nous permettrait de vérifier que celle-ci
entraine une atteinte neurologique, comme observé chez les patients.

Enfin, la publication de ce travail en 2013 a conduit trés récemment a une nouvelle collaboration avec le Pr
Andrew Crosby (University of Exeter Medical School, Exeter, UK). Une famille Iranienne dont les deux enfants
atteints présentent un retard psychomoteur, une absence de langage et des retards de développement nous a
&té confiée. Une unique région IBD de 14 Mb a été identifiée par un tour de génome chez cette famille, dont
le degré de consanguinité des parents est faible. Cette région contient le géne TT/2. Les cliniciens suivant
cette famille ont déclaré que le phénotype s'accorde avec celui des patients El. Nous avons donc entrepris le
séquencage du géne entier chez un des patients de la famille ainsi que chez les parents sains.
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CHAPITRE

LE NGS, UN OUTIL POUR DEFINIR DE NOUVEAUX MODES DE
TRANSMISSION GENETIQUE

7.1 La famille, les patients

La famille Ma, d'origine algérienne, est suivie par le Dr Jeanne Amiel a I'hdpital Necker-Enfants Malades.
Les deux enfants issus d’une union consanguine sont atteints d'une DI sévére, un retard psychomoteur, une
spasticité et une obésité précoce trés sévére qui a débuté a 1 an et demi pour le patient 1.1 et @ 6 mois pour
la patiente 11.2.

7.2 Stratégie

Afin de déterminer les causes génétiques associées a ce tableau clinique, nous avons analysé par WES
chaque membre de la famille. Connaissant I'existence d'une boucle de consanguinité dans cette famille, nous
avons fait I'hypothése d’une transmission autosomique récessive. Bien que ce mode de transmission semble
la meilleure hypothése, nous disposons des données de WES pour I'ensemble de la famille, nous permettant
de tester diverses hypothéses lors de |I'analyse des résultats.

7.3 Reésultats : publication n°2 (en préparation)
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ABSTRACT

We ascertained two sibs, born to consanguineous parents, with severe
encephalopathy, progressive microcephaly and spasticity, thin corpus callosum, and
early onset obesity. Whole-exome sequencing identified two homozygous
substitutions in two genes 170 kb apart on 7922.1: a ¢.1137+1G>T splice mutation in
AP4M1 previously described in a familial case of AP4-deficiency syndrome and the
AZGP1 ¢c.595A>T misense variant. Haplotyping analysis indicated a founder effect of
the AP4M1 mutation, whereas the AZGP1 mutation arose more recently in the family
we describe.

AP4-deficiency syndrome is characterized by severe intellectual disability,
progressive microcephaly and spasticity but obesity is not a clinical feature. AZGP1
encodes an adipokine that stimulate lipolysis in adipocytes and regulates body
weight in mice. We propose that the sibs’ phenotype results from the combined
effects of mutations in both AP4M1 and AZGP1 that account for the neurological

signs and the morbid obesity of early onset, respectively.

Contiguous gene syndromes are the consequence of loss of two or more adjacent
genes and the phenotype reflects a combination of the endophenotypes caused by
the haploinsufficiency of each gene. We propose to broaden this concept to disease
phenotypes resulting from independent mutations in 2 genetically linked genes
causing a contiguous mutation syndrome.

Key Words: Whole-exome sequencing, intellectual deficiency, obesity, AP-4
complex, zinc-alpha2-glycoprotein



We investigated two sibs (one female and one male) born to consanguineous
Algerian parents (figure 1A) presenting the association of severe intellectual
deficiency (ID), psychomotor delay, progressive microcephaly, spasticity, thin corpus
callosum, and severe obesity with early onset (table 1 and figure 1B-C).

To identify the disease-causing mutation of this undiagnosed condition, we
performed whole-exome sequencing (WES) on peripheral-blood DNA from all family
members. We first focused on novel homozygous variants cosegregating with the
disease and corresponding to either nonsynonymous (NS) variants, splice acceptor
and donor site mutations (SS) or coding insertions/deletions (indels). We regarded
variants as novel if they were absent from all publically available data sets, including
those of dbSNP138 (http://www.ncbi.nih.gov/SNP), the 1000 Genomes Project
(http://browser.1000genomes.org/index.html), the NHLBI ESP Exome Variant Server
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/), and from in-house exome data containing
information for over 600 patient samples. Three candidate variants fulfilled these
criteria (table S1) and were confirmed by Sanger sequencing: a splice variant in the
AP4M1 gene (NM_004722.3: ¢.1137+1G>T), a misense variation in the AZGP1 gene
(NM_001185.3: ¢.595A>T, p.Asn199Tyr) and a misense variation in exon 81 of
HERC2 (NM_004667.4: ¢.12445G>A, p.Ala4149Thr) (figure 1D). Filtering WES data
for compound heterozygous mutations or heterozygous “de novo” mutations shared
by the sibs did not provide any additional candidate variants.

The AP4MT1 splice variant affects the donor splice site of intron 14 (figure 1D) and
was previously described in 5 affected sibs from a consanguineous Moroccan family
with a highly similar neurological presentation but no obesity was reported [1]. As
previously demonstrated by Verkerk and colleagues, this variant leads to skipping of
exon 14 in the AP4M1 transcript extracted from patient’s cultured skin fibroblast
(figure 1E). AP4M1 encodes one of the subunit (i) of the adaptor protein (AP)
complex 4, an evolutionary conserved heterotetrameric complexe consisting of two
large (o or B), a medium (p), and a small (o) adaptin. Mutations affecting all four
subunits of AP4 (AP4M1, AP4E1, AP4S1, and AP4B1) have been found to cause
autosomal recessive AP-4 deficiency syndrome characterized by severe ID,
microcephaly, progressive spastic paraplegia, speech delay and growth retardation
(table 1 and table S2) [2].

The p.Ala4149Thr substitution in HERCZ affects an absolutely conserved amino acid
residue located within the Regulator of Chromosome Condensation (RCC1) protein



domain and is predicted to be damaging by various in silico tools (PolyPhen-2 score:
0.968, SIFT score: 0 and disease causing according to Mutation Taster). The HERC2
gene is located on 15q13.1 and encodes a large ubiquitin ligase protein. A distinct
HERC2 founder mutation (c.1781C>T, p.Pro594Leu) has been previously associated
in the Amish community with a disorder characterized by mild developmental delay,
Autism Spectrum Disorder and Angelman-like features (MIM:615516) [3, 4].
Functional studies of the p.Pro594Leu variant demonstrated that it induces protein
aggregation and decreased HERC2 abundance.

The third variant (c.595A>T, p.Asn199Tyr) affects the AZGP1 gene, encoding the
zinc-alpha2-glycoprotein (ZAG). The ¢.595A>T variant does not affect a highly
conserved amino acid residue and its consequences on protein function is unclear
(PolyPhen-2 score: 0.946, SIFT score: 0.01 and Polymorphism according to Mutation
Taster). AP4M1 and AZGP1 are located on chromosome 7g22.1, 170kb apart from
each other (figure 1F). To discriminate between a hot spot and a founder mutation,
we performed genotyping analysis in all family members as well as in 2 affected sibs
from the Moroccan family using microsatellite markers encompassing the AP4M1
locus. As shown in table S3, both families share a common haplotype supporting the
hypothesis of a founder effect of the AP4M1 mutation. The ¢.595A>T AZGP1
mutation was not present in the previously described Moroccan family (table S3).
These data strongly support the hypothesis that the AZGP1 mutation arose more
recently in our family and occurs secondarily to the AP4M1 mutation and on the
same haplotype.

Our patients are severely retarded. They have some features of the autistic spectrum
but marked and prolonged ocular contacts (table 1). Although two AP-4 patients have
been described with a shy and anxious character [5], the majority of patients with AP-
4 deficiency are described as shy, amicable and calm (table 1) [1, 2]. Collectively,
these data predicted only a minor effect of the p.Ala4149Thr HERCZ2 variant
identified in our family and demonstrated that the ¢.1137+1G>T AP4M1 variant
clearly accounts for the neurological features observed in our patients.

However, none of the 33 previously reported AP-4 deficiency cases are reported as
obese, while obesity was described as a feature of the 2 sibs’ condition as it started
very early on in both (before 1 year of age, table 1 and supplemental clinical data).
Similarly, no obesity has been reported in HERCZ2 mutated patients. Whilst, we

cannot exclude that the HERCZ2 variant may contribute to the neurological



presentation of our cases, it is unlikely that it accounts for the obesity. By contrast,
ZAG is an adipokine secreted by the adipose tissue and playing an important role in
the mobilization and utilization of stored lipids [6]. Furthermore, several studies
support the role of the ZAG protein in the regulation of body weight in both animal
models and humans. Reduced plasmatic ZAG levels have been observed in ob/ob
mice [7] and Azgp1 deficient mice shown increased body weight and decreased
adipocytic lipolysis [8]. Moreover, oral administration of human ZAG to ob/ob mice
resulted in progressive loss of body weight [9]. Linkage analyses showed linkage
disequilibrium mapping of genes influencing human obesity, insulin resistance and
Type 2 Diabetes in the 7g22.1 region [10-14] and the rs4215 SNP in AZGP1 gene is
associated with obesity in Chinese populations [15]. Finally, both lower serum
concentrations of ZAG and significantly lower ZAG expression in the adipose tissue
and liver have been observed in obese subjects [6, 16-18]. Further investigations will
be needed to evaluate the ability of the mutant p.Asn199Tyr ZAG protein to induce
lipolysis but these results make AZGP1 an excellent candidate gene for very early
onset obesity in humans and may provide interesting clues for novel therapeutic
interventions in obese patients.

Altogether, our results suggest that the phenotype observed in our patients results
from the additional effects of AP4M1 and AZGP1 mutations accounting for the
neurological signs on the one hand and the precocious morbid obesity on the other
hand. Additional subtle effects of the HERCZ2 variant on the neurological
presentation, particularly on the communicative skills, cannot be excluded. The
current report further demonstrates how consanguinity could increase intrafamilial
clustering of multiple hereditary diseases and how WES has considerably
empowered our ability to detect such complex events.

The term contiguous gene syndromes (CGS) has been proposed in 1986 to explain
the association of unrelated clinical features due to the deletion of multiple genes
lying in close proximity to one another on a single chromosome [19]. The phenotypes
observed arise as a result of the combination of the endophenotypes from each
deleted gene sensitive to haploinsufficiency. While CGS is caused by a single
mutational event (i.e a chromosomal deletion), the phenotype we describe is the
consequence of two independent mutational hits in two genetically linked genes. The
mode of inheritance we describe is also different from a digenic inheritance that
refers to the alteration of two interacting genes to cause a phenotype. While the final



demonstration of our hypothesis is awaiting the identification of AZPG1 mutations in
obese patients with normal neurodevelopment, we propose to use the name
contiguous mutation syndrome to describe this complex and clinically challenging
phenotype caused by independent mutations in genetically linked genes.
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LEGEND TO FIGURES

Figure 1: The combination of two substitutions in AP4M1 and AZGP1 genes
underlies the association of two distinct syndromes in both patients.

A: Pedigree of the family. Shaded symbols indicate the affected individuals. B:
Photographs of patients 1.1 (left) and 11.2 (right). Legal representative of the patients
gave consent for the publication of these photographs. C: Brain MRI of patient 1.2 at
4 years-old (left panel) and a 4 years-old normal control girl (right pannel): Sagittal T1
(i) and sagittal T1 fat sat (ii), axial T2 weighted FSE images (iii) and coronal FLAIR
weighted FSE images (iv). Sagittal T1 (i) and sagittal T1 fat Sat (ii) of the affected girl
show a lipoma of the posterior part of the corpus callosum (white arrows). Axial T2
(iii) show a moderate ventricular dilatation compared to age matched normal control.
The Coronal Flair (iv) of the affected girl shows delayed myelination of the white
matter (arrow) compared to age matched normal control. D: Sequence analysis in a
patient (11.1) and an healthy parent (I.1) showing the ¢.1137+1G>T; the c.595A>T,
p.Asn199Tyr and the ¢.12445G>A, p.Ala4149Thr variants in the AP4M1, AZGP1 and
HERCZ genes respectively. E: Exon 14 skipping in AP4M1 mRNA from patients’
fibroblasts compared to controls’. F: Drawing showing the 7g22.1 region and the the
two mutated genes located 170kb apart.



Table 1: Clinical findings in patients with mutations in AP4 subunits

This report Previously reported patients
.1 1.2 with AP4-deficiency
Sex M F Sex ratio~1
Age at evaluation
(years) 7 4 from 2 to 24
ID Severe Severe 33/33
Speech Less than 10 words, echolalia Never acquired 30/31
Stereotypes Hand-flapping Unmotlvatﬁgpl)g?ngghter, hand- 26/28
Episodes of Shy, amicable and calm for 14/19 unpublished, [2] and [1]
Character Calm heteroagressivity Shy and anxious for 2/19 [5]
rz\leonataitl + " 25/25
ypotonia
Pyramidal + + 33/33
syndrome
Deambulation Achieved then lost, wheelchair Never achieved, wheelchair 31/31
a unique episode of prolonged
. hyperthermic seizure at 10 months of )
Seizures life, treated with valproate until the age 16/31
of 3 years without new convulsions
19/20

MRI examination

Cerebral atrophy

incomplete corpus callosum
agenesis and lipoma,
delayed myelinisation

thin corpus callosum ; ventriculomegaly ; thinning and abnormal
signal of the periventricular white matter; atrophy of the inferior
vermis with cortical atrophy, dilated ventricles, prominent cisterns

_ Head 158D 28D Microcephaly for 25/32
circumference
Stature +1SD +2 SD Short stature for 12/14

early onset of
severe obesity

starting at 18 months of life, weight
>+4 SD at 7 years old

starting at 6 months of life,
weight >+5 SD at 4 years
old

0/33
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Supplementary Material

Patients

II.1 and Il.2 are brother and sister born to first cousin parents originating from Algeria.
They were term-born after an uneventful pregnancy and delivery with normal birth
parameters. Neonatal hypotonia was reported for both patients. At their last visit at 4
(1.2) and 7 (ll.1) years of age, Il.1 had a small head circumference (-1.5SD) and 1.2
was microcephalic with occipitofrontal circumference on -2 standard deviation (Table
1). They had severe intellectual deficiency with only a few single words. Eye contact
was sustained and they both had purposeful handskills. Patient 1.2 presented
unmotivated laughs and episodes of heteroagressivity. Patient |l.1 could walked with
wall support from 15 months of age and then lost the ability to walk at 4 years of age.
Patient 1.2 never achieved independent walking. Today, both patients are
wheelchair-bound. 1l.1 experienced a unique episode of prolonged hyperthermic at
10 months of life and received Valproate until the age of 3 years with no recurrent
episodes. Both presented pyramidal syndrome with hyperreflexia, Babinski sign and
spasticity. Excessive weight gain started at 18 months of life for patient 1l.1 and 6
months of life for patient 11.2. At 7 years of age, the weight of patient Il.1 is over +4
SD and over +5 SD for patient 11.2 at 4 years of age while height remained on the
normal range (+1SD and +2SD respectively). Currently, the father has a BMI of 24
and the mother a BMI of 31.5, with a gain of weight in motherhood. No dysmorphic
features were observed except a short columella. The neck was short with
acanthosis nigricans. Brain MRI showed cerebral atrophy for patient 1.1 (figure 1C,
left pannel) and partial agenesis of the corpus callosum with a lipoma as well as
delayed myelinisation for patient 1.2 (not shown). Multiple ENT infections motivated
amygdalectomy for both patients.

Endocrine and metabolic screening showed no abnormalities except a raised PTH
(57 ng/l, N: 10-46) with normal calcemia (2.57 mmol/l, N: 2.2-2.7) in Il.2 who was
supplemented in Vitamine D. Array-CGH (SpectralChip CC4-V0.3) showed no
pathologic CNV.

All human protocols were reviewed and approved by the institutional review board of

the Necker Hospital and informed consent was obtained from all subjects involved in

this study.



Whole Exome Sequencing (WES)

Agilent SureSelect librairies were prepared from 3 pg of genomic DNA sheared with
a Covaris S2 Ultrasonicator as recommended by the manufacturer. Exome capture
was performed with the 50 Mb SureSelect Human All Exon kit (Agilent technologies)
using a multiplex approach with molecular barcodes for traceable ID of samples.
Sequencing was carried with the SOLiD5500 (Life Technologies) on a pool of
barcoded exome libraries. 75+35 paired-end reads were generated and mapped on
human genome reference (NCBI build37/hg19 version) using LifeScope (Life
Technologies).

Sequences produced allow respectable mean sequence coverage of 39-77 reads per
bp position, with more than 74-85% of targeted bases covered at 15X. Sequence
reads were aligned to the human reference genome sequence (assembly GRCh37)
using Mapreads. SNPs/indels were called using Sequence Alignement/Map tools
(SAMtools) Pileup. Poorly mapped (less than 3X cover) and low-quality reads (less
than 20 quality score) were removed. An in-house software (PolyWeb) was used to
annotate and filter the variants.

Cell culture and RNA extraction

Primary fibroblasts were cultured at 37°C under 5% CO2 in RPMI® + glutamax or
OPTI-MEM® + glutamax supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS) and
5% of penicillin/streptomycin (complete medium) (Life Technologies). Total RNA was
isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to manufacturer’s protocol.
RNA concentration was measured by spectrophotometry (Nanodrop, Thermo
Scientific).

Supplementary Tables

Table S1: Number of variants identified by whole-exome sequencing

Patients 1.1 1.2
Total variants 48036 52062
Novel or rare variants (dbSNP130/1000GP/EVS/in-house database) | 1526 1827
Homozygous for patients and heterozygous for parents 326 370
Coding Non-synonymous/indel/consensus SS variants 65 69
Exclusively novel variants 48 50
Shared by both patients 3 3




Table S2: Litterature review of patients with mutation in one of the four AP4 genes

References AP4M1 | AP4E1 | AP4B1 | AP4S1 | TOTAL | SEX
[1] 5 5|2F,3M
[20] 2 2| 1F,1M
[21] from [22] 2 2| 1F, 1M
2] 2 3 3 8| 4F,4M
Philippe thesis (2012) Gc2iD doctoral school 4 4|1F,3M
[23] 1 2| nd
[24] 2| 2F
(5] 2 2 |1F,1M
[25] 4 2 6 |5F,1M
This report 2 2| 1F,1M
TOTAL (August 2014) 12 7 13 3 35| 18F,15M, 2nd
Nd; no data

Table S3: Genotypes of the two families carrying the ¢.1137+1G>T mutation [1]

This report [1]

markers | genes | NCBI build37 position 1.1 1.2 .1 1.2 | 87RD35 | 87RD38 | unrelated control
D752409 91056453 |219/221 219(219/221|219/221 219(219/223 219
D75657 92566477 | 258/260 | 250/256 | 256/258 | 250/258 246 | 256/258 250/260
D7S479 96093138 |121/123|117/123|117/123 123 123 123 121/123
D7S651 98308219 | 165/171|159/171 171 171 171 171 165/167

AZGP1 99565796 A/T A/T T T A A A

AP4M1 99704138 G/T G/T T T T T G
D752480 100055770 |203/215 | 203/219 203 203 203 203 217/219
D7S515 101703900 | 152/156 152 152 152 154 154 158
D7S52420 106890015 | 282/288 | 284/288 | 284/288 | 284/288 280 280 286/288
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7.4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES : ETUDE FONCTIONNELLE DU VARIANT C.595A>T DU GENE AZGP1

7.4 Conclusions et perspectives : étude fonctionnelle du variant c.595A>T
du géne AZGP1

Les patients de la famille Ma présentent un tableau neurologique trés évocateur du syndrome AP-4.
Etant donné la constance du tableau clinique des 33 patients décrits avec un tel syndrome, nous n'avons
aujourd’hui pas de doute sur la pathogénicité du variant AP4M1 identifié.

Etant donné la littérature disponible démontrant le réle de ZAG dans la régulation du métabolisme
des tissus adipeux, le géne AZGPI1 nous semblait un candidat prometteur pour expliquer I'obésité observée
chez nos patients. Nous avons donc contacté différents groupes afin de constituer une cohorte de patients
supplémentaires avec une obésité précoce et morbide afin de séquencer intégralement le géne AZGPI1 chez
ces patients. Grace a la participation du Pr Maité Tauber et du Pr Jeanne Amiel nous avons sélectionné 12
patients avec une obésité précoce c'est-a-dire avant I'dge de 3 ans. Jusqu’a présent, nous n’'avons pas mis
en évidence de variants candidats chez ces patients.

Avec la collaboration du laboratoire de biochimie métabolique et protéomique de I'hdpital Necker-Enfants
Malades, un dosage de la protéine ZAG par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
en tandem a pu étre réalisé. Le dosage de la concentration plasmatique de ZAG se fait par LC-MS/MS
(Liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry) aprés un dosage des protéines totales, une
dénaturation des protéines, une alkylation des protéines et une digestion par la trypsine [Bondar et al., 2007].
Le tableau 7.1 ci-dessous rassemble les résultats obtenus pour chacun des membres de la famille ainsi que 9
autres sujets. Une trés bonne similitude des résultats a été observée entre deux réplicats et I'utilisation d'une
gamme de protéine recombinante ou une gamme de peptide.

Etat Sujets | Concentration plasmatique de ZAG (mg/L)
S1 50
sains >2 22
S3 88
S4 71
C1 110
C2 74
cancer ORL C3 50
C4 78
Ch 93
[.1 99
: [.2 84
famille Ma i1 =
1.2 63

Table 7.1 : Dosage des concentrations plasmatiques de ZAG.

Connaissant la variabilité possible entre deux individus sains, nous n'avons pas conclu a une diminution de la
concentration plasmatique de ZAG chez les patients. Nous faisons alors I'hypothése que la mutation n'influe
pas la stabilité de la protéine mais peut-étre sa fonction. Nous avons alors collaboré avec les groupes du Pr
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7.5. DEFINITION DU CONCEPT DE SYNDROME DES MUTATIONS CONTIGUES

R. Barouki et du Pr M. Tisdale afin de mettre en place des tests d’efficacité de la lipolyse aprés injection
de la protéine recombinante ZAG sauvage ou mutante. Les premiers tests réalisés ne se sont pas révélés
efficaces avec aucune des deux formes de la protéine. La glycosylation de cette protéine est primordiale pour
assurer son activité. La production de cette protéine a été réalisée dans des cellules de mammiféres. Par
conséquent, on s'attend a une glycosylation correcte de la protéine. Nos collaborateurs tentent aujourd'hui
de tester le statuts glycosylé de la protéine produite. L'activité de la protéine ZAG est dépendante de
sa liaison au récepteurfB-adrenergic (S-AR) a la surface des adipocytes [Russell and Tisdale, 2012]. Cette
capacité d'interaction est fortement altérée par les épisodes de congélations. D’autres approches peuvent
&tre envisagées pour tester I'effet du variant p.Asn199Tyr sur la fonction de la protéine ZAG : un systéme
de surexpression du géne sauvage ou muté dans des lignées cellulaires CHO (Chinese Hamster Ovary) ou
I’administration de la protéine recombinante sauvage ou mutée a des souris ob/ob, comme précédemment
réalisé par Russell and Tisdale [2012].

7.5 Deéfinition du concept de syndrome des mutations contigués

La notion de syndrome des génes contigus a été proposée pour rendre compte d'associations cliniques
lites a I'haploinsuffisance de plusieurs génes contenus dans le segment délété. L'analyse de la famille Ma
par séquencage haut-débit nous a permis d'élargir ce concept. La définition du SGC est basée sur un unique
événement mutationnel; une délétion affectant le dosage génique de plusieurs génes. Le phénotype de la
famille Ma est di a deux événements mutationnels distincts affectant deux génes génétiquement liés. Il ne
s'agit pas de digénisme (une pathologie causée par I'association de défauts dans deux génes distincts) puisque
chaque mutation est a I'origine d’un tableau clinique distinct [Schaffer, 2013]. Les patients de la famille
Ma cumulent donc deux pathologies monogéniques distinctes a spectre phénotypique non chevauchant. La
consanguinité et la liaison génétique des deux génes sont les facteurs responsables de |'association de ces
deux pathologies. Le cas de la famille Ma ressemble au concept du SGC : le tableau clinique des patients est
lie aux mutations de plusieurs génes contenus dans un haplotype délétére. La notion de SGC peut donc étre
étendue a la transmission simultanée d'événements mutationnels indépendants mais génétiquement liés que
nous avons appelé syndrome des mutations contigués (SMC). Les caractéristiques du digénisme, du SGC et
du SMC sont résumées dans la table 7.2.

Caractéristiques SGC famille Ma ou SMC Digénisme
Nombre d’événement mutationnels 1 2 2
Type d'événement mutationnel CNVs substitutions tous types de mutations
Nombre de génes impliqués au moins 2 2 2
Liaison génétique oui oui oui ou non
Interaction génétique non non oui
Mode de transmission dominant récessif dominant ou récessif

Table 7.2 : Comparaison des caractéristiques du SGC, du digénisme et du SMC.
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Troisiéme partie

Approche WES sur des cas sporadiques
cliniquement semblables : identification
d’'un nouveau syndrome de DI et
démonstration du role de NONO dans la
biologie des synapses GABAergiques
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CHAPITRE 8

APPROCHE ADOPTEE

8.1 Présentation des familles

La qualité du recrutement du département de Génétique de I'hdpital Necker-Enfants Malades et I'étroite
interaction de l'institut /magine avec les activités cliniques du département font de ce laboratoire un lieu
privilégié pour développer un programme de recherche basé sur I'analyse exhaustive de patients avec DI.
Les patients présentés dans cette partie sont pris en charge par des médecins de I'H6pital Necker-Enfants
Malades ayant une activité de recherche au sein de l'institut /magine ; les docteurs Jeanne Amiel et Marléne
Rio dont l'interaction a permis de regrouper ces patients au sein d’'une méme étude génétique.

Les patients MCCID1 et 2 sont deux garcons, issus de deux familles non apparentées et non consanguines,
chacun étant I'unique enfant atteint de la fratrie. Les patients présentent principalement une mégalencépha-
lie, un corps calleux épais révélé par I'analyse de I'IRM et une DI, abrégé MCCDI. Ces patients souffrent
également d’une hypoplasie malaire importante accompagnée de troubles sévéres de I'élocution et sont tous
deux minces.

Les cliniciennes, exercant sur le méme site, ont pu pratiquer leurs consultations ensemble et sont formelles ;
ces deux patients présentent des symptdémes identiques, décrivant un méme syndrome, non décrit précédem-

ment.

8.2 WES sur les trios

Face a I'extréme ressemblance des symptdmes, nous avons émis I'hypothése que les deux patients portent
des mutations touchant un méme géne. Afin d'identifier la cause génétique permettant d'expliquer ce syn-
drome, nous avons réalisé le séquencage de |'exome pour les deux trios et analysé les données en privilégiant
la recherche de mutations touchant un géne commun aux deux enfants atteints, sous tous les modes possibles
de transmission génétique. Les résultats de cette étude ont donné lieu a la soumission de I'article n°3 en
Septembre 2014, faisant I'objet du chapitre suivant.

104



CHAPITRE 9

RESULTATS

9.1 Identification des mutations du géne NONO : publication n°3 (soumise)
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Identifying causes of sporadic intellectual disability remains a considerable
medical challenge. Here, we demonstrate that null mutations in the NONO
gene, a member of the Drosophila Behavior Human Splicing (DBHS) protein
family, are a novel cause of X-linked syndromic intellectual disability.
Comparing patients to Nono-deficient mice revealed related behavioral,
craniofacial, and transcriptional anomalies. In brain, these mice also showed
deregulation of a large number of synaptic transcripts including the GABA
receptor alpha2 subunit, as well as impaired postsynaptic scaffolding of
gephyrin, a master organizer of inhibitory synapses. Importantly, alteration of
synaptic scaffolding could be rescued by over-expression of Gabra2in NONO-
compromised neurons, suggesting that aspects of this syndrome are
potentially treatable. Our data identify NONO as a new neurodevelopmental-
disease gene and highlight the key role of DBHS proteins in functional

organization of GABAergic synapses.



Intellectual disability (ID) is characterized by significant limitations in intellectual
functioning and adaptive behavior. Recent developments in next-generation
sequencing (NGS) and whole-exome sequencing (WES) have considerably
empowered detection of disease variants in ID'®. WES was carried out in parallel in
two unrelated male ID patients (MCCID1 and 2), who presented the same slender
built-macrocephaly gestalt, facial features, shy behavior, a thick corpus callosum and
a smaller cerebellum (Fig. 1a and 1b, Table S1 and Supplementary Note).
Hypothesizing that the same disease gene was shared by the two patients, only the
X-linked NONO (Non-octamer-containing, POU-domain DNA-binding protein, also
known as p54NRB) gene emerged as a candidate (Supplementary Table 2).
Capillary sequencing confirmed the de novo occurrence of a splice site variant
affecting the last base of exon 10 in patient MCCID1 (NM_001145408.1:¢c.1131G>A;
p.Ala377Ala) (Supplementary Fig.1). The variant identified in patient MCCID2 was a
one-base-pair insertion in the last coding exon (NM_001145408.1:¢c.1394dup ;
p.Asn466Lysfs*13) inherited from his healthy mother (Supplementary Fig.1).
Immunoblot analyses of cultured skin fibroblast lysates using an anti-NONO antibody
showed a markedly reduced amount of NONO proteins in patient cells compared to
controls (Fig 1c, d). These results were confirmed by immuno-cytochemistry using

the same antibody (Fig. 1e).

NONO belongs to the highly conserved Drosophila Behaviour Human Splicing
(DBHS) protein family. This family includes three members in mammals, namely
NONO, paraspeckle component 1 (PSPC1), and Splicing Factor Proline/Glutamine-
Rich (SFPQ, also known as PSF). DBHS proteins are nuclear proteins forming

homo- and heterodimers in vivo*°, and previous literature documents their



involvement in various aspects of RNA production®. Studies in vitro suggest that they
play a role in transcriptional activation and repression”?®, splicing'®"", pre-mRNA
processing'? and RNA transport'®'*. In addition, they are major components of
nuclear paraspeckles, which have been recognized as nuclear RNA-holding

structures for edited RNAs'>®

that likely play a role in stress-mediated regulation via
nuclear retention of transcripts'”'°. NONO and other DBHS family members also
serve as transcriptional cofactors for correct circadian clock function in both flies and
mammals, where they regulate the circadian clock via interaction with PER
proteins®>#3. However, no study so far has linked impaired function of these proteins
to human disease.

Consistent with the established role for the NONO protein within the circadian clock,
cultured skin fibroblasts from patients showed reduced amplitude of circadian
oscillations (Supplementary Fig. 2). Microarray analysis of cultured skin fibroblast
RNAs in patients compared to controls also revealed a marked modification in the
global pattern of gene expression between the two groups. Indeed, hierarchical
clustering analysis showed that the patient group formed an independent cluster
away from the control RNAs, as illustrated by the corresponding heatmap (Fig. 2a). A
total of 389 differentially expressed genes were shared by the two patients with 372
transcripts being similarly affected (213 down regulated and 159 up regulated),
whereas only 17 transcripts were deregulated in opposite orientation (Fig. 2b,
Supplementary Table 3). Notably, increased levels of PSPC1 (2.22 and 2.78 fold
respectively) and SFPQ transcripts (1.54 and 1.71 fold respectively) were detected in
patients compared to controls. Expression data were confirmed by Western blot
analysis showing increased amounts of PSPC1 and SFPQ proteins in patient

fibroblasts compared to controls (Fig 1c,d).



To further characterize the physiological role of NONO upon brain development, we
analyzed a mouse model in which the Nono gene had been disrupted by genetrap
(992, Visual inspection and CT scan revealed that mutant mice displayed a flattened
nose mimicking the facial anomalies observed in the patients (Fig. 3a-c,
Supplementary Table 4). Similarly, a smaller cerebellum was observed in mutant
mice (Fig 3d, S2, Supplementary Table 4) and patients (Fig. 1b, Supplementary
Table 1), as well as other structural anomalies (Supplementary Fig. 3,
Supplementary Table 1, 4). Behaviorally, mice showed impaired performance in the
Morris Water Maze (Fig 3e,f) reflective of the cognitive defects observed in patients,
as well as a marked anxiety phenotype documented via prepulse inhibition, open
field exploration, and light-dark preference testing (Supplementary Fig. 4). Gene
expression analysis in adult dermal fibroblasts from wild type and Nono? mice also
revealed global transcriptional deregulation in the mutant mice compared to controls
in patterns similar to that of human patients and controls. When human and mouse
data sets were merged and submitted to a hierarchical clustering with the Spearman
correlation similarity measure, the samples were split in two main groups. Nono®
mice samples segregated with the patients group, whereas wild type mice samples
segregated with the human control samples (Fig. 2c and Supplementary Table 5).
Taken together, these data demonstrated a regulatory role of NONO conserved
through evolution and supported the relevance of the Nono? model for further

elucidation of the disease mechanism in patients.

Immunofluorescence analysis using anti-Nono antibodies detected strong

immunoreactivity in mouse brain, including cortex and hippocampus (Fig. 4a).



Staining was strongest in neuronal nuclei (NeuN-positive) in CA1 and CA3 pyramidal
regions and granule cells of the dentate gyrus, but absent from neighboring
astrocytes (GFAP-positive) (Supplementary Fig. 5). Gene expression analysis in
hippocampi of wildtype and Nono® mice identified 882 differentially expressed genes
(Fig. 4b), including the two other DBHS family members Sfoq and Pspc1
(Supplementary Fig. 6), as observed in fibroblasts from NONO-deficient patients
(Supplementary Table 3). Protein levels of these orthologs were also overexpressed
in Nono® hippocampi (Supplementary Fig. 7). Interestingly, mRNA levels of Gabra2,
the GABAA receptor alpha2 subunit, were markedly reduced in hippocampi of Nono
mice compared to controls, a result confirmed by qRT-PCR and Western blot
analyses (Supplementary Fig. 6,9). Finally, pathway analyses suggested that NONO-
regulated genes were markedly enriched in Gene Ontology categories related to
synaptic functions (Supplementary Table 5). To support this in silico prediction, we
compared the synaptosomal transcriptomes from Nono? and control mice. RNA was
extracted from synaptosomal fractions obtained by density gradient
ultracentrifugation®. The quality of this fractionation was confirmed by verifying
enrichment of known synaptically transported RNAs and depletion of known nuclear
RNAs relative to whole transcriptome (Fig S7A-C). We found that 30.5% of
synaptosomal transcripts, including Gabra2 (Fig S6D), were deregulated in samples
from Nono% mice when compared to controls, a significant over-representation
compared to whole transcriptome (Table S6, p=0.0007). Hence, our data suggest

that NONO might play an important role in the regulation of synaptic RNAs.

GabraZ2 codes for a subunit of the GABAA receptors that potentiate the majority of

fast synaptic inhibition in the brain. Previous studies have demonstrated that GABAa



receptors are anchored postsynaptically by gephyrin, which self-assembles into a
scaffold and interacts with the cytoskeleton. Gephyrin binding to GABAA receptors is
mediated by interaction sites that have been mapped within the intracellular loop of of
GABA, receptors al, a2 and a3 subunits®. We thus tested the consequences of
loss of NONO at inhibitory synapses by immunohistological studies of brain sections
from wild type and Nono® mice, using antibodies directed against GABAAR a2 and
gephyrin respectively. Post-synaptic punctate staining for gephyrin and GABAaR a2
was significantly reduced in the CA3 hippocampal region of Nono? mice, while
staining of the presynaptic vesicular GABA transporter marker (VGAT) was
unaffected (Fig. 4c). Quantitative evaluations showed that the number of gephyrin
clusters was significantly reduced, but average cluster size was conserved (Fig. 4d).
Western blot analyses showed markedly reduced GABAAR a2 levels in total brain
lysates and synaptosomes (Supplementary Fig. 9). By contrast, gephyrin levels were
similar in wild type and Nono® in all compartments analyzed (Supplementary Fig. 9).
Taken together, these data suggest that reduced GABAAR a2 levels in Nono? mice
are likely due to transcriptional deregulation. On the other hand, altered gephyrin

clustering is likely a downstream consequence of altered synaptic composition.

In principle, the anomalies observed in Nono? mice could arise from either cellular
synaptic defects, or broader neurodevelopmental changes. To distinguish between
these possibilities and uncover potential cell-autonomous phenotypes, we used high-
resolution fluorescent in situ hybridization to analyse dissociated hippocampal
neurons from wildtype and Nono® mice. As in intact brain slices, we observed a
significant reduction of GabraZ2 transcripts in Nono-deficient neurons but unchanged

transcript levels for other postsynaptic markers (collybistin, Gabra1) (Supplementary



Fig. 10). At the protein level, these cultures showed the same reduction of gephyrin
scaffolding puncta and GABAAR o2 levels, demonstrating that primary culture
neurons from these mice recapitulated the key cytological features observed in
Nono® mouse hippocampi. This cellular model was therefore used for functional

analysis of NONO in post-synaptic biology.

It has been previously established in cultured primary neurons that over-expression
of green fluorescent protein-tagged gephyrin (GFP-gephyrin) has no apparent effect
on gephyrin clustering. This tool was used to examine in more detail the effects of
NONO upon post-synaptic structures®. Inversely to what was observed in Nono-
deficient mouse neurons, over-expression of Myc-tagged NONO in wildtype primary
hippocampal neurons expressing GFP-gephyrin caused a significant increase in
density of GFP-gephyrin puncta compared to neurons transfected with GFP-gephyrin
alone. By contrast, a reduction in GFP-gephyrin density was observed in cells
transfected with a construct over-expressing a mutant form of the NONO protein,
myc-NONO RRM (Fig. 4e,f). This construct contains four point mutations in the RNA
recognition motif (RRM), and is therefore unable to bind to single-stranded RNAs.
Thus, we can conclude that the function of NONO upon synaptic biology is RNA-

dependent.

Gephyrin depends on the presence of GABAAR to form postsynaptic clusters in
GABAergyc synapses, and the size and density of gephyrin scaffolding can be
correlated to strength and frequency of GABAergic transmission®>?°. Thus, gephyrin
clustering is largely impaired in the mice lacking the GABAAR a2 subunit (Gabraz-

KO)?’. Therefore, we hypothesized that the altered gephyrin distribution observed in



NONO-deficient neurons might be the consequence of GabraZ2 transcript
deregulation, and furthermore that this defect might be rescued by over-expressing
GABAAR 02. Indeed, transfection of plasmids expressing Gabraz2 could rescue the
reduced gephyrin cluster density observed in cultured neurons transfected with myc-
NONO RRM (Fig. 4g,h), further supporting the view that NONO alters postsynaptic

structure by regulating GabraZ levels.

In conclusion, this study shows that NONO-null mutations cause a novel, clinically
recognizable ID syndrome, with slender built-macrocephaly, malar hypoplasia and
thick corpus callosum. A mouse model deficient in NONO recapitulates the major
features of this syndrome. Studying brains and neurons from these mutant mice
suggested that NONO plays an unsuspected role in regulating inhibitory synaptic
biology, results also consistent with intellectual and anxiety phenotypes of these
mice. Previous studies have identified NONO as a member of a neuronal RNA
transport complex'® and demonstrated increased NONO abundance at synapses in
response to synaptic activity?®, but no study has yet linked dysfunction in NONO or
other DBHS proteins to any human disease. Our studies clearly demonstrate that, in
the brain, NONO function is primarily mediated by its role in the regulation of RNA
expression, and suggest that it may contribute to the local regulation of RNA
metabolism underlying activity-dependent regulation of dendritic spine morphology.
Finally, because inhibitory synapse structural defects caused by NONO dysfunction
could be rescued by increasing the number of GABA-a2 receptors, this study opens
reasoned opportunities for therapeutic trials in this novel intellectual disability

syndrome.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: P54NRB/NONO mutations and their functional consequences (a)

Photographs and pedigree of both patients. Shaded symbols indicate the affected

individuals. (b) Sagittal T1 and axial FSE T2 brain MRI of patient MCCID1 at 9 years-

old (left panel) and patient MCCID2 at 8 years old (right panel) showing a thick

corpus callosum, a small cerebellum and a Chiari | malformation (arrows). (c)

Immunoblots showing a complete absence of the NONO protein and overexpression

of PSPC1 and SFPQ proteins in patients’ cells compared to controls. (d)

Densitometry analyses. Means * standard error (SEM) for the three DBHS proteins

relative to the amount of total proteins are given from two independent experiment
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and expressed as a percentage of the control values (100%). Significance was
calculated using two-way analysis of variance (ANOVA) test with Tukey correction.
Here and in subsequent figures, * P value < 0.05, ** P value < 0.01, *** P value <
0.001 (e) Immunofluorescence showing the complete absence of the NONO protein

in patients’ cells compared to controls.

Figure 2. Transcriptome analysis in human and mouse cells (a) Heatmap cluster
analyses indicating similarity in expression profile among probes from the two
patients and differences compared to the two controls. High detection signals relative
to the mean were colored in red. Low detection signals were colored in green. The
cut-off for inclusion in the heatmap was a 1.5-fold alteration of probe expression for
both patients. (b) Venn diagram showing the number of genes commonly or
differentially expressed in the two patients compared to the mean of the two controls.
Significant differences are based on a 1.5-fold difference and a P-value of<.05. U=
up, D= down. (¢) Hierarchical clustering analysis of combined mouse and human
orthologous genes, resulting in a striking separation highlighting similarity of mouse

and human transcriptional dysregulation.

Figure 3. Functional consequences of NONO deficiency in mice. (a) Side
view of representative Nono® mouse (right) compared to wildtype littermate (left).
(b) CTscan analysis indicating a flattened and distorted nose in Nono® mice
(right) compared to WT (left). (¢) Quantification of skull length, width and nose
length in Nono? mice (black) compared to wildtype littermate (white). n = 20 mice
per genotype. P < 0.001 ; Student’s ttest. Bars represent mean + SD. (d) MRI

scan of representative Nono® mouse (right) compared to wildtype littermate (left).
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Yellow arrow indicates cerebellum. Also see Supplementary Fig 3 and
Supplementary Table 4. (e-f) Behavior of Nono% mice and WT littermates in
Morris water maze, n=16-20 per genotype. Black circles, Nono®; open circles,
WT. Unless otherwise noted in this and subsequent figure, bars represent means
+ SEM. (e) Gallagher’s proximity test scores, i.e. average distance of mice from
goal as fraction of total distance. Repeated ANOVA, gene p<0.0237, time
p<0.001, gene x time n.s. (f) Whishaw’s error, i.e. % path outside an 18cm-wide
corridor connecting release point and goal. Gene p<0.0215, time p<0.001, gene x

time n.s.

Figure 4. Effects of NONO deficiency upon synaptic biology. (a)
Immunofluorescence labeling of NONO in wildtype (top) and Nono® (bottom)
mouse coronal brain sections. PL = pyramidal cell layer, DG = dentate gyrus. (b)
Scatter plot of hippocampal transcriptome from WT and Nono? mice. Red,
diffrentially expressed genes, p < 0.01 and log ratio = 0.5. (c)
Immunohistochemical staining for inhibitory postsynaptic marker gephyrin
(green), GABA type Il receptor (red), and the presynaptic marker vGat (blue) in
wildtype and Nono? mice in the stratum radiatum CA3 of the hippocampus. (d)
Quantification of gephyrin, GABA type Il receptor and vGat density (left) and
gephyrin cluster size (right). Means + SD are shown, P<0.05, P<0.01;
Student’s t-test (top) and Kolmogorov-Smirnov test (bottom). (e-h)
Immunofluorescence analysis of inhibitory synapse morphology in-vitro. (e)
Primary hippocampal rat neurons expressing control GFP-gephyrin alone, or (e’)
co-expressed with myc-NONO, or (e”’) co-expressed with RNA binding-deficient

myc-NONO-RRM,. Boxed region is magnified beneath. Postsynaptic clustering is
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demonstrated by apposition of eGFP-gephyrin clusters (green) to vGat -positive
terminals (blue). (f) Quantification of cluster density distribution in 9 neurons from
3 independent experiments., Control x NONO "P < 0.05, Control x NONO- RRM
'P<0.05 using Kolmogorov-Smirnov test. (g) Primary hippocampal rat neurons
expressing control GFP-gephyrin alone, or (g’) co-expressed with myc-NONO-
RRM, or (g”) co-expressed with myc-NONO-RRM and GABRAZ2. (h)
Quantification, showing complete rescue of the impaired gephyrin cluster
distribution by GABRA2. Control x NONO RRM "P < 0.05, Control x NONO RRM

GABRA2 "P < 0.05 using Kolmogorov-Smirnov test.
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ONLINE METHODS

Patients

All human protocols were reviewed and approved by the institutional review board of
the Necker Hospital and informed consent was obtained from all subjects involved in
this study.

Case MCCID1 was the second child of healthy, nonconsanguineous parents. Family
history is unremarkable. He was born in the 41st week of gestation, after a normal
pregnancy and delivery and an Apgar score® of 10/10. Parameters at birth were in
the normal range (BW 3370g, LW 50.5 cm, HC 34 cm). Developmental milestones
were delayed: he was able to walk alone at 3 years of age, and had limited speech
with preserved comprehension. He developed absence seizures at the age of 5
years and continued to have seizures with increased frequency. He had strabismus
and myopia. At the age of 15 years, he developed severe kyphoscoliosis. On
examination at 17.5 years, his height was 1.79 m (+1SD), his weigh 50 kg (-1.5SD),
and OFC 60.5 cm (+4SD). Hand and feet were narrow with long fingers and toes,
overriding toes and bilateral ankylosis of the metacarpophalangeal joint of thumb. He
had flat feet with dystrophic nails. He had long and expressionless face, malar
hypoplasia, short palpebrale fissures, small and open mouth with drooling, high-
arched-palate and enamel defect. He had slender build and distal amyotrophy.
Speech was limited with simple sentences, severe elocution disability and nasal
speech. Extensive metabolic screening was normal. Myotonic dystrophy and fragile X
were excluded. Brain MRI demonstrated bilateral megalencephaly, a thick corpus
callosum, enlarged white matter, septum pellucidum cyst, and a small cerebellum.
High resolution cytogenetic studies (array CGH) identified a de novo 15q13.3

deletion.
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Case MCCID2, a male, is the first child of healthy, non consanguineous parents with
no medical family history of note. He has 3 healthy younger sisters (Figure 1A).
Because hydramnios and short long bones were noted in the 2™ trimester of
pregnancy, amniocentesis was performed and karyotyping showed normal
chromosomes, 46,XY. He was born at 37.6 WG with low birth parameters (BW: 2540
g, BL: 46 cm, OFC: 35.5 cm) and an Apgar score of 10/10. He presented poor
sucking, gastrointestinal reflux, stridor, cryptorchidism and hypotonia from birth. He
developed convergent strabismus within the first year of age. Motor skills have been
delayed with head control achieved at 10 months and walking unaided at 3 years of
age. At that time language was limited to a few single words. He was slender built
and macrocephalic with weight and height on -2 SD and head circumference on +2
SD. His thorax was long and narrow and he developed kyphoscoliosis and pes
planus. He was awkward and slow with weak patella reflexes. He suffered from
drooling, persistent deglutition difficulties and severe elocution disability with nasal
speech. He could not blow or smack. He had multiple dental caries due to mouth
breathing. Chronic otitis media resulted in conductive hearing loss of 40 to 60 dB and
has been treated with grommets. Hands and feet were narrow with overriding toes
and ankylosis of the metacarpophalangeal joint of both thumbs. Although
macrocephalic, his forehead was relatively short and narrow with low frontal and
temporal hairline. The face was elongated with upslanting palpebral features, a
convergent squint, a thin and high nasal root with deviated nasal septum and large
tip with short columella, severe malar hypoplasia, a small open mouth with narrow
and high palate, narrow dental arcades and crowding of teeth. Ears were normally
placed and folded with hypoplastic ear lobes. He made constant progress, was toilet

trained at about 7 years, speaks in sentences and is able to write his name and read
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simple words. He has a shy, gentle and cheerful behaviour. When last seen at 15
years of age, puberty was delayed and orthopaedic surgery of the kyphoscoliosis
was planed.

Brain MRI performed at 18 months and 8 years showed a thick corpus callosum,
asymmetric trigone and lateral ventricles and a Chiari malformation type | (Figure
1B). EEG showed no gross anomaly. Extensive metabolic screening was normal.
Skeletal X-rays showed no malformation of the vertebrae. CytoChip™ (BlueGnome,
Cambridge) array-CGH did not detect any copy number variant.

Whole-exome sequencing

Agilent SureSelect librairies were prepared from 3 pg of genomic DNA sheared with
a Covaris S2 Ultrasonicator as recommended by the manufacturer. Exome capture
was performed with the 50 Mb SureSelect Human All Exon kit (Agilent technologies)
using a multiplex approach with molecular barcodes for traceable ID of samples.
Sequencing was carried with the SOLiID5500 (Life Technologies) on a pool of
barcoded exome librairies. 75+35 paired-end reads were generated and mapped on
human genome reference (NCBI build37/hg19 version) using LifeScope (Life
Technologies).

Sequences produced allowed a mean sequence coverage of 42-87 reads per bp.
The average coverage was 70X, with more than 75% of targeted bases covered 15X.
Sequence reads were aligned to the human reference genome sequence (assembly
GRCh37) using Mapreads. SNPs/indels were called using Genome analysis toolkit
and Picard tools. Poorly mapped (less than 3X cover) and low-quality reads (less
than 20 quality score) were removed. An in-house software (PolyWeb) was used to

annotate and filter the variants.
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Mice

Generation of Nono® mice was described previously?*. Mice have been backcrossed
greater than 12 generations to C57/BI6J. All experiments were performed by
comparing adult wild type and mutant littermates (2-3 months old). Animal housing
and experimental procedures are in agreement with veterinary law of the canton of
Zurich.

CT and MR Scanning and analysis

The skulls of 20 mice per genotype were scanned with in vivo 3D micro computed
tomography (Quantum Fx, Perkin EImer, Waltham MA). All mice were sacrificed prior
to scanning and placed in the micro CT in ventral recumbency with the head
centered to the field of view. Scans were taken with an isotropic voxel resolution of
59 um. The protocol used 90 kV and 100 pA with 50 msec per projection resulting in
a total scan time of 3 minutes for 360°. 3D surface reconstructions of all skulls were
created using the Quantum Fx viewer and assessed/scored for signs of deformation
and morphological anormalies by two independent investigators. Analysis of skull
parameters was done as described previously*®. Micro MR images were acquired as
described previously®' via high-resolution MRI of mouse brain at 9.4T using a
cryogenic quadrature transceiver coil. (Inplane image resolution 60x60mmz2).
Mouse Behavioral Experiments

STATISTICAL MODELS: Data were analyzed using mixed ANOVA models with
genotype (KO, WT) as between-subject factor. Within-subject factors were added as
needed to explore the dependence of genotype effects on place, time, or stimulus.
Significant interactions and, where necessary, significant main effects were further
explored by Tukey-Kramer post-hoc tests or by splitting the ANOVA model, as

appropriate. One-sample t-tests were used for follow-up comparisons against chance
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levels. Variables known to produce strongly skewed distributions and/or frequent
outliers were subjected to a log transformation before ANOVA analysis (as indicated,
e.g. latency measures). The significance threshold was set at 0.05. The false
discovery rate (FDR) control procedure of Hochberg was applied to groups of
conceptually related variables within single tests to correct significance thresholds for

multiple comparisons.

DESCRIPTIONS OF INDIVIDUAL TESTS:

Prepulse Inhibition: The session consists of a series of six 40-ms startling pulses of
different intensities varying between 100 and 120 dB in order to get an average
magnitude of the initial animal’s startle response. The animal is then subjected to a
succession of 6 discrete trials. Each trial includes a short period of background white
noise (control no- stimulus condition), followed by 20-ms pre-pulses (4, 8, 12, 16, and
20 decibels above the background white noise) and 40-ms startling pulses (100 to
120 dB) presented either separately or in combination (pre-pulse + pulse, with a
delay of 100 ms between the two stimuli). The session is completed with additional
six 40-ms startling pulses and background noise. The time interval between two

stimulus presentations can vary between 10 and 20 seconds.

Elevated plus maze: The apparatus is a crossbar-shape maze, comprising two
symmetrically arranged open arms equipped with 3-mm ledges and two closed arms
equipped with 20-cm walls. The intersection of the 4 arms forms a small central zone
(5 cm x 5 cm). The maze is elevated 38 cm from the ground. The whole apparatus is
made of semi-transparent Plexiglas. The mouse is put on the central platform, the
head facing a closed arm. The session lasts 5 min, starting once it enters the four
paws in to one arm, whichever close or open. The behavioral parameters are

recorded on-line.

20



Open-field Test: The large open-field arena is circular with a diameter of 150 cm, a
white plastic floor, and 35 cm high sidewalls made of white polypropylene.
lllumination is by indirect diffuse room light (4 40W bulbs, 12 lux). Each subject is
released near the wall and observed for 10 min. The same procedure is repeated the
following day, resulting in a total observation time of 20 min. Movements are tracked
using Noldus EthoVision. The number of deposited fecal boli is recorded after each

session.

Light-Dark box: A 20x30 cm lit chamber with transparent Perspex walls (20 cm
high) and open top is connected to a 20x15x20 cm polyvinyl-chloride box. The box is
dark (ca. 10 lux) and completely enclosed, except for the 7.5x7.5 cm opening
connecting it to the lit chamber. The lit chamber is under direct room light (ca. 450
lux). Each subject is released in the middle of the lit compartment and observed for 5
min. Movements are tracked using Noldus EthoVision. Rearings and grooming are
recorded using the keyboard event-recorder provided by the video-tracking system.
Morris Water Maze: This test was conducted as described previously®?, in ca. 12-
lux light in a 150cm-diameter water pool. Six trials are conducted per day, each
separated by 30-60min and lasting 2min, either learning (15x15cm platform 0.5cm
above the water surface), or testing (platform 0.5cm below water surface). Three
days of acquisition and two days of reversal training are conducted. Movements are
tracked using Noldus Ethovision. Mouse performance was evaluated using
Gallagher’'s measure of proximity (the average distance away from the goal during
the test) and Whishaw’s error (% path outside a 18cm wide straight corridor

connecting release point and goal)®*3*,
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Expression analyses

Total cultured human and mouse skin fibroblast RNAs were isolated using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen). RNA quality was assessed using RNA Nano LabChips
and the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) and RNA concentration was
measured by spectrophotometry (Nanodrop, Thermo Scientific). Briefly, 100 ng of
total RNA was reverse transcribed, and second strand DNA was produced and
amplified by in vitro transcription in the presence of biotinylated ribonucleotides using
the IVT Express kit (Affymetrix). Microarray experiments were performed for 2
controls and 2 patients in duplicate on the Affymetrix Human PrimeView Arrays (a
genome wide array with 49293 probe sets), hybridized with fragmented amplified
RNA as recommended by the manufacturer. Similarly, mouse RNAs from 2 Nono®
and 2 WT mice were hybridized on Affymetrix GeneChip® Mouse Genome 430 2.0
Arrays (a genome wide array allowing the analysis of 39,000 transcripts).
Fluorescence data were imported into two analysis softwares: Affymetrix®
Expression Console™ and R Bioconductor. Gene expression levels were calculated
using the RMA algorithm Expression Console and flags were computed using a
custom algorithm within R [http://www.r-project.org/]. Assuming that a maximum of
80% of genes are expressed we select the 20% lowest values for each microarray to
be background expression data measures. We have then computed a threshold at
two standard deviations over the mean of the background. All probes which
normalized intensity measures were lower than the computed threshold were flagged
0 instead of 1. The list has been created filtering probes flagged as 1 for at least half
of the chips. The group comparisons were done using Student’s ttest. To estimate
the false discovery rate we filtered the resulting p-values at 5% and used the

Benjamini and Hochberg, Bonferroni or without correction. Cluster analysis was
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performed by hierarchical clustering using the Spearman correlation similarity
measure and average linkage algorithm.
Meta-analysis of human and mouse samples types was performed as previously

described®.

Mouse hippocampal RNAs were extracted using a GenElute Mammalian Total RNA
Miniprep Kit (Sigma, St Louis, MO, USA) according to the manufacturer's
instructions. Total RNA was quantified by absorbance spectroscopy and RNA
integrity and quality was assessed by 1.0% agarose gel electrophoresis. Total RNA
(1 ug) was transcribed to cDNA with SuperScript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
using random hexamer primers according to the manufacturer's instructions.

For quantitative real-time PCR (qPCR), 20 ng of cDNA was used, and single
transcript levels of genes were detected with the HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix
(Solis BioDyne, Tartu, Estonia) and an AB7900 thermocycler. Primers used for
detection of synaptic transcripts were as follows: B-actin,
AGTGTGACGTTGACATCCGTA (sense), GCCAGAGCAGTAATCTCCTTCT
(antisense); Gephn, GGCGACCGAGGGAATGAT (sense),
CCACCCAACAAAGAAGGATCTT (antisense); Gabratl,
GGTTGACCGTGAGAGCTGAA (sense), CTACAACCACTGAACGGGCT
(antisense); Gabra2, CAGTGGCCCATAACATGACAAT (sense),
GGACATTCGGCTTGGACTGT (antisense); CamKlla,
CCCCTTTCGCCTACATGTGA (sense), GGCTACAGTGGAGCGGCTTA (antisense).

Data were analyzed using the comparative CT method (Schmittgen & Livak, 2008).
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For transcriptome analysis using RNA-Seq, the quality of the isolated RNA was
determined with a Qubit® (1.0) Fluorometer (Life Technologies, California, USA) and
a Bioanalyzer 2100 (Agilent, Waldbronn, Germany). RNAs were then processed
using The TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit (lllumina, Inc, California, USA)
according to the manufacturer recommendations. The TruSeq SR Cluster Kit v3-
cBot-HS or TruSeq PE Cluster Kit v3-cBot-HS (lllumina, Inc, California, USA) was
used for cluster generation using 8 pM of pooled normalized libraries on the cBOT.
Sequencing was performed on a lllumina HiSeq 2000 system using the TruSeq SBS
Kit v3-HS (lllumina, Inc, California, USA) with paired end 2 X100 reads or single end
1X100 reads.

RNA-seq reads were quality-checked with fastqc which computes various quality
metrics for the raw reads. Reads were aligned to the genome and transcriptome with
tophat v 1.3.3. Before mapping the low quality ends of the reads were clipped (3
bases from the read start and 10 bases from the read end). Tophat was run with
default options. The fragment length parameter was set to 100 bases with a standard
deviation of 100 bases. Based on these alignments the distribution of the reads
across genomic features was assessed.Isoform expression was quantified with the
RSEM algorithm (http://www.biomedcentral.com/1471-2105/12/323) with the option
for estimation of the read start position distribution turned on.

Cell culture and transfection

Human primary fibroblasts were cultured at 37°C under 5% CO2 in RPMI® +
glutamax or OPTI-MEM® + glutamax supplemented with 10% of fetal bovine serum

(FBS) and 5% of penicillin/streptomycin (complete medium) (Life Technologies).
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Mouse primary hippocampal neuron cultures were prepared as described
previously®”. Hippocampal cultures were transfected with 0.5 pg of either eGFP—
gephyrin or the specific myc—NONO construct according to the protocol described
previously®. Cells were transfected after 8 DIV and processed for
immunofluorescence 7 days later (referred to as 8+7 DIV). In co-transfection
experiments the total DNA concentration was maintained at 1.5 pg.

Plasmids used for transfection

The eGFP—gephyrin P1 variant has been described previously®’. Overexpression of
myc-NONO and myc-NONO RRM, were conducted using the plasmids described
previously®. GABRA2 was created amplifying rat cDNA by primers containing Hindlll
and Xhol sites and subsequent cloning into the pCR3.1 vector.

Western blot

Human primary fibroblasts protein extracts were prepared on ice in lysis buffer (50
mM Tris pH 8, 170 mM NaCl, 0.5% NP-40 X-100, 50 mM NaF, and Complete EDTA-
free protease inhibitor 11697498001, Roche Applied Science). The Bradford protein
assay was used to determine the concentration of each sample (B6916-500 Sigma).
20-30pug of protein extracts were separated by 4-20% SDS-PAGE (SDS-PAGE Mini-
PROTEAN® TGX Stain Free™ #4568093 Biorad). Stain Free gels were exposed to
UV light for 2’30” prior to transfer to 0.2 um nitrocellulose membranes (Trans-Blot
Turbo Transfer Pack #1704158 Biorad). UV-induced fluorescence corresponding to
total proteins were first visualized with ChemiDoc MP imaging system, then blocked
with 5% nonfat dried milk powder (Invitrogen) diluted in PBS-T (1XPBS with 0.2%
Tween-20) for 1-2H and incubated overnight at 4°C in 2% milk in PBS-T with the
primary antibodies: NONO, SFPQ, PSPC1, and B-actin used as a control for protein

loading. Membranes were then incubated with horseradish peroxidase—conjugated
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secondary antibodies. Proteins were visualized using ECL-Plus (GE Healthcare).
Various exposure times were performed for either autoradiography films and AGFA
development (Curix 60 n°1829) or Chemidoc system (Biorad). Raw signal intensities
were first obtained for target proteins as well as total proteins profile, with the same
sample as reference, using volume tools in the ImagelLab software (Biorad).
Background signal was deducted from each value. Final quantification data were
given as a ratio of target signal to total signal.

Mouse brain lysate and sample preparation were performed as described®. Each
lane was loaded with 50 ug protein and after blotting, the nitrocellulose membrane
was directly blocked for 30 min with 1% solution of Western Blocking Reagent

(Roche Applied Science, Indianapolis, US).

Antibodies

The following antibodies were used: Human Antibodies: mouse anti--actin (AM4302,
1:20,000; Ambion), rabbit anti-NONO (LS-C31127, 1:2,000; LSBio Cliniscience),
rabbit anti-SFPQ (A301-320A, Bethyl), mouse anti-PSPC1 (sc-374181, 1:1,000;
Santa Cruz), Mouse anti-gephyrin antibody (mAb7a, 1:3000; or 3B11, 1:10000;
Synaptic Systems, Gottingen, Germany), rabbit anti-vGAT antibody (1:3000,
Synaptic Systems, Gottingen, Germany), guinea pig anti-GABAAR a2 subunit
antibody®, mouse anti-Myc (1:10000, Roche), rabbit anti-NONO (1:500,%%), rabbit

anti-PSPC1 (1:500,2°). rabbit anti-SFPQ (1:500, 2°), NeuN (MAB377, Milipore),

GFAP (Z0334, DAK=0O and MAB360, Millipore), PSD-95 (MA1-045, Affinity
Bioreagents), B-actin (MAB1501, Millipore). Secondary antibodies were Donkey anti-
rabbit IgG-HRP antibody (1:20,000; sc-2313, Santa Cruz) or donkey anti-mouse IgG-

HRP antibody (1:20,000; sc-2314, Santa Cruz).
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Immunocytochemistry and Imaging on human skin fibroblasts

Cells were harvested and seeded one day prior to immunocytochemistry experiment
with equal cell density for each well. 24H later, cells were rinsed twice in PBS and
fixed in IC fixation buffer (FBOO1 Invitrogen) for 10 minutes at room temperature.
Cells were then permeabilized with 0.5% Triton X-100 for 10 minutes at room
temperature. After 3 PBS washes, blocking was done with 5% BSA diluted in 0.1%
Triton-PBS for 30 minutes at room temperature. Hybridization was performed with
the first antibodies used in Western blotting experiments in a moist chamber
overnight at 4°C. After 3 x 10 minutes 0.1% Triton-PBS washes, the following
detections were carried out with secondary antibodies Alexa488 anti-rabbit IgG
(1:400, A-11034, Life Technologies) and Alexa594 anti-mouse IgG (1:400, A-11005,
Life Technologies) for 1H at room temperature in a dark and moist chamber. After 3 x
10 minutes 0.1% Triton-PBS washes and a final PBS wash, slides were mounted
with ProLong (P36935, Invitrogen). Images were taken with a Zeiss LSM700
microscope fitted with a Plan-Apochromat 40x/1.3 Oil DIC M27 objectif and the Zen
2009 software. Images montage was done using ImageJ.

Immunocytochemistry and immunohistochemistry on mouse samples
Immunocytochemistry was performed as described previously®®. In short, cells were
rinsed in PBS and fixed for 10 minutes in 4% paraformaldehyde at room temperature.
Cells were permeabilized with 0.01% Triton X-100 and detection of intracellular
proteins were achieved by incubation for 60 minutes at room temperature with
primary antibodies diluted in PBS containing 10% normal serum, followed by
incubation with secondary antibodies coupled to Cy3 or Cy5 (1:500, Jackson
ImmunoResearch) for 30 minutes at room temperature. Finally, coverslips were

mounted with fluorescent mounting medium (Dako Cytomation, Carpinteria, CA). The
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GABAARa2 subunit antibody was incubated in living cultures for 90 minutes in
culture medium*.

Staining and immunhistochemical analysis of synaptic components was performed
as previously described*'. Briefly, mice were anesthetized with pentobarbital and
perfused intracardially with ice-cold, oxygenated ACSF. The brain was extracted and
cut in blocks containing the regions of interest for analysis (e.g. hippocampal
formation). The Tissue was plunged into ice-cold, freshly prepared fixative (4% PFA
in PBS) and postfixed for 90 min, rinsed with phosphate-buffered saline (PBS),
cryoprotected overnight in 30% sucrose in PBS and frozen with powdered dry ice
and stored at —80 °C. Sections were cut from frozen blocks with a sliding microtome
at a thickness of 40 yum and were collected free-floating in PBS. They were incubated
under continuous agitation in primary solution (Tris buffer (pH 7.4) containing 0.2
Triton X-100, 2% normal serum and the primary antibodies) for 15-48 h at 4 °C,
washed in Tris buffer and incubated for 30—60 min at room temperature in secondary
antibodies coupled to a fluorochrome.

Immunofluorescence images were captured by laser scanning confocal microscopy,
using a 20x, 40x or 64x lens respectively (NA 1.4, 1024 x 1024 pixels, Zeiss LSM
710). Final illustrations were prepared from the maximal intensity projection of stacks
of images spaced at 0.5 uym. Signals were quantified, using a custom macro created
with the Imaged software. Images were back- ground-subtracted and filtered with a
Gaussian filter, but no change in brightness and contrast was applied.
High-resolution in-situ hybridization

Dissociated hippocampal neurons were prepared and maintained as previously
described?®. In situ hybridization was performed using the QuantiGene (QG)

ViewRNA kit from Panomics as previously described with the following modifications.
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Cells (DIV 14) were incubated for 2 min at room temperature in PBS and fixed for 15
min using 4% formaldehyde solution (in PBS pH 7.4). After fixation, cells were
permeabilized using a detergent solution (Panomics) for 5 min. Cells were washed
three times with PBS followed it with in situ hybridization using GABRAZ2 and pan
collybistin (Arhgef9) probes designed by Panomics, following the manufacturer’s
instructions. Briefly, probes were diluted 1:100 in hybridization buffer supplied by
Panomics, incubated at 40°C (3hr), washed, hybridized with preamplification
oligonucleotides (1:100) at 40°C (40 min), washed, hybridized with amplification
oligos (1:100) at 40°C (40 min), washed, and finally hybridized with the label oligos
(1:100) at 40° C (40 min). Cover-slips were dried at RT in vertical position. Coverslips
were mounted with Dako-DAPI fluorescent mounting Medium (Dako S3023) and left
to polymerize overnight at 4°C.

Synaptosome preparation

Synaptosomes have been prepared as described previously®*. In brief, mouse brains
were homogenized in 5 ml homogenization buffer (0.32 M sucrose, 1 mM EDTA pH
7.4, 1 mM dithiothreitol, phenylmethanesulfonyl fluoride solution (Sigma, 93482-
50ML-F), complete mini-protease inhibitor (Roche Diagnostics) for 10 sec using a
polytron. The homogenate was centrifuged at 1,000g for 10 min at 4 °C yielding the
nuclear fraction (Nuc) and the supernatant (Sup). The supernatant was centrifuged at
31,0009 for 5 min at 4°C using a discontinuous Percoll gradient. The layer between
3% and 10% of Percoll were collected, washed in 30 ml of homogenization buffer
and further centrifuged at 22,000 x g for 15 min at 4°CT. The pellet was resuspended
in in EBC buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 120 mM NaCl and 0.5% NP-40) containing
complete mini-protease inhibitor (Roche Diagnostics) and phosphatase inhibitor

cocktail 1 and 2 (Sigma—Aldrich)) for Western blot analysis or lysis buffer for RNA
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SUPPLEMENTARY INFORMATION
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DBHS sequence conservation

Supplementary Figure 1. Molecular analyses of patients MCCID1 and MCCID2. (a)
Sanger sequencing chromatograms showing the NONO mutations in the probands and
their parents. (b) Schematic representation of the NONO transcript showing exon
structure. (¢) Schematic overview of the NONO protein showing the different functional
domains.
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Supplementary Figure 2. Reduced circadian amplitude in patient fibroblasts. (a)
Graph of average circadian oscillations of bioluminescence from Bmal1-luciferase
reporter-infected fibroblasts from patients (grey) or siblings (black). Y-axis, background-
subtracted bioluminescence in photons per minute; X-axis, time in days. Depicted curve
is the average of three independent experiments in technical quadruplicate. (b)
Circadian period measured in cells from controls (black bars) and patients (open bars).
(c) Circadian amplitude measured in the same cells (arbitrary units). Student t-test,
p<0.001. Values for both panels are the average of three independent experiments with
fibroblasts from both patients and their siblings in technical quadruplicate.
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Supplementary Figure 3. Brain morphology in Nono mice. (a) Photograph of
representative brains from WT (left) and Nono? (right) mice. (b) Quantification of weight
of whole brain, cortex, and cerebellum. N=5-9 mice per genotype. Student t-test. White
bars, WT. Black bars, Nono®. In this and subsequent figures, *** p<0.001, ** p<0.01, *
p<0.05. Quantification of all brain parameters from different morphological tests is
shown in detail in Supplementary Table 4.
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Supplementary Figure 4. Anxiety-related phenotypes in Nono? mice. (a)
Percentage of time spent in open arms of elevated plus-maze. N=13-14 mice per
genotype. Student t-test, p<0.001 (b) Post-conditioning startle response in prepulse
inhibition test. Y-axis, whole-body startle response in volts; X-axis, stimulus in decibels.
N=13-14 mice per genotype. Student t-test, p<0.01 or 0.001 as indicated. (¢) Open-field
exploration. Y-axis, percentage of area surface tiles visited. X-axis, subsequent 5-minute
intervals after commencement of test. N=18 mice per genotype, repeated ANOVA, gene
p<.0002, time p<.0001, time x gene n.s. (d) Light-dark transition test. Y-axis, percentage
of time spent in zones indicated on X-axis. N=18 mice per genotype, repeated ANOVA,
gene p<.0001, zone p<.0001, zone x gene p<0.0001. In all panels, Nono mice are
represented by black bars/circles, compared to WT littermates (open).
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Supplementary Figure 5. Cell type and layer-specific localization of NONO in
mouse brain. (a) Staining of hippocampal cell nuclei by DAPI (blue), anti-NONO
(green), and neuron-specific anti-NeuN or astrocyte-specific anti-GFAP (red, left or right
column respectively). (b) Identical staining of cortex.
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Supplementary Figure 6. Widespread dysregulation of transcription in Nono®

mice hippocampi. (a) Volcano plot of deregulated genes. Red dots, p<0.01 and
log2>0.5. (b) Reduced GABRA2 protein levels in hippocampi of Nono% mice. White bars,
WT. Black bars, Nono?. Student t-test, N=4. (c) List of most severely deregulated
transcripts, showing upregulation of sister DBHS family members Sfpq and Pspci. The
full dataset is available as GEO Accession number XXX.
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Supplementary Figure 7. Overexpression of PSPC1 and SFPQ protein in in Nono?'
mice hippocampi. (a) Western blots of hippocampal protein extracts from widtype and
Nono® mice hippocampi, probed with anti-NONO, anti-PSPC1, anti-SFPQ, and anti-p-
actin. N=3 mice per genotype. (b) Quantification of (A). White bars, WT. Black bars,
Nono®. Student t-test, p<0.01.
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Supplementary Figure 8. Transcript abundance in different neuronal
compartments in Nono? mice. (a) Profile of the mouse forebrain synaptic
transcriptome. Y-axis, ratio of transcript reads from synaptome RNA sequencing
compared to total. Selected transcripts previously characterized to be transported to
synapses (Kif5a, Shank3, CamK2A, Arc, Gabra2), present throughout the cell (Map2,
Actb), or retained in the nucleus (Neat1) are indicated to demonstrate the quality of
synaptosomal transcript enrichment. Blue shading, transcripts more than 1.5x enriched.
(b) Quantification of Neat1 compared to Gapdh in whole-cell homogenate, purified nuclei,
supernatant, or gradient-purified synaptosomes from WT (white bars) or Nono® mice
(solid bars). (¢) Quantification of Camkll compared to Gapdh. (d) Quantification of
Gabra2 compared to Gapdh.
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Supplementary Figure 9. Reduction of synaptic GABRA2 in Nono® mice. (a)
Western blot showing fractionation of mouse forebrain into different neuronal
compartments by density gradient centrifugation. Immunohistochemistry using
antibodies against NONO, gephyrin, and GABA is pictured. As a control, p-actin and
dendrite-enriched PSD-95 are also shown. (b) Quantification of the reduction in
GABRAZ2 levels in each compartment.
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Supplementary Figure 10. Specific reduction of Gabra2 transcript levels in
cultured Nono? neurons. (a) Single-transcript-resolution RNA in-situ hybridization to
detect abundance of collybistin (CB, blue), Gabra1 (blue), GabraZ2 (red), and CamKI|I
(red) in WT or Nono? neurons. Two transcripts were tested in different colors in a single
plate of cells, and depicted in a single column. (b) Quantification of collybistin transcript
distribution in puncta number per cell for 44-56 cells from 2 experiments. (C) Similar
quantification of Gabra2. Solid circles, Nono® neurons; open circles, WT.
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Supplementary Table 1: Clinical characteristics of patients with NONO mutations

McCCID1 MCCID2
Antenatal findings - hydramnios
Term born 41 WG WG

Birth parameters (BW, BL and OFC in
grammes and cm)

Neonatal history

Motor skills

Language

Nasal speach

Elocution disability

Drooling

ID

Epilepsy

Ophthalmologic findings

Behaviour

Sleep disorder

Age at examination

Growth parameters (W, H and OFS in
SD)

Puberty

Slender built

Scoliosis

Arachnodactyly

MCP joint ankylosis of P1
Pes planus

Facial features

Long face

Palpebral fissures

Malar hypoplasia
Nose

Mouth
Palate
Teeth
EEG
Brain MRI

Corpus callosum

ventricles
Cerebellum

3370 g, 50.5 cm, 34 cm

walked at 3y

short sentences

++

+ (severe)

+

+

+ (5 years)

convergent strabismus, myopia
shy, gentle and cheerful
17y

-1.58D, + 1SD, +4SD)

+
+ (bilateral)
++

+
up slanting

++
Thin and high nasal root,
deviated nasal septum
open

narrow and high arched
crowding

Abnormal

Thick (+ cyst of the septum
pellucidum)
nl

hypoplastic

2540 g, 46 cm, 35.5cm

poor sucking, GR, hypotonia
walked at 3y

short sentences

++

+ (severe)

+

+

convergent strabismus

shy, gentle and cheerful

15y
-2 8D, -2 SD, +2SD

delayed
+
+++

+ (bilateral)
++

+
up slanting

++
Thin and high nasal root,
deviated nasal septum
small and open

narrow and high arched
crowding and dental caries
No gross anomaly

Thick

asymmetric lateral ventricles
Chiari malformation type |

Abbreviations are as follows:

WG : weeks of gestation; BW : birth weight; BL : birth length, OFC : occipitofrontal
circumference, W : weight, H, heigth, y : year, SD : standard deviation; ID : intellectual
deficiency, nl : normal, GR : gastro-oesophageal reflux, -: absent, +: present
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Supplementary Table 2 : Number of variants identified by whole-exome

sequencing

Patients MCCID1 MCCID2
Total variants 64010 71478
Novel or rare variants (dbSNP130/1000GP/EVS/in-house database) |1022 1030
Coding Non-synonymous/indel/consensus SS variants 255 248
exclusively novel variants 88 87
Shared gene whose mutations co-segregate in the families 1 1

12



Supplementary Table 3: Differentially regulated transcripts in patients and Nono-deficient mice. The full dataset is
available from ArrayExpress (accession E-MTAB-2894 and E-MTAB-2895),

DE Genes

ACTA2

BHLHE40

CNN1
COL11A1
COL12A1

DKK3

DLG1
FST
GPC4

LMCD1
MEX3B

NCAM1
PSPC1

RHOJ

RNF128
SALL1

SORBS2
SOX11

TSHZ2
TWIST2

Profils
(MCCID1,
NONOgt
mice,
MCCID2)
Uuu
Uuu

uuu
uuu
uuu

uuu

uuu
uuu
uuu

uuu
uuu

uuu
uuu

uuu

uuu
uuu

uuu
uuu

uuu
uuu

Full name

Actin, alpha 2, smooth
muscle, aorta

basic helix-loop-helix
family, member e40
calponin 1, basic, smooth
muscle

collagen, type Xl, alpha 1
collagen, type XIl, alpha 1
dickkopf 3 homolog
(Xenopus laevis)

discs, large homolog 1
(Drosophila)

follistatin

glypican 4

LIM and cysteine-rich
domains 1

mex-3 homolog B (C,
elegans)

neural cell adhesion
molecule 1

paraspeckle component 1
ras homolog family
member J

ring finger protein 128, E3
ubiquitin protein ligase
sal-like 1 (Drosophila)
sorbin and SH3 domain
containing 2

SRY (sex determining
region Y)-box 11

teashirt zinc finger
homeobox 2

twist homolog 2

NONOgt
MCCID1 mice
p-

p-value Fold Delta value Fold Delta
0,00 2,93 28,06 |[0,00 34,96 220,94
0,01 1,81 116,37 |0,03 4,28 1309,55
0,01 1,62 113,90 |0,01 106,91 545,44
0,00 13,89 5906,34 | 0,00 697,63 4069,19
0,00 2,06 44,11 0,01 460,70 6067,24
0,01 1,52 28,35 |0,03 3,36  3000,41
0,00 1,75 31,84 |0,01 158 660,25
0,01 1,61 266,91 |0,05 10,45 63,58
0,00 4,85 818,41 [0,03 3,68 2496,10
0,01 1,62 7352 |0,00 83,09 479,42
0,01 2,84 171,59 [0,02 2,18 322,22
0,00 4,20 204,70 [0,02 6,66 3332,05
0,01 2,22 494,70 |0,03 2,57 61545
0,00 3,91 108,47 [0,05 2,76 631,44
0,01 2,01 33,71 0,01 11,57 102,80
0,02 2,81 139,02 |0,00 57,88 280,83
0,00 1,79 9,28 0,03 6,09 23,75
0,00 1,74 8,54 0,01 30,78 155,19
0,01 2,47 8936 [0,02 2,80 10,19
0,00 2,14 300,21 |0,00 4,50 1279,81

MCCID2

p-value Fold
0,02 2,34
0,01 1,63
0,00 1,53
0,00 9,92
0,00 1,59
0,01 1,67
0,00 1,82
0,01 1,60
0,00 2,07
0,03 2,41
0,04 1,56
0,02 1,69
0,01 2,78
0,00 2,28
0,01 3,24
0,04 2,46
0,01 2,19
0,00 4,28
0,04 1,80
0,00 1,98

Delta
40,08
90,20

319,56
4084,12
24,50

235,72

35,24
261,20
226,85

828,09
51,83

43,95
721,39

47,76

74,43
71,50

33,14
37,92

48,72
259,25
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WISP1

ABCA5

AHR

ALCAM

ARHGAP18

CCBE1
EBF3

GJCA
GLCCH

GLRX
HAS2

IGF2BP3

MECOM
NAV2

NEGR1
PTER
RDH10

RGS20

RICTOR

TLE1

TRIOBP
WDR20

uuu

DDD

DDD

DDD

DDD

DDD
DDD

DDD

DDD

DDD
DDD

DDD

DDD
DDD

DDD

DDD

DDD

DDD

DDD

DDD

DDD
DDD

(Drosophila)

WNT1 inducible signaling
pathway protein 1
ATP-binding cassette,
sub-family A (ABC1),
member 5

aryl hydrocarbon receptor
activated leukocyte cell
adhesion molecule

Rho GTPase activating
protein 18

collagen and calcium
binding EGF domains 1
early B-cell factor 3

gap junction protein,
gamma 1, 45kDa
glucocorticoid induced
transcript 1

glutaredoxin
(thioltransferase)
hyaluronan synthase 2
insulin-like growth factor 2
mRNA binding protein 3
MDS1 and EVI1 complex
locus

neuron navigator 2
neuronal growth regulator
1

phosphotriesterase
related

retinol dehydrogenase 10
(all-trans)

regulator of G-protein
signaling 20

RPTOR independent
companion of MTOR,
complex 2
transducin-like enhancer
of split 1 (E(sp1) homolog,
Drosophila)

TRIO and F-actin binding
protein

WD repeat domain 20

D downregulated; U: upregulated

0,00
0,00
0,01
0,01
0,00

0,00
0,00

0,03
0,03

0,00
0,02

0,00

0,00
0,00

0,01
0,00
0,04

0,00

0,00

0,00

0,01
0,00

2,40
0,41
0,40
0,41
0,47

0,25
0,28

0,58
0,50

0,60
0,62

0,29

0,55
0,58

0,56
0,44
0,59

0,43

0,45

0,42

0,52
0,46

74,30
32,25
579,72
97,88
796,59

625,52
89,36

510,20
85,92

299,02
281,41

304,67

11,32
262,16

231,28
157,03
258,51

65,24

41,60

66,91

69,16
99,70

0,01
0,04
0,01
0,01
0,00

0,02
0,02

0,02
0,01

0,04
0,01

0,05

0,03
0,00

0,01
0,00
0,02

0,03

0,01

0,02

0,04
0,02

2,21
0,25
0,57
0,25
0,21

0,18
0,24

0,38
0,32

0,33
0,32

0,42

0,49
0,20

0,04
0,62
0,45

0,11

0,55

0,50

0,29
0,66

3716,63
256,57
31,72
486,49
1146,53

1406,97
133,74

853,36
177,94

293,86
223,83

362,53

710,76
155,82

105,79
262,85
273,84

325,08

452,22

265,44

1158,17
60,93

0,01
0,00
0,03
0,02
0,00

0,00
0,04

0,05
0,02

0,00
0,00

0,00

0,00
0,01

0,03
0,01
0,02

0,00

0,01

0,01

0,00
0,00

3,38
0,59
0,56
0,39
0,43

0,49
0,37

0,60
0,37

0,48
0,44

0,20

0,63
0,56

0,58
0,34
0,39

0,64

0,54

0,52

0,46
0,45

125,83
22,15

429,28
101,38
859,15

420,06
77,64

138,37
107,83

390,86
412,14

344,29

9,14
277,64

219,71
42,49
380,29

40,72

34,98

56,10

77,63
102,71
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Supplementary Table 4. Quantification of brain morphology in Nono?' mice.

Brain weight
Cortex
Cerebellum

Skull lenght

Skull widht

Nose lenght
Relative nose
length

Skull Width/Length

WT (%)

100.00
100.00
100.00

100.00
100.00
100.00

32.47
45.74

Stdev

1.88
2.13
11.27

1.77
2.61
3.69

0.90
1.06

NONO KO

85.06
88.25
75.73

91.56
96.85
84.97

29.86
48.10

Stdev

4.87
3.69
8.91

4.62
6.00
9.06

2.67
2.46

p Value

p < 0.0001
p < 0.0001
p = 0.0004

p = 2.49E-7
p = 3.45E-6
p = 6.55E-7

p = 0.00019
p = 0.00032
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Supplementary Table 5. Gene ontology localization of proteins identified as

dysregulated in Nono? mice.

# Localizations p-value FDR

1 extracellular space 2.809E-13 1.103E-10
2 extracellular region part 3.250E-13 1.103E-10
3 extracellular matrix 2.233E-11 5.053E-09
4 extracellular region 7.617E-11 1.293E-08
5 plasma membrane 6.585E-10 8.943E-08
6 cell periphery 3.689E-09 4.174E-07
7 cell surface 7.807E-09 7.573E-07
8 cytoplasmic part 2.082E-08 1.767E-06
9 proteinaceous extracellular matrix 4.814E-08 | 3.632E-06
10 organelle 9.166E-07 | 6.224E-05
11 extracellular matrix part 1.813E-06 1.119E-04
12 vesicle 3.265E-06 1.848E-04
13 neuron part 4.957E-06 | 2.589E-04
14 plasma membrane part 6.855E-06 | 2.981E-04
15 neuronal cell body 7.218E-06 | 2.981E-04
16 external side of plasma membrane 7.241E-06 | 2.981E-04
17 basement membrane 7.464E-06 | 2.981E-04
18 neuron projection 8.693E-06 | 3.279E-04
19 membrane 1.022E-05 | 3.653E-04
20 membrane-bounded vesicle 1.111E-05 3.771E-04
21 cell body 1.958E-05 | 6.330E-04
22 cell projection 2.556E-05 7.890E-04
23 intracellular organelle 2.726E-05 8.047E-04
24 extracellular vesicular exosome 3.309E-05 9.362E-04
25 extracellular membrane-bounded organelle 3.969E-05 1.036E-03
26 extracellular organelle 3.969E-05 1.036E-03
27 membrane-enclosed lumen 5.667E-05 1.425E-03
28 cell projection part 7.825E-05 1.898E-03
29 integral component of plasma membrane 8.650E-05 2.025E-03
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30 intrinsic component of plasma membrane 1.612E-04 3.648E-03
31 organelle lumen 1.755E-04 | 3.844E-03
32 dendrite 2.060E-04 | 4.372E-03
33 pericentriolar material 2.329E-04 4.792E-03
34 basal lamina 3.408E-04 | 6.807E-03
35 side of membrane 4.723E-04 | 9.115E-03
36 protein complex 4.833E-04 | 9.115E-03
37 haptoglobin-hemoglobin complex 5.051E-04 | 9.270E-03
38 intracellular organelle part 5.319E-04 | 9.505E-03
39 membrane raft 5.680E-04 | 9.730E-03
40 perinuclear region of cytoplasm 5.802E-04 | 9.730E-03
41 membrane-bounded organelle 5.875E-04 | 9.730E-03
42 lysosomal lumen 6.163E-04 | 9.964E-03
43 anchoring junction 6.784E-04 1.037E-02
44 histone acetyltransferase complex 6.835E-04 1.037E-02
45 macromolecular complex 6.872E-04 1.037E-02
46 nucleoplasm part 7.722E-04 1.119E-02
47 organelle part 7.744E-04 1.119E-02
48 vacuolar lumen 9.221E-04 1.304E-02
49 intracellular organelle lumen 9.534E-04 1.321E-02
50 lysosome 9.928E-04 | 1.322E-02
51 lytic vacuole 9.928E-04 1.322E-02
52 cytosol 1.061E-03 1.385E-02
53 MHC class Il protein complex 1.163E-03 1.490E-02
54 perikaryon 1.266E-03 1.591E-02
55 collagen type | trimer 1.421E-03 1.750E-02
56 protein acetyltransferase complex 1.469E-03 1.750E-02
57 acetyltransferase complex 1.469E-03 1.750E-02
58 dendritic spine 1.582E-03 1.852E-02
59 paraspeckles 1.670E-03 1.916E-02
60 neuron spine 1.693E-03 1.916E-02
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Supplementary Table 6. Quantification of synaptic transcripts in Nono?' mice.

Synaptically enriched genes
Total expressed genes

NONO regulated genes
NONO regulated genes with synaptic localization

Chi® = 11.109, with 1 degree of freedom.
P = 0.0009, 2-tailed

3668
15393
23.83%

886
270
30.47%
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9.2. DONNEES SUPPLEMENTAIRES : ROLE DE NONO AU SEIN DES PARASPECKLES

9.2 Données supplémentaires : role de NONO au sein des paraspeckles

L'une des nombreuses fonctions de NONO décrites dans la littérature est son rdle au sein des pa-
raspeckles : des structures ribo-nucléoprotéiques récemment découvertes, localisées dans |'espace inter-
chromatique et dont le composant principal est le long ARN non codant Neatl (MENe/B). Le rdle principal
des paraspeckles est d’assurer la rétention nucléaire des ARN hyperédités (Adenosine vers Inosine). Il a été
montré que les protéines NONO et PSF ainsi que '’ARN Neat1 sont nécessaires a I'intégrité des paraspeckles
dans les cellules Hela [Sasaki et al., 2009, Clemson et al., 2009, Chen and Carmichael, 2009, Sunwoo et al.,
2009]. Nous avons donc souhaité étudier les conséquences des mutations NONO sur la localisation cellulaire
des ARN édités. Pour cela, nous avons réalisé des expériences de fractionnement cellulaire visant a séparer les
ARN cytoplasmiques des ARN nucléaires (protocole détaillé dans la partie Matériel et Méthodes, figure 18.1).
La qualité du fractionnement a été vérifiée grace aux marqueurs nucléaires Neatl et Malatl ainsi que 4 ARN
non-édités mais naturellement enrichis dans le noyau d'aprés Sasaki et al. [2009] : SMCIA, FLNB, HYOU1,
et SON. Nous avons ensuite évalué I'efficacité de la rétention nucléaire pour 5 ARNm connus pour étre édités
et retenus au noyau : LIN28, NUP43, NICN1, PAICS et PCCB [Chen and Carmichael, 2009, Chen et al.,
2008]. Comme I'indiquent les figures 9.1 et 9.2, aucune différence significative de localisation des 5 ARN
édités n'est observée dans les fibroblastes de patients par rapport a des cellules issues de sujets sains.
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Figure 9.1 : Distribution cytoplasmique vs nucléaire des ARN testés : résultats de qPCR.
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Figure 9.2 : Distribution cytoplasmique vs nucléaire des ARN testés : résultats de RT-PCR.

La majorité des roles de NONO sont partagés avec PSF et les deux protéines forment un hétérodimeére
[Myojin et al., 2004, Kuwahara et al., 2006, Passon et al., 2012]. Nous proposons donc que la sur-expression
des protéines PSF et PSPC1 observée dans les cellules de nos patients et chez les souris Nono9t compense
I'absence de protéine NONO via la formation d'un complexe PSF/PSPC1 en plus grande quantité capable
d’assurer seul les principales fonctions des paraspeckles. Une compensation similaire a été observée récem-
ment par Li et al. [2014b] dans des MEFs de souris déficientes pour le géne Nono.

Enfin, il est possible que les conséquences de I'absence de NONO sur la formation et la fonction des paraspe-
ckles soit dépendante du type cellulaire analysé. Ainsi, Neatl, essentiel a la formation des paraspeckles, n’est
pas exprimé dans tous les types cellulaires [Nakagawa and Hirose, 2012]. De plus, la littérature fournit de
nombreux exemples des rbles cellule-spécifique des paraspeckles. Ainsi, certains auteurs proposent |'existence
d'un mécanisme de libération des transcrits retenus dans ces structures, en réponse au stress [Prasanth et al.,
2005, Bond and Fox, 2009, Nakagawa and Hirose, 2012]. A I'inverse, selon d'autres auteurs, la formation
des paraspeckles est déclenchée en réponse au stress [Shelkovnikova et al., 2014]. Ces auteurs suggérent
gu'une altération de I'assemblage des paraspeckles dans les neurones contribue a la physiopathologie FU-
Soptahies (groupe de maladies neurodégénératives). Selon un autre modéle, les paraspeckles ont un réle de
séquestration des protéines telles que les DBHS, permettant de contrdler leur action [Nakagawa and Hirose,
2012, Hirose et al., 2014]. Toutefois, toutes ces études mettent en avant une étape supplémentaire et non
essentielle dans le contrble de I'expression des génes, permettant une régulation rapide, fine et subtile, dé-
pendante des conditions de stress, du type cellulaire et des conditions expérimentales [Nakagawa and Hirose,
2012].

En conclusion, I'absence d'altération de la rétention nucléaire liée aux paraspeckles dans les cellules de patients
n'est pas en faveur de I'implication de ce mécanisme dans la physiopathologie de cette affection.
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cHAaPITRE 10

DISCUSSION ET PERSPECTIVES

10.1 Syndrome MCCID : un syndrome polymalformatif lié€ a une dérégula-

tion transcriptionnelle globale

En accord avec le role de NONO dans la biogenése des ARN messagers, I'absence de cette protéine cause
un large déséquilibre de I'expression des génes dans les cellules de patients. Les catégories de GO les plus
significativement enrichies en génes différentiellement exprimés (DE) sont listées dans la table B.4, en annexe.
Certaines de ces catégories, comme la croissance, la prolifération, le développement et la morphologie, sont
compatibles avec plusieurs des signes observés chez les deux patients MCCID tels que I'allure marfanoide,
la mégalencéphalie et I'hypoplasie malaire, en accord avec des études précédemment publiées [Park et al.,
2013].

D'autre part, les résultats in silico de notre analyse transcriptomique ainsi que d'autres publications suggérent
un effet oncogéne de NONO [Liu et al., 2014b, Tsofack et al., 2011, Schiffner et al., 2011, Pavao et al.,
2001, Miyamoto et al., 2008, Ishiguro et al., 2003, Kim et al., 2006], soulignant le besoin de mettre en
place une surveillance de nos patients pour détecter I'apparition d'éventuelles tumeurs. Enfin, plusieurs génes
DE sont impliqués dans le développement du squelette (/TGB1BP1, PBX1, GDF6). Par ailleurs, Hata et al.
[2008] montrent que la protéine NONO stimule la fonction de SOX9 pendant la chondrogenése chez la souris
[Hata et al., 2008]. Ces observations pourraient donc expliquer les anomalies squelettiques observées chez
les patients.

En conclusion, la dérégulation transcriptionnelle globale observée chez nos patients nous permet de classer
le syndrome MCCID dans le large groupe des pathologies liées a un défaut de régulation de I'expression des
génes.

10.2 Contribution des anomalies du rythme circadien au phénotype des pa-
tients MCCID

[l a été démontré que NONO, comme les deux autres protéines de la famille DBHS, régule le cycle
circadien chez la drosophile et les mammiféres via son interaction avec les protéines PER [Brown et al.,
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2005, Duong et al., 2011, Kowalska et al., 2012].

De nombreuses études sur des modeéles animaux ont démontré I'importance du cycle circadien dans le
développement et le fonctionnement du systéme nerveux. Chez la drosophile, le rythme circadien contrdle
les modifications structurelles quotidiennes des neurones et des synapses [Pyza and Gorska-Andrzejak, 2008,
Damulewicz and Pyza, 2011, Mehnert et al., 2007]. La formation de la mémoire a long terme est également
modulée par I'horloge biologique chez le poisson-zébre, chez lequel apprentissage et mémorisation se font plus
efficacement pendant la journée que la nuit [Rawashdeh et al., 2007]. Ainsi, un traitement a la mélatonine
pendant la journée mime la suppression nocturne de formation de la mémoire. Chez la souris, les oscillations
circadiennes favorisent le remodelage synaptique induit par I'apprentissage et la formation de la mémoire
[Liston et al., 2013]. De plus, Ruby et al. [2008] montrent qu'une altération du systéme circadien affecte les
fonctions cognitives telles que la mémoire et I'apprentissage chez le hamster.

Chez I'homme, les troubles du sommeil et/ou du rythme circadien sont trés fréquents dans les désordres
cognitifs et de récentes études ont suggéré des mécanismes neurologiques communs entre le sommeil et Ia
cognition permettant d'expliquer I'apparition conjointe de ces symptdmes [Foster et al., 2013] : des analyses
transcriptomiques évoquent une dérégulation du rythme circadien chez les patients bipolaires [Akula et al.,
2014]. Plusieurs publications rapportent une diminution de la concentration de mélatonine chez des patients
souffrant de troubles du spectre autistique [Nir et al., 1995, Kulman et al., 2000, Tordjman et al., 2005,
Melke et al., 2008]. L'haploinsuffisance du géne RA/I, responsable du syndrome de Smith-Magenis (SMS,
MIM 182290), est caractérisée par une DI, des anomalies congénitales multiples, une obésité, des anomalies
neurocomportementales et des troubles du sommeil. Récemment, Williams et al. [2012] ont montré que
RAIL contréle directement I'expression du géne CLOCK, un acteur central du cycle circadien. Enfin, le géne
OPHNI, responsable d'une forme de DILX, intervient également dans la régulation du cycle circadien dans
I"hippocampe [Valnegri et al., 2011].

Ces données, combinées a I'observation d’une réduction de I'amplitude des oscillations circadiennes dans
les fibroblastes de patients MCCID suggérent que I'absence de protéine NONO puisse également altérer le
développement cognitif des patients via son effet sur le rythme circadien.

Aucun trouble du sommeil n'est décrit chez nos deux patients mais aucune investigation spécifique n'a été
menée. C'est la raison pour laquelle nous souhaitons aujourd’hui poursuivre I'exploration de ces patients
en ciblant I'analyse du rythme circadien. Cette étude sera conduite en demandant aux parents de remplir
un agenda de sommeil pendant 15 jours (voir en annexe : figure A.17) pour éventuellement révéler des
particularités comme le décalage de phase.

Si nous obtenons I'accord des familles, une analyse compléte du sommeil sera également réalisée en milieu
hospitalier pour mesurer :

- I'activité électrique du cerveau par électro-encéphalogramme (EEG),

- I'activité musculaire par un électromyogramme (EMG),

- I'activité cardiaque par un électrocardiogramme (ECG),

- I'activité oculaire par un électrooculogramme (EOG),

- la respiration : le débit d’air circulant par le nez pour étudier la respiration et détecter les apnées du sommeil
et 'activité des muscles respiratoires grace a une sangle autour du thorax et de I'abdomen,

- les positions pendant le sommeil par un enregistrement vidéo,

- le niveau d'oxygéne dans le sang grace a un capteur fixé au bout du doigt.
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10.3. ANOMALIE DES SYNAPSES GABAERGIQUES ET PATHOLOGIES NEURODEVELOPPEMENTALES : DES PISTES
THERAPEUTIQUES

Enfin, sur le plan biologique, doser la mélatonine (2-3 points dans la journée) permettrait de tester le rythme
circadien a I'échelle des patients et ainsi déterminer si un anomalie du cycle circadien contribue au phénotype
observé.

10.3 Anomalie des synapses GABAergiques et pathologies neurodéveloppe-

mentales : des pistes thérapeutiques

L exploration du modéle murin Nono9® a permis de mettre en évidence une dérégulation transcriptionnelle
comparable 3 celle observée dans les fibroblastes de patients. Plus particuliérement, I'expression des transcrits
synaptiques dont le transcrit du géne GABRA?2 est affectée dans I'hippocampe des souris Nono?t. Avec
I"analyse du réseau de protéines post-synaptiques, nos données démontrent clairement une désorganisation
des synapses inhibitrices dans les neurones de ces souris. Nos travaux démontrent également la réversibilité,
in vitro, de ce phénotype qui peut &tre corrigé en induisant la sur-expression du géne GABRA2. Le GABA
(acide y-aminobutyrique) est le principal neurotransmetteur inhibiteur du systéme nerveux central chez les
mammiféres. L’équilibre dynamique entre excitation et inhibition des signaux synaptiques est crucial pour le
bon fonctionnement des circuits neuronaux. Nous proposons donc que le phénotype cognitif observé chez
nos patients soit principalement la conséquence d'un déséquilibre entre excitation et inhibition.

De nombreuses maladies neurodéveloppementales telles que les syndromes de I'X fragile, de Rett, de Down,
de Tourette, les troubles du spectre autistique, la schizophrénie ou la neurofibromatose sont liées a une
dérégulation de la transmission GABAergique. Depuis plusieurs années, de nombreux laboratoires ont donc
testé diverses molécules modulant la transmission GABAergique sur des modéles cellulaires et animaux de
ces maladies [Deidda et al., 2014].

En dehors des sites de liaison du GABA, une variété d'autres sites récepteurs topographiquement distincts sont
en effet capables de reconnaitre des substances pharmacologiquement actives, en compétition ou non avec le
GABA comme les benzodiazépines (BZDs), les barbituriques, les neurostéroides, les convulsivants, I'alcool, le
muscimol, la bicuculline et la picrotoxine. Ces substances interagissent de maniére allostérique avec les sites
récepteurs au GABA et modulent la réponse GABA 4. La plupart des benzodiazépines (BZD) et le muscimol
sont des agonistes qui favorisent I'ouverture du canal Cl- par le GABA et ont donc un effet inhibiteur. Elles ont
des propriétés pharmacologiques communes : anxiolytiques, hypnotiques, anti-convulsivantes, myorelaxantes
et peuvent avoir un effet amnésiant. Par conséquent, elles ont potentiellement les mémes indications et
les mémes effets indésirables. Des agonistes du récepteur GABA 4 -THIP, Benzodiazepine Midazolam et L-
838,417- ont également été utilisés respectivement sur les modéles murins du syndrome de I'X fragile (souris
Knock-Out (KO) Fmrl), de Rett (souris KO MECP2) et de I'autisme (agoniste spécifique des sous-unités
a? et 3:1-838,417, souris BTBR T+ /tpr3tf/J) et ont permis I'amélioration du phénotype [Olmos-Serrano
et al., 2011, Voituron and Hilaire, 2011, Han et al., 2014]. Certaines de ces molécules font déja I'objet d’essais
cliniques. C'est le cas du traitement a la bumetanide des patients atteint d'un syndrome de I'X fragile ou de
troubles du spectre autistique permettant une amélioration des scores autistiques et intellectuels [Lemonnier
et al., 2012, Hadjikhani et al., 2013, He et al., 2014]. De plus, le ganaxolone, un neurostéroide capable
de stimuler les récepteurs GABA,, est actuellement testé en phase 2 d’'un essai clinique regroupant des
enfants atteints du syndrome de I'X fragile (NCT01725152, http ://clinicaltrials.gov/) suite aux résultats
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encourageants obtenus sur le modéle murin ([Heulens et al., 2012]).

Des agonistes spécifiques des sous-unités a2 et 3 sont testés pour leur action anxiolitique/analgésique dans
le traitement de la schizophrénie, faisant I'objet d’un autre essai clinique (phase 1) [Lewis et al., 2008]. Enfin,
un essai clinique débutera bientdt avec le recrutement des patients avec troubles du spectre autistique, pour
la phase 1 de I'agoniste spécifique sous-unités a2 et 3, AZ7325 [Han et al., 2014].

Compte tenu des observations faites sur le modéle murin Nono%t, il serait intéressant de tester des molécules
agonistes du GABA 4 chez les souris.

En conclusion, notre travail a permis d'identifier un nouveau syndrome cliniquement reconnaissable et lié a
des mutations du géne NONO. Les travaux menés dans les cellules de patients et les souris Nono9t ont permis
une avancée majeure dans la compréhension de la physiopathologie de cette maladie. Enfin, ils suggérent que
le syndrome MCCDI est une nouvelle maladie neurodéveloppementale liée au dysfonctionnement du systéme
GABAergique, ouvrant la voie d’ un essai thérapeutique pour ces malades.
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cHariTrRe 11

BILAN DES TRAVAUX DE THESE

La DI, handicap le plus fréquent chez I'enfant et le jeune adulte, reste de cause inconnue dans environ
40% des cas. L'objectif de ce travail était de contribuer a I'identification de nouvelles causes génétiques de DI
par I'analyse de 5 familles indépendantes et, ainsi, améliorer la compréhension de la physiopathologie de ces
conditions. La table 11.1 résume les résultats obtenus par I'analyse de WES pour ces 5 familles : ces travaux
nous ont d'abord mené a I'identification d'une nouvelle mutation dans un géne connu de DI, WDR62, chez
une famille consanguine et multiplex, la famille Mo. Le WES nous a ensuite permis de définir un nouveau
mode d’hérédité ; le syndrome des mutations contigués, avec I'étude de la famille Ma dont le phénotype est lié
a une mutation du géne AP4M]1 et une autre mutation du géne AZGP1I, un excellent candidat permettant de
caractériser une forme trés précoce d'obésité morbide. Nous avons également identifié des variants dans deux
génes RAD54B et HERC2 qui pourraient jouer un réle modificateur du phénotype associé aux mutations des
génes majeurs WDR62 (Mo) et AP4M1/AZGP1 (Ma), respectivement. Enfin, I'analyse des trois derniéres
familles (EI, MCCID1 et MCCID2) a donné lieu a la caractérisation de deux nouveaux génes de DI, TT/2 et
NONO.

géne(s) majeur(s) potentiels génes
famille nouveau géne de DI | géne connu de DI | nouveau mode d’hérédité | modificateurs
famille Mo - + - +
famille El + - - -
famille Ma - + + +
familles MCCID + - - +/-

Table 11.1 : Bilan de I'analyse par WES des 5 familles présentées.

A I'issue de I'identification de ces deux nouveaux génes de DI, I'analyse fonctionnelle des effets des mutations
sur les cellules de patients et celle d’'un modéle murin (Nonogt) a permis de démontrer la pathogénicité de ces
mutations. D’autre part, ces études nous ont permis de mettre en lumiére les mécanismes physiopathologiques
responsables des phénotypes observés dans ces trois familles : le contrdle de I'intégrité du génome et la
régulation transcriptionnelle, des processus physiologiques qui avaient déja été associés a la DI auparavant.
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Nos travaux apportent donc la premiére démonstration du rdle des génes TT/2 et NONO lors de la mise en
place du SNC et soulignent encore une fois I'importance de ces voies au cours du développement.
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CHAPITRE 12

REFLEXIONS AUTOUR DE L'OUTIL WES

12.1 Evolution et avantages de I’approche WES au cours des 4 derniéres

années

12.1.1 Etudes familiales

Lorsque nous avons commencé l'analyse de familles par WES en 2011, nous avons d’abord opté pour
une stratégie associant la cartographie par autozygotie et le WES : c’est le cas de la famille El, qui nous
avait alors servi d’étude pilote dans notre laboratoire et de la famille Mo, qui a ainsi marqué la transition de
la cartographie vers le WES. Déja, pour les projets suivants en 2012, le séquencage a haut-débit devenant
plus accessible financiérement, nous changions de stratégie et préférions réaliser un WES pour une majorité
de sujets par famille, nous permettant d'effectuer les études de ségrégation directement sur les données de
séquencage ; c'est le cas de la famille Ma. Aujourd hui, une avancée possible du WES serait d'intégrer des
outils de génotypage aux interfaces d’analyse; ainsi le travail de génotypage réalisé autour de la famille Ma
et de celle portant la méme mutation publiée par Verkerk et al. [2009], pourrait étre pratiqué directement
sur les données de WES.

12.1.2 Etudes de cohorte de patients

De surcroit, nos résultats de I'analyse des familles MCCID, combinées aux données de la littérature,
confirment |'efficacité du WES pour I'étude de cohorte de patients. Bien que la taille de la cohorte, quand
elle est importante, soit un facteur bénéfique a la réussite de ce type d'études, nous avons montré qu'elle
n'est pas un facteur limitant : en effet, la force de ces études réside principalement dans la constitution de
la cohorte. Les critéres de constitution de celle-ci sont donc cruciaux : grouper judicieusement des patients
au sein d’'un méme projet de WES semble a I'origine du succés de ces études. On mesure alors I'importance
de la qualité des descriptions cliniques et de I'interaction entre les différents acteurs du corps médical.

Pour conclure, lors de I'analyse des premiers projets de WES au sein de notre équipe en 2011, il était
nécessaire de vérifier par séquencage Sanger la ségrégation de nombreux variants candidats au sein d'une
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12.2. LIMITES DU WES

famille entiére ou de tester le caractére rare des variants dans des cohorte de contrdles sains. Depuis 4 ans,
ceci n'est plus nécessaire : le colit d'un WES a diminué de facon importante nous permettant de réaliser
un WES pour davantage de sujets d'une méme famille ou d'une cohorte de patients. De concert avec ce
contexte financier et I'approche ayant rapidement fait ses preuves, le nombre d’études par WES publiées,
ou simplement réalisées, a décuplé; si bien qu’aujourd’hui, il est aisé de comparer les variants identifiés a
de nombreuses bases de données -telles que Exome Variant Server (EVS), base de donnée interne- et d'en

évaluer ainsi le caractére « nouveau ».

12.2 Limites du WES

Nous avons vu que le WES est un bon outil pour identifier les bases moléculaires des DI d'origine
monogénique. Cependant, nous sommes confronté aux limites de cet outil lorsque I'analyse met en évidence
de multiples variants candidats. Comment alors évaluer la part de responsabilité de chaque variant dans le
phénotype ? Comme détaillé dans ce manuscrit, les données de la littérature et les études fonctionnelles
sont nécessaires pour valider la pathogénicité d'un variant. Ainsi, le nombre de patients répertoriés avec
des mutations dans le méme géne ont permis de valider les variants identifiés dans les génes WDR62 et
AP4M1 pour les familles Mo et Ma, respectivement, tandis que les études fonctionnelles sur les cellules de
patients et I'étude d'un modéle murin ont permis de valider ceux identifiés dans les génes TT/2 et NONO
pour les familles El et MCCID, respectivement. Bien que la pathogénicité du géne majeur ait été validée,
nous ne pouvons exclure |'effet des variants supplémentaires identifiés, dont la ségrégation dans la famille
est compatible avec I'hypothése d'un effet de ces variants sur le phénotype des patients. Nous avons proposé
qu’il s'agisse de variants contenus dans des génes modificateurs ; ils modulent I'expression clinique et/ou la
sévérité de la maladie. Les génes modificateurs sont d'un intérét tout particulier puisqu'ils permettent en
partie de proposer une explication a la variabilité phénotypique interfamiliale. Cependant, la démonstration de
leur implication dans la pathologie n'est que partielle : pour valider leur réle, I'observation de cas semblables
ou des études fonctionnelles sont nécessaires.

A l'inverse du probléme lié aux candidats multiples, la seconde difficulté a laquelle nous sommes parfois
confronté avec le WES, correspond a I'absence totale de variants candidats a l'issu de I'analyse des données.
Cette situation peut parfois étre la conséquence d’une complication liée a la technique, comme le design de
la capture, la qualité de la couverture ou les erreurs d'alignement. Toutefois, ce cas de figure peut également
refléter les limites du WES devant des pathologies dont la transmission n'est pas liée a un variant codant :
variants localisés dans les régions UTR, introniques ou intergéniques, mode de transmission non-mendélien,
pathologie polygénique ou multifactorielle. Dans de telles situations, le WES ne semble pas suffisant pour
déchiffrer les mécanismes moléculaires sous-jacents a ces pathologies.
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cHAPITRE 13

PERSPECTIVES POUR L’ IDENTIFICATION DES GENES DE DI;
L’APPROCHE DE DEMAIN

La révolution NGS s’est accompagnée d’une véritable accélération de la description des diverses causes
génétiques de DI. Cette avancée est majeur : la génétique des DI est aujourd’hui un domaine en perpétuelle
évolution et chaque mois de nouveaux génes sont caractérisés. Pourtant, les nouveaux génes identifiés ces
derniéres années ne rendent compte que d'un faible nombre de patients et de trop nombreuses familles restent

encore sans explications.

13.1 Amélioration de la démarche diagnostique

13.1.1 Mise en place d’un réseau d’échange d’informations : CARID

Afin de pallier les difficultés de diagnostic liées a |'extréme hétérogénéité des DI, un consortium interna-
tional composé de 7 groupes, appelé Consortium for Autosomal Recessive Intellectual Disability (CARID), a
été construit par le Pr A. Reis (Erlangen, Allemagne). A I'instar du consortium « EuroMRX » concu dans les
années 90, ce projet a pour objectif la création d'un cadre favorisant I'échange d'informations cliniques et
génétiques, comme les données de WES, concernant les familles étudiées dans les différentes équipes. Ces
échanges apporteront certainement de nouveaux éléments de réponses pour toutes les familles pour lesquelles
les variants identifiés par I'analyse de WES sont considérés comme de bons candidats sans pour autant étre
validés.

13.1.2 Vers un test diagnostic unique de la DI

Actuellement, afin d’optimiser la démarche diagnostique des patients et de leur famille, plusieurs projets
de recherche translationnelle entreprennent la mise au point d’un test diagnostic de la DI utilisant les outils
de séquencage haut-débit. Le service de génétique médicale de I'hépital Necker-Enfants Malades en étroite
collaboration avec les plateformes de génomique et de bio-informatique ont récemment terminé la conception
d'un kit diagnostic haut débit de la DI, dont la preuve de concept est en cours. Ce kit de capture permet de
limiter le séquencage uniquement aux régions d'intérét : les séquences codantes de 253 génes explicitement
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13.2. EXPLORATION DU GENOME ENTIER : PREMIERS PAS

impliqués dans la DI (81 génes de DIAD, 77 génes de DIAR et 95 génes de DILX). Parallélement, 5 autres
groupes travaillaient sur un projet similaire et chacun a sélectionné une liste quelque peu différente, incluant
de 217 a 481 genes. Trés récemment, un de ces groupes a publié les résultats d'une étude pilote, I'analyse
de 217 geénes ciblés pour 106 patients avec un succés du diagnostic pour 25% des patients, validant ainsi
cette approche [Redin et al., 2014]. Pour les années a venir, |'objectif de I'ensemble des services de génétique
médicale en France est la création d'un kit commun (composé de la méme liste de génes) et évolutif, utilisé
en premiére intention pour le diagnostic de la DI a I'échelle nationale.

Comme avancé par les résultats de Redin et al. [2014], ce projet promet également de nouvelles améliorations
dans la recherche de corrélations génotype/phénotype cliniquement pertinentes pour définir de nouveaux
syndromes et aider a la reconnaissance de ces nouvelles entités. Il permettra aussi d'étendre le spectre
phénotypique des mutations d’un géne connu. Enfin, pour les familles dont cette approche ne permettrait
pas de diagnostic moléculaire, une approche WES sera engagée.

13.2 Exploration du génome entier : premiers pas

Nous avons vu qu'une des limites de 'outil de WES est I'absence de candidats satisfaisants. Devant
une telle situation, et connaissant |I'extréme hétérogénéité génétique de la DI, la communauté scientifique
suggérait, et ce a juste titre, que la concentration de nos recherches uniquement dans les régions codantes
du génome devenait a présent une faiblesse plutdt qu’une force et aspirait a étudier les autres régions, moins
connues, de notre génome afin d'identifier de nouvelles causes génétiques de DI. Plusieurs groupes ont tenté
d'utiliser la méthode de séquencage du génome entier ou Whole Genome Sequencing (WGS) afin de détecter
des variants impliqués dans le spectre des troubles autistiques [Jiang et al., 2013, Michaelson et al., 2012].
Tres récemment, Gilissen et al. [2014] ont publié le premier travail d’identification de causes génétiques de
DI par WGS. Cette approche a été réalisée pour 50 trios demeurant sans diagnostic moléculaire a I'issue
d'une approche géne candidat, d'une recherche de CNVs et de I'analyse des données de WES. La recherche
de SNV (Single Nucleotide Variant) lors de I'analyse des données de WGS a permis d'identifier 132 variants
parmi lesquels 84 sont situés dans les régions codantes. Cette observation refléte la possibilité que I'absence
de diagnostic moléculaire a I'issue du WES soit parfois due a un probléme technique et pas seulement au
besoin d’explorer les régions non codantes.

Les auteurs identifient également 8 CNV de novo incluant des délétions d'un exon unique, de régions intra-
exoniques et des duplications interchromosomiques.

Selon I'hypothése d'un rdle des mutations non codantes dans I'étiologie génétique de la DI, les auteurs
sélectionnent ensuite des variants de novo non codants, situés dans les régions promotrices, introniques ou
les séquences UTR des génes de DI connus : 43 variants correspondent a ces critéres. Les diverses sources
ENCODE disponibles [Consortium, 2012] apportant des éléments de discussion sur les régions non codantes
identifiées n'ont pas donné d’informations en faveur d’une éventuelle pathogénicité de ces variants, ce qui
confirme la difficulté d'interprétation de ces variants. La figure 13.1 résume les fréquences de diagnostic positif
obtenues aprés chacune des méthodologies, mettant en avant le GWS avec le meilleur taux de réussite (42%).
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Figure 13.1 : Bilan des fréquences de diagnostic positif obtenues selon I'approche utilisée, d'aprés Gilissen et al. [2014].

Une autre étude par une approche de WGS a suivi celle-ci menant a l'identification d'un variant dans une
région codante du géne NOTCHI [Stittrich et al., 2014]. La méthode WGS commence donc a émerger mais
les chercheurs continuent d'explorer principalement les régions codantes représentant 1 a 2% des données
générées par cette approche, dont le colit est 3 a 4 fois plus élevé que le WES. La table 13.1 résume les

caractéristiques associées a chacune des deux approches :

Approche WES WGS
Colfit 1 3ou4d
Couverture du génome 13a2% | 100%
Profondeur >100X | 30-80X
Quantité d'informations générée 5Go 100Go
Détection des CNVs - +

Table 13.1 : Comparaison des outils de WES vs WGS.

La force de cette nouvelle approche prometteuse réside donc majoritairement dans les multiples possibilités
d’explorations qu’elle offre avec une seule et méme opération ; la recherche -aujourd’hui devenue courante-
de variants dans les régions codantes et la recherche de variants dans les séquences non codantes. Mais,
surtout, la méthode de WGS permet I'identification de CNVs de grandes ou petites tailles, ce qui la différencie
de I'approche WES.

En conséquence de I'explosion des approches WES, les logiciels de prédiction des effets de variants codants
se sont ameéliorés et les bases de données disponibles se sont enrichies, offrant ainsi des pistes d'interprétation
des variants détectés par WES. Au contraire, en dehors des régions codantes, I'interprétation des variants
reste complétement inexplorée et tout reste a mettre en place. Aujourd hui, il semble plus intéressant de

continuer a utiliser le WES dans un premier temps puis, pour les familles pour lesquelles aucun variant

candidat n'est retenu a I'issue de celui-ci, tenter de réaliser un WGS.
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cHAPITRE 14

VALIDATION FONCTIONNELLE DES VARIANTS : DISSERTATION
AUTOUR DU CHOIX DES MODELES

Avec la révolution NGS, le challenge pour les généticiens a basculé : il résidait dans I'identification de
variants et repose a présent dans leur interprétation. Aujourd’hui, la validation fonctionnelle des candidats
identifiés par WES est devenue essentielle et celle-ci s'annonce indispensable avec |'apparition des études
menées par WGS.

Pour les 5 familles présentées dans ce manuscrit, nous avons eu la chance d’obtenir une biopsie de peau
pour au moins un enfant atteint de chaque famille. Nous avons donc réalisé I'ensemble de nos études fonc-
tionnelles sur les fibroblastes primaires offrant une véritable force a nos résultats puisqu’ils nous permettent
de valider les effets d'un variant directement dans les cellules des patients. Cependant, la pertinence du
modeéle n'est pas entiére puisque le type cellulaire disponible n'est pas représentatif du tissu atteint dans les
pathologies neurodéveloppementales. L'étude de la physiopathologie de ces conditions est alors rapidement
contrariée en raison du modéle disponible.

Afin de s’affranchir de cette limite, d'autres modéles peuvent fournir de nouvelles perspectives d'études.
Par exemple, des travaux fonctionnels dans le domaine des neurosciences ont souvent été conduits a I'aide
de lignées neuronales telles que la lignée PC12 provenant du rat ou la lignée humaine SHSY5Y [Contrepas
et al., 2009, Park et al., 2014, Modi et al., 2014]. Des tests peuvent également &tre menés sur les cultures
de neurones primaires provenant de la dissection de cerveaux d'embryons de souris [Silva et al., 2006, Hirata
et al., 2013]. Les cultures neuronales sont particuliérement utiles puisqu’elles permettent d'étudier les effets
de variants dans un type cellulaire approprié. Pourtant, elles présentent aussi des inconvénients : en effet, le
caractére transitoire des manipulations génétiques qui accompagne inévitablement I'utilisation de ce modéle
peut parfois devenir limitant, par exemple lorsqu’'un processus biologique a besoin d’&tre évalué dans le temps.

Depuis 2006, les progrés de la connaissance des cellules souches ont ouvert de nouvelles perspectives
pour la compréhension de la physiopathologie de nombreuses pathologies humaines. |l est désormais possible
de générer des cellules pluripotentes humaines par dédifférenciation de cellules somatiques (telles que les
fibroblastes primaires de patients), appelées cellules souches pluripotentes induites ou iPSCs (induced Plu-
ripotent Stem Cells) [Takahashi and Yamanaka, 2006, Takahashi et al., 2007, Yu et al., 2007]. Les iPSCs
obtenues peuvent ensuite étre re-différenciées en divers types cellulaires dont des précurseurs de neurones ou
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NPCs (Neural Progenitors Cells), offrant de nouvelles perspectives pour I'étude des maladies neurologiques
et aujourd'hui largement utilisées [Chamberlain et al., 2010, Akizu et al., 2013, Martins-Taylor et al., 2014].

Plus récemment, le groupe de Lancaster et al. [2013] est parvenu a établir une méthode de culture, a
partir de cellules souches pluripotentes (embryonnaires -embryonic stem (ES)- ou iPSCs), aboutissant a la
génération de structures proches du cerveau appelées « cerebral organoids », récapitulant ainsi le dévelop-
pement du cerveau humain. A I'aide de ce nouveau modéle quelque peu révolutionnaire, les auteurs ont pu
démontrer un défaut dans le processus de différentiation neuronale dans les « cerebral organoids » issus d'un
patient avec microcéphalie, apportant de solides éléments pour expliquer I'apparition du phénotype.

Par ailleurs, les modéles animaux fournissent d'excellentes conditions d'études de la physiopathologie
des DI. Dans le cas des mutations du géne NONO, le modéle murin du groupe du Pr S. Brown (Nono9") a
permis une avancée majeure de la compréhension du mécanisme physiopathologique responsable du phénotype
des patients MCCID. Toutefois, la génération d'un tel modéle est longue et fastidieuse : c’est pourquoi
d'autres modéles sont parfois préférés aux modeéles murins, comme la drosophile [van Bon et al., 2013] ou
I'ovocyte de Xénope (Xenopus laevis) [Barcia et al., 2012]. Le poisson-zébre (Danio rerio ou zebrafish) est
également souvent manipulé pour modéliser les maladies du SNC [Tarabeux et al., 2010, Gauthier et al.,
2010, Boczonadi et al., 2014, Schaffer et al., 2014]. En effet, la conservation importante de I'organisation
du cerveau et du génome par rapport a I'homme, le développement embryonnaire externe, synchronisé et
rapide et la transparence de I'embryon sont autant d'atouts facilitant I'utilisation de ce modéle.

Enfin, un nouvel outil de modification génétique a émergé depuis 2009. Cette stratégie s'appuie sur les
propriétés d'une enzyme hybride capable de reconnaitre des séquences particuliéres de I'ADN et de couper
a cet endroit précisément, mais aussi sur les processus physiologiques de réparation de I'ADN. Il s’agit de
la jonction des domaines protéiques d’une nucléase aspécifique avec ceux d’une protéine capable de recon-
naitre et de lier des séquences spécifiques de I'’ADN : ZFNs (Zinc Finger Nucleases), TALENS (Transcription
Activator-Like Effector NucleaseS), meganucleases (engineered homing endonucleases) et trés récemment,
la nucléase basée sur le systéme CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat)-Cas
(CRISPR associated) [Segal and Meckler, 2013, Joung and Sander, 2013, Terns and Terns, 2014]. Ces
constructions sont facilement faconnables, permettant de modifier génétiquement n’importe quelle position
du génome d’une importante variété de types cellulaires et d’organismes, tout en évitant les altérations gé-
nétiques non désirées, inconvénients des précédentes approches de modification génétique.

Cette récente technologie de manipulation du génome ouvre de nouvelles perspectives pour I'étude des condi-
tions neurologiques. Elle offre en effet la possibilité de reproduire exactement la méme mutation identifiée
chez un patient, dans des cultures de cellules ou sur un modéle animal ; une alternative séduisante, particu-
lierement lorsque I'obtention de cellules de patients est impossible.

La précision de ces outils et le faible taux de mutations non désirées associé [Suzuki et al., 2014] permet
de s’affranchir d'un biais important : le fond génétique. En effet, ils offrent la possibilité de travailler sur
des lignées isogéniques, un modéle idéal quand on essaie de montrer qu'une différence phénotypique est
due uniquement a une mutation ponctuelle, et notamment pour entreprendre des expériences de sauvetage
phénotypique.

L'alliance des techniques de reprogrammation du destin cellulaire et de manipulation du génome offre donc
des pistes inédites pour I'étude des conséquences de mutations dans des types cellulaires appropriés et promet
de futures grandes avancées dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques des conditions neu-
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rodéveloppementales. Enfin, ces outils, permettant de s’affranchir des effets indésirables associés au transfert
d'un transgéne, annoncent |'apparition de nouvelles stratégies prometteuses dans le domaine de la thérapie
génique [Perez et al., 2008, Segal and Meckler, 2013, Li et al., 2014a].
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cHAPITRE 15

CAPTURE ET SEQUENCAGE DE L’EXOME

Depuis 2008, une plateforme de Génomique a été crée sur le site de I'hOpital Necker-Enfants Malades,
au sein de l'institut /magine. Elle permet aux équipes du site d'avoir accés a des technologies a un colt
réduit. Le séquencage de I'exome (WES) a été réalisé pour 5 familles distinctes, appartenant a 4 projets
indépendants et présentés dans ce manuscrit. Pour I'ensemble de ces projets, la capture des séquences
codantes s’est effectuée en phase liquide, par la technique Agilent SureSelect, (kit Agilent Human All Exon
38 ou 50 Mb) permettant d'obtenir une banque contenant tous les exons du génome a partir de I'’ADN (Acide
Desoxyribonucléique) génomique. Briévement, I'ADN génomique est fragmenté : des cassures mécaniques
sont provoquées par nébulisation (correspondant au passage de la solution a travers un orifice trés étroit
sous la pression de gaz) ou bien par I'utilisation d'un ultrasonicateur Covaris diffusant des ondes acoustiques.
Aprés réparation des extrémités des ADN fragmentés, des séquences adaptatrices universelles et spécifiques
de la technologie NGS utilisée sont liguées aux extrémités des fragments, suivi ou non d’une amplification
PCR (Polymerase Chain Reaction). Par ailleurs une séquence spécifique (code-barre ou index) est également
rajoutée a chaque banque pour I'identification de chaque échantillon au sein d'un pool. A cette étape, on
obtient donc une banque d'’ADN « génome complet » ou « whole genome ». Cette banque de fragment est
alors dénaturée puis hybridée a un panel d’oligonucléotides ARN biotinylés ciblant les séquences a capturer
(Agilent SureSelectTM). Les hybrides biotinylés formés sont ensuite capturés a I'aide de billes magnétiques
couvertes d'avidine (figure A.6), puis amplifiés et séquencés. Le kit Human All Exon utilisé a évolué au fil du
temps, ciblant plus de 180 000 exons et couvrant de 38 a 50 Mb du génome humain selon les versions.

Les informations concernant les runs de séquencage de chacun des projets de WES exposés dans ce
manuscrit sont résumées dans le tableau 15.1 ci-dessous :
- les sujets séquencés dans chaque famille,
- le type de capture réalisée,
- le type de séquencage pratiqué et I'appareil utilisé,
- la plateforme utilisée,
- la profondeur de lecture ou couverture moyenne, correspondant au nombre de fois qu’une position donnée
du génome a été séquencée (minimum et maximum observés sur I'ensemble des individus d'un méme projet),

- I'efficacité de la capture estimée (donnée en % de séquences capturées avec un taux de couverture supérieur
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3 15X).

Famille(s)| Géne(s) | Sujets Capture Type de Plateforme Profondeur | Taux de cou-
Séquen- de lecture | verture ou
cage moyenne homogénéité
(Appareil) (X) (%)
Mo WDR62, | 1 EA nd Solexa Genoscope - nd nd
RAD54B Centre
National de
Séquencage
(CNS)
El TTI2 1 EA kit Agilent Genome Genoscope - 70X plus de 83%
SureSelect Analyzer Centre des pb cou-
Human All [1x National de vertes a 15X
Exon 38 Mb | (lllumina) Séquencage
(CNS)
Ma AP4M1, | Pére, kit Agilent | SOLID5500 Imagine 39-77X plus de 74-
AZGP1, | Mére, | SureSelect (Life 85% des pb
HERC2 | 2 EAs | Human All Technolo- couvertes a
Exon 50 Mb gies) 15X
MCCID1 | NONO 2 kit Agilent | SOLID5500 Imagine 42-87X plus de 75-
et trios SureSelect (Life 78% des pb
MCCID2 Human All Technolo- couvertes a
Exon 50 Mb gies) 15X

Table 15.1 : Les différents projets de WES réalisés.
ES : Enfant Sain, EA : Enfant Atteint, nd : non disponible.

La technique de séquencage utilisée pour 2 des 5 familles était celle d’lllumina, anciennement technologie
Solexa, sur le séquenceur Genome Analyzer lIx. Les différentes étapes de cette technologie sont illustrées
dans la figure A.3. Elle inclut d'abord le processus de clustering, qui consiste en I'amplification clonale de
I’échantillon a analyser appelé la banque d’exome ici (ou library), produisant les clusters. Celle-ci ne s'effectue
pas en solution mais directement sur support solide de séquencage appelé flow cell : elle comporte 8 canaux,
chaque canal servant d’'enceinte de réaction pour une banque ou plusieurs, si elles portent des code-barres
permettant de les différencier (figure A.4). La réaction de séquencage est alors réalisée directement sur le
support ot I'ADN a été amplifié (en phase solide). Elle se déroule base aprés base en ajoutant un mélange
contenant toutes les bases, chacune étant associée a un fluorophore différent. L'extrémité de ces bases est
protégée pour empécher I'addition de bases supplémentaires a chaque cycle d'incorporation (terminateurs
fluorescents réversibles). Une lecture laser permet alors de détecter simultanément toutes les positions incor-
porées. Le clivage des fluorophores permet ensuite I'incorporation de la base suivante (figure A.5). La lecture
est effectuée ainsi cycle aprés cycle sur chaque cluster de la flow cell. Les clusters étant identifiés par leur
position sur la flow cell, cette méthode permet I'acquisition en paralléle de plus de 3 milliards de séquences.
Chaque position étant lue I'une aprés I'autre, les erreurs principales de cette technologie sont des erreurs de
substitution d'une base par une autre.

Une autre technique de séquencage a été utilisée pour 3 des 5 familles : le séquencage par ligation
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avec le SOLID 5500 (figure A.2). La premiére étape d’amplification clonale de la méthode de séquencage
d'Applied Biosystems est identique a celle du pyroséquencage : la banque d’ADN portant des adaptateurs
universels spécifiques subit une étape d’amplification clonale par PCR en émulsion, permettant la production
de billes couvertes de clones d’ADN dans des millions de réactions indépendantes dans un seul tube. Ces
billes couvertes de clones d'ADN sont fixées de facon covalente sur le support de séquencage appelé flow
chip. La réaction de séquencage s’effectue ensuite par un systéme assez complexe de séries de cycles de
ligation, de détection de fluorescence et de clivage. Cette technique va permettre non seulement la lecture
de la séquence mais inclut un systéme de correction des erreurs d’incorporations. Grace a cette méthode, il
est possible de lire jusqu’a un milliard et demi de séquences en paralléle. Le systéme incorporé de correction
d'erreurs associées a |'utilisation de la ligase réduit le taux d'erreur de séquencage.
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cHAPITRE 10

GENOTYPAGE

Le génotypage ou « tour de génome » a été réalisé pour 2 familles distinctes présentées dans ce manuscrit.
Les informations sont résumées dans la table 16.1 ci-dessous pour chacune d’entre elles :
- le nombre d'individus génotypés par famille,
- le type de puce utilisée,
- la plateforme utilisée.

Famille(s) Projet Geéne(s) Individus Type de puce utilisée Plateforme
génotypés
Mo EXT2007 | RAD54B, | Pere, Mére, Affymetrix GeneChip®R) Extérieur
WDR62 5 EAs Human Mapping 10K 2.0
El IMG2010 TTI2 Mere, 1 ES, | Affymetrix GeneChip®R) Imagine
~ 00070 3 EAs Human Mapping 250K

Table 16.1 : Les différents projets de cartographie par autozygotie réalisés.

ES : Enfant Sain, EA : Enfant Atteint.
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CHAPITRE 17

BIO-INFORMATIQUE

Qutre les problémes techniques, la principale difficulté posée par ces approches de séquencage a haut débit
est sans aucun doute de répondre au défi informatique que pose le stockage et, surtout, I'analyse de la quantité
massive de données générées par ces technologies. C'est la raison pour laquelle nous travaillons en étroite
collaboration avec la plateforme de Bioinformatique de l'institut /magine. Les séquences obtenues sont ensuite
analysées a I'aide de logiciels implémentant des algorithmes d’assemblage et d’alignement a une séquence de
référence tels que BWA (Burrow-Wheeler Alignment Tool) et SAMtool (Sequence Alignment/Map). Tous
les « calls » avec une couverture inférieure ou égale a 3 et un score de qualité inférieur a 20 ont été éliminés.
L'ensemble des variants (SNPs et insertion/délétion) identifiés est ensuite annoté grace au « pipeline »
d’'analyse puis, une interface graphique, développée par la plateforme de bio-informatique s'appuyant sur la
base de données Ensembl (release 61) et permettant de présenter les données issues du séquencage de facon
simple et conviviale. Il est ainsi possible de :

- visualiser I'ensemble des variants (SNPs ou insertion/délétion) identifiés dans un ADN test par rapport a
la séquence de référence du génome humain,

- filtrer ces variants pour éliminer ceux déja décrits chez des sujets sains (en utilisant les annotations des
databases dbSNP, 1000 Genomes Project et une base de données interne composée de I'ensemble des projets
exomes réalisés sur la plateforme),

- prédire les conséquences éventuelles de ces variants sur la fonction de la protéine (en utilisant des logiciels
de type Polyphen),

- comparer des échantillons entre eux pour identifier des variants communs ou des variants différents mais
concernant les mémes génes.

L'interface graphique permet également de présenter les données issues du génotypage : I'analyse par le
choix du seuil de taille et de lod score et I'obtention des résultats de régions génétiques candidates ont donc
été facilitées.
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cHAPITRE 18

FRACTIONNEMENT CELLULAIRE

Le texte ci-dessous explique la méthode utilisée pour réaliser I'analyse présentée dans la figure 9.1. Primary

fibroblast cells were grown two 75 cm? dishes. After reaching 80-90% confluence, cells were harvested using
trypsin (lifetechnologies) for 5 minutes at 37°C. Cells were centrifuged at 1500 rpm for 5 min and rinsed
with ice-cold PBS. Cell pellets were resuspended by gentle pipetting in 400 ul lysis buffer A [LI0 mM Tris
(pH8.0), 140 mM NaCl, 1.5 mM MgClI2, 0.1% lIgepal, 2 mM RNase OUT (lifetechnologies)], and incubated
on ice for 10 min. 80 uL of the total RNAs were extracted by Trizol reagent (lifetechnologies). The rest of
the lysate was centrifuged at 1,000 g for 3 min at 4°C to isolate the cytoplasmic fractionation and pellet
the nuclei. Cytoplasmic fractions were further centrifuged at maximum speed and nuclear pellets underwent
two additional washes with 320 uL lysis buffer A before extraction with Trizol. After determining the RNA
concentration of each sample with the Nanodrop, 500ng of RNA was used to run semi quantitative and
quantitative reverse-transcription (RT) PCR. Primers used for mRNA nuclear and cytoplasmic distribution
analysis are located in the downstream of IRAlus (Inverted Repeat Alu elements) in the 3'-UTRs to detect
only full-length mRNAs, as described in Chen and Carmichael [2009], Chen et al. [2008] (figure 18.1).

IRAlus
Long isoform el — v —

Shon ISOform - primers

Figure 18.1 : Position des amorces permettant de sélectionner les ARN édités, modifié d'aprés Chen and Carmichael
[2009].

Target and housekeeping genes Ct values from Cytoplasmic and Nuclear samples were first normalized
to the level of Total sample for each individual. Then these normalized values were treated with the classical
comparative Ct method. In controls and patients cells, the majority of full-length LIN28, NUP43, NICNI,
PAICS and PCCB mRNAs are retained in the nucleus as SMCIA, FLNB, HYOU1, and SON, mRNAs that do
not contain IRAlus in their 3'-UTRs, but are normally enriched in the nucleus. T, total RNA ; C, cytoplasmic
RNA ; N, nuclear RNA.
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ANNEXE A

FIGURES
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Figure A.1 : Principe de la CGH sur métaphase et sur puce 3 ADN (CGH array), d'aprés Sanlaville et al. [2005].

La CGH ou Comparative Genomic Hybridization permet une analyse globale du génome avec une résolution su-
périeure a celle du caryotype. La partie gauche de la figure indique le principe de la CGH sur chromosome : la méme
quantité d’ADN provenant d'un patient et d'un témoin, chacune marquée par un fluorochrome différent, est co-hybridée
sur les chromosomes d’un individu normal. Les signaux générés par les deux fluorochromes sont numérisés et un rapport
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de leur intensité respective est établi au niveau des bandes de chacune des paires de chromosomes : il refléte le rapport
de la quantité d’ADN du patient par rapport a celle du témoin. La partie de gauche de la figure représente le principe
de la CGH sur puces a ADN : des séquences d"’ADN, dont on connait la position sur le génome, sont déposées sur des
lames de verres (ou microarray). Le rapport de fluorescence est ici calculé au niveau de chaque dépot correspondant au
fragment d’ADN fixé. Des logiciels permettent un traitement statistique des données et une représentation graphique
de celles-ci.
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Figure A.2 : Comparaison des principes des 3 principales technologies de NGS.

Pour chaque méthode de séquencage la premiére étape correspond a la fabrication d’une banque d’ADN génomique :
I'ADN a séquencer est d'abord fragmenté. L’'ajout d'adaptateurs universels au moment de la fabrication des banques
permet d’amplifier et de séquencer des milliers de molécules en paralléle en utilisant un seul type d'amorces.

Avec la méthode de pyroséquencage (Roche), aprés fragmentation, I'’ADN subit une étape d'amplification par PCR.
Celle-ci est réalisée en émulsion, permettant d’effectuer plusieurs millions de réactions indépendantes dans un seul
tube. Le mélange obtenu est ensuite déposé sur une plaque dont chaque emplacement ne peut contenir qu’une seule
molécule d’ADN amplifiée. La réaction de séquencage par synthése est alors initiée base par base. La lecture de
chaque base incorporée est révélée 3 I'aide d’une réaction chemoluminescente et détectée par une caméra CCD
(Charge Coupled Device, assurant la conversion d'un signal lumineux en un signal électrique). Les erreurs de
séquences détectées sont majoritairement des insertions/délétions dues aux répétitions identiques de la méme base.
Les deux autres méthodes sont détaillées dans le chapitre 15 de ce manuscrit.
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Figure A.3 : Ensemble des étapes des la technologie Illumina (source : lllumina).

Une description de la technologie Illumina est disponible dans le chapitre 15 de ce manuscrit.
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Figure A.4 : Etape de fixation et d’amplification de la librairie sur la flow cell (source : lllumina).

Une description de la technologie Illumina est disponible dans le chapitre 15 de ce manuscrit.
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Figure A.5 : Réaction de séquencage par la technique lllumina (source : lllumina).

Une description de la technologie Illumina est disponible dans le chapitre 15 de ce manuscrit.
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Figure A.6 : Technique d’enrichissement Agilent SureSelect, modifié de la source : Protocole Agilent SureSelect Target

Enrichment System.

Une description de la technique d’enrichissement de I'exome par la méthode Agilent SureSelect est disponible dans le

chapitre 15 de ce manuscrit.
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Figure A.7 : La technologie RainDance : systéme de PCR en microgouttelettes, d'aprés Tewhey et al. [2009].

Le principe de la technologie RainDance repose sur I'utilisation d'une puce microfluidique, permettant la génération
de deux types de micro-gouttelettes. Elles contiennent soit des couples d'amorces permettant I'amplification des
régions d'intérét du génome soit le mélange réactionnel nécessaire a la réaction de PCR. Les deux types de
micro-gouttelettes sont introduites dans la puce par un micro-canal différent. Les micro-canaux se connectent ensuite
entre eux de maniére a réaliser le mélange d’un couple d’amorces donné avec les réactifs afin de réaliser une seule
réaction de PCR par micro-gouttelette.
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Figure A.8 : Capture des exons avec les sondes inversées (MIPs), d'aprés Turner et al. [2009].

Chaque MIP comprend une région commune (en vert), encadrée de séquences ciblant les régions d'intérét (les
exons), capables de s'hybrider de part et d'autre de celles-ci (en jaune). L'ajout de la polymérase et de la ligase

permet la formation d'une forme circulaire incluant la copie de la séquence d'intérét. Aprés ajout des adaptateurs (en

noir), les amplicons obtenus sont directement séquencés.
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Figure A.9 : Les 3 méthodes d'enrichissement spécifique : PCR ciblées (a), MIPs (b) et capture par hybridation
spécifique (c), d'aprés Mamanova et al. [2010].

Parmi ces diverses méthodes d'enrichissement spécifique, la capture par hybridation spécifique en phase liquide a été
majoritairement utilisée par la suite; pour les résultats présentés dans ce manuscrit et par la communauté scientifique

en général.
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Figure A.10 : Du génome a la variation, d'aprés Bell et al. [2011].

Aprés I'étape initiale d’examen clinique, les différentes étapes du processus permettant d’identifier des variants
candidats est ici détaillé : il commence avec I'extraction de I'ADN des échantillons recus. A la suite du séquencage et
de du traitement bio-informatique, I'étape suivante correspond a I'analyse des données et fait I'objet de ce manuscrit.
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Figure A.11 : Le mécanisme de réparation des CDB dépendant de la recombinaison homologue d'aprés Liu et al.
[2014a].

Pour que la réparation s’établisse, quelques étapes préliminaires sont indispensables ; les extrémités 5° des CDB sont
digérées pour générer des extrémités simple brin de chaque coté de la cassure. Celles-ci sont recouvertes et stabilisées
par les protéines RPA. Ensuite, RAD51 se lie a ces extrémités simple brin avec l'intervention de médiateurs de la
recombinaison RAD52, RAD55-57, RAD54 et RAD54B. La structure ainsi formée envahit la molécule double brin
intacte et commence un dépistage de régions homologues, formant une structure appelée la D-loop. La longueur de
la D-loop augmente avec la migration des branches d'ADN. RAD54B est capable, grace a I'hydrolyse d’ATP, de se
déplacer sur I'ADN double-brin (translocation). Son déplacement génére des enroulements de I'ADN, positifs en
amont et négatifs en aval. Les super-tours négatifs en aval permettent I'ouverture transitoire de la double hélice
d'ADN et facilitent la formation des jonctions entre les régions homologues. Enfin, RAD54B est capable d’interagir
directement avec les recombinases RAD51 et DMC1 afin de faciliter le chargement de celles-ci sur I'’ADN simple brin.
RAD54B stimule également la réaction de formation de la D-loop, un intermédiaire essentiel de la recombinaison
homologue [Wesoly et al., 2006, Liu et al., 2014a].
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EBVO10 lymphoWT  AT163 lympho ATM-f-  Fibroblastes controles Fibroblastes patient lil.2

Figure A.12 : Forme des noyaux des cellules :
marquage au DAPI (premiére ligne) et contraste (seconde ligne) des fibroblastes du patient I11.2, des cellules
lymphoides AT163 ATM-/- et des contrbles correspondants (fibroblastes controles et cellules lymphoides EBV010).
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Figure A.13 : Circularité des noyaux dans les fibroblastes du patient 111.2, les cellules lymphoides AT163 ATM-/- et
les controdles correspondants (fibroblastes controles et cellules lymphoides EBV010).

A I'aide du logiciel ImageJ, la circularité C a été calculée a partir des mesures réalisées sur les images contrastées
issues du marquage DAPI présentées dans la figure A.12. Un nombre n de cellules a été utilisé pour déterminer la
circularité moyenne de chaque groupe. Un test de student a ensuite été réalisé entre les deux groupes de chaque type
cellulaire. Les p-values obtenues sont indiquées sur la figure : elles indiquent une différence entre les cellules
lymphoides AT163 ATM-/- et les contrbles lymphoides EBV010 mais ne révélent pas de différences significatives
entre les fibroblastes du patient I11.2 et les fibroblastes controles.
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Figure A.14 : Niveau de ROS mesuré par DCFDA dans les fibroblastes du patient I11.2 et les fibroblastes controles.

Afin de déterminer les niveaux de ROS, nous avons mesuré la fluorescence du 2',7'-dichlorofluorescin diacetate
(DCFDA) des cellules en conditions de culture classiques. Les premiers résultats de cette analyse n'indiquent pas des
niveaux de ROS différents entre les fibroblastes du patient I11.2 et les deux contrdles testés.
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Figure A.15 : Schéma de la voie de signalisation mTOR.

En réponse a des stimuli externes a la cellule, tels que les facteurs de croissance, I'insuline etc., la voie mTOR est
activée. Une des étapes de cette voie de signalisation conduit a la phosphorylation de la Thréonine (Thr) 339 de la
protéine p70 S6 Kinase. L'état de phosphorylation de ce résidu peut étre analysé par WB avec |'utilisation d’anticorps

spécifiques.
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Figure A.16 : Test de I'expression du géne TT/2 dans divers tissus humain par RT-PCR.

La bande supérieure correspond a I'amplification par RT-PCR du géne TTI2 et la bande inférieure a celle du géne
GAPDH. Les valeurs (unité arbitraire) correspondent aux résultats de semi-quantification, réalisée par une mesure de
pixels avec le logiciel Imagelab.
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Figure A.17 : Agenda de sommeil.
Réseau de santé consacré a la prise en charge
des troubles chroniques du sommeil

Réseau Morphée

COMMENT REMPLIR L’AGENDA DU SOMMEIL

L’agenda se remplit & deux moments de la journée :

v' le matin au réveil pour décrire le déroulement de la nuit

v" le soir pour reporter ce qui s’est passé dans la journée.

4 Le matin : inscrivez la date (nuit du 5 au 6 juin par exemple).

Notez le moment ou vous vous &tes mis au lit par une fleche vers le bas. (méme si ¢’était
pour lire ou pour regarder la télévision)

Mettez une fleche vers le haut pour indiquer votre horaire définitif de lever, ou pour
préciser un lever en cours de nuit.

Hachurez la zone qui correspond a votre sommeil. Si vous vous &tes réveillé en pleine
nuit et que cet éveil a été génant, vous interromprez la zone hachurée en regard des
horaires du réveil. Le but n’est pas de vous souvenir précisément que 1’éveil s’est produit
entre 3h17 et 4h12 mais de traduire simplement votre impression avec des horaires qui
seront obligatoirement approximatifs.

Précisez ensuite la qualit¢é de votre nuit, votre forme au réveil, en remplissant les
colonnes de droite (TB = tres bon, B = Bon, Moy = moyen, M = mauvais, TM = trés
mauvais)

Précisez si vous avez pris des médicaments, ou s’il s’est passé quelque chose qui a pu
interférer avec votre sommeil (par exemple faire du sport le soir, avoir mal a la téte,
avoir de la fievre...).

+ Le soir : vous remplissez a nouveau 1’agenda

Pour préciser si vous avez fait une sieste, par une zone hachurée, de la méme facon que
vous avez noté votre sommeil de nuit. Vous reportez si besoin les moments de
somnolence en notant un « S » en regard des horaires correspondants.

Enfin, vous apprécierez votre forme globale dans la journée.

Vous remplirez cet agenda pendant 3 semaines minimum. S’il vous est possible de le remplir a la
fois sur une période de travail et une période de vacances, vous aurez beaucoup plus d’informations.

2 6rande Rue - 92380 GARCHES | http://www.reseau-morphee.com



ANNEXE B

TABLES

sujet contrdle 1 | contrble 2 | patient IV.5 | patient V.12

16516.163 | 10479.67 10214.147 12735.172

12000.946 | 11053.846 | 7873.695 16277.557

13790.209 | 7259.689 8532.948 15868.156

12728.059 | 12452.988 | 8235.793 8592.362

14378.334 | 10473.355 | 10001.808 8572.429

11634.129 | 1117493 8304.264 10222.108

17092211 | 9961.429 9947.047 12808.892

13666.347 | 8061.058 8830.468 6340.796

11298.533 | 11898.856 | 12716.068 11349.622

intensité de fluorescence | 18466.132 | 9909.205 9974.518 7241.176
13171.383 | 10564.459 | 10632.542 9059.83

16400.823 | 10068.409 | 8088.789 9118.919

1704424 | 12283.217 | 26405.407 8688.419

14751.174 | 16106.78 | 25700.577 12545.981
13757.652 | 18988.559 | 15886.306 7197.7

26516.863 | 16242.404 | 15567.369 31928.392

15779.776 | 22061.872 | 31200.538 16778.689

25815.041 | 19290.834 | 20318.268 17398.161

27890.886 | 12803.042 - -

minimum 11298.533 | 7259.689 7873.695 6340.796

maximum 27890.886 | 22061.872 | 31200.538 31928.392
médiane 14751.174 | 11174.93 10108 10786
moyenne 16458 12691 13802 12374

p-val (vs contréle 1) - - 0.4893268 0.1365181

p-val (vs contréle 2) - - 0.9332697 0.9982291

Table B.1 : Données d’intensités de fluorescence du marquage RAD54B

mesure du niveau de gris par noyau (unités arbitraires, n = 18 ou 19 noyaux par individu).
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Populations lymphocytaires Patient I11.2, 3 Normes
I'age de 38ans
CD3 81% 64-85%
CD4 48% 34-62%
CD8 30% 14-42%
T CD4 naifs 14% 30-48%
T CD4 mémoire 63%
T CD8 naifs 14% 37-50%
T CD8 central mémoire 4% 6-16%
T CD8 effecteur mémoire 34% 25-37%
T CD8 effecteur mémoire RA+ 48% 8-20%
B CD19 6% 6-17%
NK 13% 5-20%
lgG 10.55¢/I 6.65-12.8g/I
IgA 1.66g/I 0.7-3.44g/I
IgM 1.09g/I 0.5-2.09g/!
Prolifération lymphocytaire en réponse a la PHA 66cpm/10° >50cpm/10°
Prolifération lymphocytaire en réponse a la tuberculine 1cpm/10° >10cpm/10°
Table B.2 : Bilan Immunologique du patient 111.2 de la famille El.
Ig : Immunoglobulines, cpm : coup par minute, g/l : grammes par litre.
Marqueurs Nom entier Patient I11.2 | Patient I1l.5 | Patient I11.9 Normes
CA125 Carbohydrate Antigen 9,22 10,68 15,26 <35U/ml
125
CA15-3 Carbohydrate Antigen 11,01 10 ,38 12,16 <25U/ml
15-3
CA19-9 Carbohydrate Antigen 17,34 4,92 9,21 <39U/ml
19-9
AFP Alpha-FcetoProtéine 13,92 17,83 19,11 <5,8 U/ml
ACE Antigéne 3,94 3,36 3,92 <3,4 ng/l
Carcino-Embryonnaire
HCGB Hormone Chorionique 3,29 1,83 <4mUl/ml
Gonadotrope B
PSA totale | Antigéne Spécifique 0,637 <2ug/!
Prostatique

Table B.3 : Dosage des marqueurs tumoraux chez les 3 enfants atteints de la famille El.
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Catégorie de GO p-value Nb de Génes inclus
Cancer 8.17 7-2.07 254
Gastrointestinal Disease 8.17717-2.027%3 174
Cellular Growth and Proliferation | 8.1171°-1.817% 160
Cellular Development 251799193793 158
Organismal Development 1.97 1320903 151
Tissue Development 8.71712-2.097% 141
Organismal Injury and Abnormalities | 1.44797-2.06%° 135
Cell Death and Survival 287 7209 % 135
Tissue Morphology 1.0777-2.087% 118
Cell Morphology 8.8878-1.937% 115
Embryonic Development 2.84 99209 % 110
Organismal Survival 1.0499-1.1379% 109
Cellular Movement 9.0271-2.077% 106
Organ Development 284799209703 99
Skeletal and Muscular Disorders 2.36 %8-157 99

Table B.4 : Modélisation des fonctions dérégulées chez les patients MCCID.

Les données ont été soumises au logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA) [http ://www.ingenuity.com] afin de
modéliser les relations entre les génes et les protéines et ainsi définir les voies de signalisation et les processus
biologiques significatifs.
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