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RESUME DE THESE

La Déficience Intellectuelle liée au chromosome X (X-LID), anciennement appelée RMLX
(retard mental lié au chromosome X) est une pathologie fréquente (3 % de la population) et
handicapante. Cette déficience se manifeste par la réduction de la capacité a comprendre
les informations nouvelles ou complexes, des difficultés d’acquisition de nouvelles
compétences et I'’échec dans la gestion de sa vie en toute autonomie ; celle-ci est souvent
accompagnée par un dysmorphisme corporel. Cette pathologie s’installe des I'enfance
(avant I'age de 18 ans) et a des répercussions sur le développement de I'individu (QI<70). La
pathogénie de la déficience intellectuelle reste obscure et dans 50 % des cas, la cause n’est
pas connue.

Dix pour-cent (10 %) des cas de la déficience intellectuelle seraient liés a des geénes localisés
sur le chromosome X, avec une mutation transmise par les meéres et affectant
principalement les garcons. Parmi les 931 genes du chromosome X, seulement 114 genes
ont été identifiés comme genes de déficience intellectuelle. Le dernier (le géne SSR4) fut
caractérisé en mars 2014.

A I'heure des technologies du séquencage de haut débit, le laboratoire de génétique
moléculaire de I’hopital Necker de Paris s'est doté d’une plateforme d’identification de
mutation génétique humaine par séquencage a haut débit permettant le diagnostic des
maladies rares.

L'objectif de mon travail de thése était d’appliquer I'approche du séquencage a trés haut
débit (technique SOLiD) dans [lidentification de nouveaux génes de la déficience
intellectuelle liée au chromosome X chez des familles ayant des garcons atteints de
déficience intellectuelle non-syndromique, d’identifier les mutations des genes qui sont déja
connus et d’en discuter la corrélation génotype-phénotype. L'approche que j’ai utilisée dans
cette étude est le diagnostic génétique par séquencage a haut débit de I'exome du
chromosome X de vingt sujets appartenant a dix familles (X-LID) francaises. La procédure
consiste a capturer 'exome du chromosome X des patients atteints, a I'enrichir par la
technologie Rain-Dance, puis a le séquencer dans notre plateforme avec un séquenceur a
haut débit de la technologie SOLID5500 afin d’analyser les résultats et pour ne retenir que
les nouvelles mutations et commenter leur pouvoir pathogéne.

Cette étude a mis en évidence de nouvelles mutations dans 21 genes, dont neuf génes ne
sont pas encore décrits parmi les genes X-LID et a révélé I'importance de I’'hétérogénéité
génétique tout en relevant la possibilité de I'effet des charges mutationnelles et le role
génes modificateurs. Certaines nouvelles mutations, nous les avons identifiées dans des
génes connus pour leur implication dans la déficience intellectuelle et les avons publiées
durant les études doctorales. Pour confirmer la causalité des nouveaux genes ayant muté
chez les familles atteintes, des études fonctionnelles supplémentaires in vivo doivent étre
appliquées tout en suivant les publications sur le méme sujet afin de comparer avec des cas
similaires.



ABSTRACT

X linked Intellectual deficiency (X - LID); formerly X-LMR (X Linked Mental Retardation) is a
common pathology (3 % of the population). Intellectual Deficiency (ID) is the most frequent
cause of serious handicap in children and young adults. Defining features of ID include an
overall intelligence quotient (1Q) of less than 70 together with associated functional deficits
in adaptive behavior (such as daily living, social and communication skills), which manifest
beforel8 years of age. ID pathogenesis remains obscure and 50% of cases have no known
cause.

Ten percent of the intellectual intellectual deficiency would be related to genes located on
the X chromosome, and subsequently inherited by affected boys. Among the 931 genes of
the X chromosome, only 114 genes have been identified as X-LID genes. The last (SSR4 gene)
was characterized in March 2014.

At the time of the Next Generation Sequencing (NGS), the laboratory of molecular genetics
of Necker hospital in Paris is equipped with a platform for the identification of human
genetic mutation by high-throughput sequencing for the diagnosis of rare diseases. The
objective of my thesis work was to seek new genes for X linked intellectual deficiency in
families with non-syndromes cognitive disorder affected boys and to identify mutations in
the genes that are already known and to discuss the genotype, phenotype correlation. The
approach that | have used in this study is genetic diagnosis by high-throughput sequencing
of chromosome X exomes of 20 subjects belonging to ten X-LID French families. The
procedure is to capture and enrich the exome of the X chromosome of patients, then to
sequence it in our platform with a high throughput sequencer of SOLid technology then
analyze the results and retain that new mutations to discuss their pathogenity. This study
has highlighted new mutations in 21 genes, including nine that are not yet described among
the X-LID genes.

Some new mutations, we identified in genes known through their involvement in cognitive
impairment were published during my doctoral studies. To confirm causality of new genes
that were found mutated in families, additional studies in vivo must be applied while
following the literature to make comparisons with similar cases.

Key words: intellectual deficiency, syndromic and non-syndromic, inactivation, sequencing,
exome, mutation, IQ
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- INTRODUCTION

A. La Déficience Intellectuelle

1. Définition et terminologie

Les termes utilisés pour décrire les sujets présentant un trouble neuropsychiatrique
associé a une atteinte cognitive sont variables. On qualifiait autrefois ces individus d’idiots,
de retardés mentaux et de débiles. La dénomination « retard mental », devenue obsoléte,
est désormais remplacée par « déficience intellectuelle », terme qui recouvre plusieurs
dizaines de syndromes (Curie et al., 2008). La déficience intellectuelle (DI) se définit par la
réduction de la capacité a comprendre des informations nouvelles ou complexes, a acquérir
de nouvelles compétences et a gérer sa vie en toute autonomie. Elle s’installe dés I'’enfance
et a des répercussions sur le développement de I'individu (American Association on Mental

Retardation (http://www.aamr.org). Selon certains, cette affection est encore largement

considérée comme un probleme socioculturel (Salvador-Carulla and Bertelli, 2008) et ils
rencontrent encore des difficultés pour définir une terminologie appropriée afin de
caractériser les troubles persistants, notamment dans le domaine clinique et dans le cadre

de la recherche.

2. Classification

Les différentes classes de déficience intellectuelle sont basées sur la notion de
quotient intellectuel (Ql), un parametre psychométrique défini par le rapport entre I'age
« mental » que donne le résultat du test sur I'age réel, multiplié par 100 (Mayer et al., 2007).

La déficience intellectuelle est classée de la forme profonde a la forme légére (Tableau 1)
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Tableau 1: Classification des différents types de la déficience intellectuelle

Terminologie(DI) Quotient Intellectuel (Ql)
Déficience Intellectuelle profonde <20

Déficience Intellectuelle sévére 20-40

Déficience Intellectuelle modérée 40-50

Déficience Intellectuelle légere 50-70

3. Prévalence

La déficience intellectuelle figure parmi les premiers problémes socioculturels dans

les pays développés occidentaux (Honeycutt et al., 2003). Au-dela de I'Occident, il s’agit
d’une pathologie répandue parmi enfants et adultes a travers le monde entier. Elle est
présente chez 3% des nouveau-nés de la population générale (Curie et al., 2008), et a de tres
sérieuses conséquences sur les facultés d’adaptation a I'environnement.
La prévalence de la déficience intellectuelle n’est pas facile a évaluer a cause de la variabilité
de sa définition d’'une communauté a 'autre, du fait de la non-normalisation des critéres
diagnostiques, de la présence de biais dans la majorité des études et de prise en
considération de la déficience intellectuelle légere.

Dans les pays sous-développés, la prévalence de la DI est deux a trois fois plus élevée
que dans les pays industrialisés (Roeleveld et Zielhuis, 1997).

A Lahore en Inde par exemple, en 2005, l'incidence cumulée globale de la DI sévére
pour 100 naissances était de 1,1. Elle était d’une valeur de 2,2 dans les bidonvilles
périurbains, mais plus faible (0,4) dans le groupe de la classe moyenne supérieure. La
prévalence globale de la DI |égere parmi les enfants de 6 a 10 ans était de 6,2 %, de 10,5%
dans les bidonvilles périurbains et de 1,3% dans le groupe constitué par la classe moyenne
supérieure (Gustavson, 2005). En revanche, en Grande-Bretagne, 2% des enfants de 7 a 14
ans ont un QI £ 70 ; 0.5% d’entre eux sont séverement atteints (QI<50), et 1.5% présentent
une DI moyenne ou modérée (Aicardi, 1998). Selon I'étude d’Aicardi, ces différents types de
déficience intellectuelle se répartissent dans la population générale selon les proportions

présentées dans le diagramme suivant :
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1/

= DI profonde 0,2%
= D| Sévere 0,5%

DI Modérée 1%
= D| Légere 2%

population normale

Figure 1 : les proportions des différentes formes de la déficience intellectuelle en Europe

4. Etiologie des déficiences intellectuelles

Les études épidémiologiques montrent que la DI a des origines diverses. Elle peut
étre di a des facteurs hétérogénes, environnementaux et génétiques (Moser, 2004; Stern et
al., 1969). Cependant, malgré les progrés réalisés en matiere de diagnostic, les causes de la

DI restent inconnues dans 1/3 a 2/3 des cas (Des Portes et al., 2002).

a. Les Causes génétiques de la DI

a.1l) Les anomalies chromosomiques

Les aberrations chromosomiques comptent parmi les principales étiologies de la
déficience intellectuelle. En effet, 10% des causes génétiques de la DI sont d’origine
chromosomique (Friedman et al., 2006). Ces aberrations se manifestent par des anomalies
chromosomiques de nombres comme la trisomie, ou par des anomalies de structures
microscopiques et/ou sub- microscopiques.

La détection des anomalies chromosomiques microscopiques se réalise facilement par les
techniques de cytogénétique classique dont I'outil principal, le caryotype, donne une image
générale du capital chromosomique d’un sujet en un seul test.

Le caryotype standard a fait son apparition dans les années 1970, et il permet d’observer les
chromosomes au stade métaphase.

Le caryotype a haute résolution (1000 bandes) fit son apparition en 1976, et il permet
I’observation des chromosomes au stade pro métaphase.

En 1959, la découverte de la premiere anomalie chromosomique fut la trisomie 21 par

I’équipe francaise de Jéréme Lejeune (Lejeune, 1963). Cette anomalie a été ensuite qualifiée
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comme le facteur le plus fréquent des anomalies chromosomiques de la DI d’origine
chromosomique (Besser et al., 2007). Certaines études rapportent que la trisomie 21
représente une fréquence de 12% chez les sujets atteints de DI (Abel et Hannigan, 1995).

Mis a part la trisomie 21, d’autres aberrations chromosomiques microscopiques liées a la
déficience intellectuelle ont été rapportées, mais sont de moindre fréquence. En effet dans
une étude effectuée sur 36 325 déficients idiopathiques en Allemagne, 4,6% résultent
d’aberrations chromosomiques autres que la trisomie 21 (Ropers, 2010), et les anomalies

balancées, type translocation et inversion, n’en représentent que 1% (Fantes et al., 2008).

Certaines anomalies chromosomiques sont souvent mal diagnostiquées par les

techniques de cytogénétique classique, surtout si la taille de la région chromosomique qui
subit le réarrangement est inférieure a 5MB. Ces réarrangements contribuent
significativement a la déficience intellectuelle (Vissers et al., 2010) et comptent pour environ
5% des cas de DI idiopathique (Roeleveld et Zielhuis, 1997). En revanche, elles sont
rapportées chez 15% des patients atteints de DI sévere (Leonard and Wen, 2002).
Les délétions sub-microscopiques et les micro duplications non détectées par les techniques
cytogénétiques conventionnelles forment de nouvelles causes de la déficience intellectuelle
(Ropers, 2010). Elles sont facilement identifiables par les techniques moléculaires
notamment la FISH et la MLPA, qui ont montré que les réarrangements microscopiques des
régions sub-télomériques peuvent se produire dans 5% des sujets atteints de DI (Vries et
al., 2003).

La FISH (Hybridation In situ en Fluorescence) se fonde sur I’hybridation d’une sonde
connue et marquée a une région d’ADN des chromosomes en métaphase ou en interphase.
Elle s’applique suite a I'examen clinique des patients ayant des syndromes cliniquement
identifiables tels que le syndrome de Prader Willi, Williams Beuren, Miller, Dieken, Di-
George pour les quels I'haplo-insuffisance d’un certain nombre de génes est directement
impliquée dans la pathologie cognitive (Goldenberg et Saugier-Veber, 2010).

La FISH est une technique résolutive, mais elle ne permet pas I'étude globale du génome.
Cet obstacle a été largement dépassé suite a 'arrivée des puces ultra-résolutives, qui ont
marqué I'ére de I'analyse pan-génomique avec un pouvoir résolutif plus élevé, permettant
une étude compléte du génome des patients. En effet avec les nouvelles puces qui comptent

cent mille a 2 millions d’oligos, on a pu atteindre une résolution record de I'ordre de 10kb. A
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ce stade, des CNV sont apparus associés a des pathologies de DI chez 15% des sujets atteints
de la DI idiopathique et ayant un caryotype normal (Friedman et al., 2006; Jaillard et al.,
2010). Ces CNV ont été identifiés comme la cause principale de plusieurs déficiences

intellectuelles spécifiques (Mefford et al., 2009).

a.2) Les causes génétiques non chromosomiques

Les causes génétiques non chromosomiques se résument dans les mutations sous
toutes leurs formes (délétion, insertion, duplication et substitution).
La premiére étiologie génétique de la déficience intellectuelle est celui de I’X fragile (Turner
et al., 1996). Elle est classée en deuxiéme position apres la trisomie 21 (OMIM 190685) sur
I’échelle des causes de la DI (Rousseau et al., 1995).
Sur le plan clinique, ce syndrome est caractérisé par une croissance somatique normale,
une face longue avec une machoire saillante, une déficience intellectuelle et une macro-
orchidie chez la plupart des enfants puberes. Sa prévalence chez les sujets ayant des
difficultés pour lire sans signes cliniques spécifiques est de 2 a 10% (Slaney et al., 1995). Son
incidence dans la population générale masculine est de 1/1000. Elle est de 1/4000 chez les

sujets féminins(Rousseau et al., 1995)

L'X fragile se manifeste génétiquement par I'expansion du triplet CGG, normalement
présent dans la région distale du chromosome X sous forme de microsatellite d’une
moyenne de 30 répétitions siégeant au niveau du géne FMR1. Les sujets masculins au stade
de pré-mutation présentent un nombre de répétitions inférieur a 200 avec un phénotype
normal. lls transmettent l'allele a leurs filles tout en le gardant stable durant Ia
spermatogeneése. Cette expansion, une fois héritée par la femme, échappe a la stabilité et
tend vers une mutation compléte durant I'ovogenese (plus de 200 copies). Dans ces
conditions, le gene FMR1 diminue son activité et sa transcription s’effondre, ce qui explique
pourquoi les garcons descendants d’une femme conductrice sont souvent affectés, alors
gue les filles sont de phénotype normal et ne subissent que la prémutation (Rousseau et
al., 1994).

Les facteurs mono géniques associés a l'altération de certaines chaines métaboliques
représentent une cause génétique classique de la déficience intellectuelle, notamment la

phénylcétonurie et la déficience des glycoprotéines en carbohydrates qui sont causées par
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des mutations monogéniques et qui sont souvent associées a un dysmorphisme et une DI

(Teraishi et al., 2013).

b. Les causes environnementales de la Déficience Intellectuelle

Les causes environnementales représentent 15% des étiologies de la déficience
intellectuelle. Elles interviennent pendant la période prénatale, périnatale et postnatale

(figure 2).

Ofacteurs périnataux 1%
Efacteurs posnataux 1390%

Ofacteurs prénataux 60%

Ofacteurs incertains22%

Figure 2 : Distribution des facteurs de I’environnement dans la déficience intellectuelle.

La période prénatale : Les facteurs prénataux semblent étre de loin I'étiologie la plus

fréquente dans la DI, représentant entre 60% et 75% des cas (Ahuja et Thapar, 2005).

Le réle de l'infection feetale par le cytomégalovirus ou la toxoplasmose pendant la grossesse
a par ailleurs été confirmé dans la déficience intellectuelle sévere(Stern et al., 1969; Vial-
Courmont et al., 1999).

Pendant la vie intrautérine, une malnutrition et un faible poids sont souvent associés a une
fréquence élevée de la déficience intellectuelle, ce qui n’est pas le cas pour une grossesse
normale et un poids habituel (Sabel et al., 1976).

L’alcoolisme est une cause importante de la DI légére associée a un poids faible a la
naissance, une microcéphalie, une atrophie du disque optique et une hyperactivité (Aicardi,
1998).

La période périnatale : Les facteurs périnataux comptent pour 10% dans la DI (Aicardi, 1998).

L’élément étiologique principal est la souffrance cérébrale du nouveau-né, due a I’exposition
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aux toxines. Il a été rapporté que la DI d’origine périnatale n’est jamais isolée, mais souvent
associée a une paralysie cérébrale et a des épisodes de crises épileptiques ultérieures
(Perlman, 1997).

-La_période postnatale : Pendant cette période, les principaux facteurs de la DI sont les

infections, les traumatismes craniens, I’hypoxie, et [I'absence de stimulations
environnementales.
Les facteurs postnataux représentent 1% a 10% des causes de la DI, et toute atteinte

anatomique a l'intégrité du cerveau peut déclencher une DI (Yoshida et al.2004).
5. Le diagnostic de la déficience intellectuelle

Une DI peut étre détectée chez tout enfant, en fonction de certains indices fournis
par I'examen clinique, comme les lésions de la peau, les anomalies du squelette, la présence
d’un syndrome neuro-cutané, un retard de langage, une dysmorphie, un tempérament
difficile a gérer, une hypotonie générale ou des extrémités, la maladresse et l'incapacité
générale a réaliser des actes courants.

Dans son parcours de diagnostic, le clinicien a pour mission de mettre en ceuvre les moyens
nécessaires pour assurer un dépistage précoce des DI, la recherche de leurs causes et leur
prise en charge, incluant 'accompagnement de la famille.

La recherche de la cause de la DI est un enjeu majeur pour le pronostic et le conseil
génétique, et dans quelques cas pour une thérapie (si elle est possible), bien que plusieurs

facteurs se réunissent et rendent la solution tres difficile.

Pour diagnostiquer la DI, les cliniciens appliquent la notion de quotient intellectuel
(Ql), calculé a I'aide du test de WISC (Wechsler Intelligence Scale for Children) et du test de
WAIS (Wechsler for Adult Intelligence Scale). En général, les compétences motrices et
verbales sont évaluées séparément, puis combinées pour constituer un score complet.
Dans une population globale, les résultats sont ajustés pour produire une distribution

normale avec une moyenne de 100 et une déviation standard (DS) de 15 (Ropers, 2010).
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Figure 3: Distribution de la QI dans une population générale

Certaines bases de données, y compris London Dysmorphic Data Base et Possum
Data Base, aident le clinicien a établir son diagnostic en se fondant sur des photos des sujets
atteints.

Dans le monde occidental, la DI, avec ou sans anomalies congénitales, représente le
mobile principal pour consulter un clinicien généticien afin d’obtenir un diagnostic et des
conseils. Cependant, avec les examens cliniques approfondis, I'analyse des caryotypes de
haute résolution et la recherche des désordres métaboliques, les cliniciens ne parviennent a
établir des diagnostics étiologiques que dans 40% des cas de patients souffrant d’un retard
de développement inexpliqué (Rauch et al., 2006).

Malgré les progres réalisés en matiére de diagnostic ces derniéres années, les causes
de la DI restent inconnues dans 1/3 a 2/3 des cas (Des-Portes et al., 2002). Ces proportions
ont été revues a la baisse suite a I'augmentation du niveau de résolution des techniques de
cytogénétique qui a permis d’identifier des anomalies auparavant invisibles. En effet,
I’évolution des techniques de la cytogénétique moléculaire notamment le CGH-arry dans les
années 2000 et la révolution que le séquencage a connu dans les années 2007 (séquencage
a haut débit des exomes-Next generation Sequencing), ont rendu le diagnostic des DI s(ir et

plus facile.
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6. La transmission de la déficience intellectuelle

a. Formes autosomiques dominantes

La transmission dominante de la déficience intellectuelle est mal connue en raison
de son expressivité variable et de sa pénétrance incompléte. La prévalence de cette forme
reste aujourd’hui difficile a estimer (Ropers, 2008) et peu de genes impliqués dans cette
forme ont été identifiés.

Les affections neurocutanées, dont la sclérose tubéreuse et la neurofibromatose de
type |, sont des maladies géniques a transmission dominante associées a la DI souvent

sévére dans le cas de la premiére, et |égere dans le cas de la seconde.

b. Formes autosomiques récessives

L'hétérogénéité génétique et la variabilité des signes cliniques ainsi que la taille

(souvent réduite) des fratries étudiées ont longtemps freiné I'étude et I'identification des
genes en cause dans les déficiences intellectuelles de forme autosomique et récessive.
Ces génes autosomiques ont été largement ignorés et, pour dépasser ces limites, les
généticiens ont adopté I'approche d’étude des fratries issues des mariages consanguins en
appliquant la startégie de la ségrégation des marqueurs et la liaison génétique. Mais en
raison des efforts coordonnés et du fait de I'avénement du séquengage a haut débit de
I'ADN, qui a révolutionné le séquencage, nous avons assisté a une accélération considérable
de la procédure d’identification des genes impliqués dans les déficiences intellectuelles a
transmission récessive.

Cette forme de transmission a présenté un risque de récidive élevé, notamment au
sein des populations ayant une consanguinité parentale fréquente. En effet La déficience
intellectuelle autosomique récessive (DI-AR) est la forme la plus commune de la DI (Bell et
al., 2011; Ropers, 2008).

Parmi les syndromes de la DI qui sont transmis sous forme récessive, nous trouvons (le
syndrome de Joubert, le syndrome d’Angelman, le syndrome de Smith-Lemli Opitz, le
syndrome Dubowitz, etc.)

Dans le cas de la DI récessive liée a I’X (DIRX), les femmes hétérozygotes ne sont pas
atteintes mais peuvent transmettre la maladie, elles sont alors dites conductrices de la
maladie et la pathologie ne se manifeste que chez les sujets de sexe masculin (XY) qui ne

possédent qu'une seule copie du géne (sujets hémizygotes).
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B. La déficience intellectuelle liée au sexe (X-LID)

1. Historique

Depuis les observations de Lionel Penrose en 1938 concernant le nombre plus élevé

de la DI chez les garcons que chez les filles, plusieurs études ont été lancées pour élucider
I’origine de cette constatation.
Suite a I'observation de la fréquence de la déficience intellectuelle qui a été plus forte chez
les sujets masculins (Lehrke, 1972; Raymond, 2006), I'attention des chercheurs s’est
rapidement fixée sur le lien entre certaines formes de déficience intellectuelle et le
chromosome X.

Des études européennes ont montré que les institutions spécialisées dans le suivi
des déficients intellectuels connaissent une sur-représentation de garcons et cela a constitué
un argument fort a I'appui des hypotheses en faveur de I'implication de genes localisés sur le
chromosome X dans la pathologie de la déficience intellectuelle (Chelly et al., 2006). Dés
lors, plusieurs méthodes conventionnelles appliquées a la recherche de nouveaux genes X-
LID ont été fondées sur l'analyse de la liaison génétique ainsi que sur I'étude de
I’lhomozygotie. L'approche utilisée, était la recombinaison des marqueurs génétiques au
sain des familles présentant des sujets atteints de DI. Ainsi, par exemple, entre I'année 2002
et 2004, des mutations pathologiques ont été identifiées dans 15 genes (du chromosome X)
associés a 18 formes de DI syndromiques (Ropers et Hamel, 2005).

Les résultats des études de liaison ont montré qu’il existe un nombre important de genes
cartographiés sur le chromosome X qui sont impliqués dans la déficience intellectuelle
héritée sous sa forme mendélienne.

Il a été démontré aussi que le chromosome X présente des loci qui, a I'état muté,
conduisent a la DI et a certaines formes d’autisme (Ross et al., 2005)

Ces pathologies sont qualifiées de X-LID (X-Linked Intellectual Deficiency), définie comme
une affection monogénique des aptitudes intellectuelles qui touche principalement les
garcons (Chelly et Mandel, 2001).

Les progrés de la technologie de séquencage durant les dix dernieres années et
I'apparition des séquenceurs de nouvelles générations ont accéléré les recherches sur les
génes impliqués dans la DI liée au sexe. Ainsi, jusqu’a 2014, 114 génes impliqués dans la

eme

déficience intellectuelle ont été découverts(tableau 2), et plus récemment le 115
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géne(SSR4) a été identifié sachant que j'ai signalé la possibilité de sa causalité une année
avant tout en [l'archivant avec un autre géne dans le centre des données
scientifiques(DRYAD). Je détaillerai ces données plus loin dans les parties résultats et
discussion.

Ces découvertes ont été rendues possibles par la collaboration internationale entre EURO-

MRX (http://www.euromrx.com) et le consortium IGOLD.

Tableau 2: Liste des génes X-LID

ABCD1 FANCB MBTPS2 RPL10O
ACSLaE FGD1 MECP2 RPS6KA3
AFF2 FLNA MED12 SHROOMA
AGTR2 FMR1 MID1 SLC16A2
AIFMI1 FRMPDA4 MTM1 SLC9A6
AP1S2 FTSJ1 NAA10 SMC1A
ARHGEF6 GDI1 NDP smMs
ARHGEF9 GK NDUFA1 sOX3
ARX GPC3 NHS SRPX2
ATPGAP2 GRIA3 NLGN3 SYN1
ATP7A GSPT2 NLGNAX SYP
ATRX HCCs NSDHL TAF1
BCOR HCFc1 OCRL THOC2
BRWD3 HDACSE OFD1 TIMMSBA
CASK HPRT1 oGT TSPAN7
ccbc22 HSD178B10 OPHN1 UBE2A
CDK16 HUWE1 oTC UPF3B
CDKLS IDS PAK3 USP9X
CLCN4 IGBP1 PCDH19 WDR13
cric ILIRAPL1 PHF6 ZcaH2
CNKSR2 1QSEC2 PHF8 sl E
cuLas KDMS5C PLP1 ZDHHC15
DCX KIAA2022 PORCN ZDHHC9
DKC1 KLFS8 PQBP1 ZmMmyms
DLG3 L1CAM PRPS1 ZNFa1
DMD LAMP2 PTCHD1 ZNF81
EBP LAS1L RAB39B ZNE711
FIF2S3 MAGT1 RAB40AL

FAAH2 MAOA RBM10

Source : Greenwood 2014

2. Prévalence

Selon Opitz JM (Opitz et al., 1986), la prévalence des X-LID dans les deux sexes serait
de l'ordre de 1/296, soit 3,3/1 000 naissances. Chez les garcons, les génes liés au
chromosome X sont responsables de la DI dans 10 a 12% des cas (Ropers, 2010).

Les études montrent que 28,5% de la déficience intellectuelle sévére (Ql entre 20-40) et
50% des DI légers (Ql entre 50-70) sont liés au chromosome X (Ropers and Hamel, 2005).
L’étude de nombreuses familles ayant des femmes conductrices de la DI a montré que 42%

des sujets de la cohorte sont atteints par des mutations touchant plus de 90 genes du
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chromosome X responsables de la DI (De Brouwer et al., 2007). Cependant, ce pourcentage
est certainement sous-estimé car les genes la DI n’ont pas encore tous été découverts, et

d’autre part les techniques utilisées ne ciblaient pas toutes les régions du chromosome X.
3. L’expression de la DI chez les femmes conductrices

Certains DI ont une transmission dominante liée a I’X, mais avec une pénétrance
incompléte. Ceci a été remarqué chez les femmes vectrices présentant des signes cliniques
de DI.

Cette constatation, en apparence surprenante, s’explique par linactivation non
aléatoire du chromosome X (mécanisme sera détaillé plus loin dans cette introduction). En
effet,nous assistons au maintien du chromosome X muté et porteur de l'allele de Ia
déficience intellectuelle actif et a linactivation du chromosome sain. Ce phénomeéne
s'identifie facilement et rapidement par des moyens de diagnostic moléculaire et
enzymatique a la disposition de tous les laboratoires de diagnostic génétique.

Pour ce qui est de DI observée chez les filles, il a été rapporté que certaines DI liées au sexe
ne s’expriment qu’a I'état hétérozygote (Turner et al.,, 1980), comme lincontinentia
pigmenti, I'"hypoplasie dermique en aire de Goltz, le syndrome de Rett et le syndrome
d’Aicardi. Toutes ces pathologies suggéerent qu’a l'origine il s’agirait d’une mutation

dominante létale chez les garcons et observée uniquement chez les filles.

4. La Déficience Intellectuelle Syndromique (IDXS)

La forme syndromique de la déficience intellectuelle se caractérise par des
anomalies neuromusculaires, métaboliques ou physiques. Elle s’"accompagne toujours de
signes cliniques caractéristiques, lesquels présentent un atout pour I'investigation génétique
et la détermination du mécanisme moléculaire sous-jacent. La déficience intellectuelle est
donc associée a un signe clinique aisément reconnaissable, révélé par les examens
complémentaires, biologiques, radiologiques et cytogénétiques. Ainsi les signes cliniques de
la déficience intellectuelle syndromique sont-ils actuellement mieux connus, et de
nombreux genes en cause sont identifiés et localisés (figure 4) Dans cette forme
pathologique, le conseil génétique et le diagnostic prénatal sont par conséquent facilement

établis.
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Figure 4: liste et localisation des génes X-LID syndromique
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5. La Déficience Intellectuelle non Syndromique (IDX)

Dans cette forme d’affection, la déficience intellectuelle est isolée et les signes
cliniques ne sont pas spécifiques, par opposition aux  déficiences intellectuelles
syndromiques liées a I'X ou spécifiques (IDXS), dont le signe principal (la déficience
intellectuelle) se trouve toujours associé a d'autres symptomes, physiques, neurologiques
et/ou psychiatriques.

Dans la forme non syndromique, la déficience intellectuelle est le seul trait
reconnaissable, alors que le mécanisme moléculaire est beaucoup plus compliqué, car les
différentes atteintes génétiques ne sont pas cliniquement distinguables, de sorte que nous

ne pouvons pas les classer. Le seul signe qui se manifeste est la déficience cognitive.

Sur le plan clinique, le diagnostic de la déficience intellectuelle non syndromique ne
peut étre évoqué, que devant des situations de récurrence familiale caractéristique de
liaison au chromosome X. Ainsi, le clinicien généticien doit chercher une telle récurrence
devant toute déficience intellectuelle fixe, isolée et inexpliquée d'un gargon.

Cette forme est souvent caractérisée par une différence, d'un sujet atteint a l'autre,
concernant I'histoire naturelle, la sévérité et la présentation du déficit intellectuel. Ces
difficultés empéchent la mise en commun des données provenant de familles non

apparentées, et rendent le diagnostic tres difficile.

Sur le plan physiopathologique, il a été rapporté que la majorité des genes de la DI
non syndromique sont exprimés dans le cerveau et interviennent dans la dynamique du

cytosquelette et le controle du développement des neurones (Ropers et Hamel, 2005).

Pendant longtemps, les formes non syndromiques ont été estimées plus nombreuses
que les formes syndromiques (Fishburn et al., 1983). Toutefois des études récentes ont

montré que les formes syndromiques sont plus fréquentes (Maria et al., 2013).

Dans ses études, Ropers rapporte que chez 125 familles présentant des déficiences

intellectuelles non syndromiques, il existe trois différentes régions sous forme de clusters de
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mutations au niveau du chromosome X, dont le locus Xp11 ( figure 5) présente a lui seul, un
pourcentage de 30% de ces mutations. L’étude de I'expression de 50 génes de cette région a
permis la découverte de 5 génes impliqués dans la DI non syndromiques liée a I’X [PQBP1,

FTSJ1, ZNF41, JARID1C, ET PHF8] (Ropers and Hamel, 2005).

<— NLGN4
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Figure 5: Localisation et liste des gene X-LID non syndromiques

Source : American journal of Medical Genetic 2012
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6. De la DI non syndromique a la DI Syndromique

Malgré les efforts qui ont été développés dans le but de préciser la nature de la
déficience intellectuelle, la limite entre syndromique et non syndromique n’est pas toujours
claire, et il est souvent impossible de différencier les deux formes. Des genes définis au
début de leur découverte comme non syndromiques se trouvent ensuite impliqués dans des
formes de syndromes bien définis, comme le géne OPHN1 qui est associé a l'ataxie,
I’épilepsie et I’hypoplasie cérébelleuse (Bisgaard et al., 2009).

Les signes caractéristiques de la face et les testicules volumineux chez les sujets XFS (sujets X
fragile) n’apparaissent pas chez les tout jeunes garcons, mais a un age tardif. Ce gene FMR
peut donc étre impliqué dans les deux formes de la DI. Ce syndrome, classé au début dans la
catégorie non syndromique, devint plus tard la pathologie type de DI syndromique liée au

chromosome X.

A la lumiére des données actuelles et malgré I'évolution des innovations techniques
dans le domaine de la génétique moléculaire, de nombreux efforts restent a fournir pour

I'identification des genes impliqués dans la déficience intellectuelle non syndromique.

C. l’inactivation du chromosome X chez la femme

Il a été confirmé que la déficience intellectuelle, comme plusieurs autres pathologies
génétiques rares liées au sexe, peut étre associée a un biais total d’inactivation du
chromosome X (Tzschach et al., 2015) et dans ce cas, une mutation délétére d’un gene
responsable de la déficience intellectuelle liée a I’X se manifeste cliniquement si le
chromosome transmis est celui qui porte la mutation et qui était inactif dans les cellules de
la maman conductrice (Haas et al., 2009). Robert M et son équipe ont démontré le lien entre
I’état de I'inactivation de I’X (biais total) et la déficience intellectuelle chez la famille dont la

meére est conductrice et posséde un biais d’inactivation total (Plenge et al., 2002).
1. L'inactivation est un phénomene physiologique

L’évolution des chromosomes sexuels pendant la vie placentaire des mammiferes est

associée au potentiel de la différence du dosage de I’expression des genes dans les cellules
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des deux sexes, male (XY) et femelle (XX). Durant les premiers stades de I'embryogeneése, les
deux chromosomes X apportés par le spermatozoide et l'ovule sont actifs (Grant et
Chapman, 1988). Afin de permettre une égalité d’expression des génes portés par le
chromosome X, présents en double chez la femme et en un seul exemplaire chez I’homme,
les cellules somatiques de la femme traitent différemment les deux chromosomes. Il en
résulte I'inhibition de I'activité d’'un des deux chromosomes. Ce mécanisme assure une
compensation du dosage génique, égalise I'expression des geénes liés au chromosome X
entre les deux sexes, protége le développement embryonnaire et assure la viabilité de

I’organisme adulte (Lyon, 1989).

L'expression et |'activité concomitante des deux chromosomes X dans I'organisme
sont létales pour la souris et handicapante pour 'homme (Heard et al., 1997). Donc le
mécanisme physiologique de I’extinction d’un des deux chromosomes X est défini par
I'inactivation de I’X (XCl). Habituellement, I'inactivation, processus aléatoire, donne aux
chromosomes paternels et maternels la méme chance d’étre inactivés dans chaque cellule.
Par conséquent, les cellules somatiques des femmes sont des mosaiques de deux
populations cellulaires ayant deux chromosomes X d’origines différentes, inactivés de

maniere alternative et aléatoire.

2. Le centre de I'inactivation du chromosome X (XiC)

Le processus de l'inactivation du chromosome X est commandé par I'activité d’un
locus spécifique au niveau du locus Xql3, appelé centre d’inactivation du chromosome X
(Xic), qui s’étend sur une longueur de 660 a 1 200 kb (Azofeifa et al., 1995; Baader et al.,
1996). Ce centre abrite plusieurs genes, tous réprimés, sauf un, qui échappe a l'inhibition et
qui, paradoxalement, s’exprime au niveau du chromosome inactif en jouant le réle de chef
d’orchestre de la répression des génes adjacents (Banzai et al., 1995). L'inactivation du
chromosome X dans les cellules somatiques est stable et héritable tout le long de la vie de
I'organisme (Amrein et Axel, 1997). Dans les cellules germinales femelles, le chromosome X
est réactivé et demeure actif dans I'ovocyte tout au long de la période de I'ovulation et de la

fertilisation jusqu’au stade de I'implantation (Heard et al., 1997).
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Dans la lignée germinale male, le chromosome X se condense et s’inactive avant le
commencement de la méiose (Vialard et al., 2012). Il se réplique tardivement durant la
phase S et s’apparie avec son partenaire Y en formant la vésicule sexuelle ou le corpuscule
de Barr, souvent localisé en périphérie du nucléus (Antequera et al., 1989). Cette
inactivation durant la méiose chez le male pourrait empécher l'initiation des événements de

recombinaison non attendus au sein du chromosome unique (Ariel et al., 1995).

Le chromosome X inactif est différent de celui qui est actif par le degré d’acétylation
des histones et la méthylation de ’ADN. Les histones H2A, H3 et H4 sont moins acétylés au
niveau des chromosomes X inactifs (Heard et al., 1997). La méthylation de I'ADN des
chromosomes inactifs est facilement transmissible d’une cellule a I'autre par le biais de
I'activité de ’ADN methyl-transférase qui reconnait et méthyle les sites riches en CpG hémi-
méthylés aprés la réplication. Ces sites, généralement localisés au niveau des extrémités 5’
des génes, et qui sont riches en CpG, sont hyperméthylés au niveau du chromosome inactif

et non méthylés au niveau des chromosomes X actifs (Heard et al., 1997).

Malgré I'inactivation du chromosome X, quelques génes échappent a cette régulation
et se trouvent actifs au sein du chromosome inactivé. Ces génes sont au nombre d’'une
vingtaine et se concentrent principalement au niveau des régions pseudo-autosomiques
(Balhorn et al., 1984; Ml and Dh, 1961). Ces genes, qui contournent I'inactivation et restent
actifs, ont une fonction homologue a celle des génes portés par le chromosome Y (Belmont,
1996). Cette expression pourrait assurer I'équilibre du dosage d’expression génique entre le
male et la femelle. Le résultat est donc une expression monoallélique de la majorité des
génes liés a I’X. Dans I'organisme, I'inactivation du chromosome X passe par trois stades
(Heard et al., 1997) :

- Linitiation, au cours de laquelle la cellule désigne quel chromosome doit étre inactivé. Cela
nécessite un locus spécifique qualifié de centre d’inactivation (Xic), point d’impact d’action
moléculaire au stade précoce du développement jouant le réle de détecteur du nombre des
chromosomes X, de fagon a ne laisser actif qu’un seul chromosome par cellule.

- La propagation de la vague d’inhibition longitudinalement tout le long du chromosome X a
partir du centre d’inactivation (Xic), résultant d’'une inactivation en cis de la majorité des

genes.
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- Le stade de la maintenance de l'inactivation par transmission clonale d’une cellule a I

autre, successivement durant la division cellulaire.

3. Le transcrit spécifique inactif du chromosome X (Xist)

La découverte d’un transcrit non traduit ayant pour origine le chromosome X inactif,
nommé « transcrit inactif spécifique de I’X » (X inactive specific transcript ou Xist), a permis
de mieux comprendre le mécanisme moléculaire de I'inactivation. Ce produit est un ARN
d’une longueur de 17 Kb (Balhorn et al., 1984) et le r6le d’inactivation de ce centre a été mis
en évidence par Penny et son équipe (Brockdorff et al., 1991). En effet, la délétion de 7 kb du
premier exon ainsi que d’une partie du promoteur interrompt I'inactivation de I’X qui porte

ce centre, ce qui suggere que ce centre agit sur le chromosome en cis.

L’action du Xist est portée directement par son produit, qui agit en polymérisation de
plusieurs copies (Boggs and Chinault, 1994). C’est un ARN fonctionnel. Il couvre I'hétéro-
chromatine du corpuscule de Barr (Borsani et al., 1991), et couvre en cis le chromosome qui
contient son site de transcription d’une facon continue et extensive (Boyd and Fraser,

1990).
4. Le Biais d’inactivation du chromosome X

Avec ce processus physiologique d’inactivation, les femmes hétérozygotes se
trouvent mosaiques pour |'expression des génes du chromosome X. Une population
cellulaire exprime les génes du chromosome paternel, et une autre exprime les genes du
chromosome maternel. Chez la majorité des femmes, les deux populations cellulaires sont
représentées par des proportions égales, et par conséquent, on établit un ratio relatif
d’expression des genes liés a I’X de ces deux lots cellulaires chez une femme donnée, que
I’on qualifie de biais d’inactivation et que nous adopterons comme parametre de diagnostic
de DI dans ce projet de these. Une déviation du ratio s’observe chez 10% des femmes, et le
biais peut devenir supérieur a 85%, d’ou la rupture du ratio. On dit alors que le biais est total
(Bertelsen et al., 2011).

L’inactivation est aléatoire (Plenge et al., 2002). Dans les conditions normales, le ratio

d’inactivation est proche de 50/50. Elle s’installe pendant la vie embryonnaire, et touche a
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la fois les X paternels et les X maternels en se transmettant de maniere clonale entre les
cellules. Une déviation du ratio de la moyenne attendue (50/50) dans une population
féminine porteuse d’'une anomalie génétique liée au chromosome X suggere que la mutation
liée a I’X altere la viabilité ou la prolifération cellulaire (Lyon, 1968).

La déviation du ratio (I’apparition du biais d’inactivation total) est connue pour son influence
sur les manifestations cliniques de nombreuses maladies génétiques liées au chromosome X

(Orstavik, 2009).

D.Le séquengage du génome

1. Le séquencgage classique (technique de Sanger)

Cette méthode a été développée par Frederick Sanger, prix Nobel de Chimie en 1980.
Elle est basée sur la synthése enzymatique d’un brin d’ADN complémentaire en utilisant le
principe de I'arrét aléatoire de la synthése enzymatique par incorporation d’un nucléotide

terminateur de chaine.

L’ADN a séquencer est amplifié par clonage ou par Polymérase Chain Réaction (PCR).
Cette technique utilise des didésoxyribonucléotides (ddNTP) qui ont un atome d’hydrogene
a la place du groupement OH du carbone 3’ du ribose correspondant. Ces nucléotides
s'incorporent dans la chaine de synthése, mais bloquent toute polymérisation. L'enzyme
libere donc la molécule incompléte et génére un grand nombre de fragments d’ADN de
tailles différentes (figure 7) allant d’une base a 800 pb (Hall, 2007). C’est avec cette méthode
enzymatique que les chercheurs ont abouti a la séquence compléete du premier génome
séquencé dans I'histoire de ’lhumanité (génome du phage phi 174 en 1977) (Smith et al.,
1977). Cette réaction nécessite plusieurs facteurs :
- un brin court d’ADN pour amorcer la polymérisation, 'amorce marquée (dye-labeled
primer).
- de ’ADN matrice amplifié.
- guatre réactions de séquencage menées en parallele dans quatre compartiments distincts,
contenant chacun un seul ddNTP (ddTTP, ddATP, ddCTP et ddGTP).
- les quatre nucléotides (dTTP,dATP,dCTP,dGTP).
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Dans le cadre de son automatisation, la technique de Sanger bénéficie d’un systeme
d’électrophorese capillaire piloté par ordinateur. Les échantillons s’enchainent et passent
automatiquement par le biais des robots. Les ddNTP sont marqués par des fluorescents dont
la lumiére réfléchie apres excitation par un laser est captée par une cellule CCD (charge-
coupled-device) ; ensuite, des logiciels analysent les signaux générés par les séquenceurs et

les convertissent en fichiers analysables.

TCAGTAATGCCA DMNA to be sequenced
AGTCATTACGGT DMNA template

polymerase, ddNTPs,
dMNTPs, primer (T)

T

TCAGTAATG TC
TCA TCAGTAAT
TCAGT
TCAGTA TCAGTAATGC
TCAGTAAT T
UEHIET TCAGTAATGCC

TCAGTAATGCC
TCAGTAATGC
TCAGTAATG
TCAGTAAT
TCAGTAAT —
TCAGTA
TCAGT
TCAG —
TCA
TC
T

T —

v

oo -S40 008

Figure 6: Séquencgage par la méthode de Sanger

Source : http://www.atdbio.com/content/20/Sequencing-forensic-analysis-and-genetic-analysis

Le premier séquenceur automatique a été mis au point par Applied Biosystem ABI en 1987.
Suivi par la mise au point du séquenceur capillaire utilise des capillaires de longueur
différente (30 a 50 cm) et aux nombres pairs (2, 4, 8, 16, etc.) et ainsi le nombre de
migrations simultanées se multiplie, ce qui permet de passer un grand nombre
d’échantillons en méme temps.

Les séquenceurs les plus modernes peuvent lire 384 échantillons en une seule fois (un run).
Le run est I'ensemble des échantillons passés simultanément pendant un cycle de
séquencage. Ces séquenceurs ont la capacité de passer jusqu’a 24 runs par jour. Le run doit

contenir un nombre d’échantillons multiples et actuellement il y a des runs de 8, 16 et 24
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capillaires. A titre d’exemple, le séquenceur ABI 3130XL, doté de 16 capillaires et d’une
plaque de 96 puits, permet le séquencage d’environ 300 pb/puits pendant une durée de

trois heures, soit 28,8 kb pour la plaque entiere.

Avec l'automatisation, cette technique a contribué au séquencage du génome de
plusieurs organismes, comme Haemophilus influenzae en 1995, Saccharomyces cerevisiae
en 1996, Escherichia coli K-12 en 1998, Arabidopsis thaliana et Drosophila melanogaster en

2000, homme en 2001, souris en 2002, et rat en 2004.

Avec son automatisation, la technique de Sanger reste la méthode la plus utilisée
dans les laboratoires et les milieux hospitaliers.
Le séquengage dans les années 2000 s’est basé sur les BAC et les YAC. La stratégie utilisée
est le shotgun. C’est la technique du fusil a pompe qui consiste a séquencer le génome de

facon aléatoire.

Dans cette approche, le génome est coupé physiquement ou biologiquement par des
enzymes de restriction tout en générant des inserts de 2 a 10 kb. Le séquencage s’effectue
apres clonage et utilisation des amorces complémentaires aux extrémités connues du
vecteur. Les fragments de 2 kb sont souvent séquencés complétement et sont assemblés par
leurs régions identiques qui apparaissent lors du séquencage. Ces séquences se chevauchent
et forment des contigs. Ainsi on parvient avec cette méthode a dépasser largement le débit
de séquencage manuel, qui est au maximum de 300 nucléotides, pour atteindre avec les

appareils les plus performants 1 000 a 1 100 nucléotides.

Cette technique de séquencage a évolué rapidement et la technique capillaire n’est
plus le choix idéal pour I'appliguer dans le domaine du séquencage a haut débit qui dépasse
largement les capacités de la technique automatisée de Sanger. Les limites de cette
technique devant le programme du séquencage des génomes des organismes ont imposé la
nécessité d’une nouvelle technologie pour le séquencage d’un nombre plus élevé de

nucléotides. Les efforts récents ont tendu vers le développement de nouvelles méthodes.
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2. Ségquencage a haut débit ou Next Generetion
Sequencing(NGS)

En présence des 3,2 milliards de paires de base du génome humain et malgré I'innovation
que le séquencage permet, nous restons loin de gagner le défi contre le temps et le colt du
séguencage. Les séquenceurs de premiére génération a bas débit sont efficaces pour un

nombre limité d’échantillons et une longueur définie de séquence.

La méthode de Sanger est considérée comme la premiere génération des
séquenceurs, et les nouvelles méthodes sont baptisées Next Generation Sequencing (NGS).
Elles ont révolutionné le séquencage par la combinaison des différentes étapes, leur grand
débit et leur rapidité, tout en conservant les principes de préparation de la matrice, de

I’enregistrement du signal, de I'alighement et finalement de I'assemblage.

Au cours des derniéres années et dans le but de finaliser le séquencage du génome
humain, plusieurs entreprises et établissements universitaires se sont inscrits dans la course
du séquencage, comme Applied Biosystems, I'Université de Standford, Affymetrix, Microchip
Biotechnologies, Solexa, 454 life science, et récemment Rain-Dance technology.

L’atout de ces entreprises réside dans le séquencage massif, rapide, de haut débit et a un
moindre co(t. Actuellement, NGS comprend trois principales méthodes de séquencage
totalement différentes du principe du séquencage de Sanger. Ces trois méthodes sont
fondées sur :

- la pyrosequencing (Roche technologie 454).

- le séquencage de terminaison réversible (technologie Solexa)

- le séquencage par ligature et détection (SOLiD), qui est I'approche que nous adoptons dans

ce projet.

Les principales différences entre ces méthodes sont la longueur des oligos de
synthese, le nombre de lectures par cycle et les colts par exome.
Ces différentes plateformes produisent différentes données et nécessitent différents

protocoles d’étude.
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Bien que la méthode de choix soit basée sur la question du diagnostic/recherche,
toutes les méthodes de NGS sont en principe capables de détecter les mutations a I'échelle
d’une base ainsi que les variations structurelles dans la molécule d’ADN.

L’approche du NGS cible les régions du génome tout en sequencgant une partie définie ou le
génome complet (pangénomique). La technique dans son principe général consiste a avoir le
génome préalablement découpé en petits fragments d'ADN qui sont ensuite massivement
séquencés en paralléle. Les fragments séquencés sont assemblés sous deux catégories : soit
en contigs basés sur les chevauchements dans la séquence de lecture : c’est I'assemblage de
novo (Roest Crollius, 2001) ; soit les fragments sont alignés a un génome de référence pour
générer a la fin la séquence d’ADN étudiée (Lamoril et Ameziane, 2008). Dans ce dernier cas,
seules les modifications de paires de bases par rapport a un génome de référence peuvent
étre identifiées et par conséquent cela peut conduire a l'identification des génes de la

maladie.

Ces nouvelles techniques ont révolutionné la génétique et contribué au séquencage
du génome entier et a la découverte de nouveaux genes pathologiques (Ng et al., 2010). Les
trois principaux instruments les plus répandus sur le marché sont Roche (454) GS FLX

sequencer, lllumina genome analyser et Applied Biosystems SOLID sequencer.

Il existe un élément principal commun a ces trois technologies : la cellule fluide, qui
constitue une chambre de réaction, contient un modele nucléotidique attaché et les réactifs
de la réaction de séquencage (Holt et Jones, 2008). Le NGS produit des séquences de lecture
de 35 a 250 pb, a I'encontre des séquenceurs traditionnels (ABI3100), qui produisent des

séquences de lecture de plus grande taille, atteignant les 800 pb.

Nous rappelons que seule une proportion de 1.5% des 3.3 milliards de pairs de bases
du génome humain est codante. Cette fraction du génome n’est pas figée, mais elle est
distribuée sous formes d’exons sur toute la longueur du génome ce qui rend la tache du
séquencage de nouvelle génération (NGS) trés difficile. Il va donc falloir penser a une
stratégie de ciblage des régions utiles et d’intérét qui sont faiblement représentés dans le

génome.
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Une approche d’enrichissement et de ciblage a montré son efficacité avec les
techniques de séquencage a haut débit : la technique Rain-Dance basée sur la PCR multiplex

améliorée. Nous I'adopterons dans notre étude de ce projet.

3. Enrichissement du génome par I'approche Rain-Dance

Durant les vingt derniéres années, la PCR basée sur I'approche de multiplex était
largement utilisée dans I'étape préséquencage des échantillons. Elle devient la technique de
référence pour le séquencage massif en paralléle en conjonction avec la plateforme SOLID.
La technologie Rain-Dance utilise I'automate RDT 1000 pour l'enrichissement. Il est
entierement automatisé, et concu pour amplifier des centaines de milliers de loci
génomiques(figure 7) avec une grande spécificité et uniformité. C'est un systéme idéal pour
les projets qui adoptent le séquencage futur (NGS). Il a la capacité de gérer jusqu'a 10
échantillons par jour et fonctionne avec tous les séquenceurs de nouvelle génération. C'est
pour ces propriétés que nous l'avons choisi pour initier notre séquencage de I'exome du

chromosome X.

La technologie d’enrichissement de Rain-Dance utilise une approche physico-
biologique qui implique la dynamique des microgouttelettes et leur fractionnement puis la
fusion méme. Sur le plan technique, on trouve dans chaque microgoutte jusqu’a cing paires
d’amorces et tous les réactifs nécessaires a la réaction en chaine. C'est une PCR
indépendante miniaturisée dans une goutte microfluidiqgue mono moléculaire. L'ensemble
des gouttes, qui se comptent par milliers, présente la totalité des régions du génome qui ont

été ciblées et sont présentes en nombre suffisamment amplifié pour subir le séquencage.

4. La technologie de séquengage SOLiD (Solid-seq 5500)

C’est une technique basée sur la ligation et la détection de ’ADN par I’ADN ligase ou
bien séquengage par Oligo-Ligation et Détection (SOLID). Elle a été développée par I'équipe
de George Church, publiée en 2005 et mise sur le marché en 2007, une année apres le

lancement de la technologie a haut débit lllumina.
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En janvier 2010, Life Technology-Applied Biosystem a lancé sur le marché le
séquenceur SOLID4 (500 000 dollars), qui vient apres SOLID3 et atteint un débit de 100 giga
bases par run. Le séquenceur SOLID 5500 est apparu début 2011 et a atteint un débit de
séquencage de 180 Gb/run. C’est cet automate que nous adopterons dans notre étude de ce
projet de these et dont je développerai le principe dans la section Matériels et méthodes de

ce manuscrit.
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lI- LES OBJECTIFS DE MES TRAVAUX

La variation génétique joue un réle majeur dans les maladies mendéliennes et non
mendéliennes. Parmi les quelque 2 600 maladies mendéliennes qui ont été résolues, la
grande majorité est causée par des mutations rares qui affectent la fonction des protéines
individuelles. A chaque locus mendélien, environ 95 % des mutations pathogénes peuvent
étre généralement trouvées dans les régions codantes ou dans des sites d’épissage
canonique (Cooper, 1995). Les génes codants pour les protéines ne représentent qu’environ
1 % du génome humain, mais abritent 85 % des mutations ayant des effets importants liés a
la maladie. Par conséquent, des stratégies efficaces pour le séquencage complet des régions
codantes (exomes) doivent avoir le potentiel de contribuer a la compréhension des maladies

génétiques rares (Choi et al., 2009).

L'unité INSERM U781 dirigée par le professeur Arnold Munnich se donne pour
objectif I'étude des mécanismes génétiques et environnementaux de certaines maladies
héréditaires humaines, dans le but de contribuer a leur diagnostic précis, a I'optimisation de

leur prise en charge, a leur prévention et si possible a leur traitement.

Avec 30 000 nouveaux cas de maladies génétiques par an en France, et 25 a 30
millions d’Européens atteints de maladies génétiques (A. Munnich 2003), ce réel probléme
de santé publique nécessite une synergie d’activités pour apporter une réponse et une
solution qui commence par la localisation et I'identification du géne porteur de la mutation.
A I'heure des technologies de séquencage massif, le laboratoire de génétique moléculaire de
I’h6pital Necker de Paris est doté d’une plateforme d’identification de mutation humaine par

séquencage a haut débit permettant un diagnostic des maladies rares.

L'objectif de mon travail de thése était de chercher de nouveaux genes de la
déficience intellectuelle liée au chromosome X chez des familles ayant des garcons atteints
de déficience intellectuelle non syndromique et d’identifier des mutations qui seraient a

I'origine des phénotypes étudiés.
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L'approche utilisée dans cette étude est le diagnostic génétique par séquencage a
haut débit de I'exome du chromosome X des patients de dix familles.
La procédure consiste a capturer 'exome du chromosome X des patients atteints de la
déficience intellectuelle et a I'enrichir par la technologie Rain-Dance, puis a le séquencer
dans notre plateforme avec un séquenceur a haut débit de la technologie SOLiD5500.
L’analyse bio-informatique des variants trouvés a l'issue du séquengage massif implique
I"utilisation d’un logiciel doté d’'un ensemble de filtres qui évaluent la nouveauté de la
variation par comparaison et filtrage contre les polymorphismes disponibles dans les
banques de données publiques comme dbSNP, 1000 Genome Project et/ou ceux qui sont
trouvés chez des sujets non atteints (contréles). En effet, chaque variant trouvé dans un de
ces filtres est écarté et considéré comme un alléle non causatif du phénotype étudié. Les
variants candidats, dont le nombre est réduit grace au systeme de filtre, sont ensuite

analysés et confirmés par la technique de Sanger.

Dix familles X-LID ont été retenues pour subir le séquencage de I'exome du
chromosome X, chaque famille étant représentée par deux cas index ou une mere et un cas

index.

La localisation et I'identification des génes rendent le conseil génétique possible et
permettent chaque année a 350 couples a risque d’attendre sereinement I'enfant qu’ils
espérent dans le cadre du diagnostic prénatal et préimplantatoire.

Ces avancées permettent surtout d’envisager I'approche thérapeutique de ces maladies
génétiques, comme par exemple la réexpression du géene centromérique homologue du
géne SMN sur le chromosome 5q13 dans I'amyotrophie spinale, ou de donner une approche
pharmacologique rationnelle du traitement de I’ataxie du Friedrich (3).

Les équipes du professeur Munnich ont pu identifier prés d’'une centaine de geénes
responsables de plusieurs maladies génétiques, particulierement [’achondroplasie,
I'oncogéne Ret, I'amyotrophie spinale, la paraplégie spatiale liée au sexe, ainsi que de
nombreux génes mitochondriaux. Elles ont récemment démontré que I'ataxie de Friedrich
résulte d’'une attaque des centres fer-soufre des mitochondries par une surcharge en fer et

ont pu proposer un traitement curatif de la myocardiopathie spécifique de cette affection.
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lll- Matériels et méthodes

A.Les familles X-LID

Parmi une centaine de familles X-LID, dix ayant au moins un garcon atteint de DI ont été

retenues (BH1a BH10) (tableau 3). Les familles candidates ont été sélectionnées sur dossier

apres examen clinique, radiologique, biologique, cytogénétique et génétique.

Tableau 3 : Choix des sujets candidats pour séquencgage a haut débit

Famille Individu Filiation phénotype
BH1 BH1la Fils Atteint
BH1b demi-frere Atteint
BH2 BH2a Fils Atteint
BH2b Fils Atteint
BH3 BH3a Maman sans signes
BH3b Fils Atteint
BH4 BH4a Fils Atteint
BH4b Fils Atteint
BH5 BH5a Fils Atteint
BH5b Fils Atteint
BH6 BH6a Fils Atteint
BH6b demi-frére Atteint
BH7 BH7a Fils Atteint
Bh7b Fils Atteint
BH8 BH8a Fils Atteint
BH8b Fils Atteint
BH9 BH9a Fils Atteint
BH9b Fils Atteint
BH10 BH10a Fils Atteint
BH10b Fils Atteint

Avant la réalisation du séquencage de I'’exome du chromosome X, les sujets sélectionnés

ont subi un ensemble d’examens complémentaires pour une recherche étiologique de la

déficience intellectuelle.

42



Les dix familles ont été étudiées par séquencage de I'exome du chromosome X. Les
résultats ont été analysés en détail pour I'ensemble. Néanmoins, nous nous sommes
intéressés de plus prés a trois famille, BH3, BH5 et BH9, que nous détaillerons dans la
partie résultat et discussions.

Les autres familles seront discutées et leurs arbres généalogiques seront portés dans cette

section du chapitre <<resultat>>.

B. Etude clinique

La prise en charge de nos patients a commencé par I'anamnése puis I'examen clinique
dans une approche globale de I’enfant et de sa famille, et dans une relation de confiance. Le
clinicien généticien décrit le phénotype de I'enfant et révéle les signes de dysmorphie s’ils
sont présents. Les paramétre de croissances (poids, taille et PC) sont systématiquement
notés.

Le clinicien établit un examen neurologique complet et demande des examens
supplémentaires et complémentaires pour orienter le diagnostic.

La déficience intellectuelle et sa sévérité sont évaluées par la mesure du niveau des
performances intellectuelles grace a des tests psychométriques standardisés, dont le
résultat est exprimé en quotient intellectuel (Ql). Le choix des instruments de mesure et
I'interprétation des résultats prennent en considération des facteurs qui limitent les
performances aux tests (contexte socioculturel, langue maternelle, handicaps associés

moteurs ou sensoriels, troubles de communication).

Les tests psychométriques les plus utilisés sont les échelles de Wechsler (WPPSI de trois
a six ans, WISC-IIl de six a seize ans et WAIS-R, > 16 ans). Chez le nourrisson et le jeune

enfant, on utilise couramment le test de Brunet-Lézine (0 a 6 ans).

C. Les examens complémentaires et génétiques

Les enfants des dix familles ont subi des examens radiologiques notamment des (IRM),

biologiques de routine et métaboliques. Selon les signes d’appels et le degré de récurrence
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de I'atteinte, le clinicien demande des études de liaison génétique et le séquencage de
certains genes connus pour leur implication dans la déficience intellectuelle.

Chaque enfant malade a bénéficié d’'un examen cytogénétique impliguant un caryotype
standard ou de haute résolution et un CGH-array dans le respect des regles de la bioéthique

génétique francaise et aprés obtention du consentement parental.
1. Examen radiologique

L'imagerie cérébrale a été justifiée chez certains de nos patients par I'association de
certains signes au constat de la déficience intellectuelle, entre autres I'existence d’une
comitialité, de signes neurologiques, une micro ou macrocéphalie, un hypo ou
hypertélorisme et toute régression d’acquisition.

Pour la mise en évidence des anomalies de la giration et les malformations des fosses
postérieures et de la substance blanche, I'IRM a été préféré par rapport au scanner, car il

fournit une information de meilleure qualité sur les lésions calcifiées du cerveau.
2. Bilan métabolique

Le bilan métabolique a été prescrit pour toute déficience accompagnée de régression

motrice ou intellectuelle, d’épisodes aigus neurologiques ou de signes viscéraux associés.
3. Liaison génétique et séquencgage

L’étude de liaison des marqueurs (microsatellites) a la pathologie a été réalisée pour
toutes les familles sélectionnées tout en ciblant certains marqueurs génétiques au niveau
des locus d’intérét et suspectés d’avoir un lien avec la déficience intellectuelle non
syndromique. La ségrégation de ces marqueurs a été étudiée par PCR et par une analyse de
séquence a l'aide des séquenceurs 3500 et 3500xL (AB genetic analysers, Applied

Biosystems).
Les locus des marqueurs qui ségrégent avec la déficience mentale ont été la cible du

séquencage de certains génes dont nous pensons qu’ils sont en lien avec le syndrome.

Toutefois, pour une raison de colt et de limite de la technique appliquée (Sanger), seuls
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quelques exons du gene ont fait 'objet de cette étude. De surcroit, les régions du promoteur

et les sites d’épissage n’ont pas été inclus dans le séquencage.

D.Ll’inactivation du chromosome X

Cette étude a été réalisée pour I'ensemble des méres des enfants atteints. La méthode
utilisée est celle de I'étude du polymorphisme des répétitions CAG du récepteur des
androgenes au locus Xgl11 et les répétitions CGG du locus FMR1 Xq27.3(T. Kubota et al.,
1999).

E. Préparation des échantillons pour séquengage a haut

débit(NGS)

Les différentes familles (X-LID) candidates pour le séquencage a haut débit ont été
convoquées pour préléevement sanguin, et chaque individu a subi une prise de sang (deux
tubes EDTA de 10 ml chacun). L'ADN a été extrait du sang périphérique a l'aide de la
procédure standard basée sur la technique classique du phénol chloroforme (Kirby KS.,
1957). Le protocole sera détaillé dans la section Annexes a la fin de ce manuscrit.

La pureté et la concentration de I’ADN ont été évaluées par le spectrophotométre NanoDrop
ND-1000 V3-7 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). 1.5 ul de la solution sont
déposés sur la surface de mesure. Aprés action du systeme de mesure, I'appareil affiche
I’absorbance, la pureté et la concentration d’ADN (ng/ul). L'ADN absorbe a 260, tandis que
les protéines absorbent a 280. Un ADN est pur si le rapport ( Ab260/Ab280 > 1.8).

(Ab, signifie Absorbance). La contamination par les sels est évaluée par le rapport

Ab260/Ab230. Ce rapport doit étre supérieur a 1.5. (Ab260/Ab230 > 1.5).

F. Choix des critéres de I’ADN pour enrichissement avec
Rain-Dance

L’'exome du chromosome X, qui est de I'ordre de 2,5 Mb, aurait besoin en moyenne
de 12000 amplicons différents de PCR pour qu’il soit séquencé avec l'approche NGS
(Mondal et al., 2011). Ces amplicons sont le produit de I'enrichissement par la technique
Rain-Dance que nous avons choisie pour accomplir ce projet de thése. Cette partie a été

effectuée a I'étranger.
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Il fallait envoyer aux Etats-Unis vingt échantillons correspondant a 'ensemble des
sujets sélectionnés dans notre étude, et qui appartenaient aux dix familles X-LID. Chaque
échantillon représente 5 ug d’ADN dans 40 ul d’eau déminéralisée.

Nous avons donc envoyé les vingt échantillons des dix familles sélectionnées (Tableau 4).
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Tableau 4: Propriétés de I'ADN envoyé pour enrichissement aux Etats-Unis

Method used to determine

Tube ID Sample ID DNA concentration ng/ul  Volume ul Total Quantity ng DNA concentration Species DNA Source Method of DNA purification

1 BH1a 732 70 51240 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
2 BH1b 293 70 20510 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
3 BH2a 91 78 7098 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
4 BH2b 135 70 9450 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
5 BH3a 1040 26 27040 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
6 BH3b 736 70 51520 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
7 BH4a 881 70 61670 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
8 BH4b 715 70 50050 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
9 BH5a 131 70 9170 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
10 BH5b 459 70 32130 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
11 BH6a 184 70 12880 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
12 BH6b 325 43 13975 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
13 BH7a 451 70 31570 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
14 BH7b 459 70 32130 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
15 BH8a 488 70 34160 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
16 BH8b 662 70 46340 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
17 BH9a 661 70 46270 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
18 BHb9 251 70 17570 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
19 BH10a 257 70 17990 Nanodrop Human Blood Classic phenol-chloroforme
20 BH10b 572 70 40040 Nanodrop Human Fibroblastes Classic phenol-chloroforme
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Lintégrité de I’ADN a été évaluée par la migration sur gel d’agarose 1 % en présence
d’un marqueur de taille de 21kb, apres migration électrophorétique pendant une heure sous
80V. L'ADN de bonne qualité doit apparaitre avec un profil d’une seule bande supérieure ou
égale a 10kb (figure 8). Un ADN sous forme de SMIR ou ayant plusieurs bandes de

différentes tailles est considéré comme dégradé et n’est plus valable pour I’enrichissement

et le séquencage a haut débit.
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Figure 7 : Analyse électrophorétique de I’ADN pour enrichissement

L’ADN, une fois extrait, étudié et analysé, est conservé a 4° ou congelé a -20°. L'envoi
pour enrichissement a été effectué dans un emballage en carboglace accompagné par les

paramétres justifiant la pureté et I'état d’ADN.
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G. Séquencgage a haut débit (NSG)

1. Enrichissement de I’exome du chromosome X

L’exome du chromosome X, qui est de I'ordre de 2,5 Mb, aurait besoin en moyenne
de 12 000 amplicons différents de PCR pour étre impliqué dans le programme de

ségquencage massif (SOLID5500).

L’enrichissement se fonde sur une approche physico-chimique qui implique la dynamique
des microgouttelettes et leur fractionnement. En effet, 2.5 ug d’ADN génomique sont
fragmentés pour générer des fragments entre 2 et 4 kb.

1 ug est mis en présence du mix PCR dans un volume total de 25 ul.

Ce tube est présenté a 'automate RDT1000 de la technologie Rain-Dance pour fusion
avec les gouttes de primers, dont chacune renferme le primer forward et le primer reverse
(5.2 uM). L'ensemble passe dans la zone de fusion de I'automate sur la puce microfluidique a
un débit de 3 000 gouttelettes par seconde. Les gouttelettes de paires d’amorces sont de
petite taille, elles se déplacent rapidement a travers les canaux jusqu’a ce qu’elles entrent en
collision avec les gouttelettes matrices sous un champ induit. Les deux gouttelettes
fusionnent pour produire une seule chambre a émulsion pour réaction PCR, et environ 1,5

millions de chambres seront générées (figure 8)

Exon1 Exon2 bExon3 Exond Exon5

Le design des amorces
exoniques \, ‘v' ‘ '

Synthése d'oligos l_s] [g] [ﬂ ‘_g] [ﬂ

. A A
Gouttelettes préparées 5.5 3

p ooling des \I/

gouttelettes
(bibliotheques
d'amplicons)

Figure 8: la construction de la bibliothéque d'amplicon par Rain-Dance
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Les 1.5 millions de gouttes de PCR sont récupérées dans un tube de 200 ul, puis
passées au thermocycler normal pour subir la réaction de polymérisation en chaine
classique. Ainsi, chaque goutte représente a elle seule une solution homogeéne d’un seul
fragment d’ADN amplifié 2n fois (n= nombre de cycles). L'ensemble des amplicons générés

est ainsi purifié et présenté au séquenceur.

2. Préparation des matrices pour la phase du séquencage NGS

La bibliotheque de fragments d’ADN générés suite a I’enrichissement Rain-Dance est
empaquetée selon les exigences de la technologie SOLID. De chaque échantillon enrichi, une
guantité du produit de PCR de 5 ug est stockée dans 100 ul d’eau nucléase free. L’ADN subit
un cisaillement par sonification aux ultrasons pour générer des fragments d’une longueur de
150 a 180 pb puis est réparé de ses deux extrémités (end-repaired) afin d’ajouter par ligation
deux adaptateurs P1 et P2 spécifiques a la technique SOLID.

Des séquences nucléotidiques spécifiques appelées codes-barres sont ajoutées aux
adaptateurs et sont séquencées avec I'ADN pour pouvoir attribuer le fragment a

I’échantillon correspondant (figure 9).

[ =]
——— Concaténation du produii
O
—  —1]

Raln-Dance

Sonification du produit concatind
el séléction de la iaille

P [ ——1
Recrutemeant des
adapintaurs P11, P2, et la
Code & barre siquence code & bane

P —

Amplification 5 & & cycles puis
passage i la PCR émulsion

Figure 9: Préparation des matrices pour séquencgage NGS



3. Réaction de séquengage NGS

La réaction de séquence dans la technologie SOLID est basée sur la synthése de
séquences par ligation et non par polymérisation comme c’est le cas dans les techniques
classiques. L’'identification des nucléotides s’effectue avec la détection de la fluorescence de
quatre fluorophores différents avec un encodage a deux bases : un fluorophore correspond
a un enchainement de deux bases.

Avec la technique SOLID, on s’attend donc a avoir 16 combinaisons possibles (2n
=16), avec n le nombre de fluorophores qui est de 4. Le nombre 2 représente le nombre de
bases encodées. Chacun des 4 fluorophores correspond a 4 dimeres possibles.

L’élongation s’effectue par la lecture de courts fragments par une procédure de ligation
cyclique et de détection des nucléotides grace au systeme d’encodage.

Chaque sonde d’interrogation spécifique appelée pour hybridation est un octamer
constitué de 3’vers 5’: de 2 bases spécifiques dites d’encodage suivies de trois nucléotides
dégénérés (n), puis trois nucléotides universels (z) suivis d’'un des quatre marqueurs
fluorescents qui exprime la nature des deux premieres bases (figure 10). Ses sondes
spécifiques présentent un site de clivage (coupure) entre la 5™ et la 6°™ base qui sera ciblé

par une nucléase durant les cycles du séquencage.

Color-Space Coding

Second base
Interrogation Probes A cC G T

2T OO _@-

aseg Jsii4

T

Cleavage Site

Figure 10: Encodage des bases pendant la réaction de séquece SOLid

Le nombre de cycles de ligation depend de la longueur des lectures a atteindre. Ainsi,
pour séquencer 35 bases consécutives (un read de 35 bases), 7 cycles de ligations sont
nécessaires (35+5 =7) ; le chiffre 5 représente la somme des deux bases d’encodage et les
trois bases dégénérées obtenues a la suite du clivage de la sonde. Un read de 50 bases

nécessite alors 10 cycles.
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Le cycle commence par l'ajout d’un primer universel P2 en position (n) qui est

complémentaire au primer P1 du brin matrice (figure 13).

n
3 P2 5
I ———
P1 brin matrice a séquenger

Bille d'émulsion

Figure 11: Unité fonctionnelle du séquencgage SOLID

Un grand nombre de sondes d’interrogation octamériques et marquées comportant
toutes les combinaisons possibles est ajouté automatiquement par le séquenceur. La
compétition fait que seules les sondes complémentaires pourront s’hybrider et par la suite
se liguer.

Dans I'exemple de la figure 12, les deux premiéres bases interrogées sont A-T, le
phluorophore couplé est rouge ; la lame est immédiatement scannée et I'image est analysée

pour déterminer la nature et I'intensité de la fluorescence.

Emulsion Bead Ligase
e
o ...9
5 Primer n W
A QllHUH‘11*11'i‘llfllllHHHlllllllllllllllllHHllll i
P1 Adapter TA 3
Template
deairago o
= Primer n ATnnr {«
’TTTTTTTITT'TTTTTTTTTTT”'
B @_U_i_u_LLLL_LJ._},J_,L”I_U_JJ']Ill!llll!lllllllllllllllllllllllll A
P1 Adapter TA 3
! Template
Ligase
(o)
» Primer n AT TTannzzz @
C ®||:1:xl_l_Ll_l_lu'1IIIl]llllxllllllllllll[llllllllllllllll ;
P1 Adaptor TA AA 3
Template
” Primer n AT TY Y GC
D QII!IH!EILL_UJHI{ 1
P1 Adapter A AA AA cG 3
Template
¥ Primer n=1 AAnnn nnnzzz )
TTTTTTTTTTTITTITTIIirITT TTrrn
E @LLLLLU_E.LLUJLL"IIIHH AR RN AR
P1 Adapter TY 3
T T Template
Second interrogation of base

Figure 12: les cycles du séquencage SOLID
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Le clivage de la sonde s’effectue a I'aide d’un nucléase entre la 5°™ et la 6°™ base et
I'extrémité 5 est phosphorylée pour que commence un nouveau cycle (figure 14). La
synthése continue jusqu’a la 25°™ pase, ensuite le fragment synthétisé est dénaturé puis
lavé et une deuxiéme série commence a la position n-1, puis n-2, n-3, n-4 du primer P2.

Durant les cing cycles, chaque base se trouve interrogée deux fois par deux primers
différents (figure 13). Ainsi la cinquiéme base du fragment a séquencer est analysée par
I'amorce numéro deux du 2éme cycle et 'amorce numéro un du 3éme cycle. Cette double

interrogation est fondamentale pour la précision de I'identification par le systéme SOLiD.

8. Repeat Reset with , n-2, n-3, n-4 primers

Read Position -31\ 2|3|4]5|8|7|8|3}10{n1[s213}1a|15)16)17|181812021|22]23]24|25/26|27|28125|30[31 32{3334/35

31""“'"“11’""' ' .;. . !.. !..

2 Universal seg prn.uln-1-
& e

3 L;nivcrs:? seq prn*erln-22~1
T Y

Primer Round

4 Un '.~0's3:;i seq primer -fn-3|‘
“TTTTTITIITITITITIT

5 Jn'-.'erssq‘ seq primer (n-4)
TITTTTTTTTTTTTTY

. . .. o

® |ndicates positions of interogation Ligation Cycle [l 18 @ £ £l

Figure 13: les cycles ligation, détection et clivage des sondes NGS

4. Reconstitution de la séquence a partir des codes couleurs

Dans I'exemple ci-dessus, les deux premiéres bases en position 1 et 2 de la sonde
interrogée sont connues (respectivement T et A). Cette information donne le point de départ
pour connaitre toute la séquence a partir de I'algorithme du code couleur.

A chaque nouvelle ligation, la base est lue deux fois et les lacunes sont déterminées par les
nouveaux oligos qui viennent s’attacher au primer. Le décalage de position de n a n-4
favorise la redondance de lecture des bases et limite trés considérablement le risque

d’erreur (Figure 14)

Sequence ACGGTCGTCGTGTGCGT

code couleur .. .. .. ... ... .
oo A GO LCOGTCGTIGTGCCET
des bases e e e ] Ceeeeee) e S [—

Figure 14: Reconstitution de la séquence d'ADN par code couleur
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5. Etude des variants in SILICO

Le tri et I'appel des SNP/InDel ont été réalisés en utilisant les logiciels SAMTOOL et
GATK. La nouveauté des variants a été évaluée en filtrant les variants contre un ensemble de
polymorphismes qui sont disponibles dans des bases de données publiques telles que dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) 1000 génomes (http://browser.1000genomes.org/in-

dex.html), I'Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) et ExaC
(http://exac.broadinstitute.org/).

Seuls des variants non-synonymes ou des variations affectant les sites d'épissage ont
été analysés. Tous les variants de séquence ont été priorisés en marquant la conservation

phylogénétique et I'impact fonctionnel (SIFT et Polyphen-2).

Les variants candidats ont été sélectionnés et confirmés par la méthode de Sanger a
I'aide de l'analyseur génétique 3500XL ( tableau 10). Une nouvelle mutation identifiée par
NGS est obligatoirement confirmée par la méthode classique de Sanger. Un variant qui ne
ségrege pas avec l'affection ou qui se trouve transmis aux sujets non atteints est considéré

non informatif.

6. La stratégie de validation des nouvelles mutations

Aprés avoir analysé les résultats du séquencage a haut débit et la recherche de Ia
présence d’un variant ou de variants différents, dans un méme géne chez plusieurs patients
apparentés, ces variants sont soumis a une étude bioinformatique de prédiction pour
estimer leur pathogénicité. Ensuite ils sont confirmés et validés par reséquencage avec la
technique de Sanger qui reste le seul outil de garantie dans ce domaine apres avoir amplifié

I’ADN par PCR (annexes)
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IV- Résultats

A.Tableau clinique des patients

Les examens cliniques ont été effectués pour I'ensemble des patients X-LID par les
cliniciens généticiens du service et les examens complémentaires ont été accomplis puis

discutés en Staff.

Le principal signe que partagent tous les patients c’est la déficience intellectuelle non

spécifique. Les signes cliniques associés sont détaillés dans le tableau 5.

Dans ce tableau, le symbole (+) représente la présence du signe et le (-) représente son

absence.

L’examen neurologique n’a rien révélé de particulier pour I’ensemble des patients

des dix familles.

Les examens de spécialité, notamment I'examen ophtalmologique et cardiaque, ne
sont demandés que si une anomalie liée a ces deux disciplines a été révélée, ou si la
déficience intellectuelle fait penser a un syndrome qui impligue obligatoirement des

atteintes organiques spécifiques.
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Tableau 5: Le tableau clinique des patients X-LID

Familles BH1 BH2 BH3 BH4 BH5 BH6 BH7 BH8 BH9 BH10

Signes cliniques

Déficience intellectuelle + + + + + + + + + +
Quotient intellectuel 60 55 35 25 30 60 40 45 50 35
Troubles du comportement + + + + + + + + + +
Stereotypie - - + + + - - - - -
Retard d’acquisition + + + + + + + + + +
Absence de langue - - + - + + - - - +
Hypotonie - - + - - - + - - +
Macrocéphalie + - - - - - - - - R
Microcéphalie - - - - - - + - - R

Agénésie du corps calleux - - - - - - - - - -
Convulsion - - - - - + - - - -
Epilepsie - - - - - - - - + -
Surdité - - - - - - - - - -
Automutilation - - - - - - - - - -
Grande taille - - - - - - - - - -
Retard statural - - - - + + - - - -
Poid - - + - - - - + - +
Hypertélorisme/télécanthus - - - - - - - - - _
Strabisme - - - - - + - - - -
Blépharophimosis - - - - - - - - - R
Malformation anales - - - - - - - - - -
Constipation - - - + + - + - - -
Hypogonadisme - - - - - - - - - -
Gynécomastie - - - - - - - - - -
Fentes palpebrale - - - - - - - - - R
Voix Hypernasale - - - - + - - - - +
Micrognathie/rétrognathie - - - - - + - - - -

Visage long et étroit - - - - - - - - - R

Visage triangulaire - - + - + - - - - -
Grand front - - + - + - - + - -
Long philtrum - - + - + - - - - -
Efaccement frontale de cheveux - - - - + - - - - -

Hypoplasie maxillaire - - - - - - - - - -

Racine du nez haut - + - - + - - - - -
Bouche étroite - - - - + - - - - -
Bouche ouverte - - + - - - - - - -
Encombrement dentaire - - - - - - - - - +
Oreilles mal plantées + - - + + + - - - -
Absence de Plis palmaires - + - - - - - - - +
Anomalie du squelette - + - - - - - - - R
Syndactylie - - - - - - - - - R
Polydactylie - - - - - - - - - R
Mince habitus - - - - + - - - - +
Pied plat - + - - + - - - + -
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B. Les arbres généalogiques des dix familles
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C. Examens Radiologiques

L'IRM est I'examen de premiere intention a demander devant une déficience
intellectuelle. Tous les patients ont bénéficié de cette étude et les résultats sont détaillés

dans le tableau 6.

Tableau 6: Resultats radiologique

Familles BH1 BH2 BH3 BH4 BH5 BH6 BH7 BH8 BH9 BH10

gliose temporale
avec anomalie

Résultats Z‘l’ab:ctszce RM  IRM  IRM  IRM  IRM ngcaib“ance IRM  IRM  Atrophie
PN norm- norm- norm- norm- norm- L. . . norm- norm- cerebell-
IRM légerement al al al al al périventriculaire. al al eUx
altérée Calcification
diffuse au

scanner

L'IRM était normale dans 70 % des cas (7 familles sur 10) et dans 30 % des cas elle a

révélé des anomalies qualifiées de légéres par les radiologues.

D.Etude du biais d’inactivation du chromosome X

L'étude de l'inactivation du chromosome X au niveau du locus du récepteur des
androgenes chez les meres des dix familles sélectionnées était aléatoire dans 80% des cas,

comme l'indique le tableau 8 récapitulatif ci-dessous.

Tableau 7 : Profil de l'inactivation du chromosome X chez les dix familles

Famille BH1 BH2 BH3 BH4 BH5 BH6 BH7 BH8 BH9 BH10
Biais
d’inactivation  Partiel Partiel Partiel Partiel Partiel Partiel Total Partiel Total Partiel
de I’X

Seules les familles BH7 et BH9 présentent une inactivation totalement biaisée soit un

pourcentage de 20% des mamans qui présentent un pattern d’inactivation complet.
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E. Etude de la liaison génétique

L’étude de la liaison génétique a été effectuée avant mon arrivée au service. Les

membres des 10 familles ont tous bénéficié de cet examen.

Le chromosome X était la cible, et les locus interrogés ont été choisis par rapport aux
criteres cliniques. Pour certaines familles, nous avons pu localiser des marqueurs du méme
allele maternel, qui ségregent en haplotype et qui ne sont hérités que par les sujets atteints.

Les genes ( quelques exons) associés a ces marqueurs ont été séquencés par la méthode de

Sanger : le résultat était négatif pour tous les exons étudiés (tableau 8)

Tableau 8 : Etude de la ségrégation des marqueurs chez les dix familles

. N e s Ségrégation Séquencage
Familles Génes étudiés o . RREHE
Compatibilité
BH1 JARID1C, NEUROLOLIGIN3, OPHN1 Non informatif
BH2 KIAA1202, SLC6AS8, PAK3 Non informatif
Neurologine 4, STK9, ARX, ILIRAPL1, TMASF2,
ZNF674, ZNF41, FTSJ1, PQBP1, KIAA1202, JARID1IC, OPHN1
BH3 OPHN1,DLG3, NEUROLEGIN3, XNP(ATRX),ACLC4, DLG3 négatif
PAK3, AGTR2, ARHGEF6, SLC6AS, GDI1 NEUROLOGIN3
Neurologine 4, STK9, ARX, ILIRAPL1, TMA4SF2, ARX, RAPL1
ZNF41, , PQBP1, JARIDIC, OPHN1, DLG3, p .
A TMA4SF2, ZNF41, , négatif
NEUROLEGIN3, XNP(ATRX),ACLC4, PAK3, AGTR2, PQBP1, , JARIDIC
ARHGEF6, SLC6AS8, GDI1 ’’
BH5 PQBP1 OPNH1, PAK3 PQBP1 négatif
Neurologine 4, STK9, ARX, ILIRAPL1, ZNF674,
BH6 ZNF41, FTSJ1, PQBP1, JARIDIC TMA4SF2 ? OPHN1, JZAV:I‘LI'J‘ZI’CI‘:TL:JSgI:_?P%iFgNl négatif
DLG3, NEUROLEGIN3, ACLC4, PAK3, AGTR2, NEUROL,OGINI:',_'-;’ ATRX, g
ARHGEF6, SLC6A8 ? ATRX ’
BH7 ARX, ILIRAPL1, PQBP1 Non informatif
BH8 XNP, PAK3, AGTR2 Non informatif
BH9 NLG3, NLGN4 NLGN4 négatif
BH10 OPNH1, DLG3, ACLC4, NEUROLOGIN3 Non informatif

F. Analyse cytogénétique

les patients des dix familles qui ont été sélectionnées ont bénéficié d’'une analyse
cytogénétique constitutionnelle (caryotype standard) et aucune anomalie de nombre et ou

de structure n’a été détectée. L’étude par cytogénétique moléculaire (FISH et CGH-array) n'a

révélé aucune anomalie chez les sujets atteints.
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G.Résultats du séquencage a haut débit

A l'issue du séquencage a haut débit des exomes, une moyenne de 300 variants tous
types confondus (insertion, délétion, substitution et duplucation) a été générée par patient.
L'application des filtres in SILICO et le ciblage des variants non synonymes ont

considérablement réduit le nombre de variants candidats.

Seuls des variants non-synonymes ou des variations affectant les sites d’épissage ont été
analysés. Tous les variants de séquence ont été priorisés en marquant la conservation

phylogénétique et I'impact fonctionnel (SIFT et Polyphen-2)

Les génes candidats ont été validés par la méthode de Sanger, qui confirme la mutation et
facilite I'’étude de sa ségrégation par un simple séquencage du géne en question chez toutes

les générations de la famille dont nous disposons de I’ADN.

Dans certains cas, les filtres de I'analyse in SILICO retiennent des variants chez les
sujets atteints, alors que pendant I'’étude de la validation de ces mutations, nous constatons
gu’elles sont présentes aussi chez les sujets non atteints. Dans ce cas, nous considérons que

le résultat est non informatif

Au total, au sein des dix familles nous avons retenu 21 génes candidats présentant

des variants non synonymes et non présents chez les sujets normaux.

Dans le tableau 9 ci-dessous, nous détaillons la nature du variant, le géne correspondant, la
localisation du variant sur le chromosome X, sa localisation au niveau du cDNA et son impact

sur le produit de la traduction (protéine).

Nous présentons aussi le résultat de I'étude de la ségrégation des variants chez tous les

membres des familles (tableau 9)

La prédiction des conséquences de ces variants sur |'état fonctionnel des genes a été
étudiée par différents programmes bio-informatiques de prédiction, notamment Polyphen-

2, SIFT, et Splice Mutation Finder.
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Tableau 9 : Les génes mutés retenus par séquencgage a haut débit

MUTATION (position)

CONFIRMATION

FAMILLE GENE (candidat .- Exon SEGREGATION
( ) Chromosome- cDNA- Protéine (Sanger)
BH1 Non informatif Non informatif
LONRF3 4 + Non compatible
118123399 - c.1088G>A - S363N
BH2
MAGEB16 2 + Non compatible
358220737 - c.424A>T - | 142F
MAGEB3 30254849 - ¢.808C>T - R270C 5 + Non Compatible
BH3 DGAT2L6 69419698 - c.233T>A - L78Q 3 + Compatible
ATRX 76778839 - c.6855T>G - H2247P 31 + compatible
MAP7D3 135310846 - c.1823G>A - R608C 9 + compatible
BH4 Non informatives Non informatives
MED12 41 + Compatible
BH5 0GT 70357671- ¢.5922G>T - Q1974H 8 n compatible
SSR4 70775834 - c.925G>A - A309T 5 . e
153062002 - c.181G>A -V61l
ATP7A 77269100 - c.3670G>A 19 + Compatible
BH6 USPI9X 40982720 - 158-4G>T Intronl + Non compatible
usP26 132160736 - ¢.1513G>T - V1505F Exon unique + Non compatible
BH7 Non informatif Non informatif
AMOT 1120222297 — c.(3082-3084)dup-(p.P1028)dup 12 + Compatible confirmée, mére homozygote
BHS DMD 32482764 - ¢.3191A>G - K1064R 26 * Segrégation non compatible (oncle)
KIAA2022 73964209 — ¢.186delC 3 ; Ségregation compatible
PLP2 49029769 - c.284A5G - YO5C 3 P Ségrégation non compatible (oncle)
BH9 NLGN4X g.1202C>A Site d’épissage + Compatible
PDHA1 c.(1572_1573) insCAT Insertion UTR3’ + Compatible
PQBP1 48755821 - ¢.29G>C - R10P 2b + Variant compatible
BH10 TLR8 12937890 - ¢.731G>A - G244Q, 2 + Variant compatible
SPANXN4 142121813 — ¢.86-88del/K29del 2 + Variant compatible
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Les nouveaux variants que nous avons validés comptent 18 mutations de substitution
(dont 16 exoniques, une au niveau d’un site d’épissage, et une intronique), une duplication

au niveau d’une région codante, deux délétions et une mutation d’insertion.

1. Etude des variants de la famille BH3 (Article-1)

Cette étude a fait I'objet d’une publication d’un article dont je suis le premier auteur.
Accepté par Indian Journal of Medical research (annexe-1JMR-170-14).

Novel missense mutation (p.His2247Pro) within ATRX gene segregates with intellectual
disability without alpha thalassemia in three related males confirms the extended phenotypic
spectrum of ATRX syndrome

Habib Bouazzi’,* Seema Thakur’, Carlos Trujillo>, Mohammad Khalid Alwasiyah® and Arnold Munnich’

Il s'agit d'une famille de deux filles et un jeune garcon agé de 3 ans et demi (figure 15)
présentant une hypotonie axiale importante sans syndrome pyramidal ni déficit
neurologique. Il manifeste un enfoncement de I'étage moyen de la face avec un grand front,
des narines antéversées, un léger prognathisme, des troubles du comportement avec en
particulier des stéréotypies, une grande hypotonie axiale, des mensurations tout a fait

conservées avec une tendance au surpoids, et une hyperventilation.

Le gargon II-4 présente un important retard d’acquisition avec absence compléte de
langage. La radiologie montre un élargissement du polygone de sustentation sans syndrome
cérébelleux. Les réflexes ostéotendineux sont présents et symétriques.

Dans I'anamnése familiale, on note que deux fréres de la mére, I-1 et I-2, sont atteints de

déficience intellectuelle (figure 15).

62



ATRX  T/G
MAP7D3 G/A

MAGEB3 C/T
DGAT2LE T/A

I .
2

MAGEB3 C/
DGAT2LE T>A
ATRX =G
MAP7D3 G=A

1 2 3
e = MAGEB3 C>T
DGAT2LE T>A

MAGEB3 ¢/T ATRX TG
DGAT2L6 T/A MAP7D3 G>A
ATRX  T/G

MAP7D3 G/A

Figure 15 : ségrégation des mutations dans la famille BH3

a. Le variant du gene MAGEB3
Ce variant se situe au niveau du 5°™ exon du géne MAGEB3 du locus Xp21.3, il correspond
au 808°™ nucléotide du cDNA (NM_002365). Cette mutation n’est pas encore décrite dans les bases
de données. Nous I'avons validée par la technique de Sanger. Elle résulte en un remplacement de
I’acide aminé Arginine (R), qui est basique et chargé en positoon 270, par par la cystéine (C), qui est
un acide aminé neutre (R270C). Cette mutation c. 808C>T, présente en hétérozygote chez la maman,
est héritée par le fils atteint : toutefois, elle est absente chez les deux fréres de la maman qui sont

néanmoins déficients intellectuels.
Ce géne, appartenant a la famille B des antigénes des mélanomes (Chung et al., 2010),

s’exprime principalement dans les testicules, et sa fonction n’a pas encore été élucidée. Dans la

littérature, nous n’avons pas trouvé d’indication sur sa causalité dans la déficience intellectuelle.
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b. Le variant du gene DGAT2L6

Le variant c.233T>A (NM_198512) du gene DGAT2L6 (Diacylglycerol O-
acyltransferase 2-like protein 6) se traduit par une mutation faux sens avec remplacement
d’un acide aminé hydrophobe en position 78 (la leucine) par un acide aminé chargé a
fonction basique (la glutamine), L78Q. Cette mutation présente chez la maman en
hétérozygote, n’a pas été décrite dans les bases de données et elle ségrege avec le

phénotype pathologique de tous les sujets atteints.

Le gene DGAT2L6 n’est pas connu pour son implication dans la déficience
intellectuelle. Son produit intervient essentiellement dans la catalyse du transfert d’un
groupement acyl d’un donneur a un accepteur dans le processus du métabolisme lipidique

(Holmes, 2010).

c. Levariant du gene MAP7D3.

Le géne MAP7D3: MAP7 domain-containing protein 3 appartient a la famille des
MAP7 (Mitogen activating protein7). Le variant ¢.1823G>A (NM_001173516) induit une
mutation faux sens (R608C) non décrite dans la littérature. La mutation portée par la maman
non symptomatique ségrége avec le phénotype anormal. Ce geéne ne compte pas parmi les
génes X-LID découverts jusqu’a présent , il code pour une protéine associée aux
microtubules, et son réle, c’est de promouvoir la stabilité et I'assemblage microtubulaire

(Yadav et al., 2014).

d. Le variant du géne ATRX

Cette mutation faux sens a fait I'objet d'un article dont je suis le premier auteur,
acceptée le 16 Javier 2015 par le Indian Journal of Medical research sous la référence

IJMR_170_14 (Annexes).

Le nouveau variant ¢.6740T>G (NM_138270) du géne ATRX n’est pas décrit dans les
bases de données. Nous I’'avons identifié dans I'exon 31. Il s’agit d’'une mutation faux sens

(H2247P) adjacente a celle identifiée par Seema Thakur (p.Leu2240Phe) dans une famille ou
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ségrege une déficience intellectuelle liée a I’X (Thakur et al., 2011) et dont les phénotypes

des sujets atteints sont comparables a ceux exprimés par les patients de notre famille BH3

e. Conclusion préliminaire

L’étude de la ségrégation des variants par la méthode classique de séquencage de
Sanger montre que notre cas index a hérité de sa mére hétérozygote quatre genes mutés
(MAGEB3, MAP7D3, DGAT2L6 et ATRX). Ces mutations sont toutes nouvellement identifiées
et sont présentes chez tous les sujets atteints de cette famille, sauf pour le gene MAGEBS3,
qui a été trouvé non altéré chez les oncles du c6té maternel malgré leur syndrome qui
exprime le méme phénotype que le patient Ill-3 (figure 15). Parmi ces quatre genes, I’ATRX
est le géne le plus connu pour son implication dans la DI. Quant aux autres génes, nous
n‘avons pas une connaissance parfaite de leur réle biologique dans le développement

mental, notamment les génes MAP7D3 et DGAT2L6.
2. Etude des variants de la famille BH5 (Article-2/Article-3)

Cette étude a fait I'objet de deux publications dont je suis le premier auteur. Un article a
été publié par le journal (Clinical case Reports) en mai 2015, et le second, il a été accépté par
Biomedical Journals en novembre 2015 (annexe-Ref : 15-1932)

e Non-syndromic X-linked intellectual deficiency in three brothers with a novel MED12
missense mutation [c.5922G>T (p.Glu1974His)].(Annexes)
Habib Bouazzi’,Gaetan Lesca’, Carlos Trujillo3, Mohammad Khalid Alwasiyah * and Arnold Munnich®
DOI: 10.1002/ccr3.301

e Characterization of clinical and neuro-cognitive features in a family with a novel OGT
gene missense mutation c.955G>A/ (p.Ala319Thr) (Annexes)
Habib.Bouazzi* ,Soufiane Bouaziz?, Mohammad Khalid Alwasiyah3, Carlos Trujil/o", and Arnold
Munnich’

La famille BH5 est composée d’une fratrie de quatre enfants dont trois sont atteints
(figure 16) . La meére présente un biais d’inactivation du chromosome X aléatoire (tableau 7)
et elle est symptomatique avec un retard de langage. Les enfants atteints présentent un
tableau clinique comparable, comprenant une déficience intellectuelle, un retard de
langage, un trouble du comportement, un retard d’acquisition et une légere dysmorphie
faciale.
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Il MED12 GIT
OGT G/A 1 O
SSR4  G/A
4

1 2 3 4
MED12 G=T  MED12 G/ MED12 G>T
OGT G=A  OGT G/ OGT G=>A
SSR4 G=A  SSR4 G/ SSR4  G=A

Figure 16: Ségrégation des mutations de la famille BH5

La maman a été identifiée hétérozygote pour les trois mutations des trois
génes(MED12, OGT, et SSR4). Tous les enfants atteints ont hérité les alleles mutés des trois

genes ; quant a I'enfant non atteint, il n’a hérité aucune de ces trois mutations.

a. Le variant du géne MED12

Il s’agit d’une mutation au niveau de I'exon 41 du gene MED12 (c.5922G>T). C’est
une mutation faux sens (p.Q1974H), non décrite dans la littérature( figure 16), présente chez
la mére en hétérozygote et héritée par tous les sujets atteints. Le géne MED12 a été décrit
comme impliqué dans la déficience intellectuelle liée a I’X (Graham et al., 2008; Tarpey et
al., 2009). Il code pour la sous unité 12 qui fait partie d'un complexe de protéines engagées

dans la régulation de la majorité des genes ARN polymérase llI-dépendants (Bouazzi et al.,
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2015). Le tableau clinique des patients de cette famille est comparable a celui rapporté par
Lesca dans son étude d’une famille de dix sujets atteints de DI non syndromique. Ces sujets
présentent une mutation de changement de cadre de lecture avec un codon stop
(p.Ser1967GInfsx84) du géne MED12 (Lesca et al., 2013). Cette mutation a été localisé au
niveau du méme exon 41, la ou nous, nous avons identifié¢ la mutation faux sens

p.Glul974His (figure 17).

{.’LIHT&{]"}:.‘

c.2881C>T |
¢.3020A>G ¢S185C>A
c.3443G>A ¢.5898dup(
e3493T>C ¢.5022G>T *

3!

Exons :1234 56 132 ] 2224 25, rcsncessrenssned Tevenendd L 43,45

*
Figure 17: les mutations a effet X-LID au niveau du géne MED12 . Source : Bouazzi et al 2015

b. Le variant du géne OGT
Le variant (c.1193G>A) induit une mutation faux-sens p.A319T. Cette mutation,
comme celle du géne MED12, a été transmise par la maman conductrice a tous les enfants

atteints. L'enfant sain a été épargné.

Le gene OGT est connu pour son implication dans le diabéte (Dong et al., 2011;
Kotzler and Withers, 2015).Sa causalité dans le développement de la DI n’a été démontrée

gue récemment, mais il fait désormais partie de I'ensemble des genes X-LID ( tableau 2)

c. Levariant du géne SSR4

Le variant de ce gene (c.181G>A) ségrege avec le phénotype pathologique des
patients de la famille BH5. IL n’a pas été décrit auparavant. C'est une nouvelle mutation
faux-sens (V61l). Le géne SSR4 a été identifié en mars 2014 comme le 115%™ géne X-LID du
fait qu’il a été trouvé muté chez un garcon présentant un déficit de glycosylation et une

déficience intellectuelle (Losfeld et al., 2014; Yadav et al., 2014).
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d. Conclusion préliminaire

Le séquencage a haut débit de I'exome du chromosome X des sujets atteints de la
famille BH5 a révélé que tous ont hérité de trois mutations nouvelles touchant
respectivement trois génes différents (MED12, OGT, et SSR4). Ces génes sont adjacents. lls
sont transmis sous une forme de déséquilibre de liaison et sont tous connus pour leur
implication dans la DI, néanmoins le phénotype des patients de cette famille nous a orienté
vers la causalité du géne MED12 sans exclure I'effet de I’hétérogénéité génétique (Bouazzi et

al., 2015).

3. Etude de la famille BH9 (Article-4)

Cette étude a fait I'objet d’'une publication d’un article dans le journal : Journal of
Case Reports and Studies dont je suis premier auteur (Annexes)

Non-syndromic X linked Intellectual disability in two brothers with a novel NLGN4X gene

splicing mutation (NC_018934.2: g.1202C>A) (Journal of Case reports and studies) 2015
Bouazzi H™, Bouaziz S, Alwasiyah MK?, Trujillo C*and Munnich A

BH9 est une famille ayant une fratrie de trois enfants (figure 18), dont deux sont
atteints et un bien portant. Les parents ne sont pas apparentés et sans antécédents
particuliers. Les enfants malades présentent des difficultés d'apprentissage associées a des
hallucinations visuelles sans étiologie identifiée. Les premieres difficultés sont apparues lors
de la scolarisation, pendant laquelle ils n"ont acquis ni la lecture ni I'écriture et montré de
grandes difficultés de mémorisation (ils ne connaissent pas leur date de naissance ni leur
nom de famille, ne peuvent pas se situer dans la semaine). Toutefois, ils ne présentent pas
de trouble du sommeil, ni de l'alimentation, ni du comportement ni décalage de langage.
L’enfant II-1 (figure 19), il est facilement angoissé, surtout dans des situations d'échec. Il n'a
pas de réelle difficulté motrice, mais on décele des difficultés dans la motricité fine. Apres
séquencage de I'exome et épreuve de validation, nous avons retenu deux variants:
g.1202C>A (IVS3+8C>A) et c.(1572_1573)insCAT, qui correspondent respectivement aux
genes NLGN4X et PDHA.
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Figure 18 : Arbre généalogique de la famille BH9 et ségrégation de la mutation NLGN4X

a. Levariant du gene NLGN4X

C’est une mutation confirmée, que nous avons identifié dans un site d’épissage dans
la région 3’ du géne entre les deux exons: exon 2 et exon3 (figure 20). Dans I'état de
régulation normale de la transcription, ces deux exons doivent étre épissés alternativement

afin de ne pas participer au produit final du gene.

Cette mutation (g.1202C>A) est nouvellement identifiée au niveau d’un site
d’épissage du géne NLGN4X. La mére, qui a un biais d’inactivation complet du chromosome
X, est hétérozygote, les deux freres atteints présentent la mutation. Quant a la sceur, 11-3,

nous avons pu lui confirmer I'absence de cette mutation dans son gene.
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Normal
*
cgcgta gctcggggct... ta CttC gtaggga ga ...CtCCC gt

Mutant

’gtagctcagGGct .tettec gtagggaga ctccct

acggtagctcag

First cryptic acceptor site

Figure 19: mutation a prédiction pathogénique au niveau d'un site d'épissage (NLGN4X)

Source : Bouazzi et al 2015.

b. Le variant du géene PDHA1

C'est une mutation d’insertion d’un triplé CAT dans la région UTR3':
€.(1572_1573)insCAT (GenBank accession number NM_001173454). C’est un variant qui a
été déja rapporté dans la littérature et qui n’a pas été décrit comme pathogéne. La mére est

hétérozygote et les enfants y compris la sceur ont tous trois hérité de I’haplotype altéré.

c. Conclusion préliminaire

Les deux mutations portées par les sujets atteints de la fratrie de la famille BH9 sont
extra exoniques. Toutefois, leur localisation n’exclut pas le pouvoir pathogene qu’elles
pourraient induire, au moins pour celle qui a été identifiée au niveau du géne NLGNX4. Cette
mutation (IVS3+8C>A) a affecté un site d’épissage qui pourrait altérer le processus du
splicing et par conséquent elle favorise un phénotype pathologique. La mutation d’insertion

du géne PDHA1 a été considérée comme non pathogene.

4. Prédiction fonctionnelle des nouvelles mutations

Les mutations candidates validées par la technique de Sanger, sont toutes mises sous
études bio-informatique par des programmes de prédiction fonctionnelle et pathologique
(tableau 10). Ainsi, les résultats de ces programmes de prédictions, nous ont aidé a établir
des stratégies pour poursuivre I'étude des variants. En effet, une mutation qualifiée
altérante et endommageante serait prioritaire, du point de vue étude sur une mutation de

prédiction bénigne.
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Tableau 10: prédiction fonctionnelle des mutations

Proteine Mutation Prédiction Polyphen  Score Spécificité
DGAT2L6 L78Q Damaging 0.971 0.96

ATRX H2247pP Damaging 0.9 0.94
MAP7D3 R608C Damaging 1 1

MED12 Q1974H Damaging 1 1

OGT A319T Damaging 1 1

SSR4 Ve1ll Binign 0.01 0.77
ATP7A E1235F Damaging 1 1

PQBP1 R10P Damaging 1 1

TLR8 G244Q Damaging 1 1

AMOT p.P(1028)dup Damaging 0.9 0.8
KIAA2022 ¢.183delCp.Arg62GlufsTer22 Loss of function (lionel Van Maldergem et al)
NLGN4X g. 1202C>A /Splicing predicted to change the splicing process
PDHA1 €.(1572_1573) insCAT  UTR3’ Non damaging

SPANXNA4 K29del Damaging 0.9 0.82
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V-  DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

A.L’apport du séquencage de I'exome du chromosome X
dans le diagnostic et le dénombrement de nouveaux
genes de la déficience intellectuelle

Dans notre étude des dix familles X-LID, le séquencage du chromosome X par ciblage de
son exome a apporté une moyenne de 300 variants par exome et par patient, d’ou I'utilité
d’appliquer la stratégie des filtres pour réduire ce nombre et ne retenir que les variants non

synonymes non encore connus dans les bases de données.

A lissue du séquencage a haut débit, 21 génes ont été retenus comme candidats pour

I’étude étiologique de la déficience intellectuelle non spécifique (tableau 9).

Deux familles parmi la cohorte ont présenté de nouvelles mutations qui ne sont pas
partagées par les sujets apparentés et atteints. En effet, nous avons identifié des mutations
différentes au sein des sujets de la méme fratrie. Ces familles ne sont pas informatives et
leur étude a été interrompue. Ce qui a réduit le nombre des genes candidats a 19 (tableau

11).

Dans le paquet de génes candidats, certains ne sont pas connus pour leur implication
dans la déficience intellectuelle et acquiérent donc un intérét d’étude majeur, notamment
dans la perspective de la découverte de nouveaux genes du trouble cognitif. Toutefois, nous
avons identifié plusieurs nouvelles mutations au sein de nombreux génes qui sont connus
pour leur effet causatif direct dans la déficience intellectuelle. Ces mutations pourraient

construire le point de départ d’un diagnostic génétique de I'affection du patient.

Cependant, comme nous allons le voir plus loin dans cette discussion, malgré tous les
outils techniques et les examens cliniques mis en ceuvre pour élucider I'étiologie de cette
pathologie, nous avons constaté que le nombre de genes et de mutations nouvellement

identifiées dans ce projet de thése, a apporté plus de questions que de réponses, et établir
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un diagnostic définitif reste une tache délicate. Toutefois, avec I'approche NGS, nous avons
pu apporté un diagnostic génétique pour au moins quatre familles (BH3, BH4, BH5 et BH9)

qui ont du attendre plud de deux décennies pour enfin obtenir un diagnostic.

Tableau 11: Les génes candidats et leur implication dans la DI

GEME IMPLICATION DANS MUTATION NOUVEAUTE
LA DI
MAGEB3 Mon connue Substitution c.B0BC>T MNouvelle
DGAT2LS Mon connue Substitution c.233T=A MNouvelle
ATRX Connue Substitution c.6855T>G MNouvelle
MAPFD3 Mon connue Substitution c.1823G>A MNouvelle
MED12 Connue Substitution ¢.5922G>T MNouvelle
oGT Mon connue Substitution c.955G>A MNouvelle
S5R4 Deécouverte récente  Substitution c.181G>A MNouvelle
NLGNIX Connue Substitution Epissage MNouvelle
PDHAL Mon connue Insertion triplet CAT Déja décrite
ATPTA Connue Substitution c.3670G=A MNouvelle
usPox Connue Substitution 158-4G>T MNouvelle
USP26 Mon connue Substitution c.151G>T MNouvelle
AMOT Mon connue 3082-3084dup-(1028)dup  MNouwelle
DMD Connue Substitution c.3191A>G MNouvelle
K1aA2022 Connue Délétion 183del MNouvelle
PLP2 Mon connue Substitution c.2B84A>G MNouvelle
POEBF1 Connue Substitution c.29G>C MNouvelle
TLRE Mon connue Substitution c.731G>A MNouvelle
SPANXNG Mon connue Delétion B6-BBdel/K29del Mouwvelle

B. Le diagnostic génétique : Plus de deux décennies
d’efforts.

Nos patients étaient suivis dans notre service depuis les années 2000, et le lien entre
déficience intellectuelle et sexe du patient a été établi.
Les cliniciens se sont interrogé sur la possibilité d’étiqueter les syndromes présentés par les
cas index, toutefois, le seul signe constant était la déficience intellectuelle. De fait, nous

avons classé ces déficiences intellectuelles parmi les non syndromiques.

Dans ces conditions incertaines, nous avons mis en ceuvre tous les moyens cliniques
et techniques pour parvenir a établir un diagnostic, néanmoins les limites des moyens du
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diagnostic, notamment la génétique et la cytogénétique, ont joué un role défavorable

devant I'avancement des études.

Au fil des années, chaque fois qu’une nouvelle technique est validée pour la pratique
diagnostique, nous I'appliquons dans nos études. Ainsi, avec le caryotype qui représentait
I’examen classique a demander par le clinicien, nous avons appliqué toutes les techniques de
la génétique et la cytogénétique notamment la FISH, le CGA-array, la cartographie par liaison
génétique et le séquencage par I'approche de Sanger. Mais chaque fois on se heurte a des
difficultés techniques nous empéchant d’apporter une réponse a nos patients. C’'était un
parcours difficile et laborieux pour les équipes médicales ainsi que pour les patients.

La mise au point d’outils moléculaires nouveaux dans le domaine de la génétique devrait
permettre d’améliorer considérablement la détection des anomalies sous-jacentes de ces
déficiences non syndromiques. Ainsi I'application de la technique innovante du séquencage
a haut débit (NGS) dans ce projet de thése a révélé et apporté ce que les techniques

précédentes n’ont pas pu identifier et mettre en évidence.

1. Diagnostic par la stratégie d’exclusion génique

Le séquencage des exomes des familles BH1, BH4, et BH7 n’a pas apporté de variants
informatifs. C’est la raison pour laquelle nous avons montré plus d’intérét pour les autres

familles.

a. La famille BH2

La maman et le fils atteint ont été inclus dans le programme de séquencgage de
I’exome du chromosome X. Pour cette famille, deux genes ont été retenus comme candidats
(le géne LONRF3 et le gene MAGEB16). Toutefois, pendant I'étude de la ségrégation des
mutations, nous avons constaté que le frere normal a hérité des mémes mutations que
celles qui ont été identifiées chez son frere malade. Par conséquent nous avons conclu que

ces deux génes ne peuvent pas étre la cause du phénotype du sujet atteint.
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b. La famille BH3

b.1) Les génes candidats

Cette famille (figure 15) compte quatre sujets atteints pour lesquels quatre génes
candidats ont été retenus ( MAGEB3, DGAT2L6, ATRX, MAP7D3).
L’étude de la ségrégation des mutations a révélé qu’un garcon atteint a hérité I'alléle normal
du gene MAGEB3. Donc la mutation de ce géne ne peut pas étre la cause de la déficience
intellectuelle des patients de la famille BH3.
Les trois mutations des trois genes ( ATRX, DGAT2L6, MAP7D3) dont la maman BH3 (II-4) est
hétérozygote, ont été confirmées chez tous les sujets atteints. Toutefois, les deux génes
DGAT2L6 et MAP7D3 ne sont pas connus pour leur implication dans la déficience
intellectuelle. C’est pour cette raison que nous avons porté plus d’intérét pour la mutation

du géne ATRX qui est par ailleurs le gene le plus connu pour son role X-LID.

b.2) Mutation du géne ATRX : corrélation génotype/phénotype

Dans la famille BH3 (figure 15), la mere est hétérozygote et conductrice de la
mutation c.6740A>C (p.H2247P) du géne ATRX. Son profil d’inactivation du chromosome X
est aléatoire. Cette mutation a été transmise a I'enfant BH3 (lll-3) et a été identifiée chez
ses deux freres atteints. Le géne ATRX est le plus connu pour son implication dans la DI
(Badens et al., 2006; Guillén-Navarro and Gléver-Lépez, 2006). Le produit de ce géne est
Impliqué dans la régulation de la transcription et le remodelage de la chromatine. Il est
requis pour la réplication de I'ADN. La protéine se lie a des séquences répétées de I'ADN
tandem dans les télomeéres et I'euchromatine et stabilise la liaison entre la chromatine et les

nucléosomes (Ratnakumar et al., 2012)

La localisation de la mutation faux sens que nous avons identifiée au niveau du gene
ATRX fait appel a une étude ultérieure qui a été menée par une équipe indienne sur une
famille ayant deux garcons X-LID. Cette équipe a démontré que le phénotype des patients a
été causé par une mutation faux sens du géne ATRX (Thakur et al., 2011). Cette mutation
c.6718C>T (p.Leu2240F) a été localisée dans I'exon 31, qui intervient dans la fonction
hélicase de la protéine. Il s’agit du méme exon qui a été muté chez les patients de la famille
BH3 de ce projet de thése. Le tableau clinique des patients de I'étude de (Thakur et al) est

comparable a celui des patients de la famille BH3 (tableau 12)
75



Tableau 12: tableau comparatif de la phénotype des patients ayant le gene ATRX muté

Thakur et al
study 2011 CUFELLY
Mutations
c.6718C>T ¢.6740A>C
p.Leu2240Phe p.His2247Pro
Exons

31 31
Intellectual deficiency + +
Behavioral disorders + +
Alpha thalassaemia + -
No language + +
Hypotonia + +
Hepatosplenomegaly + -
Brisk reflexes + +
Small stature Not cited +
X skewed inactivation + -
Affected females - -
gastroesophageal reflux Not cited +
Cryptorchydism + -
Hypertelorism/telecanthus + +
Microcephaly + -
Camptodactyly + -
Polydactyly - -
Micrognathia/retrognathia - -
Prognathism + +
Long narrow face _ _
Triangular face _ -
Tall prominent forehead + +
Facial coarsening - -
frontal hair upsweep - -
Thick alae nasi - -
High nasal root + +
High narrow palate + -
Dental crowding + -
Maxillary hypoplasia + +
Open mouth + '
Small ears - -
Horizontal palmar creases - -
Syndactyly - -
Polydactyly - -

Les patients ont en commun un déficit intellectuel, un retard du développement, un
trouble de comportement et une dysmorphie faciale caractérisée par un enfoncement de
I'étage moyen, un grand front, des narines antéversées et un prognathisme avec bavage

continu.
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Avec toutes ces données ainsi qu’avec la prédiction du programme Polyphen-2 qui
gualifie la mutation de hautement pathogéne (tableau 10), nous avons pensé a I'implication
directe de cette mutation dans les caractéristiques cliniques des patients de cette famille, et
dés lors nous avons opté pour une possibilité de corrélation phénotype/ génotype (Bouazzi

et al 2015)

c. La famille BH5

Chez la famille BH5 (figure 16), tous les sujets atteints ont hérité de leur maman
hétérozygote trois mutations faux sens (Q1974H, A319T et V61l) qui sont localisées
respectivement au niveau des génes MED12, OGT et SSR4. Le géne MED12 est connu pour
son implication directe dans la DI (Bouazzi et al., 2015), toutefois OGT et SRR n’ont été
caractérisés parmi les génes X-LID qu’en 2014, bien que nous fussions les premiers a les
avoir signalés en 2013 dans un manuscrit qui n’a pas été accepté pour publication et que

nous I'avons déposé au centre des données scientifiques (Dryad).

Le géne SSR4, il code pour un signal de séquence de la protéine récepteur appelée
unité delta de la protéine associée a la translocation (TRAP delta). Cette derniére appartient
a un complexe impliqué dans la translocation des protéines a travers la membrane du
réticulum endoplasmique (Hartmann et al., 1993; Wang and Dobberstein, 1999). La protéine
a un rble dans la N-glycosylation, et sa mutation cause une DI associée a des crises
épileptiques (Losfeld et al., 2014). Dans notre étude, ni les signes cliniques des patients ni la
prédiction fonctionnelle n’ont été en faveur de la sélection de ce gene comme cause de la
pathologie de la famille BH5 (tableaux 5 et 10).Toutefois, nous n’avons pas d’arguments

suffisants pour I'exclure.

Le géne MED12, il code pour la sous-unité transcriptionnelle 12, qui fait partie d'un
complexe de protéines impliquées dans la régulation de la majorité des génes ARN
polymérase |l dépendants (Shin et al., 2008; Tutter et al.,, 2009). Classiguement, les
mutations du MED12 sont impliquées dans des anomalies du développement ainsi que dans
le cancer (Ding et al., 2008; McGuire et al., 2012) ; néanmoins, jusqu'a I'achévement de ce
manuscrit, seulement sept mutations pathogénes causant la DI ont été identifiées, et la

notre fut la huitieme (Bouazzi et al., 2015).
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Les patients dont ce géne est muté présentent un tableau clinique qui peut varier selon la
mutation (Graham and Schwartz, 2013; Isidor et al., 2014; Lesca et al., 2013).

Toutefois, malgré la variabilité clinique, les patients partagent un « tronc commun » de
signes, dont la DI, le trouble du comportement et la dysmorphie. Ce « tronc commun » de
signes cliniques est retrouvé dans la famille BH5. Cependant ni la dysgénésie du corps
calleux, qui est un critére important dans le LS/FGS, ni les malformations congénitales, telle
I'imperforation de I'anus communément définie dans le FGS, n’ont été retrouvées dans la
famille BH5. Néanmoins, le patient (IlI-3) de la famille BH5 (figure 16), souffrait de
constipation chronique. Ce signe a été signalé dans les syndromes de FG (OMIM 305450) et
OSMBK (OMIM 249620) ainsi que chez la cohorte de patients qui a été étudiée par I'équipe
de Lesca a I'Hopital de Lyon. Cette équipe a rapporté une mutation (c.5898dupC,
p.Ser1967GInfsx84) causative de DI (Lesca et al., 2013). Cette mutation a été localisée dans
le méme exon du méme géne (MED12) que nous portons candidat pour expliquer le
phénotype pathologique des patients de la famille BH5. De surcroit, le phénotype rapporté

par Lesca (tableau 13) se superpose avec le phénotype de nos patients.

La prédiction fonctionnelle de la mutation que nous avons identifiée a été qualifiée
de hautement pathologique par le programme Polyphen-2 ( score 1, spécificité 1).
En considérant toutes ces données, nous avons pensé que le phénotype des sujets atteints
de la famille BH5 pourrait étre expliqué par la mutation qui ségrege avec la déficience

intellectuelle
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Tableau 13: les caractéristiques des différents syndromes de DI causées par l'altération du géne MED12

m:‘r;om Lujgn syndrome  OSMKB oncdali Present study

Majorchnical features (2013}

Mutations

P.Arg1148His
p.Asn1007Ser  p.Serii6SPro
p.hisi729Asn

EBxons
21,22 22 24,25,37 a1 a1

p.Gly958GIu
P.AZ961Trp

Non syndromic

p.Ser1967GInfexgg  POINIS7AH i

Intellectual disabiity + +
Behavioral disorders
No language - -
Hypernasal voice
Hypotonia

Macrocephaly

Agenesis of corpus callosum
Tall stature

X skewed inactivation - - - - -
Affected females - -
Anal anomalies
Constipation
Hypertelorism/telecanthus - -
Strabismus
Blepharophimosis - -
Downslanting palpebrae
Micrognathia/retrognathia
long narrow face
Trangular face

Tall prominent forehead
Facial coarsening

frontal hair upsweep

Thick alae nasi

High nasal root

High narrow palate

Dental crowding

Maxllary hypoplasia

Open mouth

Small ears

Honzontal palmar creases
Syndactyly

Polydactyly

Thin habitus

+
+
+ 4+ o+
+ + +
+ + +

(R I L ]

+ + + + +
+
o
o

+ +
. '

+
' +
' +

o4+ +
+ 4+ + +
Vo
.
'

+
+
+ + o+
+
+

+
'
'
'
'

Vb b+

'
'
'

+

+

Source : (Bouazzi habib et al). CInical case reports 2015

Le gene OGT, il code pour O-linked N-acétylglucosamine transférase. C'est le
troisieme gene retenu comme candidat chez la famille BH5, a cause de sa mutation faux sens
(p.A309T) qui ségrége avec la DI. Il est connu pour son implication dans I'apoptose, le
diabéte et la maladie d'Alzheimer (Fiordaliso et al., 2001; Liu et al., 2009) et Il a été
récemment ajouté aux génes X-LID par I'association Greenwood (tableau 2). Toutefois, son
implication dans la DI reste a démontrer car nous n’avons pas trouvé dans la littérature

d’études qui confirment sa causalité et sommes les premiers a avoir supposé un possible
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effet délétere sur le développement cognitif (Bouazzi et al., 2015), sans pouvoir le confirmer

par des études fonctionnelles in vitro.

d. La famille BH6

Trois génes candidats ont été retenus pour cette famille (ATP7A, USP9X et USP26).
Seuls les génes ATP7A et USP9X sont connus comme genes X-LID. Quant au gene USP26, il
n’est pas connu pour son implication dans la DI, et nous avons pu I’exclure ainsi que le gene
USP9X parce que leurs mutations respectives p.V1505F et IVS1-4G>T ne ségregent pas avec
le phénotype pathologique des patients. Seule la mutation faux sens du gene ATP7A
(p.E1235F) elle ségrege avec le phénotype et elle pourrait étre la cause de la DI de cette

famille.

e. La famille BH8

Quatre génes candidats ont été retenus (AMOT, DMD, KIAA2022 et PLP2). Nous
avons exclu DMD et PLP2 du fait de leur ségrégation non compatible. Jusqu’a présent,
aucune étude n’avait rapporté I'implication du géne AMOT dans la DI. En revanche, le géne
KIAA2022 dont la mutation tronquante c.186delC ségrege avec la DI, il est connu pour son
réle dans le développement neuronal et le fonctionnement du cerveau (Van Maldergem et
al., 2013). Ensemble, le phénotype identique des trois patients de cette famille, la mutation
tronquante p.R62GlufsX22 qui a été transmise par la maman conductrice pour tous les
enfants atteints et le role de ce gene, suggérent que KIAA2020 est causatif dans les membres

atteints.

f. La famille BH9

Deux nouvelles mutations non codantes ont été identifiées pour cette famille. La
premiere (NC_018934.2 : g1202C > A) a été localisée au niveau d’un site d’épissage du gene
NLGN4X. En revanche la deuxieme c. (1572-1573) insCAT a été identifiée au niveau de la
région 3’UTR du géne PDHAL. Les deux mutations ségrégent avec les signes cliniques des
patients ; toutefois, le variant du triplet CAT a déja été décrit et considéré comme dénué
d’effet pathogene (ENSEMBL-rs144356124). Quant a la mutation g.1202C > A du géne
NLGN4X, sa prédiction par le programme Human Splicing Finder est en faveur d’un

effacement du site d’épissage habituel et la création d’autres sites cryptiques. Ensemble, la
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constatation de prédiction, la ségrégation de la mutation avec les signes cliniques
pathologiques et I'implication du gene dans la déficience intellectuelle suggerent que la
cause du désordre cognitif des patients de la famille BH9 est la mutation g.1202 C > A du

géne NLGN4X (Bouazzi et al., 2015).

g. Lafamille BH10

Nous avons retenu trois geénes candidats pour cette famille (PQBP1, TLR8 et
SPANXN4), dont les mutations sont respectivement (p.R10P, pG244Q, et pK29del). Ces
mutations sont nouvelles, elles ségrégent avec le phénotype pathologique et sont absentes
chez les sujets sains. Le seul géne connu pour son implication dans la DI est PQBP1
(OMIM309500). Quant au gene TLRS, il exerce un role sur le systéme immunitaire et n’est
pas connu pour son implication dans la déficience intellectuelle. Le géne SPANXN4, pour sa
part, il appartient a un claster de genes SPANX codant pour des antigénes spécifiques du
cancer des testicules et n’a pas été étiqueté parmi les genes X-LID. En tenant compte du
tableau clinique des patients et de la ségrégation de la mutation prédite délétére du gene
PQPB1 nous avons suggéré que le syndrome des patients de la famille B10 pourrait étre

expliqué par la mutation du géne PQBP1.

2. L’hétérogénieté génétique

Une hétérogénéité intergénique correspond au fait que des mutations dans des
genes différents peuvent conduire a une méme maladie. Dans ces conditions, deux individus
atteints de la méme maladie peuvent étre affectés dans des génes différents. De méme ces
genes peuvent agir en synergie pour aboutir a la méme pathologie. Dans ce mécanisme, la
maladie peut étre polyallélique, comme elle peut résulter de différentes mutations altérant

un méme gene, comme dans le cas de I’'Hétérozygotie composite.

Comme nous l'avons signalé dans la section « Résultat » de ce manuscrit de thése,
tous les enfants atteints ont hérité du coté maternel plus d’'un géne muté. Souvent, la
plupart des genes mutés dans une famille donnée sont connus pour leur implication dans la

DI. C'est notamment pour la famille BH5, ayant une fratrie de quatre enfants dont trois
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déficients intellectuels chez qui nous avons identifié trois mutations non-alléliques touchant
trois genes différents (MED12, SSR4, et OGT). Ces genes sont tous connus pour leur
implication dans la DI, et malgré notre diagnostic qui a suggéré la causalité du gene MED12
pour le phénotype des gargons de cette famille, un effet synergique des deux autres génes
ne peut pas étre exclu. De méme, les familles ayant des enfants malades et chez qui nous
avons identifié des mutations dans des genes non connus pour leur effet XLID (familles BH2
et BH6), ces génes pourraient avoir un effet cognitif qui reste a démontrer par des études
fonctionnelles in vitro. Par ailleurs, les enfants atteints de la famille BH3 ont hérité une
mutation causale du géne ATRX, mais ils ont hérité aussi des alleles mutés de deux autres
génes qui ne sont pas connus pour leur I'effet X-LID (DGAT2L6 et MAP7D3).

Dans notre étude, I'hétérogénéité génétique si elle existe serait polygénique, car nous

n’avons identifié aucune mutation hétéro composite.

C. La variabilité phénotypique : expréssivité et génes
modificateurs
L’étude clinique des sujets malades qui appartiennent a une méme fratrie et qui

présentent les mémes mutations pathologiques a révélé une variabilité du phénotype

pathologique d’un enfant a l'autre.

Le phénotype peut étre plus ou moins sévere selon les individus. Ces sujets, bien qu’ils
partagent les mémes mutations, ils ont présenté des signes plus au moins différents,
notamment dans le cas des familles BH5 et BH9 ou leurs enfants malades présentent des
déficiences intellectuelles de degré variable (légere a sévere) et des signes associés plus au
moins divergents. Il y a alors une expressivité variable des génes déléteres. Cette variabilité
pourrait étre expliquée par la présence des genes modificateurs (Feingold, 2000), tout
comme elle pourrait étre due a I'interaction avec des facteurs environnementaux (Bussy and

Des Portes, 2008).

D.Le conseil génétique face a la déficience intellectuelle
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Le conseil génétique est un processus par lequel les malades ou les parents présentant
un risque de maladie héréditaire sont conseillés et informés de la nature et des
conséquences de cette maladie, de la probabilité de la développer ou de la transmettre a
leur descendance, et des options qui se présentent a eux en matiére de planification
familiale, et d’organisation dans la vie courante de maniere a prévenir la maladie ou
améliorer leur situation. Dans notre cas, la mutation transmissible, n’est pas sporadique,
plutét elle est véhiculée par les mamans conductrices. Donc le risque d’avoir un gargon
atteint est de % a chaque grossesse. Le couple a le méme risque d’avoir une fille porteuse de
I'allele muté causant la déficience intellectuelle, d’ou le role primordial du généticien pour
poser le diagnostic en premier temps et de donner conseil devant une transmission délétére

inéluctable.

Toutes les familles que nous avons étudiées ont bénéficié du conseil génétique lors de la
consultation, ainsi que pendant le rendu du résultat. Dans une telle situation pathologique,
seuls les parents en age de procréation ont été aptes a prendre une décision en ce qui

concerne leur future progéniture.

E. Les difficultés et les obstacles face aux travaux de
recherche.

Parmi les difficultés rencontrées pendans la réalisation de mes travaux de thése, je cite la
taille des familles sélectionnées. En effet, nous n’avons pas pu élargir les études pour
couvrir plusieurs générations afin d’établir la ségrégation des mutations et de rétrécir enfin

le nombre des genes candidats.

Dans ce projet de these, le séquencage de I'exome du chromosome X de chaque
individu a identifie environ 350 nouveaux variants qui pourraient introduire des
changements dans la fonction de la protéine. Reconnaitre des mutations fonctionnelles
parmi ces variants pose un véritable défi qui se manifeste principalement par la difficulté de

décider quel variant pourrait contribuer au phénotype étudié.

La possibe implication d’une éventuelle hétérogénéité génétique a compliqué le fait de

conclure sur la causalité d’un géne particulier.
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La vie privée des familles concernées, ainsi que leur région de résidense relativement

loin du centre d’étude, ont constitué un facteur qui a parfois rendu la contact difficile.

Parmis les génes candidats que nous avons retenu, deux génes (OGT et SSR4) ont été
confirmé ultérieurement par d’autres équipes comme génes X-LID.Nous aurions pu le faire
avant, mais le temps et parfois les moyens matériels n‘ont pas été en faveur de cet

événement

F. Les avantages du séquencage de nouvelle génération

La transition du séquencage classique au séquencage de nouvelle génération a
représenté une révolution extraordinaire. Ces méthodes de séquencage ont dépassé I'ére
des puces et sont devenues de plus en plus accessibles dans les laboratoires de diagnostic.
Pendant la phase de démarrage de cette technologie, le champ d’action était limité au
niveau du séquencage et du déchiffrage du génome entier afin d’identifier ses variants
normaux et pathologiques. Une nouvelle génération de séquenceurs d’ADN a ensuite pu
rapidement et a moindre co(t, séquencer des milliards de séquences de base et transformer
la science génomique. Cette activité est actuellement orientée vers la compréhension du
fonctionnement du génome ainsi que de ses manifestations pathologiques tout en ouvert

plusieurs portes dans le domaine des sciences de la vie et de la médecine.

En effet, les nouvelles automates du NGS, notamment la technique SOLID que nous
avons adoptée dans les travaux de ma these, sont en train de devenir une technologie de
choix pour accomplir une variété de tests a base de séquencage. Parmi ces tests, nous citons
I’étude de I'expression génique (RNA-Seq) qui détermine quelle quantité et quel type d’ARN

s’expriment dans une cellule (Ozsolak and Milos, 2011).
L'approche NGS est largement appliguée dans [lidentification de geénes

précédemment inconnus ansi que les variants d’épissage alternatif (Nagalakshmi et al.,

2008).
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La technologie NGS a aussi le pouvoir d’identifier sélectivement les transcrits qui sont
fixés aux ribosomes qui sont en cours de traduction. C’'est un moyen tres fréquemment
utilisé dans le but d’étudier I'interaction protéine-ADN (ChlIP-Seq), un test durant lequel des
fragments d’ADN immuno-précipités liés aux protéines sont séquencés, révélant I'interaction
entre les facteurs de transcription et les éléments régulateurs au niveau de la séquence de

I’ADN (Johnson et al., 2007).

En oncologie, cette méthode a été utilisée dans le séquencage du génome entier de
cellules tumorales aboutissant a la découverte de mutations initiatrices du cancer
précédemment non identifiées (Ley et al., 2008), faisant ainsi progresser, entre autres, notre
connaissance de la structure de la chromatine, de la microbiologie et de la méta génomique.
Par ailleurs, le next generation sequencing (NGS) nous a aidé a avoir une meilleure
compréhension du génome humain qui abrite des variations normales et pathologiques, et

a facilité le diagnostic et I’établissement d’un conseil génétique plus performant.

G.Les inconvenients et les limites des nouvelles
technologies de séquecgage

Malgré les avantages de la technologie du séquencage a haut débit, cette approche reste
une invention toute récente, et comme toute nouvelle technique, il reste de nombreuses
zones d’ombre en ce qui concerne son application. Les biais techniques ne sont pour le
moment qu’au début de leur caractérisation et nous manquons encore de recul sur les
capacités de ces outils a quantifier précisément les mécanismes biologiques complexes
comme la méthylation de I’ADN, I'épissage alternatif, les sites de fixation a I’ADN des
facteurs de transcription et la conformation chromatinienne. Le séquengage a haut débit
produit un nombre trés important de données dont la gestion n’est pas totalement
maitrisée, et encore moins automatisée. Les résultats générés se chiffrent aujourd’hui en
téraoctets, et la question de savoir quoi garder et pendant combien de temps se pose de
facon cruciale. Des questions importantes se posent également sur le traitement des
résultats obtenus. Si par exemple dans le cas des puces a ADN on dispose de plus de 15 ans
de recul technologique et de méthodologies statistiques bien déterminées pour corriger les

données brutes et obtenir des résultats fiables, ce n’est pas du tout le cas en ce qui concerne
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les résultats du séquencage a haut débit. Les questions de normalisation ne sont pas
tranchées, et les modeles statistiques a appliquer aux données ne sont toujours pas

déterminés sans ambiguités.

Sur le plan technique, la diminution de la fiabilité du séquencage au niveau des
extrémités de lecture présente un obstacle pour aboutir a un séquengage complet. En effet,
il y a un phénomeéne de déphasage qui correspond a I'extension incompléte ou a I'addition
de multiples nucléotides au segment séquencé. Ainsi, plus il y a d’accumulation de
décalages, plus le bruit de fond devient fort et plus le risque d’erreur a l'interprétation est

élevé.

Sur le plan matériel, malgré un débit de séquencage en nette augmentation et une
diminution constante des co(ts de séquencage a haut débit (NGS), le séquencage complet
de I'exome d’un chromosome n’est pas encore accessible a la majorité des laboratoires de
génétique. C'est particulierement vrai dans le cas des études sur les maladies complexes, ou
de grands ensembles d’échantillons sont souvent nécessaires pour obtenir une puissance

statistique suffisante.

Pour terminer, dans le domaine du séquencage du génome des patients, des
guestions éthiques importantes se posent. Il est maintenant possible d’accéder au génome
complet d’un individu. Tous les aspects éthiques de ces outils doivent donc étre envisagés, et

surtout débattus pour offrir une réponse appropriée.
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VI- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Il a été confirmé que plus d’hommes que de femmes sont touchés par la déficience
intellectuelle. De nombreux genes du chromosome X ont été identifiés chez les sujets
affectés par cette pathologie. Le nombre de ces génes a connu une augmentation
significative durant les cing derniéres années grace a lI'apparition des nouvelles méthodes
de séquencage, parmi lesquelles figure la technique SOLID. Cette méthode nous a permis
d’identifier plusieurs nouvelles mutations causales et d’apporter un diagnostic génétique

pour la majorité des familles, apres deux décennies d’attente.

Certaines de ces mutations ont fait I'ceuvre de quatre publications. Quelques
mutations prédites pathogénes ont été identifiées dans des génes qui ne sont pas connus
pour leur effet X-LID. Afin de confirmer leur causalité, I'ensemble de ces génes candidats doit
étre impliqué dans des études fonctionnelles in vitro et nous devrons interroger plus de cas
similaires dans la littérature et si c’est possible les faire impliquer ces genes candidats dans
un programme de collaboration européen afin de permettre leur étude. Nous apprenons
alors que ce manuscrit arrive a la fin de sa relecture que sept nouveaux genes X-LID viennent
d’étre identifiés. (Hu et al.,, 2015). Certes plus de nouveaux génes seront identifiés en
revanche moins de solutions thérapeutiques sont apportées. Toutefois actuellement nous
assistons a I’émergence d’une nouvelle science représentée par la neuro-technologie et la
technologie cognitive.(Geelen, 2012). Cette science a pour objectif de modeler I'activité du
cerveau par interposition d’interfaces entre les neurones, d’établir I'extension de la
cognition et d’améliorer la neuro-informatique. Parmi les résultats préliminaires de cette
technologie, nous citons la connexion plus directe au cerveau humain, la modification de
I'humeur, et la régulation des schémas de pensée et de l'information cérébrale. Cette
nouvelle discipline pourrait représenter une ouverture vers l'intelligence artificielle qui
pourrait avec la thérapie génique et cellulaire apporter une solution curative futur pour la

déficience intellectuelle.
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VIIl- ANNEXES

Protocole de I’extraction de I’ADN

Lyser le sang par la solution A du kit Nucléon.

Centrifuger a 3000 rpm pendant 10 mn.

Décanter le contenu du tube tout en laissant le culot a sa place.

Ajouter le tampon TA (25ml) et homogénéiser le tube pour dissoudre le culot.

Centrifuger 10mn a 3000 rpm et décanter de nouveau puis laisser sécher a I'air libre.

Ajouter 2ml du tampon TB du kit Nucléon et dissoudre le culot - puis laisser agir a 56° 2 h.

Au bout de deux heures, vortexer légérement le tube pour compléter la lyse.

Ajouter 500ul de perchlorate de sodium et mélanger par retournement plusieurs fois.
Ajouter sous hotte I'équivalent du volume TB en chlorophorme (2ml) puis homogénéiser par
retournement du tube 10 fois. Ensuite centrifuger 10mn a 3000rpm.

Apres centrifugation, le tube se présente avec deux phases séparées par une couche semi
solide. L’ADN se trouve dans la phase aqueuse supérieure.

Solution aqueuse(ADN)

Phase solide (débris
membranaires et proteines’

Phase organique

Figure 20 : Extraction d'ADN

>
>

Récupérer la phase aqueuse et ajouter son double en volume d’éthanol absolu a -20°.
Retourner jusqu’a obtention de la méduse.

Méduse d’ADN

Figure 21 : La méduse d'ADN

>
>
>

o

Récupérer la méduse et la rincer trois fois dans I'éthanol 70°.

Centrifuger le tube, décanter I’éthanol et sécher la méduse.
Ajouter 500 ul d’eau distillée nucléase free et mettre a 4°.
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La PCR (Polymerase Chain Reaction)

C’est une technique de biologie moléculaire qui consiste a amplifier spécifiquement un fragment
d’ADN 2" fois a I'aide d’'un ADN polymérase résistant a la chaleur. Le nombre n représente le nombre
de cycles, dont chacun comprend trois étapes :

- la dénaturation de I'acide nucléique,

- I'amplification,

- et I'élongation.

La Tm a été choisie selon le contenu des amorces en bases purique et pyrimidique.

’Tm=2(A+T)+4(G+C)\

Cette technique a été mise au point en 1985 par Kary Mullis, qui a obtenu pour ces travaux le prix
Nobel de Chimie en 1993.

Protocole

200 ng d’ADN sont amplifiés dans 2.5 ul de tampon composé de 20 mM de Tris-Hcl a pH8, 1.5 mM de
MgCl2 et 50 mM de Kcl. 200 uM de désoxynucléotides et 1ul de chaque amorce a 10 uM sont
ajoutés.

0.2 ul de tag polymérase (5U/ul) sont ajoutées a la fin dans un volume final d’eau pure de 25 ul. Un
témoin négatif sans ADN est lancé en paralléle pour s’assurer de la spécificité et de la non
contamination de la réaction.

L’ensemble est placé dans un thermocycleur 2700 AB et chaque cycle comprend :

5 mn de dénaturation a 95°.

30sec de dénaturation & 94°. ]
30sec d’hyvbridation 3 la température Tm (55°4 627) Jy un cvcle(n fois)

I0sec de synthése & 72°.

7mn d’élongation a 72°

Le produit de la PCR est visualisé sur un gel d’agarose a 2 % apres ajout d’un agent intercalant (le

bromure d’éthidium) et la migration en paralléle d’'un marqueur de taille 1Kb (Fig 25).
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‘Marquer de taille‘

v

Migration des
amplicons —>

Figure 22: photographie du profil de migration du produit de PCR pour des génes candidats chez
des sujets atteints dela déficience intellectuelle.

Purification du produit de PCR

Le séquencage par la méthode de Sanger automatisée nécessite de purifier le produit de la

PCR pour se débarrasser de I'exces des nucléotides et des amorces.

Protocole

2 ul d’ExoSAP IT 78250 (40ul) sont ajoutés a 4 ul de produit de PCR.
Le tube est placé dans un thermocycleur a 37 ° pour activation de 'enzyme pendant 15 mn.

La réaction est arrétée par augmentation de la température a 80° pendant 15 mn.

Réaction de séquence

protocole

Cette réaction est réalisée sur un produit de PCR pur séparé en deux tubes de volumes
égaux. Un tube pour la réaction sens en 5’ et un tube pour la réaction anti-sens en 3’. Il
s’agit d’une réaction de séquencage par terminateur de chaine (des didésoxynucléotides).

Ainsi chaque tube contient 3ul. A ce volume on ajoute :
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0.5ul de kit Big Dye.

1 ul d’amorces a 2mM.

0.5 ul de tampon X5.

Ajouter de I'eau distillée jusqu’au volume 10ul (qsq10ul)

L'ensemble est placé dans un thermocycleur sous le programme suivant :

* S mna96°

* 20 sec a96° ]
= 20 sec ala temperature Tm(55%) | 30 cycles
% 1 mn 30 sec a60° J/

* Une élongation 4 mn a 60°
* 15° jusqu’a récupération.

Cette réaction est ensuite purifiée par le kit Agencourt CleanSEQ System Dye Terminator
Remova (Beckman-Coulter) et passée au séquenceur ABI prism 3130.

Les réactions passent par des capillaires remplis de polymére POP7 dans un champ
électrique et les fragments sont séparés en fonction de leur taille. Les séquences les plus
courtes migrent plus rapidement. Ainsi, une cellule détecte le passage du premier fragment
qui porte la premiere base fluorescente ajoutée durant la réaction de séquence. Un faisceau
laser excite la base marquée et une fluorescence spécifique du nucléotide sera libérée et
convertie en signaux électriques transférés par la suite a I'ordinateur et traités par le logiciel
du séquenceur (Data collection software); le résultat est visualisé sous la forme d’un

chromatogramme grace au logiciel DNA Sequencing Analysis
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Introduction

X-linked intellectual deficiency (XLID) is a widely hetero-
gencous group of genetic disorders that involves more
than one hundred genes. MED12 (Mediator of RNA poly-
merase 11 subunit 12) is a member of the mediator com-
plex which is involved in the regulation of the majority of
RNA polymerase [l-dependent genes [1, 2]. MEDI2 gene
has been shown to cause syndromic and nonsyndromic
forms of XLID [3]. So far, only seven different germline
mutations of this gene have been reported in patients
with X-linked intellectual deficiency (XLID), associated
with various clinical features.

A common missense mutation —  p.Asnl007Ser
(€.3020A>G) was found in different families with Lujan
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Key Clinical Message

X-linked intellectual deficiency (XLID) is a large group of genetic disorders.
MEDI2 gene causes syndromic and nonsyndromic forms of XLID. Only seven
pathological mutations have been identified in this gene. Here, we report a
novel mutation segregating with XLID phenotype. This mutation could be in
favor of genotype-phenotype correlations.

Intellectual deficiency, MEDI12, mutation, X-exome sequencing, X-Inactivation,

syndrome (OMIM 309520), whereas two different missense
mutations — p.Arg961 Trp(c.2881C>T) and p.Gly958Glu
(c.2873G=>A) have been found in patients with Opitz-
Kaveggia syndrome (OMIM 305450) [4, 5]. Those two syn-
dromes are clinically distinct but they share some clinical
aspects, including mild-to-moderate intellectual deficiency
(1D}, common behavioral patterns, some dysmorphic fea-
tures, and dysgenesis of the corpus callosum which is fre-
quently associated with these two syndromes [6]. Three
different mutations p.Argl148His(c.3443G=A), p.Serl165-
Pro(c3493T>C), and p.His1729Asn(c.5185C>A) have been
subsequently found to cause Ohdo syndrome, Maat-Kievit-
Brunner type (OMIM 249620) [7] Which is characterized
by ID and dysmorphic features including blepharophimo-
sis, ptosis, small mouth, and a round face with characteris-

@ 2015 The Authors. Clinical Case Reports publshed by John Wiley & Sons Lid.
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tic nose. In addition to these missense mutations, a single
frameshift mutation — ¢.5898dupC — has been reported in
the MEDIZ gene, in a family including 10 male patients
affected with severe to profound nonspecific ID [8].

Here, we report on a novel missense mutation of the
MEDI12 gene, identified through parallel sequencing of all
X-chromosome exons, in three brothers with severe non-
syndromic intellectual deficiency and mild dysmorphic
features.

Patients and Methods

The family included three affected brothers with severe
ID and one unaffected brother. All family members have
been clinically evaluated. Cognitive assessment was
achieved in patient II-1 and II-3 using the Wechsler Intel-
ligence Scale Child version four (WISC-IV). Skeletal radi-
ography and brain magnetic resonance imaging (MRI)
was performed in patient 11-3. Informed consent for
genetic studies was obtained from parents, according to
the French bioethics law.

DNA was extracted from peripheral blood wsing the
standard procedure of phenol chloroform method [9].
Purity and concentration were assessed by NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer V3-7 (Thermo Fisher Scien-
tific, Wilmington, DE). DNA from patients 1I-3 and 1I-4
was included in a next-generation sequencing project for
XLID  patients in our institute using SOLID 5500
sequencer (Life technologies, Grand Island, NY). Five
micrograms of DNA were enriched by micro droplet
PCR procedure (Raindance technology, Billerica, MA) to
target 11,575 exons. Sorting and calling of SNP/InDel
were performed using SAMTOOL and GATK softwares.
Novelty was assessed by filtering the variants against a
set of polymorphisms that are available in public data-
bases such as dbSNP (http://www.ncbinlm.nih.gov/pro-
jects/SNP/), 1000 genomes (http://browser.1000genomes.
org/in-dexhtml), Exome Variant Server (http://evs.gs.
washington.edu/EVS/), and ExaC (httpy/exacbroadinsti-
tuteorg/). Only nonsynonymous variants or changes
affecting splice sites were analyzed. All sequence variants
were prioritized by scoring phylogenetic conservation
and functional impact (SIFT and Polyphen-2). Candidate
variants were selected and confirmed by Sanger sequenc-
ing, using the 3500XL Genetic analyzer and the Big Dye
cycle sequencing Kit of Applied Biosystem technology.
Forward (5'CAGCTCTTCCTACGGTTTGC3') and reverse
(S'ACTTTCAGGCACAGGCTTTCCY')  primers  were
designed to amplify exon 41 of the MED12 gene. On the
other hand, exon & of the OGT gene was amplified by
forward and reverse primers respectively (5'GCATTAC
CAGCCATTAGGCY/5'CTGCTTTCCCTCTACTATCATG
C3').

& 2015 The Authors. Clinical Case Reports published by John Wikey & Sons Lid,
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X-chromosome inactivation study was carried out in
patient 1-2 (Mother), according to the method of methyl-
ation-sensitive  PCR and fragment-length analysis of
androgen-receptor CAG repeat polymorphism [10].

Results
Case report
Patient I-1

This 40-year-old female had been adopted during child-
hood. Family history is unknown. Language was delayed.
She had no dysmorphism. She attended school until the
age of 16. She has been performing odd jobs since then.
She married a nonrelative husband. Three of her four
children had developmental delay and I1D.

Patient II-1

This male patient was the elder (Fig. 1), he was born at
term, after a normal pregnancy. Birth weight was 3.7 kg
(+0.758D), birth height was 50 cm (mean), and birth head
circumference was 37 cm (+1.635D). Apgar score was 10
over 10 minutes. Early psychomotor development was
delayed. Walking started after the age of two. At the age of
9 he was still incontinent. He could make a few short sen-
tences. He could eat without help but needed help for the
other daily tasks. He had very poor social interactions. He
was restless and aggressive. He had severe myopia. At the
age of 9, height was 123.5 cm (-1.33 5D), weight was 23 kg
(=2 SD), Head circumference was 53 cm (mean). [Q was
40. Facial dysmorphic features included a long narrow face,
a high forehead with frontal hair upsweep, a high nasal
bridge, and a long philtrum. Fingers and toes were long
and thin. The nails of the 5th toes were hypoplasic.

TR,
1 one

Figure 1. Pedigree of the family. Black symbals indicate intellectual
deficiency due to the MED12 mutation. The arrow shows the index
case. Circle with a centered black dot represents symptomatic carrier
female.
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Patient II-2

This 12-year-old male was the second of a sibling of four
(Fig. 1), he had normal psychomotor development and no
dysmorphic features. He followed his schooling suitably.

Patient II-3

This male patient was the third of a sibling of four (Fig. 1),
he was delivered at term, after a normal pregnancy. Birth
weight was 3.36 kg mean), birth height was 48 cm (-1
SD), and birth head circumference was 34 (-1 SD). Apgar
score was 10 over 10 min. Head holding was acquired after
the age of 6 months, sitting at 14 months, and walking at
36 months. At the age of 7 years, weight was 15.7 kg (-2.3
SD), height was 110 ¢cm (-2 SD) and the head circumfer-
ence was 51 ecm (+1 SD). He was severe intellectually
impaired with global IQ below 35. Language skills were
limited to 10 words; he had problems and difficulties in
performing routine daily living tasks. He had stereotypic
movements of hands. He had no other abnormal neurolog-
ical feature. Dysmorphic features included a long narrow
face with a high forchead, frontal hair upsweep, mildly
down-slanting palpebral fissures, flat malar area, high nasal
bridge, a long philtrum, and a small mouth. He was myo-
pic without strabismus (Fig. 2A,B). He had a clinodactyly
of the fifth finger and a flat foot (Fig. 2C,D). He did not
experience any seizure episode. An EEG recording was per-
formed at 7 years old and was normal. Brain MRI, per-
formed at the age of 10 years, and did not reveal any
alteration (Fig. 2E,F). Metabolic and endocrine analyses
were normal; Karyotype and array-CGH did not show any
pathogenic chromosomal imbalance.
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Patient II-4

This male patient was born at term of an uneventful pregnancy.
Apgar score was 10 over 10 min. Birth weight was 3.5 kg
(mean), birth length was 53 an (+1.5 SD), and birth head
drcumference was 35 an (mean). Early psychomotor develop-
ment was delayed. Walking was achieved at the age of four.
He could repeat a few words. At that age 4 years, cognitive
evaluation showed severe ID (performance 1Q = 30). He was
aggressive and restless He had no obvious dysmorphic feature.

Molecular genetics

Sequencing of X-exome from patient 1I-4 and patient 11-2
identified two missense variants that could be considered
as potentially pathogenic according to our filters.

The first variant was a ¢.5922G>T substitution in exon 41
of the MEDI2 gene (GenBank accession number:
NM_005120) leading to the substitution of a highly con-
served Glutamine to a Histidine (p.GIn1974His). This muta-
tion was absent from public databases of control individuals
(Exome Variant Server, 1000 genomes, dbSNP135, and
ExaC) and in > in-house 200 X-exomes of index patients
from other XLID families. This mutation was confirmed by
Sanger sequencing in the three affected boys as wdl as in the
mother but was absent in the unaffected brother. This substi-
tution was predicted to be deleterous by SIFT (score: 0) and
possibly damaging by Polyphen-2 (score 0.642) softwares.
Predictions with Mutation Taster were in favor of a disease-
causing variant (p value: 1). X-chromosome inactivation
pattern was not skewed in the mother (60%;40%).

The second variant was the ¢.955G>A/p.Ala319Thr of the
OGT gene (GeneBank accession number: NM_181672.2).

Figure 2. Photographs and brain MRI of patient II-3. (A, B): Facial features include long narrow face with a high forehead, frontal hair upsweep,
mildly downslanting palpebral fissures, high nasal bridge, a long philtrum, and a small mouth. (C, D): Clinodaclyly of the fifth finger of both
hands and flat foot. (E, F): Midsagittal (E) and axial (F) brain MRI sections showing normal corpus callosum.
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This variant has not been reported in public databases of
control individuals (Exome Variant Server, 1000 genomes,
dbSNP135, and ExaC data set) and in =200 X-exomes. In
silico predictions are not in favor of a potentially pathogenic
role. The OGT gene variant co-segregated with MED12
mutation in the three affected males. [t was not found in the
nonaffected brother.

Discussion

X-exome sequencing applied to the XLID family reported
here brought out two novel missense variants that could
be considered as potentially pathogenic. The two
variants (c.955G>A-0GT) and (c.5922G>T-MEDI12) were
confirmed by Sanger sequencing. Both segregated concomi-
tantly with the pathological phenotype of the three affected
boys. The two genes are closely located on the X chromo-
some and are likely to be in Linkage Disequilibrum.

OGT encodes the O-Linked N-acetyl-Glucosamine trans-
ferase. It locates on the Xgl3.1 band. It has been reported
to regulate proteins involved in chromatin remodding [11]
and targets a wide range of intracellular proteins which
protect cells from the damaging effects of metabolic stress
[12]. Alteration of the OGT gene has been shown to play a
role in several pathogenic processes which are involved in
diabetes, in cancer, in neurodegerative disorders as well as
in autism [13]. Many proteins which are involved in neu-
ronal communications, synaptic transmission, and synaptic
plasticity are O-GlcNAcylated [14], suggesting an impor-
tant role for this modification in brain fundtion. Beyond
the involvement of OGT in chronic human diseases includ-
ing diabetes, cardiovascular disease, neurodegenerative dis-
orders, and cancer [13, 15, 16]. O-GlcNAcylation was
reported to modulate protein phosphorylation and regu-
lates several cellular signaling and functions, mainly in the
brain [17]. So far, in terms of brain disorder, the OGT
gene has been cited only in Alzheimer’s disease [18]. How-
ever, up to now, no mental disability involvement of this
gene has been highlighted and no mutation of OGT has
been reported, so far, to cause a monogenic disorder.

g
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Despite the fact that we could not rule out a role for this
mutation in the phenotype of the present family, we gave
more consideration to the MEDI2 variant.

MEDI12 is a part of a protein complex involved in the regula-
tion of the majority of RNA polymerase [I-dependent genes.
It encodes mediator of RNA polymerase Il transcription sub-
unit 12 [1, 2]. MEDI2 gene mutations alter cell-fate decisons
and leads to a variety of pathologic conditions induding deve-
opmental defects and cancer [19, 20). Up to now seven differ-
ent pathological mutations (Fig. 3) have been reported within
MED12 gene and have been associated with D and a wide
dinical variability [6, 8 21]. Despite dinical variability, patients
shared a common core of clinical features, induding ID,
behavior disorder, and some dysmorphic features. Patients
from the family reported here also share these common features
(Table 1). However, neither corpus callosum dysgenesis which
is a major criterion for LS/FGS nor congenital malformations
such as imperforate anus that were commonly delineated in
PGS were noticed in the present family. Likewise, blepharophi-
mosis which is constant in X-linked Ohdo syndrome was not
detected in this study. Neverthdess, patient (II-3) of this
family had a chronic constipation. Severe constipation was
reported in FG and OSMBK syndromes (one patient with
OSMBEK syndrome had Hirshprung disease), and in one
patient of the family that was studied by Lesca et al. [8, 21,22].

On a molecular level, the MED12 C-terminal region har-
boring all pathological missense mutations found to date
interacts with GLI3 protein a Sonic Hedgehog (SHH) sig-
naling eftector [23]. It was suggested that mutations disrupt
the gene-specific association of MEDI2 with a second
Mediator subunit, CDKS, identified to be a suppressor of
GLI3 transactivation activity. Dysregulated GLI3-depen-
dent SHH signaling contributes to phenotypes of individu-
als with cognitive impairment by modulating the
specification of neuronal cell fates and further reveals a
basis for the gene-specific manifestation of pathogenic
mutations in a global transcriptional coregulator [3].

OGT gene and MEDI2 are adjacent, both are muted
and they segregate concomitantly in all infected patients,
they may have significant effects on neurodevelopment.

. 2873G=A

c.S185C=A

. 5898du,
c5922G=T*

3

) B e 1 B — S R O &

Figure 3. Schematic representation of MEDT2 cDNA. The boxes represent the 45 exons. They are numbered from 1 to 45. The position and type
of all mutations involved in Intellectual Deficiency which are collected from literature ane shown in the upper part. The novel mutation described

in this study is shown by an asterisk {*).
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Table 1. Comparison of the clinical features of the patients with different mutations of the MEDT 2 gene.

FG syndrome
Mutations

Lujan syndrome

OSMKE Lesca et al. [8] Present study

p.Gly358GIu
p.Argae1Trp
Exons

p.Asn1 007 Ser

p.Arg1148His
p.5erl 165Pro
p.his17294sn

Mon syndromic’

p.Serl 967 GinfsxB4 p.GIn1974His

Major clinical features 21,22 22

24, 25, 37 41 41

Intellectual disability - -
Behavioral disorders S +
No language

Hypemasal voice hypotonia -
Macrocephaly - -
Agenesis of corpus callosum + -
Tall stature — +
X skewed inactivation - -
Affected females - -
Anal anomalies
Constipation
Hypertelorism/telecanthus - -
Strabismus
Blepharophimosis - -
Downslanting palpebrae
Micrognathiafretrognathia
Long narrow face -
Trangular face - -
Tall prominent forehead + +
Facial coarsening - -
Frontal hair upsweep + -
Thick alae nasi
High nasal root -
High narrow palate
Dental crowding
Maxillary hypoplasia
Open maouth

Small ears

Horizontal palmar creases
Syndactyly

Patydactyly - -
Thin habitus

i
4

R |
|

+ o+ 4
4
KRR

+ o+
+ +

“Lesca et al. [8].

The c.53898dupC, reported by Lesca et al. was located in
the same exon as the mutations found in the present study
[B]. It had been found in a family including 10 males
affected with severe to profound XLID and with cognitive
impairment in a high proportion of heterozygous females.
The phenotype of those patients was very similar to that of
the present family and patients were considered as having
nonspecific XLID. Another feature shared by these two
families is the presence of intellectually impaired heterozy-
gous females. This was not reported in families with previ-
ously reported missense MEDI2 mutations, in which males
usually had milder intellectual impairment.

608

Conclusion

The involvement of the MEDIZ gene in intellectual disabil-
ity has been confirmed. There are few pathological muta-
tions known in this gene. So far only seven mutations have
been identified. Our nowvel missense variant (¢5922G=T)
was the eighth. It segregates with the pathological pheno-
type in all affected patients. Although the number of
MEDI2 mutations reported to date is too limited to draw
any definite genotype—phenotype correlations, mutations in
different regions might cause more severe cognitive impair-
ment or more pronounced dysmorphic features.

@ 2015 The Authors. Clinical Case Reports published by John Wiley & Sons Ltd.
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Abstract

X-linked Intellectual Disability (XLID) is an extremely heterogeneous disorder for which many of the causative genes are still unknown.
So far, more than one hundred genes of the X chromosome have been found to be altered in males manifesting intellectual disability (ID).
NLGN4X is an XLID gene, which has been found, involved in autism and Asperger syndrome involving causative coding mutations. Up
to now a few pathological mutations in the promoter and the 5" UTR have been identified. Here we report a non-syndromic X linked
Intellectual disability in two brothers with a novel NLGN4X splicing mutation predicted to have a pathogenic effect by the activation of an
exonic cryptic acceptor site, with presence of one or more cryptic branch point(s). This mutation g.1202C>A (Genbank accession number
NC_018934.2) was identified through X exome sequencing. It was confirmed by Sanger sequencing. The mother was heterozygous with
a skewed X inactivation pattern (100%). She is not affected. This variant was predicted to change the splicing process leading to potential
alteration of the mRNA. This mutation segregates with the pathological phenotype in all the affected males. However, it was absent in the
non-affected daughter, we suggest that it could be in favor of genotype- phenotype correlation. This study also confirms the efficiency of
X exome sequencing for identifying specific genetic conditions not clinically suspected.

Keywords: Autism; Exome sequencing; Intellectual disability; X- inactivation; Mutation

Abbreviations: NLGN4X: Neuroligin; ID: Intellectual Disability; XLID: Chromosome X Linked Intellectual Disability

Introduction

X-linked intellectual disability (XLID) is a widely heterogeneous group of genetic disorders that involves more than one hundred
genes [1]. Neuroligin 4 (NLGN4) is a member of a cell adhesion protein family expressed in postsynaptic neurons that interact
with neurexins expressed in presynaptic neurons [2]. Neurologin appears to play a role in the maturation and function of neuronal
cells [3]. NLGN4 is an X-liked intellectual disability (ID) gene and it was reported to be altered in Autism spectrum disorder
(ASD) which is a condition that affects social interaction, communication, interests and behavior. It includes Asperger syndrome
and childhood autism [4]. Mutations in the X-linked NLGN4 gene are a potential cause of (ASD), and mutations have been
reported in several patients with autism (OMIM:605309), Asperger syndrome (OMIM:300497), and intellectual disability [5].

Splicing mutations within NLGN4X gene has been confirmed to produce autistic phenotypes [6]. One previous study has reported
a lack of one exon within NLGN4X mRNA in a patient belonging to an autistic cohort with a splicing mutation [7]. One more
pathological mutation (-335 G>A) was reported to be linked to non syndromic Intellectual disability and ASD [8].

In this study, we report on a novel NLGN4X gene splicing mutation g.1202C>A (Genbank accession number NC_018934.2),
between exon 2 and exon 3 respectively (ENSE00001222767/ENSE00002217675- ENSEMBL database) identified through parallel
sequencing of all X chromosome exons and predicted by Human Splicing Finder (HSF) to result in activation of an exonic cryptic
acceptor site, with presence of one or more cryptic branch point(s) leading to potential alteration of the splicing process. This
Splice mutation may lead to potentially abnormal neuroligin in the causation of (ID) and associated signs in our two patients.
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Material and Methods

The family included two affected brothers with moderate (ID) and one unaffected sister. All family members have been clinically
evaluated. Cognitive assessment was achieved in patient I1-1 and I1-2 using the Wechsler Intelligence Scale Child version four
(WISC-IV). Brain magnetic resonance imaging (MRI) was performed in patient II-2. Informed consent for genetic studies was
obtained from parents, according to the French bioethics law.

Karyotype and CGH array were performed in both affected brothers.

DNA was extracted from peripheral blood using the standard procedure of phenol chloroform method [9]. Purity and concentration
were assessed by NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer V3-7 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). DNA from
patients II-I and II-II was included in a next generation sequencing project for XLID patients in our institute using SOLiD 5500
sequencer (Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Five micrograms of DNA were enriched by micro droplet PCR procedure
(Raindance technology, Billerica, MA, USA) to target 11,575 exons.

Sorting and calling of SNP/InDel were performed using SAMTOOL and GATK softwares. Novelty was assessed by filtering the
variants against a set of polymorphisms that are available in public databases such as dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
SNP/), 1000 genomes (http://browser.1000genomes.org/in-dex.html), Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/),
and ExaC (http://exac.broadinstitute.org/). Only non-synonymous variants or changes affecting splice sites were analyzed. All
sequence variants were prioritized by scoring phylogenetic conservation and functional impact (SIFT, Polyphen-2, Splicing Mutation
Finder and Mutation taster). Candidate variants were selected and confirmed by Sanger sequencing, using the 3500XL Genetic
analyzer and the Big Dye cycle sequencing Kit of Applied Biosystem technology. Forward (5-GGGTGATGCACGAAATAACG-3")
and reverse (5-AAGCGGGCAGTTCAGAGATG-3") primers were designed to amplify the UTR 5’ region of the NLGN4X gene.
X-chromosome inactivation study was carried out in patient I-2 (Mother), according to the method of methylation-sensitive PCR
and fragment-length analysis of androgen-receptor CAG repeat polymorphism [10].

Results

Case Report

Patient II-1: This male patient was the child in this family (Figure 1). He has a mild intellectual disability. He was born at term,
after a normal pregnancy. Birth length was 51 cm (mean), birth weight was 3.5 kg (+0.55D), and birth head circumference was 35
cm (mean). Apgar score was 10 over 10 minutes. His early psychomotor development was delayed. Started walking at 18 months.
At the age of 9 he has a dyspraxia with learning difficulties associated with visual hallucinations. He had great difficulties of
morization memorization. He did not know his date of birth or the surname of his grandparents nor the time situation; however,
he could do his daily tasks alone. He did not experience any seizure episode. An EEG was performed at 7 years old and was
normal. Brain MRI, performed at the age of 7 years, and did not reveal any alteration. He had no facial dysmorphic features.
His intellectual quotient (IQ) was 50. He has been treated with Ritalin for dyspraxia and being followed in a French speech and
behavior rehabilitation center. CGH-array and karyotype studies were normal.

11 jal

—— Reference sequence. — Reference sequence— [T
GCTCCGGGCT CTCCGGGCT AGCTCEGGG
GCTCPGGG6CT crcflceecT AGCTCEGGG

WMWY i | [ Ve

Figure 1: Pedigree of the family. Black symbols indicate intellectual disability. Asterix indicates the presence of the mutation g.1202>A. The arrow shows
the index case. A circle with an Asterix represents the carrier female. Sanger sequencing electrophoresis profile shows that the daughter hasn't inherited the
mutation; she is homozygous (C/C). The mother is heterozygous (C/A) and both affected boys have inherited the muted allele (A) from their mother
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Patient IT-2: This 10-years —old male (index case) was the second of a sibling of three (Figure 1), born to unrelated young parents.
He was born at term after a normal pregnancy. Birth weight was 3.6kg (+0.7SD), birth length was 52cm (mean), and birth head
circumference was 35.5cm (mean). Apgar score was 10 over 10 minutes. There have been no difficulties in the neonatal period
and psychomotor acquisitions were done in time without any language delay. His first neuro-cognitive difficulties appeared during
schooling. At eight years old, he did not acquire reading, nor writing, hehad severe dyslexia associated with impairment of semantic
processing. He had great difficulties of memorization (He did not know his date of birth or the surname of his grandparents nor
the time situation). He was easily distressed, mainly in situations of failure. He had an attention deficit-hyperactivity disorder and
panic and rage attacks involving agitation and impulsiveness associated with failure in concentration. He presented a dyscalculia
and a spatial visual disorder without any signs of dyspraxia. Otherwise his neurological exam was normal and his intellectual
quotient (IQ) was assessed for 55. Besides that he has no behavior disorder and no insomnia. His feeding was normal. He had no
significant dysmorphic features (Figure 2AB). At 10- years- old, his weight was 33 Kg (mean), height 136 Cm (mean). MRI was
performed at 8- years- old and did not reveal any alteration. Metabolic and endocrine analysis was normal. Karyotype and array-
CGH did not show any pathogenic chromosomal imbalance.

A D
Figure 2AB: Photographs of patient -2, the index case. 2A, 2B respectively profile and face photos, the patient has a mild intellectual disability associated
with attention deficit-hyperactivity disorder and a failure in memoriza tion. He has no significant dysmorphism

Molecular genetics

Sequencing of X-exome from patient II-1 and patient I1-2 identified one splicing variant in NLGN4X gene that could be considered
as potentially pathogenic according to our filters. There were no more other predicted pathological mutations of X-linked genes
identified in two affected brothers.

The variant was a g.1202C>A substitution within the splicing site of intron 2 between exon 2 and exon 3 of LGN4X gene (GenBank
accession number NC_018934.2) leading to the substitution of a Cytosine to an Adenine (IVS2+8C>A). This mutation was absent
from public databases of control individuals (Exome Variant Server, 1000genomes, dbSNP135, and ExaC) and in > in-house 200
X-exomes of index patients from other X-LID families. This mutation was confirmed by Sanger sequencing in the two affected
boys as well as in the mother, but it was not studied in the unaffected sister. This substitution was predicted by Human Splicing
Finder software (HSF) to result in the activation of an exonic cryptic acceptor site, with presence of one or more cryptic branch
point(s) leading to potential alteration of the splicing process. Predictions with Mutation Taster were in favor of a change of a splice
site. X-chromosome inactivation pattern was completely skewed in the mother (100%) who was heterozygous and asymptomatic.

Discussion

X-exome sequencing applied to the X-LID family reported here brought out novel variant occurs in the late exonic positions in
NLGN4X gene (NC_018934.2:g.1202C>A)-Genbank/ (IVS2+8C>A)- ENSEMBL. This splice site mutation could be considered as
potentially pathogenic. It was confirmed by Sanger sequencing. It segregated with the pathological phenotype of the two affected
boys.

NLGN4X gene encodes a protein which belongs to a family of neuronal cell surface proteins [11]. It acts as splice site-specific ligands
for beta-neurexins and may be involved in the formation and remodeling of central nervous system synapses [12]. Mutations in
this gene have been associated with autism (OMIM300495), Asperger syndrome (OMIM300497) and Tourelle syndrome (OMIM
137580) [3].

So far several pathological mutations have been reported within NLGN4X gene and have been associated with (ID) and a wide
clinical variability [13,14].
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The alteration of NLGN4X gene in Autism is characterized by impairments in reciprocal social interaction and communication,
restricted and stereotyped patterns of interests and activities, and the presence of developmental abnormalities by 3 years of age.
Most individuals with autism also manifest moderate to mild intellectual disability [15].

NLGN4X was reported to be altered in Asperger syndrome which involves features similar to autism. Affected individuals exhibit
qualitative impairment in social interaction, as manifest by impairment in the use of non-verbal behaviors such as eye-to-eye
gaze, facial expression, body postures and gestures, failure to develop appropriate peer relationships, and lack of social sharing
or reciprocity. Patients also exhibit restricted, repetitive and stereotyped patterns of behavior, interests and activities, including
abnormal preoccupation with certain activities and inflexible adherence to routines or rituals. Despite this similarity, Asperger
syndrome is distinguished from autism by the higher cognitive abilities and a more normal and timely development of language
and communicative phrases [16].

Previous studies have reported that pathological mutations within this gene were identified and found associated with Tourette
syndrome involving neurobehavioral disorder characterized particularly by motor and vocal tics and associated with behavioral
abnormalities. Tics are sudden, brief, intermittent, involuntary or semi-voluntary movements (motor tics) or sounds (phonic or
vocal tics) [17].

Despite the heterogeneity of clinical features associated with the alteration of NLGN4X gene in these different syndromes, most
patients shared a common core of clinical features represented by moderate to mild (ID) and behavior disorder. However neither
social interaction impairment which is a common criterion for Autism nor stereotypy that was commonly delineated in Asperger
syndrome was noticed in our present family. Likewise motor and vocal tics which are constant in Tourette syndrome were not
detected in this study. Nevertheless, patient II-2 of this family had attention deficit-hyperactivity disorder and panic and rage
attacks. These signs were reported in Asperger syndrome. The mild intellectual disability of our patients was shared with most
patients of previous studies that have reported causative NLGN4X gene mutations.

Alterations in NLGN4X gene were confirmed to cause a wide heterogeneous pathological features [18]. Patients of this study
inherited a novel NLGN4X gene splicing mutation (g.1202C>A) from an asymptomatic mother. The X-inactivation pattern of the
mother was completely skewed (100%). The mutation segregates with the pathological phenotype and was predicted to result in
activation of an exonic cryptic acceptor site (ACGGTAGCTCAG) with presence of one or more cryptic branch point(s) (Figure 3)
leading to potential alteration of the splicing process. The proximity of this mutation from exon 2 and its location in the splicing
donor site (IVS2+8C>A) may lead to a failure in the normal splicing process and then to an abnormal NLGN4X transcript, thus an

expression of a pathological phenotype.
gtagggaga...ctccc @ gt

*
....cgcgtagctcggggct... tacttc

Normal

0

Mutant

*
gtagctcagGGect...tettec

¢

acggtagctcag

gtagggaga...ctcce @ g
First cryptic acceptor site

Figure 3: The novel mutation NC_018934.2 g. 1202C>A (IVS2+8C>A) indicated by an asterisk results in a new splice site (ACGGTAGCTCAG) between
exon2 and exon3 of the NLGN4X gene (Ensembl sequence reference: ENSG00000146938). This mutation occurs in the promoter region and it is predicted to
be pathogenic by altering the normal splicing process

In the normal splicing process, exon2 and exon3 are situated in the 5UTR (untranslated region) within a regulatory promoter
sequence. Therefore, we thought that the new mutation could lead to a failure of this process and we suggest that this variant
could be the cause of the pathological phenotype. However to confirm this suggestion, additional function studies should be
performed. The assessment of mRNA quality could help to confirm the effect of this mutation. Expanded sequencing for more
related members of this family would give more details about the inheritance of the pathology. The study of X inactivation pattern
in the sister II-3 (Figure 1) would be helpful to strengthen our suggestions.

Conclusion

The involvement of the NLGN4X gene in intellectual disability has been confirmed. There are several pathological mutations known
in this gene. Our substitution splicing mutation (g.1202C>A) segregates with the pathological phenotype in all affected patients
and predictions were in favor of pathological effect. Although functional assessments of NLGN4X gene were not performed in this
study, this result could bring further insight about the phenotypic spectrum of NLGN4X mutations and suggests that mutations
in different regions of the gene might cause variable phenotypes. However, more additional studies are required to confirm the
genotype-phenotype correlation.
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Abstract

X-Linked Intellectual Disability (XLID) is an extremely heterogeneous disorder for which many of the causative
genes are still unknown. So far, more than one hundred genes of the X chromosome have been found to alter in
males manifesting intellectual disability OGT (O-linked N-acetyl-Glucosamine-Transferase) gene is well known to be
involved in endocrine alterations by the resistance of insulin in muscles and adipocytes and therefore the initiation of
diabetes. It is reported to be involved also in cancer, brain development, and neurodegenerative diseases. However,
its implication in chromosome X-Linked Intellectual Disability (XLID) has not been pinpointed up until now. In this
study, we consider a family of three brothers having a non-syndromic intellectual disability and developmental delay
while developing a genetic diagnosis. In the present study, clinical investigations, and medical exams were performed
according to the French bioethics law. We performed X-exome sequencing in two patients. Sanger sequencing
was accomplished to confirm novel mutations. X-chromosome inactivation was executed in the mother. Affected
boys had a severe intellectual disability and mild dysmaorphic features. The heterozygous mother had mild cognitive
impairment. Her X-chromosome inactivation pattern was not skewed. We identified a novel missense mutation (c.
1193G>A) in the OGT gene. This mutation was inherited by the affected males, and it segregated with the abnormal
phenotype. It was predicted to be damaging by SIFT (score 0). The mother was heterozygous and the only normal
son was not mutated. The pathological phenotype of our patients might be linked to the new missense mutation,
however, more similar clinical cases and functional studies are required to conclude the correlation between the

genotype and the phenotype.

Keywords: Intellectual disability; OGT gene; X exome sequencing;
Sanger sequencing; X inactivation; X linked intellectual disability

Introduction

Intellectual disability is a serious and lifelong problem that
places heavy demands on society and on the public health services.
It is defined by an intellectual quotient (IQ) <70 [1]. A proportion
of 3% of the population has an intellectual disability [2] and 10% of
intellectual disability in boys is caused by X-linked genes [3]. X-Linked
Intellectual Disability (XLID) involves almost 100 genes identified
to date and more than 200 syndromes [4,5]. The O-Linked N-acetyl-
Glucosamine transferase gene (OGT) locates on the Xq13.1 band,; it has
been reported to regulate proteins involved in chromatin remodeling
[6] and target a wide range of intracellular proteins which protect cells
from the damaging effects of metabolic stress [7]. Alteration of the
OGT gene has been linked to diabetes, cancer and neurodegenerative
syndromes, including autism and Alzheimer’s disease [8,9]. Despite
these investigations, no study has examined the possibility of OGT
being directly involved in intellectual disability. Here we report a
novel missense mutation within the OGT gene ¢.1193G>A (Genbank
accession number: NM_181672) in a family of three brothers with
intellectual disability, and a symptomatic heterozygous mother whose
only healthy second son is not mutated in OGT gene (Figure 1). This
mutation is predicted to be deleterious by SIFT. It was absent from
public databases of control individuals (Exome Variant Server, 1000
genomes, dbSNP135, and ExaC) and in > in-house 200 X-exomes of
index patients from other XLID families. In this study, we are discussing
the pathogenicity of this mutation, we discuss also whether OGT could
be the cause of the phenotype and therefore, whether OGT could be a
candidate as new X-Linked intellectual disability gene (XLID).

Patients and Methods

The French family included three affected brothers with severe
Intellectual Disability (ID) and one unaffected brother. All family
members have been clinically evaluated in the medical genetics center of
the Parisian university Necker hospital where they have been followed

T R
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Figure 1: Pedigree of the family. Black symbals indicate intellectual disability
associated with the novel mutation c¢. 1263G>A identified in all affected patients.
The mother was a carrier and symptomatic. The arrow shows the index case. A
circle with a centred black dot represents symptomatic carrier female.

since 2007. Cognitive assessment was achieved in patient (II-1) and (II-
3) using the Wechsler Intelligence Scale Child version four (WISC-IV).
Skeletal radiography and brain Magnetic Resonance Imaging (MRI)
was performed in patient (II-3). Informed consent for genetic studies
was obtained from parents, according to the French bioethics law.

DNA was extracted from peripheral blood using the standard
procedure of phenol chloroform method [10]. Purity and concentration
were assessed by NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer V3-7
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(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). DNA from patients
(II-3) and (II-4) was included in a next generation sequencing project
for XLID patients in our institute using SOLiD 5500 sequencer (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA). Five micrograms of DNA were
enriched by micro droplet PCR procedure (Raindance technology,
Billerica, MA, USA) to target 11,575 exons. Sorting and calling of SNP/
InDel were performed using SAMTOOL and GATK software’s. Novelty
was assessed by filtering the variants against a set of polymorphisms
that are available in public databases such as dbSNP (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000 genomes. Only non-synonymous
variants or changes affecting splice sites were analyzed. All sequence
variants were prioritized by scoring phylogenetic conservation and
functional impact (SIFT and Polyphen-2). Candidate variants were
selected and confirmed by Sanger sequencing, using the 3500XL
Genetic analyzer and the Big Dye cycle sequencing Kit of Applied
Biosystem technology. Forward (5GCATTACCAGCCATTAGGC3’)
and reverse (CTGCTTTCCCTCTACTATCATGC3’) primers were
designed to amplify exon 8 of the OGT gene.

X-chromosome inactivation study was carried out in the mother,
according to the method of methylation-sensitive PCR and fragment-
length analysis of androgen-receptor CAG repeat polymorphism [11].
Karyotype, microarray and Fragile X testing were performed in affected
boys prior to exome sequencing.

Results

Case report

The mother: This 40-year-old female had been adopted during
childhood. Family history is unknown. Language was delayed. She
had no dysmorphism. She attended school until the age of 16. She has
performed odd jobs since then. She married a non-relative husband.
Three of her four children had developmental delay and ID.

Patient (II-1): This male patient was born at term, after a normal
pregnancy. Birth weight was 3.7 kg (+0.7SD), birth height was 50 cm
(mean), and birth head circumference was 37 cm (+1.63SD). Apgar
score was 10 over 10 minutes. Early psychomotor development was
delayed. Walking started after the age of two. At the age of 9 he was still
incontinent. He could make a few short sentences. He could eat without
help, but needed help for the other daily tasks. He had very poor social
interactions. He was restless and aggressive. He had severe myopia. At
the age of 9, height was 123.5 cm (-1.335D), weight was 23 kg (-25SD),
Head circumference was 53 cm (mean). IQ was 40. Facial dysmorphic
features included a long narrow face, a high forehead with frontal hair
upsweep, a high nasal bridge, and a long philtrum. Fingers and toes
were long and thin. The nails of the 5th toes were hypoplasic.

Patient (II-2): This 12-year-old male had normal psychomotor
development and no dysmorphic features. He followed his schooling
suitably.

Patient (III): This male patient was delivered at term, after a
normal pregnancy. Birth weight was 3.36 kg mean), birth height was 48
cm (-18D), and birth head circumference was 34 (-1SD). Apgar score
was 10 over 10 minutes. Head holding was acquired after the age of 6
months, sitting at 14 months, and walking at 36 months. At the age of
7 years, weight was 15.7 kg (-2.35SD), height was 110 cm (-2SD) and the
head circumference was 51 cm (+15D). He was severely intellectually
impaired with global IQ below 35. Language skills were limited to 10
words; he had problems and difficulties in performing routine daily
living tasks. He had stereotypic movements of hands. He had no other
abnormal neurological feature. Dysmorphic features included a long

Figure 2: Respectively Facial and profile Photographs of patient 11-3. Facial
features include long narrow face with a high forehead, frontal hair upsweep,
mildly downslanting palpebral fissures, a high nasal bridge, a long philtrum, a
small mouth and stereotypic hand movements.

Human
Mutated sequence SVAEAEDCYNTTLRLCPTHADSL
SVAEAEDCYNTALRLCPTHADSL
SVAEAEDCYNTALRLCPTHADSL
SVAEAEDCYNTALRLCPTHADSL

SVAEAEDCYNTALRLCPTHADSL

M. Mulatta
F.Catus

G.Gallus

SVAEAEECYNTALRLCPTHADSL
T.Rubripes NVSEAEECYNTALRLCPTHADSL
D.Rerio NVSEAEECYNTALRLCPTHADSL
C.elegans SVVEAEQCYNTALELC

SVAEAEECYNTALRLCPTHADSL

in position 319 is well conserved among many species.

narrow face with a high forehead, frontal hair upsweep, mildly down-
slanting palpebral fissures, flat molar area, a high nasal bridge, a long
philtrum, and a small mouth. He was myopic without strabismus
(Figure 2a and 2b). His behavior disorders involved hands’ stereotype
movements and nocturnal awakening. He had a clinodactyly of the fifth
finger and a flat foot (Figure 2b and 2c). Furthermore, he did not display
any seizure episode. An EEG recording was performed at 7 years old
and was normal. Brain MRI, performed at the age of 10 years, and did
not reveal any alteration (Figure 3). Metabolic and endocrine analyses
were normal. Glycaemia was 0.85 g/L. Lactate 78 mg/L. Insulin fasting
was 11 mUI/L. Karyotype and array-CGH did not show any pathogenic
chromosomal imbalance.

Patient (IV): This male patient was born at term of an uneventful
pregnancy. Apgar score was 10 over 10 minutes. Birth weight was 3.5 kg
(mean), birth length was 53 cm (+1.58D), and birth head circumference
was 35 ¢cm (mean). Early psychomotor development was delayed.
‘Walking was achieved at the age of four. He could repeat a few words. At
the age 4, cognitive evaluation showed severe ID (performance IQ=30).
He was aggressive and restless He had no obvious dysmorphic features.
Karyotype, microarray and X Fragile testing were normal in all the
affected males.

Molecular Genetics

Sequencing of X-exome from patients (II-3) and (II-4) identified
a single missense mutation (c.1193G>A, Genbank accession number:
181672) that could be considered as potentially pathogenic according
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to our filters. This mutation was absent from public databases of control
individuals (Exome Variant Server, 1000 genome, dbSNP135, and ExaC)
and in > in-house 200 X-exomes of index patients from other XLID
families. This mutation was confirmed by Sanger sequencing in the three
affected boys as well as in the mother, but was absent in the unaffected
brother (Figure 1). This substitution was predicted to be deleterious by
SIFT software (score: 0). Predictions with Mutation Taster were in favor
of a disease-causing variant (p value: 1). X-chromosome inactivation
pattern was not skewed in the mother (55%; 45%). The mutation results
in a replacement of an Alanine by a training (p. Ala319Thr).

Discussion

The family that we studied has four children, three of whom
have intellectual disability and one is normal. The mother has had a
developmental delay. The clinical feature of our index case patient (II-3)
is characterized by a long, narrow face, a high forehead with frontal hair
upsweep, a high nasal bridge, and a long philtrum. Fingers and toes were
long and thin. The nails of the 5th toes were hypoplasic. He has nocturnal
awakenings, a limited speech, as well as difficulties in concentration;
stereotypic movements and a delay in acquisitions. Both his skeletal
radiography and brain imagery by magnetic resonance were normal,
there was no corpus callosum dysgenesis. Neither endocrinological nor
metabolic alterations were pointed out. Karyotype, microarray and X
Fragile testing were normal in the mother and her affected child.

The OGT gene is highly conserved among all eukaryotes which
have been examined [12]. Alanine in position 319 is well conserved
among many species (Figure 3). OGT has been confirmed to be
involved in diabetes by the resistance of insulin in adipose and
muscle tissue [13]. It has been found to be more highly expressed in
the brain than in other tissues [11-15]. Furthermore, many proteins
involved in neuronal communications, synaptic transmission, and
synaptic plasticity are O-GlcNAcylated [16], suggesting an important
role for this modification in brain function. So far, in terms of brain
affection, the OGT gene has been cited only in Alzheimer’s Disease
(AD) [9], which is a neurodegenerative alteration. The main signs of
AD are characterized by cognitive decline. The initial signs are mostly
episodic memory disorders or behavioral problems. It can sometimes
be associated with neurological signs [17,18].

Studies suggest that OGT signals a key regulatory modification
in the brain, contributing to transcriptional regulation, neuronal
communication and neurodegenerative disease [19]. Beyond the
involvement of OGT in chronic human diseases including diabetes,
cardiovascular disease, neurodegenerative disorders, and cancer
[13,20,21], O-GlcNAcylation was reported to modulate protein
phosphorylation and regulates several cellular signaling and functions,
mainly in the brain [15].

X-exome sequencing applied to this XLID family brought out one
novel missense mutation within OGT gene. The mutation (c.955G>A)
was confirmed by Sanger sequencing, it segregated with the pathological
phenotype in the three affected boys. The healthy son inherited the non-
altered allele. The mother was found heterozygous with an inactivation
pattern of (55%-45%). This substitution was predicted to be deleterious
by SIFT software (score: 0). Predictions with Mutation Taster were in
favor of a disease-causing variant (p value: 1)

Up to now, no intellectual disability involvement of OGT gene has
been highlighted, we are the first to identify a novel deleterious predicted
missense mutation (c.1193G>A) in this gene in a family of three
brothers with intellectual disability. The novel mutation in this study
segregates with the pathological phenotype in all affected patients. OGT

gene has been reported to have a direct effect on neuronal development
[22]. Although the number of OGT gene mutations reported to date has
no involvement in Intellectual Disability (ID), in this study, we could
suggest that the alteration of OGT gene might have an effect on the
phenotype of our patients and there could be a genotype, phenotype
correlation, however, functional studies with additional cases and
large affected families are required to confirm this suggestion. Some
limitations of this study involve the size of the family; we could study
the transmission of the mutation on several generations, however
the family size was limited. There were no similar cases in literature
to compare with. Also the gene functional study was not carried out.
These data tell us that it is too early to conclude and confirm on the
causality of this gene.

Conclusion

The direct effect of OGT alteration of brain development has been
strongly confirmed nevertheless so far this gene has not been attested
to be related to mental disability. We are the first to report on a novel
missense mutation within OGT, segregating with intellectual disability
in a family of three affected brothers without endocrine anomalies. The
phenotype of our patients could be linked to the new missense mutation
of the OGT gene nevertheless, our single case cannot be generalized
and despite evidence of OGT gene effect on neuronal physiology, and
brain development, more studies with additional cases are warranted,
to shed light on the cognitive role of the OGT gene.
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Novel ATRX gene damaging missense mutation ¢.6740A>C
segregates with profound to severe intellectual deficiency
without alpha thalassaemia
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Background & objectives: ATRX is a recessive X-linked intellectual deficiency (X-LID) gene causing
predominately alpha-thalassaemia with a wide and clinically heterogeneous spectrum of intellectual
deficiency syndromes. Although alpha-thalassaemia is commonly present, some patients do not express
this sign despite the ATRX gene being altered. Most pathological mutations have been localized in two
different major domains, the helicase and the plant homeo-domain (PHD)-like domain. In this study we
examined a family of three males having an X-linked mental deficiency and developmental delay, and
tried to establish a genetic diagnosis while discussing and comparing the phenotype of our patients to
those reported in the literature.

Merhods: Three related males with intellectual deficiency underwent clinical investigations. We
performed a karvotype analysis, CGH-array, linkage study, and X-exome sequencing in the index case
to identify the genetic origin of this disorder. The X-inactivation study was carried out in the mother and
Sanger sequencing was achieved in all family members to confirm the mutation.

Results: Anovel ATRX gene missense mutation (p.His2247Pro) was identified in a family of two uncles and
their nephew manifesting intellectual deficiency and specific facial features without alpha-thalassaemia.
The mutation was confirmed by Sanger sequencing. It segregated with the pathological phenotype. The
mother and her two daughters were found to be heterozygous.

Interpretation & conclusions: The novel mutation c.6740A>C was identified within the 4TRX gene
helicase domain and confirmed by Sanger sequencing in the three affected males as well as in the mother
and her two daughters. This mutation was predicted to be damaging and deleterious. The novel mutation
segregated with the phenotype without alpha-thalassaemia and with non-skewed X chromosome.

Key words Alpha thalassaemia - ATRX - exome sequencing - intellectual deficiency - X mactivation - novel mutation
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Alpha-thalassaemia X-linked intellectual disability
(ATRX) syndrome first described in 1990, is a rare
disorder and only about 170 cases have been reported
worldwide?. Most mutations are gathered in the two
major functional domains, the helicase and PHD (plant
homeo domain)-like domain® and are directly linked to
ATRX syndrome which often occurs associated with
intellectual deficiency. alpha thalassaemia. learning
difficulties as well as characteristic facial appearances.
hypotonia, and cryptorchidism*’. However, infrequent
protein c-terminal truncation mutations are constantly
associated with severe urogenital defects®. The clinical
spectrum has been protracted to involve phenotypes
without alpha thalassaemia’. or display a mild mental
disability® with non-skewed X-inactivation. In this
study. we examined a family with three affected males.

Here we report a novel missense mutation
(c.6740A>C) identified by X exome sequencing in
exon 31 within the helicase domain of the 47RX gene
in a family of three affected males in two generations
(two brothers and their nephew) with a typical family
pedigree of X-linked inheritance pattern and a clinical
phenotype marked with intellectual disability, language
impairment, prognathism. hypotonia, anteverted nares,
large forehead. hypertelorism. open mouth. and a
behavioural disorder associated with stereotypy.

Material & Methods

This study was conducted in the department of
Molecular Genetics. Medical Genetics Center, Necker
Hospital. Paris, France. during 2005-2012. The study
was approved by the institutional ethics committee.
Three males with severe intellectual deficiency were
identified in two generations of the same family. The
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Fig. 1. Pedigree of the family with related affected males. Black
boxes indicate intellectual deficiency due to ATRX gene mutation.
The asterik means that the subject carrys the mutation (c. 6740A>C)
within the ATRX gene. In generation (I), three subjects carried the
mutation. In generation (II) the index case is indicated by the arrow
(1T 4) and both sisters (II-1 and II-2) were heterozygous II-3 is an in
utero foetal death (seven months of pregnancy).

proband: patient IT-4 (Fig. 1) was the third sibling. He
had two non-affected sisters. He had been followed
in the Medical Genetics Center in Necker University
Hospital of Paris since 2005. He was evaluated at the
age of four years with complaints of developmental
delay and dysmorphism. Pregnancy was normal.
Delivery was at 38 wk of amenorrhoea. His birth weight
was 3.76 kg. height 51 cm and head circumference was
34 cm. The mother reported that her son had feeding
difficulties. His first smile was at the age of two
months, head holding at four months, walked at three
years. Till the age seven, speech was absent, and he
did not achieve the normal milestones for his age. His
weight was 17 kg (-2SD), height 110 cm (-2SD), head
circumference was normal. Dysmorphism (Fig. 2 a-c)
included a large forehead. hypertelorism, small nose,
depressed nasal bridge. anteverted nares. tended upper

Fig. 2. Three photographs (a, b and c) of patient II-4, the images show the phenotype which involves a large forehead, hypertelorism, small
nose, depressed nasal bridge, anteverted nares, tended upper lip and averted lower, an open mouth with drooling and a pragmatism.
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lip and everted lower, an open mouth with drooling and
a prognathism. He has severe hypotonia and stereotype
movements. He was friendly, not aggressive and did
not recognize his parents. He needed help to eat and
wash. His tendon reflexes were normal. There was
no hepatosplenomegaly, no urogenital abnormalities.
Electrocardiogram (ECG) was normal and there were
no seizures. However, electroencephalogram (EEG)
revealed wide slow curve of waking and sleeping.

His two maternal uncles (I-1, I-2), respectively 40
and 42 yr old) had a profound intellectual disability,
speech was absent, at that age they were completely
dependent upon others for personal care. they could eat
alone. but needed help to wash. They were followed in
an external center because of their age.

Magnetic resonance imaging (MRI) was
performed for the proband (patient II-3) and no
abnormalities were found. Serum lactate and ammonia
were normal. Iron and magnesium in serum were also
normal, however, a slight anaemia was revealed in
the index case (proband) and haemoglobin level was
11.5g/100ml with 80 fl of mean corpuscular volume
(MCV) indicating microcytosis. Brilliant cresyl blue
staining of red blood cells performed in index case
did not reveal Heinz bodies (precipitated HbH). This
result was subsequently confirmed by HPLC study
(Bio-Rad VII Dual Instrument 4. California. USA) and
there was no specific peak of haemoglobin H (Fig. 3).

20.0

17.54
15.04
12,54

o
I 10.04

%

7.5
504

259 .

0.0

.

Time (min)

Fig. 3. Elution haemoglobin chromatogram of patient IT-3 specimen
on Bio-Rad Variant V HPLC System. Tiune (min) represents the
retention time 1n minutes for each fraction to elute; % Hb represents
the percentage of haemoglobin in the elution peak. The retention
tume for each fraction 1s shown with the peak. HbA, (2.6%) was
eluted at a retention time of 2.91, HbF (0.5%) at a retention time
0f 0.35 min. The two earliest peaks of retention time 0.16 and 0.26
min correspond to HbA 1a and HbA1b, respectively.
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Haemoglobin A2 level was 2.6 per cent. HbF was 0.5
per cent and HbA was 96.9 per cent.

Genetic analysis: DNA was extracted from peripheral
blood of all family members. excluding the father using
the standard procedure of phenol chloroform method®.
Purity and concentration were assessed by NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer V3-7 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, USA). A high resolution
karyotype and array-CGH (comparative genomic
hybridization) were performed in patient II-3 which did
not show any chromosomal anomaly. X-chromosome
inactivation study was carried out in the mothers (I-3)
according to the method of methylation-sensitive PCR
and fragment-lenth analysis of androgen-receptor CAG
repeat polymorphisin'®. Patient II-3 and his mother
were then included in a next generation sequencing
project for X-LID patients in our institute using SOLID
5500 sequencer (Life technologies Grand Island.USA).
DNA (5 pg for each patient) was enriched by micro
droplet PCR procedure (Raindance technology.
Billerica. Massachusetts, USA) to target 11575 exons.
Sorting and calling of SNP/InDel were performed
using SAMTOOTL and GATK softwares (Bioinformatic
Programs, USA). Novelty was assessed by filtering
the variants against a set of polymorphisms that are
available in public databases such as dbSNP (htip://
wiwnebi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000 genomes
(http://browser. 1000genomes.org/in-dex.himl), Exome
Variant Server (hip./evs.gs.washington.edu/EVS/).
and ExaC (http.//exac.broadinstitute.org/). Only non-
synonymous variants or changes affecting splice sites
were analyzed. All sequence variants were prioritized
by scoring phylogenetic conservation and functional
impact (SIFT and Polyphen-2) and analyzed by
Mutation Taster program (Charite-University Berlin,
Germany, Europe). Candidate variants were selected
and confirmed by Sanger sequencing!. using the
3500XL Genetic analyzer> and the Big Dye cycle
sequencing Kit of Applied Biosystem technology
(Thermo-Fisher scientific, USA).

To sequence exon 31 of ATRX gene. forward

(GGCTGGTGTTACATGTTTTGC) and  revese
(GCTGAAACCAACCCATAAAGA) primers were
designed by Primer3 program (Cambridge.

Massachusetts, USA) an online tool to design and
analyze primers for PCR, and then were procured
from Eurogentec (Belgium. Europe) in Belgium.
X-chromosome inactivation study was carried out in
the mother'® (Fig. 1).
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Table. Comparison of ATRY gene related disorders

Major clinical features

Thakur et al®
study

Our study

Mutations

p.Leu2240Phe

c.6718C>T

c.6740A>C
p-Hi1s2247Pro

Exons

=)
—

31

Intellectual deficiency
Behavioural disorders
Alpha thalassaemia
No language
Hypotonia
Hepatosplenomegaly
Brisk reflexes

Small stature
X-skewed mnactivation
Affected females
Gastroesophageal reflux
Cryptorchydism

Hypertelorism/
telecanthus

Microcephaly
Camptodactyly
Polydactyly
Micrognathia/
retrognathia

Prognathism

Long narrow face
Triangular face

Tall prominent forehead
Facial coarsening
Frontal hair upsweep
Thick alae nasi

High nasal root

High narrow palate
Dental crowding
Mazullary hypoplasia
Open mouth

Small ears

Horizontal palmar
creases

Syndactyly
Polydactyly

+ o+ o+ o+ o+

+
Not cited +
+ _
Not cited +
+ -

+ +

Results & Discussion

Karyotypes of three patients (I-1. I-2 and IT-4) were
46, XY. The high resolution karyotype and the CGH
revealed no chromosome aberrations. Inactivation
affected 60 and 40 per cent of X-chromosomes.
Sequencing of X-exome from patient II-3 and his
mother identified a single nucleotide substitution
in exon 31 of the ATRX gene (Genbank accession
number NG_008838) resulting in a substitution of an
adenine (A) by a cytosine (¢.6740A>C). and led to
the substitution of a conserved histidine to a proline
(p.His2247Pro). This mutation was not detected in
any of the public databases (such as Exome Variant
Server, 1000 genomes, dbSNP135) and in =200
X-exomes of index patients from other XLID familes.
This mutation was confirmed by Sanger sequencing
m the three affected males as well as in the mother
and her two daughters. This mutation was predicted
to be possibly damaging by polyphen-2 with a score
of 0.906 (sensitivity: 0.82: specificity: 0.94). It was
predicted to be deleterious by SIFT and could affect
protein function with a score of 0.02. Predictions with
MutationTaster were in favour of a disease causing
variant.

There were three affected males in the two
generations of the affected family. All females were
healthy and heterozygous. Our linkage analysis (not
shown) localized the morbid gene in a locus of the
X-chromosome (Xq13.1-Xq21.1). The study of this
region by Sanger sequencing did not cover the entire
length of ATRX gene. Only N-terminal region was
mvolved. The absence of clinical signs such as alpha-
thalassaemia or urogenital abnormalities had deterred
us from going further in 4TRY gene exploration, and
the C terminal region was not analysed.

Linkage study and Sanger sequencing are
limited. tedious and often wield false negative
results. Therefore, we performed a high throughput
X exome sequencing of patient II-3 and his mother
that revealed a new wvariant which was confirmed
by Sanger sequencing. Exome sequencing based on
next generation technique is a tool for Mendelian
disease gene discovery, revealing rare disease-related
variants'. This technique revealed a substitution of an
adenine by a cytosine (¢.6740A>C) resulting in a novel
missense mutation (p.His2247Pro). This mutation was
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found in all affected males. the mother and her two
daughters who were heterozygous and asymptomatic.
The mother X-chromosome inactivation pattern was
not skewed. Heterozygous young sisters have a risk to
transmit the genetic disorder to their offspring.

Clinical features of patient II-3 included
intellectual deficiency. language delay. prognathism,
a severe hypotonia. anteverted nares. large forehead,
hypertelorism and a behaviour disorder associated
with stereotypy. These signs largely overlap with those
reported in ATRX related pathological mutations®*
and those reported by Thakur er a/* who reported a
missense mutation ¢.6718C>T(p.Leu2240Phe) related
to the ATRX syndrome in the same exon and seven
amino acids upstream the mutation similar to this study
[c.6740A>C(p.His2247Pro)].

ATRX syndrome is mainly identified by
intellectual ~ deficiency, and alpha-thalassaemia®.
Urogenital abnormality is a common presentation,
however, it is not as common as alpha. thalassaemia®.
Usually pathological mutations in the 47RX gene are
associated with a large and clinically heterogeneous
spectrum of X-linked mental deficiency syndromes'®.
However, with the advent of next generation
sequencing, mutations have been identified resulting
in less severe phenotypes lacking one or more of
ATRX syndrome phenotypic features’. In this present
study. the diagnosis of HbH performed in patient IT-3
was based on the haemoglobin H inclusion body stain
(brilliant cresyl blue) and the high performance liquid
chromatography. The chromatograph showed no early
peak at a retention time of less than one minute. Peaks
at retention time 0.16 and 0.26 min represented HbA la
and HbA1b. respectively. The fractions HbA, and HbF
were normal.

In the literature, 90  missense/nonsense
pathological mutations within the ATRX gene have
been reported to date'®. Four of them are located in
exon 31 (p.Leu2240Phe, p.I1e2248Thr, p.His2254pro
and p. Arg2271Gly). These are pathological and are
related to ATRX syndrome. Our missense mutation
(p-His2247Pro) is the fifth. It is a novel mutation which
has not been reported until now. We identified it in exon
31 of ATRX gene. adjacent to the known pathological
mutation (p.Tle2248Thr) described by Gibbons and
colleagues®. They reported that the mutation was

associated with intellectual deficiency as well as
asplenia®. Moreover. Leahy and his team'® mentioned
that the missense mutation (p.Arg2271Gly) in exon
31 was linked to the ATRX syndrome. The mutation
(p.Leu2240Phe) reported by Thakur ef al? segregated
with similar phenotype compared with our case
(Table). Besides, ATRX alteration has been reported
in intellectual disability, without thalassaemia®s.
Tarpey and colleagues® have reported a case of mental
deficiency syndrome without alpha-thalassaemia
caused by the mutation (His>Pro) within the exon we
studied but at a different position (p.His2254Pro). They
described a mentally retarded case with behaviour
disorder™.

In the present study, the new mutation was on
an exon which belonged to helicase domain where
approximately 41 per cent of ATRX syndrome causative
mutations have been described® and segregates with
the pathological phenotype. We could suggest that
the alteration of 4TRX gene might have an effect on
the phenotype of our patients and there could be a
genotype-phenotype correlation, however, functional
studies with additional cases and large number of
affected families are required to confirm this finding.

The limitation of this study included the absence
of ATRX protein function assessment. Proteomic study
should be performed to better understand the effect of
the mutation on the protein.

In conclusion. our study describes a novel missense
mutation of the ATRX gene helicase domain, carried by
three affected males of the two generations of the same
family and segregated with intellectual deficiency.
dysmorphism and behaviour disorder without alpha-
thalassaemia and with non-skewed X-chromosome
mmactivation. The large heterogeneous clinical signs
spectrum associated with ATRX mutations suggests
that this gene has different modes of action in different
tissues. Consequently, this novel mutation c.6740A>C
may alter ATRX gene function and causes variable
clinical features.
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